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摘要：目的：暗消藤（Streptocaulon juventas (Lour.) Merr.）属于我国西南地区的特有药用品种，digitoxigenin-3-beta-glucoside（AXT6）为暗消藤主要化学成分。前期研究表明AXT6可通过Fas死亡受体途径诱导人肺腺癌A549细胞凋亡。本论文主要考察AXT6对细胞凋亡过程中线粒体途径的影响。
方法：流式细胞术罗丹明染色法考察AXT6对线粒体膜电位的影响；采用Western Blot方法考察AXT6对相关蛋白的影响。
结果：AXT6能时间依赖性的降低A549细胞的线粒体膜电位，上调Bax/Bcl-2的比率，下调Sirt-1水平促进Bax从细胞浆向线粒体转位，促进cytochrome c向胞浆释放；但对caspase-9蛋白水平及caspase-9 酶活力均没有显著影响；AXT6呈时间依赖性上调AIF的表达。
结论：上述结果表明AXT6诱导了caspase-9 非依赖的线粒体凋亡途径。
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Digitoxigenin-3-beta-glucoside induces human lung carcinoma A549 cell apoptosis through caspase-9 independent mitochondrial pathway
XIA Mingyu1,3, LIU Tingting1,3, HAN Na2, YIN Jun2, IKEJIMA Takashi3
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Abstract: Objective: To study the involvement of mitochondrial pathway of apoptosis in human non-small cell lung cancer A549 cells induced by digitoxigenin-3-beta-glucoside (AXT6), an active compound isolated from Chinese folk medicine Streptocaulon juventas (Lour.) Merr..  

Method: Rodamine 123 staining and flowcytometric analysis were used to detect AXT6’s effect on mitochondrial membrane potential (MMP). Western blotting was used to examine AXT6’s effect on protein levels in mitochondrial signaling pathway.

Results: AXT6 reduced mitochondrial membranes potential, increased the ratio of Bax/Bcl-2, down-regulated the level of Sirt-1 promoted the translocation of Bax from cytoplasm to mitochondria, and induced the release of cytochrome c from mitochondria into cytoplasm. AXT6 time-dependently up-regulated the expression of AIF. However, it has no effects on caspase-9’s protein level and activity. 

Conclusion: These results indicated that AXT6 induced apoptosis by activating the death receptor pathway and caspase-9-independent mitochondrial pathway.

Key words: pharmacology; digitoxigenin-3-beta-glucoside; apoptosis; mitochondria pathway;
0 引言
暗消藤（Streptocaulon juventas (Lour.) Merr.）属于我国西南地区的特有药用品种，据《药用植物辞典》记载，其根常作补肾和强壮药物[1]。前期研究发现暗消藤中活性化合物digitoxigenin-3-beta-glucoside(AXT6)抗人非腺癌A549细胞增殖作用最为明显，AXT6主要通过Fas介导的死亡受体途径诱导A549细胞发生凋亡。在细胞凋亡的信号转导途径中除受体介导的外源性途径外还包括线粒体介导的内源性信号转导途径，本论文主要考察AXT6对细胞凋亡信号转导过程线粒体途径的影响。
1 实验材料
1.1 细胞
人非小细胞肺癌A549细胞购于American Type Culture Collection (ATCC，Manassas，MD，USA)。

1.2  药品及试剂

将AXT6于无菌条件下DMSO溶解后，用DMEM培养液稀释至所需浓度。

DMEM培养基，美国Gibco公司（Grand Island，NY，USA）；胎牛血清，购于北京元亨圣马生物技术研究所；胰蛋白酶、谷氨酰胺、青霉素、链霉素、Hepes、二甲基亚砜（DMSO）、甲基噻唑蓝（MTT）购于美国Sigma公司。caspase-9试剂盒购于德国IBL公司。caspase-9抑制剂（z-LEHD-fmk），购于美国Enzyme Systems公司。Bax、Bcl-2、Bcl-xL、Sirt1、cytochrome c、AIF、caspase-9、Hsp90和β-actin的抗体，及辣根过氧化酶标记的二抗，购于美国Santa Cruz Biotechnology公司(Santa Cruz, CA, USA)。
1.3  仪器

二氧化碳培养箱（NuAir，USA）；酶联免疫分析仪（Tecan，Austria）；倒置显微镜（Leica，Germany），荧光显微镜（Leica，Germany）；J-2HS高速冷冻离心机（Beckman，Germany），LD4-2A型低速离心机（北京医用离心机厂）；DYY-2型稳压稳流电泳仪，DYY-III 28A型蛋白质电泳仪，DYY-III 40B电泳槽（北京六一仪器厂）；流式细胞分析仪 （Becton Dickinson FACScan，Franklin Lakes，NJ，USA）。

2 方法
2.1 细胞培养
A549细胞接种在含10％胎牛血清、2％谷氨酰胺的DMEM培养液中，在37℃，5％CO2培养箱中培养。
2.2 MTT法检测生长抑制率
取处于对数生长期的A549细胞，以1×105cell/ml的密度接种于96孔培养板中，每孔100 μL，培养24 h后，用抑制剂预处理1 h加入含有AXT6（60 nM）的培养液，于37℃，5 % CO2条件下继续培养24 h，每孔加入MTT 15 μL（5 g/L），继续培养3 h后，吸弃上清液，每孔加入150 μL DMSO溶解，微量振荡器振荡10 min将结晶完全溶解，于酶标仪492 nm处检测，测定吸光值，并按公式计算抑制率，绘制各时间点的抑制率反应曲线。
抑制率(%)=[A492(control)-A492(AXT6)]/ [A492(control) - A492(blank)]× 100%
2.3线粒体膜电位测定
线粒体膜电位由阳离子荧光染料罗丹明123 (Rhodamine123, Rho123)进行检测。以每孔3×105个细胞密度接种于6孔板中，24 h后加入60 nM AXT6分别处理12、24、36及48 h加入1 μg/mL Rho123染色，并于37℃下温育30 min。去除上清，用PBS小心洗1次，用流式细胞仪分析[2]。
2.4细胞内caspase-9活力测定
取对数生长期的A549细胞接种于培养瓶内。培养24 h后加入60 nM AXT6分别处理12、24、36及48 h，按照caspase-9活力检测试剂盒说明测定细胞内caspase-9的活力。
2.5 Western Blotting 
药物处理后收集悬浮及贴壁的细胞，1 000×g 离心10 min，以PBS洗2次，用细胞裂解液[50 mM HEPES，1% Triton-100，100 mM NaF，1 mM EDTA, 1 mM EGTA，2 mM 正钒酸钠，1 mM PMSF，使用前加入：10 μg/ml （aprotinin，leupeptin，pepstatin A））]于冰浴裂解1 h，15 000×g离心5 min，收集上清。经Bio-Rad法进行蛋白定量后以12%十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺 （SDS-PAGE）凝胶电泳分离蛋白质。电泳后将蛋白转印至PVDF膜上，5%脱脂奶粉封闭后，一抗封闭过夜，再以辣根过氧化酶标记的二抗封闭液封闭1 h，以ECL试剂盒显色，扫描记录。
2.6 统计学分析

如无特殊提示，所有实验至少独立重复操作3次，实验结果表示为平均值 ± S.D.。实验结果用SPSS统计学软件(Statistics Package for Social Science, SPSS, Chicago, IL) 进行单因素方差分析（ANOVA）。P值小于0.05认为有统计学意义。
3 实验结果
3.1 AXT6诱导A549细胞线粒体膜电位下降
线粒体膜电位（ΔΨm）下降是细胞通过线粒体途径发生凋亡的一个关键步骤。AXT6处理细胞12、24、36及48 h后进行罗丹明123染色，流式细胞仪分析结果显示罗丹明123阳性细胞率由对照组的94.90%分别下降到81.99、79.33、75.11及51.84%（Fig. 1 A, B）。
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图1 AXT6引起A549细胞线粒体膜电位下降
Fig. 1 The lost of mitochondrial ∆Ψ in A549 cells induced by AXT6.
3.2 AXT6上调Bax/Bcl-2的比率、下调Bcl-xL的表达
Bcl-2家族分为促凋亡蛋白（Bax）和抗凋亡蛋白（Bcl-xL，Bcl-2等）。Bax/Bcl-2的比率决定其对细胞凋亡起促进或抑制作用[3]，Bax相对表达量升高将促进凋亡的发生。实验表明AXT6对于促凋亡蛋白Bax的表达没有明显影响，但下调抗凋亡的Bcl-2蛋白表达，并且呈时间依赖性地下调了Bcl-xL的表达（Fig. 2），表明AXT6通过升高Bax/Bcl-2或Bax/ Bcl-xL蛋白比率促进细胞凋亡。 
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图2 AXT6下调线粒体途径中抗凋亡蛋白
Fig. 2 AXT6-treatment decreased the levels of antiapoptotic regulators in mitochondrial pathway.
3.3. AXT6下调Sirt1的表达, 促进Bax从线粒体向细胞浆转位
Sirt1是重要的细胞凋亡调节蛋白，胞浆中Bax与DNA修复因子Ku70结合在一起，只有Ku70被乙酰化，Bax才会被释放。SIRT1能够作用于Ku70，使之不被乙酰化，阻止Bax转位到线粒体，从而抑制凋亡的发生，Sirt1失表达能促进Bax从细胞浆转位到线粒体，促进凋亡发生[4，5]。实验发现AXT6时间依赖性地下调了Sirt1的表达，促进Bax从细胞浆向线粒体转位（Fig. 3）。
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图3 AXT6下调SIRT1促进Bax向线粒体转位
Fig. 3 AXT6-treatment decreased SIRT1 level and promoted translocation of Bax from cytosol to mitochondria. 
3.4  AXT6促进cytochrome c从线粒体释放但是未激活caspase-9
当Bax转位至线粒体后可促进线粒体膜孔的开放，促进cytochrome c释放至胞浆，胞浆中cytochrome c与Apaf-1结合，共同组成凋亡复合体，引起procaspase-9降解产生活性形式的caspase-9，进而激活下游效应caspase诱导凋亡的发生[6]。结果显示，AXT6时间依赖性促进cytochrome c从线粒体释放到细胞浆，而活化形式的caspase-9蛋白水平却没有发生显著的变化（Fig. 5 A）。为了进一步考察AXT6是否对caspase-9产生影响，我们用caspase-9 活力试剂盒检测了AXT6作用后caspase-9的活力，结果表明，60 nM AXT6处理细胞 12、24、36及48 h 后，caspase-9的活力没有发生显著性变化（Fig. 5 B）。加入不同浓度caspase-9抑制剂（z-LEHD-fmk）预处理细胞，均不能抑制AXT6诱导的细胞凋亡（Fig. 5 C）。以上结果提示，AXT6诱导A549细胞线粒体途径凋亡时不依赖于caspase-9的作用。有研究表明热休克蛋白Hsp90对凋亡复合体具有负调控作用，Hsp90可以通过抑制cytochrome c介导的Apaf-1的寡聚化而抑制caspase-9的活化[7]，因此，我们考察了AXT6对细胞内Hsp90的影响。结果显示，AXT6作用A549细胞后时间依赖性上调了Hsp90的蛋白水平（Fig. 5 A）。
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图4 AXT6促进细胞色素c从线粒体释放但未激活caspase-9
Fig. 4 AXT6-treatment induced cytochrome c released from mitochondria but had no effects on the activation of caspase-9. 
3.5 AXT6上调AIF水平
当线粒体通透性受到胞外刺激升高后，伴随Apaf-1和cytochrome c 释放的还可能有凋亡诱导因子（apoptosis-inducing factor，AIF），Apaf-1和cytochrome c能激活caspase引起细胞凋亡，而AIF能引起caspase不依赖的染色体的固缩和DNA的片断化。实验表明AXT6呈时间依赖性上调AIF水平（Fig. 4）。 
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图5 AXT6上调AIF水平
Fig. 5 AXT6-treatment upregulated the level of AIF.
4 结论

前期研究发现，暗消藤中主要活性成分digitoxigenin-3-beta-glucoside（AXT6）可通过Fas死亡受体途径诱导人非小细胞肺癌A549细胞凋亡。在细胞凋亡的信号转导途径中，除Fas等死亡受体介导的外源性途径外还包括线粒体介导的内源性信号转导途径，因此，本论文主要考察AXT6对此途径的影响。

在内源性凋亡途径中，细胞受到应激或化学药物作用时，线粒体膜电位降低，AIF、Apaf-1和cytochrome c 等从线粒体释放至胞浆。胞浆中的cytochrome c在ATP作用下与Apaf-1结合，Apaf-1通过CARD与caspase-9酶原结合，三者形成凋亡复合体，激活caspase-9，顺次激活下游caspase-3，引起细胞凋亡事件[8]。而AIF能引起 caspase不依赖的染色体的固缩和DNA的片断化，从而介导caspase非依赖的细胞凋亡[9]。Bcl-2家族蛋白定位于胞浆、线粒体外膜、核膜和内质网膜上，其在线粒体途径中起着举足轻重的作用。Bcl-2家族包括抗凋亡蛋白(如Bcl-2、Bcl-xL、Bcl-w、MCL-1等)和促凋亡蛋白(Bax、Bid、BAD、BOK等)，两者的比例影响线粒体内膜和/或外膜的通透性，促进或抑制位于线粒体内的cytochrome c等促凋亡因子的释放，调控细胞凋亡[10]。结果表明，AXT6降低A549的线粒体膜电位，并上调Bax/Bcl-2比率，下调Bcl-xL的表达，还通过下调Sirt1的表达，促进Bax从胞浆向线粒体转位，促进cytochrome c从线粒体释放到细胞浆，且AXT6呈时间依赖性上调AIF的表达，表明AXT6激活了线粒体途径诱导A549细胞凋亡。

但是，AXT6作用于细胞后活化形式的caspase-9蛋白水平却没有发生显著的变化，caspase-9的活力没有发生显著变化，加入不同浓度caspase-9抑制剂（z-LEHD-fmk）预处理细胞，均不能够抑制AXT6诱导细胞凋亡的作用，表明AXT6诱导A549细胞线粒体途径凋亡时不依赖于caspase-9的作用。有研究报道，热休克蛋白Hsp90可以通过抑制cytochrome c介导的Apaf-1的寡聚化而抑制caspase-9的活化[11]。实验结果显示，AXT6作用A549细胞后时间依赖性地上调Hsp90的蛋白表达。以上结果提示caspase-9没有参与到AXT6诱导的A549细胞的线粒体途径的凋亡中，可能是由于Hsp90对凋亡复合体具有负调控作用造成的。
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