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摘要 建立人乳腺癌  ≤ƒ细胞 ƒ°2¬稳定表达细胞系 观察肿瘤坏死因子 Α×ƒΑ诱导的细胞凋亡对

¬自细胞浆转移定位至线粒体的影响 ∀荧光显微镜观察凋亡细胞 ¬从细胞浆至线粒体的转移和对细胞核染色

体断裂的影响 并观察和测定 ×ƒΑ诱导细胞凋亡的量效和时效关系 ∀以免疫荧光法观察 ƒ°2¬从细胞浆转移至

线粒体和定位以及细胞色素 ≤2从线粒体的释出  ××法测定 ×ƒΑ的细胞毒作用 ×  ∞测定观察对细胞线

粒体功能的影响 ∀结果显示 ×ƒΑ诱导的  ≤ƒƒ°2¬细胞凋亡与 ¬自细胞浆转移定位于线粒体密切相关 ∀
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Κεψ ωορδσ: ×ƒΑ  ¬

  肿瘤坏死因子 Α×ƒΑ可诱导多种细胞凋亡 

通过与细胞膜受体结合的经典途径 启动并激活细

胞内一系列相关调控机制 如活化 2并使

裂解成为 引起 ¬从细胞浆转至线粒体

和细胞色素 ≤2释出线粒体外 从而激活一系列

级联反应 引起细胞凋亡 ≈ ∀ ¬2 

¬是 2家族最早发现的成员之一 属凋

亡诱导蛋白 ∀细胞内 ¬表达水平过高可引起细胞

的损伤和死亡 而同一家族的 2和 2÷等则

有抑制细胞凋亡作用 ∀ ⁄∏等 ≈于 年首

次报道了 ¬从细胞浆转至线粒体的变化在细胞凋

亡中的作用 ∀转染野生型细胞并瞬时表达 ƒ°2¬

常作为研究 ¬的方法 虽然在荧光显微镜下可以

观察到典型的 ƒ°2¬荧光点 ∏但是随

着时间延长 愈来愈多的细胞出现圆化 !漂浮 !碎

裂和死亡 故不利于作长时间和大量的观察或研

究 ∀
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为了便于观察 ¬在细胞凋亡中从细胞浆转

至线粒体的变化 本研究以 ƒ°2¬标记人乳腺

癌  ≤ƒ细胞并建立稳定表达 ƒ°2¬细胞株

 ≤ƒƒ°2¬以诱导剂 ×ƒΑ处理细胞 观

察 ƒ°2¬从细胞浆转移至线粒体的变化 ∀本研

究旨在为大批量初步筛选与细胞凋亡有关的化合物

或药物以及研究其作用机制 建立一种直观 !动

态 !简捷和有效的方法 ∀

材料与方法

细胞  人乳腺癌  ≤ƒ细胞 ×≤≤ ≥∀

药品与仪器  酶联免疫分析仪 °∞

∂   ∏∏ ≥荧光显微镜

∏ × ∀ ! ƒ∏和 2

⁄ ∞无血清培养基 ! ⁄ ∞ 培养基 !胎牛血清

ƒ≤≥! Λ2谷氨酰胺与含 1 胰酶的 ×2

∞⁄× ×ƒΑ和 ≥≥甲基噻唑

蓝   ××    ∀免疫荧光 ≥ƒ

 ∏° ×  ∞ ≤ ×

≤标记的或未标记的羊抗鼠 以及 • 

检测试剂盒 热休克蛋白 

   抗体 ≥ ≤∏

≤2抗体 ° ¬! 2! 2÷单克隆

抗体和 ƒ°2¬表达质粒均为本实验室制备和构

建 其他试剂与材料均购自 ≥或 ƒ≥

≥∀

ΜΧΦ7 /Γ ΦΠ2Βαξ稳定表达细胞系的建立与细

胞培养  将  ≤ƒ细胞接种于含  胎牛血清 !

谷氨酰胺的 ⁄ ∞ 培养液 置于  ε ! 

≤培养箱中培养 ∀接种细胞至  培养皿 置

培养箱中培养过夜 ∀以 ƒ°2¬质粒 ⁄  Λ!

ƒ∏  Λ与 2⁄ ∞ 混合后 室温放置

 后加到培养皿中转染细胞   后换成含

1 # 

的 ⁄ ∞培养液 培养  后

换成含 1 # 

的培养液继续培养细

胞  ∗   ×2∞⁄×消化  离心并洗涤后

接种于 孔细胞培养板 ≤培养  ∗ 周至

克隆形成 荧光显微镜下观察并挑选出 ƒ°阳性单

克隆细胞 将细胞培养扩增后冻存于液氮备用 ≈ ∀

凋亡细胞形态学观察  将  ≤ƒƒ°2¬细胞

细胞数  ≅ 

孔 铺于  孔细胞培养板

≥过夜 以不同浓度的 ×ƒΑ处理细胞 培

养结束后在细胞培养液中加入 染料

染色  荧光显微镜下观察细胞线粒体内荧光

点 ƒ°2¬∏!细胞核染色体断裂及形态变

化 ∀

免疫荧光法检测细胞 Γ ΦΠ2Βαξ转移定位和细

胞色素 χ释放 ≈  将处理过的细胞培养板以  ≅

°≥洗 遍 以 多聚甲醛固定  °≥洗 

遍 1 ≥穿孔  以含  ƒ≤≥的

≥封闭  后 加入 或 ≤2单抗

 洗 遍加 ≤标记的二抗  洗 遍后按试剂

盒说明书加入 ≥ƒ试剂 荧光显微镜下观察细

胞凋亡 以上操作均在室温条件下进行 自二抗以

后步骤须避光 ∀

细胞生长抑制  将  ≤ƒƒ°2¬细胞 细胞

数    Λ接种于 孔细胞培养板 培养过

夜后加入 ×ƒΑ终质量浓度为 1! 1! 1! !

1! ! 及  # 

设空白对照 每组 个

复孔 ∀继续培养  在培养结束前  加入  ××

 Λ孔 继续培养  后加入溶解液  Λ孔 

孵箱过夜 以酶联免疫分析仪在  检测其 Α

值 计算细胞生长抑制百分率 ≈ ∀

ΤΝΦΑ对 ΜΧΦ7 /Γ ΦΠ2Βαξ作用的量效和时效

关系观察  将  ≤ƒƒ°2¬细胞铺于 孔细胞培

养板并以 ×ƒΑ处理细胞 观察 ×ƒΑ1 ∗ 

# 

对细胞的影响 并观察不同时间点细胞

凋亡的变化 ∀在荧光显微镜下动态观察并记数有荧

光点的细胞数 计算有荧光点的细胞占全部计数细

胞的百分数及凋亡细胞的百分率 ≈ ∀

通过荧光检测 ΤΜΡ Ε含量观察线粒体膜电位

功能  在 孔细胞培养板 ×ƒΑ处理过的细胞培

养液中 按试剂盒说明书加入 ×  ∞放置培养箱

 后吸出含 ×  ∞的培养液 加入 ⁄ ∞ 

Λ孔   后以酶联免疫分析仪测定 ×  ∞荧

光值 ≈ ∀

统计学分析  结果数据用 ξ ? σ表示 采用

≥∏. τ检验比较组间显著性差异 ∀

结果

1  ΜΧΦ7 /Γ ΦΠ2Βαξ稳定表达细胞的形态学观察和

ΤΝΦΑ对细胞的作用

荧光显微镜下观察到  ≤ƒƒ°2¬细胞的

ƒ°2¬过量表达 因其主要存在于细胞浆内 故整

个细胞呈现均匀的绿色荧光 细胞形态完整 !清晰 ∀

以 ×ƒΑ处理细胞后 可观察到细胞内有典型的环

状荧光点 即凋亡细胞 且随着时间的延长和剂量的

增高 凋亡细胞数也增加 ∀以特异的线粒体  
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抗体标记并定位 观察到荧光点位于线粒体

内 呈现特有的 ƒ°2¬转位于线粒体后形成环状

荧光点的特征 ∀

≤2正常情况下存在于细胞的线粒体内 以

免疫荧光法标记 ≤2抗体 形态清晰完整 ∀凋亡

细胞的 ≤2从线粒体内释放到线粒体外 故镜下

Φιγυρε 1  ⁄√   ≤ƒ   

¬ƒ°2¬  ∂ ∏  ≤ƒ

  ¬  ∏ 

     ¬ 

  ×ƒΑ  # 

 

    ∏ ¬2 

ƒ°2¬     

   

√   ƒ°2¬   

∏  ×ƒ°2¬ ∏

 ≤2 ≤ ≤

  × ∏ 

×ƒΑ   ∏2∏   ⁄

 √  ƒ°2¬

∏√

观察轮廓模糊 ∀以特异的细胞核染料 

染色 对照组细胞核呈均匀蓝色 经 ×ƒΑ

处理的细胞中 线粒体内有 ƒ°2¬荧光点的细胞

呈现相应细胞核染色体断裂 细胞变圆且漂浮 碎

裂 图 ∀

2  ΤΝΦΑ对 ΜΧΦ7 /Γ ΦΠ2Βαξ稳定表达细胞的细胞

毒作用

×ƒΑ对细胞生长有明显的抑制作用并导致细

胞的死亡 即细胞毒作用 随着 ×ƒΑ浓度的增加而

增大 图 ∀以 ×ƒΑ处理  ≤ƒƒ°2¬细胞 

用  ××方法检测细胞毒性 将测定数值进行统

计 其 ≤约为 1 # 
 ∀

Φιγυρε 2  ∂   ∏ ×ƒΑ  ƒ°2

¬ ¬  ≤ƒ  ≤ 

    

  Λ√   ××  # 



 Λ  ∏ ∏  

 ∏ ∏ Λ √

 ε   ≤   ∏

  ∏ 

ξ ? σ ∏¬∏



3  ΤΝΦΑ对 ΜΧΦ7 /Γ ΦΠ2Βαξ稳定表达细胞作用的

量效和时效关系

×ƒΑ对细胞凋亡的诱导和促进作用表现为

×ƒΑ作用数小时即出现荧光点 随着时间的延长 

荧光点亮度增加并且显示荧光点的细胞数增多 表

明随着 ×ƒΑ浓度增高细胞凋亡数量明显增加 在

高剂量组凋亡细胞可达 以上 ×ƒΑ诱导的细

胞凋亡具有量效依赖关系并亦呈时效依赖关系 图

∀ ≤约为 1 # 
 ∀

4  ΤΝΦΑ对细胞线粒体 ΤΜΡ Ε含量的影响

×  ∞是一种显红色荧光的标记物 在正常细

胞可被线粒体特异性地摄取和聚集 故在荧光显微
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Φιγυρε 3  ⁄2 2∏ 

  ×ƒΑ ∏  ×  

       √∏

  ×ƒΑ  ⁄2

√  ×2∏  √2

 ×∏∏

 °  ƒ°2¬ ∏  

∏22∏


3
Π  1 3 3

Π  1 3 3 3
Π  1 ϖσ

∏

镜下观察到细胞形态清晰完整 ∀在诱导剂作用下可

以引起线粒体膜电位下降 膜孔隙增大 线粒体膜不

再完整 ×  ∞可被释放至细胞培养液中 若以一定

波长测定培养液荧光值 则可分析线粒体膜电位的

改变和功能 ∀以 ×ƒΑ # 

 处理细

胞 检测到实验孔细胞培养液中荧光值明显增高 表

明 ×ƒΑ诱导的细胞凋亡影响线粒体功能和膜结

构 其 ≤是 1 # 

图 ∀

讨论

¬对细胞凋亡的诱导作用及其对疾病的发生

发展与转归和治疗的影响 近年来有很多研究进展

和报道 ∀体内外多种因素引起的病症或疾病如感

染 !炎症 !肿瘤 !心脑缺血 出血性疾病以及自身免

Φιγυρε 4  ƒ°2¬2  ≤ƒ  

×ƒΑ   

∏  

×  ∞    ∏  ∏ 

¬  √  

  √

疫性疾病以及 ⁄≥等 均发现与机体细胞凋亡的

调节失衡有关 ∀ ¬作为 2家族中主要的致凋

亡调节蛋白质 主要存在于细胞浆中 在由生理或 

和病理条件下发生的细胞凋亡过程中 从细胞浆转

移至线粒体并在线粒体内以同源二聚体或多聚体形

式积聚 也可以与 2或 2÷结合成异源二聚

体 ∀在 ×ƒΑ经典的受体依赖的信号转导途径介导

的细胞凋亡中 ¬接受上游信号传导 与之

结合后从细胞浆转至线粒体内膜间隙形成二聚体或

多聚体 ∀在刺激剂作用下决定细胞归宿的先决条件

是 2¬比率 比率增大细胞可存活 反之则趋

向死亡 ∀伴随线粒体膜电位 ∃7  的降低 线粒体

膜间隙增大 线粒体内的细胞色素 释放到线粒体

外 依次激活下游信号转导通路相关分子 如

2及 2活化与裂解 启动一系列

级联反应和应答而使细胞凋亡 ≈ ∗  ∀

本文首次以 ƒ°2¬标记人乳腺癌  ≤ƒ细

胞 建立了  ≤ƒƒ°2¬稳定表达细胞株 观察了

×ƒΑ诱导的凋亡细胞中 ¬的变化和作用 发现

在  ≤ƒƒ°2¬稳定表达细胞中 ×ƒΑ诱导的

细胞凋亡可引起 和 活化与裂解 结果

未列出 与 ƒ°2¬从细胞浆转位到线粒体密切

相关 且呈剂量和时间依赖关系 ∀因此 通过用荧光

显微镜直接观察细胞浆与线粒体的 ƒ°2¬转移

定位变化诱发的细胞凋亡 可作为大批量筛选具有

细胞凋亡调节作用的化合物以及研究其作用机制的

一种直观 !动态 !简捷和有效的方法 ∀
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本研究为与细胞凋亡调节有关的化合物的筛

选和探讨其在调节细胞凋亡中的作用机制提供了

实验依据和一个实用且简捷的模型 ∀有关 ×ƒΑ

诱导的  ≤ƒƒ°2¬细胞凋亡对信号转导通路中

! 作用和对 22÷的影响 以及

≥∏≥×≥经非受体依赖途径诱导  ≤ƒ

ƒ°2¬细胞凋亡对 ¬影响的研究另文报道 ∀
致谢 对 ⁄≠2× ∏ ≥≤≥给予本研究的指

导和帮助 在此深表谢意 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ⁄ ∂   ° ƒ   

≈ ≥ ∏   

≈ ≥° ×   ∏  

≈ ° √   

≈ ∏ ≠ × •  ≠ ∏   ≤22

∏  ¬  2÷   ∏ 

≈ °≥≥   

≈ √    ≤  ≥ 2

ιν ϖιϖο   √  ¬

≈ ≤ 

  

≈           ≥ 

∞  2     

¬¬  ∏ ≈

∞∏≤   

≈ ≥ ≥≥ ∏ ≠ × ≥     ¬

  ∏∏

   ≈  ≤ ⁄

⁄   

≈ ∏ ±  ≤∏ ∞ ∏ ≥≤  

∏ √ ¬ 2 

     ¬ ∏ ≈ 

   

≈ ∏ ±  ∏ ≠ × ¬    

    ∏ 

√  ƒ°2¬2    

≈  °≤°

  

≈ ∞     2≥   ¬2

∏  ≤    

  ∏

  
 

≈  ≤  

  

≈ •  ∏≠ × ≥≤   √¬

  ∏≈ 

≤   
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#消息 #

• 公司在全球范围内 通过传递实用 !可持续发展的创新技术为人体保健 !环境管理 !食品安全和水质分析领

域建立了商业优势 ∀该公司拥有整合的分离科学 !实验室信息管理 !质谱和热分析技术 ∀ • 的技术突破和实验室

解决方案为用户的成功提供了保证平台 ∀ 年 ƒ ≥∏√公司赞赏 • 公司为科学和商业创造新机遇所

作的贡献 肯定了公司在液相色谱领域取得成功和领先的地位 表彰了 • 技术在经营业绩和科学进步所获得的

成果 ∀认可公司将分析科学提升至一个新水平的能力 特别是指实验室信息学软件系列和信息管理平台 ∀

详情请联系 ¬    网址    
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