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摘要 研究冬凌草甲素通过诱导人宫颈癌 细胞自噬拮抗凋亡的机制 ∀  ××法测定冬凌草甲素对 细

胞的细胞毒作用 ∀通过相差显微镜观察细胞形态学变化 用琼脂糖凝胶电泳检测 ⁄片段化 用流式细胞仪检测细

胞自噬和凋亡水平 用 •  检测分析药物对蛋白质表达的影响 ∀冬凌草甲素明显抑制 细胞的增殖 

诱导 细胞凋亡 同时诱导 细胞发生自噬 ∀ •  检测结果表明 冬凌草甲素作用  后 促凋

亡蛋白 ¬!细胞色素 和控制 ¬活力的去乙酰化酶 ≥ ×2的表达明显改变 ∀冬凌草甲素  Λ# 

诱导的

自噬通过影响 ≥ ×2和线粒体途径蛋白的表达下调凋亡 ∀
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  冬凌草甲素 为唇形科植物冬凌草

Ραβδοσια ρυβεσχενσ叶中的二萜类成分 ∀实验

证明 这种中药单体具有多种生物学 !药学和生理学

功能 例如抗癌 !抑菌和防虫作用 ≈ ∀

根据形态学可以把程序性细胞死亡分为凋亡和

自噬两类 ∀凋亡清除单个细胞 而后由巨噬细胞通

过胞吞作用清理细胞残骸 ≈ ∀自噬则是一种胞质

降解过程 负责清除包括细胞器在内的胞质组分 其

标志性步骤是内质网来源的 /分离膜 

0包裹住待降解部分形成自噬小体 ≈ ∀

本实验室已对冬凌草甲素诱导肿瘤细胞凋亡进

行了相关报道 ≈
但是目前冬凌草甲素诱导自噬及

其与凋亡的关系却未见报道 ∀本文考察了冬凌草甲

素同时诱导人宫颈癌 细胞凋亡和自噬作用 

并对两者的相互关系和作用机制做了进一步探讨 ∀

材料与方法

细胞  人宫颈癌 细胞从美国 
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×≤∏∏ ≤×≤≤ √ ⁄≥ 

购买 ∀

药品与仪器  酶联免疫分析仪 ×奥地

利 二氧化碳培养箱 ∏≥倒置相差显微

镜  ∏德国 荧光显微镜 ∏

×日本   °  培养基   

 ≠  ≥∀琼脂糖 !溴化乙锭 ∞!⁄

分子量标准 !甲基噻唑蓝   ×× !二甲基亚砜

⁄ ≥ ! 2甲基腺嘌呤 2  !丹磺酰尸胺

√ ⁄≤及碘化丙锭 °均购

于 ≥≥ ∏  ≥公司 ∀冬凌草甲素购

于中国科学院昆明植物研究所 用 ⁄ ≥溶解 终

浓度 [ 1 ∀抗 2¬细胞色素 ≥ ×2

≤2及 ≤2 的抗体购于 ≥ ≤∏

≥≤∏ ≤≥公司 ∀

细胞培养  将 细胞接种于含 胎牛血

清 !谷氨酰胺的  ° 培养液中 在  ε 

 ≤培养箱中培养 ∀

细胞生长抑制  将 细胞以细胞数  ≅



孔接种于 孔板中 每孔  Λ培养过夜后

加入冬凌草甲素 及  Λ# 



分别于 和  用  ××法测定细胞死亡

率 并应用 法计算 ≤值 ∀

细胞形态学变化的观察  细胞以细胞数

 ≅ 
接种 培养  后 先加入  # 


2

 作用  后再加入  Λ# 
冬凌草甲素 继

续培养  后用倒置显微镜观察 ∀细胞用上述方

法做相同处理后 用  Λ# 

于

 ε 染色  用荧光显微镜观察细胞核变化 ∀

流式细胞分析  细胞 细胞数  ≅ 

提

前  用  # 


2 预处理后 加入 

Λ# 
冬凌草甲素 作用  后胰酶消化收集

细胞进行细胞周期分析和自噬水平分析 ∀简言之 

细胞经  Λ# 
冬凌草甲素作用后 胰酶消化

收集   ≅ γ离心  ∀用于检测自噬的样

品 用 1 # 


 ⁄≤溶液于  ε 避光染色

 立即在  激发波下检测荧光水平的变化 

反映自噬比率 ≈
用于检测细胞周期的样品 用 °≥

和 乙醇于  ε 过夜固定 隔天用 °≥漂洗后 

用  # 


°含  # 


 避光染色

 检测细胞周期分布和凋亡率 ∀

∆ΝΑ片段化电泳  收集细胞数  ≅ 
以上的

细胞 用 °≥洗 次 提取 ⁄∀用 琼脂

糖凝胶电泳 ∞染色后在紫外光灯下观察 ≈ ∀

Ω εστερν βλοττινγ检测  药物处理后收集悬浮

及贴壁的细胞   ≅ γ离心  用 °≥洗 

次 细胞裂解液  # 


×2≤ 1 

# 


 1 1 ×2÷ 

于冰浴裂解    ≅ γ离心  收集上清液 ∀

经 2 法测定蛋白含量后 等量样品以 十

二烷基磺酸钠 2聚丙烯酰胺凝胶电泳 ≥⁄≥2°∞分

离蛋白质 ∀电泳后将蛋白转印至硝酸纤维素膜上 

脱脂奶粉封闭后 一抗封闭过夜 再以辣根过氧

化物酶标记的二抗封闭液封闭  二氨基联苯胺

⁄溶液显色 扫描记录 ≈ ∀

统计学分析  结果数据用 ≥∏τ检验比较

组间显著性差异 ∀

结果

1  冬凌草甲素对人宫颈癌 ΗεΛα细胞的抑制作用

冬凌草甲素  ∗  Λ# 

对细胞均有

不同程度的抑制作用 其诱导 细胞死亡呈现

时间和剂量依赖关系 图 ∀  Λ# 
冬凌草

甲素作用  后 细胞死亡率接近  ∀  冬凌

草甲素作用的 ≤值为 1 Λ# 
 ∀

Φιγυρε 1  ∞  

ν  ξ ? σ

2  冬凌草甲素诱导 ΗεΛα细胞形态学变化

光学显微镜下观察  Λ# 
冬凌草甲素

作用于 细胞  后 细胞变圆 膜皱缩 !发泡 

产生凋亡小体 ∀提前  用细胞自噬特异性抑制剂

2 处理细胞 同样产生上述典型的凋亡特征 ∀而

单独使用 2 对细胞的形态并无明显影响 图

∀ 染色 冬凌草甲素单独作用组

和冬凌草甲素与 2 联合作用组均可见明显的

⁄碎片 对照组和 2 单独作用组的细胞形态

保持完整 图 ∀
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3  冬凌草甲素对细胞自噬水平和细胞周期变化的

影响

 Λ# 
冬凌草甲素可在 细胞中同

时诱导发生自噬和凋亡 ∀细胞发生自噬形成的自噬

体为酸性 而自荧光化的染料丹磺酰尸胺  ⁄≤是

一种弱碱性物质 可以通过质子化募集到细胞的酸

性部分 近年来一直被用于体内标记自噬体 ≈ ∀

 ⁄≤染色结果显示  Λ# 
冬凌草甲素可显

著提高细胞的自噬比率 当使用自噬特异性抑制剂

2 预处理后 自噬水平下降至接近对照组水平

图 ∀并且 当自噬被阻断后 细胞生长抑制率

和凋亡程度明显增加 图 ≤∀

Φιγυρε 3  ×    

∏ ∏   

 ∏ ∏  

∏  2    ×  

 2    
3
Π 

1 ϖσ    ∏  

∏  ≤

4  冬凌草甲素对 ∆ΝΑ片段化的影响

细胞发生凋亡时 较显著的生化标志是 ⁄被

核酸内切酶在核小体之间降解 断裂为  ∗  

倍数的片段 在琼脂糖凝胶电泳上呈现梯状图谱

⁄ ∀  Λ# 
冬凌草甲素作用于

细胞  后即发生明显的 ⁄片段化 当使

用 2 预处理后 ⁄片段化现象趋于显著 提示

在本实验体系中自噬虽不能完全抑制凋亡 但可以

部分阻断或延缓凋亡的发生 图 ∀
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5  冬凌草甲素对 ΣΙΡ Τ21 , Βαξ, Βχλ22和细胞色素 χ

表达的影响

2家族调控线粒体途径 主要包括 2

2÷等抗凋亡蛋白和 ¬等促凋亡蛋

白 ≈
而去乙酰化酶 ≥ ×2则处在 ¬的上游 调

节 ¬∏的相互作用 从而控制着 ¬向线粒

体的移动 ≈ ∀当  Λ# 
冬凌草甲素作用于

细胞  后 ¬和胞浆内细胞色素 的表达

增加 ≥ ×2表达减少 此外 ≤2和 ≤2

Φιγυρε 5  ∞  ¬ ¬

2  ≥ ×2 22 2

2   ×

Λ# 


    ≤  

 Λ# 

 ≤   Λ# 


 

2   # 

 ⁄ 2   # 




的前体表达减少 说明冬凌草甲素激活了这两者 参

与诱导 细胞凋亡 ∀当自噬被抑制时 上述蛋

白表达变化更为明显 ∀而 2表达没有明显变化

图 ∀

讨论

凋亡可以被许多分子调控 2家族成员即是

其中的一部分 ∀ 2是线粒体内膜上的一种抗凋

亡蛋白 ≈
它可与 ¬形成异源二聚体阻止凋亡

发生 ¬自身形成的同源二聚体或寡聚体也能在

线粒体外膜上促进凋亡 ≈
因此 ¬2比率在

细胞凋亡中起着重要作用 ∀从线粒体释放的细胞色

素 与 ≤2!凋亡蛋白酶激活因子 2

2√22结合形成复合物

后激活 ≤2活化的 ≤2剪切并激活

≤2促进细胞凋亡 ≈ ∀

近年来的研究发现 自噬与凋亡的机制之间有

许多重叠的部分 人们推测自噬是凋亡的引导机制 ∀

有观点认为自噬可以通过募集细胞色素 帮助细胞

避免凋亡 ≈
而另有一些观点则认为自噬是凋亡必

需的 自噬受到抑制会延缓凋亡的发生 ≈ ∀作者的

研究首次提出 冬凌草甲素诱导 细胞发生的

自噬与凋亡是相互拮抗的 ∀研究结果表明 冬凌草

甲素激活了促凋亡蛋白 ¬促进了细胞色素 的

释放 并且抑制了抗凋亡蛋白 2和 ≥ ×2的表

达 这种作用在自噬被 2 特异性抑制后变得更

加明显 ∀

上述结果证明 在 细胞中冬凌草甲素诱

导的自噬与凋亡之间存在交叉的机制 许多蛋白 诸

如 ¬2和 ≥ ×2同时与凋亡和自噬相关 ∀

≥ ×2控制着 ¬2的平衡 进而调控细胞色

素 从线粒体的释放 决定细胞是否凋亡 ∀因此 作

者可以得出这样的结论 自噬可以保护 细胞

免受冬凌草甲素诱导的凋亡的损害 是一种细胞的

保护机制 ∀

在凋亡和自噬机制的交互重叠中包括许多激

酶 如 °°°×∞2  等 ≈ ∗ 


但它们在凋亡和自噬的相互关系中的具体作用机制

还有待进一步研究 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ƒ∏       ∏√ 

 Ραβδοσια σηικοκιανα √ 

≈ ≤ ° ∏   
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