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重组荠麦膜蛋白酶抑制剂诱导肝癌细胞 H22
凋亡的作用及其机制

白崇智李玉英李芳张政王转花*
(山西大学生物技术研究所，化学生物学与分子工程教育部重点实验室，太原 030006)

摘要 为了研究重组养麦旋蛋白酶抑制齐怕'BTI)诱导癌细胞凋亡的作用及其机制，采用细胞

培养技术，以肝癌细胞系 H22 为靶细胞，以不同浓度的 rBTI 体外处理细胞不同时间后，采用 MTT

检测、 DNA 电泳分析、细胞核形态学观察、细胞色素 c检测、 caspases 活性检测等方法测定 rBTI

在体外诱导肝癌细胞 H22 凋亡的作用。结果显示 rBTI 能够在体外特异性地抑制 H22 细胞的生长，诱

导 H22 细胞凋亡，随着 rBTI 浓度及作用时间的增加，呈现剂量和时间依赖性效应.经 rBTI 处理的

细胞可导致细胞色素 c从线粒体释放到细胞质中，并能增强 caspase-3 、 caspase-8 、 caspase-9 的活

性。结果表明，而TI 能特异性地诱导 H22 细胞凋亡，其机制与 caspase-3 依赖性凋亡调节信号通路

有关。
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癌症是目前严重威胁人类健康与生命的"三

大杀手"之一，其发生率逐年增高，但真正有效的

抗肿瘤药物数量还相对较少，科学工作者在大量的实

验基础上寻找有效的抗肿瘤药物，发现生物体内的蛋

白酶抑制剂具有潜在的抗肿瘤作用[山，可能是一种新

的抗肿瘤药物。蛋白酶抑制剂是生物体内的防御蛋

白之一[坷，作为一种潜在的抗肿瘤药物，近年来受到

国内外相关研究者的普遍关注[4] 0 体外研究发现来

自大豆和其他里类中的 Bowman-Birk 型膜蛋白酶抑

制剂具有抗癌和消炎的活性，尤其对肠癌的作用更加

明显{坷。虽然蛋白酶抑制剂对许多不同种类的肿瘤

细胞有诱导凋亡的作用，然而凋亡机制到目前为止仍

不很清楚。

细胞凋亡是一个逐级调节的过程，在诱导癌细胞

死亡中它是一个必要的过程问。这种自毁性的过程

通常由 caspase-3 件为主要的执行者使 caspases 系列

级联放大而实现。目前在哺乳动物细胞中有关细胞

凋亡的途径主要有两种:线粒体途径和死亡受体途

径[明。前者，凋亡信号激发了细胞色素 c 从线粒体

间隙释放到细胞质中，形成了 Apaf-l 和dATP复合物，

使 caspaseθ 激活，进而可增强 caspase-3 的活性，最

终启动一系列的凋亡事件并使细胞死亡[9]。而死亡

受体途径开始于一个死亡受体，如 Fas 等。当 Fas 配

体与 Fas 死亡受体结合时，结合的大分子与另一个受

体结合，进而介导凋亡[10] 0 

我们先前的研究发现莽麦膜蛋白酶抑制剂在体

外对 IM-9 、 K562 等肿瘤细胞有明显的抑制增殖作

用 [11.121 。为了揭示重组莽麦膜蛋白酶抑制剂。BTI)

的可能作用机制，本研究通过体外实验研究 rBTI 对

H22 细胞诱导凋亡的影响及可能的作用机制，从而为

深入研究蛋白酶抑制剂诱导肿瘤细胞凋亡的分子事

件及作用途径提供了依据。

1 材料与方法
1.1 材料

H22 及正常肝细胞 7702 分别由山西医科大学第

三医院和中国辐射防护研究院惠赠。 RPMI1 640 细

胞培养基购自 Gibco Life Technologies (NY, USA)公

司，小牛血清购自杭州血液研究所。 MTT购自 Sigma

(St Louis , MO , USA)公司。细胞色素 c 检测试剂盒

和 caspase-3 、 caspase-8 、 caspase-9 检测试剂盒购

自 Biovision (USA)公司。重组莽麦膜蛋白酶抑制剂

。BTI) 由本实验室制备。其他试剂均为国产分析纯。

1.2 细胞体外培养

小鼠肝癌细胞H22 及正常人肝细胞 7702 在含体

积分数为 10%-15% 的小牛血清、 15 mmol/L 
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HEPES 、 8U/ml庆大霉素的 RPMIl640 全培养基中，

37 0C ，体积分数为 5% 的 CO2培养箱中培养， H22 细胞

是悬浮细胞， 7702 细胞呈贴壁生长， 2 ~ 3 天传代一

次。取对数生长期的细胞进行实验。

1.3 细胞生长的 MTT 检测

取处 F对数生长期的H22细胞和 7702细胞，调整

细胞浓度至 lx106 个/时，每孔加入 1ωμ细胞液，接

种于 96 孔培养板中，分别加入不同浓度(6.25 问Iml 、

12.5μg/ml 、 25μg/ml 、 50μg/ml)的 rBTI 溶液，每

组各设三个复孔，正常细胞 7702 也加入以上四个浓

度 rBTI 并对其处理 24 ho 37 oC , 5% CO2 培养， 12 

h 、 20 h 、 24 h 后每孔加入 20μ1 5.0 mg/m1 MTT，继

续培养 4h后小心吸去板中的培养基，每孔加入 80μl

DMSO 溶解结晶吻，于酶联免疫检~Y1~仪(Microplate

Reader Mode1 550, Bio-Rad, USA) 570 nm处测定光吸
收值[13 J 0 

1.4 细胞核形态学观察

H22细胞在96孔板中经终浓度为50μglm1的rBTI

处理 24 h 后，收集细胞，用预冷的磷酸缓冲溶液(20

mmol/L, pH 6.7)洗涤后重悬于固定液(4% 多聚甲醒)

中。 10 min 后，悬液 2000 r/min 离心，收集沉淀，用

同样缓冲溶液洗海两次。之后将细胞悬液滴到防脱

载玻片上，用 0.1μg/ml DAPI (Sigma)染色 5 min。荧

光显微镜下观察细胞核的形态学变化。

1.5 DNA 梯状条带的;疑胶电泳检测

按照凯基公司的 DNA 提取操作说明书进行。

经不同浓度(12.5μg/m1 、 25μg/ml 、 50μg/m1) 的

rBTI处理24 h后的 H22细胞(1x106个 Iml)用 PBS 洗涤，

4 500 r/min, 4 oC 离心 5 min，收集细胞，按比例每 105

个细胞加入 100μ1 裂解液，冰1-.放置 5-10 min, 8 000 

r/min 离心，收集上清液，加入 10μ110% SDS 、 2μI

RNase A，混匀， 37 0C放置 1 h。加入 2μl 蛋白酶 K，

37 oC ，继续放置 2 h，再依次加入 1μ1 核酸助沉剂、

12μ13 moVL 醋酸铀、 250μl 无水乙醉，混匀后，一20

℃温育 30 mino 12 000 r/min 离心 10 min，弃上请液，

室温干燥沉淀。获得的 DNA 用双蒸水溶解后经 1%

琼脂糖凝胶电泳并进行凝胶成像分析。

1.6 线粒体与细胞质细胞色素 c 的检测

用 PBS洗涤经 25μg/ml 、 50μglmlrBTI 处理 24

h 后的细胞， 600 r/min , 4 oC 离心 5min，用1.0 m1细胞

质抽提缓冲液重悬细胞，冰浴放置 10 min, 1昆匀细胞，

·研究论文·

mino b青液作为细胞质提取物，沉淀重悬在 0.1 ml 

线粒体抽提缓冲混合液中，高心后作为线粒体提取

物。从诱导前后的细胞中分别取 10μg 细胞质和线

粒体提取物在 15%SDS-PAGE 上进行电泳，并做

Western 印迹，之后用细胞色素 c 抗体进行检测[叫。

1. 7 Caspases)舌性的检测

经 50μglm1 rBTI 作用 24h 后(2xl06 个 Im1)的细

胞裂解产物溶解在抽提缓冲液(25 mmoVL Tris-HCl 、

20 mmol/L MgC12 、 150 mmol/L NaC1 、 1 % Triton 

X-I00 、 25 问IL 亮抑酶肤、 25μg/L 抑蛋白酶肤，

pH 7.5)中，冰浴 30 mino 12 000 r/min 离心 15 min, 

收集上清液。细胞提取物(30μg)放在带有 20 ng 

DEVD-pNA9 (caspase-3 为 DEVD-pNA， caspase-8 为

IETD-pNA, caspaseθ 为 LEHD-pNA)的 96 孔板中， 37

℃温育2h，酶联免疫检测j仪(Microplate Reader Model 

550, Bio-Rad, USA) 405 nm 处检测 caspases 活性。

以未处理的细胞作对照。

1.8 统计学分析

采用 SPSS 12.0 (SPSS Inc. , Chicago, IL)软件，进

行统计分析。用单因素ANOVA分析差异，用 Scheffe

检测、分析组间的差异。应用 Two-tailed 检测和 5%

的显著差异标准。

2 结果

2.1 rBTI 抑制 H22 细胞生长的 MTT 检测

通过 MTT 检测 rBTI 体外抑制细胞生长的活性，

图 l 表明，经不同浓度(6.25μg/m1 、 12.5μg/ml 、 25

μg/ml 、 50 问Iml)的 rBTI 处理 24 h 后， H22 肿瘤细胞

的抑制率(1←实验组干均值/对照组平均值 xl00%)

分别为 17.8% 、 27.3% 、 43.6% 和 62.7%，随着 rBTI

浓度的增大对 H22 细胞增殖的抑制效果愈加明显。

60~ ~:~h •• 
电、。午 50

qEB 40 

」主目2 30 
舌 20

10 
。

6.25 12.5 25 50 
rBTI concentration (μg/ml) 

4 oC , 700 r/min 离心 10 min。弃去沉淀，将忖青液至 Fig.l Effects of rBTI treatment on H22 and 7702 cells 俨p<

一个剔的 1.5 m1 离心管中， 4 oC , 10000 r/min 离心 30 0.05, **P<O.Ol vs 7702 cells) 
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同样，随着处理时间的增加， 抑制率也随之增加 。

rBTI抑制H22细胞增长呈剂量依赖性关系和时间依赖
性关系 。 而对 rBTI 处理 24 h 后的正常肝细胞 7702

作用很小。实验组中同一时间不同浓度及同一浓度

不同时间抑制率间均具有显著差异。

2.2 细胞核形态学观察

采用DAPI核染rBTI处理后和未处理的H22细胞，

荧光显微镜下观察，从图 2 可见，经 50μg/ml rBTI 处

理24h后的H22细胞呈现出明显的细胞核浓缩和形态
改变，与对照组相比，细胞核出现碎裂， 形状变得不

规则，少量伴有凋亡小体 。 结果表明， 经 rBTI 处理

的 Hn 细胞出现了调亡 。

2.3 DNA 电;永分析

从图 3 可见， 经 12 . 5μg/ml 、 25μg/ml 、 50μg/

ml rBTI 处理 24h 的 H22 细胞在 1.5%琼脂糖凝胶电泳

中呈现明显的梯状条带，而且随着 rBTI 浓度的增加，

DNA梯状条带越来越清晰。 而对照组(条带 2)电泳条

带整齐，未见 "梯状" 现象。结果表明，细胞凋亡

晚期时， DNA 被核酸内切酶在核小体连接处切断， 产

生 200 bp 或 200 bp 整倍数大小的 DNA 片段，在琼脂

糖i疑胶电泳中 出现了细胞凋亡的最典型特征。

~ 

• 飞…
一一一一一一一•• • 

Control 

Treatment 

Fig.2 Representative photographs of normal and apoptotic 

H22 cells stained with DAPI after incubated without or with 50 

μg/m1 rBTI for 24 h 

2.4 Western 印迹分析

细胞色素 c在细胞凋亡中起着很重要的作用，它

通常位于线粒体外膜和内膜的空隙中，当细胞凋亡时

细胞色素 c 从线粒体释放到细胞质中 。 Hn 细胞经

rBTI (25μg/ml 和 50μg/ml)处理 24 h 后分别抽提出

细胞的线粒体和细胞质组分经 SDS-PAGE 电泳、

转膜后，用抗细胞色素 c 的抗体进行 Western 印迹分

析 。 图 4 结果表明，在 rBTI 处理的细胞中，细胞色

素 c 主要存在于细胞质中(条带 3 、 日，而线粒体中含

量相对较少(条带 4 、 6) 。 说明凋亡的 Hn 细胞中的

bp 

2000 

1000 

750 

500 

250 

100 

2 3 4 5 

Fig.3 Internucleosomal DNA fragmentation in H22 ce l1s 

treated with or without rBTI 
1: marker; 2: DNA extracts without treatment; 3, 4, 5: DNA extracts 
treated with 12.5μg/ml ， 25μg/ml and 50μg/ml rBTI , respectively 

2 3 4 5 6 

Fig.4 Western blotting assay of cytochrome c 

1, 3, 5: cytochrome c in cytosolic after 0μg/ml ， 25μg/ml ， 50μg/ml 

rBTl treatment; 2, 4, 6: cytochrome c in mitochondrial after 0μg/ 
ml ， 25 μg/ml ， 50μg/ml rBTI treatment 
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Fig.5 Activation of caspases by rBTI in Hn cells 俨P<O.05，

**P<O.Ol vs untreated cells) 

细胞色素 c 从线粒体释放到了细胞质中。通过用

SynGene GeneTools分析计算细胞质中和线粒体中细

胞色素c 的相对含量，得知经 25μg/mlrB白处理24h

后，约有54.1%细胞色素c释放到细胞质中;经50μg/

ml rBTI 处理 24h 后，约有 74.6% 细胞色素 c释放到

细胞质中。

2.5 Caspases 活性检测

如图 5 所示， rBTI 诱导 H22 细胞凋亡和 caspase-

3 的激活都与 rB四成剂量依赖性关系。而经 rBTI 处

理后的细胞中一部分的 C部pa四-8和 caspase-9也被激

活。表明 rBTI 诱导 H22 细胞凋亡是与 caspase-3 依赖

性凋亡调节信号通路有关。相对活性计算公式为:

实验组平均值/对照组平均值 x100% 。

3 讨论

先前，我们通过克隆、表达及一步亲合纯化获

得高纯度的 rBTI，功能分析显示 rBTI 在体外对 IM-

9 和 K562 细胞有抗肿瘤活性[11 ， 121 。在此研究中，我

们证明rBTI在体外对肿瘤细胞H22有较强的抑制生长

作用。在 6.25μg/ml 、 12.5μg/ml 、 25μg/ml 、 50

μg/ml 浓度下 rBTI 作用 24h 后对肿瘤细胞的抑制率

分别达到了 17.8% 、 27.3% 、 43.6% 和 62.7%0 rBTI 

对H22细胞生长的抑制成剂量依赖性和时间依赖性关

系(图。，井诱导细胞凋亡。
为了初步确定 rBTI 诱导 H22 细胞凋亡的可能机

制，我们检测处理后的细胞中细胞色素 C，实验证实

经 rBTI 处理后，细胞色素 c 从线粒体释放到细胞质

中，说明 rBTI 引起的细胞凋亡的途径可能为线粒体

途径。有报道指出，细胞色素 c 的释放是 caspase-9

激活的先决条件[15， 161 0 caspase-9 的活性被形成的大

分子复合物如凋亡小体所调节，并伴随细胞色素 c 从

线粒体中释放[1飞本实验中，当用 rBTI 作用于H22 细

胞后(图 5)， caspase-8 和 caspase-9 同时被激活，表明

·研究论文-

caspase-9 可能是通过直接激活 caspase-8 进而激活

caspase-3 来诱导 H22 细胞发生凋亡的[181 0 rBTI 使线

粒体释放细胞色素 c入细胞质中有三种可能性: rBTI 

直接作用线粒体，使线粒体的跨膜通透性增，释放细

胞色素c入细胞质中;函'口可能使得内质网膜通透性

增加，钙离子释放入胞浆，促使线粒体释放细胞色素

c(钙离子可以使得核酸内切酶活性增加造成DNA断

裂);而TI 可能作用于死亡受体，激活 caspase-8，使得

Bid 活化，它可以使线粒体释放细胞色素 c (caspase-

8 还可以使得内质网剪切，诱导钙离子释放)。其中

前两种的可能性最大，因为 rBTI 是一种蛋白酶抑制

剂，其进入细胞对蛋白酶进行抑制，使一些蛋白质不

能降解，从而使得线粒体、内质网的跨膜通透性增

加。或者 rBTI 可能抑制一些功能的蛋白质的合成，

这些蛋白能够维持线粒体膜通透孔紧闭的状态。这

些都是造成线粒体功能紊乱的可能原因[19，201 。

通过本研究我们证实， rBTI 在体外对肝癌细胞

H22 具有较强的抗肿瘤活性，并且显示出明显的剂量

和时间依赖性，但对人正常肝细胞 7702 的生长几乎

没有影响。其可能机制为 rBTI 进入 H22 细胞体内诱
导线粒体功能紊乱，进而激活 caspases 家族诱导细胞

凋亡。
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Anti-tumor Effeds and Mechanism of Recombinant 

Buckwheat Trypsin Inhibitor on H22 

Chong-Zhi Bai, Yu-Ying Li, Fang Li, Zheng Zhang, Zhuan-Hua Wang* 

(K，町 Laboratory for Chemical Biology and Molecular Engineering of Minis的I of Education, 

lnstitute of Biotechnolo肌 S阳旧i University, Taiyuan 03仪)()6， Ch切a)

Abstract The aim of this study was to evaluate the in vitro anti-tumor effects of rBTI on hepatic cancer. 

Apoptosis of the H 22 cellline induced by rBTI was identified by MTI assays, DNA electrophoresis analysis, mor

phological observation of nuclei, the measurement of cytochrome c and caspases activation assess. We found 由at

rBTI inhibited cell viability by inducing apoptosis, as evidenced by the formation of apoptotic bodies, and DNA 

fragmentation. rBTI induced apoptosis was correlated with mitochondrial dysfunction, leading to the release of 

cytochrome c from the rnitochondrla to the cytosol, as well as the proteolytic activation of caspase-3 , caspase-8 and 

caspase-9. Our results suggested 也at one of the pathways rBTI-induced apoptosis in H 22 cells was mainly mediated 

by mitochondrial pa由ways via caspase喃3. Moreover, rBTI could specifically inhibit the growth of cells of H 22 

hepatic carcinoma in vitro with a concentration-dependent and time-dependent effect, but there were minimal 

effects on normal rnice liver cell. 

Keywords common buckwheat; trypsin inhibitor; hepatocellular carcinoma; apoptosis; caspases 
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