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青蒿琥酯诱导活性氧依赖性的细胞凋亡
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摘要　一般认为青蒿琥酯（ＡＲＴ）引起细胞凋亡是因为产生了活性氧（ＲＯＳ），从而启动多种凋亡途径。利用荧光染

料２′，７′二氯荧光素二乙酸酯（ＤＣＦＨＤＡ）和罗丹明（Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ）１２３分别表征细胞中ＲＯＳ的水平以及线粒体的

膜电位，然后采用动态显微荧光成像技术在单个活细胞中实时监测 ＡＲＴ诱导人类肺腺癌细胞（ＡＳＴＣａ１）凋亡过

程中ＲＯＳ的产生和线粒体膜电位的下降。结果显示０～５０μｇ／ｍＬ质量浓度的 ＡＲＴ均能引起细胞活力的降低，

４０μｇ／ｍＬ质量浓度的ＡＲＴ能明显产生ＲＯＳ，并且引起细胞线粒体膜电位的显著下降；ＣＣＫ８试剂对细胞活性的

检测结果表明，ＲＯＳ清除剂Ｎ乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ）可以显著抑制ＡＲＴ诱导的细胞凋亡和线粒体膜电位下降，证

明ＡＲＴ诱导了ＲＯＳ依赖性的细胞凋亡和线粒体膜电位下降。

关键词　医用光学；共聚焦显微荧光成像术；青蒿琥酯；细胞凋亡；活性氧；线粒体膜电位
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１　引　　言

青蒿琥酯（ＡＲＴ），化学名为二氢青蒿素１，２α

琥珀酸酯，它是具有倍半萜结构的抗疟药青蒿素的

衍生物之一。由于青蒿素及其衍生物起效快、毒性

低、疗效确切，世界卫生组织积极提倡用它们来治疗

严重的和有抗药性的疟疾［１～３］。近年来，越来越多

的研究证明，青蒿素及其衍生物还具有抗肿瘤的作

用［４～６］，该作用基于抑制增殖、抗血管生成、诱导细

胞凋亡和氧化应激等细胞生化过程［７～９］。

目前研究表明ＡＲＴ的抗癌机理类似于其抗疟

０２０４００３１
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疾机理：ＡＲＴ的结构中有一个内过氧化桥，它能与

肿瘤细胞内富含的铁离子发生化学反应，形成自由

基［１０］。这些自由基即活性氧（ＲＯＳ）可进一步通过

各种信号级联反应造成细胞损伤和导致细胞死

亡［１１］。细胞凋亡主要通过由死亡受体介导的外源

性途径和由线粒体介导的内源性途径［１２］。线粒体

膜通透性的改变是凋亡的主要表现。线粒体外膜被

破坏后，随之表现为线粒体内外膜电位的改变和一

些例如细胞色素Ｃ和凋亡诱导因子（ＡＩＦ）等促凋亡

因子的释放［１２，１３］。

激光扫描共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ）技术是２０世纪

８０年代发展起来的一项广泛应用于细胞生物研究的

光学成像技术［１４，１５］，与传统光学显微镜相比，它具有

更高的分辨率，能够同时观察多重荧光并可形成清晰

的三维图像等优点。不同的荧光物质具有不同的激

发光谱和发射光谱，能够发出不同颜色的荧光，因而

把它们与生物分子联系在一起可以用来研究许多生

物医学问题［１６～２０］。随着多种荧光标记探针的发展和

探测技术的进步［２１，２２］，ＬＳＣＭ已经在生物医学以及临

床病理检测研究领域得到广泛的应用［２３，２４］。

本文利用ＬＳＣＭ技术，结合各种荧光染料，在人

类肺腺癌细胞中，检测了ＡＲＴ诱导细胞凋亡过程中

ＲＯＳ产生与线粒体膜电位变化和细胞死亡的联系。

２　材料与方法

２．１　实验材料

ＬＳＭ５１０／ＣｏｎｆｏＣｏｒ２型ＬＳＣＭ购于德国Ｚｅｉｓｓ公

司，ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）试剂盒购自日本同仁

化学研究所（Ｄｏｊｉｎｄｏ），达尔伯克改良伊格尔（ＤＭＥＭ）

培养基购于美国Ｇｉｂｃｏ公司，ＡＲＴ购买自中国Ｂｉｄｅ

药物公司，肺腺癌细胞ＡＳＴＣａ１来自暨南大学，Ｎ

乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ），Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８和罗丹明

（Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ）１２３购于美国Ｓｉｇｍａ公司，２′，７′二氯荧

光素二乙酸酯（ＤＣＦＨＤＡ）购于日本 Ｗａｋｏ公司。

２．２　细胞培养及处理

用体积分数为１０％的新生牛血清ＤＭＥＭ培养

液培养人类肺腺癌细胞 ＡＳＴＣａ１，待细胞融合至

体积分数为 ８０％ ～９０％ 汇合后用体积分数为

０．２５％的胰蛋白酶消化传代，以每培养皿１×１０４ 个

细胞和５００μＬ培养液接种于细胞培养皿中，接种后

放入培养箱（培养环境为３７℃，体积分数为５％的

ＣＯ２）继续培养。

２．３　细胞活性检测

细胞活性的检测采用ＣＣＫ８的方法。将１００μＬ

细胞悬液（每孔３０００～４０００个细胞）接种于９６孔板

内，置于３７℃，体积分数为５％的ＣＯ２ 饱和湿度培养

箱内培养２４ｈ。然后更换新鲜培养液，并将样品分为

对照组以及加药组，每组４个重复孔。加药处理４８ｈ

后，更换９６孔板中的培养液，并且每孔加入体积分数

为１０％的ＣＣＫ８试剂，在培养箱内孵育１ｈ。利用酶

标仪（ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００，Ｔｅｃａｎ，Ａｕｓｔｒｉａ）测量其在４５０ｎｍ

波长处的吸光度，该吸光度与细胞活性成正比。

２．４　细胞凋亡的检测

细胞凋亡检测使用Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８进行染色检

测。将ＡＳＴＣａ１细胞传代培养２４ｈ，再加入相应

药物处理，然后使用磷酸缓冲液（ＰＢＳ）清洗三遍，然

后加入终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８，置于

培养箱避光染色１０ｍｉｎ，用ＰＢＳ清洗三遍，在激发

光源是汞灯的荧光显微镜下观察细胞核型。荧光显

微镜放大倍数为４００倍。荧光图像用数码相机

（Ｎｉｋｏｎ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）记录，分辨率为１２８０ｐｉｘｅｌ×

１２８０ｐｉｘｅｌ。

２．５　动态监测犚犗犛产生

ＡＳＴＣａ１细胞传代培养２４ｈ后，加入终浓度为

１０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＣＦＨＤＡ，体积分数为５％的ＣＯ２ 的

３７℃ 培养箱避光染色１０ｍｉｎ，然后加入药物处理，并

在ＬＳＣＭ下进行动态监测，用氩离子激光器发出的

４８８ｎｍ激光激发，收集２′，７′二氯荧光素（ＤＣＦ），发

射荧光选用５００～５５０ｎｍ带通滤光块。

２．６　动态监测线粒体膜电位

ＡＳＴＣａ１细胞传代培养２４ｈ后，加入终浓度

为５μｍｏｌ／Ｌ的Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３，置于培养箱中避光

染色３０ｍｉｎ，使用ＰＢＳ清洗三次，然后加入药物处

理１２ｈ，之后在ＬＳＣＭ 下进行动态监测，用氩离子

激光器发出的４８８ｎｍ激光激发，收集ＤＣＦ发射荧

光选用５００～５５０ｎｍ带通滤光块。

３　结　　果

３．１　犃犚犜诱导浓度依赖性的细胞活力下降和细胞

凋亡的形态变化

为了找到合适的 ＡＲＴ浓度来诱导细胞凋亡，

选用质量浓度分别为０，１０，２０，３０，４０和５０μｇ／ｍＬ

的ＡＲＴ来处理人类肺腺癌细胞ＡＳＴＣａ１，４８ｈ后

用ＣＣＫ８检测ＡＲＴ对细胞的毒性，４５０ｎｍ波长处

的吸光度值反映了细胞的活力状况。如图１（ａ）所

示［令犘为分析软件中ＳＰＳＳ分析得出的两组数据

组间的差异概率，且对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）的细胞活力为

１００％。：犘＜０．０５，：犘＜０．０１代表与ｃｏｎｔｒｏｌ
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相比。］，细胞活力随着ＡＲＴ浓度的增加而下降，这

意味着ＡＲＴ对细胞活力的影响有浓度依赖性。这

里未指明的ＡＲＴ质量浓度约定为４０μｇ／ｍＬ。

为了验证 ＡＲＴ诱导细胞死亡的方式，首先采

用ＬＳＣＭ来观察细胞的形态变化。用 ＡＲＴ处理

后，细胞数目明显减少，细胞变圆，几乎所有细胞均

出现明显皱褶甚至破裂，如图１（ｂ）所示。然后采用

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察细胞核形态学上的变化。

在ＡＲＴ处理之后，细胞核固缩，表明 ＡＲＴ诱导细

胞活力降低的方式为凋亡，如图１（ｂ）所示，该透射

图为微分干涉相衬（ＤＩＣ）显微图，利用 Ｈｏｅｃｈｓｔ

３３２５８染色细胞核，采用放大倍数为４００的电荷耦

合器件（ＣＣＤ）采集图像。

图１ （ａ）ＡＲＴ诱导依赖浓度的细胞活性下降，（ｂ）ＡＲＴ处理４８ｈ后的细胞形态以及细胞核形态特征变化

Ｆｉｇ．１ （ａ）ＡＲＴｉｎｄｕｃｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｅｃｌｉｎｅｏｆｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ，（ｂ）ＡＲＴｉｎｄｕｃｅｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄ

ｎｕｃｌｅａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ４８ｈ

３．２　犃犚犜诱导犚犗犛依赖性的细胞活力下降

为了研究 ＡＲＴ诱导的细胞凋亡是否有 ＲＯＳ

产生，采用检测活性氧的染料 ＤＣＦＨＤＡ 并运用

ＬＳＣＭ来实时监测细胞内的ＲＯＳ产生情况。细胞

经ＤＣＦＨＤＡ染色１０ｍｉｎ后，加入ＡＲＴ并立即在

ＬＳＣＭ下进行动态监测，每隔３ｍｉｎ采集一幅图。

结果显示，ＡＲＴ处理后细胞内ＤＣＦＨＤＡ水解生

成的ＤＣＦＨ 被氧化为ＤＣＦ，ＤＣＦ被激发发出荧光

且荧光强度逐渐增强，在１２０ｍｉｎ内达到最大值，如

图２（ａ）所示，表明 ＡＲＴ诱导细胞内有 ＲＯＳ的产

生。对应图２（ａ），ＲＯＳ产生的动态过程如图２（ｂ）

所示，对照组中ＲＯＳ的水平保持不变，而 ＡＲＴ处

理组ＲＯＳ逐渐上升，并有两次急剧升高的过程，显

示了ＲＯＳ的产生具有爆发的特征。

图２ （ａ）ＡＲＴ诱导ＲＯＳ的产生，（ｂ）ＲＯＳ上升的动态过程，（ｃ）各组对细胞毒性的比较

Ｆｉｇ．２ （ａ）ＡＲＴｉｎｄｕｃｅｄＲＯＳｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，（ｂ）ｄｙｎａｍｉｃｐｒｏｃｅｓｓｏｆＲＯＳｒｉｓｅ，（ｃ）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓ′ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｔｏｃｅｌｌｓ

　　为了检测 ＡＲＴ产生的ＲＯＳ对人类肺腺癌细

胞的细胞活性的影响，采用ＲＯＳ清除剂ＮＡＣ提前

１ｈ预处理细胞，然后在ＡＲＴ处理４８ｈ后检测细胞

活性，如图２（ｃ）所示（：犘＜０．０１代表与对照组

相比，＃：犘＜０．０５代表与单加 ＡＲＴ组相比）。结

果表明ＮＡＣ可以显著抑制 ＡＲＴ诱导的细胞活性

下降，显示ＡＲＴ诱导了ＲＯＳ依赖性的细胞凋亡。

３．３　犃犚犜诱导犚犗犛依赖性的膜电位下降

线粒体在细胞凋亡过程中起着关键性的作用，

其膜电位的下降是膜通透性改变和细胞凋亡因子释

放的主要特征。为了检测 ＡＲＴ处理产生的 ＲＯＳ

是否对ＡＲＴ诱导的线粒体膜电位的下降有影响，

采用Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３的荧光强度表征线粒体膜电位，

然后利用荧光共聚焦显微成像术在单个活细胞中动

０２０４００３３
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态监测ＡＲＴ处理１２ｈ时线粒体膜电位的下降过程。

细胞经Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３染色３０ｍｉｎ，然后在ＬＳＣＭ下

进行动态监测，图像采集时间间隔为１０ｍｉｎ，如

图３（ａ）所示。结果显示，ＡＲＴ处理组约１３０ｍｉｎ后

线粒体膜电位开始下降，而在ＡＲＴ处理前提前１ｈ

加入ＮＡＣ的预处理组膜电位在ＡＲＴ处理１２ｈ后约

４５０ｍｉｎ后才开始下降，表明ＡＲＴ诱导了ＲＯＳ依赖

性的线粒体膜电位下降，而ＮＡＣ抑制了ＡＲＴ诱导的

线粒体膜电位下降。图３（ｂ）给出了对应线粒体膜电

位下降的动态时间曲线。

图３ （ａ）活细胞中Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３的动态荧光染色图像，（ｂ）线粒体膜电位下降的动态过程

Ｆｉｇ．３ （ａ）ＤｙｎａｍｉｃａｌｃｏｌｏｕｒａｔｉｏｎｉｍａｇｅｓｏｆＲｈｏｄａｍｉｎｅ１２３ｉｎｓｉｄｅｌｉｖｉｎｇｃｅｌｌｓ，（ｂ）ｌｏｓｓｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓｏｆ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ

４　结　　论

研究结果显示，随着ＡＲＴ处理时间的延长，染料

ＤＣＦＨＤＡ的荧光强度也随之上升，表明细胞内的

ＲＯＳ的水平在不断地增加并于４０ｍｉｎ和１１０ｍｉｎ各

有一次急剧上升，表明ＡＲＴ诱导的ＲＯＳ产生有爆发

性特点。线粒体是细胞内产生ＲＯＳ的主要源头，因

此也是氧化损伤的主要目标［２５］。据推测，１１０ｍｉｎ

ＲＯＳ的爆发上升极可能是在线粒体被破坏之后。

有研究证明ＲＯＳ能参与死亡受体和配体表达以及

之后的死亡受体介导的凋亡［２６，２７］。这里显示ＡＲＴ

能诱导 ＲＯＳ依赖性的线粒体膜电位下降，表明

ＡＲＴ诱导 ＡＳＴＣａ１ 凋亡经历了内源性凋亡。

ＡＲＴ诱导ＡＳＴＣａ１中产生的ＲＯＳ是否直接诱导

线粒体膜电位下降，是否直接触发促凋亡蛋白诱导

凋亡？线粒体膜电位下降之后，哪种或哪几种促凋

亡因子被释放？起主要的促凋亡作用是外源性途径

还是内源性途径？这些问题有待进一步研究。
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