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AAVC-1诱导 A549 细胞凋亡的线粒体机制研究
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( 皖南医学院 1．临床医学院; 2．病理生理学教研室; 3．蛇毒研究所，安徽 芜湖 241002)

【摘 要】目的: 探讨皖南五步蛇蛇毒抑瘤组分Ⅰ( AAVC-1) 诱导人非小细胞型肺癌 A549 细胞凋亡的作用，并分析其可能的线

粒体机制。方法: 以不同作用浓度的 AAVC-1 处理 A549 细胞，采用 Annexin V /PI 双染流式细胞仪分析法检测 A549 细胞凋亡

百分率; JC-1 检测细胞线粒体的膜电位变化，免疫组化检测细胞色素 C 在线粒体内的分布。结果: 不同浓度梯度 AAVC-1 1．0、
3．0、9．0、20．0 μg /mL 处理 24 h 后，与对照组相比，A549 细胞早期凋亡率明显增加( P＜0．05) ; 线粒体膜电位绿色荧光百分比由

( 23．01±6．07) %上升至( 87．26±9．54) %( P＜0．01) ，荧光显微镜观察到绿色荧光增强; 免疫组化显示，随着 AAVC-1 浓度增加，胞

质内细胞色素 C 平均光密度值明显增加( P＜0．05) 。结论: AAVC-1 可以通过降低线粒体膜电位和促进细胞色素 C 的释放，激

活线粒体通路诱导人非小细胞型肺癌 A549 的凋亡。
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Mitochondrial mechanism of AAVC-1 induced apoptosis in A549 cells

XU Cheng，ZHANG Genbao，ZHOU Shuyan，SANG Jinfeng
School of Clinical Medicine，Wanan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective: To investigate the apoptosis pathway and mechanisms of human non-small cell lung cancer A549 cells induced by anticoagulant frac-

tion from Agkistrodon acutus venom( AAVC-1) ．Methods: Different dose of AAVC-1 was used to treat A549 cells，and the apoptosis percentage of A549

cells was assessed by flow cytometry with annexin V /PI double staining．Mitochondrial trans-membrane potential ( Δψm) of A549 cells was measured by

JC-1 fluorescence probe and microscopy，and distribution of cytochrome C in the mitochondria was detected by immunohistochemistry after AAVC-1 treat-

ment．Ｒesults: The early apoptosis rate of A549 cells was significantly increased after treatment with different dose of AAVC-1 for 24 h as compared with the

control group( P＜0．05) ．The fluorescence green intensity was increased from( 20．13±1．6) % to( 89．12±1．2) % ( P＜0．01) ，and fluorescence spectroscopy

indicated intensified intracellular green fluorescence．Immunohistochemical test revealed markedly increased average light density of cytochrome C with add-

ed dose of AAVC-1 treatment( P＜0．05) ．Conclusion: AAVC-1 can induce the apoptosis of human non-small cell lung cancer A549 cells by reducing the

mitochondrial membrane potential and promoting the release of cytochrome C．

【Key words】Agkistrodon acutus venom antitumor component 1; non-small cell lung cancer; mitochondria; apoptosis

肺癌是威胁人类健康和生命的最常见的恶性肿

瘤之一，有报道指出我国肺癌的发病率和病死率有

明显增高的趋势，其中非小细胞型肺癌的恶性程度

最高，对放化疗均不敏感，预后最差［1］。因此，寻找

有效安全的抗肿瘤药物是当前研究的一个热点问

题。蛇毒生物学活性广泛，是一种天然的药用资源，

富含多种酶类、蛋白质和多肽，具有镇痛、抗凝、抗血

栓、抗肿瘤等功效［2－3］，其中抗肿瘤效应已越来越受

到重视［4］。本实验室前期从皖南地区五步蛇粗毒

中分离纯化了一种抑瘤组分Ⅰ ( Agkistrodon acutus
venom-1，AAVC-1) ，研究表明，AAVC-1 可以剂量依

赖性抑制人非小细胞肺癌细胞 A549 的体外增殖和

诱导其凋亡，但其确切的机制尚不清楚［5］。本实验

进一步探讨 AAVC-1 诱导 A549 细胞凋亡的线粒体

机制，为 AAVC-1 可能的临床应用提供一定的理论

依据。
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1 材料与方法

1．1 试剂、药品和仪器 五步蛇蛇毒抑瘤组分Ⅰ
( AAVC-1) 冻干粉由皖南医学院蛇毒研究所提供。
无支原体胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有

限公 司; ＲPMI 1640 ( Hyclone ) 、胰 蛋 白 酶 ( Gibco-
brl) 、JC-1 检测试剂盒、细胞色素 C 单克隆抗体、An-
nexin V-FITC /PI 细胞凋亡检测试剂均购自浙江碧

云天生物技术研究所( 进口分装产品) ; 免疫组化试

剂盒为武汉博士德公司产品; MUSE 智能触控细胞

分析仪( 德国，Milipore 公司) ，倒置荧光显微镜( 日

本，OLYMPUS IX51) ，二氧化碳培养箱( 美国，Ther-
mo 公司) ，超净工作台( 上海三发科学仪器有限公

司) 。
1．2 细胞培养和分组 人肺癌细胞 A549 由皖南医

学院蛇毒研究所留存，细胞接种于含 10%胎牛血

清、1% 青 霉 素-链 霉 素 溶 液 的 ＲPMI1640 中，置 于

5%CO2，恒温 37℃细胞培养箱中常规培养。设置对

照组( 加入等体积的细胞培养液) ，实验组( 分别加

入 1．0、3．0、9．0、20．0 μg /mL AAVC-1) ，以及 CCCP
组( CCCP，作为一种质子载体，强效的线粒体氧化磷

酸化解偶联剂，可使线粒体内膜两侧的膜电位彻底

丧失［6］) 。
1．3 方法

1．3．1 Annexin V-FITC /PI 流式细胞仪检测 A549 细

胞凋亡 各组细胞培养 24 h 后，细胞样本均分 3
份。处理细胞及加入试剂的具体操作参照凋亡检测

试剂盒说明。细胞消化、离心，收集悬浮细胞，弃培

养基。用 冷 PBS 洗 涤 细 胞 两 次。用 400 μL 1X
Binding Buffer 悬浮细胞，浓度大约为 1 × 106 /mL。
在细胞悬浮液中加入 5 μL Annexin V-FITC，轻轻混

匀后于 2～8°C 避光条件下孵育 15 min。加入 10 μL
PI 后轻轻混匀于 2～8°C 避光条件下孵育 5 min。使

用 MUSE 智能触控细胞分析仪分析样本。样本最少

细胞数为 1×105 个。以上检测重复 3 遍。
1．3．2 JC-1 检测线粒体膜电位变化 依据 JC-1 检

测试剂盒使用说明进行操作。JC-1 是一种广泛用

于检测线粒体膜电位的理想荧光探针，取对数增殖

期细胞，将细胞接种于 6 孔板，分别设置对照组( 加

入等量的培养基) ，CCCP ( 1 μg /mL CCCP 处理 20
min) 以及不同浓度的 AAVC-1 ( 1． 0、3． 0、9． 0、20． 0
μg /mL) 实验组，37℃孵育 24 h，重复 3 次，荧光显微

镜下观察线粒体膜电位改变，用 Image pro plus 6．0
软件的 Color Histogram 模板计算出 5 个视野绿色荧

光强度的平均值，以平均荧光强度做统计分析，定量

线粒体膜电位水平。
1．3．3 免疫组化检测胞质细胞色素 C( cyto．c) 含量

制备细胞爬片，待铺满 60% ～80%后弃原培养液，

PBS 洗 3 次，加入 4%多聚甲醛室温固定 20 min，

PBS 洗 3 次，再加 0．5%Triton X-100，室温下封闭 15
min，PBS 洗 3 次，加入抗细胞色素 C 兔单克隆抗体

1 ∶200 ( 阴性对照组加 PBS ) ，37℃ 过夜，PBS 洗 3
次，再 加 生 物 素 标 记 的 羊 抗 兔 IgG，37℃ 孵 育 30
min，PBS 洗 3 次，加 DAB 显色液，显微镜下控制显

色，苏木精复染，水洗，1%盐酸酒精分化，酒精梯度

脱水，最后中性树胶封片，倒置显微镜观察拍照，用

Image pro plus 6．0 软件的 Color Histogram 模板计算

出 5 个视野平均光密度值，以平均光密度值来定量

细胞色素 C 表达水平。
1．4 统计分析 实验数据以均数±标准差( 珋x±s) 表

示，组间差异采用单因素方差分析，两两比较采用 q
检验，P＜0．05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2．1 AAVC-1 诱导 A549 细胞的凋亡 AAVC-1 作

用于 A549 细胞 24 h 后，利用 Annexin V /PI 双染流

式细胞术检测，左下限为正常细胞群，右下限为早期

凋亡细胞群，右上限为晚期凋亡细胞和坏死细胞

群［7］。结果如图 1 所示，随着药物浓度的增加，细胞

凋亡率也相应增加。当 AAVC-1 在 1．0 ～ 20．0 μg /
mL 范围时，A549 细胞早期凋亡率分别为0．99%、
2．60%、5．69%、7．88%、16．74%，而对照组细胞凋亡

无明显改变。

A: 对照组; B～E: AAVC-1 1．0、3．0、9．0、20．0 μg /mL 处理组。

图 1 AAVC-1 诱导 A549 细胞早期凋亡的百分率
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2．2 AAVC-1 对 A549 细胞线粒体膜电位的影响

JC-1 是一种用于检测线粒体膜电位的荧光探针，可

以检测细胞组织或纯化的线粒体膜电位［6］。当线

粒体膜电位水平较高时，JC-1 聚集在线粒体基质

中，形成聚合物，呈高红低绿; 当膜电位水平较低时，

JC-1 主要以单体形式存在于胞质中，呈高绿低红。
各组 A549 细胞绿色荧光百分比见表 1，随着 AAVC-
1 浓度的增加，绿色荧光逐渐增强 ( P ＜ 0．05和 P ＜
0．01) ，提示 AAVC-1 处理的 A549 细胞的线粒体膜

电位水平明显下降( 图 2) 。

表 1 AAVC-1 对 A549 细胞线粒体膜电位的影响

( 珋x±s，n= 5)

组别 绿色荧光百分比 /%

Control 11．00±4．06

AAVC-1 1．0 μg /mL 23．01±6．07*

AAVC-1 3．0 μg /mL 51．61±6．99＊＊

AAVC-1 9．0 μg /mL 64．05±6．20＊＊△

AAVC-1 20．0 μg /mL 87．26±9．54＊＊△

CCCP 92．62±12．26＊＊

F 值 86．513

P 值 0．000

注: 与对照组比较，* P＜0．05，＊＊P＜0．01; 与 AAVC-1 1．0 μg /mL 组

比较，△P＜0．05。

A: 对照组; B～E: AAVC-1 1．0、3．0、9．0、20．0 μg /mL 处理组;

F: CCCP 组。

图 2 AAVC-1 对 A549 细胞线粒体膜电位的影响( 200×)

2．3 AAVC-1 增加 A549 细胞线粒体细胞色素 C 的

释放 免疫组化检测结果显示，在实验组 AAVC-1
孵育 A549 细胞 24 h 后，细胞胞质内出现明显的黄

染颗粒，镜下细胞体积缩小，细胞间隙增大，胞质染

色加深，随 AAVC-1 浓度的增加，细胞色素 C 平均光

密度值也逐渐升高，与对照组比较差异有统计学意

义( P＜0．05) ，见表 2。对照组细胞呈长梭形，边界清

晰，胞质内黄染颗粒不明显。

表 2 各组细胞色素 C 平均光密度值( 珋x±s，n= 5)

组别 平均光密度值

Control 0．05±0．02
AAVC-1 1．0 μg /mL 0．37±0．10*

AAVC-1 3．0 μg /mL 0．44±0．43＊＊

AAVC-1 9．0 μg /mL 0．54±0．84＊＊

AAVC-1 20．0 μg /mL 0．79±0．10＊＊

F 值 8．587
P 值 0．000

注: 与对照组比较，* P＜0．05，＊＊P＜0．01。

3 讨论

细胞线粒体是细胞能量供应的场所，氧化磷酸

化、电子传递、三羧酸循环等均依赖线粒体，当线粒

体膜结构或功能受到破坏时，能量代谢异常，可引起

细胞凋亡。有文献报道指出，线粒体死亡途径是细

胞凋亡发生的主要机制之一［8］，当 Bax 蛋白和线粒

体膜上的电位依赖性离子通道相结合，膜通透性改

变，线粒体的膜电位 Δψm 降低，细胞色素 C 和凋亡

诱导因子 AIF 从线粒体释放入胞 质，在 dATP 或

ATP 的作用下，和凋亡蛋白酶激活因子 Apaf-1 结

合，激活下游的 casapase-9，三者形成凋亡复合体，再

进一步激活关键的凋亡蛋白 casapase-3，继而引发细

胞凋亡［9－10］。AAVC-1 是从皖南五步蛇粗毒中分离

纯化的一种抑瘤组分，具有明显的抑制肿瘤细胞增

殖和促进凋亡的效应［5］。本实验结果进一步证实

了 AAVC-1 的促细胞凋亡作用，20．0 μg /mL AAVC-1
可使人非小细胞肺癌 A549 细胞早期凋亡百分率达

16．97%。JC-1 荧光探针用来检测细胞膜电位改变，

当线粒体的膜电位较高时，JC-1 主要以聚合物的形

式聚集在胞质中，呈红色荧光; 当膜电位浓度降低

时，JC-1 以单体的形式，散在分布于胞质中，呈绿色

荧光［6］。实验发现，不同浓度 AAVC-1 处理 24h 均

会引起 A549 细胞线粒体膜电位 Δψm 降低，绿色荧

光百分比高于对照组( P＜0．05 和 P＜0．01) ; 实验还

观察到 AAVC-1 各浓度组( 1．0 ～ 20．0 μg /mL) 引起

线粒体膜电位降低的程度小于 CCCP 组( P＜0．05) ，

提示 AAVC-1 可以诱导线粒体膜电位的降低，但未

使线粒体膜电位彻底崩溃。同时，免疫组化结果也

显示实验组 AAVC-1 孵育 A549 细胞 24 h 后胞质内

出现明显的黄染颗粒，细胞色素 C 平均光密度值也

明显升高，与对照组相比差异有统计学意义 ( P ＜
0．05) 。结果表明，AAVC-1 可以通过降低 A549 细

胞线粒体膜电位 Δψm，诱导细胞色素 C 从细胞线粒

体释放至胞质，从而导致细胞凋亡。
( 下转第 15 页)
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色透明液体，带有泥土气息，在工业上主要用作有机

合成原料和溶剂; 侧柏酮( Thujone) 有类似薄荷醇的

气味，能作用于大脑中的 GABA 受体和 5-HT3 受

体［14］，使大脑产生兴奋作用; 蒿酮( 1，5-Heptadien-4-
one，3，3，6-trimethyl-) 、蒿醇( Artemisol) 等成分有抑

制细菌、病毒的作用。
本研究采用 GC-MS 对安徽产地的艾叶挥发油

进行分析，使我们对该地区艾叶挥发油成分有了更

近一步了解，为艾叶挥发油的综合利用率奠定了理

论基础。
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