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摘要 二烯丙基三硫(diallyl trisulfide，DATS)对多种肿瘤有抗癌作用，但机制尚不完全清楚．为探讨 DATS对人肝癌细胞系
HepG2细胞凋亡的影响，用丫啶橙 /溴化乙锭(AO/EB)法观察细胞凋亡情况，在显微镜下计数凋亡细胞数． JC-1荧光染色观
察线粒体膜电势变化．Western blot法检测细胞色素 c 蛋白分布，ELISA 法检测 caspase-3 活性． 结果显示，DATS 诱导
HepG2细胞凋亡，用 50 滋mol/L与 100 滋mol/L DATS处理 48 h，细胞凋亡率分别达到 60.33%和 93.67%，并引起 HepG2细
胞线粒体膜电势降低．Western blot显示，DATS能诱导胞浆细胞色素 c增加，与此同时，线粒体细胞色素 c 减少，诱导
HepG2 细胞 caspase-3 活化．提示：DATS 可通过降低线粒体膜电势，促进细胞色素 c 由线粒体膜释放到胞浆中，激活
caspase-3途径诱导人肝癌细胞系 HepG2细胞凋亡．
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二烯丙基三硫(diallyl trisulfide，DATS)是包括
大蒜在内的葱类蔬菜(allium vegetables)中提取的单
体有机硫化物，能诱导细胞凋亡或增殖阻滞、抑制

培养细胞生长的主要成分是大蒜中分离提取的单体

有机硫化物．研究表明，DATS及其他丙烯基硫化
物 (如 DAS、DADS 等 )通过下调 Ca2+-ATP 酶、
Cdc1激酶、Bcl-2、Bcl-xL等蛋白质的表达，活化
Chk1 激酶，上调 Bax 、ERK 的表达以及 Cdc1、
ERK、JNK的磷酸化水平和组蛋白 H3、H4的乙酰
化等机制，诱导乳腺癌、皮肤癌、肝癌、肺癌、胃

癌、食管癌、结肠癌和白血病等肿瘤细胞凋亡和 /
或生长阻滞[1～4]．

肝癌在我国的恶性肿瘤发病率中高居第二位，

其进展快，致死率高，临床上尚缺乏高效的抗癌药

物，严重威胁人类的健康．研究显示：葱类蔬菜烯

丙基硫化物对肝癌细胞有抑制作用，其中二烯丙基

三硫(DATS)的抑制作用最强[5]． DATS抑制肝癌细
胞生长，诱导其凋亡可能涉及 caspase-3、caspase-8、
caspase-9及 Fas/FasL系统的激活[6]，但烯丙基硫化

物抑制肝癌细胞增殖和诱导其凋亡的机制尚存在争

议，有待于进一步阐明．

线粒体是细胞维持生命活动的重要细胞器，在

细胞存活及凋亡过程中发挥重要的作用，业已表

明：线粒体参与 Bid、Bad等凋亡蛋白质的激活，
线粒体膜通透性改变可导致细胞色素 c的释放，进
而激活 caspase-3，参与细胞凋亡．本实验在前期
工作的基础上，观察了 DATS对 HepG2细胞线粒
体的影响，旨在探讨 DATS 对线粒体功能的影响
及其诱导 HepG2细胞凋亡的关系．

1 材料与方法

1.1 材料

DATS 为江苏正大天晴药业股份有限公司产
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品; DMSO和溴化乙锭(EB)购自 Sigma 公司;丫啶
橙(AO)购自美国 Amersco 公司；RPMI 1640 培养
基购于 Gibco公司；化学发光剂(A，B液)、鼠抗
人 Cyt-c 一抗、鼠抗人 茁-actin一抗和辣根过氧化
物酶标记羊抗鼠二抗均购自 Santa Cruz公司；聚偏
二氟乙烯印迹膜 (PVDF 膜 )购自 Millipore 公司；
BCA蛋白质含量测定试剂购于美国 Hyclone-Pierce
公司；细胞线粒体膜电势检测试剂盒、线粒体分离

试剂盒和 caspase 3活性检测试剂盒购自上海碧云
天生物公司．

1.2 细胞培养

HepG2细胞系由中南大学肿瘤研究所提供．
HepG2细胞用含 10%灭活新生牛血清的 RPMI1640
培养基，在 5% CO2，37℃恒温培养箱中培养，取
对数生长期细胞进行实验．DATS用无血清培养基
稀释到所需浓度．

1.3 丫啶橙/溴化乙锭 (AO/EB) 法染色检测细胞
凋亡

将细胞种于 6孔板中，加药处理．然后取浓度
为 100 mg/L的 AO、EB各 1 ml等量混合，每孔加
200 滋l， 3 min内荧光显微镜下观察拍照，同时在
光学显微镜下计数 500个细胞，然后计算细胞的凋
亡率．

1.4 细胞线粒体膜电势检测

参照文献[7]进行，具体步骤是：将细胞种于 6
孔板中，加药处理．吸去培养液，用 PBS溶液洗
涤细胞 1 次，分别加入 1 ml 细胞培养液和 1 ml
JC-1染色工作液，充分混匀．细胞培养箱中 37℃
孵育 20 min．孵育结束后，吸除上清，用 JC-1染
色缓冲液(1伊)洗涤 2次．加入 2 ml细胞培养液，
荧光显微镜下观察． JC-1是一种广泛用于检测线
粒体膜电位(mitochondrial membrane potential)的理
想荧光探针，可以检测细胞、组织或纯化的线粒体

膜电位．在线粒体膜电位较高时，JC-1聚集在线
粒体的基质(matrix)中，形成聚合物(J-aggregates)，
产生红色荧光；在线粒体膜电位较低时，JC-1不
能聚集在线粒体的基质中，此时 JC-1 为单体
(monomer)，产生绿色荧光．通过荧光颜色的转变
检测线粒体膜电位的变化．

1.5 线粒体的分离

参照文献[8]进行，具体步骤是：收集处理或
未经处理的细胞，用冷 PBS重悬细胞沉淀，取少
量细胞用于计数，剩余细胞以 600 g、4℃离心

5 min沉淀细胞，弃上清．取细胞 2伊107 个，加入

1 ml线粒体分离试剂(临用前加 PMSF)，轻轻悬浮
细胞，冰浴 15 min．把细胞悬液转移到玻璃匀浆器
中，匀浆 40次．然后把细胞匀浆在 600 g、4℃离
心 10 min．小心把上清液转移到另一离心管中，在
11 000 g、4℃离心 10 min，上清液即为去线粒体的
细胞质，沉淀即为分离得到的细胞线粒体．用于线

粒体的蛋白质分析，样品中加入 150滋l线粒体裂解
液裂解线粒体(临用前加 PMSF)．
1.6 Western blot
收集细胞，以冷 PBS洗 3次，加入适量的去

污裂解缓冲液，于 4℃ 裂解 30 min，12 000 g离心
10 min，吸出上清液，即为细胞总蛋白，用 BCA
法进行蛋白质定量．调节每份样品浓度，以每孔同

等的蛋白质量加样，样品加入等体积 1伊SDS加样
缓冲液，沸水煮沸 5 min，经 SDS-PAGE后转膜，
膜用 TBSA封闭后，加入相应的一抗、二抗孵育，
用 ECL发光法检测不同蛋白质表达状况，薄层扫
描仪测定印迹区带的 A 值．
1.7 Caspase鄄3 活性分析
参照文献[9]进行，具体步骤是：收集细胞，以

冷 PBS洗 3次，提取细胞总蛋白，用 BCA法进行
蛋白质定量，调节每份样品浓度，以每孔同等的蛋

白质量加样．设置反应体系：检测缓冲液(90-x) 滋l，
待测样品 x 滋l, Ac-DEVD-pNA(2 mmol/L)10 滋l，设
空白对照．加入 Ac-DEVD-pNA(2 mmol/L)后混匀，
避免在混匀时产生气泡．37℃孵育 60～120 min．
发现颜色变化比较明显时即可测定 A 405．参考

Chemicon公司的 caspase 3酶活力单位的定义：一
个酶活力单位定义为当底物饱和时，在 37℃可以
剪切 1 nmol Ac-DEVD-pNA产生 1 nmol/L pNA 的
caspase 3的酶量．把试剂盒提供的 pNA(10 mmol/L)
用标准品稀释液稀释为 0、10、20、50、100 和
200 滋mol/L，作为标准品．每个浓度取 100 滋l用酶
标仪测定 A 405．每一个标准品的 A 405减去不含 pNA
的空白对照的 A 405，计算出实际的因 pNA而产生
的 A 值，并制作出 pNA浓度相当于 A 405的标准曲

线．根据标准曲线和 caspase 3酶活力单位的定义
计算样本中的 caspase 3的活性．
1.8 统计学处理

所有实验重复 3次，结果以 x 依 s 表示，差异
显著性检验用 one-way ANOVA 和 Student t-test法
进行分析，以 P < 0.05为有统计学意义．
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2.2 细胞线粒体膜电势检测

用 50 滋mol/L，100 滋mol/L的 DATS分别处理
HepG2 细胞 6 h 可见少量细胞线粒体膜电势降低
(绿色荧光细胞)，线粒体膜电势降低的细胞数随
DATS处理时间增长而逐渐增多，48 h后细胞线粒
体膜电势降低明显，72 h大部分细胞线粒体膜电势
降低，100 滋mol/L的 DATS 降低细胞线粒体膜电
势效应比 50 滋mol/L的 DATS强(图 2)．

2.3 细胞色素 c检测
用 50 滋mol/L，100 滋mol/L的 DATS分别处理

HepG2细胞，细胞总细胞色素 c 变化不明显．在
DATS处理 12 h时，胞浆(去线粒体)出现细胞色
素 c，此时，线粒体细胞色素 c减少．随处理时间
增长，胞质(去线粒体)细胞色素 c逐渐增加，与此
同时线粒体细胞色素 c逐渐减少，48 h时，胞质
(去线粒体)细胞色素 c几乎相当于细胞总细胞色素 c
(图 3)．

2 结 果

2.1 AO/EB染色检测细胞凋亡
用 50 滋mol/L，100 滋mol/L的 DATS分别处理

HepG2细胞 6 h即可见少量凋亡细胞(黄色荧光的

细胞)，随着处理时间增长凋亡细胞逐渐增多(图 1),
显微镜下计数凋亡细胞结果显示：50 滋mol/L 与
100滋mol/L DATS处理 48 h，细胞凋亡率分别达到
60.33%和 93.67%(表 1)，100滋mol/L DATS处理细
胞 72 h，细胞已基本全部死亡．

Compared with control, *P < 0.05. n =3.

Fig. 1 DATS induces HepG2 cell apoptosis by AO/EB staining
(a) Cells were treated with 50 滋mol/L. (b) Cells were treated with 100 滋mol/L. 伊200.

(a)

(b)

Ctrl 6 h 12 h

24 h 48 h 72 h

Ctrl 6 h 12 h

24 h 48 h 72 h

Table 1 The effect of DATS on HepG2 cell apoptosis

c(DATS)/(滋mol·L-1)
Apoptosis rate (%) of indicated incubation time

6 h 12 h 24 h 48 h 72 h

Control 1.33依0.44 1.33依0.17 2.50依0.29 7.67依1.30 13.17依2.46

50 2.67依0.67 7.00依1.89* 22.00依3.12* 60.33依5.02* 95.67依2.05*

100 5.83依1.09* 15.50依1.73* 39.17依4.48* 93.67依1.36
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2.4 Caspase鄄3 活性检测
用 50 滋mol/L，100 滋mol/L的 DATS分别处理

HepG2细胞 6 h时，细胞 caspase-3活性稍有增强，

但与对照细胞比较，差异无显著性(P > 0.05)，在处
理 12 h时，caspase-3活性达到高峰，随后，细胞
caspase-3活性有所下降(图 4)，处理 12、24和 48 h

Fig. 2 DATS degrades mitochondrial membrane potential in HepG2 cells
(a) Cells were treated with 50 滋mol/L. (b) Cells were treated with 100 滋mol/L. 伊200.

Ctrl 6 h 12 h

24 h 48 h 72 h

Ctrl 6 h 12 h

24 h 48 h 72 h

(a)

(b)

0 6 12 24 48 72 (h) 0 6 12 24 48 (h)(a)

50 滋mol/L DATS 100 滋mol/L DATS

Total C

Mit C

Cyto c

茁-Actin

(b)

0.5

0

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

0 6 12 24 48 72 (h)
50 滋mol/L DATS

*

*

* *
*

*

*

*

0 6 12 24 48 72 (h)
100 滋mol/L DATS

*

*

*

Fig. 3 Effect of DATS on cytochrome c distribution in the mitochondria and cytoplasm of HepG2 cells
(a) Cytochrome c was detected by Western blot. Total C: Total cytochrome c; Mit C: Mitochondrial cytochrome c; Cyto c: Cytochrome c. (b) The

relative densities of cytochrome c were analyzed by densitometric analysis. The experiment was done for three time, *P < 0.05, vs control. : Total; :

Mit; : Cyto c.
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的细胞 caspase-3活性与对照细胞比较，差异有显
著性(P < 0.05)．不同浓度的 DATS 对 caspase-3活
性的影响基本一致．

3 讨 论

肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一，肝癌常见于

中年男性，因其恶性度高、病情进展快，病人早期

一般没有什么不适，一旦出现症状就诊，往往已属

中晚期，失去了手术切除的机会，故治疗难度大、

疗效差，一般发病后生存时间仅为 6个月，预后不
良．因此，临床上内科药物治疗在肝癌的治疗中仍

具有非常重要的作用．临床上广泛应用的一般化疗

药物在杀死肿瘤细胞的同时会无选择地损伤正常组

织和细胞，毒副作用大，往往对患者的身体造成严

重的不可逆性的损伤，严重影响患者的生存质量．

天然植物提取物因毒副作用小，其防癌、抗癌作用

近年来越来越受到重视．

大蒜具有天然的食疗功效，无毒副作用．其有

机硫化物已在临床上被用于抗细菌、病毒及真菌，

疗效良好．大量研究表明大蒜的单体提取物对白血

病、结肠癌、前列腺癌、胃癌、肺癌及肝癌等多种

恶性肿瘤细胞有抑制生长及促凋亡作用．凋亡是一

种多因素调节的程序性死亡，可分为线粒体依赖途

径和非线粒体依赖途径[10～14]．Hassan等研究发现，
大蒜素促进人白血病 CD34细胞的凋亡可能通过依
赖线粒体的 caspase蛋白的活化级联反应，减少凋
亡抑制因子 Bcl-2的表达以促进线粒体细胞色素 c
释放诱导细胞凋亡[15]．本实验结果显示，50 滋mol/L
与 100 滋mol/L DATS处理 48 h，细胞凋亡率分别

达到 60.33%和 93.67%,且高浓度(100 滋mol/L)比低
浓度(50 滋mol/L)DATS的诱导细胞凋亡效应明显增
强，这些结果提示 DATS能诱导 HepG2细胞凋亡，
且这种效应具有浓度依赖性.

线粒体是细胞内重要的细胞器，参与细胞进行

呼吸链、电子传递、三羧酸循环和氧化磷酸化，在

细胞凋亡的发生过程中发挥着重要作用．研究发

现，在细胞凋亡早期可观察到线粒体膜电位下降、

膜通透性转换孔(permeability transition pore，PTP)
开放、线粒体内与凋亡相关的基因产物的释放，这

些变化是诱导凋亡发生的重要事件[16, 17]．文献报道，

线粒体跨膜电位的耗散早于核酸酶的激活,早于磷
酯酰丝氨酸暴露于细胞表面,是细胞凋亡级联反应
过程中最早发生的事件,且线粒体跨膜电位一旦耗
散,细胞即进入不可逆的凋亡过程[18]．本实验发现，

DATS处理 6 h就可引起线粒体膜电势降低，此时，
细胞开始出现凋亡，随 DATS 处理时间增长而线
粒体膜电势降低的细胞数逐渐增多，48 h后细胞线
粒体膜电势降低明显，细胞凋亡数量显著增多，

72 h大部分细胞线粒体膜电势降低，此时，大部分
细胞已经凋亡，且 100 滋mol/L的 DATS降低细胞
线粒体膜电势效应比 50 滋mol/L 的 DATS 强，
DATS诱导细胞凋亡的效应随着浓度增高而增强，
这些结果提示，DATS引起的线粒体膜电势降低是
DATS诱导细胞凋亡的条件之一．线粒体膜电势的
耗散常常伴随线粒体膜通透性转运孔( permeability
transiton pore , MPTP) 开放，此时，细胞色素 c、
凋亡诱导因子等从线粒体释放进入胞质．细胞色

素 c一旦释放可引起两种后果，一是当细胞色素 c
释放入胞质后，使得线粒体内细胞色素 c缺乏，可
引起呼吸链电子传递中断，导致细胞坏死．二是进

入胞质的细胞色素 c 与 Apaf-1 (apoptotic protease
activating factor-1) 结合，在 ATP/dATP的介导下，
启动凋亡级联反应，激活下游因子[19, 20]．本实验结

果显示：在 DATS处理 12 h时，胞浆(去线粒体)出
现细胞色素 c，此时，线粒体细胞色素 c减少，随
处理时间增长，胞质(去线粒体)细胞色素 c逐渐增
加，与此同时线粒体细胞色素 c 逐渐减少，即
DATS能诱导胞质细胞色素 c增加，降低线粒体的
细胞色素 c，提示 DATS能促进细胞色素 c从线粒
体释放至细胞质．我们还发现，当细胞色素 c从线
粒体释放至细胞质时，即 DATS处理 12 h，细胞
caspase-3活性达到峰值，因此， caspase-3的激活
与细胞色素 c的释放密切相关．已有实验表明，大

Fig. 4 DATS induced caspase鄄3 activation in HepG2 cells
n=3, *P < 0.05, vs control. : Control; : 50 滋mol/L DATS;

: 100 滋mol/L DATS.▲ ▲
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蒜素可通过增强肿瘤细胞 caspase-3, 8, 9蛋白的表
达，抑制肿瘤细胞生长，诱导角质细胞凋亡小体的

形成和核固缩[21]，与我们的结果一致．

我们在实验中发现，DATS处理 HepG2细胞
可引起线粒体膜电势降低，随着处理时间增加，电

势逐渐降低到一定程度时，细胞色素 c从呼吸链上
游离出来，释放入胞浆，激活 caspase-3，进一步
启动凋亡相关级联反应，诱导 HepG2细胞凋亡．
但细胞色素 c的释放与线粒体电势改变的关系，及
细胞色素 c释放后，如何活化 caspase-3及进一步
诱导凋亡的机制还需要进一步的实验证实．
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Diallyl Trisulfide Induces Human Hepatocellular Carcinoma
HepG2 Cell Apoptosis by Mitochondria鄄dependent Pathway*

XIAO Zhi-Ke2)**, ZHANG Meng-Xia1)**, JIANG Hao2), WU You-Hua2), AI Xiao-Hong2),
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University of South China, Hengyang 421001, China;

2)Department of Medical Oncology, The First A ffiliated Hospita, University of South China, Hengyang 421001, China)

Abstract Diallyl trisulfide (DATS) is known to have an anticancer effect on human cancer cells. However, the
exact mechanisms of this anticancer activity remain unclear. To explore the effect of DATS on human
hepatocellular carcinoma HepG2 cell apoptosis. HepG2 cells were either treated with 50 滋mol/L, 100 滋mol/L of
DATS for 0, 6, 12，24，48 and 72 h, respectively. The mitochondrial membrane potential was visualized by the
JC-1 fluorescence staining. The cytochrome c in HepG2 cells was detected by Western blotting. The activity of
caspase-3 in HepG2 cells was measured with ELISA. Diallyl trisulfide induces HepG2 cell apoptosis. The
apoptosis percentage in HepG2 cells is up to 60.33% and 93.67%, respectively, when the cell was treated with
50 滋mol/L or 100 滋mol/L of DATS for 48 h. Diallyl trisulfide degrades the mitochondrial membrane potential
and lowers the cytochrome c in mitochondria while increases the cytochrome c in the cytoplasma that
mitochondria was deleted. Diallyl trisulfide activates caspase-3 kinase in HepG2 cells. These results indicate that
diallyl trisulfide induces apoptosis by decreasing mitochondrial membrane potential, facilitating cytochrome c
release from mitochondria into cytoplasm, and activating caspase-3 kinase in human hepatocellular carcinoma
HepG2 cell.
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