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Ｆａｓ途径参与大黄酸诱导 ＨＫ２细胞凋亡

孙　浩，杨加培，毛　勇，王丹丹，于　锋

（中国药科大学临床药学教研室，药物质量与安全预警教育部重点实验室，南京２１１１９８）

摘　要　探讨大黄酸对人肾小管上皮细胞系ＨＫ２的毒性作用及毒性作用机制。以ＨｇＣｌ２为阳性对照，通过ＭＴＴ法检
测细胞活力，ＬＤＨ释放实验检测细胞毒性，ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡率，ＲｅａｌＴｉｍｅｑＰＣＲ检测 Ｆａｓ，ＦａｓＬ，
ＦＡＤＤ，ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ８的ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｆａｓ，ＦａｓＬ，胞浆 Ｃｙｔｃ，ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ８，ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达。
实验结果显示：大黄酸可剂量依赖性地抑制 ＨＫ２细胞活力，增加 ＬＤＨ释放和细胞凋亡率，使 Ｆａｓ，ＦａｓＬ，ＦＡＤＤ，ｃａｓｐａｓｅ３，
ｃａｓｐａｓｅ８的ｍＲＮＡ表达显著性上调，Ｆａｓ，ＦａｓＬ，胞浆 Ｃｙｔｃ蛋白表达量显著升高，ｃａｓｐａｓｅ８原型表达显著降低，ｃａｓｐａｓｅ３，
ｃａｓｐａｓｅ８裂解片段表达显著增加，ｃａｓｐａｅ９表达无变化。结果证明：大黄酸体外对 ＨＫ２细胞具有毒性作用，其毒性作用机
制可能是通过Ｆａｓ途径诱导ＨＫ２细胞凋亡。
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　　大黄酸（１，８二羟基３羧基蒽醌，ｒｈｅｉｎ），属于
大黄蒽醌类衍生物，是何首乌、大黄、虎杖等中药的

主要有效成分之一［１］。大黄酸药理作用包括抗

炎、抗菌、抗氧化、防止肝脏纤维化、保肝降血糖降

血脂等，临床上开发用于治疗骨关节炎、糖尿病肾

病以及协同抗肿瘤［２］。大黄酸可诱导多种肿瘤细

胞凋亡，如人类肺癌细胞（Ａ５４９）［３］、人类鼻咽癌
细胞（ＮＰＣ）［４］、人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）［５］等，机制涉
及线粒体途径、Ｆａｓ途径等。

在美国“国家毒理学规划”项目的一项研究
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中［６］，科研人员发现大鼠长期灌胃给药大黄总蒽

醌及大黄素，可导致肾矿化、肾小管透明小滴产生、

肾小管色素沉积等肾功能病变。张陆勇等［７］研究

发现：ＳＤ大鼠长期灌胃大黄总蒽醌可引起肾脏近
曲小管毒性，同时有文献报道大黄总蒽醌对肾脏具

有急性毒性作用［８］。肾小管上皮细胞的凋亡是药

物肾毒性的机制之一，如马兜铃酸Ⅰ（ａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃ
ａｃｉｄⅠ，ＡＡⅠ）可通过诱导肾小管上皮细胞凋亡产
生肾毒性［９］。笪红远等［１０］观察到大黄酸对肾小管

上皮细胞有毒性作用，并发现大黄酸可诱导肾小管

上皮细胞凋亡，然而具体机制尚不明确。因此，本

研究采用人肾小管上皮细胞系（ＨＫ２）作为实验模
型，进一步研究大黄酸对其毒性作用，并初步探讨

大黄酸对其凋亡作用机制。

!

　材　料

１１　细胞、药品和试剂
人肾小管上皮细胞系 ＨＫ２（江苏省药物研究

所惠赠）；大黄酸（批号１１０７５７２００２０６，纯度９９％，
中国药品生物制品检定所）；ＨｇＣｌ２粉末（美国
Ｓｉｇｍａ公 司）；一 抗 兔 抗 ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ８，
ｃａｓｐａｓｅ９，Ｆａｓ，ＦａｓＬ，ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ，βａｃｔｉｎ）抗体，人
抗兔二抗（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；
ＭＴＴ粉末、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）细胞毒性检测试剂
盒、ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ８活性检测试剂盒、Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ细胞凋亡试剂盒、细胞线粒体分离试剂盒
（碧云天生物技术研究所）；Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试
剂（生兴生物技术有限公司）；逆转录试剂盒、扩增

反应试剂盒（生工生物工程股份有限公司）。

１２　仪　器
ＶｅｒｓａＭａｘ多功能酶标仪（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｄｅｖｉｃｅｓ公司）；ＦＡＣＳｃａｎ流式细胞仪（美国 Ｂｅｃｔｏｎ
ＤｉｃｋｉｎｓｏｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）；Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｅｐｒｅａｌ
ｐｌｅｘ实时荧光定量ＰＣＲ仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；
垂直蛋白电泳仪、半干式转膜仪、ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ成像
系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

"

　方　法

２１　细胞培养
ＨＫ２细胞常规培养于含 １０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中，３７℃、５％ ＣＯ２培养，细胞单
层贴壁生长，正常情况下为短梭形或铺路石形，长

满至８０％左右时，以胰酶消化传代，所有实验均在
细胞对数生长期进行。

２２　ＭＴＴ法测ＨＫ２细胞存活率
收集对数期 ＨＫ２细胞，反复吹打成密度约为

每毫升３×１０４个的细胞悬液，每孔２００μＬ接种入
９６孔板，３７℃、５％ ＣＯ２条件培养过夜。待细胞贴
壁，吸出培养基，加入浓度分别为１０，２５，５０，１００，
２００μｍｏｌ／Ｌ的大黄酸，１０μｍｏｌ／ＬＨｇＣｌ２和溶剂对
照，并设置不加细胞的溶剂空白组，继续培养１２，
２４，４８ｈ，每孔加入质量浓度为５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ溶液
２０μＬ，继续培养４ｈ后吸出ＭＴＴ，加入ＤＭＳＯ溶液
１５０μＬ，１０ｍｉｎ后在４９０ｎｍ处测定吸收度（Ａ），计
算细胞存活率（Ａｔｅｓｔ／Ａｃｏｎｔｒｏｌ×１００％），并由拟合出的
量效曲线计算ＩＣ５０。
２３　乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放检测

收集对数期 ＨＫ２细胞悬液，调整细胞浓度，
接种到 １２孔板，使每孔细胞数量 ８×１０５个。
２４ｈ后开始给药，设置正常对照组、１０μｍｏｌ／Ｌ
ＨｇＣｌ２组和不同浓度大黄酸给药组（１０，２５，５０，
１００，２００μｍｏｌ／Ｌ），另设置不加细胞的溶剂对照
组、不同浓度大黄酸的药物对照组（１０，２５，５０，
１００，２００μｍｏｌ／Ｌ）。大黄酸作用 １２，２４，４８ｈ后，
取培养液上清液测定。按乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）细
胞毒性检测试剂盒说明书处理样品，在 ４９０ｎｍ
处测定吸收度，计算：ＬＤＨ相对释放量 ＝（给药组
绝对吸收度 －药物对照组绝对吸收度）／正常对
照组绝对吸收度。

２４　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡
收集对数期生长的 ＨＫ２细胞，调整细胞浓度

为每毫升１２×１０５个细胞，接种于６孔板中，每孔
细胞悬液２５ｍＬ。细胞铁壁后后给药，设置对照
组和浓度分别为２５，５０，１００μｍｏｌ／Ｌ的大黄酸给药
组。给药 ２４ｈ后，胰酶消化并离心收集细胞，用
４℃预冷ＰＢＳ洗涤细胞两次，结合液１９５μＬ重悬
细胞，细胞悬液中加入ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ５μＬ，ＰＩ染
液１０μＬ，２５℃避光孵育２０ｍｉｎ，流式细胞仪上机
检测。

２５　ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ８活性检测
将 ρ硝基苯胺（ρｎｉｔｒｏａｎｉｌｉｎｅ，ρＮＡ）标准品用

裂解液稀释成不同浓度梯度，酶标仪测定４０５ｎｍ
处吸收度，绘制标准曲线。取 ＨＫ２细胞接种于
２５ｃｍ２培养瓶中，细胞贴壁后开始给药。设 ５个
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组，分别为溶剂对照组，空白对照组，大黄酸浓度分

别为２５，５０，１００μｍｏｌ／Ｌ的给药组。给药２４ｈ，胰
酶消化收集细胞，按照每毫升２×１０６个细胞加入
裂解液 １００μＬ的比例加入裂解液，冰浴裂解
１５ｍｉｎ。于４℃，２４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清
液，立即测定ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ活性。按照反应
体系加入检测缓冲液，反应体系为检测缓冲液

８０μＬ，待测样１０μＬ，ＡｃＤＥＨＤρＮＡ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）
１０μＬ（ｃａｓｐａｓｅ３）、ＡｃＩＥＨＤρＮＡ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）
１０μＬ（ｃａｓｐａｓｅ８）。混匀后水浴锅３７℃孵育６０～
１２０ｍｉｎ，肉眼观察颜色变化明显时用酶标仪测
４０５ｎｍ处的吸收度。最终计算酶活力单位。酶活
力单位＝ｃρＮＡ×Ｖ／ｔ其中ｃρＮＡ（μｍｏｌ／Ｌ）为通过标曲
计算的ρＮＡ浓度；Ｖ（ｍＬ）为反应体系体积；ｔ（ｈ）为
反应时间）。

２６　ＲｅａｌＴｉｍｅｑＰＣＲ检测相关基因表达
取ＨＫ２细胞接种于２５ｃｍ２培养瓶中，细胞贴

壁后开始给药。设４个组，包括空白对照组，以及
大黄酸浓度分别为２５，５０，１００μｍｏｌ／Ｌ的给药组。
给药２４ｈ，用ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取试剂提取总 ＲＮＡ；用
逆转录试剂盒将 ＲＮＡ逆转录为单链 ｃＤＮＡ；将逆
转录好的模板ｃＤＮＡ与对应引物、ＳＹＢＲｑＰＣＲＭｉｘ
通过实时定量 ＰＣＲ方法扩增，执行扩增过程中用
到的对应正反引物如表１所示；甘油醛３磷酸脱
氢酶（ＧＡＤＰＨ）作为每次扩增过程中的内参对照基
因。测得结果为 Ｃｔ值，即每个反应管内的荧光信
号达到所设定的阈值时所经历的反应循环数。所

有样品按试剂盒说明书进行，经过４０个扩增循环
（９５℃ １０ｍｉｎ→９５℃ １５ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃
３０ｓ）。结果处理采用相对定量中的２－ΔΔＣｔ计算方
法来表示ｍＲＮＡ表达改变情况。

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅａｌＴｉｍｅｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｍＲＮＡ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
ＧＡＤＰＨ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ
Ｆａｓ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＣＡＣＴＣＡＣＣＡＧＣＡＡＣＡＣＣＡＡＧＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＣＣＴＴＴＣＴＣＴＴＣＡＣＣＣＡＡＡＣＡＡＴ
ＦａｓＬ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＧＡＡＣＴＧＧＣＡＧＡＡＣＴＣＣＧＴＧＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＡＧＡＴＣＡＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣＡＴＡＴＧＴＧＴＣ
ＦＡＤＤ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＣＴＣＣＡＴＣＴＧＧＣＴＧＴＴＴＧＴＴＣＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＧＧＧＡＧＴＣＡＡＧＡＧＣＡＴＴＧＴＧＧＣＴＡ
Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＧＣＡＡＴＡＡＡＴＧＡＡＴＧＧＧＣＴＧＡＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＧＴＡＴＧＧＡＧＡＡＡＴＧＧＧＣＴＧＴＡＧＧ
Ｃａｓｐａｓｅ８ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＧＴＧＡＡＴＣＡＣＡＧＡＣＴＴＴＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＡＴＣＡＧＡＡＧＧＧＡＡＧＡＣＡＡＧ

２７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达
取ＨＫ２细胞接种于２５ｃｍ２培养瓶中，细胞贴

壁后开始给药。设４个组：空白对照组、２５，５０，１００
μｍｏｌ／Ｌ大黄酸给药组。药物处理２４ｈ，ＰＢＳ洗两
遍，提取细胞蛋白：每瓶细胞加入含 １ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＭＳＦ的裂解液２００μＬ，冰上静置５ｍｉｎ，使用细胞
刮刀收集细胞至离心管中，冰浴 １５ｍｉｎ，４℃，
１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，取上清液为总蛋白。使
用细胞线粒体分离试剂盒将线粒体分离，按上述蛋

白提取步骤获得胞浆蛋白，用于检测胞浆 Ｃｙｔｃ。
使用ＢＣＡ蛋白浓度试剂盒测定每组蛋白浓度，调
整蛋白样品浓度，配制成含２０％ ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白
上样缓冲液（５×）的蛋白溶液，沸水浴５ｍｉｎ，充分
变性蛋白。１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，蛋白转移至
ＮＣ膜上，５％脱脂奶粉室温封闭 ２ｈ；孵育一抗
（５％脱脂奶粉 １∶１０００稀释），４℃过夜，室温
ＴＢＳＴ溶液洗３遍，每次１０ｍｉｎ；孵育二抗（ＴＢＳＴ溶
液１∶１００００稀释），室温孵育２ｈ；二抗杂交结束
后，室温ＴＢＳＴ溶液洗３遍，每次１０ｍｉｎ。ＮＣ膜上
滴加ＥＣＬ发光液，放入凝胶成像仪中曝光。使用
软件ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ４对曝光结果进行定量分析，
使用βａｃｔｉｎ作为内参进行校正。
２８　统计分析

每个实验独立重复３次，计量资料均以 珋ｘ±ｓ表
示，使用ＳＰＳＳ１９０软件进行统计，多组数据组间比
较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），组间均数比较采
用ｔ检验，Ｐ＜００５表示统计有显著性差异。

#

　结　果

３１　大黄酸对ＨＫ２细胞存活率的影响
ＭＴＴ实验结果如图１所示，ＨＫ２细胞存活率

随大黄酸浓度增加而递减。给药１２ｈ时，大黄酸
浓度大于１００μｍｏｌ／Ｌ可显著抑制 ＨＫ２细胞存活
率；给药２４ｈ时，大黄酸浓度大于１０μｍｏｌ／Ｌ可显
著抑制ＨＫ２细胞的存活率；给药４８ｈ时，各浓度
大黄酸均可显著抑制 ＨＫ２细胞的存活率。
１０μｍｏｌ／ＬＨｇＣｌ２可显著抑制 ＨＫ２细胞的存活
率。大黄酸作用于 ＨＫ２细胞１２，２４，４８ｈ时 ＩＣ５０
分别为１５１３、７１７和２８６μｍｏｌ／Ｌ。
３２　大黄酸对ＨＫ２细胞乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放
的影响

ＬＤＨ释放实验结果如图２所示，给药１２ｈ时，
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当大黄酸浓度大于２００μｍｏｌ／ＬＬＤＨ释放显著增
加；给药２４ｈ时，当大黄酸浓度大于 １００μｍｏｌ／Ｌ
时ＬＤＨ释放显著增加；给药４８ｈ时，当大黄酸浓
度大于 １０μｍｏｌ／Ｌ时 ＬＤＨ 释 放 显 著 增 加。
１０μｍｏｌ／ＬＨｇＣｌ２可使ＬＤＨ释放显著增加。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｈｅｉｎｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｈｅｉｎｏｎＬＤＨｒｅｌｅａｓｅｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓＬＤＨｒｅｌｅａｓｅ
ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｋｉｔｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３３　大黄酸对ＨＫ２细胞凋亡率影响
由图３可知，随着大黄酸浓度的增加，右上象

限和右下象限细胞数量显著增加，说明细胞凋亡率

随着大黄酸浓度增加而增加。经统计分析，空白对

照组、大黄酸 ２５μｍｏｌ／Ｌ组，５０μｍｏｌ／Ｌ组和 １００
μｍｏｌ／Ｌ组的凋亡率分别为（４５９±０９７）％、
（７０６±１４２）％、（２７２４±２７７）％和（４４７９±
２６４）％，其中２５μｍｏｌ／Ｌ组与对照组比无显著差
异，５０μｍｏｌ／Ｌ组、１００μｍｏｌ／Ｌ组的细胞凋亡率相
较对照组显著增加（Ｐ＜００５）。
３４　大黄酸对ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ８活性的影响

ｃａｓｐａｓｅ活性检测结果如图４所示，大黄酸作

用２４ｈ后，ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ８活性均有浓度依赖
性增高的趋势。２５μｍｏｌ／Ｌ组对 ｃａｓｐａｓｅ活性影响
无统计学意义，５０μｍｏｌ／Ｌ组、１００μｍｏｌ／Ｌ组可检
测到 ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ８活性相较对照组显著性
提高（Ｐ＜００５）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｒｈｅｉｎｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎ
ＨＫ２ｃｅｌｌｓｆｏｒ２４ｈ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＡｎｎｅｘｉｎⅤ／
ＰＩｓｔａｉｎｎｉｎｇ

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｒｈｅｉｎｏｎｃａｓｐａｓｅ３，
ｃａｓｐａｓｅ８ａｖｔｉｖｉｔｙｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ２４ｈ，ｃａｓｐａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｋｉｔｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３５　ＲｅａｌＴｉｍｅｑＰＣＲ分析相关凋亡基因表达
ＲｅａｌＴｉｍｅｑＰＣＲ分析结果如图５所示，在大黄

酸作用 ２４ｈ后，相比于正常对照组，Ｆａｓ，ＦａｓＬ，
ｃａｓｐａｓｅ３基因表达在 ５０μｍｏｌ／Ｌ组、１００μｍｏｌ／Ｌ
组显著上调（Ｐ＜００５）；ＦＡＤＤ，ｃａｓｐａｓｅ８基因表达
在２５，５０，１００μｍｏｌ／Ｌ组均显著上调（Ｐ＜００５）。
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Ｆｉｇｕｒｅ５　ＧｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦａｓ，ＦａｓＬ，ＦＡＤＤ，ｃａｓｐａｓｅ３，８ｉｎＨＫ２
ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｈｅｉｎｆｏｒ２４ｈ，ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
ＲｅａｌＴｉｍｅｑＰＣＲ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析蛋白表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带如图６所示，经 βａｃｔｉｎ标准

定量分析。结果（图６）显示 ｃａｓｐｓａｅ３原型无显著
性变化，而ｃａｓｐａｓｅ３剪切片段（１９ｋＤ，１７ｋＤ）在大
黄酸５０μｍｏｌ／Ｌ组、１００μｍｏｌ／Ｌ表达显著性增加；
ｃａｓｐａｓｅ８原型在大黄酸５０μｍｏｌ／Ｌ组、１００μｍｏｌ／Ｌ
表达显著性降低，ｃａｓｐａｓｅ８剪切片段（４３ｋＤ，
１８ｋＤ）在各大黄酸组表达均增加；ｃａｓｐａｅ９原型和
剪切片段与对照组比无显著性差异；Ｆａｓ，ＦａｓＬ，Ｃｙｔ
ｃ蛋白表达经 βａｃｔｉｎ标准定量分析后，结果如图
６Ｃ所示，发现大黄酸２５μｍｏｌ／Ｌ组的Ｆａｓ，ＦａｓＬ和
Ｃｙｔｃ蛋白相较对照组无显著性差异，而５０μｍｏｌ／Ｌ
组、１００μｍｏｌ／Ｌ组相较对照组均呈显著性增加
（Ｐ＜００５）。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｈｅｉｎｆｏｒ２４ｈ（Ａ），ｃａｓｐａｓｅ３（Ｂ），ｃａｓｐａｓｅ９（Ｃ），ｃａｓｐａｓｅ８（Ｄ），Ｆａｓ，
ＦａｓＬ，Ｃｙｔｃ（Ｅ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

大黄酸是大黄、虎杖、何首乌、芦荟等传统中药

的主要有效成分［２］，大黄酸胶囊作为治疗糖尿病

肾病特效药已进入临床Ⅱ期试验。然而大黄蒽醌
类化合物有潜在肾毒性，可引起大鼠肾小管病理性

改变，研究发现大黄酸对人肾小管上皮细胞系ＨＫ
２具有毒性作用［６－８］，故大黄酸潜在的肾毒性和相

关机制亟待阐明。同时，相关文献发现肾小管上皮

细胞损伤和再生过程中的凋亡现象，证明肾小管上

皮细胞凋亡是药物肾毒性中的重要机制之一［１１］。

本实验通过 ＭＴＴ实验，证明给药１２ｈ时，大黄酸
浓度大于１００μｍｏｌ／Ｌ可显著抑制 ＨＫ２细胞存活
率；给药２４ｈ时，大黄酸浓度大于１０μｍｏｌ／Ｌ可显
著抑制ＨＫ２细胞的存活率；给药４８ｈ时，各浓度
大黄酸均可显著抑制 ＨＫ２细胞的存活率。通常
细胞死亡的类型包括凋亡和坏死。当细胞坏死时，

细胞膜结构破损，乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）大量释放，故
细胞ＬＤＨ释放情况可当作衡量细胞坏死的指标。
本实验检测了大黄酸对细胞上清培养液中ＬＤＨ释
放的影响，结果发现给药１２ｈ后，大黄酸浓度大于
２００μｍｏｌ／ＬＬＤＨ释放显著增加；给药２４ｈ时，大
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黄酸浓度大于１００μｍｏｌ／ＬＬＤＨ释放显著增加；给
药４８ｈ时，大黄酸浓度大于１０μｍｏｌ／ＬＬＤＨ释放
显著增加。本实验在细胞毒性实验中设置了

１０μｍｏｌ／ＬＨｇＣｌ２的阳性对照组，观察到该组ＨＫ２
细胞存活率显著下降，ＬＤＨ释放显著增加。ＭＴＴ
实验协同ＬＤＨ释放实验说明大黄酸对 ＨＫ２细胞
有毒性作用，可引起 ＨＫ２细胞膜损坏，并呈时
间剂量依赖性。大黄酸作用 ＨＫ２细胞１２ｈ时，
１００μｍｏｌ／Ｌ以下浓度的大黄酸对 ＨＫ２细胞存活
率无显著性抑制作用，细胞无明显死亡现象；而作

用４８ｈ后，在浓度大于１０μｍｏｌ／Ｌ的大黄酸给药
组中细胞死亡的形式以坏死为主。当大黄酸作用

于ＨＫ２细胞２４ｈ后，１００μｍｏｌ／Ｌ浓度以下的大
黄酸给药组生长率被抑制，ＬＤＨ释放又无显著性
变化，故考虑在后面诱导凋亡实验中采用２４ｈ的
药物作用时间，并设置２５，５０，１００μｍｏｌ／Ｌ３个浓
度的大黄酸给药组。

细胞凋亡是由基因控制的细胞程序性死亡，机

制较为复杂，目前主要发现 ３条途径涉及凋亡过
程：内源性线粒体途径、外源性死亡受体途径以及

内质网应激途径［１２］。在内源性线粒体途径中，凋

亡启动时线粒体功能紊乱，线粒体完整性被破坏，

Ｃｙｔｃ释放到细胞胞浆中，然后与胞质中凋亡蛋白
激活因子（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎａｃｔｉｒｅｆａｃｔｏｒ，Ａｐａｆ１）结
合为聚合体，导致ｃａｓｐａｓｅ９原型活化分裂，从而激
活下游其他 ｃａｓｐａｓｅ激酶，如 ｃａｓｐａｓｅ３［１３］。Ｆａｓ受
体所介导的细胞凋亡是外源性死亡受体途径中最

重要的一种，并且有研究发现Ｆａｓ受体参与肾小管
上皮细胞的损伤与凋亡［１４］。Ｆａｓ作为细胞表面的
死亡受体，可与天然配体ＦａｓＬ相结合，向细胞内传
递与凋亡有关的信号［１５］，使 Ｆａｓ受体位于胞内的
死亡域形成三聚体活化形式，募集连接蛋白

ＦＡＤＤ，形成 ＦａｓＬＦａｓＦＡＤＤ死亡诱导信号复合物
（ｄｅａｔｈｉｎｄｕｃｉｎｇｓｉｇｎａｌｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，ＤＩＳＣ），ＤＩＳＣ可
激活下游的原型 ｃａｓｐａｓｅ８，释放裂解后的活性片
段ｐ１０、ｐ１８［１６］，从而继续激活下游的其他 ｃａｓｐａｓｅ
激酶（如 ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ６），引起细胞凋亡发
生［１７］。ｃａｓｐａｓｅ３是下游级联反应中的最为关键的
限速酶，是多种凋亡通路的共同下游靶点，是细胞

凋亡的重要执行者［１８］。本研究通过 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
ＦＩＴＣ／ＰＩ实 验，发 现 当 大 黄 酸 浓 度 为 ５０和
１００μｍｏｌ／Ｌ时，凋亡率相较对照组显著增加。接

着，本研究通过试剂盒检测 ＨＫ２细胞中总
ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ８激酶活性，发现两种ｃａｓｐａｓｅ激
酶活性亦随大黄酸浓度增加而递增，其中 ｃａｓｐａｓｅ
８作为 ｃａｓｐａｓｅ３的上游部分，即参与了线粒体途
径，又涉及死亡受体途径。本研究继续通过 Ｒｅａｌ
ＴｉｍｅｑＰＣＲ方法测定了 Ｆａｓ，ＦａｓＬ，ＦＡＤＤ，ｃａｓｐａｓｅ
３，ｃａｓｐａｓｅ８的 ｍＲＮＡ的表达情况。结果证明了
ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ８的 ｍＲＮＡ表达随大黄酸浓
度增加而递增，这与 ｃａｓｐａｓｅ活性检测结果可互相
印证；同时，ＦａｓＬ，Ｆａｓ，ＦＡＤＤ的 ｍＲＮＡ表达亦随大
黄酸浓度增加而递增。最后，本实验通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ方法检测了与凋亡相关蛋白的表达情况。结
果发现大黄酸５０和１００μｍｏｌ／Ｌ组Ｆａｓ和ＦａｓＬ的表
达情况相较对照组表达显著增多，ｃａｓｐａｓｅ３原型无
显著性变化，而ｃａｓｐａｓｅ３剪切片段（１９ｋＤ，１７ｋＤ）
在大黄酸 ５０和 １００μｍｏｌ／Ｌ组表达显著性增加；
ｃａｓｐａｓｅ８原型在大黄酸５０和１００μｍｏｌ／Ｌ组表达
显著性降低，ｃａｓｐａｓｅ８剪切片段（４３ｋＤ，１８ｋＤ）在
各大黄酸组表达均增加；ｃａｓｐａｓｅ９原型和剪切片
段与对照组比无显著性差异，同时发现释放进入胞

浆的Ｃｙｔｃ随大黄酸浓度升高而增加。综上所述，
大黄酸可能促使 ＦａｓＬ和 ＨＫ２细胞表面的 Ｆａｓ受
体相结合，从而启动细胞凋亡程序。同时，虽然

Ｃｙｔｃ从线粒体释放进入胞浆，但是并未导致
ｃａｓｐａｓｅ９活化分裂，所以线粒体途径并非大黄酸
导致ＨＫ２细胞凋亡的主导途径。

通过对上述实验结果的分析，可证明大黄酸体

外对ＨＫ２细胞有毒性作用，说明大黄酸有潜在的
肾毒性，其毒性作用机制可能是通过Ｆａｓ途径所诱
导ＨＫ２细胞凋亡作用。
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ｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ［Ｊ］．ＦＥＢＳＪ，２００９，２７６（２）：５８１－５９３

［１３］ＺｈａｏＹＣ，ＧｕＧ．Ａｄｖａｎｃｅｒｅｓｅａｒｃｈｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．

ＭｏｄｅｒｎＭｅｄＪ（现代医学），２０１３，４１（４）：２８５－２８８

［１４］ＹｕＸＬ，ＷａｎｇＨ，ＺｈａｎｇＢ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

Ｂｃｌ２ａｎｄＦａｓ／ＦａｓＬｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｒａｔｓａｆｔｅｒｒｅｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒ

ｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＪＦｏｕｒｔｈＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ（第四军医大学学报），

２００３，２４（８）：７２３－７２６

［１５］ＲｅｉｍｅｒＴ，ＨｅｒｒｎｒｉｎｇＣ，ＫｏｃｚａｎＤ，ｅｔａｌ．ＦａｓＬ：Ｆａｓｒａｔｉｏ— ａ

ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｉｎｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０００，６０

（４）：８２２－８２８

［１６］ＫｏｂｅｒＡＭＭ，ＬｅｇｅｗｉｅＳ，ＰｆｏｒｒＣ，ｅｔａｌ．Ｃａｓｐａｓｅ８ａｃｔｉｖｉｔｙｈａｓａｎ

ｅｓｓｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｉｎＣＤ９５／ＦａｓｍｅｄｉａｔｅｄＭＡＰＫａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ

ＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１１，２（１０）：ｅ２１２

［１７］ＤａｓｍａｈａｐａｔｒａＧ，ＡｌｍｅｎａｒａＪＡ，ＧｒａｎｔＳ．Ｆｌａｖｏｐｉｒｉｄｏｌａｎｄｈｉｓｔｏｎｅ

ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｐｒｏｍｏｔｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｉｎｊｕｒｙａｎｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ

ｉｎｈｕｍａｎｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓｔｈａｔｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓＢｃｌ２［Ｊ］．ＭｏｌＰｈａｒ

ｍａｃｏｌ，２００６，６９（１）：２８８－２９８

［１８］ＣｈｅｎＪ，ＭｅｈｔａＪＬ，ＨａｉｄｅｒＮ，ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｏｆｃａｓｐａｓｅｓｉｎＯｘＬＤＬ

ｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｃａｓｃａｄｅｉｎｈｕｍａｎｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，２００４，９４（３）：３７０－３７６

·校园信息·

中国药科大学五个专业入选江苏高校品牌专业建设工程

６月８日，在江苏省教育厅组织召开的＂江苏省高校品牌专业建设推进会＂上，江苏省教育厅副厅长丁晓昌宣读了
《关于公布江苏高校品牌专业建设工程一期项目名单的通知》，我校药学、中药学、药物制剂、药事管理和生物制药五个

专业入选江苏高校品牌专业建设工程一期项目。

实施高校品牌专业建设工程，是江苏省高等教育继优势学科建设工程、协同创新计划、特聘教授计划等专项之后的

又一重点工程。此次评选出的项目在建设期内实行年度考核和评价制度、期末验收制度，省财政将对入选项目的专业

逐年给予一定的经费资助。此次，我校根据省品牌专业建设工作的要求，经教务处组织和各院系的积极申报，共推荐出

七个专业参加省教育厅的评审，经教育厅项目初审、项目答辩、专家评审、综合评审等各个环节的严格评审，最终有五个

专业脱颖而出入选江苏高校品牌专业建设工程一期项目。

（本刊讯）

５７４




