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摘要：目的 观察长春瑞滨（ＶＲＢ）诱导人肺癌Ｃａｌｕ３
细胞凋亡时Ｂｃｌ２和半胱天冬酶３的表达有无变化。
方法 以不同浓度的 ＶＲＢ（２０，４０和６０μｍｏｌ·Ｌ

－１）作

用于体外培养的人肺癌 Ｃａｌｕ３细胞 ２４ｈ后，ＴＵＮＥＬ
法和吖啶橙染色法观察肺癌细胞凋亡形态学特征；流

式细胞仪检测肺癌细胞凋亡率和肺癌细胞Ｂｃｌ２蛋白
表达水平；以半胱天冬酶３荧光分析检测试剂盒测定
肺癌细胞半胱天冬酶３活性。结果 ＶＲＢ（２０，４０和
６０μｍｏｌ·Ｌ

－１）处理细胞２４ｈ，ＴＵＮＥＬ法及吖啶橙染色
均观察到典型的凋亡细胞形态学特征。流式细胞仪

检测 ＶＲＢ处理的肺癌细胞凋亡率分别为（３．１±
０．６）％，（７．８±１．２）％和（１９．６±４．３）％，较对照组（凋
亡率为０）显著增高且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０１）；Ｂｃｌ２
蛋白阳性表达细胞率分别为（３７．６±６．９）％，（２５．４±
６．２）％和（８．４±２．５）％，较对照组（４８．３±７．１）％显著
降低且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）；肺癌细胞半胱天冬
酶３活性分别为（３３２±１６），（４１７±１１）和（６３１±２７）

μｍｏｌ·Ｌ
－１·ｈ－１，较对照组（１９５±１２）μｍｏｌ·Ｌ

－１·ｈ－１显著
增高且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０１）。结论 ＶＲＢ可以诱
导肺癌细胞凋亡，抑制Ｂｃｌ２表达及增强半胱天冬酶
３活性。
关键词：长春瑞滨；肿瘤细胞，培养的；凋亡；蛋

白，Ｂｃｌ２；半胱天冬酶３；癌，肺细胞，Ｃａｌｕ３
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长春瑞滨（ｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅ，ＶＲＢ）是长春碱的第三代
衍生物，其药理作用为通过阻断微管蛋白质形成微
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管和诱导微管解聚，使有丝分裂停留在中期而发挥

抑制肿瘤细胞分裂的作用，是一个广谱的抗肿瘤药

物。临床研究表明 ＶＲＢ是目前治疗非小细胞肺癌
（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）最有效的药物之
一，但对其作用机制研究报道较少。近几年，随着对

细胞凋亡现象及其发生机制的进一步研究，人们逐

渐认识到大多数化疗药物具有诱导肿瘤细胞凋亡的

作用，而这可能是其主要的作用机制。Ｂｃｌ２家族是
凋亡调控机制中最重要的一类蛋白家族，是主要的

抑凋亡蛋白；半胱天冬酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）是凋亡的执行
者，两者对凋亡有重要的调控作用［１］。本实验旨在

观察ＶＲＢ诱导体外培养肺癌细胞凋亡的作用及其
对Ｂｃｌ２表达和半胱天冬酶３活性的影响，以初步
探讨ＶＲＢ诱导肺癌细胞凋亡的作用机制。

１ 材料与方法

１．１ 主要材料及细胞培养

人肺癌细胞系（Ｃａｌｕ３）由中国科学院上海细胞
研究所提供；细胞周期及凋亡染色试剂购于 Ｃｏｕｌｔｅｒ
公司；ＲＰＭＩ１６４０培养粉及胎牛血清购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司；ＤＮＡ末端标记凋亡检测试剂盒（ＡｐｏＡｌｅｒｔＴＭＤＮＡ
ＦｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎＡｓｓａｙＫｉｔ）和半胱天冬酶３荧光分析试
剂盒（ＡｐｏＡｌｅｒｔＴＭＣａｓｐａｓｅＡｓｓａｙＫｉｔ）购于 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公
司；吖啶橙荧光染色剂购于Ｓｉｇｍａ公司；鼠抗人Ｂｃｌ２
抗体和羊抗鼠 ＩｇＧＦＩＴＣ购于博士德公司；ＶＲＢ为法
国皮尔法伯药厂产品。

细胞生长于 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，内含 １０％胎
牛血清，青霉素１００ｋＵ·Ｌ－１，链霉素１００ｍｇ·Ｌ－１，于
３７℃，５％ＣＯ２孵箱中培养。
１．３ ＴＵＮＥＬ法检测肺癌细胞凋亡

取对数生长期的肺癌细胞接种于铺有盖玻片的

细胞培养板内，加入 ＶＲＢ３个剂量（２０，４０和 ６０

μｍｏｌ·Ｌ
－１）培养２４ｈ，取对照组和给药组的肺癌细胞

爬片，以４％多聚甲醛于４℃固定３０ｍｉｎ，加用荧光
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素ＦＩＴＣ标记的核苷酸和脱氧核苷酸末端转移酶
（ＴｄＴ）的混合液，３７℃作用６０ｍｉｎ。于荧光显微镜下
观察，以核染色阳性作为结果判定的标准。

１．４ 吖啶橙染色法检测肺癌细胞凋亡

对照组和ＶＲＢ３个剂量组细胞经２．５ｇ·Ｌ－１胰
蛋白酶消化后，用ＰＢＳ洗涤２次，并以ＰＢＳ调整细胞
密度为１×１０９Ｌ－１，制成单细胞悬液，取２５μＬ细胞
悬液，加入 １μＬ１００ｍｇ·Ｌ

－１的吖啶橙染液混匀，取

１０μＬ混合液加于载玻片上，加盖玻片后于荧光显微
镜下观察凋亡细胞形态学改变。

１．５ 流式细胞仪检测肺癌细胞凋亡率

肺癌细胞与对照组及ＶＲＢ３个剂量组培养２４ｈ
后，２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化，ＰＢＳ洗涤３次，并调整细
胞密度为 １×１０９Ｌ－１，制成单细胞悬液，离心去除
ＰＢＳ，加入２ｍＬ预冷的无水乙醇固定细胞１２ｈ以上，
离心除去乙醇，ＰＢＳ洗３次，调节终体积为１００μＬ，加
入ＤＮＡＳｔａｉｎ染色液 ５００μＬ，于室温下避光染色 ３０
ｍｉｎ。ＥｌｉｔｅＥＳＰ型流式细胞仪检测细胞凋亡率。
１．６ Ｂｃｌ２蛋白表达的检测

上述各组制备单细胞悬液，调整细胞密度为

１×１０９Ｌ－１，离心去除ＰＢＳ，以４％多聚甲醛室温固定
１５ｍｉｎ，离心除去固定液，以 ＰＢＳ洗 ３次，加入鼠抗
人Ｂｃｌ２抗体（１∶５０）于４℃冰浴１ｈ，然后加入荧光素
ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠 ＩｇＧ，避光孵育３０ｍｉｎ，流式细胞
仪检测Ｂｃｌ２蛋白阳性表达细胞的百分率。
１．７ 半胱天冬酶３活性检测

上述各组制备单细胞悬液，倒置显微镜下计数细

胞，每组取细胞数约为１×１０６，４００×ｇ离心 １０ｍｉｎ，
细胞重悬于５０μＬ细胞溶解缓冲液中，按半胱天冬酶
３荧光分析试剂盒说明进行，用荧光分光光度计检测
荧光强度，激发波长为４００ｎｍ，发射波长为５０５ｎｍ。
绘制 ７氨基４三氟甲基香豆素（７ａｍｉｎｏ４ｔｒｉｆｌｕｏ
ｒｏｍｅｔｈｙｌｃｏｕｍａｒｉｎ，ＡＦＣ）标准曲线，并根据标准曲线求
出半胱天冬酶３的活性。反应时间为１ｈ，终反应细
胞数为２×１０１０Ｌ－１，半胱天冬酶３活性单位为μｍｏｌ·
Ｌ－１·ｈ－１，即以单位时间ＡＦＣ浓度变化来表示。
１．８ 所有数据均以珋ｘ±ｓ表示，两组均值的比较用
非配对 ｔ检验。

２ 结果

２．１ 肺癌细胞凋亡形态学特征

未经ＶＲＢ处理的肺癌细胞培养２４ｈ后，ＴＵＮＥＬ

法未检测到阳性细胞。ＶＲＢ处理肺癌细胞后可检
测到 ＴＵＮＥＬ阳性细胞，胞核被染为黄绿色荧光，呈
小圆形、半月形或环形（图１）；吖啶橙染色则可见细
胞核染色质固缩，体积缩小，表现为黄色强荧光染

色，早期凋亡细胞还可见典型的胞膜出泡现象，正常

细胞为黄绿色荧光深浅不一的结构样特征（图２）。

Ｆｉｇ１． Ｔｙｐｉｃａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅ
（ＶＲＢ）ｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＣａｌｕ３ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
ｓｔａｉｎｅｄｂｙＴＵＮＥＬＦＩＴＣｍｅｔｈｏｄ．Ａ－Ｃ：ＶＲＢ２０，４０ａｎｄ
６０μｍｏｌ·Ｌ

－１ｆｏｒ２４ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．２ 长春瑞滨诱导的肺癌细胞凋亡率

未加ＶＲＢ的对照组肺癌细胞，流式细胞仪未检
测到凋亡峰；ＶＲＢ处理组流式细胞仪检测到在Ｇ１期
峰前有明显的亚二倍体凋亡峰（图３）。肺癌细胞凋
亡率随ＶＲＢ浓度的增加而增高（表１）。
２．３ 长春瑞滨对肺癌细胞Ｂｃｌ２蛋白表达和半胱天
冬酶３活性的影响

表１结果可见，对照组肺癌细胞Ｂｃｌ２蛋白表达
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Ｆｉｇ２． ＴｙｐｉｃａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆＶＲＢｉｎｄｕｃｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＣａｌｕ３ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｓｔａｉｎｅｄｂｙａｃｒｉｄｉｎｅ
ｏｒａｎｇｅ．Ａｒｒｏｗｓｐｏｉｎｔｅｄｆｒｏｍｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔ：ｅａｒｌｙｓｔａｇｅｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｃｅｌｌ，ｌａｔｅｓｔａｇｅｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌ，ａｐｏｐｔｏｔｉｃｂｏｄｙ，ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌ．

Ｔａｂ１． Ｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｌｕｎｇｃａｎ
ｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅ
／μｍｏｌ·Ｌ

－１
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅ／％

Ｂｃｌ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｒａｔｅ／％

Ｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙ
／μｍｏｌ·Ｌ

－１·ｈ－１

０ ０ ４８．３±７．１ １９５±１２

２０ ３．１±０．６ ３７．６±６．９ ３３２±１６

４０ ７．８±１．２ ２５．４±６．２ ４１６±１１

６０ １９．６±４．３ ８．４±２．５ ６３１±２７

ＣｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＶＲＢｆｏｒ
２４ｈｂｅｆｏｒｅｔｈｅｉｎｄｅｘｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｃａｓｐａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｍｅａ
ｓｕｒｅｄｉｎ５０μＬｏｆ２×１０

１０Ｌ－１ｃｅｌｌｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｂｙｕｎｐａｉｒｅｄｔｔｅｓｔ．

率为（４８．３±７．１）％，ＶＲＢ处理组 Ｂｃｌ２蛋白表达率
较对照组显著降低，且随 ＶＲＢ浓度的增加而降低。
ＶＲＢ处理的肺癌细胞半胱天冬酶３活性较对照组

显著增高，且随ＶＲＢ浓度的增加而增高。

３ 讨论

本实验结果表明ＶＲＢ可诱导肺癌细胞凋亡，且
呈现浓度依赖性，ＴＵＮＥＬ染色和吖啶橙染色均可见
典型的凋亡细胞形态学特征，如胞膜出泡、染色质浓

缩、聚集等，流式细胞仪检测到明显的亚二倍体凋亡

峰。因此，ＶＲＢ可能通过有效的诱导肺癌细胞凋亡
而发挥治疗肿瘤的作用。

半胱天冬酶３是最重要的凋亡执行者之一［３］，
半胱天冬酶３一旦被激活，细胞凋亡的发生将不可
逆转。与此相反，Ｂｃｌ２是制约细胞凋亡的一个重要
因素，它可以抑制线粒体破裂，阻止凋亡执行者半胱

天冬酶激活物细胞色素 Ｃ的释放，还可直接与凋亡
蛋白酶激活因子１（Ａｐａｆ１）结合，使半胱天冬酶３无
法激活，从而抑制细胞凋亡发生［４］。关于半胱天冬

酶３和Ｂｃｌ２的关系问题是凋亡信号传导和调控机
制研究中最前沿的一项课题，也是细胞是否凋亡的

决定因素［１］。近年来对半胱天冬酶３和 Ｂｃｌ２关系
的研究表明，Ｂｃｌ２作用于半胱天冬酶３的上游，通
过抑制半胱天冬酶３激活而发挥作用［５］；进一步的
研究证明，Ｂｃｌ２还是半胱天冬酶３的直接底物，激
活的半胱天冬酶可特异性裂解 Ｂｃｌ２，使其功能发生
根本改变，由抑制凋亡变为触发凋亡，因此，裂解凋

亡抑制蛋白也是半胱天冬酶３活化后诱导细胞凋
亡的机制之一［６］。

综上所述，本实验结果表明，ＶＲＢ可诱导人肺
癌Ｃａｌｕ３细胞凋亡；其机制与抑制抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ２
的表达以及提高凋亡执行者半胱天冬酶３的活性
有关。

Ｆｉｇ３． ＶＲＢｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎＣａｌｕ３ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ－Ｄ：
ＶＲＢ２０，４０ａｎｄ６０μｍｏｌ·Ｌ

－１ｆｏｒ２４ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

·９０２·中国药理学与毒理学杂志 ２００３年６月；１７（３）
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