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线粒体 ＲＯＳ 改变参与石蒜碱诱导的

ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡

抗晶晶ꎬ刘晓宁

(黄河科技学院医学院生化教研室ꎬ河南 郑州 ４５００６３)

[摘要] 　 探究石蒜碱诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的分子机理. ＣＣＫ￣８ 实验检测细胞增殖情况ꎻ流式细胞术检测加或不

加 ＳＳ３１ 情况下ꎬ石蒜碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡比例的影响ꎻ用核酸染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 评估凋亡细胞细胞核的形态

变化ꎻ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析技术检测 ＰＡＲＰ 片段的表达情况. 成功构建靶向线粒体的 Ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 转基因稳

定株肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２. ＳＳ３１ 作为线粒体 ＲＯＳ 的定向清除剂ꎬ能够改善石蒜碱引起的 ＨｅｐＧ２ 细胞形态学损伤

及细胞核内 ＰＡＲＰ 切割ꎬ抑制石蒜碱诱导的细胞凋亡ꎬ降低反映线粒体 ＲＯＳ 含量的 ４０５ ｎｍ / ４８８ ｎｍ 荧光比值. 研
究结果提示ꎬ线粒体内 ＲＯＳ 水平的改变是石蒜碱诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的机制之一. 石蒜碱有望成为治疗肝癌的

潜力药物ꎬ值得更深入的研究.
[关键词] 　 石蒜碱ꎬ人类肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞ꎬ细胞凋亡ꎬｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ꎬ线粒体 ＲＯＳꎬＳＳ３１
[中图分类号]Ｒ３９２.５　 [文献标志码]Ａ　 [文章编号]１００１－４６１６(２０１９)０４－００９１－０６

Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＲＯＳ Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ Ｌｙｃｏｒｉｎｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨｅｐＧ２ Ｃｅｌｌｓ

Ｋａｎｇ ＪｉｎｇｊｉｎｇꎬＬｉｕ Ｘｉａｏｎｉｎｇ

(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬＳｃｈｏｏｌ ｏｆ ＭｅｄｉｃｉｎｅꎬＨｕａｎｇｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＣｏｌｌｅｇｅꎬＺｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００６３ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｌｙｃｏｒｉｎｅ ｏｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＴｒａｎｓＤｅｔｅｃｔ Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ(ＣＣＫ￣８)ａｓｓａｙ. Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ
ｌｙｃｏｒｉｎｅ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ＳＳ３１ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｎｕｃｌｅａｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｒａｇｍｅｎｔｅｄ ＰＡＲＰ. Ｉｔ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｈａｔ
ａｎ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＨｅｐＧ２ ｗｉｔｈ ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ ｐｒｏｂｅ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｏｆ ｄｙｎａｍｉｃ ｒｅｄｏｘ ｃｈａｎｇｅｓ. Ａｓ ａｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｒｅｍｏｖｅ ｔｈｅ ＲＯＳ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａꎬｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＳＳ３１
ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ ｌｙｃｏｒｉｎｅ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｌｙｃｏｒｉｎｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｉｔ ｗａｓ ａｌｓｏ ｆｏｕｎｄ
ｔｈａｔ ＳＳ３１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＰＡＲＰ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｙｃｏｒｉｎｅ. ＦｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬＳＳ３１ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｌｙｃｏｒｉｎｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｒｉｓｅ ｏｆ ４０５ / ４８８ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒａｔｉｏ ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ. Ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎ￣
ｄｒｉａｌ ＲＯＳ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｌｙｃｏｒｉｎｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｌｙｃｏｒｉｎｅ ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｒｕｇ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒꎬｉｔ ｗｏｒｔｈ ｐｒｏｆｕｎｄ ｓｔｕｄｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｌｙｃｏｒｉｎｅꎬｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｍａ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓꎬａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ꎬｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＲＯＳꎬＳＳ３１

石蒜碱(Ｌｙｃｏｒｉｎｅ)是从中药石蒜(Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ Ｈｅｒｂ.)鳞茎中提取出的一种天然生物碱ꎬ因其具备抗

病毒、抗肿瘤、抗疟疾、抗炎等多种生物效应受到广泛关注[１－６] . 然而ꎬ关于石蒜碱在人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞中

的抗肿瘤作用的研究却较少ꎬ基于线粒体 ＲＯＳ(ｍｔＲＯＳ)介导的线粒体凋亡途径在石蒜碱抗肿瘤中的作用

及机制更鲜见报道. 本研究前期构建了靶向线粒体的 ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 转基因稳定株肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２ꎬ
能够实现对 ＨｅｐＧ２ 肿瘤细胞 ｍｔＲＯＳ 的快速、高灵敏、特异性检测ꎬ在此基础上ꎬ本实验进一步应用靶向线
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粒体的抗氧化剂 ＳＳ３１ 处理细胞ꎬ分析抑制 ｍｔＲＯＳ 对石蒜碱诱导细胞凋亡及凋亡相关蛋白的影响ꎬ拟揭示

石蒜碱诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的机制.

１　 材料

１.１　 抗体及试剂

石蒜碱(含量>９８％ꎬＡｌａｄｄｉｎꎬＣＡＳ:２１８８－６８－３)ꎬＧＦＰ、ＧＡＰＤＨ、ＰＡＲＰ、β￣ａｃｔｉｎ 多克隆抗体(ＣＳＴ)ꎬ所有

二抗(ＣＳＴ)ꎬＳＳ３１(上海康肽德)ꎬＴｒａｎｓＤｅｔｅｃｔ Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ ＣＣＫ￣８(全式金生物) . 其他未说明的试剂均

购自赛默飞世尔科技公司.
１.２　 主要仪器

酶联免疫检测仪 ＥＬｘ ８０８ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ Ｒｅａｄｅｒ(ＢＩＯ￣ＴＥＫꎬＩＮＣ)ꎻ流式细胞检测仪 ＢＤ ＦＡＣＳ Ｃａｌｉ￣
ｂｕｒ(ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ)ꎻ激光共聚焦扫描仪(尼康 ＡＲ１)ꎻ激光共焦扫描显微镜 ＯＬＹＭＰＵＳ ＦＶ１０００(Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ
ＴｏｋｙｏꎬＪａｐａｎ) .

２　 方法

２.１　 构建靶向线粒体的 ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 转基因稳定株肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２
ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 质粒由 Ｔｏｂｉａｓ Ｐ Ｄｉｃｋ 教授慷慨赠与ꎬ本研究前期已成功构建靶向线粒体的 ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣

ｒｏＧＦＰ２ 转基因稳定株肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２ꎬ获得稳定表达的稳定株(命名为 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２) . 且

利用过表达慢病毒中目的基因携带 ＧＦＰ 标签ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测过表达慢病毒感染 ＨｅｐＧ２ 细胞

筛选获得的稳定株样品[７] .
２.２　 细胞培养

在 ３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２ 条件下ꎬ用含 １０％胎牛血清(Ｆｅｔａｌ Ｂｏｖｉｎｅ ＳｅｒｕｍꎬＦＢＳ)和抗生素(１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素

和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素)的 ＤＭＥＭ 完全培养液(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)培养细胞.
２.３　 细胞生长抑制实验(ＣＣＫ￣８)

取对数生长期的 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞悬液 １００ μＬ 接种于 ９６ 孔板ꎬ根据实验需要在 ３７ ℃细

胞培养箱中预培养 １２ ｈ~２４ ｈ. 加入多个浓度(１０ μｍｏｌ / Ｌ~１２０ μｍｏｌ / Ｌ)的石蒜碱正常培养多个时间段后ꎬ
每孔加入 ＣＣＫ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ(１０ μＬ /孔)ꎬ３７ ℃培养 ４ ｈꎬ弃尽培养液ꎬ加入 ＤＭＳＯ(１００ μＬ /孔)ꎬ振荡 １０ ｍｉｎꎬ酶
标仪测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光值.
２.４　 激光共聚焦技术(ＣＬＳＭ)检测细胞 ｍｔＲＯＳ 的变化

ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞经石蒜碱(９０ μＭ)或石蒜碱(９０ μＭ)＋ＳＳ３１(１００ ｎＭ)处理后ꎬ胰酶消化

细胞ꎬ离心收集ꎬ取适量细胞于激光共聚焦培养皿中ꎬ用激光共聚焦扫描仪在 ４０５ ｎｍ 和 ４８８ ｎｍ 两个通道

中进行 ｒｏＧＦＰ 观察ꎬ每个样品选取细胞进行层扫拍摄ꎬ分别输出 ４０５ ｎｍ 通道和 ４８８ ｎｍ 通道的图片. 利用

ＩＭＡＧＥＪ 软件处理输出图片ꎬ得到 ４０５ / ４８８ 比值图片ꎬ比值的颜色等级代表不同的氧化还原状态ꎬ其中蓝

色代表完全的还原状态ꎬ黄色代表完全的氧化状态[８] . 加 Ｈ２Ｏ２ 或 ＤＴＴ 处理细胞后ꎬ检测方法同上.
２.５　 流式细胞术(ＦＣＭ)分析石蒜碱对细胞凋亡率的影响

ＨｅｐＧ２￣Ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞经石蒜碱(９０ μｍｏｌ / Ｌ)或石蒜碱(９０ μｍｏｌ / Ｌ)＋ＳＳ３１(１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)处理

后ꎬ胰酶消化ꎬ离心收集细胞ꎬ加入 １００ μＬ 预冷的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒꎬ重悬细胞后加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ￣ＦＩＴＣ 和 ５ μＬ ＰＩꎬ轻轻混匀. 室温避光反应 １５ ｍｉｎꎬ加入 ４００ μＬ 预冷的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒꎬ轻轻混

匀ꎬ将样品于冰上避光放置ꎬ１ ｈ 内用流式细胞仪检测.
２.６　 细胞核染色观察石蒜碱对细胞核形态的影响

用 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 观察凋亡细胞核的形态变化. 将 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞分为 ３ 组ꎬ接种于培

养板中过夜. 随后换液ꎬ一组加 ＤＭＥＭꎬ一组只加石蒜碱(９０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ最后一组加石蒜碱(９０ μｍｏｌ / Ｌ) ＋
ＳＳ３１(１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬ３ 组孵育 ８ ｈ 后ꎬ加 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２(１ ｍｇ / ｍＬ)于 ３７ ℃染色 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗细胞ꎬ用激

光共焦扫描显微镜在 ３５０ ｎｍ 激发光谱和 ４６１ ｎｍ 发射光谱下观察石蒜碱及 ＳＳ３１ 对 ＨｅｐＧ２￣Ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２
细胞核形态的影响.
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２.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析石蒜碱对细胞内 ＰＡＲＰ 片段化的影响

ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞＋石蒜碱(９０ μｍｏｌ / Ｌ)或石蒜碱(９０ μｍｏｌ / Ｌ)＋ＳＳ３１(１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)培养 ８
ｈ 后ꎬＰＢＳ 清洗细胞ꎬ随后加入细胞裂解液冰上匀浆ꎬ然后将细胞裂解物在 ４ ℃ꎬ１５ ０００ ｇ 条件下离心

１５ ｍｉｎ. 离心结束后ꎬ收取离心上清液ꎬ取等量蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ电泳结束后将蛋白转移至硝酸纤维素

膜上. 随后用 ＴＢＳ(含 ５％脱脂奶粉)封闭 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ共洗涤 ３ 次. 加入一抗ꎬ４ ℃孵育过

夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤ꎬ最后ꎬ用 Ｄｄｙ８００ 的荧光二抗孵育 ０.５ ｈꎬＯｄｙｓｓｅｙ 红外显像系统观测结果[９] .
２.８　 数据处理

使用 ＳＰＳＳ １０.０ 软件进行两组间 ｔ检验ꎬ所有数值均表示为(ｍｅａｎ±Ｓ.Ｄ)ꎬ并设置多个重复ꎬＰ<０.０５ 为

有统计学差异. 所有实验均重复 ３ 次并具有相同趋势.

３　 结果

３.１　 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞响应 Ｈ２Ｏ２ 和 ＤＴＴ 引起的氧化还原改变

为了确定 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞能否响应线粒体内氧化还原变化ꎬ用 Ｈ２Ｏ２(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)处理细

胞ꎬ１８０ ｓ 后加入 ＤＴＴ(１ ｍｍｏｌ / Ｌ) . 如图 １ 所示ꎬＨ２Ｏ２ 的加入使得 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞的 ４０５ /
４８８ ｎｍ 荧光比值从 １.２１ 增加至 ３.６８ꎬ而 ＤＴＴ 的加入又使比值回落至 １.２３. 此外ꎬ４０５ ｎｍ 和 ４８８ ｎｍ 通道融

合后的图像也从视觉上显示了细胞线粒体中氧化还原状态的改变情况. 以上结果提示ꎬＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣
ｒｏＧＦＰ２ 细胞能够灵敏响应线粒体内氧化还原改变.

图 １　 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞灵敏响应线粒体内氧化还原改变

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ ｃｅｌｌｓ ｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｄｏｘ ｃｈａｎｇｅｓ

图 ２　 石蒜碱抑制 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２细胞生长

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｌｙｃｏｒｉｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ ｃｅｌｌｓ

３.２　 石蒜碱抑制 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞生长

本实验采用 ＣＣＫ￣８ 法检测石蒜碱对 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞生长的影响. 用 １０ μｍｏｌ / Ｌ ~ １２０
μｍｏｌ / Ｌ 的石蒜碱处理细胞 ８ ｈꎬ结果如图 ２ 所示ꎬ石蒜碱能够以剂量依赖性的方式降低 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣
ｒｏＧＦＰ２ 细胞的存活率ꎬ且半数抑制率为 ９０ μｍｏｌ / Ｌ(Ｐ<０.０５) .
３.３　 石蒜碱促进 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞中 ｍｔＲＯＳ
的产生

如上所述ꎬ４０５ / ４８８ ｎｍ 荧光比值可反应 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣
Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞线粒体内的氧化还原状态ꎬ这也从侧面反

映了细胞中 ｍｔＲＯＳ 水平. 如图 ３ 所示ꎬ发现用石蒜碱

(９０ μｍｏｌ / Ｌ)刺激 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞ꎬ可导致细

胞线粒体内氧化水平显著提升(Ｐ<０.０５)ꎬ４０５ / ４８８ ｎｍ 荧光

比值增加至原来的 ３ 倍ꎬ且在 １６０ ｍｉｎ 后趋于稳定ꎬ表明石

蒜碱可促进 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞中 ｍｔＲＯＳ 的产

生. 正如预期的那样ꎬＳＳ３１ 作为线粒体 ＲＯＳ 的清除剂ꎬ可阻

—３９—
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止石蒜碱诱导的 ｍｔＲＯＳ 的产生ꎬ使得 ４０５ / ４８８ ｎｍ 荧光比值从 ３.６８ 下降到 １.２６.

图 ３　 石蒜碱促进 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞中 ｍｔＲＯＳ 的产生

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｌｙｃｏｒｉｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＲＯＳ ｉｎ ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ ｃｅｌｌｓ

图 ４　 石蒜碱诱导 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞的凋亡和核形态学改变

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｌｙｃｏｒｉｎｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ ｃｅｌｌｓ

３.４　 石蒜碱诱导 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞的凋亡和核形态学改变

本实验采用流式细胞技术探究石蒜碱诱导 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞凋亡的作用. ＳＳ３１ 是一种靶

向线粒体的抗氧化剂ꎬ用 ＳＳ３１ 处理细胞ꎬ探究 ｍｔＲＯＳ 在石蒜碱诱导的细胞凋亡中的作用[１０] . 如图 ４Ａ 所

示ꎬ用石蒜碱 (９０ μｍｏｌ / Ｌ) 处理 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞ꎬ可导致大约 ３９. ４１％的细胞凋亡 (Ｐ <
０.０５) . 相反ꎬＳＳ３１ 的加入明显减弱了石蒜碱诱导的细胞凋亡ꎬ使得细胞凋亡率降低到 ４.０５％. 以上结果提

示ꎬｍｔＲＯＳ 的增加是石蒜碱诱导细胞凋亡的重要环节.

—４９—
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Ｈｏｃｈｅｓｔ ３３３４２ 染色后ꎬ用激光共焦扫描显微镜观察石蒜碱对细胞凋亡形态学的影响ꎬ如图 ４ Ｂ 所示ꎬ
石蒜碱处理 ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞后ꎬ可观察到细胞核浓缩、破碎等细胞凋亡特征ꎬ而 ＳＳ３１ 的加入

显著减弱了石蒜碱诱导的核形态学改变ꎬ这与上述流式细胞术观察到的结果一致.

图 ５　 石蒜碱促进 ＰＡＲＰ 的切割

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｌｙｃｏｒｉｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｏｆ ＰＡＲＰ

３.５　 石蒜碱促进 ＰＡＲＰ 的切割

ＰＡＲＰ 是一种分子大小为 １１６ ｋＤ 的核苷酸聚

合酶ꎬ它可以被 ｃａｓｐａｓｅ 蛋白切割成两部分(２４ ｋＤ
和 ８９ ｋＤ)ꎬＰＡＲＰ 的切割可作为细胞正在发生细

胞凋亡的标识[１１] . 为了进一步验证石蒜碱诱导

ＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞凋亡的作用ꎬ本实验

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＡＲＰ 切割片段的表达. 结果

如图 ５ 所示ꎬ经石蒜碱处理后ꎬＨｅｐＧ２￣ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣
ｒｏＧＦＰ２ 细胞中的 ＰＡＲＰ 片段增加ꎬ表明细胞正在

发生凋亡ꎬ而 ＳＳ３１ 的加入抑制了石蒜碱诱导的

ＰＡＲＰ 切割(Ｐ<０.０５) . 以上结果进一步表明石蒜碱可能通过增加细胞中 ｍｔＲＯＳ 的含量ꎬ促进细胞凋亡.

４　 讨论

细胞凋亡是一个多因素参与的生理过程ꎬ从天然产物中寻找诱导肿瘤细胞凋亡的有效成分ꎬ是目前抗

肿瘤药物研究的一个热点[１２] . ＲＯＳ 是细胞内物质代谢的产物ꎬ细胞中的 ＲＯＳ 含量可反映细胞内的氧化还

原状态[１３] . 线粒体是 ＲＯＳ 产生的主要场所ꎬ研究表明ꎬｍｔＲＯＳ 可介导肿瘤细胞内线粒体依赖的凋亡途

径[１４]ꎬ然而ꎬ由于缺乏精准的检测机制ꎬｍｔＲＯＳ 介导的线粒体凋亡途径在天然产物抗肿瘤中的研究鲜有

报道.
近年来ꎬＤｉｃｋ 项目团队将 Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 蛋白与 ＡＴＰ 合成酶 ９ 的线粒体定位序列融合ꎬ构建了靶向线

粒体的氧化还原生物感应系统 ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ꎬ从而实现了细胞凋亡相关的氧化还原改变的动态化分

析[１５] . 本课题组从 Ｄｉｃｋ 处申请获得 ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 质粒ꎬ通过稳定株筛选实验和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测实

验成功构建了靶向线粒体的 Ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 转基因稳定株肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２￣Ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２. Ｈ２Ｏ２

和 ＤＴＴ 加入实验表明ꎬＨｅｐＧ２￣Ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 能够灵敏、可视化地响应氧化还原刺激ꎬ可实现对 ＨｅｐＧ２
细胞中 ｍｔＲＯＳ 的实时、高灵敏、可视化检测.

石蒜碱是一种常见的异喹啉类生物碱ꎬ具有多种药理活性[１６－１７]ꎬ研究表明ꎬ石蒜碱可诱导多发性骨髓

瘤细胞系 ＡＲＨ￣７７ 细胞的程序化坏死ꎬ其机制与线粒体功能丧失、ＲＯＳ 产生有关[１８]ꎬ提示石蒜碱的抗肿瘤

作用可能以 ＲＯＳ 为靶点. 最新研究显示ꎬ石蒜碱可剂量依赖性抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖与迁移[１９]ꎬ但关于

ｍｔＲＯＳ 在石蒜碱诱导人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡中的作用机制研究却很少. 本研究中ꎬＣＣＫ￣８ 实验结果表明ꎬ
石蒜碱能够剂量依赖性地抑制 ＨｅｐＧ２￣Ｍｉｔｏ￣Ｇｒｘ１￣ｒｏＧＦＰ２ 细胞生长ꎬ且半数抑制率为 ９０ μｍｏｌ / Ｌꎬ这与 Ｌｉｕ
Ｗｕｙｉ 等的研究结果一致. 在随后实验中ꎬ以石蒜碱(９０ μｍｏｌ / Ｌ)为实验用药浓度. ＳＳ３１ 是一种靶向线粒体

的 ＲＯＳ 清除剂ꎬ观测到 ＳＳ３１ 可下调细胞线粒体中由石蒜碱诱导产生的 ｍｔＲＯＳ 含量ꎬ使得 ４０５ / ４８８ ｎｍ 荧

光比值下降ꎬ与此同时ꎬ还发现 ＳＳ３１ 还可明显减弱石蒜碱诱导的细胞凋亡ꎬ细胞核形态改变以及细胞中

ＰＡＲＰ 切割实验都验证了这一结论. 以上结果提示ꎬｍｔＲＯＳ 改变参与石蒜碱诱导的 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡.
综上ꎬ本研究结果表明ꎬ石蒜碱可能通过增加 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ｍｔＲＯＳ 含量的方式促进 ＨｅｐＧ２ 细胞凋

亡ꎬ这为石蒜碱成为治疗肝癌的潜力药物提供了一定的理论基础ꎬ值得更深入的研究.
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