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摘要 许多化疗药物发挥作用的重要方式是通过诱导线粒体介导的细胞凋亡 . 细胞凋亡在维持正常机体的内环境稳态中有重

要作用，而在肿瘤细胞中，细胞凋亡的失调成为肿瘤细胞逃避化疗药物杀灭细胞作用的一道屏障 . BCL-2家族蛋白在调节线

粒体诱导的凋亡中处于中心地位，因此一项基于BCL-2家族蛋白的检测技术，BH3分析技术应运而生 . 该项技术的提出或

许能为肿瘤的个性化治疗提供新的思路 . 本文重点综述BH3分析技术的原理，以及在肿瘤化疗药物选择和新型化疗药物开

发中的应用 .
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在 Douglas Hanahan 和 Robert A Weinberg 两位

教授于 2011年总结的肿瘤十大特征一文中，提出

抵抗细胞凋亡是几乎所有肿瘤共有的能力［1］ . 细胞

凋亡在维持正常机体内环境稳态中具有重要作用，

而在肿瘤细胞中，失调的细胞凋亡信号网络赋予了

肿瘤细胞抵抗多种促凋亡信号的能力，其中包括化

疗药物刺激信号 .

在细胞凋亡的信号网络中，目前已被报道的主

要有内源性凋亡通路和外源性凋亡通路 . 线粒体介

导的细胞凋亡通路处于凋亡网络的中心地位，其对

调节胞内环境的平衡至关重要［2-3］ . 通过多种途径

逃避凋亡可能是肿瘤细胞抵抗化疗杀伤力的一种重

要机制 . 大量的研究已经证明，BCL-2家族蛋白是

细胞凋亡网络中极为重要的调节因子，而且与许多

肿瘤的化疗耐药性密切相关［4］ . 靶向BCL-2家族蛋

白可能成为寻找新的化疗药物的关键［5-6］ . 由于

BCL-2家族是一个成员众多且相互作用极为复杂的

家族［7-8］，在不同患者中可能表现为不同的突变类

型 . 如何从众多的化疗药物中筛选出最适合的种类

与剂量成为了目前亟待解决的问题 .

由此，有人提出是否能开发一种能够通过检测

肿瘤细胞凋亡的倾向性，即有多大的潜力诱发凋

亡，从而为肿瘤患者筛选出最有效的化疗药物的技

术？随着医学的不断进步，医学已不再局限于循证

医学领域，越来越多的人提出精准医学，强调个性

化治疗 . 由于肿瘤是一个复杂的突变体，同一类型

的肿瘤可能有不同的突变类型，因此强调肿瘤的个

体化治疗是精准医学的一大进步 .

BH3分析技术（BH3-profiling）是一种功能性

试验［9］，其通过检测促凋亡蛋白的释放来确定细胞

被诱导发生凋亡的潜能，或者说为凋亡所做准备的

程度 . 起初，这项技术为解决血液系统肿瘤的化疗

药物敏感性问题而提出，因为血液系统肿瘤具有高

度的异质性和化疗耐药性［10］. 这同时也提醒我们，

这项技术也许对普遍解决肿瘤的化疗耐药性有较大

帮助 . 本文重点讨论BH3分析技术的原理以及将其

应用于化疗药物筛选与新型化疗药物开发的可能 .

1 BCL-2家族

细胞凋亡被认为是维持机体内环境稳态的一种

重要调节机制，因此它受到十分复杂的分子网络的

调控，是一种细胞的程序性死亡［11］ . 大量的实验
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研究发现，调控细胞凋亡的通路主要有3条：线粒

体介导通路、死亡受体通路、内质网通路［12］ . 此

外，许多学者还陆续发现了其他通路，比如颗粒酶

B通路［13］ .这些通路看似毫无关联，实则相互之间

都可以通过 BCL-2 家族蛋白发生关联 （图 1） .

BCL-2家族蛋白是一类原癌基因，最初发现的成员

是B细胞淋巴瘤/白血病-2 （BCL-2），随后陆续发

现了该家族的其他成员，目前至少已发现 16个该

家族成员［7-8］ . 所有成员均含有 1~4 个 BCL-2 同源

域，称为 BH 结构域，分别标记为 BH1~4. 根据功

能及结构的差异可将其分为 3 组：第一组为 BH3-

only 蛋白，其结构中只包含一个 BH3 结构域，主

要成员有BID、BIM等 . 作为凋亡的启动者，在凋

亡启动过程中首先被活化，被称为凋亡通路的“哨

兵”. 第二组为促凋亡蛋白，在BH1~3结构域中保

持高度的同源性，主要成员有 BAX、BAK 等 . 主

要功能是作为凋亡的执行者 . 第三组为抗凋亡蛋

白，其在 4 个 BH 结构域上都有同源性，包括

BCL-2、BCL-XL 等 . 通过拮抗促凋亡蛋白而发挥

抑制凋亡的作用（表 1） . 各成员之间的相互作用

决定了线粒体能否成功诱导细胞发生凋亡，或者说

发生凋亡的倾向性有多大［4，14-15］ . 生理状态下，促

凋亡蛋白，如 BAK，通过聚集在线粒体外膜

（OMM）形成高分子质量低聚物，在OMM上形成

一定孔径的通道，使线粒体外膜通透性发生改变，

使得线粒体内外膜间隙中的促凋亡因子，如细胞色

素 c，释放出来，通过进一步活化胱天蛋白酶

（caspase） 从 而 发 生 一 系 列 不 可 逆 的 细 胞 反

应［14，16-18］ . 抗凋亡蛋白通过结合促凋亡蛋白，抑制

后者发生聚集，从而阻止凋亡启动 . 总而言之，当

凋亡信号刺激细胞，BH3-only 蛋白首先活化，通

过与抗凋亡蛋白竞争性结合，使促凋亡蛋白游离，

进而转移到线粒体外膜，导致线粒体外膜通透性增

加，随即诱导细胞凋亡［19-22］ . 研究发现，许多抗肿

瘤药物，比如铂类，都是通过诱导肿瘤细胞凋亡而

发挥抗肿瘤作用，而在多种耐药的肿瘤细胞系中均

能检测到 BCL-2 家族蛋白表达异常［23］ . 这也为探

索肿瘤耐药治疗提供了新的切入点 .

Fig. 1 The central role of BCL-2 family members in apoptotic pathway
图1 BCL-2家族蛋白在凋亡通路中的核心作用

细胞凋亡通路网络主要可分为4条通路，该4条通路可通过BCL-2家族蛋白汇合，因此BCL-2家族蛋白在调节细胞凋亡的信号网络中有重要

作用.
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2 肿瘤细胞耐药与BCL-2家族

随着现代医疗技术的发展，人均寿命延长，肿

瘤的发病率也随之升高 . 由于肿瘤发生隐匿，导致

大多数肿瘤在发现时已是晚期，化疗药物的应用成

为肿瘤治疗的主要途径之一 . 然而，化疗耐药成为

了新的难题 .

借助不断发展的基因检测技术，越来越多的研

究证实肿瘤是一种多基因疾病，肿瘤的发生不只受

到某一种癌基因的调控，而是多种基因累积突变而

产生的综合效应 . 肿瘤是一种异质性极高的疾病，

不同的患者即使是同一种病理类型的肿瘤也可能存

在不同的突变基因［24］ . 而目前的治疗方案较为单

一，因此对肿瘤患者治疗效果差异较大 . 肿瘤细胞

的异质性决定了细胞对化疗药物的敏感性差异，这

就使得个性化选择化疗药物成为一种趋势［23］ .

从某种程度上说，对化疗药物的抵抗就是对细

胞凋亡的抵抗，因此BCL-2家族蛋白在诱导化疗药

物发挥作用方面有潜在的决定性作用［23］ . 例如，

有研究发现，在化疗敏感细胞和耐药细胞中降低

BAX的含量将大大减弱卡铂诱导的细胞凋亡，提

示作为促凋亡蛋白的BAX对于化疗药物发挥作用

十分重要［25］ . 另有研究发现，在不同的细胞中，

各BCL-2家族蛋白有不同的表达模式［26］，即使同

为耐药细胞，其表达谱也不相同 . 然而总的来说，

在耐药株中普遍表现为较高的促凋亡蛋白 （如

BAK、BAX）表达，但抗凋亡蛋白表达增高更明

显 . 相比之下，在化疗敏感的肿瘤细胞中促凋亡蛋

白表达低于耐药株，表现为抗凋亡蛋白的表达水平

明显高于促凋亡蛋白［23］ . 这种表达模式说明肿瘤

细胞比正常细胞具有更大的凋亡倾向性［27］ . 在急

性淋巴细胞性白血病（ALL）和慢性淋巴细胞性白

血病（CLL）中即存在类似的表达模式，在化疗敏

感的细胞中持续表达大量的BCL-2［28］，提示这种

异常的BCL-2家族蛋白表达模式可能是普遍存在于

肿瘤细胞中的现象 . 值得注意的是，在这些化疗敏

感的癌细胞中同时会表达大量的 BH3-only 蛋白，

提示BH3-only蛋白的存在对于启动肿瘤细胞凋亡

有重要作用，这也成为研究BH3类似物抗肿瘤作

用的理论基础 . 例如，通过将体外合成的BH3类似

物 ABT-737 与卡铂联合处理卵巢癌细胞，发现

ABT-737 的加入大大提高了耐药细胞的程序性死

亡率［29］ .

3 BH3分析技术

BH3 分析技术最早由 Letai 教授提出 . Letai

等［9］认识到BCL-2家族蛋白在化疗药物诱导肿瘤

细胞凋亡中的重要作用后，开发了一种基于BCL-2

家族蛋白的分析技术 . 在不同的肿瘤细胞中，BCL-

2家族成员之间有不同的相互作用关系，我们可以

称之为拥有不同的关系代码 . 直接研究具体的“关

系代码”显然不是合理的研究方法 . 作为诱导细胞

凋亡的“哨兵”，BH3-only蛋白可用于判断肿瘤细

胞是否已做好凋亡的准备 . 换句话说，BH3-only蛋

白可以作为一种有效预测凋亡的生物标志物，这种

单一的生物预测标志物弥补了“关系代码”的复杂

性带来的研究困难 .

3.1 BH3分析技术与BCL-2家族蛋白

如前所述，BCL-2家族蛋白是细胞凋亡的重要

调节蛋白，由于成员较多，成员之间的相互作用的

具体作用机制尚未完全阐明 . 一般认为，在尚未发

生凋亡时，促凋亡蛋白与抗凋亡蛋白结合形成复合

Table 1 BCL-2 family members
表1 BCL-2家族蛋白

名称

BH3-only蛋白

促凋亡蛋白

抗凋亡蛋白

BH结构域

BH3

BH1、BH2、BH3

BH1、BH2、BH3、

BH4

成员

BID、BIM、NOXA、PUMA、BIK、BAD、BMF、

HRK

BAX、BAK、BOK

BCL-2、BCL-XL、MCL-1、BCL-W、A1/BFL-1

功能

凋亡的启动者，凋亡启动过程中首先被活化的

蛋白.

凋亡的执行者，通过聚集在线粒体外膜形成高

分子量低聚物，使线粒体膜通透性发生改变.

凋亡的拮抗者，通过结合促凋亡蛋白，抑制后

者发生聚集，从而阻止凋亡启动.
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物，抑制线粒体发生凋亡，当凋亡信号传导到细

胞，如化疗药物，BH3-only 蛋白作为“哨兵”首

先被激活 . 激活的BH3-only蛋白可与促凋亡蛋白竞

争抗凋亡蛋白结合位点，从而释放促凋亡蛋白，如

BAX和BAK，这些促凋亡蛋白在线粒体外膜发生

聚集，诱导凋亡发生［20，30-31］ . 也有研究证明 BH3-

only蛋白可以直接活化促凋亡蛋白［22］ .

除上述机制外，研究发现可能存在另一种抗凋

亡蛋白抑制凋亡的机制：BH3-only 蛋白可根据作

用机制的不同而分为两类，一类作为“激活剂”，

如BIM、BID，主要用于激活促凋亡蛋白活性，另

一类作为“增敏剂”，如BAD、BIK等，通过竞争

性置换作用使促凋亡蛋白与“激活剂”从抗凋亡蛋

白的结合位点中释放出来 . 如果在肿瘤细胞中过量

表达抗凋亡蛋白，导致抗凋亡蛋白的结合位点无法

被完全占据而有所富余，那么细胞则不太可能发生

凋亡［32］ . 这也就说明了肿瘤细胞的凋亡状态并非

取决于某一个分子，而是由许多分子的相互作用之

后产生的综合效应 . 尽管众多分子间的相互作用复

杂，但BH3-only蛋白作为凋亡的启动者，成为研

究细胞凋亡检测技术的重要切入点 .

BH3 分析技术巧妙地避开了探讨单个分子的

作用，而是站在整体角度检测细胞凋亡的倾向性大

小 . 通过将体外合成的抗凋亡蛋白抑制剂，即来源

于 BH3 结构域的 BH3 模拟肽如 ABT-737，作用于

肿瘤细胞，拮抗抗凋亡蛋白，促进促凋亡蛋白释

放，从而诱导肿瘤细胞凋亡［33］ . ABT-737的应用如

同人为地给肿瘤细胞增加一个推力，使肿瘤细胞往

凋亡方向进展，而所需推力的大小取决于肿瘤细胞

对凋亡倾向性大小 .

3.2 技术的原理

大量的研究证明，BCL-2家族蛋白的相互作用

决定了线粒体发生凋亡的潜力大小 . 如果能够检测

肿瘤细胞发生凋亡的倾向性，也就可以间接评价肿

瘤细胞对抗肿瘤药物的敏感性 . 而传统的检测凋亡

的方法只能检测细胞处于凋亡即将发生或者已发生

凋亡的状态，而不能预测细胞是否有发生凋亡的倾

向性 .

基于此，科学家们开始研究一种可以预测凋亡

的方法 . BH3分析技术即成为一种重要而创新的方

法 . 通过将从待检测的肿瘤细胞中提取的线粒体暴

露于一种促细胞凋亡的BH3模拟肽中，并测量细

胞色素 c的释放量，以此来确定线粒体外膜通透性

发生的程度 . 其中，BH3模拟肽是一种体外合成的

来源于 BCL-2 家族蛋白 BH3 结构域的蛋白质，其

具有模拟BH3-only蛋白的作用，可以促进细胞发

生凋亡 . 如果线粒体外膜通透性明显增加，则认为

该肿瘤细胞线粒体易于介导凋亡发生，也就是该肿

瘤细胞易于发生凋亡性死亡［9］ . 术语“priming”是

指线粒体达到凋亡阈值的临界条件，利用BH3分

析技术就可以检测特定细胞的线粒体发生凋亡的临

界条件，临界条件的大小决定了细胞发生凋亡的难

易程度 .

BH3 分析技术的工作流程可概括为［9，34-35］：

a. 用机械破坏和差速离心等方法从细胞中纯化线粒

体；b. 制备线粒体悬浮液；c. 在室温条件下暴露于

纯化的 BH3 模拟肽中 40 min；d. 用酶联免疫吸附

法定量检测细胞色素 c的释放；e. 数据分析处理，

比较细胞凋亡倾向性（图2） .

3.3 动态BH3分析技术

BH3 分析技术在实验过程中需要将线粒体从

细胞中提取出来 . 在这个过程中剔除了存在于细胞

质中能影响细胞凋亡的其他组分影响，再加上提取

足量的线粒体需要相对大量的细胞作为起始材料

（107～109个细胞），一定程度上增加了技术的局限

性以及降低了该技术的临床可操作性与临床应用

性 . 因此，Letai 实验室［36］进一步改良试验技术，

基于BH3分析技术的基本思路，对操作流程进行

了优化设计，提出了动态BH3分析技术 . 该项技术

省去了提取线粒体的步骤，代之以用低浓度的地高

辛处理细胞，这种处理既可提高生物膜通透性又可

以保持生物膜的完整性，使体外合成的BH3模拟

肽能够进入细胞，并成功与细胞内的线粒体相互作

用 . JC-1是一种目前广泛用于检测线粒体膜电位△
Ψm 的理想荧光探针，通过检测荧光探针颜色的变

化评估线粒体发生凋亡的程度（图 2） . 通过对比

分析，显示优化的动态 BH3 分析技术与原始的

BH3 分析技术在预测细胞凋亡倾向性方面无明显

差异［37］ .
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4 BH3分析技术应用与发展

最初的 BH3 分析技术主要用于研究血液系统

肿瘤，随着技术的进一步成熟，研究者们不断拓展

技术应用的广度与深度，逐渐拓展到了其他类型肿

瘤的实验研究与临床应用等方面 .

4.1 BH3分析技术为临床患者选择最适化疗药物

或者最适药物组合

这种功能性试验可用于检测药物毒性，预测患

者对药物的敏感性，从而筛选出最适合特定患者的

药物或者寻找不同药物之间的最佳组合 . 类比临床

上通过药物敏感性反应筛选最敏感的抗生素，曾经

也有学者提出类似寻找最佳化疗药物的技术 . 如将

抗肿瘤药物与癌细胞体外或半体外共培养，但癌细

胞的体外培养仍存在许多问题 . 随后有学者提出在

小鼠体内建立患者来源的异种肿瘤移植模型，但这

种方法耗时相当长，不利于广泛应用［38］ . 经过一

系列研究证明，BH3 分析技术有可能打破这种僵

局：有望实现通过快速准确地检测线粒体对抗肿瘤

药物的敏感性，预测特定患者的肿瘤细胞对某种化

疗药物的临床疗效，从抽血到得出分析结果只需

4 h［39］ .

癌症有着复杂的分子调控系统，尤其是对于血

液系统肿瘤、生殖系统肿瘤等异质性较高的肿瘤，

其肿瘤突变类型众多，因此肿瘤病理类型多样，且

化疗耐药率高 . 随着越来越多的抗肿瘤药物的发现

与应用，比如靶向药物，许多药物都能在一定程度

上具有逆转化疗耐药性或诱导癌细胞凋亡的能力，

而如何寻找最适合的药物或药物组合成为了一大亟

待解决的问题［40］ . 因此，寻找一种有效的预测性

生物标记物对于肿瘤患者的个体化治疗尤为重要 .

BH3 分析技术实现了准确有效地检测细胞被

抗肿瘤药物诱导发生凋亡的潜力 . 当用抗肿瘤药物

治疗时，动态 BH3 分析技术（DBP）在细胞水平

检测线粒体介导的凋亡通路的早期变化［41］ .

Montero等［38］应用DBP技术成功预测了多种血液

系统恶性肿瘤细胞、非小细胞肺癌细胞、乳腺癌细

胞、黑色素瘤细胞、结肠癌细胞等对特定化疗药物

Fig. 2 The basic steps of BH3-profiling and dynamic BH3-profiling assay
图2 BH3分析与动态BH3分析基本实验步骤

（a）BH3分析的基本步骤. 第一步制备细胞悬液，从细胞中将线粒体分离出来，制备线粒体悬液，同时加入体外合成的BH3模拟肽，线粒体

与BH3模拟肽共孵育一段时间后，细胞色素c将从线粒体内外膜间隙中释放出来，用酶联免疫吸附测定细胞色素c的水平.（b）动态BH3分析

的基本步骤. 第一步仍是制备细胞悬液，第二步用地高辛处理细胞，增加细胞膜通透性，有利于BH3模拟肽进入细胞，将BH3模拟肽与细胞

共孵育一段时间，用JC-1荧光探针检测线粒体膜电位的变化.
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的敏感性，这有助于为患者提供最佳治疗策略 . 卵

巢癌作为具有高度异质性的恶性肿瘤，对不同化疗

药物的敏感程度存在较大的差异 . DBP可用于预测

卵巢癌的化疗敏感性 . 例如，用 DBP 技术检测 16

例原发性卵巢腺癌样本单细胞悬浮液发生凋亡的程

度，结果与卵巢癌对卡铂的敏感性一致，提示

DBP 可用于预测肿瘤细胞对抗肿瘤药物的敏感性

并辅助筛选最有效的药物［38］ . 也就是说，DBP 或

BH3分析技术可预测肿瘤患者的化疗敏感性，对未

来个体化治疗有重要的指导意义 .

4.2 BH3分析技术帮助预测肿瘤患者对化疗药物

的预后效果

BH3分析技术可以预测肿瘤患者对某种治疗的

临床反应及临床预后［42］ . 研究发现，肿瘤细胞被

BH3肽激活而启动凋亡的难易程度与患者对化疗药

物的临床反应呈正相关 . 凋亡启动越容易，临床预

后越好 . Ni等［42］对17例来自多发性骨髓瘤患者的

骨髓样本进行动态BH3分析，发现细胞凋亡倾向

性较强的患者具有更长无进展生存期 . 在急性粒细

胞白血病和急性淋巴细胞白血病患者中获得了相似

的结果，即肿瘤细胞的凋亡倾向性越强，临床预后

越好 . 另外，作者还补充了实体肿瘤研究，对14例

卵巢癌患者进行了随访，通过检测了她们的CA125

水平以评价她们对化疗的反应性，发现在化疗前检

测线粒体表现出较高的凋亡倾向性的患者对化疗有

更好的最终效应 . 可能的解释是凋亡倾向性强的患

者对化疗药物敏感性也较高，因此总体临床预后优

于凋亡抵抗的患者 .

4.3 BH3分析技术辅助肿瘤实验研究

BH3分析技术在肿瘤实验研究中具有重要的应

用前景 . 例如，通过应用BH3分析技术检测癌细胞

的凋亡倾向性，通过改变处理条件，研究不同的条

件下，线粒体发生凋亡的倾向性，可用于寻找肿瘤

细胞抵抗凋亡的分子突变、诱导线粒体凋亡的条

件、线粒体凋亡的其他生物标志物、其他有效的抗

肿瘤药物等等 . 例如研究人员通过应用BH3分析技

术，发现细胞中的MOM支架蛋白Sab水平与卵巢

癌细胞的化学敏感性之间的关系，提示Sab可能成

为预测卵巢癌化疗预后的新生物标志物［43］ .

5 总结与展望

随着医学的发展，人们开始关注到肿瘤是一种

异质性疾病，不同的患者间存在基因表达差异 . 基

于此，肿瘤的个体化治疗成为人们关注的焦点，

BH3 分析为肿瘤患者的个体化治疗提供了新的思

路：通过BH3分析技术，可用于发现新的化疗药

物、为特定患者寻找最佳药物组合，从而制定个体

化治疗方案 . 但是将BH3分析技术应用于肿瘤研究

尚处于起步阶段，目前的研究多局限于血液系统恶

性肿瘤，且相关研究以细胞水平居多，未来的研究

应尽可能拓展到其他肿瘤耐药等方面的研究，逐渐

从细胞水平过渡到临床实用阶段 . 虽然有实验研究

证实BH3分析技术可用于预测肿瘤细胞对化疗药

物的敏感性，但其预测患者的临床反应的能力还未

得到广泛证实 . 作为一项新兴技术，BH3分析技术

还有更多的可能性等待着人们去探索 .
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Abstract Mitochondrial-mediated apoptosis plays an important role for chemotherapeutic drugs in inducing

cancer cell death, which also helps maintain homeostasis of the internal environment in normal organisms. In

cancer cells, the dysregulation of apoptosis becomes a barrier for cancer cells to escape from the killing effect of

chemotherapeutic drugs. In regulating mitochondrial-induced apoptosis, BCL-2 family proteins are of great

importance. Therefore, a detection technology based on BCL-2 family proteins, BH3-profiling technology

emerged. The proposed technology may provide new ideas for the personalized treatment of cancer. This paper

focuses on the principle of BH3-profiling technology, its application in the selection of cancer chemotherapeutic

drugs and the development of new chemotherapeutic drugs.
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