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ａｒｅｎｏｔｕｎａｎｉｍｏｕｓ．

Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｉｎ
ｓｏｍｅｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｈａｖｅｂｅｅｎｆｏｕｎｄ，ｉｔｉｓｎｏｔｒｅ
ｐｏｒｔｅｄｗｈｅｔｈｅｒｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｃａｎｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎ
ＣＮＥ２Ｚ ｃｅｌｌｓｖｉａ ａｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐａｔｈｗａｙ．
Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｉｓｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｍｉｔｏ
ｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｉｎＣＮＥ２Ｚｃｅｌｌｓ．

１ ＭＡＴＥＲＩＡＬＳＡＮＤＭＥＴＨＯＤＳ

１．１ Ｄｒｕｇｓａｎｄｒｅａｇｅｎｔｓ
Ｔｒａｎｓｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ（ｐｕｒｉｔｙ＞９８％）ｗａｓｐｕｒ

ｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＮａｎｊｉｎｇＸｕｅｚｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌ
ＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒ．Ａｓｔｏｃｋｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ
ｗａｓｍａｄｅｉｎｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ（ＤＭＳＯ）ａｔ２００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ａｎｄｗａｓｓｔｏｒｅｄａｔ－２０℃ｉｎｔｈｅｄａｒｋ．
ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌｍｏｕｓｅａｎｔｉｈｕｍａｎＢｃｌ２（ＩｇＧ１），Ｂａｘ
（ＩｇＧ２ｂ），ａｎｄβａｃｔｉｎａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄ
ｆｒｏｍ ＢｅｉｊｉｎｇＺｈｏｎｇｓｈａｎＣｏｍｐａｎｙ．Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉｈｕｍａｎ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ
（ＩｇＧ２ｂ／κ） ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ．
Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｇｏａｔ ａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅＩｇＧｗａｓｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＷｕｈａｎＢｏｓｔｅｒＢｉｏ
ｌｏｇｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏｍｐａｎｙ．Ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕ
ｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ（ＥＣＬ）ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｋｉｔｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄ
ｆｒｏｍＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，Ｃａｌｉ
ｆｏｒｎｉａ）．Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍＳｉｇｍａ
Ｃｏｍｐａｎｙ（ＵＳＡ）．Ｃａｓｐａｓｅ９ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＬｅｕＧｌｕ
ＨｉｓＡｓｐｆｍｋ，ＬＥＨＤｆｍｋ）ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍ
ＣｌｏｎｔｅｃｈＣｏｍｐａｎｙ（ＵＳＡ）．Ｃａｓｐａｓｅ９ｓｕｂｓｔｒａｔｅ
（ＡＣＬｅｕＧｌｕＨｉｓＡｓｐｐＮＡ， ＡＣＬＥＨＤｐＮＡ）
ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍＡｌｅｘｌｓＣｏｍｐａｎｙ．

１．２ Ｃｅｌｌｌｉｎｅａｎｄｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ
ＣＮＥ２ＺｃｅｌｌｌｉｎｅｗａｓｆｒｏｍｔｈｅＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＢｉｏ

ｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙｏｆＧｕａｎｇｄｏｎｇＭｅｄｉ
ｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ．ＣｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＲＰＭＩ１６４０ｍｅｄｉ
ｕｍ（Ｇｉｂｃｏ）ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈ１０％ ｎｅｗｂｏｒｎ
ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ（１００ｋＵ·Ｌ－１）ａｎｄｓｔｒｅｐ
ｔｏｍｙｃｉｎ（１００ｍｇ·Ｌ－１）ａｔ３７℃ｉｎａｈｕｍｉｄｉｆｉｅｄ５％
ＣＯ２ａｔｍｏｓｐｈｅｒｅ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
ｗｅｒｅｉｎｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｇｒｏｗｔｈｐｈａｓｅ．
１．３ Ｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｓｅｅｄｅｄｉｎｔｏｃｕｌｔｕｒｅｄｉｓｈｅｓｆｏｒ１２
ｈ，ＣＮＥ２Ｚｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１００μｍｏｌ·Ｌ

－１

ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒ０（ｃｏｎｔｒｏｌ），２，４，８，１２，ａｎｄ２４ｈ
ａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ０（ｃｏｎｔｒｏｌ），２５，５０，
１００，ａｎｄ２００μｍｏｌ·Ｌ

－１ｆｏｒ８ｈ．Ａｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
ｗｅｒｅｒｅｐｅａｔｅｄｔｈｒｅｅｔｉｍｅｓ（ｎ＝３）．
１．４ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ

Ａｆｔｅｒｃｅｌｌｓ（１×１０９Ｌ－１ｉｎ３ｍＬｍｅｄｉｕｍ）
ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｄｒｕｇ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄ．Ｐｒｏｔｅｉｎｓｕｓｅｄ
ｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢｃｌ２，Ｂａｘ，ａｎｄβａｃｔｉｎ（ｉｎｔｅｒ
ｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄａｓｄｅ
ｓｃｒｉｂｅｄ［９］．Ｃｙｔｏｓｏｌｉｃｅｘｔｒａｃｔｓｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｒｅｌｅａｓｅｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄａｓｄｅ
ｓｃｒｉｂｅｄ［１３］．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ
ａｓｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙｄｅｓｃｒｉｂｅｄ［１４］．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｗｉｔｈａｎＥＣＬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇｋｉｔａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ′ｓｉｎ
ｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ．Ｉｎｔｅｇｒａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆｅａｃｈｐｒｏｔｅｉｎ
ｂａｎｄｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｓｏｆｔｗａｒｅＬｅｉｃａＱｗｉｎ．Ｔｈｅ
ｒａｔｉｏｓｏｆｉｎｔｅｇｒａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆＢｃｌ２，Ｂａｘａｎｄ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｔｏβａｃｔｉｎ（ｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ）ｒｅｐｒｅ
ｓｅｎｔｅｄＢｃｌ２，Ｂａｘ，ａｎｄｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
１．５ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ△ψｍ

Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏ
ｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｃｅｌｌｓ（０．５×１０９Ｌ－１ｉｎ２ｍＬ
ｍｅｄｉｕｍ）ｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎＤＨａｎｋｓ
ｆｌｕｉｄｗｉｔｈｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３（ｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ１０
ｍｇ·Ｌ－１）ｆｏｒ３０ｍｉｎａｔ３７℃ ｉｎｔｈｅｄａｒｋ．Ｔｈｅｎ
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｏｎａｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ＥｐｉｃｓＸＬ，
Ｃｏｕｌｔｅｒ，ＵＳＡ）．Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ４８８ｎｍ
ａｎｄｅｍｉｓｓｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ５３０ｎｍ．
１．６ Ｃａｓｐａｓｅ９ａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙ

Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ：①

·２７１· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００４ Ｊｕｎ；１８（３）



ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ．② ＬＥＨＤｆｍｋ＋
ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ａｆｔｅｒｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ１００
μｍｏｌ·Ｌ

－１ｃａｓｐａｓｅ９ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＬＥＨＤｆｍｋ）ｆｏｒ２
ｈ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｘｐｏｓｅｄｔｏ１００μｍｏｌ·Ｌ

－１ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ
ｆｏｒ０，２，４，８，１２，ａｎｄ２４ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．③
ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１００
μｍｏｌ·Ｌ

－１ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒ０，２，４，８，１２，ａｎｄ２４
ｈａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０，２５，５０，１００，ａｎｄ２００
μｍｏｌ·Ｌ

－１ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒ８ｈ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓ（１×１０９
Ｌ－１ｉｎ２ｍＬｍｅｄｉｕｍ）ｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄａｎｄｐｒｅｔｒｅａｔｅｄａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄ［１５］．
Ｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｃａｓｐａｓｅ９ｓｕｂ
ｓｔｒａｔｅＡＣＬＥＨＤｐＮＡ （ｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ５０
μｍｏｌ·Ｌ

－１）ｆｏｒ１ｈａｔ３７℃．Ｔｈｅｒｅａｆｔｅｒ，ｔｈｅａｂ
ｓｏｒｂａｎｃｅａｔ４０５ｎｍ（Ａ４０５ｎｍ）ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｗｉｔｈ
ａｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ（ＢｉｏＴｅｋ，ＥＬｘ
８００，ｕｎｉｖｅｒｓａｌｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒ）．Ａ４０５ｎｍｒｅｐｒｅ
ｓｅｎｔｅｄｃａｓｐａｓｅ９ｒｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ．
１．７ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ

ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡｉｎＳＰＳＳ１０．０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ
ｗａｓｕｓｅｄｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｇｒｏｕｐｓａｎｄＢｏｎｆｅｒｒｏｎｉｗａｓｆｕｒｔｈｅｒｕｓｅｄｔｏｃｏｍｐａｒｅ
ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．Ａ ｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄｔｏｂｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔＰ＜
０．０５．

２ ＲＥＳＵＬＴＳ

２．１ ＣｈａｎｇｅｓｉｎＢｃｌ２，Ｂａｘ，ａｎｄｃｙｔｏｓｏｌｉｃ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＮＥ２Ｚｃｅｌｌｓ

ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄｃｙｔｏｓｏｌｉｃｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｌｅｖｅｌｓｈｏｗｅｄｉｎａ
ｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ，ｂｕｔＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｈａｄｎｏｃｈａｎｇｅ（Ｆｉｇ１ａｎｄＴａｂ１）．Ｂｃｌ２
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈａｄｂｅｅｎｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄｃｙｔｏｓｏ
ｌｉｃｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｌｅｖｅｌｈａｄｂｅｅｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｎｃｅ２
ｈ．ＴｈｅＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｍｏｓｔｏｂｖｉｏｕｓ
ｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅ４－８ｈｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＣｙｔｏｓｏｌｉｃｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ ｌｅｖｅｌ
ｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｐｅａｋａｔ８ｈａｂｏｕｔ３．０ｆｏｌｄｏｆｔｈａｔｉｎ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｂｃｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄｃｙｔｏｓｏｌｉｃｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｌｅｖｅｌｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ，ｂｕｔＢａｘ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｎｏｔａｆｆｅｃｔｅｄ（Ｆｉｇ２ａｎｄＴａｂ
２）．

Ｆｉｇ１． ＣｈａｎｇｅｓｉｎＢｃｌ２，Ｂａｘ，ａｎｄｃｙｔｏｓｏｌｉｃｃｙ
ｔｏｃｈｒｏｍｅＣｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＮＥ２ＺｃｅｌｌｓｂｙＷｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ｒｅｓｖｅｒａ
ｔｒｏｌｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓａｒｅｔｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｆｔｈｒｅｅ
ｓｅｐａｒａｔｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

Ｔａｂ１． ＲａｔｉｏｏｆｉｎｔｅｇｒａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆＢｃｌ２，Ｂａｘ，
ａｎｄｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｔｏβａｃｔｉｎｉｎＣＮＥ２Ｚｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｔｉｍｅ

Ｔｉｍｅ／ｈ

Ｒａｔｉｏｏｆｉｎｔｅｇｒａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

Ｂｃｌ２∶

βａｃｔｉｎ
Ｂａｘ∶

βａｃｔｉｎ
ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ∶

βａｃｔｉｎ

０ ０．８３８±０．０７４ ０．４０２±０．０４８ ０．２８２±０．０６７

２ ０．５７０±０．０５７０．３９５±０．０６２ ０．５３６±０．０５９

４ ０．３４１±０．０４５０．３９５±０．０８８ ０．６１７±０．０３５

８ ０．３５７±０．０７００．３９９±０．０５７ ０．８５６±０．１０９

１２ ０．６２７±０．０９１ ０．４０９±０．０３９ ０．７７６±０．０７４

２４ ０．７７７±０．０５６ ０．４００±０．１０８ ０．６５９±０．０５１

珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０
ｈ）．

Ｆｉｇ２． ＣｈａｎｇｅｓｉｎＢｃｌ２，Ｂａｘ，ａｎｄｃｙｔｏｓｏｌｉｃｃｙ
ｔｏｃｈｒｏｍｅＣｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＮＥ２ＺｃｅｌｌｓｂｙＷｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒ８ｈ．Ｒｅｓｕｌｔｓａｒｅｔｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｆｔｈｒｅｅ
ｓｅｐａｒａｔｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

·３７１·中国药理学与毒理学杂志 ２００４年６月；１８（３）



Ｔａｂ２． ＲａｔｉｏｏｆｉｎｔｅｇｒａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆＢｃｌ２，Ｂａｘ，
ａｎｄｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｔｏβａｃｔｉｎｉｎＣＮＥ２Ｚｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ
ｆｏｒ８ｈ

Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ
／μｍｏｌ·Ｌ

－１

Ｒａｔｉｏｏｆｉｎｔｅｇｒａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

Ｂｃｌ２∶

βａｃｔｉｎ
Ｂａｘ∶

βａｃｔｉｎ
ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ∶

βａｃｔｉｎ

０ ０．８１７±０．０９８ ０．４００±０．０５６ ０．２５２±０．０３５

２５ ０．５６６±０．０４５０．３９７±０．０６５ ０．３０７±０．０６３

５０ ０．４７５±０．０４１０．３８７±０．０８０ ０．４７４±０．０４７

１００ ０．３２４±０．０４００．４０５±０．０４１ ０．８０８±０．０７９

２００ ０．１８６±０．０５００．３８２±０．０７５ ０．９２２±０．１０１

珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ·Ｌ
－１

ｇｒｏｕｐ．

２．２ Ｃｈａｎｇｅｓｉｎ△ψｍ
Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｗｉｔｈｌｏｗｍｉｔｏｃｈｏｎ

ｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ（△ψｍｌｏｗ）ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｉｎａｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｆｉｇ３ａｎｄＴａｂ３），
ｗｈｉｃｈｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｌｏｓｓｏｆ△ψｍ ｗａｓｉｎａ

ｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．△ψｍ ｈａｄｂｅｅｎｄｅ
ｃｒｅａｓｅｄｓｉｎｃｅ２ｈａｎｄｄｒｏｐｐｅｄｔｏｔｈｅｌｏｗｅｓｔｌｅｖｅｌ
ｄｕｒｉｎｇｔｈｅ４－８ｈｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｂｕｔｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ２４ｈ．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈ△ψｍｌｏｗｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍａｎｎｅｒ（Ｆｉｇ４ａｎｄＴａｂ４），ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅｌｏｓｓｏｆ△ψｍｓｈｏｗｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎ
ｎｅｒ．

Ｔａｂ３． Ｃｈａｎｇｅｓｉｎ△ψｍｌｏｗ ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ
１００μｍｏｌ·Ｌ－１ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

Ｔｉｍｅ／ｈ △ψｍｌｏｗ／％

０ ２．２±０．６

２ ３１．３±５．０

４ ４６．６±８．４

８ ４６．１±５．０

１２ ２９．７±２．８

２４ ９．８±３．１

珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０ｈ）．

Ｆｉｇ３． Ｒｅｓｕｌｔｓｉｎ△ψｍｌｏｗａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．
Ｒｅｓｕｌｔｓａｒｅｔｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｆｔｈｒｅｅｓｅｐａｒａｔｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

Ｆｉｇ４． Ｒｅｓｕｌｔｓｉｎ△ψｍｌｏｗａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒ８ｈｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅ
ｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓａｒｅｔｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｆｔｈｒｅｅｓｅｐａｒａｔｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

·４７１· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００４ Ｊｕｎ；１８（３）



Ｔａｂ４． Ｃｈａｎｇｅｓｉｎ△ψｍｌｏｗ ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒ８ｈ

Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ／μｍｏｌ·Ｌ
－１ △ψｍｌｏｗ／％

０ ２．２±０．６

２５ ２２．１±１．３

５０ ３１．３±２．０

１００ ４４．４±２．２

２００ ５４．１±１．８

珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ·Ｌ
－１ｇｒｏｕｐ．

２．３ Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｃａｓｐａｓｅ９ａｃｔｉｖｉｔｙ
Ｃａｓｐａｓｅ９ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓａｌｔｅｒｅｄｉｎａｔｉｍｅ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｔａｂ５）．Ｃａｓｐａｓｅ９ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ
ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｇｒｏｕｐｈａｄｂｅｅｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｎｃｅ２ｈ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｐｅａｋａｔ
８ｈａｂｏｕｔ５．４ｆｏｌｄｏｆｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ
ｗａｓｓｔｉｌｌｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ２４ｈ．
Ｗｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｘｐｏｓｅｄｔｏ０，２５，５０，１００，
ａｎｄ２００μｍｏｌ·Ｌ

－１ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒ８ｈ，ｃａｓｐａｓｅ９
ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓ０．０６４±０．００８，０．１５０±０．０１８，
０．２２７±０．０３６，０．３４８±０．０２０，ａｎｄ０．４１６±
０．０１９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｉｔｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎａｄｏｓｅ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．

３ ＤＩＳＣＵＳＳＩＯＮ

Ｒｅｃｅｎｔｅｖｉｄｅｎｃｅｓｈａｖｅｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅｒｅａｒｅａｔｌｅａｓｔ２ｄｉｓｔｉｎｃｔｐａｔｈｗａｙｓｔｈａｔｍｅｄｉａｔｅ
ｃａｓｐａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｐａｔｈ
ｗａｙ，ｔｈｅｌｉｇａｔｉｏｎｏｆ“ｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒｓ”（ｓｕｃｈａｓ
Ｆａｓ）ｒｅｓｕｌｔｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ８（“ｉｎｉｔｉａｔｏｒ”
ｃａｓｐａｓｅ），ｗｈｉｃｈａｃｔｉｖａｔｅｓ“ｅｆｆｅｃｔｏｒ”ｃａｓｐａｓｅｓ．Ｉｎ

ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｐａｔｈｗａｙ，ｖａｒｉｏｕｓｆｏｒｍｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｔｒｅｓｓｔｒｉｇｇｅｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ：ｌｏｓｓｏｆ
△ψｍａｎｄｒｅｌｅａｓｅｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ．ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ
ａｃｔｉｖａｔｅｓｃａｓｐａｓｅ９（“ｉｎｉｔｉａｔｏｒ”ｃａｓｐａｓｅ）．“Ｅｆｆｅｃ
ｔｏｒ”ｃａｓｐａｓｅｓ（ｓｕｃｈａｓｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄ６）ｗｅｒｅ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙｃａｓｐａｓｅ９［１６，１７］．

Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｈａｓｂｅｅｎｒｅｐｏｒｔｅｄｔｏｉｎｄｕｃｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｓｏｍｅｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ｂｕｔｔｈｅｍｅｃｈａ
ｎｉｓｍｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｕｍｏｒ
ｃｅｌｌｓ［４，６－１１］．Ｉｎｏｕｒｐｒｅｖｉｏｕｓｓｔｕｄｉｅｓ，ｗｅｈａｖｅ
ｆｏｕｎｄｔｈａｔ“ｅｆｆｅｃｔｏｒ”ｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄ６ｃｏｕｌｄｂｅ
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１００μｍｏｌ·Ｌ
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ｔｗｏｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｇｒｏｕｐｓ．

·５７１·中国药理学与毒理学杂志 ２００４年６月；１８（３）
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白藜芦醇诱导鼻咽癌细胞 ＣＮＥ２Ｚ凋亡的线粒体机制

唐旭东，周克元，侯 敢，沈晓鸣

（广东医学院生物化学与分子生物学研究所，广东 湛江 ５２４０２３）

摘要：目的 探讨白藜芦醇诱导鼻咽癌细胞 ＣＮＥ
２Ｚ凋亡的线粒体机制。方法 用 １００μｍｏｌ·Ｌ

－１白

藜芦醇分别处理细胞０（对照），２，４，８，１２，２４ｈ和
分别用０，２５，５０，１００，２００μｍｏｌ·Ｌ

－１白藜芦醇处理

ＣＮＥ２Ｚ细胞 ８ｈ，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析 Ｂｃｌ２，Ｂａｘ
和胞浆中细胞色素 Ｃ（ＣｙｔＣ）的蛋白水平变化，罗丹
明１２３荧光染色后经流式细胞术检测线粒体膜电位
（△ψｍ）变化，比色法测定半胱天冬酶９的活性改
变。结果 ①１００μｍｏｌ·Ｌ

－１白藜芦醇处理细胞不同

时间，Ｂｃｌ２蛋白表达和△ψｍ减少、胞浆中的 ＣｙｔＣ
和半胱天冬酶９活性增高均呈时间依赖性（Ｐ＜
０．０１），但 Ｂａｘ蛋白表达无改变。除 Ｂａｘ以外的其他
指标均自白藜芦醇处理２ｈ即有变化。Ｂｃｌ２的蛋白
表达受抑和△ψｍ的丧失在４～８ｈ间最明显（与对照
组比较 Ｐ＜０．０１），在２４ｈ时已无意义。胞浆中 Ｃｙｔ

Ｃ水平和半胱天冬酶９活性在８ｈ达高峰（分别为０
ｈ的 ３．０，５．４倍），２４ｈ时仍明显高于对照组
（Ｐ＜０．０１）。②细胞经不同浓度的白藜芦醇处理 ８
ｈ后，Ｂｃｌ２的蛋白表达受抑、△ψｍ的丧失、ＣｙｔＣ的
释放和半胱天冬酶９活性的升高均具有剂量依赖
性（Ｐ＜０．０１），但 Ｂａｘ的蛋白表达未受影响。结论
白藜芦醇可能经一个线粒体／半胱天冬酶９的特定
途径诱导 ＣＮＥ２Ｚ细胞凋亡，但此凋亡过程可能与
Ｂａｘ无关。
关键词：白藜芦醇；线粒体；细胞色素Ｃ；蛋白Ｂｃｌ
２；蛋白Ｂａｘ；半胱天冬酶类

基金项目：广东省中医药局重点资助项目（２００００２）；湛
江市科委资助项目（２００１０６）

（本文编辑 乔 虹）
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