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放线菌素D诱导非洲绿猴肾细胞(Vero)凋亡模型的建立
钟菲菲1  杨慧兰2* 吕芳彪1,2  樊建勇2 

(1华南理工大学生物科学与工程学院, 广州 510006; 2广州军区广州总医院皮肤科, 广州 510010)

摘要      用不同剂量(0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/L)的放线菌素D(actinomycin D, ActD)诱导

Vero细胞凋亡不同时间(0, 12, 24, 36, 48, 60 h)。MTT法和流式细胞术的结果显示, 以未处理的细胞

作为对照组, 各剂量ActD处理Vero细胞不同时间后, 细胞的活力均下降, 凋亡率均升高, 且呈剂量

和时间依赖效应。当ActD浓度为1 mg/L、作用时间为36 h, 细胞的存活率为(0.55±0.01), 凋亡率为

(34.83±1.13)%。Gimesa染色、Hoechst33258染色表明, 经ActD(1 mg/L)诱导36 h后Vero细胞形态学

发生明显改变, 出现膜小泡和凋亡小体形成等凋亡细胞特征; Real-time PCR结果显示, 诱导组Bax/
Bcl-2 mRNA相对含量明显大于正常对照组, 且差异有统计学意义; 分光光度法结果表明, 与正常对

照组相比较, 凋亡诱导组caspase-3和caspase-8活性明显升高且差异具有统计学意义, caspase-9活性

与对照组相比较, 差异无统计学意义。用1 mg/L ActD诱导Vero细胞36 h时, 细胞存活率和凋亡率都

很高, 可作为ActD诱导Vero细胞的最佳剂量。在该剂量及作用时间下, caspase-3和caspase-8活性明

显升高, 表明ActD诱导Vero细胞凋亡是通过caspase-8相关的途径。该实验成功建立了ActD诱导非

洲绿猴肾细胞凋亡模型, 将有助于进一步探讨目的基因在Vero细胞凋亡作用的的分子机制。
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Abstract        Vero cells were treated with different doses (0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/L, respectively) of 
ActD for different times (0, 12, 24, 36, 48, 60 h). MTT assay showed that the viabilities of Vero cells treated with 
ActD for different period and different concentrations decreased significantly compared with the control cells 
(P<0.05), and flow cytometry assay showed that the apoptosis rates of Vero cells treated with ActD for different pe-
riod and concentrations all increased significantly compared with the control cells (P<0.05), the viabilities and the 
apoptosis rate showed a dose and time dependent effect. When the concentration of ActD was 1 mg/L, and the reac-
tion time was 36 h, the cell viability was (0.55±0.01) and the apoptosis rate was reach to (34.83±1.13)%. Gimesa 
staining, Hochest33258 staining showed that the morphology of the Vero cell apparently changed and the typical 
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characteristic of apoptotic cells, for instance, membrane vesicles and apoptotic body was appeared after treated by 
ActD (1.0 mg/L) for 36 h. Real-time PCR demenstratated that compared with untreated Vero cells, Bax was in-
creased, Bcl-2 was decreased in Vero cells treated by ActD (1.0 mg/L) for 36 h. Spectrophotometry results showed 
that compared with the control group, the caspase-3 and caspase-8 activity of apoptosis-induced group was signifi-
cantly higher and the difference was statistically significant; while the activity of caspase-9 has no statistically sig-
nificant difference compared with the control group. The optimum condition of ActD for establishment an apoptosis 
model in Vero cells is 1.0 mg/L for 36 h. At this condition, both the cell viability and the apoptosis rates were high. 
Caspase-3 and caspase-8 activity was significantly higher when dealed with ActD (1.0 mg/L) for 36 h, indicating 
that ActD-induced the Vero cell apoptosis is in caspase-8-dependent way. In this study, ActD-induced apoptosis 
model in Vero cells was successfully established which will help to further evaluate the molecular mechanisms of 
the role of target gene in apoptosis in Vero cells.
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细胞凋亡(apoptosis)是进化上高度保守的细胞在

一定条件下通过启动内部死亡机制, 按特定的基因程

序自行结束生命的过程, 其主要特征是细胞收缩、染

色质凝集成块状并形成凋亡小体。细胞凋亡已成为

一种维持机体自身稳定所必需的生理性细胞死亡, 在
机体生命活动中具有积极意义。细胞凋亡与细胞坏

死不同, 细胞凋亡不是一件被动的过程, 而是细胞的

自稳平衡机制对内外刺激因素的主动应答过程, 它涉

及一系列基因的激活、表达以及调控等的作用[1-2]。

放线菌素D(actinomycin D, ActD)为细胞周期非

特异性药物, 是多肽类抗肿瘤抗生素, 它可选择性地

与 DNA中的鸟嘌呤结合, 抑制以DNA为模板的RNA
多聚酶, 干扰细胞的转录过程, 抑制mRNA的合成。

ActD除了能诱导昆虫细胞凋亡外[3], 还可以诱导包

括人类在内的其他哺乳动物细胞的凋亡[4-7]。非洲绿

猴肾细胞(Vero)是来源于非洲绿猴肾的贴壁生长的

上皮细胞株, 生长较为迅速、易培养且对病毒易感, 
所以其与LLC-MK2细胞、HeLa细胞等都是研究病

毒及病毒基因功能较为常见的细胞模型[8-10]。此外, 
它还可以用于疫苗的生产[11-12]。本研究拟使用ActD
建立非洲绿猴肾细胞细胞(Vero)凋亡模型, 并确定最

适作用浓度和时间, 为进一步深入探讨目的基因在

体外真核细胞中对凋亡的作用及其可能的分子机制

奠定基础。

1   材料与方法
1.1   实验材料和仪器

Vero细胞由本实验室保存; RPMI-1640细胞培

养液、胎牛血清为美国HyClone公司生产; MTT粉剂、

DMSO、ActD为美国Sigma公司生产; 凋亡检测试剂

盒Guava Nexin® Reagent 100 Tests由美国Millipore 公
司生产; 胰酶、Giemsa、Hoechst33258由广州威佳科

技有限公司提供; caspase-3、caspase-8、caspase-9活
性检测试剂盒购于BestBio-贝博公司; 逆转录酶M-
MLV、TRIzol均为Invitrogen公司产品; GoTaq master 
mix购自Promega公司; 引物由上海Invitrogen公司合

成。

倒置显微镜(日本Olympus公司); 流式细胞仪

(美国Millipore公司); CO2培养箱(NaPCO公司); 450
型酶标仪(美国BIO-RAD公司); 实时定量PCR仪(Ro-
tor Gene 2000, Qiagen公司)。
1.2   细胞培养

Vero细胞在含体积分数10%胎牛血清的RPMI-
1640培养基中贴壁生长,于37 °C、5% CO2的培养箱

中培养, 根据细胞生长状况2~3 d传代1次, 培养瓶铺

满时用2.5 g/L胰蛋白酶消化传代, 培养细胞至对数

期。

1.3   凋亡指标的测定

1.3.1   MTT法测细胞增值      将处于对数生长期的

Vero细胞以6×104接种至96孔板, 细胞贴壁生长后加入

终浓度分别为0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 mg/L的ActD, 分别染

毒0, 12, 24, 36, 48, 60 h。MTT法检测Vero细胞存活率, 
确定最佳诱导剂量和诱导时间。在培养结束前4 h加
入5 mg/mL的MTT溶液(终浓度为0.5 mg/mL), 37 °C培养

至结束。吸净旧培养基和MTT, 再加150 μL DMSO
重悬细胞, 脱色摇床上震荡10 min, 充分溶解MTT结
晶物, 选择570 nm波长在酶标仪上测定D值。每实验

组设6个复孔, 重复3次。按细胞存活率D=(实验组/对
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照组)×100%进行计算 。
1.3.2   流式细胞术检测细胞凋亡      在细胞长到80%
的融合度时, 分别加入含ActD(0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 
4.0 mg/L)的10% NBS的RPMI-1640培养液分别作用

12, 24, 36, 48, 60 h。弃去培养液, 胰酶消化收集细胞, 
用300 μL含10% NBS的PRMI-1640培养液重悬细胞, 
各组中取100 μL细胞悬液, 加入Annexin-V-PE/7-AAD 
室温下避光孵育20 min后, 上流式细胞仪进行分析。

1.3.3   Giemsa染色检测细胞核      弃去待处理的各组

细胞(6孔板)中的旧培养液, PBS冲洗2次, 空气干燥; 
甲醇固定约15 min, 空气干燥; Giemsa染液(PBS稀释

母液10倍)染色约15 min, 流水冲洗, 去除染液; 二甲

苯透明约2 min, 空气干燥; 光学显微镜下观察拍照。

1.3.4   Vero细胞凋亡情况的Hoechst33258荧光染色

观察      将Vero细胞以5×104/mL接种于细胞爬片上, 
贴壁后用 ActD(1 mg/L)处理36 h,  PBS 洗3 次, 加入

0.5 mL固定液固定10 min, PBS洗2次, 每次3 min; 加
入0.5 mL的Hoechst33258染色液室温下染色5 min, 
在荧光显微镜下观察并拍照。

1.3.5   Vero细胞凋亡诱导后Bax、Bcl-2 mRNA的相

对定量      (1)总RNA的提取及cDNA的扩增: Vero细
胞在含体积分数10%胎牛血清的 RPMI-1640培养

基中贴壁生长, ActD(1 mg/L)处理36 h, 采用TRIzol
按照其说明书提取处理组和对照组Vero细胞中的

总RNA, 并用DNA/蛋白分析仪(BeckMAN, DU530)
测定其浓度及D260/D280。取4 μg的RNA用M-MLV逆

转录酶反转录成cDNA。反转录的体系和条件按照

其说明书操作; (2)标准曲线的制作: 将cDNA倍比稀

释1, 10, 100, 1 000倍, 于一薄壁PCR管内加入各浓

度的cDNA 2 μL、上下游引物(10 μmol/L)各1 μL、
2×GoTaq master mix 12.5 μL, 加无RNase水至25 μL, 

吹打均匀后在实时定量PCR仪(Rotor Gene 2000, 
Qiagen公司)上进行扩增, 扩增条件为: 95 °C预变性

2 min; 95 °C变性15 s, 60 °C退火、延伸60 s, 共进行

40个循环, 并于60 °C收集荧光值。扩增结束后做熔

解曲线, 即由80 °C升温至95 °C, 每步增加 1 °C。平

行重复实验3次, 取平均Ct值; (3)目的基因的实时定

量PCR扩增: 取各组cDNA 2 μL加入到薄壁PCR管
内, 再加入的组分及扩增条件同(2)。平行重复实验3
次, 取平均Ct值; (4)目的基因相对定量的分析: 采用

2–ΔΔCt法分析Bax、Bcl-2 mRNA在Vero中的相对表达

量。

1.3.6   caspase-3、caspase-8、caspase-9活性检测      吸
取50 μL含100~200 μg蛋 白 的 细 胞, 加 入50 μL的
2×Reaction buffer, 再加入5 μL底物并于37 °C避光

孵育4 h; 用酶标仪在λ=405 nm测定其吸光值。通

过计算D诱导剂/D阴性对照的倍数来确定凋亡诱导剂组

caspase-3、caspase-8、caspase-9的活化程度。[注意: 
以Lysis buffer和Reaction buffer作为空白对照(50 μL 
Lysis buffer+50 μL 2×Reaction buffer)]
1.4   统计学方法 

实验数据均以x
_
±s进行表示, 采用 SPSS 13.0软

件进行统计学分析, 组间比较采用单因素方差分析

(One Way ANOVA)和t检验; 率间的比较采用χ2检验, 
以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   MTT法检测细胞增殖

MTT法测Act D对Vero细胞存活力的影响, 按
细胞存活率D=(实验组/对照组)×100%计算。ActD
对Vero细胞存活率的影响的见表1。由表1可见, 与
对照组(0 mg/L)相比, 各剂量ActD(0.25~4 mg/L)诱

表1  ActD诱导后Vero细胞的存活率(n=6, x
_
±s)  

Table 1  The survival rate of vero cells after induced apoptosis by ActD(n=6, x
_
±s) 

剂量(mg/L)
Dosage(mg/L)

存活率

         Survival rate

12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 

0 1.00±0.03 1.00±0.05 1.00±0.08 1.00±0.10 1.00±0.11

0.25 0.92±0.04* 0.70±0.01* 0.63±0.07* 0.47±0.01* 0.36±0.01*

0.5 0.89±0.07* 0.64±0.11* 0.60±0.01* 0.40±0.02* 0.34±0.05*

1 0.88±0.14* 0.63±0.08* 0.55±0.01* 0.37±0.06* 0.28±0.08*

2 0.85±0.08* 0.62±0.14* 0.49±0.02* 0.35±0.04* 0.25±0.03*

4 0.80±0.04* 0.58±0.04* 0.40±0.07* 0.29±0.09* 0.17±0.02*

*P<0.05.
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导Vero细胞凋亡不同时间(0~60 h)后, Vero细胞的活

力均下降, 差异具有统计学意义(P<0.05)。且随着

ActD浓度的增加、作用时间的增长, Vero细胞的

存活率逐渐下降, 呈现出剂量和时间依赖效应。在

1 mg/L的ActD诱导凋亡36 h后, Vero细胞的存活率

为(0.55±0.01)。
2.2   流式细胞术确定Vero细胞的凋亡率情况

当细胞在发生凋亡的早期时, 在细胞膜内侧的

磷脂酰丝氨酸(PS)会迁移至细胞膜外测; 而坏死细

胞PS也暴露于细胞膜外测, 对7-AAD高染。磷脂结

合蛋白V(Annexin V)是钙依赖性的磷脂结合蛋白, 
它与PS具有高度的结合力。如将Annexin V标记上

PE等荧光素, 即可使用Annexin V/7-AAD双染法可

检测细胞早期的凋亡情况。Annexin V/7-AAD双

染流式细胞术的结果为: 凋亡细胞Annexin V高染、

7-AAD低染, 表现为绿色荧光; 坏死细胞Annexin V、

7-AAD均高染, 表现为绿色和红色荧光; 正常活细胞

Annexin V、7-AAD均低染。ActD对Vero细胞凋亡

率的影响见图1。
由图1可见, 统计学分析显示, 与对照组(0 mg/L)

相比, 各剂量ActD诱导Vero细胞凋亡不同时间后, Vero
细胞的凋亡率均升高, 差异具有统计学意义(P<0.05)。
且随着ActD浓度的增加, 作用时间的增长, Vero细胞

的凋亡率逐渐增大, 呈现出剂量和时间依赖效应。在

1 mg/L的ActD诱导凋亡36 h后, Vero细胞的凋亡率为 
(34.83±1.13)%。

2.3   Giemsa染色观察细胞核

经ActD(1 mg/L)诱导凋亡的Vero细胞凋亡36 h
后, 细胞膜发生了皱缩(但胞膜完整); 染色质凝聚在

细胞中央; 细胞核固缩碎裂成数个圆形颗粒等明显

*P<0.05. 
图1  ActD诱导后Vero细胞的凋亡率

Fig.1  The apoptosis rate of Vero cells after induction by ActD 
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A: 未诱导的正常Vero 细胞; B: ActD诱导的Vero 细胞(1 mg/L, 36 h)。红色箭头为碎裂的细胞核。

A: control Vero cells; B: Vero cells induced by ActD(1 mg/L, 36 h). Red arrowhead showed fragmentation of the nucleus.
图2  Gimesa染色分析细胞凋亡(400×)

Fig.2  Gimesa stain of cell nucleus(400×)
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的凋亡现象(图2B)。而未诱导的正常Vero细胞, 细
胞核被染成蓝紫色, 细胞质淡染(图2A)。光学显微

镜下统计细胞凋亡的个数, B组中平均每个视野下细

胞凋亡数与非凋亡的比例约为1:2, 与流式细胞术的

结果基本一致; A组中很少有细胞凋亡现象。

2.4 Hoechst33258 荧光染色观察Vero细胞凋亡

Hoechst33258是一种可以穿透细胞膜的蓝色荧

光染料, 对细胞的毒性较低。细胞发生凋亡时, 染色

质会固缩。所以Hoechst33258染色后, 在荧光显微

镜下观察, 正常细胞的细胞核呈正常的蓝色, 而凋亡

细胞的细胞核会呈致密浓染, 或呈碎块状致密浓染, 
颜色有些发白。1 mg/L ActD诱导Vero细胞凋亡36 h
后, 在凋亡诱导组中可以很明显的看到凋亡小体和

致密浓染的颗粒块状荧光(图3B); 正常对照组中荧

光较淡, 无凋亡小体和致密的浓染现象(图3A)。
2.5   Bax、Bcl-2 mRNA相对定量分析  

应用2-ΔΔCt法分析Bax、Bcl-2 mRNA在Vero细胞

中的相对表达量, 结果见表2。在ActD(1 mg/L)处理

36 h, Bax的相对表达量上调, Bcl-2的相对表达量下

调, Bax与Bcl-2的比值为1.44, 与正常对照Vero细胞

相比较差异具有统计学意义。 
2.6   caspase-3、caspase-8、caspase-9活性检测结果

从图4可以看出, 随着蛋白浓度的升高, cas-

A: 未诱导正常的Vero细胞; B: ActD诱导Vero 细胞(1 mg/L, 36 h)。红色箭头为凋亡的细胞。

A: control Vero cells; B: Vero cells induced by ActD(1 mg/L, 36 h). Red arrowhead showed the apoptosis cells.
图3  Hochest 33258荧光染色分析细胞凋亡(400×) 

Fig.3  Cells were stained with Hochest 33258 and observed by fluorescence microscopy(400×)

A B

图4  Caspase 活性检测

Fig.4  The detection of caspase activity
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表2  Bax、Bcl-2相对表达量 
Table 2  The relative expression of Bax and Bcl-2

组别                        对照组       凋亡诱导组

Group                      Vero           Apoptosis induction group 

Bax                          1                1.12
Bcl-2                        1                0.78
Bax/Bcl-2                1                1.44

pase-3和caspase-8的活性明显升高, 与正常对照组相

比较, 差异具有统计学意义; caspase-9的活性与正常

对照组差异较少, 无统计学意义。

3   讨论
细胞凋亡是指在一定生理和病理情况下机体

为维持内环境稳定, 通过基因调控而使细胞主动有

序的消亡过程, 是多细胞生物的一种生理性细胞死

亡。细胞凋亡在维持组织、器官的正常生理功能和

形态方面起着非常重要的作用, 它可由细胞内部因

素和外部刺激所诱导。病毒感染宿主细胞后, 一方

面宿主细胞可利用细胞凋亡清除病毒感染的细胞, 
加速感染细胞的死亡, 继而能限制病毒的复制和传

播, 可能是机体防御病毒侵入的机制之一; 另一方面

病毒基因的表达启动相应信号传导途径抑制或延迟

被感染细胞发生凋亡。近年来, 对于细胞凋亡的研
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究已成为医学界的关注热点。Vero细胞作为最常见

的真核细胞, 具易培养、易感染、易转染等特点, 广
泛用于外源基因的表达、病毒培养及疫苗的制备。

ActD作为常见的凋亡诱导剂, 其作用范围广、诱导

效率高等特点, 被广泛用于细胞凋亡的诱导。

目前, 在基础研究中对各种细胞诱导凋亡的浓

度和条件国内外尚无统一标准, 但对细胞凋亡模型

的建立, 一般采用凋亡率为30%左右作为模型创建

良好的标志之一, 因为30%左右的细胞凋亡率既不

至于导致细胞死亡率过高, 也保证了药物对凋亡细

胞药理作用的发挥[13]。

本研究通过MTT法确立Vero细胞在各个不同

终浓度ActD作用不同时间下细胞的存活率; 采用

Annexin V/7-AAD双染法流式细胞术检测了不同浓

度ActD作用Vero细胞不同时间后细胞的的凋亡率

情况。Giemsa染色显示, 正常细胞核被染成蓝紫色, 
呈圆形, 细胞质淡染, 而诱导凋亡的细胞细胞表面皱

缩、染色质凝聚在细胞中央、细胞核固缩碎裂成数

个圆形颗粒等凋亡现象。Hoechst33258荧光染色显

示, 1mg/L ActD诱导Vero细胞凋亡36 h后, 在凋亡诱

导组中可以很明显的看到凋亡小体和致密浓染的颗

粒块状荧光, 正常对照组中荧光较淡, 无凋亡小体和

致密的浓染现象。本研究用ActD诱导Vero细胞凋亡

模型中, 通过MTT法测得1 mg/L ActD作用Vero细胞

后, 细胞存活率为(0.55±0.01)。通过流式细胞术得在

该条件下细胞凋亡率为(34.83±1.13)%, 建立了ActD
诱导Vero细胞凋亡的模型, 综合考虑细胞存活率和

凋亡率两方面因素, 确定其最优条件为: ActD终浓

度1 mg/L, 诱导时间为36 h。在此条件下, caspase-3、
caspase-8较对照组升高, 且差异有统计学意义, cas-
pase-9活性基本不变。综上所述, 本实验首次建立了

不同浓度ActD诱导Vero细胞凋亡的模型, 为进一步

探讨凋亡相关的目的基因在Vero细胞中表达及其作

用机制的研究提供实验基础。
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