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　　［摘要］　目的　 研究鱼藤素对乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１线粒体通透性转换孔的作用。方法　ＭＴＴ法检测鱼藤素对
ＭＤＡＭＢ２３１细胞的增殖抑制作用；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染流式细胞术检测细胞凋亡率；罗丹明１２３单染法观察线粒体膜

电位变化；蛋白免疫印迹法检测细胞质中Ｃｙｔｃ的表达；分光光度法检测ｃａｓｐａｓｅ３蛋白活性；Ｆｌｕｏ３／ＡＭ荧光指示剂检测细胞

内钙离子浓度变化；ＲＴＰＣＲ和蛋白免疫印迹法检测Ｂｃｌ２和ＢａｘｍＲＮＡ及其蛋白表达。结果　鱼藤素对 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞增殖具有明显的抑制作用，呈时效和量效依赖关系（Ｐ＜０．０５）；鱼藤素处理细胞后，细胞线粒体膜电位降低，细胞质内Ｃｙｔｃ
蛋白表达水平升高，ｃａｓｐａｓｅ３活性明显提高，与未处理组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。流式细胞术检测显示细胞凋

亡率和细胞内钙离子浓度随鱼藤素浓度的增加而增多；ＲＴＰＣＲ和蛋白印迹检测结果发现鱼藤素能使Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ和蛋白表

达减少，而Ｂａｘ表达增加。结论　鱼藤素对乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的增殖抑制、诱导凋亡作用可能与细胞内钙超载，Ｂｃｌ２
和Ｂａｘ表达改变影响线粒体通透性转换孔开放，诱导线粒体膜电位降低及Ｃｙｔｃ释放有关。
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　　在线粒体凋亡途径中，线粒体通透性转换（ｍｉ
ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＭＰＴ）改变是决
定凋亡起始的关键环节。ＭＰＴ改变与线粒体通透

性 转 换 孔 （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
ｐｏｒｅ，ＭＰＴＰ）开放有关。目前研究表明，ＭＰＴＰ的
开放直接引起细胞凋亡发生。在致凋亡因子的刺激
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下，ＭＰＴＰ开放，导致线粒体跨膜电位下降或消失、
线粒体膜间隙中凋亡相关蛋白（如Ｃｙｔｃ、ＡＩＦ等）释
放入胞质，发生细胞凋亡［１］。

　　鱼藤素是从豆科家族绢毛萌豆（Ｍｕｎｄｕｌｅａｓｅｒｉ
ｃｅａ）中提取的一种黄酮类化合物，具有抗病毒、抗肿
瘤作用［２３］。鱼藤素可通过抑制肿瘤细胞增殖、诱导
肿瘤细胞凋亡，对多种进展期肿瘤发挥治疗作
用［４７］。诱导凋亡是鱼藤素抗肿瘤作用的重要机制。
鱼藤素对肿瘤细胞的诱导凋亡效应可能与其对

ＭＰＴＰ开放调控作用启动了线粒体凋亡途径有关，

Ｈａｉｌ等［８］报道鱼藤素可通过促进 ＭＰＴ、降低线粒体
膜电位方式诱导皮肤癌细胞凋亡。

　　本研究采用鱼藤素体外诱导乳腺癌细胞 ＭＤＡ
ＭＢ２３１凋亡，观察细胞线粒体膜电位变化，胞质中

Ｃｙｔｃ、ｃａｓｐａｓｅ３活性变化，细胞内Ｃａ２＋浓度，以及细
胞内Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ及蛋白表达情况，探讨鱼藤
素对 ＭＰＴＰ的作用，进一步了解鱼藤素诱导肿瘤细
胞凋亡的作用机制。

１　材料和方法

１．１　试剂和仪器　鱼藤素：ＡＬＥＸＩＳ公司，纯度

９５．６％，用二甲亚砜（ＤＭＳＯ）溶解配成１０ｍｍｏｌ／Ｌ
的储存液，等量分装，２０℃保存，临用前用 ＲＰＭＩ
１６４０稀释成各种浓度，将ＤＭＳＯ浓度控制在０．１％
以下。ＲＰＭＩ１６４０干粉培养基，Ｇｉｂｃｏ公司。新生
牛血清：杭州四季青公司。ＭＴＴ和罗丹明１２３，Ｓｉｇ
ｍａ公司。Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒：碧云天生物
技术研究所。钙离子荧光指示剂Ｆｌｕｏ３／ＡＭ：Ｂｉｏｔｉ
ｕｍ公司。ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒：深圳晶美生
物有限公司。细胞线粒体分离试剂盒：碧云天生物
技术研究所。小鼠抗人Ｃｙｔｃ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、βａｃｔｉｎ单
克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠ＩｇＧ均购
自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。ＲＴＰＣＲ试剂盒：日本东
洋纺生物有限公司。ＰＣＲ引物由上海生工生物工程
服务有限公司合成。流式细胞仪：美国ＦＡＣＳＣＡＮ
ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｓｏｎ；酶标仪：美国ＢｉｏＲａｄ公司 Ｍｏｄｅｌ
１５５０型；ＰＡＧＥ凝胶电泳仪、垂直电泳槽、ＰＣＲ扩增
仪、电泳凝胶图像分析系统均购自ＢｉｏＲａｄ公司。

１．２　细胞培养　人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞株由
本室保存。将 ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种于含１０％新
生牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００μｇ／ｍｌ链霉素的

ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿度孵
箱内培养。当细胞长满培养瓶瓶底８０％左右，用

０．１％的胰酶溶液消化传代。

１．３　ＭＴＴ法测定细胞增殖　取对数生长期 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞，调整细胞密度为５×１０７／Ｌ。接种于

９６孔培养板，每孔接种细胞悬液２００μｌ。设未加药
细胞组、鱼藤素实验组（终浓度为４００、８００、１２００
ｎｍｏｌ／Ｌ；细胞接种２４ｈ后加药），每组设５个平行
孔。置３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度孵箱内培养。分别培
养２４、４８和７２ｈ后弃上清，每孔加入无血清ＲＰＭＩ
１６４０培养液２００μｌ及 ＭＴＴ（５ｇ／Ｌ）２０μｌ继续培养

４ｈ，取出后１０００×ｇ 离心１０ｍｉｎ，弃上清，每孔加

２００μｌＤＭＳＯ振荡１０ｍｉｎ，用酶标仪测定波长５７０
ｎｍ的光密度（Ｄ５７０）值。实验重复３次，取平均值。
计算细胞生长抑制率，计算公式：细胞生长抑制率
（％）＝（１加药组平均Ｄ５７０／未加药组平均Ｄ５７０）×
１００％。根据抑制率，求取中效浓度，确定后续实验
鱼藤素采用浓度。

１．４　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双标法流式细胞术检测细胞凋
亡　常规培养 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，接种２４ｈ后，用
终浓度为０、８００、１２００ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤素处理４８ｈ后
收集细胞，以０ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤素为对照。ＰＢＳ洗涤２
次，将细胞悬浮于５００μｌ结合缓冲液中，加入１０μｌ
ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ混匀，４℃静置２０ｍｉｎ，加入５μｌＰＩ
室温避光１５ｍｉｎ。应用流式细胞仪检测早期凋亡细
胞（ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ阳性而ＰＩ阴性）百分率。

１．５　罗丹明１２３单染法检测鱼藤素对细胞线粒体
膜电位的影响　细胞处理同１．４项。收集细胞，经

ＰＢＳ离心洗涤２次，加１００μｌＰＢＳ重悬细胞，再加入

４μｍｏｌ／Ｌ罗丹明１２３（一种能被线粒体摄取的阳离
子亲脂染料，细胞内罗丹明１２３的摄取量与线粒体
跨膜电位变化呈正相关），使其终浓度为２μｍｏｌ／Ｌ，

３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次。流式细胞仪
检测细胞荧光强度，检测条件：激发波长４８８ｎｍ，发
射波长５２５ｎｍ。

１．６　流式细胞仪检测细胞内钙离子浓度　Ｆｌｕｏ３／

ＡＭ是第３代钙离子荧光指示剂，其不能与游离钙
离子结合，但能穿过细胞膜进入细胞内。Ｆｌｕｏ３／

ＡＭ进入细胞后可被细胞内非特异性酯酶水解成

Ｆｌｕｏ３，后者与细胞内游离钙离子结合发出荧光，荧
光强度和细胞内游离钙离子的含量成正比。Ｆｌｕｏ３／

ＡＭ用ＤＭＳＯ配成１ｍｍｏｌ／Ｌ储存液，等量分装，

２０℃ 避 光 保 存，临 用 前 用 ＰＢＳ 稀 释 成 工 作
浓度。　　　
　　细胞处理同１．４项。用０．１％胰酶（不含ＥＤ
ＴＡ）消化收集细胞。应用Ｆｌｕｏ３／ＡＭ（其负载浓度
为１μｍｏｌ／Ｌ，３７℃避光孵育１ｈ）、参照文献方法

［９］测

定和计算ＩＥＣａ２＋（ＩＥＣａ２＋ ＝受Ｆｌｕｏ３／ＡＭ 作用后
细胞荧光强度平均道数／无Ｆｌｕｏ３／ＡＭ 作用细胞荧
光强度平均道数×１０００）。

１．７　蛋白质免疫印迹法检测细胞内Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及细
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胞质中Ｃｙｔｃ蛋白表达

１．７．１　细胞内Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达检测　常规培养

ＭＤＡＭＢ２３１细胞，接种２４ｈ后实验组加入８００
ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤素，对照组加入相等体积的培养基。４８
ｈ后分别收集各组细胞约５×１０６个，用ＲＩＰＡ细胞
裂解液裂解细胞，提取总蛋白。Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋
白含量。１５％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转移至ＰＶＤＦ
膜。５％脱脂奶粉３７℃封闭１ｈ后以特异性抗体
（１２００Ｂｃｌ２鼠抗人单克隆抗体、１２００Ｂａｘ鼠抗
人单克隆抗体）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗膜后加入

１２０００羊抗鼠ＩｇＧ／ＨＲＰ３７℃孵育２ｈ，ＥＣＬ显
色。用ＢｉｏＲａｄ图像分析系统照相，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
４．４．０软件分析，以相应蛋白条带的灰度值／βａｃｔｉｎ
蛋白条带的灰度值表示相对蛋白含量。实验重复３
次。

１．７．２　细胞质中Ｃｙｔｃ蛋白的提取及检测　细胞处
理同１．７．１。按细胞线粒体分离试剂盒说明分离细
胞质和线粒体。收集细胞，ＰＢＳ洗涤，离心收集细胞
沉淀，重悬于线粒体分离试剂中，匀浆处理，６００×ｇ，

４℃离心１０ｍｉｎ，取上清液１２０００×ｇ，４℃离心１０
ｍｉｎ，沉淀即为细胞线粒体部分，取上清液，进一步离
心（１２０００×ｇ，４℃，１０ｍｉｎ）留取上清液，即为去除线
粒体的细胞质蛋白，应用此细胞质蛋白提取液，进行
蛋白质免疫印迹检测Ｃｙｔｃ蛋白。Ｃｙｔｃ鼠抗人单克
隆抗体稀释比例为１５００，检测方法同１．７．１项。

１．８　ＲＴＰＣＲ检测鱼藤素对Ｂｃｌ２和Ｂａｘ基因表达
的调控

１．８．１　总ＲＮＡ提取　细胞培养、实验分组和药物
浓度同１．７．１项。用ＲＮＡ提取试剂盒提取细胞总

ＲＮＡ，所提ＲＮＡ溶于２０μｌ去ＲＮＡ酶水中。核酸
定量仪测定ＲＮＡ浓度和纯度，Ｄ２６０／Ｄ２８０比值在１．８
２．０之间，计算ＲＮＡ含量，并行０．７％琼脂糖凝胶电
泳，观察ＲＮＡ完整性。

１．８．２　ＲＴＰＣＲ反应　按照反转录试剂盒说明书
取１μｇ总ＲＮＡ行２０μｌ体系的反转录反应，反转录
为ｃＤＮＡ后继续行ＰＣＲ反应以获得目的片段。Ｂｃｌ
２上游引物：５′ＧＡＧ ＧＡＴ ＴＧＴ ＧＧＣＣＴＴＣＴＴ
ＴＧ３′，下游引物：５′ＡＣＡ ＧＴＴＣＣＡ ＣＣＡ ＡＧＧ
ＣＡＴＣＣ３′，扩增产物１７０ｂｐ；Ｂａｘ上游引物：５′
ＴＴＴＧＣＴＴＣＡＧＧＧＴＴＴＣＡＴＣＣ３′，下游引物：

５′ＣＡＧＴＴＧＡＡＧＴＴＧＣＣＧＴＣＡＧＡ３′，扩增产
物２１６ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＧＴＣ ＡＡＧ ＡＡＡ
ＧＧＧＴＧＴ ＡＡＣＧＣＡ ＡＣ３′，下游引物：５′ＴＣＣ
ＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣＴ３′，扩增产物３５６
ｂｐ。Ｂｃｌ２反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ、

５８℃３０ｓ、７２℃１ｍｉｎ３０个循环，７２℃充分延伸５

ｍｉｎ；Ｂａｘ反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ、

６２℃３０ｓ、７２℃１ｍｉｎ３０个循环，７２℃充分延伸５
ｍｉｎ。取扩增产物５μｌ行１％琼脂糖凝胶电泳，用

ＢｉｏＲａｄ图像分析系统照相，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析
各扩增条带产物的含量，以目的条带的灰度值／βａｃ
ｔｉｎ蛋白条带的灰度值表示。

１．９　分光光度法检测ｃａｓｐａｓｅ３蛋白活性　细胞培
养、实验分组和药物浓度同１．７．１项。加药后各组
细胞分别培养２４、４８、７２ｈ。待药物作用达到规定时
间点时，收集实验组和对照组细胞，按照１００μｌ／２×
１０６细胞比例加入裂解液，冰浴裂解１５ｍｉｎ。４℃、

１６０００×ｇ离心１５ｍｉｎ；取上清液，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定
蛋白浓度，调整蛋白浓度为３ｍｇ／ｍｌ。９６孔培养板
设立空白组和实验检测组，空白组孔加入检测缓冲
液９０μｌ，实验检测组孔加入８０μｌ检测缓冲液及１０

μｌ待测样品，适当混匀后，每孔加入 １０μｌＡｃ
ＤＥＶＤｐＮＡ（ｃａｓｐａｓｅ３底物），于３７℃避光孵育４ｈ。
用酶标仪测定波长４０５ｎｍ的光密度（Ｄ４０５）值反映

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白活性。

１．１０　统计学处理　实验数据以珚ｘ±ｓ表示，用

ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行处理，采用两独立样本均
数的ｔ检验、多样本均数比较的方差分析和多重比
较的ＳＮＫｑ检验进行比较，Ｐ＜０．０５认为差异有统
计学意义。

２　结　果

２．１　鱼藤素对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖的影响　
ＭＴＴ结果显示，鱼藤素作用的各实验组细胞生长受
到抑制，随药物浓度增加，作用时间延长，抑制率亦
增大，呈时效、量效依赖关系。不同浓度和不同时间
之间的抑制率差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１，表１）。计算中效浓度：直线回归方程Ｙ＝
０．０３Ｘ＋１６．８９，鱼藤素作用４８ｈ、细胞抑制率５０％
的药物浓度（ＩＣ５０）为１３０８．５８ｎｍｏｌ／Ｌ。后续相关实
验选用的药物浓度为８００、１２００ｎｍｏｌ／Ｌ。

表１　鱼藤素对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的生长抑制作用

Ｔａｂ１　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈｂｙｄｅｇｕｅｌｉｎ
（ｎ＝１５，珚ｘ±ｓ，％）

Ｄｅｇｕｅｌｉｎ
ｃＢ／（ｎｍｏｌ·Ｌ１）

Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｅｇｕｅｌｉｎｔ／ｈ
２４ ４８ ７２

４００ ４．３３±１．６４ ２６．２３±２．１６ ４９．８９±１．３２
８００ ９．６３±０．８０ ３８．７３±２．３４ ５７．８６±１．８２
１２００ １５．２４±２．１０ ４６．４８±１．４６ ６９．４３±２．３１

　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ．Ｆ＝１４９．２６，Ｐ＜０．０１ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｔｉｍｅｇｒｏｕｐｓ；Ｆ＝１５．６０，Ｐ＜０．０５ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ
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２．２　 鱼 藤 素 对 ＭＤＡＭＢ２３１ 细 胞 凋 亡 的 影
响　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ双标法检测显示：随着鱼藤素浓
度增加，细胞发生早期凋亡，且凋亡率呈递增趋势。
与对照组比较，实验组凋亡率明显增加，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。见表２。

２．３　鱼藤素对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞线粒体膜电位的
影响　８００、１２００ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤素处理 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞４８ｈ后，用ＦＣＭ检测细胞内荧光强度的变
化，发现经鱼藤素处理过的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中弱
荧光 部 分 细 胞 所 占 百 分 比 逐 渐 增 多，分 别 为
（４３．０６±２．１４）％、（９３．１５±４．５２）％，与对照组
［（３２．５２±０．８９）％］比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。表明鱼藤素处理后，ＭＤＡＭＢ２３１细胞的线
粒体膜电位强度受到影响而下降，导致进入细胞内
的荧光染料减少，荧光变弱（图１）。

２．４　细胞内钙离子浓度的变化　鱼藤素处理

ＭＤＡＭＢ２３１细胞４８ｈ后，细胞内钙离子浓度增
加，随着药物浓度增加，细胞内钙离子浓度呈递增趋
势（Ｐ＜０．０１，表２）。

表２　鱼藤素对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞早期凋亡和

细胞内钙离子浓度的影响

Ｔａｂ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｇｕｅｌｉｎｏｎｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄ

ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＣａ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｄｅｇｕｅｌｉｎ
ｃＢ／（ｎｍｏｌ·Ｌ１）

Ｅａｒｌｙ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％） ＩＥＣａ２＋

０（Ｃｏｎｔｒｏｌ） ３．５９±０．３ ３３６５．８５±５５．８

８００ １５．５±１．１ ４８２８．６４±５２．９７

１２００ ３４．３３±１．４４△△ ６４４２．９２±７６．１８△△

Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓ８００ｎｍｏｌ／Ｌｄｅｇｕｅｌｉｎｇｒｏｕｐ

图１　鱼藤素对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞线粒体膜电位的影响

Ｆｉｇ１　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｅｇｕｅｌｉｎ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：８００ｎｍｏｌ／Ｌｄｅｇｕｅｌｉｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：１２００ｎｍｏｌ／Ｌｄｅｇｕｅｌｉｎｇｒｏｕｐ

２．５　鱼藤素对Ｃｙｔｃ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达的影响　蛋白
印迹检测显示，８００ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤素处理 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞４８ｈ后，细胞质内Ｃｙｔｃ蛋白和细胞内Ｂａｘ
蛋白表达增加，细胞内Ｂｃｌ２蛋白表达降低，与对照

组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２）。ＲＴ
ＰＣＲ检测显示，细胞内Ｂｃｌ２和Ｂａｘ在ｍＲＮＡ水平
上的表达与蛋白水平一致（图３）。

图２　鱼藤素对Ｃｙｔｃ、Ｂｃｌ２及Ｂａｘ蛋白表达的影响

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｙｔｃ，Ｂｃｌ２ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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图３　ＭＤＡＭＢ２３１细胞内Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ和ＢａｘｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｍＲＮＡａｎｄＢａｘｍＲＮＡｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：８００ｎｍｏｌ／Ｌｄｅｇｕｅｌｉｎｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．６　鱼藤素对ｃａｓｐａｓｅ３蛋白活性的影响　８００
ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤素处理２４ｈ后，ｃａｓｐａｓｅ３活性增加，４８
ｈ达高峰，后逐渐下降，但各时间点与对照组比较差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图４）。

图４　鱼藤素对ｃａｓｐａｓｅ３蛋白活性的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｇｕｅｌｉｎｏｎｃａｓｐａｓｅ３

ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　在细胞凋亡信号转导途径中，线粒体凋亡途径
是近年来研究的热点。线粒体在细胞凋亡过程中起
着中心控制作用，凋亡的线粒体事件中最重要的就
是线粒体结构和功能的改变导致一系列凋亡相关蛋

白从线粒体释放到细胞质［１０］。线粒体内膜通透性
增加是凋亡信号转导的早期事件，线粒体内膜跨膜
电位（Δψｍ）是反映线粒体内膜通透性的最佳指标之
一，ＭＰＴＰ在维持线粒体膜通透性方面具有重要作
用。各种死亡信号诱导 ＭＰＴＰ开放，引起线粒体跨
膜电位下降，导致促凋亡物质释放，继而激活

ｃａｓｐａｓｅ，引发细胞凋亡［１１１２］。ＭＰＴＰ被称为细胞生
死开关，是由线粒体内膜的腺苷转移酶（ａｄｅｎｉｎｅｎｕ
ｃｌｅｏｔｉｄｅｔｒａｎｓｌｏｃａｔｏｒ，ＡＮＴ）、外膜的电压依赖性阴
离 子 通 道 （ｖｏｌｔａｇｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ，

ＶＤＡＣ）、基质亲环素Ｄ（ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎＤ，ＣＹＰＤ）、外室

的肌酸激酶、胞质中己糖激酶和外周苯二氮 受体

（ｐｅｒｉｐｈｅｒｙｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＢＲ）在线粒体
内外膜交接处构成的一种孔道复合物［１３］。ＭＰＴＰ
开放可使离子在线粒体内膜两侧达到平衡，导致

Δψｍ降低；另一方面，水分子进入基质，导致基质膨
胀，外膜表面积远远小于内膜，易于破裂，释放出膜
间促凋亡蛋白，最终引起细胞凋亡。ＭＰＴＰ具有感
受器的功能，ＡＴＰ、ＡＤＰ、高浓度 Ｃａ２＋、氧化应激、

Ｂｃｌ２蛋白家族均对 ＭＰＴＰ有重要的调控作用。

Ｆｕｌｄａ和 Ｋｒｏｅｍｅｒ［１４］报道特异性 ＭＰＴＰ 抑制剂

Ｂｏｎｇｋｒｅｋｉｃａｃｉｄ（ＡＮＴ的拮抗性配基）或环孢素（ｃｙ
ｃｌｏｐｈｉｌｉｎＤ的配基）能阻止多种模型的凋亡，相反，

ａｔｒａｃｔｙｌｏｓｉｄｅ（ＡＮＴ的激动剂）导致的 ＭＰＴＰ开放
诱导线粒体基质肿胀和细胞凋亡。

　　Ｃａ２＋是细胞代谢活动中重要的第二信使，参与
了凋亡早期和凋亡执行阶段的信号转导机制，尤其
是在凋亡的早期阶段。Ｃａ２＋是 ＭＰＴＰ重要的激活
物，ＶＤＡＣ表面存在Ｃａ２＋结合位点，当线粒体内游
离Ｃａ２＋浓度＞１０μｍｏｌ／Ｌ时，Ｃａ

２＋可与 ＭＰＴＰ上的
金属位点结合，激发 ＭＰＴＰ开放。Ｃａｒｂｏｎｉ等［１５］提

出了钙离子依赖性的 ＭＰＴＰ调节模式，认为 ＭＰＴＰ
有低导性和高导性两种不同开放模式，前者是一种
可逆的正常调节过程，后者为不可逆的细胞死亡信
号。两种方式均受线粒体Ｃａ２＋浓度的升高直接或
间接调控。当线粒体Ｃａ２＋超载，激发的 ＭＰＴＰ开放
使线粒体膜电位下降，最终诱导细胞凋亡。本研究
发现，鱼藤素对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞具有增殖抑制作
用；８００、１２００ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤素处理ＭＤＡＭＢ２３１细
胞４８ｈ，能以剂量依赖方式诱导细胞凋亡，细胞内

Ｃａ２＋浓度与细胞早期凋亡率呈一致递增趋势，提示
鱼藤素可通过细胞内Ｃａ２＋浓度增加激发 ＭＰＴＰ开
放，诱导细胞凋亡。但鱼藤素是影响细胞外钙的内
流，还是调整细胞内钙库的释放，尚需进一步研究。

　　细胞凋亡是一个多基因参与的网络式精细调控
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过程。Ｂｃｌ２家族是目前研究最深入的凋亡调控基
因，广泛分布在线粒体外膜、核膜和内质网上，可分
为Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ等抗凋亡蛋白和Ｂａｘ、Ｂａｋ等促凋亡
蛋白。Ｂｃｌ２是一种线粒体膜蛋白质，有抑制凋亡和
提高细胞存活力的作用；Ｂａｘ是Ｂｃｌ２家族成员，在
线粒体凋亡调节途径中起促进凋亡的作用。在依赖
线粒体的凋亡途径中，Ｂｃｌ２家族蛋白主要功能是调
节线粒体的膜通透性。研究认为Ｂａｘ可能与ＭＰＴＰ
的组成部分 ＶＤＡＣ邻近，能使 ＶＤＡＣ结构发生改
变失去电压依赖性和对离子通透性的选择，从而导
致Ｃｙｔｃ释放［１６］；另外，Ｂａｘ可直接与ＡＮＴ结合，提
高苍术苷诱导 ＭＰＴＰ开放的敏感性［１７］。而Ｂｃｌ２、

ＢｃｌｘＬ等可通过与Ｂａｘ竞争性结合，或直接阻止Ｂａｘ
与ＡＮＴ、ＶＤＡＣ的结合发挥抗凋亡作用。Ｂｃｌ２与

Ｂａｘ的比值是决定细胞接受致病信号刺激后成活与
否的关键因素。当Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值下降，诱导细胞
凋亡。本研究通过蛋白质免疫印迹和 ＲＴＰＣＲ检
测发现，８００ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤素处理 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞４８ｈ后，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均降低，

Ｂａｘ表达升高，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值下降；说明在基因、蛋
白水平，鱼藤素诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的机制
与Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达改变有关，鱼藤素可能通过调
控Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达水平诱导 ＭＰＴＰ开放，促进细
胞凋亡。

　　由此提示，在鱼藤素诱导乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞凋亡的机制中，诱导 ＭＰＴＰ开放，改变线粒体
通透性转换具有重要意义。
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ｐｏｒｉｎｅＡａｔｔｅｎｕａｔｅｓｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｎｄ

ｉｍｐｒｏｖｅｓｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ

ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｄｏｇｓｗｉｔｈｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅ［Ｊ］．ＪＭｏｌＣｅｌｌＣａｒｄｉｏｌ，

２００７，４２：１５０１５８．
［１２］ＭｕｌｌａｕｅｒＦＢ，ＫｅｓｓｌｅｒＪＨ，ＭｅｄｅｍａＪＰ．Ｂｅｔｕｌｉｎｉｃａｃｉｄｉｎｄｕｃｅｓ

ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｒｅｌｅａｓｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎａＢａｘ／Ｂａｋｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，

ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｆａｓｈｉｏｎ［Ｊ］．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，

２００９，１４：１９１２０２．
［１３］ＪｕｈａｓｚｏｖａＭ，ＷａｎｇＳ，ＺｏｒｏｖＤＢ，ＮｕｓｓＨＢ，ＧｌｅｉｃｈｍａｎｎＭ，

ＭａｔｔｓｏｎＭＰ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｄｅｎｔｉｔｙａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｔｏ

ｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅ：ｗｈｅｒｅｔｈｅｋｎｏｗｎｍｅｅｔｓ

ｔｈｅｕｎｋｎｏｗｎ［Ｊ］．ＡｎｎＮＹＡｃａｄＳｃｉ，２００８，１１２３：１９７２１２．
［１４］ＦｕｌｄａＳ，ＫｒｏｅｍｅｒＧ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｂｅｔ

ｕｌｉｎｉｃａｃｉｄｉｎｈｕｍａｎｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．ＤｒｕｇＤｉｓｃｏｖＴｏｄａｙ，２００９，１４
（１７１８）：８８５８９０．

［１５］ＣａｒｂｏｎｉＧＬ，ＧａｏＢ，ＮｉｓｈｉｚａｋｉＭ，ＸｕＫ，ＭｉｎｎａＪＤ，ＲｏｔｈＪＡ，

ｅｔａｌ．ＣＡＣＮＡ２Ｄ２ｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＮＳＣＬＣｃｅｌｌｓｉｓａｓｓｏｃｉ

ａｔｅｄｗｉｔｈａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄ

ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｍｅｍｂｒａｎｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，

２００３，２２：６１５６２６．
［１６］ＫｕｍａｒｓｗａｍｙＲ，ＣｈａｎｄｎａＳ．ＰｕｔａｔｉｖｅｐａｒｔｎｅｒｓｉｎＢａｘｍｅｄｉａｔｅｄ

ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｒｅｌｅａｓｅ：ＡＮＴ，ＣｙｐＤ，ＶＤＡＣｏｒｎｏｎｅｏｆｔｈｅｍ［Ｊ］？

Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ，２００９，９：１８．
［１７］ＳｈｉｍｉｚｕＳ，ＴｓｕｊｉｍｏｔｏＹ．ＰｒｏａｐｏｐｔｏｔｉｃＢＨ３ｏｎｌｙＢｃｌ２ｆａｍｉｌｙ

ｍｅｍｂｅｒｓｉｎｄｕｃｅｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｒｅｌｅａｓｅ，ｂｕｔｎｏｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｏｓｓ，ａｎｄｄｏｎｏｔｄｉｒｅｃｔｌｙｍｏｄｕｌａｔｅｖｏｌｔａｇｅ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｉｏｎｃｈａｎｎｅｌａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，

２０００，９７：５７７５８２．
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