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细胞色素 Ｃ在氟尿嘧啶诱导肝癌细胞凋亡中
的作用

杨建青

（广西柳州市人民医院 外科，广西 柳州 ５４５００１）

　　摘要：目的　检测细胞色素 Ｃ在氟尿嘧啶诱导肝癌细胞凋亡过程中的作用，分析细胞色素 Ｃ在
线粒体和胞浆中的分布及其与 ｃａｓｐａｓｅ９活化的关系。方法　用 １×１０－２ｍｏｌ／Ｌ的 ５ＦＵ处理 ＨｅｐＧ２细
胞，分别作用 ２，４，８，１６，２４ｈ，用荧光检测试剂盒检测 ＨｅｐＧ２细胞凋亡过程中细胞色素 Ｃ分布变化；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｃａｓｐａｓｅ９的活化和细胞色素 Ｃ在胞浆及线粒体中的分布。结果　氟尿嘧啶处理肝癌
细胞 ４ｈ后，ｃａｓｐａｓｅ９活性开始升高，于 １６ｈ后达到高峰，与对照组比较差异有显著性（Ｐ＜０．０１）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析发现 ｃａｓｐａｓｅ９被蛋白酶水解切断后形成 １０ｋＤ片段；细胞色素 Ｃ在胞浆中的分布从 ４
ｈ后逐渐增加，１６ｈ最明显，而其在线粒体中的分布却正相反；细胞色素 Ｃ的分布改变和 ｃａｓｐａｓｅ９的活
化基本同步。结论　在氟尿嘧啶诱导肝癌细胞凋亡过程中 ｃａｓｐａｓｅ９被活化，并伴有细胞色素 Ｃ自线
粒体中释放到胞浆，提示细胞色素 Ｃ可能在 Ｃａｓｐａｓｅ９的活化和肝癌细胞凋亡中起重要作用。
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　　研究发现化疗药物主要是通过损伤肿瘤细胞
启动其内在的死亡程序即凋亡，并非导致死亡。

凋亡是细胞发生不可修复损伤后按指令自我执行

的一种主动的、程序性死亡方式，受细胞内外信号

转导调控。迄今发现细胞凋亡主要经过两条死亡

通路［１］，一条是外源性通路，即由死亡受体及配体

系统激发的凋亡信号下传至启动性 ｃａｓｐａｓｅ８，然
后激活效应性 ｃａｓｐａｓｅ蛋白酶而引发细胞凋亡；另
一通路称为内源性通路，细胞损伤后线粒体功能

障碍，膜通透性改变，凋亡蛋白包括细胞色素 Ｃ
（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ｃｙｔｏＣ），Ａｐａｆ１及 Ｓｍａｃ／ＤＩＡＢＬＯ等
从线粒体释放到胞浆，ｃａｓｐａｓｅ９与之形成凋亡体
（ａｐｏｐｏｓｏｍｅ）并被激活，随之引起 ｃａｓｐａｓｅ瀑布式活
化和细胞死亡［２－３］。笔者［４－６］在以往研究中已证

实氟尿嘧啶可诱导肝癌细胞凋亡，并有凋亡相关

基因参与调控，但内源性通路对诱导肝癌细胞凋

亡的作用尚不明确。本研究旨在了解氟尿嘧啶是

否亦经内源性通路诱导肝癌细胞凋亡，以进一步

阐明化疗的确切分子机制，为寻找新的药物治疗

肿瘤靶点提供实验和理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞株（中南大学细胞中心提

供），氟尿嘧啶（上海旭东海普药业有限公司）产

品，兔抗 ｃａｓｐａｓｅ９、细胞色素 Ｃ抗体和 ＨＰＲ标记
的羊抗兔抗体（Ｂｏｓｔｅｒ公司），核糖核酸酶 Ａ、碘化
丙锭（Ｓｉｇｍａ公司），细胞色素 Ｃ荧光检测试剂盒
（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司），ｃａｓｐａｓｅ９抑制 剂 ＺＬＥＨＤＦＭＫ
（Ｒ

$

Ｄ，ＵＳＡ），ＤＭＥＭ培养基（ＧＩＢＣＯ公司），荧
光分光光度计（ＨＩＴＡＣＨ公司），ＦＡＣＳＳｔａｒ流式细
胞仪（美国）。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及处理　ＨｅｐＧ２用含 １５％小牛
血清 的 ＤＭＥＭ 培 基 培 养。并 在 培 基 中 加 入
２ｍｍｏｌ／Ｌ谷 氨 酰 胺，１００ｋＵ／Ｌ１链 霉 素 和 蔼
１００ｋＵ／Ｌ青霉素，细胞培养条件３７℃，５０ｍＬ／Ｌ二
氧化碳浓度。待细胞进入对数生长期后加入

１×１０－２ｍｏｌ／Ｌ氟尿嘧啶，分别作用 ２，４，８，１６，２４ｈ，
每组标本数为 ６。
１．２．２　细胞线粒体及胞浆的分离　收集 １０６细
胞，加入含 ２５０℃ｍＭ蔗糖的细胞裂解液，用匀浆
器进一步裂解细胞，匀浆液于 ４℃下 ７５０ｇ离心
１０ｍｉｎ，取上清，再在４℃下１００００℃ｇ离心１５ｍｉｎ，

所得沉淀部分即为线粒体；上清继续于 ４℃下
１００００ｇ离心１ｈ，所得上清即为胞浆。所有操作均
在冰上进行。

１．２．３　Ｃａｓｐａｓｅ９活性检测　按试剂盒说明进
行：收集 １０６细胞，每份样本加入 ５０μＬ细胞裂解
液，冰上孵育 １０ｍｉｎ，离心（１００００ｇ，４℃，５ｍｉｎ），
取上清（其中 ５μＬ用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法作蛋白定量，读取
５９５ｎｍ 吸 光 值），再 加 入 ５０μＬ反 应 缓 冲 液 和
５μＬＣａｓｐａｓｅ底物 ＬＥＨＤｐＮＡ（亮氨酸 －谷氨酸 －组
氨酸 －天冬氨酸ｐ硝基苯胺），３７℃孵育 １．５ｈ，
读取 ４０５ｎｍ吸光值。Ｃａｓｐａｓｅ活性 ＝ＯＤ４０５ｎｍ／
ＯＤ５９５ｎｍ。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃａｓｐａｓｅ９活化　细胞先
经冷 ＰＢＳ冲洗 ３遍，用加样缓冲液裂解细胞，
１００℃ 水 浴 １０ｍｉｎ后，离 心 （１０ ０００ｒ／ｍｉｎ×
１０ｍｉｎ），收集上清，采用考马斯亮蓝法进行蛋白定
量，制备好的蛋白样品置 －８０℃冰箱保存备用。
以２０μｇ蛋白／泳道上样，经 １２％聚丙烯酰胺凝胶
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，电转膜至硝酸纤维膜。室温封
闭３ｈ，加兔抗 ｃａｓｐａｓｅ９抗体，室温下孵育 ２ｈ，再加
ＨＲＰ标记的羊抗兔抗体，室温下孵育 １ｈ，采用 ＤＡＢ
显色试剂盒进行显色约 ２～５ｍｉｎ，待蛋白条带显色
清晰时，终止反应，拍摄照片，记录实验结果。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞色素 Ｃ的释放　细
胞先经冷 ＰＢＳ冲洗 ３遍，用加样缓冲液裂解细胞，
１００℃ 水 浴 １０ｍｉｎ后，离 心 （１００００ｒ／ｍｉｎ×
１０ｍｉｎ），收集上清，采用考马斯亮蓝法进行蛋白定
量，制备好的蛋白样品置 －８０℃冰箱保存备用。
以 ２０μｇ蛋白／泳道上样，经 １２％聚丙烯酰胺凝胶
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，电转膜至硝酸纤维膜。室温封
闭 ３ｈ，加兔抗细胞色素 Ｃ或 Ｓｍａｃ／ＤＩＡＢＬＯ抗体，
室温下孵育 ２ｈ，再加 ＨＲＰ标记的羊抗兔抗体，室
温下孵育 １ｈ，采用 ＤＡＢ显色试剂盒进行显色约
２～５ｍｉｎ，待蛋白条带显色清晰时，终止反应，拍摄
照片，记录实验结果。

１．２．６　间接免疫荧光细胞化学技术检测细胞色素
Ｃ在细胞内的分布　细胞接种在放置玻片的平皿
中，待细胞贴在玻片上生长后加药处理，分别在 ２，４
ｈ和８ｈ后用 ４％多聚甲醛固定细胞，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ
－１００在细胞膜上打孔，加入兔抗细胞色素 Ｃ或
Ｓｍａｃ／ＤＩＡＢＬＯ的抗体孵育３ｈ，生物素标记的羊抗兔
二抗孵育１ｈ，Ｃｙ３（红色荧光）标记的链亲和素孵育
０．５ｈ，水溶性封片剂封片后在荧光显微镜 ４９５ｎＭ波
长下观察细胞色素 Ｃ在细胞内的分布。
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第１１期 杨建青：细胞色素Ｃ在氟尿嘧啶诱导肝癌细胞凋亡中的作用

１．２．７　细胞凋亡百分率的检测　离心收集 １０６
细胞，用 ７０％乙醇固定，细胞核 ＤＮＡ荧光素（碘
化丙锭）４℃避光染色 ３０ｍｉｎ，用流式细胞仪分析。
测定前以鸡血红细胞作为标准品调整仪器的 ＣＶ
值在 ３％ 以内，测量数据 和图形送入 ＨＰＣｏｎ
ｓｏｒｔ３００计算机，应用相应的程序软件进行资料处
理，计算出细胞凋亡百分率。

１．３　统计学方法
所有 数 据 均 用 ｘ±ｓ表 示，组 间 比 较 采 用

Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｔ检验，Ｐ＜０．０５时认为差异有显著性，使
用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行数据处理。

２　结　果

２．１　ｃａｓｐａｓｅ９活性变化
氟尿嘧啶处理肝癌细胞 ４ｈ后，ｃａｓｐａｓｅ９活性

开始升高，细胞凋亡增加，并随着时间延长而越明

显，至 １６ｈ达到峰值，但直至 ２４ｈ仍显著高于对
照组（Ｐ＜０．０５～Ｐ＜０．０１）（表 １－２）。

表１　氟尿嘧啶诱导肝癌细胞凋亡过程中ｃａｓｐａｓｅ９的活性变化（ｘ±ｓ）（ｎ＝６）

组别 ２ｈ ４ｈ ８ｈ １６ｈ ２４ｈ

空白对照组 １２６．４±５．４ １３１．２±５．７ １２８．５±３．６ １３０．６±５．２ １３３．５±３．８

实验组 １５８．５±５．６ ２６５．３±５．９１） ３４２．８±６．５２） ４３６．７±７．５２） ３１３．９±６．９１）

　　注：与空白对照组比较，１）Ｐ＜０．０５；２）Ｐ＜０．０１

表２　氟尿嘧啶诱导的肝癌细胞凋亡（ｘ±ｓ）（ｎ＝６）

组别 ２ｈ ４ｈ ８ｈ １６ｈ ２４ｈ

空白对照组 ４．５５±０．５４ ４．６２±０．２１ ４．５６±０．７２ ４．９６±０．８５ ４．４６±０．７３

实验组 ８．３４±０．５３ ９．９１±０．５９１） １１．１５±０．９１２） １５．６８±１．００２） １３．５２±０．８６１）

　　注：与空白对照组比较，１）Ｐ＜０．０５；２）Ｐ＜０．０１

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析发现，在氟尿嘧啶诱导肝

癌细胞凋亡过程中，ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ９被蛋白酶水解
切断，形成了 １０ｋＤ片段，药物作用 ４ｈ后开始出

现，１６ｈ最明显（图 １）。同时也见细胞色素 Ｃ４ｈ
后在胞浆中有分布，并有时间依赖性，１６ｈ最明
显（图 ２）。ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ９的活化与细胞色素 Ｃ的
释放基本同步。
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图１　ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ９被蛋白酶水解切断，形成了１０ｋＤ片段 图２　细胞色素在线粒体和胞浆中的分布，每组右侧条带为
线粒体，左侧为胞浆

２．３　间接免疫荧光细胞化学技术检测细胞色素
Ｃ在细胞内的分布

间接免疫荧光法检查发现，未受药物处理的

肝癌细胞中细胞色素 Ｃ蛋白荧光的分布呈粗点

状或细块状，提示细胞色素 Ｃ蛋白局限于线粒体
（图３）。药物处理细胞２ｈ后，线粒体细胞色素 Ｃ
蛋白荧光呈弥散细点状，均匀分布于胞浆，表示

蛋白从线粒体释放到胞浆（图 ４）。
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图３　细胞色素Ｃ蛋白分布呈粗点状或细块状（箭头所指）（×４００） 图４　细胞色素Ｃ蛋白呈弥散性点状分布（箭头所指）（×４００）

３　讨　论

内源性凋亡通路在细胞损伤所激发的细胞凋

亡中的地位日益受到重视，“内部应急”如癌蛋

白、直接 ＤＮＡ损伤、缺氧和存活因子撤除能激活
内源性通路［７］。一系列致凋亡蛋白包括细胞色素

Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ｃｙｔｏＣ）、ＡＩＦ（Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ）及 Ｓｍａｃ／ＤＩＡＢＬＯ等从线粒体转移到胞浆引
发 ｃａｓｐａｓｅ瀑布式活化，启动凋亡［８－９］。

细胞色素 Ｃ由核基因编码，先在胞浆中合成
不含血红素的孤细胞色素 Ｃ（ＡｐｏｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ），
然后移入线粒体中，并与血红素基团结合形成全

细胞色素 Ｃ（ＨｏｌｏｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ）。全细胞色素 Ｃ为
可溶性蛋白，正常时位于线粒体膜间腔，为呼吸

链电子转运体。全细胞色素 Ｃ释放到胞浆后，在
有 ｄＡＴＰ／ＡＴＰ存在时，可与凋亡活化因子 Ａｐａｆ１
（Ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ）组合成轮状凋亡体（Ａｐ
ｏｔｏｓｏｍｅ）。１个凋亡体和 ７个 ｃａｓｐａｓｅ９前体借助
相互间的 ＣＡＲＤ结构域而结合，由于局部高浓度，
使 ｃａｓｐａｓｅ９前体发生自身蛋白酶水解裂解而活
化［１０］。细胞未发生凋亡时，由于线粒体外膜完

整，细胞色素 Ｃ被禁闭于线粒体当中，荧光相对
集中于线粒体中，因而呈点状或细块状。细胞一

旦凋亡，线粒体功能就开始出现功能紊乱，细胞

色素 Ｃ释放到胞浆，就会造成荧光呈弥散状分
布［１１］。本实验研究证实，氟尿嘧啶诱导肝癌细胞

凋亡过程中，在凋亡早期就有细胞色素 Ｃ从线粒
体释放到胞浆。间接免疫荧光法检查发现仅药

物处理 ２ｈ后代表细胞色素 Ｃ的荧光在细胞中的
分布即发生明显变化，由点状或细块状分布变弥

散状分布。本研究的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果也支持
上述结果，药物处理 ４ｈ后可见线粒体中的细胞
色素 Ｃ量也开始减少，而胞浆中的量开始增多。
而且这种动态变化方式与药物诱导凋亡的过程

在时间上基本同步。提示，在氟尿嘧啶诱导肝癌

细胞凋亡的早期就发生了线粒体功能紊乱，有细

胞色素 Ｃ从线粒体释放到胞浆。
Ｃａｓｐａｓｅ９是内源性凋亡通路的最上游蛋白

酶，处在 ｃａｓｐａｓｅ瀑布式活化的尖端。因此，它的
活化对于整个内源性凋亡通路的激活尤为重要。

ｃａｓｐａｓｅ９与其它 ｃａｓｐａｓｅ家族成员很相似，以无活
性的酶原形式存在于胞浆中。ｃａｓｐａｓｅ９作为细胞
凋亡内源性通路的启动性 ｃａｓｐａｓｅ，其活化需与细
胞色素 Ｃ和 Ａｐａｆ１形成的凋亡体结合，通过蛋白
酶水解裂解成大（３５ｋＤ）、小（１０ｋＤ）亚单位，才
能产 生 有 催化 活性的异 源四 聚体，即 成熟的

ｃａｓｐａｓｅ９［９－１０］，才可以催化效应性 ｃａｓｐａｓｅ３或６
的蛋白酶水解裂解，引发 ｃａｓｐａｓｅ瀑布式活化，导
致细胞迅速瓦解死亡。本实验发现，Ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ９
的活化与细胞色素 Ｃ从线粒体释放到胞浆基本
同步，提示细胞色素 Ｃ可能在 ｃａｓｐａｓｅ９的活化和
肝癌细胞凋亡中可能有着重要作用。
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