
抗癌抗生素力达霉素诱导人肝癌 ΒΕΛ27402细胞死亡的特征

何琪杨 梁云燕 王代树 李电东 3

 中国医学科学院 !中国协和医科大学医药生物技术研究所 北京  

 北京大学临床肿瘤学院北京肿瘤研究所 北京 

摘要 目的  研究抗癌抗生素力达霉素⁄ 诱导人肝癌 ∞2 细胞死亡的特征 ∀方法  用荧光染料

和 °联染 琼脂糖凝胶电泳检测 流式细胞术检测等 ∀结果  ⁄  Λ#
 处理该细胞后  可

观察到一种有别于典型凋亡的染色质凝集方式 核膜一直保持完整 细胞仍贴壁 无凋亡小体形成 琼脂糖凝胶电泳

检测到 ⁄梯带 ∀流式细胞术检测到的 亚峰 仅在 ⁄ 处理 ∞2细胞后  出现 ∀ ⁄ 处理 ∞2

细胞后  2 的活性分别增高  倍 ∀染色质开始凝集的时间比 2活性达到高峰的时间早 ∀

结论  力达霉素诱导人肝癌 ∞2细胞死亡的特征有别于典型的凋亡 此结果可能有助于解释其极高活性地杀

死肿瘤细胞的分子机制 ∀
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原名 ≤  是 我 所 从 链 霉 菌 Στρεπτοµ ψχεσ

γλοβισπορυσ ≤2中分离到的高效抗肿瘤药物 其

活性比临床上常用的抗肿瘤药物阿霉素高 万倍以

上≈  ∀ ⁄ 能序列特异地直接断裂 ⁄ 序

列≈  诱导人白血病 2细胞凋亡≈ 并阻断人

肝癌 ∞2 细胞于   期≈ ⁄ 与 ∞2

细胞的细胞核温育后 可诱导出现 ⁄ 梯

带≈ ∀但在完整的活细胞水平上 ⁄ 强烈杀死肿

瘤细胞的分子机制仍有待阐明 ⁄ 直接断裂

⁄后的细胞形态变化 可能与典型的凋亡有所不

同 ∀本文以人肝癌 ∞2 细胞为模型 初步阐

明 ⁄ 诱导的细胞死亡与典型凋亡的差异 本结

果有助于解释其高活性的分子机制 ∀
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自 ≥∀

  细胞培养  人肝癌 ∞2细胞来自中国科

学院上海细胞生物学研究所 用  °  培液

≤  添加  胎牛血清中国医学科学院血

液研究所生产  # ∞°∞≥°以

及  #谷氨酰胺  ≤  在  ε  

≤ 的培养箱中培养 ∀

  染色质凝集的观察  用特异结合 ⁄ 的荧光

染料 和 °联染进行 ∀将对数生长期

的细胞传于  孔板中 ≅  个孔  后加

药 加药后     用 1 胰酶  1 

∞⁄× Β分离贴壁细胞 同时收集悬浮和贴壁的

细胞 用无血清培液洗  次 加  

Λ# 及 ° Λ#   ε 染色  后 紫

外光激发 荧光显微镜下统计 °阳性无染色质凝集

的细胞坏死细胞 ° !°阳性但染色质凝集的细

胞°≤ ! °阴性染色质发生典型凋亡凝集的细胞

° !°阴性染色质发生异型凝集的细胞≤ !和

°阴性染色质未发生凝集的细胞活细胞 的数

量 每个样品统计   个细胞 同时拍摄药物

处理后的细胞图象 ∀实验至少重复 次 结果以各

种类型的细胞数占总细胞数的百分比表示 ∀

  流式细胞术  细胞经药物处理后 仍贴壁的细

胞用 1 胰酶  1  ∞⁄×  消化 合并收集悬

浮和消化脱落的细胞 用冷磷酸盐缓冲液洗  次 
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 乙醇固定细胞  以上 ∀上机测定前 离心去

乙醇 用磷酸盐缓冲液洗  次 加  Λ# 

 酶  ε 消化  °  Λ#   ε 染色

  以上 经尼龙网过滤后 用流式细胞仪

ƒ≤≥测定 结果经计算机软件处理 计算出各

周期时相的细胞百分比及凋亡细胞的比例 ∀

  细胞 ∆ΝΑ提取和琼脂糖凝胶电泳  细胞 ⁄

提取按文献≈进行 略作修改 ∀ ≅  个细胞经药

物作用后 离心收集 用磷酸盐缓冲液洗 次 细胞

沉淀加  Λ含  酶 Λ# 的裂解缓

冲液∞⁄×   #  × #  

1 1 十二烷基肌氨酸钠  ε 温育  再加

含  # 蛋白酶 的裂解缓冲液  Λ

 ε 温育  用苯酚2氯仿2异戊醇ΒΒ抽提 

次 无水乙醇沉淀 用 ×∞  Λ溶解 ⁄沉淀 ∀

  取 ⁄ 样品  Λ上样到 1 琼脂糖凝胶

上 用 × ∞缓冲液  ∂ 电泳 1  ∂ °凝胶成

像系统美国观察并记录结果 ∀

  Χασπασε23 活性测定   ≅  个细胞经药物处

理  后 用细胞刮刀直接刮下细胞 冷磷酸盐缓冲

液洗 次 用2试剂盒≤ 比色法测

定2活性 ∀按说明操作 ∀结果以诱导组的

吸光度与对照组的吸光度的比值 ≅  表示 ∀

  染色质凝集与 χασπασε26 活性变化的关系确定

  ≅ 个细胞经药物处理  后 用细胞刮刀直

接刮下细胞 冷磷酸盐缓冲液洗 次 取约  ≅ 

个细胞用  乙醇固定  ε 保存 其余细胞用于比

色法测定 2的活性 ∀2试剂盒购自

∂公司美国 ∀按说明操作 ∀结果以诱导

组的吸光度与对照组的吸光度的比值 ≅  表示 ∀

统计染色质凝集细胞的方法是将固定的细胞离

心去乙醇 用   Λ# 室温染色 

紫外光激发 荧光显微镜下统计细胞总数 规

定至少有 个以上染色质凝集点的细胞为染色质凝

集细胞 每个样品统计   个细胞 结果以染

色质凝集细胞数总细胞数 ≅  表示 ∀

结 果

1  出现与典型凋亡细胞不同的染色质凝集方式

用   ≤  Λ#
处理 ∞2细胞 在

 时出现 1 染色质凝集的细胞 细胞的形态

变化符合典型的贴壁细胞凋亡的特征 即细胞收缩

变圆 脱离瓶壁漂浮到培液中 染色质高度凝集 到

 时 几乎难以观察到贴壁细胞 染色质凝集细

胞的比例高达 1  表  ∀当用低浓度的 ⁄

1 Λ#
 处理 ∞2 细胞   时 

1 的细胞为典型的凋亡式染色质凝集 而

1 的细胞为一种异型的染色质凝集 这种异型

的凝集方式在较高浓度的 ⁄ 1  Λ#
处

理细胞时更为明显 处理  后分别有 1  

1 的细胞出现异型的染色质凝集图  ∀该染

色质凝集的特征为 核膜一直保持完整 染色质既沿

核膜边缘凝集 又在细胞核中间凝集 细胞仍贴壁 

不漂浮到培液中 死亡后期不形成凋亡小体 发生膜

通透从表 可以看出 ⁄ 处理  后 可观察

到 °阳性 !染色质凝集的细胞明显增加 最后细

胞崩解 染色质凝集出现的时间较短 不象细胞凋亡

那样需一个较长的时间 ∀

2  琼脂糖凝胶电泳检测到 ∆ΝΑ梯带

⁄  Λ#
处理 ∞2细胞  后 

就可检测到 ⁄ 梯带结果未显示 ∀图  显示

⁄ 1 1  Λ#
处理  后 均能使

∞2细胞出现 ⁄ 梯带 ∀由于 ⁄ 直接能

在核小体连接处切割 ⁄ 而核酸内切酶活化也能

出现 ⁄梯带 仅从该指标难以区分 ⁄ 梯带产

生的原因 ∀

ƒ  °   ∏  ∞2  2 

∏ ∏ 

 ≤≤  Λ#
  ≤ ≤  ≤ 

Λ#
   ×   ≅  ∏  √ ° 
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 Λ#
 

  Λ#
 

      

 

°≤         ?     ?     ?     ?  

°   ?     ?     ?     ?     ?     ?  
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≤         ?      ?     ?     ?  
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   ?      ?     ?     ?     ?    ?   

 

°≤   ?    ?     ?     ?     ?      ?    

°   ?     ?     ?     ?     ?     ?  

°   ?    ?     ?     ?      ?     ?   

≤      ?     ?     ?     ?      ?  

   ?         ?     ?     ?     ?    
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ƒ  ×⁄ ∏ 

∞2    1  

1 1  Λ#
   

  ≤  × ⁄   ∏ 

     
∏ 

3  流式细胞术检测死亡细胞

如果是典型的凋亡细胞 经固定和磷酸盐缓冲

液温育后 部分凝集的染色质逸出到细胞外 因而流

式细胞术可检测到低于 期的/ 亚峰0 即凋亡

峰 ∀⁄  Λ#
处理细胞  后 引起染色

质完全凝集 但检测不到 /  亚峰0 只有在  

后 细胞膜可以通透时 才可检测到 /  亚峰0图

 此时 ⁄  Λ#
处理组由于出现较多的

细胞碎片 / 亚峰0不明显 本结果也提示 当细胞

核的核膜未经凋亡式的变化时 凝集的染色质就难

以逸出到细胞外 ∀此外 较低浓度的 ⁄ 1

Λ#
 可阻断细胞于   期 ∀

4  诱导 χασπασε23 活性升高

在细胞凋亡前期 凋亡信号从线粒体释放细胞

色素 ≤ 启动 依次激活蛋白酶 而 2

的活化是染色质凝集 !⁄片断化及细胞出泡等凋

亡形态所必须的≈ ∀用   ≤  Λ#
 ⁄

1  Λ#
 分别处理 ∞2细胞后  

2活性分别增加    和   假定

对照组为    说明 ⁄ 处理 ∞2细胞后

可激活细胞凋亡通路 ∀
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 1≤ 1⁄ ∞ Λ#

   ≤

5  染色质凝集出现的时间与 χασπασε26 的活性变化

的关系

细胞凋亡时 2 被 2 激活后 降

解核纤层蛋白而允许出现凋亡后期的染色

质凝集 核出泡以及形成凋亡小体等形态事件≈ ∀

⁄  Λ#
 处理 ∞2 细胞后    

和  染色质凝集细胞的百分数分别为 1  

  1  1  和 1  而 检 测 到 的

2活性分别为        和

  假定对照组为    ∀在    内 染色质

凝集更为完全 而2的活性仍持续升高 到 

时 约增加 倍 ∀本结果说明染色质凝集发生的

时间早于 2 达到高峰的时间 而少量的

2的活化不足以解释大量的细胞发生染色质

凝集的现象 ∀

讨 论

本文的研究初步表明 烯二炔类抗生素 ⁄

诱导肿瘤细胞死亡的特征有别于典型的细胞凋亡 

并且本研究首次得到烯二炔类抗生素在活细胞内直

接切割 ⁄ 后所出现的染色质凝集的图象 其他

烯二炔类抗生素诱导细胞凋亡的研究≈   均未

见报道本现象 ∀本文所观察到的结果 在抗肿瘤药

物博来霉素作用机理研究也曾报道 ∀用电渗透法将

博来霉素  Λ#
导入到中国仓鼠肺 ⁄≤2ƒ成

纤维细胞后  也观察到与凋亡相似的 ⁄梯带

和染色质沿核膜周围凝集的结果≈ ∀而本文用完

整的活细胞观察染色质凝集 与前述的报道通过电

镜观察固定细胞的方法不同 另外 本文还比较了与

典型凋亡的差异 ∀因此 本研究无论对 ⁄ 的药

理研究 或对引起 ⁄ 断裂的其他抗肿瘤药物的

机理研究均有一定的意义 ∀

⁄ 比其他抗肿瘤药物有更强的杀死肿瘤细

胞的活性 ∀在完整的细胞水平上 可能存在 种机

制 一是与大多数抗肿瘤药物的作用机理一致≈ 

断裂 ⁄后启动凋亡通路而引起细胞死亡 二是

直接断裂 ⁄ 不影响凋亡通路的上游组分而引起

细胞死亡 三是直接断裂 ⁄ 和启动凋亡通路的

相互作用而引起细胞死亡 ∀本文通过测定 2

 的活性及与染色质凝集的关系 初步表明第三

种机制更适合于解释 ⁄ 引起细胞死亡的特征有

别于典型凋亡的现象 可能正是这种相互作用使

⁄ 的抑瘤活性明显地高于仅启动凋亡通路的其

他抗肿瘤药物 ∀
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∏  ≤2  ∏ √

##药学学报  °∏≥    



≈  ϑ Αντιβιοτ  42    

≈ ÷∏ ≠ ≠≥    ≤ 

   ∏  ∏

∏2 ∏2 ⁄ √ ≈  

Βιοχηε µιστρψ 33    

≈ ÷∏ ≠ ÷  ≠≥  ετ αλ  

 √ √∏ ⁄ 2

∏   ∏  ≈ 

Βιοχηε µιστρψ 36    

≈    ⁄⁄  ≠≥  ∏   

 ∏ ≤  2 ∏

∏≈  Βιοχηε µ Βιοπηψσ Ρεσ

Χοµ µ υν  208    

≈ ÷∏ ≠⁄⁄ ≠≥     ≤2 

 ∏ ∏   

¬  ∏  ∞2 

≈  Χανχερ Χηε µοτηερ Πηαρµ αχολ 27  

 

≈ ÷∏ ≠⁄⁄  ≠≥  × ∏ 

 ∏  ≤ √ 

¬∏≈  Σχι Σιν ( Β)  

22    

≈  ≥ ƒ   ≤  ετ αλ °

¬ √    

2∏≈  Εξπ Χελλ Ρεσ

 256    

≈   ° ⁄ •  ∞  

∏√∏≈  ϑ Χελλ Βιολ 

135    

≈  × ≠≤     ετ αλ∏

 ∏∏ ∏

 ∏ ∏ ≈  ϑ

Πηαρµ αχολ Εξπ Τηερ 275    

≈ ∏≤  ≥ °  ∞2  ετ αλ ≤2
∏  ≈ 

Προχ Νατλ Αχαδ Σχι ΥΣΑ  90    

≈ ≤  ≥ƒ ° 2∏
  2 ≈  Χανχερ Ρεσ

 56    

≈ ×∏ °     ετ αλ  

 2∏∏

 ∏ ∏

≈  Χανχερ Ρεσ 53    

≈ ∏ ≥ ∞ • ≤ ∏ 

 ≈  Εξπ Χελλ Ρεσ 256 

   

ΧΗΑΡΑΧΤΕΡΙΖΑΤΙΟΝ ΟΦΧΕΛΛ ∆ΕΑΤΗΙΝ∆ΥΧΕ∆ ΒΨ ΑΝΤΙΧΑΝΧΕΡ

ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΧ ΛΙ∆ΑΜΨΧΙΝΙΝ ΗΥΜΑΝ ΗΕΠΑΤΟΜΑ ΒΕΛ27402 ΧΕΛΛΣ

∞ ±2  ≠∏2  •  ⁄2∏  ⁄2

(1 . Ινστιτυτε οφ Μεδιχιναλ Βιοτεχηονλογψ, Χηινεσε Αχαδε µ ψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ ανδ

Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050 , Χηινα ; 2 . Βειϕινγ Ινστιτυτε φορ

Χανχερ Ρεσεαρχη , Σχηοολοφ Ονχολογψ, Πεκινγ Υνιϖερσιτψ, Βειϕινγ 100034 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ : ΑΙΜ  ×∏ ∏ ∏ 

⁄∏∞2ΜΕΤΗΟ∆Σ  ≤ √2
∏∏/ ∏20  

⁄ √∏×2 √∏

 ΡΕΣΥΛΤΣ  ×  ∞2 

√∏ ≤  Λ#
 

 √

∏⁄  Λ#
   

∏×⁄
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⁄  ∏ ⁄ 
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√2ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×∏
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