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　　摘要：探讨阿霉素诱导 ＨＣＣ９２０４细胞凋亡的作用机制，及其与凋亡相关基因 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ表达
的关系。方法　用 ＴＵＮＥＬ法和流式细胞仪观察和检测阿霉素对 ＨＣＣ９２０４细胞增殖周期的影响以及

细胞凋亡，并检测 ＨＣＣ９２０４细胞中 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白的表达水平。结果　阿霉素能够显著诱导

ＨＣＣ９２０４细胞凋亡，染色显示有典型的凋亡特征。在药物处理 ２４ｈ后流式细胞仪检测出显著的“亚

二倍体峰”。阿霉素作用 ＨＣＣ９２０４细胞后，Ｂｃｌ２蛋白表达明显减少（Ｐ ＜０．０５）；而 Ｂａｘ蛋白的表

达虽有所增加，但与对照组相比差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。结论　阿霉素能诱导癌细胞凋亡，是其

发挥抗癌作用的重要机制之一，这可能与其下调 Ｂｃｌ２基因表达有关。
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　　 细胞凋亡受基因调控，是细胞主动参与其自

身有序的生理性死亡过程。诱导细胞凋亡是化疗

药物对抗肿瘤细胞的主要途径［１，２］，其治疗效果依

赖于它们诱导肿瘤细胞凋亡的能力。研究［３］提示，
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院主治医师，主要从事消化道肿瘤的基础与临床方面的研究。
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Ｂｃｌ２基因家族存在一个复杂的调控网络来控制凋

亡和肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。该家族分为

两大类，包括抗凋亡的成员如 Ｂｃｌ２，ＢｃｌｘＬ和促进

凋亡的成员如 Ｂａｘ，Ｂａｋ。两大类能够形成异源二聚

体，并具有相互调节的功能。因此这些蛋白在细胞

中的相对水平是自杀程序的“变阻器”［４］。本文旨

在观察阿霉素体外诱导 ＨＣＣ９２０４细胞凋亡的规

律，并初步探讨其机制。
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１　材料和方法

１．１　细胞培养和用药方案

人肝癌细胞系 ＨＣＣ９２０４为第四军医大学病理

教研室建立并惠赠，其 ｐ５３基因已发生突变。在含

有酚红，５０ｍＬ／Ｌ胎牛血清的 Ｅａｇｌｅ＇培养液中培育。

阿霉素（ＡＤＲ）是由美国 Ｐｈａｒｍａｃｉａ＆Ｕｐｊｏｈｎ公司提

供，作用细胞的终浓度为 ２０μｍｏｌ／Ｌ。ＨＣＣ９２０４细

胞接触 ＡＤＲ４ｈ后撤药，并继续培养 ２４ｈ或 ４８ｈ，然

后进行后续实验。

１．２　ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡

收集细胞采用 ＴＵＮＥＬ方法染色。采用Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ

Ｍａｎｎｈｅｉｍ的细胞死亡检测试剂盒（ＦＩＴＣ）。在室温

下用含 ３％ 小牛血清蛋白的磷酸盐缓冲液中培育

ＨＣＣ９２０４细胞 ３０ｍｉｎ，玻片覆以 ＴＵＮＥＬ试剂（内

含 ＴｄＴ酶，ＦＩＴＣ１２ｄＵＴＰ和 ＣｏＣｌ２的 １′缓冲液），

３７℃作用 １～２ｈ后，荧光显微镜观察形态学特征。

采用去掉 ＴｄＴ酶的试剂染色标本作为阴性对照。凋

亡形态学标准如下：（１）染色体及胞浆明显浓聚

（凋亡细胞）。（２）胞浆小体，伴或不伴有染色体浓

聚（凋亡小体）。（３）染色体碎片化（微核形成）。

１．３　流式细胞仪分析细胞周期和凋亡

收集用胰蛋白酶 －ＥＤＴＡ消化的 ＨＣＣ９２０４贴

壁细胞，ＰＢＳ冲洗后重悬在 ４℃，７０％的乙醇中至少

１～２ｈ。 以 １０００ｒ／ｍｉｎ离 心 细 胞 后 重 悬 在 含

１００ｍｇ／ＬＲＮＡ酶和 １０ｍｇ／Ｌ碘化丙锭的 ＰＢＳ中，在

２５℃暗处孵育 １５ｍｉｎ。用 ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪

（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ，ＵＳＡ）进行单色荧光细胞流式计

数。结果用 ＭｕｌｔｉｐｌｕｓｓｏｆｔｗａｒｅＩＩ软件分析数据。每

个样本采集 １００００个细胞。

１．４　Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白表达的检测

收集 ＡＤＲ诱导后 ＨＣＣ９２０４细胞，重悬于 ７０％

乙醇溶液中，４℃过夜；加入 １∶１００稀释的兔抗人

Ｂｃｌ２抗 体、兔 抗 人 Ｂａｘ抗 体 （ＳａｎｔａＣｒｕｚ公 司）

１００μＬ，３７℃培育 ３０ｍｉｎ，加 １∶２０稀释的 ＦＩＴＣ标

记的二抗 １００μＬ。加入 １．０ｍＬＰＢＳ，经 ４００目滤

网过滤，流式细胞仪（ＦＡＣＳ）测定 Ｂｃｌ２及 Ｂａｘ阳性

率及荧光强度。以未诱导的 ＨＣＣ９２０４细胞为空

白对照。每组设 ３个复孔。

１．５　统计学处理

采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为有统计学差异。

２　结　果

２．１　ＡＤＲ诱导 ＨＣＣ９２０４细胞凋亡

ＴＵＮＥＬ阳性信号为黄绿色或黄色荧光，位于胞

核，呈小圆形、环行或颗粒状。ＴＵＮＥＬ染色结果显

示，镜下可见许多典型的“出泡”所形成的细胞周

围黄绿色强荧光点（图 １）。流式细胞仪对细胞周

期的分析显示 ＡＤＲ诱导后 ２４ｈ和 ４８ｈ能够出现显

著的“亚二倍体”峰，分别占总细胞数的 ３１％ 和

５８％（图 ２）。

图 １　ＡＤＲ诱导 ２４ｈ后 ＨＣＣ９２０４细胞的调亡改变

ａ：０ｈ ｂ：２４ｈ ｃ：４８ｈ
图 ２　阿酶素处理后 ２４ｈ和 ４８ｈ后 ＨＣＣ９２０４细胞的细胞周期和调亡分析

０１５
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２．２　ＡＤＲ对 ＨＣＣ９２０４细胞 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白表
达的影响

ＡＤＲ作用 ＨＣＣ９２０４细胞后，Ｂｃｌ２蛋白表达明
显减少，与对照组比较差异有显著性（Ｐ＜０．０５）；
而 Ｂａｘ蛋白的表达虽有所增加，但与对照组相比差
异无显著性（Ｐ＞０．０５）（附表）。
附表　ＨＣＣ９２０４细胞中 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白的表达（％）

分组 例数
Ｂｃｌ２

阳性率 荧光强度

Ｂａｘ

阳性率 荧光强度

对照 ３ ４５．４１±６．１８７３．８５±２．６３ ３４．９１±３．０８ ７１．２８±２．７７

ＡＤＲ ３ ２６．７９±３．０６６７．４７±２．１９ ３９．３５±２．８７ ６７．３９±３．２６

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

３　讨　论

肿瘤细胞对不同的化疗药物的反应性是有差

异的。对这种差异性反应机制的认识将有助于设

计特异性的肿瘤治疗方案。化疗药物作用于细胞

凋亡的最后共同途径，即通过激活 ｃａｓｐａｓｅ３，引起

ＤＮＡ的损伤而诱导肿瘤细胞凋亡以实现抗肿瘤作

用，化疗药物的治疗效果依赖于它们诱导肿瘤细

胞凋亡的能力［５］。不管抗肿瘤药物的化学性有何

不同，绝大多数能诱导肿瘤细胞的凋亡。肿瘤细

胞自身检测细胞损伤并激活凋亡反应将决定化疗

最终是否成功。Ｂｒｏｗｎ［６］提出一个假说，即无论采

用何种化疗药物，肿瘤细胞均死于凋亡；细胞对凋

亡的耐受决定细胞对化疗药物的敏感性。

凋亡受一系列基因复杂的正性和负性的调控，

其中以 ｐ５３抑癌基因和 Ｂｃｌ２家族的基因最为重

要［７］。ｐ５３基因作为一种转录因子能促进 ｐ２１和

Ｂａｘ等凋亡相关基因的表达，从而通过直接或间接

调节凋亡途径中多个关键因子调控凋亡。把功能

性 ｐ５３基因引入人白血病细胞，能增加其对 ＤＮＡ

损伤性药物表阿霉素的化疗敏感性［８］。但大量研

究表明，ｐ５３基因并不是细胞凋亡必不可少的调

控基因。已知在 ＨＣＣ９２０４细胞中 ｐ５３基因是突

变的，在其他细胞系中也常常发生突变。因此在

ＨＣＣ９２０４细胞中 ｐ５３依赖性的凋亡途径已不存

在，那么这些细胞是如何发生凋亡的？探讨这一

问题可推测由 ＤＮＡ损伤性药物诱导的肝癌细胞的

凋亡很可能是不依赖 ｐ５３的。

Ｂｃｌ２家族是目前最受重视的调控细胞凋亡的

基因家族。凋亡因子和凋亡抑制因子的相互作用

决定了细胞的命运是凋亡还是存活。这个家族的

促凋亡成员包括 Ｂａｘ，Ｂａｋ和 ＢｃｌｘＳ，而抗凋亡的成

员包括 Ｂｃｌ２，ＢｃｌｘＬ和 Ｂｃｌｗ，这些基因都参与上

述过程。当细胞接触各种凋亡性刺激后，Ｂｃｌ２家

族的蛋白通过控制细胞内膜结构中的离子和蛋白

质的流动而控制细胞的生与死。而 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比

值被认为是决定临床肿瘤细胞耐药性的重要指标

之一。研究显示，高水平的 Ｂｃｌ２或高比例的 Ｂａｘ／

Ｂｃｌ２将使肿瘤对治疗产生耐受［９，１０］。本研究表

明，ＡＤＲ可通过下调 Ｂｃｌ２的蛋白表达以诱导肝癌

细胞凋亡。据此提示，临床上可运用 Ｂｃｌ２的反义

寡核苷酸等技术阻断 Ｂｃｌ２的表达，以提高肿瘤的

化疗敏感性；还可以通过检测肿瘤细胞的凋亡率，

评估化疗的效果。
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