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眼镜蛇毒直接溶解因子对人肝癌

细胞株细胞内游离钙动态变化的影响 骨

龚?每云乐毅 H余 i青卢管锦在

(广州|医学院广州蛇毒研究所 广州 510182 ..第一军医大学生化教研室 广州〉

眼镜蛇毒直接溶解因子 (di rec t lytic fac­

tor. DLF)又名心脏毒素 (cardiotoxin. CTX) 、

~毒素，对多种肿瘤细胞有洛胞作用。其机制认

为是 DLF 与细胞膜上蛋白质结合产生跨膜jffi

jll ;敝活内源性钙通道;抑制 Na+ -K+-ATP 酶

和 Ca2+-ATP 酶的活性，细胞内钙离子浓度增

加是 DLF 作用的最终途径[ I J 。关永源等[2J用

Fura-2 荧光技术测定心脏毒素对大鼠泪 11束细

胞l血浆 Ca2+浓度的影响 。 现有报道多是测定­

lJf细胞内的 Ca2+浓度，未见研究在 DLF 作用

下单个细胞内 Ca2+的动态变化 。 5 70 型粘附式

细胞仪的应用，使有可能在以秒计的时间内测

得单个细胞内 Ca2+ 的动态变化[3J 。本文研究

DLF 剌激下单个肝癌细胞胞浆内 Ca2+的动态

变化。

材料 和 方法

1. 直接溶解因子

从广东产中华眼镜蛇 (Naja lI aja atra )毒柱层析分

离，由本所提供.

2. 人肝癌细胞株 HHOl的培养

人肝癌细胞株 H"o，蒙广州|珠江医院血液科郑景

熙教授惠赠.

将细胞用含 10% 小牛血清的 RPMI 164 0 培养液

调整细胞浓度为 10'/ml. 加至底部有孔的 Petri 培养

皿内(直径为 35mm 的 Petri 培养皿，底部有一直径为

10mm 的 圆孔，将一片 22mm' 的一级盖玻片粘于圆孔

底部) . 每JJll. 2ml. 在 3 7"C 5%CO，培养箱内培养 24h

后，测定细胞内游离钙水平 。

3. 肝癌细胞内游离钙水平的动态变化测定

弃去培养皿中培养液，用 pH7.4 磷酸缓冲液

(PBS)洗涤 3 次后，加入 iμmol/L 荧光染料 Fluo-3-

AM(美国 Mol ecu l a r Probes 公司产品 )0.5ml. 于 37 'C

水?谷中温育 l h. 弃去染液，用 PBS 轻洗 2 次，再滴入

PBS 0 . 5ml. 形成薄层液膜覆盖细胞.将培养皿置于

570 型粘附式细胞仪 ( Adherent Cell Anal ysis and 

Sorting Cytometer . 简称 ACAS 570. 美国 Meridian 公

司产品〉的显微镜载物台上， 用 488nm 波长可见光激

发荧光染料.细胞内游离的 Fluo-3 经激发后发出

520nm 波长的荧光，其荧光值反映了细胞内 Ca2+的水

平。确定待ÌÝ)IJ 细胞后，用激光连续扫描程序 ，每隔 20s

扫描一次，扫描 3 次后迅速加入 2μg/ml 去离子水的

DLF 1 0μl 溶于光离子水，继续扫描观察细胞内 Ca2+动

态变化。用荧光强度的变化来表示细胞内游离钙的相

对值，对所存储的图像进行定量分析统计观察荧光值

变化 。 每种条件下实验共做 3 次，每次每组做 2 个培养

铸广东省科委资助课题.
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血，每皿测 4-8 个细胞.各组细胞图像处理过程中主

要参数均相同.将 6 次实验所测细胞在各指定时间点

的荧光值进行方差分析 (ANOVA ) 处理，比较加入

DLF 前后的统计学差异.

结 果 ·

1. 细胞外环境无 CaH时 ，加人 DLF 对肝

癌细胞内游离钙动态变化的影响 。

加入 DLF 2μg/ml 后，测得细胞胞浆 Ca2+

迅速升高，达到峰值后很快下降，见图 1 。 在第

70s 的荧光值与加 DLF 前有非常显著的差异，

P<O.0 1. 其余时间点均无显著差异。

2.2 

2.0 

随1.8

额-R 1.6 
似1.4

;!; 1.2 

31.o 

E 毛主 0.8
0.6 

0.4 

0.2 

0.0 
。

DLF 
added 

1.8 

50 lÒO 150 200 250 300 
时间(8)

图 1 细胞外无 Ca'+ 时 . DLF 对1-1".， 细胞内
CaZ+动态变化影响的 1 次实验主己录 (每条曲线表

示一个细胞内 CaH的水平. 右上小因为大图的平均值

曲线 • ) 

2. 细胞外环境加入 lmmo l /L Ca C I, ,DLF 

对肝癌细胞内游离钙动态变化的影响 。

这种浓度的 Ca2+为生理性细胞外 Ca2+浓

度。加入 DLF 2μg/ml 后，胞浆 Ca Z+迅速上升，

并持续在较高水平，加入 DLF 后 Ca2+荧光强

度与加 DLF 前(第 50s)相比，均有显著性差

异，第 100s P<O. 05 ，第 200s ， 300s ， 400s ， 500s

P 均<0.01.见图 2 。

3. 细胞外环境加入 10mmol/L CaCI " 

DLF 对胞浆 CaH动态变化的影响 。

2 .0 、 DLF
added 

1.8 

刨
照1.6
很

椒1.4
+ 

" 。1.2
、守·

占1.0
0.8 

1 

2 

o 200 400 600 
0.6 

o 100 200 300 400 500 600 
时间 (8)

因 2 细胞外加入 lmmol /L CaCI , .DLF 对 11".，
细胞内 Ca忖动态变化影响的 1 次实验记录 (每条

曲线表示一个细胞内 CaH的水平。小图为大图的平均
值曲线 。〉

加入 DLF2μg/ml 后，胞浆 Ca2+无显著变

化 .P>O. 05 ， 见图 3 。

1.20 
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'因1.10
照
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+。υ‘ eg 1.00 

、伞.... ‘ 0.95 
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。
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哇
，
。
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固 3 细胞外加入 lOmmol/L CaCI, .DLF 对1-1".，

细胞内 CaZ+动态变化影响的 1 次实验记录 (每条

曲线表示一个细胞内 CaH的水平。小图为大图的平均
值曲线 .)

讨 论

荧光染料 F1110- 3 是钙整合ifiJ EGTA 的衍

生物 ，对 CaZ+具有较高的特异性和亲和力。它

本身不能通过细胞膜，但被乙酌甲醋化 (FI110-
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3-AM)后即可进入细胞，经细胞内非特异性醋

酶水解，释放出染料分子 Fluo - 3 与 Ca2+结合，

激发波长为 488nm.发射波伏为 520nm. 加入

DLF 后荧光值升高表示胞浆 Ca2+增多。

细胞外液 Ca2+浓度约为胞质内的 10 000 

倍，细胞内钙稳态的调节有 2 个方面:①调节

跨胞质膜钙的流动，此过程靠膜上 Ca2+ -ATP 

酶的活性将胞质内 Ca2+泵 出、 Na+-Ca2+交换、

以及质膜钙通道开放使细胞外的 Ca2+进入细

胞;②胞内钙库与胞质之间的 Ca2+交换。本实

验用 570 型粘附式细胞仪检测单个细胞内

Ca2+的动态变化，结果显示 DLF 使胞浆 Ca2+

放度升高的原因是既通过影响细胞内 Ca2+释

政又通过胞外 Ca2+内 流，与以往关永源等[2]在

大鼠泪腺细胞的研究结果一致。

肝癌细胞标记上 Fluo-3 后，用 PBS 清洗

井覆盖细胞，使细胞处在无钙环境(图 1) .加入

DLF 后细胞内 Ca2+ 荧光强度升高，其 Ca2+的

来源不可能是细胞外，只能是来自胞内钙库，此

时胞浆 Ca2+增加迅速而短暂，达到峰值后很快

下降.可能是随后 Ca2+被内质网等细胞器重新

摄取.或被泵出细胞外而使胞浆内 Ca2+降低。

在细胞培养皿加入 1mmol /L CaCL2 • 以模

拟生理性细胞外 Ca2+浓度 .DLF 使胞浆 Ca2+

迅速增加，稍下降后又持续升至较高水平(图

2) 。与图 1 的曲线对照，可能首先是内质网释

放 Ca2+ .使胞浆 Ca2+增加，接着细胞膜上 Ca2+

通道开放，使胞外 Ca2+ 内流，少许的 Ca 2+ 内流

即触发内质网释放更大量的钙，导致胞浆 Ca2+

进一步升高。顾本贤等[4 ]发现膜毒素 C 对拘的

心肌浆网和艾氏腹水瘤细胞质膜 Ca2+ -ATP 

酶有抑制作用，可能也是此时胞浆钙持续升高

的一个原因。

在细胞培养皿内加入 10mmol/L CaCI 2 • 加

入 DLF 后胞浆 Ca2+无显著变化，其胞浆 Ca2+

水平与图 1 、图 2 中加入 DLF 前胞浆 Ca2+水

平近似，在细胞外高钙情况下 DLF 对!血浆

Ca 2+ 没有影响，提示细胞外高浓度钙可阻断

DLF 使胞内 Ca2+升高的作用。已有报道表明，

细胞外高浓度 Ca2+ (还有 LaJ+、 Mn2+、 Mg2+等

多价阳离子)在 5 - 10mmol/L 时，对蛇毒心脏

毒素的种种生理效应均有拮抗作用，包括阻断

豚鼠心脏乳头肌条收缩[5] 、骨恪肌收缩、溶血、

血小板聚集[6]等。其机制可能是:心脏毒素是强

碱性多肤，含有许多碱性的庆水性氨基酸残基，

带正电荷。在细胞膜上的结合位点可能是带多

量负电荷的磷脂酌丝氨酸。多价阳离子存在时.

与心脏毒素竞争性结合胞质膜上的结合位点，

使毒素与胞质膜结合减少而阻断毒素的生物效

应。心脏毒素剂量增加时，多价阳离子的拮抗作

用减弱，提示其作为竞争性抑制[2.5-7]。我们还

观察了不同浓度的 DLF 对细胞内 Ca2+动态变

化的影响。 O. 5p.g/ml DLF 加入细胞外无钙及

生理 Ca2+浓度的 H14 02细胞中，荧光值无变化。

200s 后加入 2μg/ml DLF. 即发生与图 l 和图

2 相似的变化。加入 10μg/ml DLF. Ca2+变化

的动态曲线与 2μg/m l DLF 的无明显不同。表

明 2μg/ml 左右的 DLF 浓度是本实验中的最

适浓度。

已知细胞内 Ca2+浓度增加是细胞损伤以

至死亡的重要因素【气我们在另外的研究中观

察到 DLF 对 H7402细胞具有杀伤作用 .IC5。 为

2.47月/ml [9 ] 。本研究表明，蛇毒对一些肿瘤细

胞的杀伤和生长抑制作用，与它增加细胞内

Ca2+有重要关系。

摘 要

用荧光染料 Fluo-3 标记人肝癌细胞株

H7402细胞内游离钙，在粘附式细胞仪观察检测

单个细胞内游离钙水平的动态变化，细胞在无

钙环境中，直接溶解因子 (DLF)剌激下细胞内

游离钙迅速升高，达到峰值后下降 E在细胞培养

皿中加入 1mmol /L CaCI 2 • DLF 使胞浆游离钙

持续升高;加入 10mmol/L CaCl p DLF 刺版后

胞浆游离钙水平无明显变化，表明 DLF 能引

起胞内 Ca2 +释放和胞外 Ca2+内流，细胞外高放

度 Ca2+能阻断 DLF 升高细胞内 Ca2+放度的
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作用。

关键词 : 眼镜蛇毒 直接溶解因子 细胞内游离

钙 人肝癌细胞株粘附式细胞仪
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EFFECT OF DIRECT LYTIC FACTOR FROM NAJA NAJA ATRA 

VENOM ON INTRACELLULAR FREE CALCIUM DYNAMIC 

CHANGES IN HUMAN HEPATIC CANCER CELL LINE 

GO NG Hai Y lIn LE Yi. YU Qing Sheng GUAN Jing Xia 

(Guallgzhou Research I lIslilule 0/ S lIake Vellom. Guallgzhou Medica/ Co//ege . Guangzhou 510182. 

.De户ω.Imelll 0/ BiochemisflY , Firsl Mi/ifary Medica/ Ulliversify , Guallgzhou) 

ABSTRACT 

The free calcium in human hepatic cancer cell line H" 02 was labelled with fluorescent dye Fluo-3 and its dynamic 
changes were observed by using Adherent Cell Analys is and Sorting Cytometer 570 (ACAS 570). When the cells 
were in a calcium-free envi ronment , the level of intracellular Ca'- elevated rapidly after the s timulation of direct lytic 
facto r (DLF). When it reached the peak , then soon decreased. The level of intracellular Ca'- elevated constantly af­
ter the st imlllation of DLF when 1 mmol / L CaCl, was added into the cultu re dish. No obvious elevation cOllld be seen 
in the level of intracellular Ca 2T after the stimulation of DLF when 10 mmol / L CaCl, was added into the culture dish . 
The results show that DLF can cause intracelllllar Ca'- release and extracelllllar Ca'- influ J< . and the effect of the ele­
vat ion of intracellular Ca'- caused by DLF can be blocked by high level of extracell llla r Ca'- concentration. 

Key words: Cobra snake venom Direct 1y!ic factor Intrace l1 u1ar free calcium Human hepatic ce l1 line 
Adherent ce l1 analysis and sorting cytometer 

NO 供体 CSIN-l)损伤内皮细胞的实验研究 铃

杨白刀 白涛吴恒义

(广州军区总医院危重病研究所 广州 510010) 

研究表明，一氧化氮是一种活性很强的自

由基，具有广泛的生物学作用，既是细胞信使分

子，又是细胞毒性分子[ I J 。 一氧化氮作用的多样

性，决定了其在内皮细胞损伤中的复杂性 。炎性

刺撇下内皮细胞产生大量 NO，可与超氧阴离

子 (02 )等氧自由基反应，生成毒性更强的过氧

亚硝基阴离子(ONOO. ) ，是为 NO 毒性作用的

王正国 朱佩芳

(第三军医大学野战外科研究所 重庆 400042) 

主要机制 [2J 。研究一氧化氮对内皮细胞的毒性

作用有助于进一步探讨内皮细胞的损伤机制 。

材料和 方法

一、 主要材料与试~J

铃国家、广东自然科学基金资助项目 。
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