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Abstract
AIM: To investigate the molecular mechanism of HepG2
cell apoptosis induced by Taurodeoxycholic acid (TDCA).

METHODS: Morphologic evaluations of apoptosis were
performed by HE staining and electro-microscope. DNA
fragment was detected by electrophoresis on 1.5 % agarose
gel. Apoptosis rate was measured by flow cytometry using
PI probe. After incubation of HepG2 cell with TDCA, the
release of cytochrome C from mitochondria into cytosol
was determined by Western blot analysis, and the activitives
of Caspase-8,9,3 were evaluated by chrolometry.

RESULTS: Incubation of HepG2 cells with 400 µmol/L TDCA
for 12 h induced significant cell apoptosis. Flow cytometry
analysis showed that apoptosis rate was 50.4±2.2 % following
TDCA incubation. The release of cytochrome C from mito-
chondria to cytosol in a time-dependent pattern was dem-
onstrated during the development of apoptosis with sub-
sequent activation of Caspase-9 and 3 obviously, while
the activation of Caspase-8 was slightly involved in this
apoptotic pathway.

CONCLUSION: TDCA can induce cell apoptosis mainly through
initiating the release of cytochrome C from mitochondria to
cytosol and the subsequent activation of procaspase-9.

Li GM, Xie Q, Zhou XQ, Yu H, Guo Q, Liao D, Li DG. Taurodeoxycholic
acid induced apoptosis via mitochondrial injury in HepG2 cells.Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1148-1151

摘要

目的: 探讨牛磺酸脱氧胆酸(TDCA)诱导HepG2细胞凋亡的

分子机制.

方法: 应用HE染色 电镜和DNA电泳对细胞凋亡定性; 应

用流式细胞仪对细胞凋亡定量; 检测TDCA诱导HepG2细

胞凋亡过程中 线粒体细胞色素C释放及凋亡特异性蛋白

酶Caspase-3 8 9 活性的变化.

结果: TDCA 400 µmol/L孵育12 h可诱导显著HepG2细胞
凋亡 凋亡率为50.4 2.20 ; TDCA诱导HepG2细胞

凋亡过程中 线粒体细胞色素C释放呈时间依赖性增加

同时伴有Caspase-9 3蛋白酶活性显著增高 Caspase-8活

性仅轻度增高.

结论: 启动线粒体细胞色素C释放及随后激活Caspase-9途

径 可能是TDCA诱导HepG2细胞凋亡的主要机制.
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0   引言

胆汁淤积是一种常见的病理过程 可由肝内外胆管狭
窄 阻塞 胆汁酸分泌模式改变及长期胃肠外营养等
多种原因引起. 疏水性胆汁酸在肝内积聚一直被认为是
胆汁淤积性肝病患者肝损伤的主要原因[1]. 疏水性胆汁
酸具有 去垢性 可引起肝细胞坏死. 然而 大量肝活
检资料发现 在大多数胆汁淤积症中 明显的肝细胞坏
死并不多见[1-5]. 近来报道 在胆汁淤积性肝病中 存
在明显的肝细胞凋亡现象[6-9]. 疏水性胆汁酸诱导肝细胞
凋亡的确切机制尚未完全阐明 牛磺酸脱氧胆酸
(TDCA)是一种生理性疏水性胆汁酸 胆汁淤积时其在
肝内浓度显著增高. 我们从分子水平探讨了TDCA诱导

HepG2细胞凋亡的机制.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2细胞购自中科院上海细胞研究所. RPMI

1640 培养基购自GIBCO 公司 培养板和培养皿为

Nunclon公司产品 牛磺酸脱氧胆酸(Taurodeoxycholic

acid; TDCA)和蛋白酶K均为Sigma公司产品 小鼠细胞

色素C单克隆抗体购自Pharmingen 公司 Caspase-9分

析试剂盒购自Chemicon International Inc Caspase-3 分

析试剂盒购自Medical Biological Laboratories CO  LTD



(MBL); Caspase-8分析试剂盒购自Clontech Laboratories

Inc; 胰蛋白酶 RNA酶和羊抗小鼠免疫球蛋白购自深

圳晶美生物公司 新生小牛血清购于杭州四季青公司.

1.2 方法  HepG2细胞用RPMI1640培养基(每 1 000 mL

含 RPMI1640 培养基干粉 10.4 g Hepes 3.57 g

NaHCO3 2.0-2.2 g 青霉素0.0 625 g 链霉素0.1 g) 置

37 5 % CO2培养箱 (NAPCO Series 5 400 CO2培

养箱)培养 细胞贴壁85-90 时 用EDTA-胰酶(每

1 000 ml 含 EDTANa2 0.2 g Trypsin 2.5 g NaCl 8 g KCl

0.4 g NaHCO3 0.58 g Dextrose1g) 消化 以台盼兰拒染

试验测定细胞活率 细胞活率90 以上 进行传代. 以不

同剂量TDCA与HepG2细胞孵育 发现TDCA 400 µmol/L孵
育12 h可诱导显著HepG2细胞凋亡. 将消化的HepG2细

胞接种到预先置有无菌盖玻片3.5 cm培养皿中 6  h细胞

贴壁后 换新鲜培养液并加入TDCA 浓度为400 µmol/L
孵育 12 h 弃培养皿上清液 以PBS漂洗一次后 加

40 g/L甲醛1 mL固定30 min 然后取盖玻片进行脱水

染色 透明 封片观察细胞形态变化. 将待检10 cm培

养皿中培养基弃掉 加入电镜固定液覆盖培养皿底 放

4 固定4 h 再将细胞刮下 1 500 r/min 离心10 min

送检. 将培养细胞消化 离心 转移到1.5 mL eppendof

管 加细胞裂解液450 µL (10 mmol/L Tris-HCl  pH 8.0;
10 mmol/L NaCl 10 mmol/L EDTA 100 mg/L蛋白酶K

10 g/L SDS) 混匀 置37 水浴箱过夜 以等体积苯

酚氯仿抽提. 加1/10体积3 mol/L醋酸钠 2倍体积冰无

水乙醇沉淀DNA 置-20 2 h 再以14 000 r/min

4 离心 20 min 弃上清 加含RNA酶 TE(RNase

终浓度为20 mg/L) 50 µL溶解DNA 取样品10 µL于
15 g/L 琼脂糖凝胶电泳(75 V 1 h)紫外灯下观察 并拍

照. 贴壁细胞经胰酶消化后 以1 500 r/min 离心5 min

弃上清 加入 PBS 悬浮洗涤一次 离心 弃上清

加柠檬酸固定液2 mL 室温静置30 min 进行碘化

丙啶染色 流式细胞仪检测细胞凋亡. 收集TDCA诱导

6 9 12 h三个时间点的待检细胞2 106悬浮于100 µL
预冷细胞裂解液中 冰上孵育10 min 13 000 r/min 离

心5 min. 将上清液(含胞质抽提物)转移到另一个洁净1.

5 mL 离心管 置于冰上. 按说明书在标准比色管中依

次加入反应缓冲液 双蒸水 胞质抽提物 最后加

入底物. 置37 恒温箱孵育2 h. 比色计中读出Caspase-

9和Caspase-3检测样本在405 nm的数值; Caspase-8在

505 nm的数值. 收集2 106待检细胞加冷PBS 2 mL于

细胞沉淀 混匀 2 000 r/min  离心 10 min 弃上

清 加入含蛋白酶抑制剂的三倍体积的细胞胞溶质抽

提缓冲液(Sucrose 250 mmol/L; HEPES (pH 7.5) 20 mmol/L;

KCl 10 mmol/L; MgCl2 1.5 mmol/L; EDTA 1 mmol/L; EGTA

1 mmol/L; Dithiothreitol 1 mmol/L) 冰上孵育30 min

玻璃匀浆器匀浆 匀浆液用750 g 4 离心10 min

吸取上清液 以 4 12 000 g 离心 30 min 收集

上清液于另一无菌塑料离心管. 用BCA检测法测定标本

中蛋白质含量. 取 20 µg蛋白质于12 % SDS-聚丙烯酰
胺凝胶电泳 1 h 后 转移到硝酸纤维素薄膜上 加

入含50 g/L低脂奶粉的PBST(磷酸缓冲液 1 g/L 吐温-20)

封闭液20 mL室温下振荡2 h. 再将膜放入另一干净容器

内 加入含5 %低脂奶粉的小鼠抗细胞色素C单克隆抗

体(1 1 000)的新鲜孵育液 4 轻轻振荡过夜 弃

一抗孵育液 用PBST 室温下漂洗 将膜再转移到另

一干净容器内 加入含辣根过氧化酶标记的抗免疫球

蛋白(1 2 000)封闭液 室温下振荡孵育2 h 取膜

以PBST室温下漂洗. 最后用增强化学发光法显示检测

蛋白质条带.

        统计学处理  以 sx ± 表示 使用Statpal软件包分析.

2   结果

2.1 TDCA诱导HepG2细胞凋亡  细胞爬片固定后经HE

染色显示 TDCA 400 µmol/L 孵育 12 h 可见明显的
凋亡细胞(图 1). 电镜主要是对细胞核进行观察 从亚

细胞结构上证实细胞凋亡的存在 核致密化是凋亡最

具特征性的变化 TDCA 400 µmol/L 孵育 12 h 可见
典型的凋亡细胞核改变(图 2). TDCA 400 µmol/L 与
HepG2细胞孵育12 h可诱导显著的细胞凋亡 流式细

胞仪检测细胞凋亡率为50.4 2.2 % 与对照组(2.1

0.2 %) 相比具有显著性差异(t =36.1 P =0.0 008).

A: 对照组.

B: TDCA 组 细胞明显皱缩 呈圆形或不规则形, 核染色质致密 边
聚, 呈蓝黑色等凋亡形态.
图1  凋亡细胞形态学改变HE 40
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A: 对照组.

B: TDCA组 典型的凋亡小体结构.
图2  凋亡细胞核的形态改变EM 5 000.

M: Marker; 1: Control; 2: TDCA
图3  DNA凝胶电泳显示: TDCA组, 可见明显的DNA Ladder.

图 4  Caspase蛋白酶活性.

2.2 细胞凋亡的生物化学检测  DNA Ladder 是凋亡在生

化方面最重要 也是最具特征性的表现之一. 细胞经

TDCA 400 µmol/L 孵育 12 h 通过凝胶电泳证实有明
显的DNA Ladder (图 3). 在 TDCA诱导HepG2细胞凋亡

过程中 Caspase-8 Caspase-9 Caspase-3蛋白酶活

性呈时间依赖性增高 以Caspase-9和Caspase-3增高显

著 12 h 活性最高(t 9=13.0 P =0.0 059; t 3=16.88

P =0.0 035) 与对照相比 Caspase-8 活性仅轻度增

高(t =1.94 P =0.1917 图 4). 在 TDCA诱导HepG2细

胞凋亡过程中 采用免疫印迹法在细胞胞质内检测到

细胞色素C 并且发现线粒体释放细胞色素C呈时间

依赖性增加 12h最明显(图 5).

图5  TDCA对线粒体细胞色素C释放的作用(免疫印迹法).

3   讨论

大量研究表明疏水性胆汁酸在体内外均可诱导肝细胞

凋亡 且诱导细胞凋亡的浓度明显低于其引起细胞坏死

的浓度. 事实上 在大多数胆汁淤积症中 疏水性胆汁

酸诱导肝细胞凋亡比其引起肝细胞坏死更多见[4 9-12]. 凋

亡是一种细胞死亡方式 我们从形态学及生化学方面

证实TDCA 400 umol/L与HepG2细胞孵育12 h可诱导

显著的细胞凋亡 [ 13 ] 表现为细胞皱缩 变圆 贴壁

不牢固 核染色质致密 边聚 凋亡小体形成及DNA

凝胶电泳呈现凋亡所特有的DNA Ladder; 经流式细胞仪

检测凋亡率为50.4 %.

         细胞色素C释放被认为是凋亡过程中的关键事件[14-18].

线粒体细胞色素C可通过调控细胞能量代谢决定受刺

激细胞是发生凋亡还是坏死. 细胞色素C从线粒体易位到

胞质是凋亡特异性蛋白酶procaspase-9活化的前提[19-21].

在 TDCA诱导HepG2细胞凋亡过程中 我们应用免疫

印迹法检测到有细胞色素C从线粒体释放到胞质 且

发现线粒体细胞色素C释放呈时间依赖性增加 12 h

最明显 与细胞凋亡在12h显著增高一致; 表明TDCA

诱导HepG2细胞凋亡与线粒体细胞色素C释放显著相

关 提示胆汁淤积性肝病中 肝细胞损伤可能与疏水性

胆汁酸损伤线粒体膜 引起细胞色素C释放介导肝细胞

凋亡有关.

        Caspase是一类半胱氨酸天冬氨酸特异蛋白酶 目

前已发现14种 分启动Caspase 如 Caspase-8 9

和效应Caspase 如Caspase-3 7两类; 分别参与凋亡

的启动和执行过程 他们的活化是凋亡过程中的关键事

件. 不同的细胞凋亡途径 可活化不同的启动Caspase[22-30].

Caspase-8主要参与死亡受体(TNF FasL)介导细胞凋亡

的途径[31-33] 而Caspase-9主要参与由一些凋亡诱导剂

诱导线粒体损伤介导细胞凋亡的途径[34-38]. 在 TDCA诱

导HepG2 细胞凋亡过程中 我们检测了三种Caspase
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蛋白酶活性 三种Caspase 蛋白酶活性均呈时间依赖

性增高 其中以Caspase-9和Caspase-3蛋白酶活性升

高显著 Caspase-8活性仅轻度增高. 表明TDCA诱导

HepG2细胞凋亡可能主要是与通过损伤线粒体 释放

细胞色素C 从而活化Caspase-9途径启动的Caspase

级联反应有关. TDCA诱导HepG2细胞凋亡可能不依赖

Caspase-8的活化.
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