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活性氧在顺铂致 HepG2 凋亡中的作用

陈伟庆 ,沈　薇 ,沈鼎明　　(重庆医科大学第二临床学院消化内科 , 重庆 400011)

　　提　要:目的　利用 Acivicin阻断 GGT的功能 , 观察其单独对 HepG2 凋亡及联用顺铂后对 HepG2 的凋亡 、细胞内 ROS

产生的影响。方法　细胞毒性测定采用 MTT法 。Acivicin 和顺铂分别或联合处理 HepG2 细胞。采用 DCFH-DA 能被 ROS

作用发光的特性。通过流式细胞仪测定细胞内 ROS 的变化。 凋亡检测采用细胞凋亡原位检测法(TUNEL法)。结果　

MTT法测定 HepG2 IC50值Acivicin为 1.4 mmol L ,顺铂为 67μmol L。 Acivicin 1.4 mmol L和顺铂 67 μmol L以及 Acivicin(1.4

mmol L)+顺铂(67 μmol L)HepG2 24 h 细胞内的 ROS 显著升高 , 尤其是在当与顺铂联用时HepG2 细胞内的 ROS升高就更加

明显。TUNEL法测定 Acivicin(1.4 mmol L)在 24 、48、72 h致 HepG2 的凋亡率分别分(16.3±3.5)%、(27.9±4.3)%、(47.2±

3.0)%。与对照组相比差异显著(P<0.05)。顺铂(67 μmol L)HepG2 24 h 的凋亡率为(73.4±1.5)%, Acivicin(1.4 mmol L)

+顺铂(67μmol L)HepG2 24 h 的凋亡率为(94.7±0.5)%,较单用显著增加(P <0.01)。结论　顺铂致 HepG2 凋亡的机制之

一是增加细胞内 ROS 的产生。 Acivicin 抑制 GGT ,干扰 GSH代谢 , 可致 HepG2 细胞内的 ROS 升高 ,使细胞凋亡 , 并增强顺

铂的细胞毒性。
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Roles of reactive oxygen species in HepG2 cell apoptosis induced by CDDP

CHEN Wei-qing , SHEN Wei , SHEN Ding-ming (Department of Gastroenterology , Second Affiliated Hospital , Chongqing University of

Medical Sciences , Chongqing 400011 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects of acivicin on HepG2 cell apoptosis and the effects of acivcin

with cis-diaminedichloroplatinum(CDDP)on HepG2 cell apoptosis and on production of intracellular ROS.Methods

　HepG 2 cells were treated with acivcin , CDDP , and acivicin combined with CDDP.The cytotoxicity was measured

by MTT assay.Flow cytometry was used to detect the intracellular ROS , and the rate of apoptosis was determined by

TUNEL assay.Results　The concentration of acivicin to cause HepG2 IC50 was 1.4 mmol L , and CDDP was 67

μmol L.Significant increases in intracellular ROS content were observed in HepG2 cells 24 h after treatment with

acivicin(1.4 mmol L), CDDP(67μmol L), or acivicin (1.4 mmol L)plus CDDP (67 μmol L), especially with

acivicin(1.4 mmol L)plus CDDP (67 μmol L).HepG2 cell apoptotic rates induced by acivicin(1.4 mmol L)at

24 , 48 , and 72 h were (16.3±3.5), (27.9±4.3), (47.2±3.0), respectively , and a significant difference was

observed compared to that of control group(P <0.01).HepG2 apoptotic rate induced by CDDP (67 μmol L)at 24

h was(73.4±1.5), while that by acivicin(1.4 mmol L)plus CDDP(67μmol L)at 24 h was(94.7±0.5).The

increase caused by combination of acivcin and CDDP was more significant than that by either of them (P<0.01).

Conclusions　One of the mechanisms of HepG2 apoptosis induced by CDDP is to increase intracellular ROS.Acivi-

cin inhibits GGT and interferes GSH metabolism , which may lead to an increase in intracellular ROS level of HepG2

cell , resulting in apoptosis and enhanced CDDP cytotoxicity.

　　Key words:CDDP;ROS;apoptosis;HepG 2

　　活性氧(reactive oxygen species , ROS)是自然界普

遍存在的一种具有很高生物活性的氧分子。在活体细
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胞主要在有氧代谢过程中产生 。在真核细胞线粒体中

氧化磷酸化过程是 ROS 产生的主要位点 。传统上 ,顺

铂(cis-diaminedichloroplatinum , CDDP)和阿霉素均被列

入DNA损伤剂而用于化疗 ,但有关 ROS 与顺铂毒性作

用的关系知之甚少 。目前认为 ROS 是致细胞凋亡中
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最常见的生物活性因子。越来越多的研究表明 ,在阿

霉素的细胞毒性中 , ROS 的产生发挥了重要作用。有

学者甚至认为 ROS 产生是许多化疗制剂发挥作用的

重要模式
[ 1]
。但国内外有关顺铂的报道尚少 , ROS 产

物的增加可致氧化还原失衡 ,而这恰是细胞凋亡发生

的共同中心环节。γ-谷氨酰转肽酶(GGT)是 GSH 合

成 、分解和转运不可缺少的酶之一。在细胞中 GSH 的

耗竭和凋亡之间有直接的因果关系 ,GSH 耗竭引起的

氧化还原失衡是细胞凋亡主要的触动点。因为 GSH

可有效阻止氧化应激和膜脂质过氧化等导致的细胞凋

亡
[ 2]
。本研究通过 Acivicin(L-(alpha s.5s)-alpha-aimi-

no-3-chloro-4 , 5-dihyolro-5-isoxazole acetic acid , L-(αS ,

5S)-α-氨基-3-氯-4 ,5-二氢异恶唑醋酸)具有的特异性

阻断GSH合成 ,分解及转运 GSH 的功能 ,观察 HepG 2

细胞内 ROS的产生 ,并观察联用顺铂后 HepG 2 细胞内

ROS的产生及凋亡的变化 。探讨 GGT 、GSH 、ROS与肿

瘤细胞凋亡的关系 ,以进一步探讨顺铂的细胞毒机制。

1　材料及方法

1.1　材料
　　人肝癌细胞系 HepG2 由重庆医科大学病毒性肝炎研究所

提供 , RPMI1640 常规传代培养。新生小牛血清:购自Promega 公

司。顺铂注射液:云南昆明第二制药厂(中国 10 mg 2 ml 瓶)。

Acivicin购自 sigma 公司(美国)。 四甲基偶氮唑盐(MTT):购自

上海华舜生物工程有限公司。细胞凋亡原位检测剂盒(Tunel

POD)购自宝灵曼公司(德国)。 ROS 探针:2′, 7′-二氯荧光素

(2′, 7′-dichloro fluorescein-ciacctate , DCFH-DA)sigma 购自 sigma

公司(美国)。Hepes 缓冲液:145 mmol L NaCl , 5 mmol L KCl , 1

mmol L CaCl2 , 0.5 mmol L MgSO4 , 5 mmol L葡萄糖 , 10 mmol L

Hepes , pH 7.4。

1.2　方法
1.2.1　细胞毒性测定　　采用 MTT法。体外常规培养 HepG2 ,

MTT法测定 HepG2 细胞对 Acivicin 和顺铂的 IC50值。

1.2.2　测定Acivicin和顺铂对HepG2 凋亡的影响　　取对数生

长期HepG2 细胞制成 106 ml的细胞悬液 ,接种至内铺小玻片的

12 孔培养板内。待细胞贴壁生长 ,加入 CDDP和 Acivicin、CDDP

+Acivicin培养 24、48、72 h 后取出小玻片待测。 TUNEL检测按

说明书进行。

1.2.3　流式细胞仪测定细胞内 ROS 的变化　　参考文献[ 3] ,

收集对数生长期 HepG2 细胞 , 制成 106 ml的细胞悬液 , 接种至

100 ml培养瓶内。待细胞贴壁生长 24 h 后 ,加入 CDDP和Acivi-

cin、CDDP+Acivicin 分别培养 24 h 后取出待测。将前述已处理

的HepG2 细胞用 Hepes 缓冲液冲洗 5 次后 , 与含 DCFH-DA 5

mmol L的Hepes 液 37 ℃共孵育 5 min 后 ,倾去 Hepes液 , 确定激

光发光波长为 488 nm , 开始上机检测。并进行图像分析 , 测定

总荧光强度并观察其变化。

1.2.4 　采用固定区计数法并在生物医学图像分析系统

(BM2000 ,北航)下记录平均灰度值。

1.3　统计学分析
　　SAS 统计包下行χ2 检验和方差分析 ,并进行均数间多重比

较以及多个处理组与对照组的比较。

2　结果

2.1　MTT测定

　　HepG2 IC50值 Acivicin约 1.4 mmol L , CDDP约 67μmol L。

2.2 　Acivicin 、顺铂及两者联用后 HepG2 凋亡测定

(TUNEL法)
　　Acivicin(1.4 mmol L)致 HepG2 凋亡随时间延长而增强 , 联

用 CDDP 后HepG2 的凋亡(24 h)明显增加。

表 1　Acivicin、顺铂及联合处理 HepG2 凋亡阳性率(%,  x±s , n=5)

Tab 1　Apoptosis positive rates of HepG2 treated with acivicin , CD-

DP , and Acivicin+CDDP(%,  x±s , n=5)

Apoptosis-time
Group

24 h 48 h 72 h

Control 1.3±0.33 15.2±2.5 19.4±0.5

Acivicin 16.3±3.5Δ 27.9±4.3Δ 47.2±3.0Δ

CDDP 73.4±1.5Δ＊ — —

Acivicin+CDDP 94.7±0.5Δ＊ — —

Δ:P<0.05 , vs control;＊:P<0.01 , vs Acivicin

　　表 2结果显示 Acivicin与顺铂一样具有细胞毒性。 Acivicin

诱导 HepG2 凋亡呈时间依赖型。 Acivicin 与顺铂联用有增强顺

铂致HepG2 凋亡的作用。

表 2　Acivicin、顺铂及联合处理 HepG2 凋亡的平均灰度值( x±s)

(BM2000 北航)

Tab 2　Average value of HepG2 cell apoptosis treated with Acivicin ,

CDDP , and Acivicin+CDDP( x±s)

Control Acivicin CDDP Acivicin+CDDP

0.009 088 4±0.020 5 0.055 704±0.036 67＊ 0.064 054±0.055 98＊ 0.088 444±0.017 25＊

＊:P<0.01 , vs control

2.3　流式细胞仪测定HepG2 细胞内 ROS 的变化
　　图 1A 为未经处理的 HepG2 细胞 , 正常时胞内 ROS 水平很

低。所以 DCF 的荧光强度值很小。 图 1B 、C 是经 Acivicin 1.4

mmol L和顺铂 67μmol L作用 24 h后 HepG2 细胞内荧光强度的

变化 ,其较正常时明显升高。而图 1D 为 Acivicin 1.4 mmol L 和

顺铂67μmol L合用作用 24 h后 HepG2 细胞内的荧光强度的变

化 ,可见其升高极其明显。Acivicin 和顺铂均能使 HepG2 细胞

内的 ROS 升高 , 以二者联用时更加明显(图 1)。

　　以上结果显示通过减少 HepG2 细胞内 GSH 和使用顺铂均

能导致凋亡。同时伴随有细胞内 ROS 的显著升高。提示 ROS

的产生是导致HepG2 细胞凋亡的一个主要的早期事件。
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A:Cont rol;B:Acivicin;C:CDDP;D:Acivicin CDDP

图 1　流式细胞仪测定 HepG2 细胞内 ROS的变化

Fig 1　Changes of ROS in HepG2 cell measured by flow cytometry

3　讨论

　　不发荧光的 DCFH-DA(2′,7′-二氯氢化荧光素二
脂 ,2′,7′-dichlorofluorescin-diacetate ,)进入胞内后 ,经脂

酶作用脱去二脂生成不发荧光的 2′,7′-二氯氢化荧光
素(2′, 7′-dichlorof luorescin ,DCFH),2′,7′-二氯氢化荧光

素被细胞内产生的 ROS 氧化生成发荧光的 2′,7′-二氯
荧光素(2′, 7′-dichlorofluorescin , DCF)

[ 3]
。利用流式细

胞仪原位实时检测DCF的荧光强度 ,从而反映Acivicin

和顺铂作用于 HepG 2细胞后 ,胞内 ROS产生的水平。

　　利用荧光探针 DCFH-DA 和流式细胞仪可检测到

细胞内 ROS 的总体水平 。由于是对活细胞作原位实
时检测 ,细胞经荧光探针标记后即上机测试 ,弥补了化

学发光法等生化方法不能检测到细胞内新生成的部分

ROS的不足 ,是实时观察测定细胞内 ROS 产生变化的

一理想方法
[ 4]
。

　　ROS能通过多种途径导致细胞凋亡。传统理论认
为顺铂是致 DNA损伤的烷化剂 ,此外顺铂进入细胞后

还可被胞内GSH 结合成为一生物大分子 ,从而耗竭胞
内的GSH ,破坏胞内的氧化还原平衡

[ 5]
。本研究表明

在Acivicin 和顺铂及二者联用处理 HepG 2 细胞 24 h

后 ,细胞内 DCF 的荧光强度显著增强 , 显示细胞内
ROS的水平明显升高。证明顺铂作用能迅速导致

HepG2 细胞内的 ROS 升高 。从而导致细胞凋亡。同时

Acivicin通过抑制 GGT 的活性破坏了 GSH 的合成 、转
运以及代谢 ,破坏了细胞内的氧化还原氧化 ,进而引起

内源性的 ROS 升高 。尤其是在当与顺铂联用时 HepG 2

细胞内的 ROS 升高就更加明显。

　　GSH是存在于生物细胞内最重要的非蛋白化合

物。近年国外许多研究证实缺乏 GSH 将导致细胞凋

亡 ,但多限于血液细胞 、胸腺细胞和神经元中 ,而GGT

是GSH 合成 、分解和转运不可缺少的酶。抑制 GGT将

导致细胞内GSH 显著下降 。

　　在产期鼠肝造血细胞凋亡中 ,肝非造血细胞即靠
GGT活性升高来使其免遭损害 。许多肿瘤细胞中(如

肝 、肺 、乳腺和皮肤等)有 GGT 的异常表达 ,而且 GGT

mRNA的增加与细胞内GSH包括GSH 合成酶的水平增

加是相一致的。GGT调节恶性组织利用半胱酸和GSH 。

Acivicin结构与乙酰氨相似 ,对 GGT 具有强大的抑制作

用 ,且对GGT 的灭活是迅速和不可逆的。Acivicin抑制

肿瘤细胞GGT 后导致细胞外GSH堆积而细胞内GSH缺

乏。本实验证实在HepG2 使用 Acivicin可诱导其凋亡 ,

并具有时间/剂量依赖性的特点。而联用顺铂后HepG2

的凋亡显著增加可能与细胞内GSH 下降 ,GSH 与顺铂
合成无毒化合物的能力下降 ,从而增强了顺铂的细胞毒

作用。本研究结果还提示 ,通过抑制 GGT ,干扰 GSH代

谢减弱肿瘤细胞尤其是依赖GSH 的耐药的抗氧化应激

能力 ,可能是化疗增效的又一有效途径 。
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