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紫外辐射诱导的细胞凋亡中犘犝犕犃与犅犮犾２家族
蛋白间调控的分子成像研究
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摘要　紫外辐射诱导的细胞凋亡是一个包括ＤＮＡ损伤、死亡受体启动、线粒体破裂等一系列反应的复杂过程。有

研究报道，由紫外辐射引发的ＤＮＡ损伤可以激活肿瘤抑制因子ｐ５３，从而触发细胞凋亡级联反应，其中一个重要

的事件就是上调促凋亡蛋白（ｐ５３ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｍｏｄｕｌａｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ＰＵＭＡ）的表达。但是，ＰＵＭＡ 在紫外辐射

诱导凋亡过程中的作用机制尚不清楚。利用荧光共振能量转移技术（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒ，

ＦＲＥＴ），在人类肺腺癌细胞（ＡＳＴＣα１）内实时研究了紫外辐射诱导凋亡过程中ＰＵＭＡ，Ｂａｘ，ＢｃｌＸｌ三者之间的相

互作用关系，从而揭示ＰＵＭＡ的作用机制。用１２０ｍＪ／ｃｍ２ 的紫外辐射剂量诱导细胞凋亡，通过共转染荧光探针

ＧＦＰＰＵＭＡ和ＹＦＰＢｃｌＸｌ或者ＣＦＰＢｃｌＸｌ和ＹＦＰＢａｘ，在激光共聚焦扫描显微镜下实时检测ＰＵＭＡ和ＢｃｌＸｌ

或者ＢｃｌＸｌ和Ｂａｘ之间的相互作用。结果显示，紫外辐射后ＧＦＰＰＵＭＡ与ＹＦＰＢｃｌＸｌ之间的ＦＲＥＴ现象逐渐增

强，说明ＰＵＭＡ与ＢｃｌＸｌ的作用越来越强；ＣＦＰＢｃｌＸｌ与 ＹＦＰＢａｘ之间的ＦＲＥＴ现象逐渐减弱，说明ＢｃｌＸｌ与

Ｂａｘ的作用越来越弱，此过程伴随有ＹＦＰＢａｘ在线粒体的明显定位。该实验结果暗示ＰＵＭＡ是竞争结合了Ｂｃｌ

Ｘｌ，解除了ＢｃｌＸｌ对Ｂａｘ的抑制作用，进而活化了Ｂａｘ。
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１　引　　言

ｐ５３ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｍｏｄｕｌａｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ（ＰＵＭＡ）

是肿瘤抑制因子ｐ５３的下游靶向基因，同时也是

Ｂｃｌ２家族中编码ＢＨ３ｏｎｌｙ蛋白的一员
［１］。一般情

况下，ＰＵＭＡ在细胞中的表达水平很低，但是当细

胞受到ＤＮＡ断裂因子的刺激如化学药物，离子或

者紫外辐射时，其表达水平就会显著提高［１］。由

ＤＮＡ损伤而引起的ＰＵＭＡ的激活依赖于ｐ５３的活

性，而且是通过ｐ５３直接跟ＰＵＭＡ基因的启动子

区域的结合来介导完成的［１］。ＰＵＭＡ在多种因子

诱导的细胞凋亡中都起了重要作用［２］。

紫外辐射可以通过直接损伤细胞的ＤＮＡ而激

活ｐ５３，进而促进细胞的凋亡
［３］。ＤＮＡ损伤可以改

变ｐ５３的磷酸化水平，诱导细胞进入周期停滞或者

凋亡。由于ｐ５３的激活而诱发的细胞凋亡的信号网

络最终通过两个主要的凋亡途径来实现［４］。其中外

源的凋亡途径是通过死亡受体家族的受体与其相应

的配体的结合而引发的［４］。另外，ＤＮＡ 受到损伤

后，ｐ５３可以与其靶向基因启动子区域的特殊ＤＮＡ

序列相结合［５］，这些被转录激活的基因可以引发细

胞凋亡，细胞周期停滞，ＤＮＡ修复以及其他的应激

反应［６］。ＰＵＭＡ就是ｐ５３众多下游靶向基因中的

一个，其启动子区域有两个ｐ５３的结合位点，ｐ５３可

以直接结合到任何一个位点上并激活ＰＵＭＡ基因

的转录［７］。

促凋亡蛋白Ｂａｘ和Ｂａｋ是线粒体凋亡途径的

重要调节因子［８］。Ｂａｋ定位与线粒体外膜，Ｂａｘ在

正常情况下均匀分布于细胞浆中，但是在细胞凋亡

的过程中会从胞浆转位到线粒体外膜［８］。转位至线

粒体后，Ｂａｘ会以多聚化的方式在线粒体外膜形成

小孔或者打开线粒体外膜上的其他通道来诱导细胞

色素Ｃ的释放
［９］。然而有报道指出，类似Ｂｃｌ２的

因子如ＢｃｌＸｌ可以抑制这个过程的发生
［１０］。

我们前期工作证明了Ｂａｘ在ＴＮＦａ和ｃｉｓｐｌａｔｉｎ

的诱导下都会从胞浆转位到线粒体［１１，１２］，为了深入理

解ＰＵＭＡ在紫外辐射诱导细胞凋亡中的重要作用，

在人类肺腺癌细胞中，利用荧光共振能量转移技术

（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒ，ＦＲＥＴ）来研

究ＰＵＭＡ，Ｂａｘ以及ＢｃｌＸｌ三者之间动态的相互作用

关系，以揭示ＰＵＭＡ促进Ｂａｘ转位的分子机制。

２　材料与方法

２．１　实验材料

激光共聚焦扫描显微镜（ＬＳＭ５１０／ＣｏｎｆｏＣｏｒ２）

购于德国Ｚｅｉｓｓ公司，转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ购于

美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司，细 胞 培 养 基 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ

ｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ （ＤＭＥＭ）购于英国ＧＩＢＣＯ

公司，ｐ５３抑制剂（Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα）购于美国的ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ

公司。ｐＧＦＰＰＵＭＡ质粒由美国匹兹堡大学于建教

授赠送［１］，ｐＤｓＲｅｄＭｉｔ质粒由日本东京大学 Ｙ．

Ｇｏｔｏｈ教授赠送，ｐＹＦＰＢａｘ和 ｐＣＦＰＢｃｌｘＬ以及

ｐＧＦＰＢａｘ质 粒 分 别 由 英 国 曼 彻 斯 特 大 学 的

Ａｎｄｒｅｗ教授和ＲｉｃｈａｒｄＪ．教授赠送，ｐＹＦＰＢｃｌＸｌ

质粒由英国曼彻斯特大学的Ｇｉｌｍｏｒｅ教授赠送
［１３］。

其他试剂主要购于Ｓｉｇｍａ公司。

２．２　细胞培养及处理

细胞培养液为 ＤＭＥＭ，添加１０％ 小牛血清

（ＦＣＳ），１００ｕｎｉｔｓ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ的链霉

素，在５％体积分数的ＣＯ２ 和３７℃恒温条件下培

养。人肺癌细胞用胰蛋白酶消化，转至细胞培养皿，

培养２４ｈ左右，使细胞汇合 ３０％ ～５０％，使用

Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ试剂和无血清ＤＭＥＭ 培养基转染，５ｈ

后用含有血清的ＤＭＥＭ 培养基取代转染试剂，继

续培养２４～４８ｈ后即可进行观察。用紫外辐射处

理细胞时，先吸干培养皿内的细胞培养液，用ＰＢＳ

将细胞清洗３遍后即可用紫外辐射处理，然后再加

入新的细胞培养液并检测。一般情况下，采用

１２０ｍＪ／ｃｍ２的紫外辐射剂量来诱导细胞凋亡。

２．３　犌犉犘犅犪狓转位的分析

为了在活细胞内检测ＧＦＰＢａｘ的转位情况，在

人类 肺 腺 癌 细 胞 中 瞬 时 共 转 染 ｐＧＦＰＢａｘ 和

ｐＤｓＲｅｄＭｉｔ质粒，利用激光共聚焦扫描显微镜

（ＬＳＭ５１０），可以在紫外辐射诱导细胞凋亡的过程

中时时观测到 ＧＦＰＢａｘ和ＤｅｓＲｅｄＭｉｔ（一种线粒

体标记物）的定位情况。Ｂａｘ的再定位情况可以通

过ＧＦＰＢａｘ和ＤｅｓＲｅｄＭｉｔ的发射荧光来评价。当

细胞中的 ＧＦＰＢａｘ聚集成荧光很强的点状并与

ＤｅｓＲｅｄＭｉｔ的分布重合时，就认为这个细胞内的

Ｂａｘ转位到了线粒体上。

２．４　犉犚犈犜分析

ＦＲＥＴ实验在激光共聚焦扫描显微镜上操作完
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成。选用一个带有可调节过滤器的氩离子激光器发

出的４５８ｎｍ激光作为激发光源。激发光经过一个双

色镜（主分光器）的反射，然后通过一个４０倍的油镜

打到样品上。分别用４７０～５００ｎｍ和５３５～５４５ｎｍ

的滤光器来收集ＣＦＰ和ＹＦＰ（ＦＲＥＴ受体）的发射

光，用５００～５２０ｎｍ和５３５～５４５ｎｍ的滤光器来收

集ＧＦＰ和 ＹＦＰ（ＦＲＥＴ 受体）的发射光。然后用

ＺｅｉｓｓＲｅｌ３．２（Ｚｅｉｓｓ，Ｇｅｒｍａｎｙ）图像处理软件来分

析荧光的强度。减掉背景的影响后，每个像素的平

均荧光强度都被计算出来。在对照实验中，荧光探

针的漂白可以忽略不计。

２．５　细胞活性和凋亡的分析

以５×１０３／孔的密度在９６孔板内培养人类肺

腺癌细胞，２４ｈ后，细胞被分成５个实验小组，分别

用０（ｃｏｎｔｒｏｌ），８０，１００，１２０和１５０ｍＪ／ｃｍ２ 的紫

外辐射剂量处理细胞。然后用ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８

分别在紫外辐射细胞后的３，６，９，１２和１５ｈ检测细

胞的 活 力。通 过 酶 标 仪 （ＤＧ５０３２，Ｈｕａｄｏｎｇ，

Ｎａｎｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ）读取９６孔板内每个孔在４５０ｎｍ

处的ＯＤ值，进而确定细胞的活性状况。

３　结　　果

３．１　紫外辐射诱导细胞凋亡具有时间和剂量的依

赖性

为了找到一个合适的诱导细胞凋亡的紫外辐射

剂量，选用了不同的剂量来照射人类肺腺癌细胞。

然后用ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８分别在紫外辐射细胞后

的３，６，９，１２和１５ｈ检测细胞的活力。４５０ｎｍ处

的吸光度值（ＯＤ４５０）反映了细胞的活力状况。结果

显示，ＯＤ４５０的值随着紫外辐射剂量的加大和时间

的延长而下降，这意味着紫外辐射对细胞凋亡的影

响是有时间和剂量的依赖性的，如图１（ａ）。

图１ 紫外辐射诱导细胞凋亡和Ｂａｘ转位。（ａ）在不同的紫外辐射剂量处理细胞后，分别在０，３，６，９和１２ｈ检测细胞的活

性；（ｂ）ＧＦＰＢａｘ在紫外辐射后７ｈ左右转位到线粒体

Ｆｉｇ．１ ＵＶｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄＢａｘｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｉｎＡＳＴＣａ１ｃｅｌｌｓ．（ａ）ＣｅｌｌｓｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｕｓｉｎｇＣｅｌｌ

ＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８ａｔ０，３，６，９ａｎｄ１２ｈａｆｔｅｒｖａｒｉｏｕｓｆｌｕｅｎｃｅＵＶｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；（ｂ）．ＧＦＰＢａｘｔｒａｎｓｌｏｃａｔｅｄｔｏ

　　　　　　　　　　　　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｎｏｔｉｃｅａｂｌｙａｔ７ｈａｆｔｅｒＵＶｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

　　Ｂａｘ在正常情况下是均匀分布于细胞浆中的，

但是在细胞凋亡的过程中会从胞浆转位到线粒体外

膜。为了时时检测在紫外辐射诱导细胞凋亡过程中

Ｂａｘ的转位情况，在人类肺腺癌细胞中瞬时共转染

ＧＦＰＢａｘ和ＤｅｓＲｅｄＭｉｔ，将细胞放置于３７℃培养

箱中孵育４８ｈ，然后用１２０ｍＪ／ｃｍ２ 的紫外辐射处

理。结果显示，在单一的典型细胞中，ＧＦＰＢａｘ在

紫外辐射后的７ｈ左右开始发生转位，如图１（ｂ）。

３．２　在紫外辐射诱导细胞凋亡的过程中，犘犝犕犃

与犅犮犾犡犾的相互作用逐渐增强

早期的研究表明，Ｂｃｌ２家族的抗凋亡成员如

Ｂｃｌ２和ＢｃｌＸｌ可以抑制Ｂａｘ介导的凋亡。然而，

Ｂａｘ对于ＰＵＭＡ诱导的凋亡则是必需的，同时Ｂａｘ

可以与ＢｃｌＸｌ发生相互作用。因此推测ＰＵＭＡ可

以通过影响Ｂａｘ与ＢｃｌＸｌ之间的关系来激活Ｂａｘ

的转位。为了检测这种假说，用荧光共振能量转移技

术在单个的活细胞内研究了ＰＵＭＡ，Ｂａｘ和ＢｃｌＸｌ之

间的动态相互作用。在人类肺腺癌细胞中瞬时共转

染ＧＦＰＰＵＭＡ和ＹＦＰＢｃｌＸｌ，然后用上述方法进

行处理。结果表明，在紫外辐射细胞后，ＧＦＰ通道

的光强有所减弱而ＦＲＥＴ通道的光强则有所增强，

如图２（ａ），同时Ｒａｔｉｏ（ＦＲＥＴ／ＧＦＰ的比值）和对照组

相比也有所上升，如图２（ｂ），这意味着ＧＦＰＰＵＭＡ

和ＹＦＰＢｃｌＸｌ之间的结合量越来越多。
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图２ ＧＦＰＰＵＭＡ 与 ＹＦＰＢｃｌＸｌ之间的 ＦＲＥＴ 现象逐渐增强。（ａ）在人类肺腺癌细胞中瞬时转染 ＧＦＰＰＵＭＡ 和

ＹＦＰＢｃｌＸｌ，紫外辐射处理后，ＦＲＥＴ通道的荧光逐渐增强；（ｂ）与对照组相比，ＦＲＥＴ通道与ＧＦＰＰＵＭＡ通道荧光

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　强度的比值上升

Ｆｉｇ．２ ＦＲＥＴｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＧＦＰＰＵＭＡａｎｄＹＦＰＢｃｌＸｌｉｎｃｒｅａｓｅｄ．（ａ）ＡＳＴＣａ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ＧＦＰＰＵＭＡａｎｄＹＦＰＢｃｌＸｌ，ａｎｄｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＵＶｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ．ＴｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＦＲＥＴｉｎｃｒｅａｓｅｄ；（ｂ）ｒａｔｉｏｏｆ

　　　　　　　　　　ＦＲＥＴ／ＧＦＰＰＵＭＡｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３．３　在紫外辐射诱导细胞凋亡过程中，犅犮犾犡犾与

犅犪狓的相互作用逐渐减弱

为了检测ＰＵＭＡ的表达是否对ＢｃｌＸｌ和Ｂａｘ

之间的关系产生了影响，在人类肺腺癌细胞中瞬时

共转染ＣＦＰＢｃｌＸｌ和ＹＦＰＢａｘ，然后用上述方法进

行处理。结果表明，ＣＦＰ通道的光强有所增强而

ＦＲＥＴ通道的光强有所减弱，如图３（ａ），同时Ｒａｔｉｏ

（ＦＲＥＴ／ＣＦＰ的比值）和对照组相比也有所下降，如

图３（ｂ），这意味着ＣＦＰＢｃｌＸｌ和ＹＦＰＢａｘ之间的

结合量越来越少。另外，ＹＦＰＢａｘ在紫外辐射细胞

后则发生了明显的转位并与ＢｃｌＸｌ实现了共定位，

如图３（ａ）。这个结果显示了ＰＵＭＡ通过竞争结合

ＢｃｌＸｌ而释放了Ｂａｘ并促进了Ｂａｘ的转位。

图３ ＣＦＰＢｃｌＸｌ与ＹＦＰＢａｘ之间的ＦＲＥＴ现象逐渐减弱。（ａ）在人类肺腺癌细胞中共瞬时转染ＣＦＰＢｃｌＸｌ和ＹＦＰＢａｘ，

紫外辐射处理后，ＦＲＥＴ通道的荧光逐渐减弱。（ｂ）与对照组相比，ＦＲＥＴ通道与ＣＦＰＢｃｌＸｌ通道荧光强度的比值

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　比值下降

Ｆｉｇ．３ ＦＲＥＴｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＣＦＰＢｃｌＸｌａｎｄＹＦＰＢａｘｄｅｃｒｅａｓｅｄ．（ａ）ＡＳＴＣａ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ＣＦＰＢｃｌＸｌａｎｄＹＦＰＢａｘ，ａｎｄｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＵＶｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ．ＴｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＦＲＥＴｄｅｃｒｅａｓｅｄ；（ｂ）ｒａｔｉｏｏｆ

　　　　　　　　　　　ＦＲＥＴ／ＣＦＰＢｃｌＸｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

４　讨　　论

　　Ｂｃｌ２家族中的ＢＨ３ｏｎｌｙ蛋白是一种进化非

常保守的蛋白，它们是线粒体凋亡途径的重要的介

导因子。ＰＵＭＡ和另外一种ＢＨ３ｏｎｌｙ蛋白 Ｎｏｘａ

在早期就被鉴定为ｐ５３的下游靶向基因，随后又被

证明在凋亡中发挥了重要作用［４］。Ｂａｘ被证明是紫

外辐射诱导细胞凋亡所必需的，最近的研究表明纯

化的ｐ５３有能力激活Ｂａｘ并促使它们在脂膜上多

聚化从而引发渗透化［１４］。也有报道指出在紫外辐

射诱导细胞凋亡的过程中，ＢＨ３ｏｎｌｙ蛋白Ｂｉｄ对于

Ｂａｘ转位不是必要的，但ｐ５３对这个过程有一个明

显的促进作用［１５］。
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ＰＵＭＡ在凋亡中发挥的作用已经被很好地证

明了，但是ＰＵＭＡ介导凋亡的分子机制仍旧不清

楚。尤其是在紫外辐射诱导细胞凋亡的过程中，

ＰＵＭＡ是如何促进Ｂａｘ转位的。本文的数据清楚

地证明了紫外辐射诱导的细胞凋亡具有时间和剂量

的依赖性，Ｂａｘ在紫外辐射后由胞浆转位到线粒体。

同时，用 ＦＲＥＴ 技术证明了在紫外辐射细胞后，

ＰＵＭＡ与ＢｃｌＸｌ的结合量逐渐增加，而Ｂａｘ与Ｂｃｌ

Ｘｌ的结合量逐渐减少，即ＰＵＭＡ竞争结合了原来

与Ｂａｘ结合的 ＢｃｌＸｌ。此外，还发现ｐ５３抑制剂

（Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα）与蛋白合成抑制剂（ＣＨＸ）都可以有效

的抑制紫外辐射诱导的细胞凋亡。原因可能是这两

种抑制剂降低了ＰＵＭＡ蛋白的表达水平，从而导致

了没有足够量的ＰＵＭＡ去竞争结合ＢｃｌＸｌ。上述结

果证明了在紫外辐射诱导细胞凋亡的过程中，ＰＵＭＡ

通过竞争结合ＢｃｌＸｌ而激活了Ｂａｘ的转位。
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