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β-拉帕醌通过下调过氧化物酶V诱导

SW480结肠癌细胞凋亡
刘  悦#  焦冰洋#  于楠楠  王  闯  韩英浩  金成浩  孙虎男*

(黑龙江八一农垦大学生命科学技术学院, 大庆 163319)

摘要      过氧化物酶V(peroxiredoxin V, Prx V)是过氧化物酶(peroxiredoxin)家族中的一员, 广
泛存在于线粒体、溶酶体及细胞质中, 具有有效地清除细胞内一氧化氮(nitric oxide, NO)和活性

氧(reactive oxygen species, ROS)的功能。该文阐明β-拉帕醌(β-lapachone)引起SW480结肠癌细胞

凋亡过程中Prx V的作用及其机制。该研究利用β-拉帕醌处理SW480细胞系, 通过3-(4,5-二甲基

噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐[3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide, 
MTT]法、荧光显微镜照相、流式细胞术、蛋白质免疫印迹分析等方法检测细胞存活率、细胞内

ROS水平、细胞凋亡情况以及凋亡相关蛋白质水平的变化。结果表明, β-拉帕醌通过抑制Prx V
水平, 致使细胞内ROS水平升高, 激活线粒体依赖性凋亡途径, 导致SW480结肠癌细胞凋亡。研

究结果初步揭示了β-拉帕醌诱发SW480结肠癌细胞发生凋亡的机制, 为结肠癌的治疗提供了新思

路。

关键词       过氧化物酶V; 活性氧; 细胞凋亡; β-拉帕醌

β-lapachone Induced the Apoptosis of SW480 Colorectal Cancer 
Cell through Down-Regulation of the Peroxiredoxin V Expression

Liu Yue#, Jiao Bingyang#, Yu Nannan, Wang Chuang, Han Yinghao, Jin Chenghao, Sun Hunan* 
(College of Life Science and Technology, Heilongjiang Bayi Agricultural University, Daqing 1633419, China)

Abstract       Peroxiredoxin V (Prx V) is a thioredoxin peroxidase included in peroxiredoxins family, which 
is highly expressed in mitochondria, lysosomes and cytosols, and exhibits as scavengers for nitric oxide (NO) 
and reactive oxygen species (ROS). This study is aimed to explore the regulatory effect of Prx V on β-lapachone 
induced apoptosis of SW480 colorectal cell. To examine the SW480 cell viability, cellular ROS levels, apoptosis 
and the proteins levels, the MTT assay, fluorescence microscopy, flow cytometry and Western blot assay were 
performed. The results showed that β-lapachone treatments could decrease the Prx V protein level, which in turn 
increased the cellular ROS levels, then eventually activated the mitochondria signaling, and resulted in inducing the 
SW480 cell apoptosis. Our findings present a new therapeutic strategy for colorectal cancer. 
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结肠癌是一种在全世界都常见的癌症, 同时也

是致死率很高的癌症。目前为止, 结肠癌的治疗大

多数采用手术的方法, 对于无法手术的则采用化疗

和放疗。由于化疗高抗药性的产生、放疗的高副作

用、治疗经费高昂等原因, 结肠癌的治疗还需探讨

新的治疗理念和治疗方法。有大量的研究结果表

明, 活性氧(reactive oxygen species, ROS)在多种癌

症的研究中都发挥着极为重要的作用, 参与细胞增

殖相关信号通路的调节, 细胞凋亡与衰老等[1]。细

胞内过高的ROS水平会导致氧化应激反应, 诱导细

胞发生凋亡[2]。ROS的升高使线粒体膜通透性改

变, 释放细胞色素c, 激活胱冬肽酶(caspase)信号通

路, 促使细胞发生凋亡。因此, 利用一些可提高细胞

内ROS的药物进行治疗是一个行之有效的癌症治疗

方法。目前有研究表明, 一些药物能够通过提高细

胞内ROS水平达到杀死癌细胞的目的[3-8]。β-拉帕醌

(β-lapachone)是一种醌类天然提取物, 生物学活性

较为广泛, 不仅能够抑制癌细胞的活性, 还可以通过

ROS生成途径诱导乳腺癌、前列腺癌、胰腺癌等多

种癌细胞发生凋亡[9-10]。

细胞中的过氧化物酶(peroxiredoxin, Prx)是一类

具有清除细胞内ROS能力的蛋白质, 在过氧化解毒反

应中起着至关重要的作用[11-13]。Prx V是Prx家族中的一

员, 具有清除细胞内ROS和过氧亚硝酸盐的作用[14-15]。

我们前期的研究结果显示, 用一氧化氮(nitric oxide, 
NO)供体硝普化钠(sodium nitroprusside dihydrate, SNP)
和脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)处理BV2神经小胶

质细胞引起Prx V蛋白质水平上升, 与细胞内ROS水平

的升高有关[16], 并且还证明了Prx V在NO诱导的小鼠

海马神经细胞HT22凋亡过程中也具有保护作用[19]。

另有研究显示, 在P53诱导的细胞凋亡中Prx V具有显

著的保护作用[17], 且重组Prx V也能够保护由氧化应激

引起的细胞凋亡[18]。但是, Prx V在ROS诱导的结肠癌

细胞凋亡过程中的作用机制尚不明确。

因此, 本研究利用β-lapachone处理SW480结肠

癌细胞, 初步探讨β-拉帕醌引起SW480细胞凋亡过

程中Prx V的作用及其机制。

1   材料与方法
1.1   材料

β-拉帕醌购自Selleck公司; SW480结肠癌细胞

来自黑龙江八一农垦大学生命科学技术学院分子药

理与药效学研究实验室。

1.2   试剂与仪器

DMEM/高糖培养基购自美国Hyclone公司; 胎牛

血清购自美国Gibco公司; 抗mouse anti-Bcl2、Bad、
caspase-3、Prx V、Prx II、α-tubulin单 克 隆 抗 体 购

自美国Santa Cruz公司; Annexin-V-FITC和CM-H2 
DCFDA购自英国Invitrogen公司; ROS清除剂N-乙酰

半胱氨酸(N-acetyl-L-cysteine, NAC)购自美国Sigma公
司。

6孔细胞培养皿和96孔细胞培养皿购自美国

Costar公司; 流式细胞仪(BD, FACS Calibur)、蛋白质

免疫印迹系统购自美国Amersham Bioscience公司。

1.3   细胞培养

SW480细胞培养于DMEM培养基中, 内含10%
的灭活新生胎牛血清(FBS)及100 U/mL青霉素/链霉

素(Penicillin/Streptomycin, P/S), 置于37 °C、5% CO2

及饱和湿度的培养箱中培养。

1.4   MTT法检测

将SW480细胞接种于96孔细胞培养板, 细胞浓

度为1×105/mL, 培养22 h后用含1%的灭活新生胎

牛血清(FBS)及100 U/mL青霉素/链霉素(Penicillin/
Streptomycin, P/S)的培养液进行饥饿处理2 h随后加

入β-拉帕醌处理, 分别为对照组(DMSO组)和处理组

(0.10、0.25、0.50、1.00、2.50、5.00、10.00 μmol/L 
β-拉帕醌组), 继续孵育24 h, 加入10 μL MTT溶液孵育

4 h, 去液体, 每孔加入100 μL DMSO摇匀10 min, 检测

在570 nm处的吸光度值, 筛选合适浓度。每组实验

均做3次重复。

1.5   细胞凋亡和ROS的检测

通过流式细胞术分析了SW480细胞凋亡和细

胞内ROS水平。

1.5.1   细胞凋亡检测      收集对照组(DMSO组)和处

理组(2、4、6 μmol/L β-拉帕醌组)细胞, 重悬于结合

缓冲液中, 加荧光标记的Annexin-V-FITC(Invitrogen
公司)10 μmol/L, 在室温避光条件下孵育10 min。随

即用流式细胞仪分析10 000个细胞, 统计结果得到

细胞凋亡柱形图。另外, 在6孔细胞培养板去掉原

有液体加入结合缓冲液, 加荧光标记的Annexin-V-
FITC(Invitrogen公司)10 μmol/L于37 °C培养箱避光

孵育10 min, 利用荧光显微镜分别检测白光、红光、

绿光以及红光与绿光的叠加条件下的荧光照片。每

组实验均做3次重复。
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1.5.2   细胞ROS水平检测      除去原有液体, 用PBS
清洗1遍 , 加入10 mmol/L的CM-H2DCFDA(Invitrogen
公司), 在37 °C细胞培养箱中孵化10 min, 利用荧光

显微镜分别检测白光、绿光条件下的荧光照片。每

组实验均做3次重复。

1.5.3   利用ROS清除剂      NAC(5 mmol/L)预处理

30 min后, 收集对照组(DMSO组)和处理组[5 mmol/L 
NAC+4 μmol/L β-拉帕醌(NAC+β-lapachone组)、
4 μmol/L β-拉帕醌(β-lapachone组)]细胞, 分别通过

流式细胞术与荧光显微镜检测细胞凋亡与细胞内

ROS水平变化。

1.6   蛋白质印迹法分析

分别收集处理后的细胞样品, 其中, β-拉帕醌

(0、2、4 mol/L)处理24 h, 4 mol/L β-拉帕醌处理不

同时间(0、3、6、9、12 h), 用以检测Prx V水平变化

的时间浓度依赖性, 4 mol/L β-拉帕醌处理不同时间

(0、3、6、9、12 h)用以检测凋亡相关蛋白质的变化。

加入蛋白质裂解液裂解, 12 000 r/min, 4 °C离心回收

上清, 即蛋白质。25 μg细胞总蛋白质提取物进行

12%十二烷基硫酸钠–聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, 
SDS-PAGE), 蛋白质转移到硝酸纤维素膜(美国

Millipore公司 ), 封闭 , 鼠抗 -Bcl2、Bad、caspase-3、
Prx V、Prx II、α-tubulin单克隆抗体4 °C孵育过夜。

用TBST[含有15 mmol/L的NaCl(Tris-HCL, TBS)、
0.2% Tween-20、10 mmol/L的Tris-HCl]洗涤5次, 每
次5 min, 与HRP标记的鼠二抗(1000 5׃)孵育2 h, 洗
膜、ECL底物孵育、曝光、显影、定影及结果分析。

每组实验均做3次重复。

1.7   统计学分析

所有结果以均值±标准差表示, 两组间比较用t
检验, P<0.05为差异有统计学意义。每组实验均至

少重复3次。

2   结果
2.1   β-拉帕醌诱导SW480结肠癌细胞凋亡

利用MTT法检测β-拉帕醌对SW480细胞存活

率的影响, 发现随着β-拉帕醌浓度的增加, SW480细
胞存活率明显降低(图1A)。为了明确β-拉帕醌是否

引起细胞内ROS水平的上升, 我们利用ROS标记试

剂CM-H2 DCFDA进行标记, 通过荧光显微镜照相

的方法分别检测了β-拉帕醌(0、2、4、6 mol/L)处
理24 h后SW480细胞内ROS水平的变化。结果显示, 
随着药物浓度的增加, 细胞内ROS水平随之升高(图
1B)。同时, 利用不同浓度(0、2、4、6 mol/L)的β-
拉帕醌处理SW480细胞24 h, 用Annexin-V-FITC和
PI-PE进行标记, 利用荧光显微镜和流式细胞术检测

细胞凋亡情况。结果显示, 随着β-拉帕醌浓度的增加, 
SW480细胞凋亡率也明显的升高(图1C和图1D)。这

一结果证明, β-拉帕醌能升高细胞内ROS水平, 并诱

导SW480细胞发生凋亡。

2.2   β-拉帕醌诱导SW480结肠癌细胞凋亡过程中

对ROS水平的影响

为了确定β-拉帕醌诱导细胞发生凋亡是否与

细胞内ROS水平的升高相关, 我们利用ROS清除剂

NAC(5 mmol/L)预处理细胞30 min后, 收集对照组

(DMSO)和处理组(4 μmol/L β-拉帕醌+5 mmol/L NAC
和4 μmol/L β-拉帕醌)细胞, 分别通过流式细胞术与

荧光显微镜检测细胞凋亡与细胞内ROS水平的变

化。结果显示, 加入了NAC之后细胞内ROS水平明

显下降(图2A), 同时细胞凋亡的比率也明显地受到

了抑制(图2B和图2C)。图2C为通过流式细胞术检

测Annexin-V-FITC单染的细胞凋亡情况。这一结果

证明, β-拉帕醌诱导SW480细胞发生凋亡与细胞内

ROS水平上升密切相关。

2.3   β-拉帕醌对凋亡相关蛋白质及Prx V蛋白质

水平的影响

Prx V作为Prx家族的一员, 在细胞中具有清除

ROS的功能。为了检测β-拉帕醌诱导的SW480细胞

凋亡过程中Prx V蛋白质水平变化, 用不同浓度的β-
拉帕醌(0、2、4 μmol/L)处理SW480细胞24 h , 检测

细胞内Prx V蛋白质水平变化(图3A)。结果显示, 随
着处理浓度的增加, 细胞内Prx V蛋白质水平显著下

降。其次, 用4 μmol/L的β-拉帕醌处理细胞不同时间

(0、3、6、9、12 h), 发现随着时间的推移, Prx V蛋

白质水平显著降低, 而同一家族的Prx II并没有发生

变化。另外, 为了检测β-拉帕醌诱导SW480细胞凋

亡途经, 我们检测了β-拉帕醌(4 μmol/L)处理SW480
细胞不同时间段的凋亡相关蛋白质水平的变化(图
3C)。结果表明, 抗凋亡蛋白Bcl2水平降低, 而促凋

亡蛋白Bad水平显著升高, 同时前胱冬肽酶-3(pro-
caspase-3)水平明显下降。
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A: MTT法检测β-拉帕醌对SW480细胞活力的影响; B: β-拉帕醌对SW480细胞内ROS水平的影响(荧光显微镜照片); C: β-拉帕醌对SW480细胞凋

亡的影响, 绿光为Annexin-V-FITC染色, 红光为PI染色, Merge为红光与绿光重叠, Light为白光下的细胞状态, 标尺=100 μm; D: 通过流式细胞术

检测细胞凋亡情况后的半定量化分析, 结果以均值±标准差表示, n=3。*P<0.05, ***P<0.001, 与DMSO组比较。

A: effect of β-lapachone on SW480 cell viability by MTT assay; B: effect of β-lapachone on SW480 cellular ROS levels (fluorescence microscope 
images); C: effect of β-lapachone on SW480 cell apoptosis. Annexin-V-FITC (green), PI-PE (red), Merge (yellow) and light images were measured by 
fluorescence microscope, scale bars=100 μm; D: increased fold of cell apoptosis was represented by the mean±S.D. (n=3). *P<0.05, ***P<0.001 vs 
DMSO group.

图1   β-拉帕醌诱导SW480细胞凋亡

Fig.1   β-lapachone induced SW480 cells apoptosis

3   讨论
结肠癌具有非常高的致死率, 其放疗的治愈率

并不是特别高, 化疗也存在很强的药物依赖性, 并且

对人体正常细胞有一定的伤害, 因此, 研究新型的结

肠癌治疗药物势在必行。

已知β-拉帕醌诱导肝癌、前列腺癌细胞的凋亡

主要通过阻断细胞周期蛋白或是抑制肿瘤的侵袭

能力[20-21]。本研究发现, β-拉帕醌可以诱导SW480
结肠癌细胞发生凋亡, 并且可以有效地提高细胞

内ROS水平, 这一结果与其他实验室的研究结果一

致, 说明β-拉帕醌在结肠癌细胞上也有明显地促凋

亡效果。众所周知, ROS可以使线粒体膜通透性转

运孔道开放, 细胞色素c的释放等途径, 激活胱冬

肽酶-3的活性引起细胞凋亡[22-25]。此外, 在细胞发

生凋亡的时候, Bcl2家族中的促凋亡蛋白成员发生

蛋白质的加工修饰, 移位到线粒体的外膜上, 引起

细胞色素c、凋亡诱导因子等其他促凋亡因子的释

放, 导致细胞凋亡。而抑制Bcl2则起到相反的作用, 
可以促进细胞发生凋亡[26-27]。因此, 当我们用ROS
清除剂有效地清除细胞内ROS之后, β-拉帕醌诱导

的SW480细胞凋亡受到了明显的抑制, 充分证明β-
拉帕醌诱导的SW480细胞凋亡与细胞内ROS水平

具有直接的关联。此外, 在本研究中, 结肠癌细胞

SW480在经过β-拉帕醌处理过后胱冬肽酶-3被活化, 
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Bcl2水平下降, 而Bad水平上升, 说明胱冬肽酶-3、
Bcl2经典途径参与到β-拉帕醌诱导的SW480细胞的

凋亡过程。

细胞内ROS的上升显然会导致细胞内抗过氧

化物酶的变化。作为抗过氧化物酶, Prx V能够调控

细胞内的ROS水平, 参与细胞信号转导和增值、凋

亡等过程。本研究结果显示, β-拉帕醌的处理显著

地抑制了Prx V蛋白质水平, 而同一家族的Prx II却
没有任何变化, 说明β-拉帕醌有可能通过下调Prx V
的表达, 从而引起细胞内ROS水平的上升。但是对

于Prx V是不是细胞内唯一对β-拉帕醌敏感的Prx家
族蛋白需要进一步的调查和研究。本实验的结果首

次阐述了β-拉帕醌诱导SW480结肠癌细胞发生凋亡

过程中对Prx V蛋白质水平的影响, 为研究ROS诱导

的结肠癌细胞凋亡提供了新的理论依据。虽然, 对β-
拉帕醌致使Prx V蛋白质水平下调的机制以及Prx V
对β-拉帕醌诱导的结肠癌细胞凋亡的调控作用及其

机制尚不完整, 但本研究结果提示, β-拉帕醌可下调

Prx V, 进而使细胞内ROS水平上升, 在一定程度上

揭示了Prx V对ROS诱导结肠癌细胞凋亡的调节作

用。

综上所述, β-拉帕醌通过抑制SW480结肠癌

细中Prx V蛋白质水平, 引起细胞内ROS水平升高, 
激活胱冬肽酶-3、Bcl2等经典细胞凋亡途径, 导致

SW480细胞发生凋亡, 为结肠癌的临床治疗研究提

供了新思路, 尤其是为以提高细胞内ROS水平引起

癌细胞凋亡研究提供了新的理论依据, 也为研究新

型的结肠癌治疗药物提供基础。
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A: NAC预处理细胞30 min后, β-拉帕醌处理24 h, 检测SW480细胞内ROS水平(荧光显微镜照片); B: NAC 预处理细胞30 min后, β-拉帕醌处理24 h, 
检测SW480细胞凋亡的情况(荧光显微镜照片), 绿光为Annexin-V-FITC染色, 红光为PI染色, Merge为红光与绿光叠加, Light为白光下的细胞状

态; C: NAC预处理细胞30 min后, β-拉帕醌处理24 h, 进行Annexin-V-FITC单染, 检测SW480细胞凋亡情况(流式细胞仪检测), 黑色为对照组, 灰
色细线条为β-拉帕醌与NAC共同处理组, 深灰色粗线条为β-拉帕醌处理组。标尺=100 μm。

A: the SW480 cells were pretreated with NAC for 30 min, followed by β-lapachone treatment for 24 h. The cellular ROS levels were measured by 
fluorescence microscope. B: the SW480 cells were pretreated with NAC for 30 min, followed by β-lapachone treatment for 24 h. The SW480 cell 
apoptosis was observed with fluorescence microscope images. Annexin-V-FITC (green), PI-PE (red), merge (yellow) and light images. C: the SW480 
cells were pretreated with NAC for 30 min, followed by β-lapachone treatment for 24 h. The SW480 cell apoptosis was measured with FACS cytometry. 
Control (black), β-lapachone (gray thick) and β-lapachone+NAC (gray thin). Scale bars=100 μm.

图2   β-lapachone通过升高ROS水平诱导SW480细胞凋亡

Fig.2   β-lapachone induced SW480 cells apoptosis through ROS accumulate
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