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Abstract
Chenodeoxycholic acid (CDCA) derivative 
HS-1200 can inhibit the proliferation and induce 
the apoptosis of human hepatoma BEL7402 cells 
in a dose- and time-dependent manner. In con-
trast, HS-1200 shows no apoptosis-inducing ef-
fect in normal human hepatic cell lines. HS-1200 
induces the apoptosis of BEL7402 cells perhaps 
by up-regulating the expression of Bax protein 
and down-regulating the expression of Bcl-2 
protein. The increased ratio of Bax to Bcl-2 might 
contribute to the permeabilization of the outer 
mitochondrial membrane (OMM) and make 
it  permeable to intermembrane space proteins 
such as cytochrome C. Once released, cyto-
chrome C promotes the activation of caspase-9 
and thereby results in the activation of caspase-3, 

which functions as the downstream effector of 
the cell death program. Furthermore, as caspase-
8-specific inhibitor z-IETDfmk shows no impact 
on HS-1200-mediated apoptosis of BEL7402 
cells, HS-1200 induces apoptosis perhaps via the 
activation of mitochondrial pathway. 
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摘要
鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200可有效地抑制肝
肿瘤细胞株BEL7402的生长, 其作用随药物浓
度提高和作用时间延长而增强, 呈一定的剂
量、时间依赖性; 鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200
对人肝肿瘤细胞株BEL7402有显著的生长抑
制作用, 该生长抑制作用与HS-1200诱导肝
肿瘤细胞凋亡有关; HS-1200对正常肝细胞
株无生长抑制及诱导凋亡的作用. HS-1200
诱导凋亡的机制可能是HS-1200提升Bax而
降低Bcl-2的表达, 从而使线粒体膜通透性增
高, 使细胞色素C由线粒体释放入胞质, 活化
caspase-9, 活化的caspase-9切割pro-caspase-3
生成caspase-3, 从而诱导凋亡; 但上述凋亡过
程中caspase-8特异性抑制剂未改变HS-1200诱
导的凋亡, 因而HS-1200诱导肝肿瘤细胞凋亡
途径为内源性凋亡途径.
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0  引言

原发性肝癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一, 
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■背景资料
目前肝癌的治疗
仍以手术切除为
首选的治疗方法, 
但手术切除的突
出问题是术后复
发率高、手术切
除率低, 加上绝大
多数患者在确诊
时已属临床中晚
期, 失去了手术治
疗的机会. 因此, 人
们不断研究出一
些新的疗法, 或者
采取多种疗法的
综合治疗以提高
肝癌的总体疗效. 
在各种治疗方法
中, 肝癌的化疗在
肝癌的治疗中占
有重要的地位. 但
由于肝癌对化疗
不敏感或由于连
续化疗产生耐药
性, 在多数肝癌患
者中化疗有效率
往往低于25%. 因
而, 迫切需要创造
出有效的治疗肝
癌的化疗药物. 最
近许多研究表明, 
鹅脱氧胆酸衍生
物能诱导多种癌
细胞凋亡并能抑
制其增殖, 如乳腺
癌细胞、人前列
腺癌细胞、人子
宫颈癌细胞、及
人骨肉瘤细胞等.
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占原发性肝肿瘤的80%-90%[1]. 在我国, 自20世
纪90年代以来肝癌的年病死率已上升为城市和

农村恶性肿瘤病死率的第2位和第1位. 目前肝

癌的治疗仍以手术切除为首选的治疗方法, 但
手术切除的突出问题是术后复发率高、手术切

除率低, 加上绝大多数患者在确诊时已属临床

中晚期, 失去了手术治疗的机会. 因此, 人们不

断研究出一些新的疗法, 或者采取多种疗法的

综合治疗以提高肝癌的总体疗效. 在各种治疗

方法中, 肝癌的化疗在肝癌的治疗中占有重要

的地位. 但由于肝癌对化疗不敏感或由于连续

化疗产生耐药性, 在多数肝癌患者中化疗有效

率往往低于25%[2,3]. 因而, 迫切需要创造出有效

的治疗肝癌的化疗药物.
胆汁酸是胆固醇的主要极性衍生物, 他有

助于饮食中脂质的吸收, 并且能调整控制胆固

醇体内平衡的基因表达. 根据其化学结构的不

同, 不同胆汁酸表现出不同的生物效应[4]. 鹅脱

氧胆酸可使胆固醇结石溶解, 而胆酸及脱氧胆

酸则无此作用. 临床常用鹅脱氧脱酸及熊去氧

胆酸治疗胆固醇结石. 最近许多研究表明, 鹅
脱氧胆酸衍生物N -[(3α,5β,7α)-3,7-二羟基-24-
氧代胆甾烷-24-基]β-丙氨酸苄酯(HS-1200)和
N -[(3α,5β,7α)-3,7-二羟基-24-氧代胆甾烷-24-
基]L -苯丙氨酸苄酯(HS-1199)能诱导多种癌细

胞凋亡并能抑制其增殖, 如乳腺癌细胞、人前

列腺癌细胞、人子宫颈癌细胞、及人骨肉瘤细

胞[5-8]等; 两种胆汁酸衍生物的效果, 以HS-1200
作用更强[9]. 另有报道疏水性胆汁酸如鹅脱氧胆

酸在体内及体外实验中可诱导肝细胞凋亡[10-14]. 
上述研究证明鹅脱氧胆酸衍生物具有诱导多种

肿瘤细胞凋亡的作用, 并且鹅脱氧胆酸衍生物

HS-1200对人肝肿瘤细胞株BEL7402有显著的

生长抑作用, 该生长抑制作用与HS-1200诱导肝

肿瘤细胞凋亡有关; HS-1200对正常肝细胞株无

生长抑制及诱导凋亡的作用[15].

1  鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200对肝肿瘤细胞凋

亡信号通路的作用及证据

我们应用人工合成的鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200
作用于肝肿瘤细胞株BEL7402和正常肝细胞株

L-02, 发现他对肝肿瘤细胞株有明显的生长抑制

作用, 其抑制率具有明显的药物浓度依赖性和

时间依赖性, 而对正常肝细胞株则无生长抑制

作用. 这说明HS-1200可以有效地杀伤肝肿瘤细

胞, 对正常肝细胞则无杀伤作用, 这为HS-1200

642                                 ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2010年3月8日    第18卷   第7期

应用于临床治疗肝癌提供了实验依据. 细胞凋

亡是由于启动了细胞内的自杀程序, 导致细胞

核染色质浓缩, 并聚集于细胞核周边, 在被激活

的内源性核酸内切酶作用下, 染色质DNA规律

性断裂为大量200 bp大小及其倍体的核苷酸片

段, 形成核碎片, 同时细胞内发生一系列生化改

变. 最后, 细胞膜包裹细胞质和核碎片, 形成大

小不一的凋亡小体(apoptosis bodies). DNA断裂

是凋亡细胞的特征之一, 我们应用DNA琼脂糖

凝胶电泳检测发现, 经HS-1200处理的肝肿瘤细

胞出现典型的DNA梯形带, 说明细胞发生了凋

亡. 同时荧光显微镜下可观察到典型的细胞凋

亡的形态特征, 说明HS-1200抑制人肝肿瘤细胞

的生长主要是通过诱导细胞凋亡实现的. 了解

细胞凋亡信号通路可有助于探讨癌症的发生机

制进而发现更有效的治疗方法, 因而我们进一

步探讨HS-1200诱导肝肿瘤细胞凋亡的机制. 目
前认为细胞凋亡信号通路包括两条[16]: (1)来自

于细胞膜外的死亡受体(death receptors)信号通

路: 一些凋亡刺激因素激活细胞膜外死亡受体, 
死亡受体进一步活化膜上Fas相关的死亡结构

域(fas associated death domain, FADD), 结合并

活化半胱氨酸天冬氨酸特异蛋白酶8(cysteinyl 
aspartate specific proteinase cysteine aspartases 
8, caspase-8), 活化的caspase-8进一步切割pro-
caspase-3生成caspase-3, 从而诱导凋亡; (2)线粒

体信号通路: 许多凋亡信号通过进入线粒体, 诱
导线粒体内的细胞色素C(cytochrome C, Cyto-C)
等小分子释放到胞质, 活化caspase-9, 活化的

caspase-9切割pro-caspase-3生成caspase-3, 从而

诱导凋亡. 这一过程中, Bcl-2, Bcl-xL等抑制这

一过程, 而Bax, BNIP3等促进这一过程.
1.1 Bcl-2家族与细胞凋亡 线虫是良好的研究

细胞凋亡的模型, 最早在凋亡中发现ced-9基因

具有抗凋亡作用, 在哺乳动物中与之同源的是

Bcl-2家族. 而Bcl-2基因首先在人体内的B淋巴

细胞中发现[17]. Bcl-2家族是凋亡信号通路中最

重要的蛋白家族之一, 在哺乳动物中, 迄今发现

28个成员, 按功能可以分为三类: (1)Bcl-2亚家

族(抗凋亡亚家族), 这类亚家族成员包括Bcl-2, 
Bcl-xL[18], Bcl-W[19]等; (2)Bax亚家族(促凋亡亚

家族), 主要包括Bax[20], Bcl-Xs等; (3)BH3 only
亚家族, 这类亚家族成员也是促凋亡性的, 由
于其功能结构域中仅仅包含BH3结构域, 故命

名为BH3 only亚家族, 目前发现该家族成员包

括Bid[21,22],  Bad, Blk, P193, NOXA等. 按结构上

www.wjgnet.com

■相关报道
有报道疏水性胆
汁酸如鹅脱氧胆
酸在体内及体外
实验中可诱导肝
细胞凋亡.



秦成勇, 等. 鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200诱导人肝癌细胞株凋亡的作用及机制                                                                 643

www.wjgnet.com

划分, Bcl-2蛋白家族成员都有4个关键性结构

域(BH1-BH4), 他们在Bcl-2家族中高度保守. 而
且Bcl-2家族蛋白都拥有一个C末端跨膜结构域

(TM), 他是促进蛋白质与线粒体结合的关键性

部位. 他存在于BH1和BH4之间. 按功能上可以

分为两大类, 促凋亡和抗凋亡. 尤其是BH4结构

域仅存在于Bcl-2家族中抗凋亡成员中, 如Bcl-2, 
Bcl-xL, 而在促凋亡成员中都不存在BH4结构域, 
表明BH4结构域对于Bcl-2家族抗细胞凋亡起到

关键性作用. 相反, BH1和BH2主要是蛋白质间

相互作用的区域, 尤其是Bcl-2家族蛋白中, 抗凋

亡和促凋亡成员之间的相互作用所需要的结构

域. 另外, 在促凋亡成员中也有许多成员, 仅仅

包含BH3结构域, 称为BH3亚家族. 因此, 通常认

为BH3是Bcl-2家族中促凋亡的关键结构域. 而
Bax亚家族成员都包含有BH1, BH2和BH3三个结

构域. 已经证明Bcl-2家族成员与线粒体膜通透

性相关并调结膜的完整性[23]. Bcl-2家族中促凋

亡成员如Bax, 一般认为通过破坏线粒体功能, 
导致线粒体通透性转换孔(permeability transition 
pore, PTP)的开放[24], 使线粒体内的一些小分子

物质, 如Cyto-C, smac渗漏到胞质, 从而诱导细胞

凋亡[25-27]. 当给一定的凋亡刺激时, 这些蛋白转

位之线粒体膜上, 诱导PTP开放. 已经发现Bax与
PTP孔的形成单位VDAC或ANT存在直接相互

作用的关系[28]; 相反, Bcl-2可以阻断PTP开放从

而抑制细胞凋亡[25-27]. 其机制是Bcl-2直接或间接

抑制VDAC或通过破坏Bax与VDAC或ANT的相

互作用. 在凋亡过程中, Bax表达水平升高能通

过抑制Bcl-2的活性而诱导凋亡[29]; 在药物诱导

的凋亡过程中, Bcl-2与Bax的比率的提高较单纯

Bcl-2的表达升高, 使细胞存活方面发挥更为重

要的作用[30]. 我们研究表明经HS-1200处理的肝

肿瘤细胞, 其Bax的表达水平增高而Bcl-2的表达

降低, 使得Bax与Bcl-2的比率明显升高, Bax不仅

发挥其诱导凋亡作用, 而且抑制Bcl-2抗凋亡作

用, 因而肝肿瘤细胞的线粒体膜电位降低, 线粒

体膜电位的降低提示肝肿瘤细胞经HS-1200处
理后细胞线粒体外膜通透性发生了变化; 上述

表明Bax与Bcl-2比率的提高与线粒体外膜通透

性增高有关.
1.2 线粒体与细胞凋亡 线粒体是细胞的一个独

特而重要的细胞器 ,  是细胞的“动力工厂” . 
新近研究表明, 线粒体功能改变与细胞凋亡密

切相关, 包括促凋亡因子、活性氧(ROS)过度

生成、能量生成障碍、胞质内钙失衡等. 在线

粒体的细胞凋亡通路中, 线粒体扮演着重要角

色, (1)释放caspases激活因子如Cyto-C; (2)丧
失电子传递链功能, ATP生成减少, 细胞能量不

平衡; (3)线粒体膜电位消失, 诱导细胞凋亡的

产生; (4)承载着Bcl-2家族蛋白调节细胞凋亡

的功能. 同时, 在多种诱导凋亡的因素, 物理化

学、生化等外界因素、细胞内的氧化应急凋亡

的反应等, 都与线粒体直接相关. 上述表明, 线
粒体在细胞凋亡中处于中心位置. 线粒体释放

Cyto-C, 是caspase自身正反馈激活链中关键步

骤, 受Bcl-2蛋白家族调控[25,26]. 线粒体在细胞凋

亡过程中最重要的一点在于他可释放能够激

活Caspase的蛋白[31]. 在无细胞的体系中, 自发

的、可以由Bcl-2抑制的染色质聚集和DNA片

段化依赖于线粒体的存在, 进而发现实际上是

依赖于Cyto-C从线粒体中的释放. 从线粒体释放

的Cyto-C与Apaf-1、Procaspase-9结合在一起形成

“凋亡体”(Apoptosome), 其结果是caspase-9的激

活[32]. 除Cyto-C之外, 线粒体还可释放其他介导

细胞凋亡的分子: Procaspase-3和AIF(Apoptosis-
inducing factor). AIF在体外可作用于Procaspase 
3, 并且其本身可能就是一个caspase. 线粒体发

生上述改变的机制在于线粒体膜上一种叫PT通
道(permeability transiton pore)的形成. 促凋亡信

号会使caspases激活(某些Caspase的底物就是位

于线粒体膜上的蛋白)、胞质Ca2+水平升高、产

生Ceramide, 诸如此类的改变会直接或间接地

引发PT通道. PT通道是由线粒体一些内膜外膜

蛋白组成的, 定位于内外膜接触点,并可以无选

择性地允许≤1.5 kDa分子通过[33]. 这个通道的

开放会由于线粒体基质内的高渗透压, 使线粒

体内外H+梯度消失, 呼吸链脱偶联, 能量产生中

断; 还会由于水和溶质的进入使基质肿胀并导

致外膜破裂, 释放出包括Cyto-C在内的各种活

性蛋白[34,35]. 线粒体在细胞凋亡中的重要性还在

于他与Bcl-2基因家族之间的关系. 实际上, 很多

Bcl-2家族的蛋白如Bcl-2、Bax、BCL-xL等都

定位于线粒体膜上. 而且实验证实, Bcl-2家族蛋

白可以影响PT通道开放及其Cyto-C、AIF的释

放, 还可以改变线粒体外膜的通透性[36,37]. 如Bax
一方面可以直接促使线粒体膜内的大小约为12 
kDa的Cyto-C在外膜未被破坏的情况下通过某

种通道释放至胞质; 另一方面, 又可以激发PT通
道的开放. 而Bcl-2蛋白则起抑制作用. 

Bcl-2蛋白家族成员, 在线粒体膜上形成同

源或异源二聚体, 直接决定细胞的命运. 如促
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凋亡蛋白Bax转位至线粒体膜上, 自身形成同

源二聚体, 打开PTP孔, 诱导Cyto-C, 凋亡诱导

因子(apoptosis inducing factor, AIF)等从线粒体

释放至胞质[38,39]. 在胞质中Cyto-C与Apaf-1, 以
及pro-caspase-9共同结合在一起形成“凋亡

体(apoptosome)”, 激活caspase-9, 进一步活化

caspase-3, 执行细胞凋亡. 然而, 如果抗凋亡蛋

白Bcl-2在线粒体外膜上高表达, 一方面与Bax
结合, 抑制Cyto-C释放的正反馈机制; 另一方

面, 他有“质子泵”的功能, 使线粒体内呼吸

产生的H+外泵至胞质, 维持跨膜电位Δψm, 减少

ROS生成, 抑制细胞凋亡. 许多证据认为线粒体

内Cyto-C的释放是细胞凋亡发生的重要一步; 
Cyto-C从线粒体内膜空间的正常位置释放后, 使
得线粒体外膜通透性、膜电位以及超微结构都

发生了改变. 线粒体基本功能的改变以及线粒

体膜通透性的变化, 在细胞凋亡的调节中起了

重要作用.

2  结论

肝肿瘤细胞经HS-1200处理后发生了细胞程序

性死亡, 其机制如下: HS-1200处理后肝肿瘤细

胞中促凋亡蛋白Bax明显升高, 而抗凋亡蛋白 
Bcl-2的表达明显降低, 因而Bax与Bcl-2的比率

大大提高, Bax的促凋亡作用不仅增强, 而且限

制Bcl-2的抗凋亡作用; Bcl-2家族蛋白表达情

况的变化引发线粒体PT通道的开放, 这个通道

的开放会由于线粒体基质内的高渗透压, 使线

粒体内外H+梯度消失, 呼吸链脱偶联, 能量产

生中断; 还会由于水和溶质的进入使基质肿胀

并导致外膜破裂, 释放出包括Cyto-C在内的各

种活性蛋白. 我们研究发现HS-1200处理后肝

肿瘤细胞的线粒体膜电位丧失并有Cyto-C由线

粒体释放入胞质, 验证了Bcl-2家族蛋白表达情

况的变化引发的线粒体结构和功能的改变. 线
粒体基本功能的改变以及线粒体膜通透性的变

化, 在细胞凋亡的调节中发挥重要作用. West-
ern blot结果表明Apaf-1、cleaved-caspase-9和
cleaved-caspase-3的蛋白表达水平明显升高, 而
pro-caspase-8的表达无变化; 并且, 流式细胞

学检测发现鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200诱导肝

肿瘤细胞BEL7402凋亡可被caspase-9抑制剂

抑制, 而不被caspase-8抑制剂抑制. 上述结果

证明, Cyto-C进入胞质中, 则以dATP/ATP依赖

的方式与Apaf-1结合, 形成低聚体并激活cas-
pase-9前体; 结果激活caspase-9并进一步导致

下游的效应caspase-3激活, 最终导致细胞凋亡. 
鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200有望成为治疗肝癌

的药物.
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