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自泰芦醇以 Caspase 依赖和非依赖两种方式

导致 Jurkat 细胞死亡
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摘要 应用形态学观察、流式细胞仪检测、 Westem 印迹和DNA凝肢电泳等方法研究白黎

芦醇对 Jurkat 细胞的作用。发现白蓉芦醇处理组中细胞有皱缩、出泡、染色质边集等现象，但染

色质浓缩呈散在团块状且不致密。细胞质结构疏松线粒体肿胀脊消失。少见凋亡小休。在白苯

芦醇处理组， Western 印迹可检测到弱的 17 kDa caspase-3 条带， DNA凝胶电泳可以检测到梯状

DNA和弥散条带;流式细胞仪在白蓉芦醇处理组检测到大量 PI单阳性细胞和少量膜联蛋白 V单阳

性细胞。 Z-VAD-FMK干预后可以发现细胞死亡率降低，同时该组梯状DNA 消失，但是大分子量

弥散DNA条带依然可以检测到。结果表明白黎芦醇可以通过caspase依赖和非依赖途径导致Jurkat

细胞死亡。此分子机制的明确将为白黎芦醇应用于临床白血病的治疗打下理论基础。
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白血病是严重危害人类健康与生命的疾病，发病

率在我国为 2.73/1 0 万人口 [1] 。其中， T 淋巴母细胞

白血病发病急，恶性程度高，严重危害青少年的生命。

目前用于治疗白血病的药物多为重金属制剂，毒性大，

难以坚持使用。而一些传统中药的提取物，如紫杉

醇、榄香烯等由于疗效确切，且副作用小，越来越

受到重视。自蕃芦醇存在于许多药用植物中，如决

明、黎芦、虎杖。有的甚至就是食物，如葡萄和

花生。已有文献表明白黎芦醇具有抗炎、抗菌、抗

氧化等作用，因此国内外许多学者开始致力于此化合

物及类似结构物质的研究工作，希望通过阐明白黎芦

醇的作用机制，使其应用于疾病治疗。近年来的研

究表明，白黎芦醇具有抑制肿瘤细胞增殖[2]和诱导多

种肿瘤细胞发生凋亡的作用[3.41。我们的研究发现白

葱芦醇诱导急性T淋巴母细胞白血病细胞株Jurkat细

胞死亡是通过 caspase 依赖性和非依赖性两条途径实

现的。

1 材料与方法

1.1 药物

白毒草芦醇对照品购自 Sigma 公司，分子量为 228.2，

纯度大于 989毛。

1.2 细胞系及其培养

人T淋巴 f寻细胞白血病 Jurkat 细胞株由第四军

医大学病理学教研室黄高异教授惠赠。 RPMI1640

培养基(含 10% 小牛血清)，于 37 .C 、 5%COz 条件

下培养。细胞生长至对数生长期分组并加药，每瓶
中细胞初始浓度 3 X 105 个 Imlc

1.3 细胞形态学观察

加药后每 6h倒置显微镜F观察细胞形态，取样

甩片行 Wright-Giemsa染色;取含培养液的细胞 1 时，

加 Hoechst33342 至终浓度 2 问Iml， 避光 37 .C染色

15 min，离心， PBS 重悬细胞，加 PI 至终浓度 10μgl

ml; 收集细胞 2 X 106 个，离心，戊二醒固定，透射电

镜(JEM-2000EX，日本)观察细胞超微结构变化。

1.4 流式细胞仪检测

取对数生氏期细胞，分为 0.1 mmol/L 、 0.15

mmol/L、 0.2 mmol/L、 0.25 mmol/L 、 0.3 mmollL 、

0.35 mmol/L 白黎芦醇加药组及不加药对照组，培养

12 h 、 24 h 、 36 h 后收集细胞。分别进行膜联蛋白

(annexin)V 检测(Annexin V Detection Kit, Bender, 

Germany)和线粒体膜完整性检测j(Mitocapture Kit, 

Calbiochem, Germany)具体步骤参见产品说明。

1.5 Western 印迹

细胞分组及处理同1.40 提取各组总蛋白质(裂

解液: 10 rnmollL Tris-HCl, 150 mmol/L NaCl, 1 %Triton 
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X-100, 0.1% SDS, 1% 脱氧胆酸盐， 5 mmol/L EDTA, 

1 mmol止 PMSF， 2μl蛋白酶抑制剂混合液)， 129毛SDS

聚丙烯酷肢凝胶电泳分离，转至 PVDF 膜。 1% 牛血

清白蛋白封闭非特异性抗原，与一抗溶液杂交过夜(山

羊抗人 caspase-3 多克隆抗体 1:1000 稀释，山羊抗

人肌动蛋白多克隆抗体 1 : 1 000 稀释。一抗均为

santa cruz 产品);兔抗山羊二抗购自中杉金桥公司，

1 : 2 000 稀释。

1.6 死亡抑制实验

取对数生长期细胞，分为不加药对照组、白葱

芦醇处理组(0.2 mmol/L白葱芦醇)、 Z-VAD-FÌ\伍干

预组(50μmol/L Z-V AD-FMK与细胞预培养2h，然后

加入 0.2 mmol/L白黎芦醇)、 Z-VAD-FMK对照组(50

μmol/L)，收集各组培养 24h 后细胞，进行膜联蛋白 V

检测(Z-VAD-FMK 购自 R&D Systems 公司)。

1.7 DNA 电泳

收集细胞， PBS 洗涤 2 次，加 450μ 细胞裂解液，

2μl 无 DNA 酶的 RNA 酶， 37 .C 2 h，加 50μ 蛋白酶

K, 50.C过夜， 13 000 r/min, 4 .C离心 15 min，取上洁

液置另外 eppendorf 管中，加 250μl 平衡酌， 250μI 氯

仿， 13 000 r/min, 4 .C 离心 15 min，取上清液置另外

eppendorf管中，加500μl氯仿， 13 000 r/min, 4 .C 离心

15 min，取上清液置另外 eppendorf管中，加 500μI 无

水乙醇， 14000 r/min, 4 .C离心 15 min，弃上清液，加

70% 乙醇， 13 000 r/min, 4 .C离心 8 min，弃上清液，

滤纸吸干管口，自然晾干。 20μ1 TE 溶解，取 9μl 样

品加 1μ110X 加样缓冲液， 2% 琼脂糖凝胶电泳(含

0.5μg/ml EB) , 45 V 恒压， 3 h 和 6h 分别拍照(Bio

Imaging Systems 凝胶成像系统， Syngene 公司，美

国). 100 bp DNA Ladder(MD109-1)和 λDNNHind皿

(MD202-1 )Marker 购白天为时代科技有限公司。

2 结果
2.1 形态学观察

从 12 h 开始， 0.2 mmol/L 以上加药组倒置显微

镜下可见一些细胞体积缩小，细胞膜出现出泡现象，随

时间延长这些改变更为明显: 0.25 mmollL加药组处

理 20 h, Wright-Giemsa 染色见细胞体积缩小，染色质

浓缩(图 1-1，图 1-2); Hoechst33342-PI 荧光染色见白

薯芦醇处理组内→些细胞体积缩小，胞核呈红色或亮

蓝色强荧光。部分细胞核碎裂呈局限于细胞内的、

散在的点状红色荧光，而少见游离于培养液中的体积

较小的凋亡小体。对照组细胞核体积大，呈均匀淡
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蓝色荧光(图 1-3，图 1-4); 透射电镜下见」些细胞体

积缩小，染色质浓缩、沿核膜边集等现象(图 1-5，因

1-6)。另外一些细胞染色质碎裂、呈散在国块状[5J 。

胞浆结构疏松，线粒体肿胀、脊消失(图 1-7) 。

2.2 流式细胞仪分析

磷脂酷丝氨酸(phosphatidylserine ， PS)的外翻是

细胞发生凋亡的一个早期事件。膜联蛋向 V 可以检

测细胞发生凋亡后 PS 的外翻。一些学者在 caspase

非依赖性细胞死亡模型中也检测到 PS 的外翻 [6.7J(图

2) 。

膜联蛋白V单阳性通常代表早期凋亡细胞，而膜

联蛋白 V 、 PI 双阳性的细胞群代表晚期凋亡细胞。

以前人们认为 PI 单阳性细胞代表收集细胞过程中死

亡的细胞或细胞碎片。但一些学者在 caspase 非依

赖性细胞死亡模型中发现大量 PI 单阳性细胞，且这

部分细胞结构完整，代表了细胞膜通透性的改变[8，9J我

们在不同剂量自事芦醇处理 Jurkat 后 12 h 、 24 h 和

36 h 检测点也检测到大量 PI 单阳性细胞(图 3) 。

近来的研究表明，线粒体膜通透性(mitochondrial

membrane permeabiliz况ion， MMP)的改变是程序性细

胞死亡，包括经典型凋亡、凋亡样细胞死亡和坏死

样细胞死亡信号传递途径中的重要环节[101。因此，对

线粒体膜通透性改变的检测是确定细胞死亡的重要

实验方法之一。 Mitocapture Detection Kit 是特异性

检测线粒体膜通透性变化的荧光染料。我们用其检

测了不同剂量自葱芦醇在不同时间检测点的线粒体

膜通透性变化(图的。

2.3 Western 印迹

caspase 的活化是确定细胞死亡类型的重要依据

之一。通常，在 caspase 依赖性的细胞死亡途径中，

可以检测到 caspase 的活化，特别是前体 caspase-3 的

切割。但是，如果当死亡刺激物同时激活了 caspase

依赖和 caspase 非依赖性细胞死亡途径时，检测到

caspase 的活化并不能排除不存在 caspase 非依赖性

途径的活化。

Western 印迹结果发现不同浓度白葱芦醇作用

Jurkat 细胞后 24 h，在对照组和各药物处理组均可检

测到 caspase-3 的 34 kDa 前体条带，而在不同浓度白

葱芦醇处理组均可见非常弱的 17 kDa caspase-3 切

割后条带，而对照组未见(图 5)。这一结果与经典凋

亡模型中可以检测到强的 17 kDa caspase-3 条带的

模式不同。

2.4 死亡抑制实验
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( 1) (2) 

(3) (4) 

(5) (6) 

图 1 臼黎芦醇作用 Jurkat 细胞后的形态学观察

l 未经向黎芦醉处理幻1 JUrka l 细胞 Wri g hl -G i emsa 染色。 细胞体积大，核大，染色质在核内分布均匀(400 X ); 2: 0.25 mmollL 臼黎芦醉处

理 J urkat 细胞 20 h Wr i g ht - Gi em sa 染色 。 细胞体积缩小，核深染， 染色质浓缩(400 X ); 3: 对照级 Jurkat 细胞 Hoc he s t33342 - PI 荧光染

色 。 细胞核体积大，圭均匀淡蓝已荧光(200 X ); 4: 0.2 5 mmo l /L 白黎芦醉处理 20 h Ju rka t 细胞 Hoc h es t 33342 -PI 荧光染色。 !泡核呈红

色或元蓝色强灾光。 部分细胞核畔裂呈局限于细胞内的、 i放在的点状红色荧光，而少见游离子培养液中的体积较小的调亡小体(200 X ); 

5 自黎芦醉未处理组 Jurka t WfJ.血透射电锐观察 。 细胞体积大， 胞核大，染色质疏松、在核内分布均匀 。 cp 主UI 月包浆 ， c 染色质 nc 核

仁 ; m 线粒休(5000 X ); 6: 0 .25 mmo l /L 臼黎芦醇处理 20 h Ju rkat 细!也透射 1包镜观察 。 细胞体积缩小， J剧院出泡、团块状染色质浓

缩、沿核l民边集等现象 。 细胞质结构疏松， 线粒休Jl't' J胀、脊消失 。 cp : 细胞浆 c: 染色质 m 线粒体(5000 X ); 7: 0.25 mmol /L 内黎

芦醉处理 30 h J urka l 细胞透射电锐观察 。 见胞质降解、核溶解等继发性坏死改变 。 c p : 组1IJ.血浆 ; c : 染色质 ; m: 线粒体(5000 X) 。
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臼黎芦醇剂量(mmollL)

图 2 流式细胞仪检测对照组及不同剂量自寨芦醇处理 12h、

24 h 和 36 h，膜联蛋白 V单阳性与膜联蛋白 V-PI 双阳性细

胞死亡率之和
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图6 流式细胞仪检;9!ljz-VAD-FMK抑制后自寨芦醇加药组及

对照组细胞死亡率
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图 3 流式细胞仪检测对照组及不同剂量自黎芦醇处理 12h 、

24 h 、 36 h PI 阳性细胞率

图 7 对照组及不同剂量自黎芦醇加药组处理 24 hJurkat 细

胞 DNA检测

a: 0 mmo1/L; b: 0.1 mmo1/L; c: 0.15 mmollL; d: 0.2 mmollL; e: 0.25 

mmol/L; f: 0.3 mmollL; g: 0.35 mmol/L; h: 100 bp DNA ladder; i: 

λDNAIHindIII 。

0.35 

-+…….12h 明"'24h-36h
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图 4 流式细胞仪检测对照组及不同剂量自黎芦醇处理 12h、

24 h 、 36 h 线粒体膜通道性检测
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32 kDa 

17 kDa 

h g f E d c b a 

Caspase-3 

h f d b 

图 8 死亡抑制实验各组 Jurkat细胞 DNA 检测

a: 对照组; b: 0.2 mmol/L 白黎芦醉; C: 50μmollL Z-VAD-FMK 勺

细胞预培养 2 h，然后加入 0.2 mmol/L ~I 黎芦醉杭养 20 h; d: 50 

μmo1/L Z-V AD-FMK 与细胞预培养 2 h，然后加入 0.2 mmollL 门黎

芦醉培养 30 h; e: 50μmol/L Z-VAD-FMK 对照组; f、 g 、 h 为尤

关条带; i:λDNAIHindIII; j: 100 bp DNA laddero 

46kDa 

Western 印迹检测对照组及不同剂量自黎芦醇处理24h

caspase-3 的表达

a: 0 mmollL; b: 0.1 mmollL; C: 0 .1 5 mmollL; d: 0.2 mmol/L;巳: 0.25 

mmollL; f: 0.3 mmollL; g: 0.35 mmollL; h: marker 。

g 巳c a 

肌4力蛋白

图 5
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Z-VAD-FMK为 caspase家族成员的广谱抑制剂，

可以抑制 caspase-l 和 caspase-3。在 caspase 非依赖

性细胞死亡模型中， Z-VAD-FMK虽然抑制了 caspase

的活性，但却依然不能抑制细胞的死亡过程[IIJ 。白

葱芦醇加入到 Jurkat 细胞培养液后，在 Z-VAD-FMK

F预组细胞死亡率约比单纯白毒草芦醇处理组下降了

10.849毛，{f:!依然有 17.25% 的细胞呈 PI 阳性(图 6) 。

2.5 DNA 电泳

DNA的片断化是衡量细胞死亡发生的重要指标

之一。细胞发生经典的凋亡可以检测到梯状 DNA，

而在 caspase 非依赖性细胞死亡中，可以检测到大片

段DNA 的降解[121 0 0.1 mmol/L、 0.15 mmollL 、 0.2

mmol/L、 0.25 mmol/L、 0.3 mmol/L、 0.35 mmol/L 

白葱芦醇作用 Jurkat 细胞 24 h，琼脂糖凝胶电泳 3 h, 

对照组、 0.1 mmollL和 0.15 mmollL组未检测到梯状

DNA，而 0.2 mmol/L 、 0.25 mmol/L 、 0.3 mmol/L 、

0.35 mmollL可以看到梯状DNA带;延长电泳时间到

6 h, 0.2 mmol/L 、 0.25 mmollL、 0.3 mmol/L 、 0.35

mmol/L 组均可以看到大片断 DNA 条带，而对照组、

0.1 mmollL和 0.15 mmollL组未见(图 7)。用 Z-VAD­

FMK抑制 caspase 活性后， Z-VAD-FMK 干预组未检

测到梯状DNA，而仍可见弥散状 DNA 条带(图 8)，说

明依然存在大片段 DNA 的降解。

3 讨论

白黎芦醇由于确切的抑制肿瘤作用，使之有望成

为治疗肿瘤的有效药物。但在对淋巴造血系统起源

肿瘤的体外实验表明，白黎芦醇导致不同类型肿瘤细

胞死亡的分子机制不同。 Clement 等[口1发现，白薯芦

醇可以通过上调 CD95L 的表达诱导髓系 HL-60 细胞

发生凋亡。 Rodrigue 等[14J报道白蕃芦醇可以诱导红

系 K562 白血病细胞发生分化。 Bernhard 等问发现

白葱芦醇可以诱导 T淋巴母细胞瘤 CEM-C7H2 细胞

株发生调亡。本实验发现自毒草芦醇可以通过激活

caspase 依赖和 caspase 非依赖性两条死亡信号转导

途径导致急性T淋巳母细胞白血病 Jurkat 细胞死亡。

Caspases 家族成员在细胞发生凋亡中的重要作

用己经得到了广泛的认可。但是有研究发现，在某

些类型的程序性细胞死亡模型中，并不伴有 caspase

的活化， caspase 的抑制剂也不能够抑制细胞死亡。

因此，基于 caspase 的功能将程序性细胞死亡分为两

大类: caspase 依赖型和 caspase 非依赖型。前者即

典型的凋亡，后者包括自噬性细胞死亡、副凋亡、

细胞有丝分裂灾难、胀亡以及调亡样和坏死样程序

性细胞死亡等[8.16J 。

细胞凋亡的形态学改变包括细胞体积缩小、胞

膜出泡。染色质沿核膜边集、固缩，进而质膜包

裹、分隔，形成凋亡小体。胞浆固缩。线粒体及其

他细胞器无明显改变;不同剂量白黎芦醇加药组在12

h 、 24 h 和 36 h 检测点， Wright-Giemsa 染色和电镜

发现典型凋亡的细胞数量并不多。流式细胞仪检测

到膜联蛋白 V单阳性的细胞数量最多也仅 7.679毛，加

上膜联蛋白 V、 PI 双阳性的细胞不过 15.24%，而 PI

单阳性细胞在各处理组中数量均多于膜联蛋白 V单阳

性和膜联蛋白 V、 PI 双阳性的细胞。在 0.25 mmol/L 

白黎芦醇、 36 h 处理组， PI 单阳性细胞占到 69.75% ，

而该组内 Annexin V 单阳性细胞为 0.68% ， Annexin 

v、 PI 双阳性的细胞为 6.29%。透射电镜下大部分细

胞体积缩小，染色质浓缩不致密，呈团块状。晚期

虽然可以观察到染色质的碎裂，但大多浓缩、分隔

的染色质团块局限于完整的细胞内;胞浆结构疏松，线

粒体肿胀、脊消失。这些形态学特征均有别于经典

的凋亡，而与其他学者描述的调亡样细胞死亡一致。

自葱芦醇处理 Jurkat 细胞后我们检测到了大片

断 DNA 的降解，这与其他有关 caspase 非依赖性细胞

死亡的报道一致。但是我们也检测到了低分子量的

梯状 DNA。通常认为，梯状 DNA 的形成必然是

caspase 活化的结果。我们的确检测到了非常弱的

caspase-3 的活化形式，这可以解释梯状 DNA 的形

成。用 Z-VAD-FMK抑制 caspase 活性后， DNA 电泳

未检测到梯状DNA，而依然有弥散的条带。流式细

胞仪也检测到 Z-VAD-FMK干预组细胞死亡率比白

葱芦醇处理组下降了 10.84%，但依然有 17.25% 的细

胞呈阳阳性。这些结果均提示白毒草芦醇作用 Jurkat

细胞的死亡信号途径可能同时激活了 caspase 依赖和

caspase 非依赖性途径。

某一种死亡剌激可能引起细胞多个死亡通路的

活化，这种现象并不罕见。细胞最终发生什么样的

死亡主要取决于被活化通路发挥作用的速度。如果

caspase 通路发挥作用快，则表现为凋亡。但是某些

情况下，比如 caspase 通路受阻时， caspase 通路不发

挥作用或者速度慢于其他通路，细胞就会表现为调亡

样或坏死样细胞死亡[17J。从形态学角度看，白薯芦

醇作用 Jurkat 细胞的变化符合凋亡样细胞死亡的特

征，而 caspase-3 的活化和梯状DNA 的形成很可能是

同时激活了凋亡途径，但该通路不占优势，而在形态
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学上表现为凋亡样细胞死亡为主。

程序性细胞死亡对维持多细胞生物的发育和生

理功能是必须的。但是对于生命体来说仅仅依赖一

种细胞死亡的方式来清除不需要的或有害的细胞是

危险的。自噬性细胞死亡、有丝分裂灾难、坏死

样细胞死亡、凋亡样细胞死亡等不同于凋亡的细胞

死亡形式在很多种生物的生理或病理状态下是普遍

存在的，但我们对其分子机制的了解远比对经典凋亡

少。相信对不同类型细胞死亡方式分子机制的研究

将对人类疾病的发生、治疗乃至认识生命现象本身

都有深远的意义。
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Resveratrol Triggers both Caspase Independent and Dependent Cell 

Death Pathway in T Lymphoblast Leukemia Jurkat Cells 

Ji-liang Feng1• 2• 3*, Qiao-lian Wen1, We-Ling He1, Zheng-Wen Xiong2, Bing-Xin Xu4, 

Qian Yao1, Zheng-Hua Chen1, Zhou Zhao1 

(IBeijing Postdoc Workstation ofGansu Yasheng Industrial (Group) Co, Ltd, Beijing 100101, China; 2Pathological Department ofthe 

251st Militaη Hospital. People's Liberation Army. Zhangjiakou 075000, China; 3Northwest Institute of Plateau Biology, China 

Academy of Sciences, Xining 810080, China; 41加 306th Hospital of People's Liberation Army, Beijing 100101, China) 

Abstract To study effects of resveratrol on acute lymphoblast leukemia Jurkat cellline, morphologic 

changes were observed under light microscope, fluorescence microscope and electron microscope. Cell death was 

determined by phosphatidylserine translocation and mitochondrial membrane permeabilization with flow cytomet叩

(FCM). Western blot was conducted to detect the activation of caspase-3. DNA ladder was detected with gel 

electrophoresis. In resveratrol treatment groups, cell shrinkage, blebbing, margination and lumpy chromatin 

condensation, mitochondrial swelling and cristae membrane loss were observed under light microscope and electron 

microscope in treatment groups. More PI positive cells versus fewer annexin V positive cells were detected in 0.2 

mmollL and higher concentration groups at 24 h and 36 h check points in FCM evaluation. Western blot detected the 

activated 17 kDa caspase-3 in all treatment groups while negative in control. Cell death can be partly inhibited by 

pan-caspase inhibitor, Z-VAD-FMK. Gel electrophoresis displayed both DNA ladder and smear in resveratrol ex­

posed groups, while DNA ladder disappeared in Z-VAD-FMK inhibiting group and left only smear. The above data 

suggest that resveratrol can induce both caspase dependent and independent cell death of Jurkat cells. Molecular 

understanding of resveratrol in Jurkat cell will be helpful in its future clinic application. 

Key words resveratrol; Jurkat cell; caspase independent cell death 
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