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鬼臼毒素衍生物 ＯＡＭＤＰ诱导 ＨｅＬａ细胞凋亡
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摘　要　鬼臼毒素衍生物ＯＡＭＤＰ对人宫颈癌ＨｅＬａ细胞显示了细胞增殖抑制活性，并呈现一定的时间和剂量的依赖
性，对其作用机制进行初步研究。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色荧光显微镜观察发现 ＯＡＭＤＰ能诱导 ＨｅＬａ细胞核形态学改变，部分
细胞呈现典型的凋亡形态学特征；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ荧光双染流式细胞术检测亦证实ＯＡＭＤＰ可以诱导ＨｅＬａ细胞发生凋
亡；Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３染色线粒体膜电位检测发现 ＯＡＭＤＰ会引起 ＨｅＬａ细胞线粒体膜电位的下降。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析显示
ＯＡＭＤＰ上调ＨｅＬａ细胞凋亡相关蛋白Ｂａｘ，下调Ｂｃｌ２的表达。此外ＯＡＭＤＰ能使ＨｅＬａ细胞阻滞于Ｓ期。总之，ＯＡＭＤＰ能
够诱导ＨｅＬａ细胞凋亡和Ｓ期阻滞，可能成为一种新型的抗肿瘤药物。
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　　恶性肿瘤是危害人类健康最严重的疾病之
一［１］。通过对天然产物进行结构改造是寻找新型

抗肿瘤药物的一个重要途径［２］。研究发现，鬼臼毒

素具有显著的抗肿瘤［３－４］和抗病毒活性［５］，但是其

水溶性差，且不良反应较大［６］，因此寻找低毒、水溶

性更好的鬼臼毒素衍生物已成为现在抗肿瘤药物研

究的热点。其中将鬼臼毒素结构改造而成的依托泊

苷（ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ，ＶＰ１６）［７］和替尼泊苷（ｔｅｎｉｐｏｓｉｄｅ，ＶＭ
２６）的临床效果已被证实，已作为治疗睾丸癌、淋巴
癌、白血病和小细胞肺癌的重要药物。但是，鬼臼

毒素类衍生物对于抗宫颈癌作用方面的报道较少。

因此，对于本课题组合成了一系列鬼臼毒素衍生

物，研究发现，ＯＡＭＤＰ（图１）对 ＨｅＬａ细胞具有较
好的细胞增殖抑制作用，本文主要对 ＯＡＭＤＰ的细
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胞增殖抑制作用机制进行深入的研究。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＯＡＭＤＰ

"

　材　料

１１　细胞系
人子宫颈癌 ＨｅＬａ细胞株、小鼠成纤维细胞

Ｌ９２９由上海交通大学提供。
１２　试　剂

ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；Ｗｅｓｔｅｒｎ
及ＩＰ细胞裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒和
Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３（碧云天生物技术研究所）；一抗
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＤＭＳＯ（美国
Ａｍｅｒｓｃｏ公司）；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒（北京
瑞邦兴业科技有限公司）；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８及 ＭＴＴ
（美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１３　仪　器

酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；高速离心机（德
国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；倒置相差荧光显微镜（日本
Ｎｉｋｏｎ公司）；流式细胞仪（美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ
公司）；ＤＹＹ６Ｃ型电泳仪（北京市六一仪器厂）。

#

　方　法

２１　细胞活力测定
取对数生长期的 ＨｅＬａ细胞和 Ｌ９２９细胞，离

心后用ＲＰＭＩ１６４０培养液稀释成每毫升３×１０４个
细胞，接种于９６孔板中。３７℃培养过夜，加入不
同浓度（０１，０５，１，５，２５μｍｏｌ／Ｌ）样品，继续培养
７２ｈ，加入ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）１０μＬ，孵化４ｈ，弃
去上清液，每孔加入 ＤＭＳＯ１００μＬ，酶标仪测定吸
收度，即以５７０ｎｍ为检测波长，６３０ｎｍ参考波长，
并用Ｂｌｉｓｓ法计算ＩＣ５０。
２２　流式细胞术检测细胞周期变化

取对数生长期的ＨｅＬａ细胞，以每毫升１×１０５

个细胞的密度接种于６孔板，３７℃培养过夜后加
入不同浓度（０５，１，２μｍｏｌ／Ｌ）ＯＡＭＤＰ，药物处理
４８ｈ，１５００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，收集细胞，ＤＡＰＩ染色

避光１５ｍｉｎ，用流式细胞仪检测。
２３　流式细胞术检测细胞凋亡

取对数生长期的ＨｅＬａ细胞，以每毫升１×１０５

个细胞的密度接种于６孔板，３７℃培养过夜后加
入不同浓度（０５，１，２μｍｏｌ／Ｌ）ＯＡＭＤＰ，药物处理
４８ｈ，１５００ｒ／ｍｉｎ离心 ３ｍｉｎ，收集细胞，Ａｎｎｅｘｉｎ
ⅤＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒避光１５ｍｉｎ，用流式细
胞仪检测。

２４　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色法
取对数生长期ＨｅＬａ细胞，以每毫升３×１０４个

细胞的密度接种于２４孔板内，每孔内预先放置一
块圆形无菌盖玻片，用不同浓度（０５，０７５，１，２
μｍｏｌ／Ｌ）ＯＡＭＤＰ作用于 ＨｅＬａ细胞 ４８ｈ后，弃上
清液，用ＰＢＳ清洗３次，加入４％多聚甲醛５００μＬ
固定１５ｍｉｎ，弃去固定液 ＰＢＳ清洗３次，加入０５
μｇ／ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８５００μＬ，避光１５ｍｉｎ，取出载
有单层培养细胞的盖玻片，荧光倒置显微镜观察。

２５　流式细胞术检测线粒体膜电位变化
取对数生长期的 ＨｅＬａ细胞，以每毫升 １×

１０５个细胞的密度接种于６孔板，３７℃培养过夜
后加入不同浓度（０５，１，２μｍｏｌ／Ｌ）ＯＡＭＤＰ处理
４８ｈ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，收 集 细 胞，用
Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３染色，３７℃避光２０ｍｉｎ，流式细胞
仪检测。

２６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
不同浓度（０５，１μｍｏｌ／Ｌ）ＯＡＭＤＰ作用于

ＨｅＬａ细胞后４８ｈ，加入适量 Ｗｅｓｔｅｒｎ及 ＩＰ细胞裂
解液提取蛋白，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清
液，ＢＣＡ法测定样品中总蛋白的含量。上样进行
凝胶电泳，电转移至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭
１ｈ，加入１∶５００稀释的一抗４℃孵育过夜，次日用
ＴＢＳＴ洗膜３次，１０ｍｉｎ／次，加入１∶５０００稀释的辣
根过氧化物酶标记的二抗孵育１ｈ，洗膜后ＥＣＬ化
学发光，Ｘ片曝光显影。
２７　统计学分析

实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较用 ｔ检验，
Ｐ＜００５视为差异有显著性意义，Ｐ＜００１视为差
异有非常显著意义。

!

　结　果

３１　ＯＡＭＤＰ对ＨｅＬａ细胞的增殖抑制作用
ＭＴＴ结果（表 １）显示，ＯＡＭＤＰ对 ＨｅＬａ细胞

的增殖抑制作用要大于鬼臼毒素、ＶＰ１６和５Ｆｕ，

８６２
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且对正常Ｌ９２９细胞的毒性要远远小于鬼臼毒素、
ＶＰ１６和５Ｆｕ。如图２所示，以不同浓度 ＯＡＭＤＰ
处理ＨｅＬａ细胞２４，４８，７２ｈ后，细胞增殖抑制呈明
显的时间、剂量依赖性，其中 ７２ｈ的 ＩＣ５０达到了
２６８μｍｏｌ／Ｌ。

Ｔａｂｌｅ１　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＯＡＭＤＰ，ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏｔｏｘｉｎ，ＶＰ１６ａｎｄ
５ＦｕｏｎＨｅＬａａｎｄＬ９２９ｃｅｌｌｓ

Ｃｅｌｌ
ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）

ＯＡＭＤＰ Ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏｔｏｘｉｎ ＶＰ１６ ５Ｆｕ
ＨｅＬａ ２６８ ７５８ ９６２６ １５９９
Ｌ９２９ １９６２ １３７ １００ １３８

３２　ＯＡＭＤＰ对ＨｅＬａ细胞周期的影响
不同浓度ＯＡＭＤＰ作用于 ＨｅＬａ细胞４８ｈ后，

对细胞周期分布的影响如图３所示。ＳｕｂＧ１和 Ｓ
期细胞比例逐渐增加，而 Ｇ０／Ｇ１期细胞比例逐渐
减少，表明发生了细胞凋亡或者细胞坏死且在Ｓ期
发生阻滞，并呈现一定的剂量依赖性。

３３　ＯＡＭＤＰ对ＨｅＬａ细胞凋亡的影响
ＨｅＬａ细胞经 ０５，１，２μｍｏｌ／ＬＯＡＭＤＰ处理

４８ｈ后，随着给药浓度的增加，凋亡细胞逐渐增
加，呈现浓度依赖性（图４），表明 ＯＡＭＤＰ可以诱
导ＨｅＬａ细胞发生凋亡。
３４　ＯＡＭＤＰ对 ＨｅＬａ细胞细胞核染色质的形态
学影响

经０５，０７５，１，２μｍｏｌ／ＬＯＡＭＤＰ处理 ＨｅＬａ

细胞４８ｈ后，如图５所示，在荧光倒置显微镜下观
察发现对照组细胞的细胞核染色均匀，细胞核边缘

轮廓清晰，但是给药组的细胞核边缘不再是光滑清

晰的，染色质逐渐皱缩，边缘化，随着给药浓度增

加，细胞核皱缩越严重，染色质不均一或边集，呈致

密荧光，表明了ＯＡＭＤＰ诱导了细胞凋亡并发生细
胞核染色质形态学的变化。

３５　ＯＡＭＤＰ对 ＨｅＬａ细胞线粒体膜电位（ΔΨｍ）
的影响

早期凋亡伴随着线粒体膜电位的变化，研究发现

经０５，１，２μｍｏｌ／ＬＯＡＭＤＰ处理ＨｅＬａ细胞４８ｈ后，
用流式细胞仪检测，如图６所示，随着给药浓度的增
加，线粒体膜电位下降并呈现一定的剂量依赖性。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＯＡＭＤＰｉｎｄｕｃｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＯＡＭＤＰｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ４８ｈ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）．ＤＮＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆ１００００ｅｖｅｎｔｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅ
ｔｒｙＴｈｅｐｒｏｆｉｌｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ（％）ｉｎｅａｃｈｐｈａｓｅ（Ｂ）ｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＯＡＭＤＰ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

９６２
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＯＡＭＤＰｏｎｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇａｓｓａｙａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｃｏｍｐｏｕｎｄＯＡＭＤＰ
（０５，１ａｎｄ２μｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ４８ｈ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＯＡＭＤＰｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｓＨｅＬａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＯＡＭＤＰ
（０５，０７５，１ａｎｄ２μｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ４８ｈａｎｄｓｔａｉｎｅｄｂｙＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８ｆｏｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＯＡＭＤＰｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＣｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＯＡＭＤＰ（０５，１ａｎｄ２μｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ４８ｈｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＲｈｏｄａｍｉｎｅ１２３ａｎｄｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；Ｂ：Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｌｏｓｓ
ｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ（ΔΨｍ）ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄＯＡＭＤＰｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ

３６　凋亡相关蛋白的表达
采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测凋亡相关蛋白Ｂｃｌ

２及Ｂａｘ的表达。研究发现Ｂｃｌ２可抑制多种细胞

凋亡，在多种恶性肿瘤中均有表达，甚至高度表

达［８－９］，如图 ７Ａ，Ｃ所示，给药组与对照组相比
Ｂｃｌ２蛋白表达逐渐减少。而 Ｂａｘ作为 Ｂｃｌ２家族

０７２
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的一种前凋亡蛋白，能促进细胞凋亡［９］。如图 ７
Ａ，Ｃ所示，Ｂａｘ蛋白表达逐渐增加，呈现剂量依赖
性，且Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比例增加（图７Ｂ）。

Ｆｉｇｕｒｅ７　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＯＡＭＤＰ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆ
ＨｅＬａｃｅｌｌｓ
（Ａ）ＨｅＬａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＯＡＭＤＰ（０５ａｎｄ１μｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ
４８ｈ；（Ｂ）ＲａｔｉｏｏｆＢａｘ／Ｂｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｓｉｎｇｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃ
ａｎａｌｙｓｉｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）；（Ｃ）ＲａｔｉｏｏｆＢｃｌ２（Ｂａｘ）／βａｃｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｓｉｎｇｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

$

　讨　论

细胞凋亡是一种依赖于信号的主动死亡过程，

近年来，研究发现许多抗肿瘤药都是通过诱导细胞

凋亡来发挥抗肿瘤作用，其中线粒体途径已成为一

个重要的细胞凋亡信号路径。线粒体凋亡通路中

的Ｂｃｌ２家族成员发挥了重要的调节功能。通常
Ｂｃｌ２基因在凋亡细胞中表达受到抑制，并能够促
进细胞的生存［１０］，而Ｂａｘ作为一种促凋亡基因，破
坏并且重新定位线粒体表面的抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２
蛋白表达。Ｂｃｌ２能够与 Ｂａｘ形成异二聚体，亦可
形成同源二聚体，当Ｂａｘ表达高度表达时促进癌细
胞凋亡［１１］。

本研究是以本实验室合成的新型鬼臼毒素衍

生物ＯＡＭＤＰ为受试化合物，以ＨｅＬａ细胞为样本，
从体外分析ＯＡＭＤＰ对ＨｅＬａ细胞生长的影响和其
是否诱导ＨｅＬａ细胞凋亡，并探讨其抗肿瘤作用机
制。实验结果发现ＯＡＭＤＰ对于ＨｅＬａ细胞的生长
具有明显的抑制作用，并使细胞阻滞在Ｓ期。同时

ＯＡＭＤＰ也诱导ＨｅＬａ细胞发生凋亡并能够改变凋
亡相关蛋白Ｂａｘ、Ｂｃｌ２的表达，且有可能通过线粒
体途径诱导细胞凋亡。
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