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摘要 阿尔茨海默病 (Alzheimer忆s disease，AD)是一种神经系统退行性疾病，近年来许多研究发现 AD与细胞凋亡关系密切，
有研究证明肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor-琢，TNF-琢)的合成过量会造成神经细胞的凋亡从而导致 AD等神经退行性疾
病的发生，然而人们对 TNF-琢造成神经细胞凋亡的分子机制并不了解．采用激光共聚焦扫描成像技术和荧光共振能量转移
(fluorescence resonance energy transfer，FRET)技术在活细胞中实时对 TNF-琢 诱导分化 PC12细胞凋亡的信号通路进行了细致
的研究．实验结果证明，TNF-琢诱导的分化 PC12细胞凋亡会经过线粒体和非线粒体途径，并通过激活核转录因子(NF-资B)
上调 Bcl-xL的表达来抑制经过线粒体的凋亡途径．进一步的研究证明，BimL会在线粒体上替换原来被 Bcl-xL抑制的 Bax，从
而让 Bax寡聚化，进而引发细胞凋亡，而 c-Jun氨基末端激酶(JNK)抑制剂 SP600125可以抑制 Bax寡聚化．此外，在未分化
PC12细胞中共表达 GFP-BimL和 YFP-Bax质粒，发现 BimL可以促进 Bax发生聚集，并且它们二者之间不是直接发生相互作
用．上述结果证明，BimL在 TNF-琢诱导神经细胞凋亡过程中起到了重要作用， BimL在 TNF-琢诱导分化 PC12细胞凋亡的过
程中间接激活了 Bax．
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肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor-琢, TNF-琢)
是能够引起肿瘤组织出血坏死、并具有多方面功能

的细胞因子．据报道，TNF-琢的合成过量会导致神
经细胞凋亡发生紊乱，出现病理性神经元凋亡，包

括 AIDS- 痴呆综合征、中风、水肿、多发性硬化
症及阿尔茨海默病 (Alzheimer忆s disease, AD)[1-4]，然

而人们对 TNF-琢造成神经细胞凋亡的分子机制并
不了解．

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤(PC12细胞)是一个常
用的神经细胞株，经神经生长因子 (NGF)诱导后，
PC12细胞不仅在形态上向交感神经元分化，同时
伴有生理生化等许多方面的变化，从而最终导致

PC12细胞受诱导后呈现神经元样的状态[5-7]．

到目前为止，与细胞凋亡诱发、调控、执行过

程相关的许多蛋白质因子已被鉴定，研究较为清楚

的两条基本途径为死亡受体通路和线粒体通路．过

去的报道认为 TNF-琢诱导的凋亡通路只是通过死
亡受体通路：TNF-琢首先与死亡受体 TNFR2玉和
TN2FR2域结合，再与接头蛋白 (FADD/TRADD)

结合，之后再与 caspase-8酶原结合形成了死亡诱
导信号复合体，caspase-8酶原自我剪切活化成活
性 caspase-8. 活化的 caspase-8 可激活下游的
caspase-3、caspases-6和 caspase-7，剪切胞浆和核底
物，造成细胞凋亡 [8-10]．最近几年的研究显示，

TNF-琢诱导的凋亡也会通过线粒体途径，但是具体
的信号通路还有待研究[11-12]．

在线粒体凋亡途径中，Bax被激活并从细胞质
中转移到线粒体是非常重要的一个过程．到目前为

止，凋亡过程中 Bax的激活方式都是一个有争论
的问题．2007年发表在 Oncogene杂志上的一篇综
述总结出了目前存在的两种 Bax 激活的模式 [6]：
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a．直接激活模式．因为 Bax与抗凋亡蛋白结构相
似，所以支持 BH3-only蛋白直接结合 Bax这一观
点．Letai 等 [13]推测 BH3-only蛋白可分为“敏感
剂”和“活化剂”，“敏感剂”如 Bad，Bik只结合
抗凋亡蛋白，“活化剂”如 tBid和 Bim可结合抗
凋亡蛋白，也可作为凋亡配体结合 Bax/Bak．通常
“活化剂”被抗凋亡蛋白隔离，随着细胞毒性刺激，

“敏感剂”结合抗凋亡蛋白把“活化剂”从抗凋亡

蛋白中释放出来，使“活化剂”直接结合 Bax/Bak,
并触发 Bax寡聚化，诱导细胞凋亡．b．间接激活
模式．BH3-only蛋白活化 Bax和 Bak是从隔离它
们活化形式的 Bcl-2，Bcl-xL等抗凋亡蛋白中替代

它们．在这个模式中，BH3-only蛋白能拮抗 Bcl-2
抗凋亡蛋白对 Bax/Bak蛋白聚集的阻挡作用[14-16]. 近
期的报道认为 Bax的激活方式趋向于间接激活模
式[17-18]．但无论是哪种 Bax的激活模式，BH3-only
蛋白都起了关键作用．BH3-only蛋白是启动以线
粒体途径为主的细胞凋亡的必要条件，当细胞受到

一些细胞毒信号刺激时，BH3-only蛋白被活化，
并通过一定的方式活化 Bax，使 Bax在线粒体膜上
形成寡聚物，增加膜通透性，释放促凋亡蛋白如

Cyt c，驱使 caspases活化从而介导细胞凋亡．
Bim (Bcl-2 interacting mediator of cell death) 是

Bcl-2家族中 BH3-only亚家族的主要成员，是一种
重要的凋亡调节蛋白，在造血细胞的内环境稳定、

防止自身免疫及肿瘤的发生中有着极其重要的作

用．Bim广泛表达于正常细胞，其中包括造血细
胞、上皮细胞、神经细胞以及生殖细胞[19]．Bim有
3种不同剪接形式，即：BimS、BimL和 BimEL，其

编码蛋白分别含 110、140和 196个氨基酸．其中
BimS的致凋亡能力最强，但是在正常细胞中很少

被检测到[20]．在正常细胞中，BimEL和 BimL的动力

蛋白结合区域的异构体与微管动力蛋白的轻链 LC8
结合，定位于细胞器膜上，其中也包括线粒体膜，

呈无活性状态；一定的凋亡刺激(如撤除细胞因子、
紫外线照射等)作用下，BimEL/BimL会在 JNK的作
用下被磷酸化，导致 BimEL/BimL 从微管中释放，

诱导细胞凋亡的发生，但具体方式，比如这个过程

是否伴有 BimEL/BimL的转位, 目前还存在着争论[21-22].
TNF-琢诱导细胞凋亡的一个独特特征是同时激

活核转录因子(NF-资B)途径，此途径可抑制 TNF-琢
诱导的细胞凋亡过程 [9]．前人的研究已经证明

NF-资B 的活化能够抵抗 TNF-琢引起的细胞凋亡，
缺少 NF-资B活性时，细胞对 TNF-琢诱导的凋亡敏

感性增加，同样 NF-资B活性增强，细胞就不容易
发生凋亡 [23- 24]．NF-资B 是一个重要的转录因子，
可以增加多种基因的表达，包括 IAPs (XIAP,
cIAP1/2)、TRAF1、TRAF2、A20、Bcl-xL、IEX-1L、
iNOS、c-FLIP、Cyclin D1 及 Survivin [25-26]．然而，

由 NF-资B诱导表达的保护性基因似乎是组织特异
性的，并且在特异的情况下可能只有其中的某些基

因参与 TNF-琢信号系统，因此到目前为止，在分
化 PC12细胞中 NF-资B 抗 TNF-琢毒性的作用机制
尚未完全清楚．

为了详细探讨 TNF-琢诱导神经细胞发生凋亡
的信号通路以及凋亡过程中 Bax的激活方式，我
们构建了在神经细胞凋亡中起重要作用的 BimL的

荧光蛋白，采用实时荧光定量 PCR (QT-PCR)、激
光共聚焦扫描显微镜成像、免疫共沉淀和 FRET技
术来研究 TNF-琢诱导分化 PC12细胞凋亡的信号
通路．

1 材料与方法

1援1 实验材料和仪器

PC12细胞 (大鼠肾上腺嗜铬细胞株)购自广州
中山医科大学细胞培养中心；DMEM培养基购自
GIBCO公司；胎牛血清和马血清购自 Hyclone 公
司；TNF-琢、蛋白质合成抑制剂放线菌酮 (CHX)、
JNK 抑制剂 SP600125 购自 Sigma 公司 (St. Louis,
MO, USA)；神经生成因子(NGF)购自 R&D Systems
公司；LipofectamineTM 2000 Reagent 购自 Invitrogen
公司；RNA 抽提试剂盒和 LC RNA Master SYBR
Green玉试剂盒购自罗氏公司；caspases-3抗体购
自 Cell Signaling Technology公司；茁-actin抗体购
自 Santa 公司；其他所有化学试剂均为国产分析
纯．质粒 GFP-BimL由华南师范大学激光生命科学

研究所构建[27]，质粒 YFP-Bax 和 YFP-Bcl-xL惠赠

于 Dr. Gilmore [28]，质粒 DsRed-Mit 惠赠于 Prof.
Gotoh[29]．

激光共聚焦扫描显微镜 (LSM 510/ConfoCor2)
购于德国 Zeiss公司；荧光定量 PCR仪(LightCycler
1.2) 购于德国罗氏公司；双色红外荧光系统
ODYSSEY誖 Infrared Imaging System购于美国莱卡
公司．

1援2 细胞培养

未分化的 PC12细胞置于 DMEM培养基中培
养，内含 10%的胎牛血清，5%的马血清，青霉素
100 U/ml，链霉素 100 mg/L．根据实验要求接种不
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同密度的细胞于培养瓶或者培养皿中，置 37℃，
5% CO2的培养箱中培养，每隔 48 h换液．为了获
得类神经元细胞，将未分化的 PC12细胞置于含有
0.5% 胎牛血清和 100 滋g/L NGF的 DMEM培养基
中培养 3～5天，每隔 48 h换液．
1援3 细胞转染

取对数生长期的未分化 PC12 细胞接种在
35 mm直径的特制细胞培养皿内(由华南师范大学
激光生命科学研究所加工)，待细胞达到 70%～80%
融合时，按说明书所述方法用 LipofectamineTM 2000
转染试剂将所需质粒转染至未分化 PC12细胞，转
染 4 h后换液，培养 24 h后再进行分化处理．
1援4 药物处理

为了加强 TNF-琢 的凋亡作用，除特别说明
外所有实验的药物处理都加入了 15 mg/L CHX与
40 滋g/L TNF-琢共同诱导细胞发生凋亡．
1援5 CCK鄄8试剂检测细胞活性
将未分化 PC12细胞(100 滋l，1伊104个 /孔)接

种于 96孔板中，培养 24 h后再进行分化处理．在
分化的 PC12细胞中分别或共同加入 15 mg/L CHX
及 40 滋g/L TNF-琢处理不同时间后，用 CCK-8 试
剂检测细胞的活性．检测前在 96孔板的每个孔中
加入 10 滋l CCK-8试剂，置于 37℃，5% CO2培养

箱中培养约 1.5 h 后，在 DG5032 型酶联免疫检
测仪上测定吸光度，主波长 450 nm，参比波长
650 nm，以不加任何处理的细胞孔作为空白对照，
计算细胞存活率．细胞存活率 =处理组 A 值 /对照
组 A 值 伊 100%
1援6 引物设计

通过查阅多篇文献和 GenBank, 并用 primer5.0
软件进行检测，确定检测基因引物．GAPDH-1，
5忆 TGGAGTCTACTGGCGTCTT 3忆； GAPDH-2，
5忆 GTCTTCTGAGTGGCAGTGAT 3忆 ； bim-1，
5忆 TCCCTACAGACAGAATCGC 3忆；bim-2, 5忆 CC-
TCCTCGTGTAAGTCTCATT 3忆；bcl-xl-1, 5忆 AGG-
CTGGCGATGAGTTTGAA 3忆；bcl-xl-2, 5忆 CGGCT-
CTCGGCTGCTGCATT 3忆；bax-1, 5忆 CTGCAGAG-
GATGATTGCTGA 3忆；bax-2, 5忆 GAGGAAGTCCA-
GT GTCCAG 3忆 [30]．

在 PC12细胞中，使用以上引物，理想的 PCR
产物的长度为 GAPDH：274 bp, bim：222 bp, bax：
207 bp，bcl-xl：337 bp．
1援7 RNA 抽提及 QT鄄PCR
未分化 PC12细胞 (1伊106个 /ml)传入培养皿中

培养 24 h后进行分化．分化的 PC12细胞被 TNF-琢
处理 8 h 后使用高纯度 RNA 抽提试剂盒(catalog
No. 1828665；罗氏，曼海姆，德国)按照试剂盒说
明书抽提总 RNA．抽提的 RNA用 Eppendorf核酸
蛋白紫外分光光度仪测定吸收值，估计核酸的浓

度．使用 LC RNA Master SYBR Green玉一步法
RT-PCR试剂盒(catalog No. 3064760；罗氏, 曼海姆,
德国)进行 cDNA 的合成以及 QT-PCR．反应体系
为每个毛细玻璃管中加入总 RNA 0.8 滋l(0.8 滋g),
Mn (OAc)2 (50 mmol/L) 溶液 0.65 滋l，LightCycler
RNA Master SYBR Green玉染料 3.75 滋l,上下游引
物(8.8 滋mol/L)各 0.75 滋l，纯水 3.3 滋l． cDNA的合
成和 QT-PCR 均是使用罗氏公司 LightCycler 荧光
定量 PCR仪(罗氏，曼海姆，德国)完成．反应条
件：61℃ 逆转录 20 min，95℃ 变性 1 min；打开
cDNA/RNA 杂交链后，95℃ 变性 5 s；GAPDH、
bcl-xl 和 bax 55℃ 退火 8 s， bim 53℃ 退火 8 s；
72℃ 延伸 15 s，共进行 45个循环．纯水在所有的
反应中作为阴性对照的模板，反应体系为 10 滋l．
1援8 溶解曲线分析

扩增完成后使用溶解曲线检测扩增的特异性，

特异性扩增的片段的溶解温度大于阴性对照的引物

二聚体的溶解温度．从 95℃ 起，以 20.0℃ /s的速
度降温至 65℃；65℃ 孵育 15 s后，以 0.1℃ /s的速
度升温至 95℃．
1援9 标准曲线的建立

将抽提的总 RNA稀释，作为标准品，稀释倍
数分别为 5，25，125，625，3 125倍．反应体系
和反应条件同前，以起始模板量的自然对数(lgCo)
为横坐标，以循环阈值 (Ct)为纵坐标，可以得出反
应的 QT-PCR 定量标准曲线，反应结束后使用
Real Quant软件(罗氏，曼海姆，德国)进行分析．
经过相关系数分析，标准曲线都符合要求．

QT-PCR 的结果通过使用罗氏公司提供的两
个软件 LightCycler Software v.3.5 和 Real Quant
Software完成．
1援10 激光共聚焦扫描显微镜的使用

所有荧光图像由 Zeiss公司 LSM 510/ConfoCor 2
型激光共聚焦扫描显微镜采集，采用 40倍油镜，
数值孔径 (NA) 为 1.3，记录的图像和数据均用
Zeiss Rel3.2软件系统进行分析．在我们的实验条
件下，GFP、YFP均选用 488 nm的氩离子激光作
为激发光源，吸收滤色镜选用 BP500-530 nm，
DsRed选用 543 nm的氦氖激光作为激发光源，吸
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Fig. 1 Schematic diagram of the interaction between
GFP鄄BimL and YFP鄄Bcl鄄xL during

TNF鄄琢鄄induced apoptosis

收滤色镜选用 BP600-650 nm．
1援11 YFP鄄Bax 和 GFP鄄BimL 转位线粒体的动态

变化检测

在本实验中，经过瞬时转染使 YFP-Bax/
GFP-BimL 和 DsRed-Mit 在分化 PC12 细胞内共表
达，通过观察 YFP/GFP的荧光来检测 Bax/BimL的

动态变化，同时用 DsRed-Mit标记线粒体形态，根
据 YFP/GFP 和 DsRed 的荧光重叠情况来判断
Bax/BimL是否转位到线粒体．具体实验操作如下：

未分化 PC12细胞首先按照质粒瞬时转染的操作步
骤共转染 YFP-Bax/GFP-BimL和 DsRed-Mit 两种质
粒，分化 PC12细胞在未分化 PC12细胞转染质粒
24 h后，再进行分化．TNF-琢/CHX诱导细胞发生
凋亡后，为了检测活细胞中 YFP-Bax/GFP-BimL转

位线粒体的动态变化，培养皿置于 LSM 510/
ConfoCor 2显微镜平台．选择合适的激发光源和吸
收滤色镜后进行成像．在成像整个实验过程中，利

用温度调节仪 (Tempcontrol 37-2 digital，Zeiss) 维
持细胞的环境在 37℃，温度浮动小于依0.2℃．
1援12 免疫共沉淀检测

细胞经过 TNF-琢/CHX共处理 12 h后，常规收
集细胞， PBS 清洗 2 次，PMSF 裂解液加 1 伊
protease inhibitor cocktail set玉裂解细胞，Bradford
法蛋白质定量．用 PBS将总蛋白稀释到约 1 g/L，
加入一定体积蛋白 1 的抗体到 500 滋l 总蛋白中，
抗体的稀释比例因兴趣蛋白在不同细胞系中的多少

而异．室温下缓慢摇动抗原抗体混合物 2 h后，加
入 100 滋l Protein A琼脂糖珠来捕捉抗原抗体复合
物．室温缓慢摇动抗原抗体混合物 1 h后，收集琼
脂糖珠 -抗原抗体复合物，去上清，用预冷的裂解
液洗 3遍，将上样样品煮 5 min，以游离抗原、抗
体、珠子，离心，将上清按照Western blot的技术
介绍进行电泳和转膜，最后加入蛋白 2的抗体进行
Western blot的检测．
1援13 FRET 技术检测 BimL 和 Bcl鄄xL 及 BimL 和

Bax 的相互作用
转染了 GFP-BimL 和 YFP-Bcl-xL 或 GFP-BimL

和 YFP-Bax的细胞置于激光共聚焦扫描显微镜的
37℃，5% CO2培养箱中．根据荧光共振能量转移

(FRET)发生原理 (图 1)[31-32]，为了检测两个蛋白质

之间的 FRET效应，GFP用由氩离子激光器产生
458 nm 波长的激光激发，激发光经过分光滤片
HFT458/514后照射到样品上，荧光信号经过分光
片 NFT545 分成 GFP 和 FRET 两个通道，GFP 发

射光收集经过 BP500-550 nm的滤光片，FRET的
信号经过 BP550-615 nm的滤光片．对于任何一个
细胞荧光图像，在选定了细胞中某个区域以后，该

区域的 GFP和 FRET的平均荧光强度会被自动记
录，同时选择没有细胞的区域为背景，最终的

FRET荧光曲线图用 FRET/GFP的值来表示 FRET
的强度 (其中 FRET和 GFP强度均是减去背景、校
正后的强度)．

1援14 Western blot 检测 caspase鄄3 的激活
分别收集对照组和 TNF-琢/CHX共处理 12 h后

的细胞，常规收集细胞，用预冷的 PBS清洗 2次，
PMSF 裂解液加 1 伊 protease inhibitor cocktail set玉
于冰上振荡裂解细胞，Bradford法蛋白质定量．取
适量蛋白质，12% SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳中电
泳分离(BIO-RAD电泳及转膜装置，美国) 2 h，电
转膜 (100 V，1 h) 至硝酸纤维素膜 (Pall)，印迹膜
在含有 5%封闭蛋白的 TBS-T缓冲液中封闭 1 h．
在 caspase-3和 茁-actin的一抗溶液(抗体用 5%封闭
蛋白的 TBS-T缓冲液 1∶1000稀释)中 4℃ 过夜孵
育．次日加入偶联有 IRDye800和 Alexa Fluor 680
的荧光二抗, 通过双色红外荧光系统进行 caspase-3
活性检测．

1援15 统计学处理

每个实验至少重复 3次，实验数据以 x 依 s 表
示，采用 t 检验确定不同处理组和对照组之间的差
异．*P < 0.05为差异有统计学意义．

2 结 果

2援1 TNF鄄琢 和 CHX 诱导分化 PC12 细胞的凋亡
分化 PC12细胞经过不同处理后，用 CCK8分

析细胞存活率．实验结果如图 2所示，TNF-琢和
CHX分别单独处理后的前 12 h细胞没有明显的凋
亡，但当 TNF-琢和 CHX 共同处理 12 h后，细胞
的存活率有了明显的下降，随着处理时间的延长，

BimL

GFP

458 nm 500 nm
YFP

Bcl-xL TNF-琢

YFP

Bcl-xLBimL

GFP
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550 nm
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Fig. 3 Expression of bim, bax and bxl鄄xl mRNA in
differentiated PC12 cells measured by QT鄄PCR

during TNF鄄琢鄄induced apoptosis
The amount of each product was normalized to the reference gene

GAPDH and data were normalized to that of mRNA in control cells (no

treatment). The data is normalized to that of control (no treatment) (n=3;

*P < 0.05 versus control). : Control; : TNF-琢.

细胞存活率不断下降，到 30 h后凋亡百分率达到
最大．在单独处理 18 h后 TNF-琢诱导分化 PC12
细胞发生明显的凋亡，而 CHX诱导的凋亡则发生
在单独处理 24 h左右，TNF-琢 和 CHX单独处理诱
导细胞凋亡的速度明显慢于共同处理．因为 CHX
是一种蛋白质合成抑制剂，所以我们推测，CHX
的加入抑制了原本可以在 TNF-琢诱导细胞凋亡过
程中表达的抑制凋亡蛋白的表达，从而使得 CHX
的加入促进了 TNF-琢的凋亡作用．

2援2 QT鄄PCR 检测 bim，bax 和 bcl鄄xl 的 mRNA
表达

为了研究 TNF-琢诱导分化 PC12细胞发生凋亡
过程中是否激活了抑制凋亡蛋白的表达，我们用

QT-PCR 的方法定量检测了 TNF-琢 处理 8 h 后
bim，bax和 bcl-xl的 mRNA表达．实验结果表明，
经过 TNF-琢 处理后的分化 PC12 细胞 bcl-xl 的
mRNA 表达有明显的上升，而 bim 和 bax 的
mRNA表达则没有太大的变化(图 3)．由于 Bim和
Bax是典型的促凋亡蛋白，Bcl-xL是典型的抗凋亡

蛋白，因此这个实验结果表明，在 TNF-琢诱导的
分化 PC12细胞凋亡过程中，TNF-琢通过上调抗凋
亡蛋白基因的表达来拮抗凋亡，促凋亡蛋白则可能

是直接通过相互作用来诱导细胞凋亡．

2援3 JNK 抑制剂抑制 TNF鄄琢/CHX 诱导凋亡过程
中 Bax 的转位
为了具体研究 TNF-琢 诱导凋亡的信号通路，

我们首先利用激光共聚焦扫描显微镜实时监测了

Bax的活化．在许多药物诱导的凋亡过程中，Bax
从细胞质转位到线粒体是凋亡经过线粒体途径的一

个重要步骤．为了直接观测 TNF-琢诱导分化 PC12
凋亡过程中 Bax的活化，分化 PC12细胞共转染质
粒 YFP-Bax和 DsRed-Mit，用 TNF-琢/CHX共处理
诱导细胞凋亡．利用激光共聚焦扫描显微镜实时监

测 TNF-琢诱导细胞凋亡中 Bax的定位．在 TNF-琢
诱导细胞凋亡之前，分化 PC12的 Bax均匀地分布
在细胞质和细胞核中(图 4a，0 h，绿色荧光 )．
TNF-琢 处理 250 min 后，分化 PC12 细胞的
YFP-Bax转位到了线粒体，并在线粒体上发生了寡
聚化(图 4a)[33]．结果证明了 TNF-琢 诱导分化 PC12
凋亡的过程中有 Bax 的参与．为了进一步确定
TNF-琢诱导的分化 PC12细胞的凋亡途径，以及在
这个过程中是否与 Bim有关，我们检测了在 JNK
抑制剂 (SP600125)与 TNF-琢共处理下 Bax的转位
情况．激光共聚焦扫描显微镜结果发现 SP600125
和 TNF-琢 共处理后，YFP-Bax直到细胞凋亡也没
有发生定位的改变(图 4b)． 根据实验结果，我们
推测在 TNF-琢 诱导分化 PC12细胞凋亡的过程中，
Bim起了重要作用．
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Fig. 5 Interactions between BimL and Bcl鄄xL, BimL and
Bax, Bcl鄄xL and Bax after TNF鄄琢/CHX treatment

Differentiated PC12 cells were incubated with TNF-琢/CHX for 12 h, then

the cell lysates were prepared and co-immunoprecipitation was

performed to analyze the interactions. Data are representative of three

independent experiments.

Fig. 4 Translocation of YFP鄄Bax in differentiated PC12 cells, co鄄expressing YFP鄄Bax and DsRed鄄Mit
Translocation of YFP-Bax was performed by laser fluorescence confocal microscopy. (a) Differentiated PC12 cells treated with TNF-琢/CHX for 240 min,

YFP-Bax translocated to mitochondria noticeably within 10 min and the cell apoptosis after 50 min. (b) Differentiated PC12 cells co-treated with

TNF-琢/CHX and SP600125 for 610 min, YFP-Bax didn’t translocate to the mitochondria until the cell apoptosis. Data are representative of three

independent experiments.

2援4 BimL和 Bcl鄄xL 相互作用

为了进一步证明 Bim在 TNF-琢 诱导细胞凋亡
过程中起了作用，以及是如何激活 Bax 的，我们
分别做了 BimL和 Bcl-xL，BimL和 Bax，Bcl-xL和

Bax 的免疫共沉淀． 实验结果显示 (图 5)，
TNF-琢/CHX共处理后 BimL和 Bcl-xL的相互作用比

空白对照组的增强了，而 BimL和 Bax之间无论是
TNF-琢/CHX共处理前还是处理后，都没有检测到
二者的相互作用．根据文献报道，我们推测 BimL

的作用是通过替代了原来和 Bcl-xL结合的 Bax，使
得 Bax在线粒体上激活，结合游离在细胞质中无
活性的 Bax形成寡聚化．为了证实这个推测我们
又检测了 Bcl-xL和 Bax之间的相互作用．实验结
果显示 TNF-琢/CHX共处理后 Bcl-xL和 Bax之间的

相互作用确实减少了．
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Fig. 7 Translocation of GFP鄄BimL in differentiated
PC12 cells, co鄄expressing GFP鄄BimL and DsRed鄄Mit

Translocation of GFP-BimL was performed by laser fluorescence

confocal microscopy. Differentiated PC12 cells had no evidence of BimL

redistribution in respect to mitochondria until cell apoptosis. Data are

representative of three independent experiments.

2援5 实时动态监测 BimL 和 Bcl鄄xL 的相互作用

为了更准确地检测 BimL和 Bcl-xL的直接相互

作用，我们采用了 FRET技术对活细胞进行实时动
态的监测 . 用 TNF-琢/CHX 共处理表达 GFP-BimL

和 YFP-Bcl-xL质粒的分化 PC12细胞后，通过共聚
焦显微镜的记录，得到了 GFP和 FRET两个通道
的图像，并将得到的图像进行量化．实验结果表

明，TNF-琢/CHX共处理后细胞 FRET的荧光强度
逐渐升高，而 GFP的荧光强度逐渐降低(图 6a)．
未处理的空白对照组则没有变化．为了更清楚地分

析实验结果, 用 FRET/GFP的比例来表示, TNF-琢/
CHX共处理后的 FRET/GFP比例下降(图 6b)．

这个实验结果表明，在 TNF-琢/CHX 共处理
后，BimL和 Bcl-xL逐渐发生了相互作用，并且细

胞在转染了 YFP-Bcl-xL质粒后可以延长细胞存活

的时间，证明了 Bcl-xL的抗凋亡作用．

2援6 TNF鄄琢 诱导的凋亡过程中 BimL 不转位

前面的结果已经证明了 BimL参与了 TNF-琢诱
导的凋亡过程，但是 BimL是怎样被激活的呢？为

了研究这个问题，我们在分化 PC12细胞中共转染
了质粒 GFP-BimL和 DsRed-Mit．共聚焦显微镜的
成像结果显示，BimL在正常细胞中是定位于细胞

器膜上的 (图 7，0 min，绿色荧光 )，当 TNF-琢/
CHX共处理后，BimL的定位并没有较大的改变，

直到细胞凋亡，BimL也没有出现像 Bax一样在线
粒体聚集的现象(图 7)．

2援7 未分化 PC12 细胞加入 BimL 后 Bax 有聚集
但不发生 FRET
为了更直接地证明 BimL对 Bax的聚集起了至

关重要的作用，我们用 TNF-琢/CHX 共处理表达
GFP-BimL 和 YFP-Bax 质粒的未分化 PC12 细胞，
通过共聚焦显微镜的记录看 Bax和 FRET的情况．
之前我们的研究发现，未分化 PC12细胞在 TNF-琢
处理后直到细胞凋亡都不会发生 Bax的聚集[33]，但

是在共转染了 BimL 质粒后，Bax 在 TNF-琢 处理

Fig. 6 Dynamic interaction between BimL and Bcl鄄xL in
TNF鄄琢/CHX treated differentiated PC12 cells, which were

co鄄expressed with YFP鄄Bcl鄄xL and GFP鄄BimL

Cells were treated with TNF-琢/CHX after transfection and imaged by
confocal microscopy. (a) Bcl-xL and BimL distribution were imaged
simultaneously in a single cell. The images of FRET/GFP ratio were
recorded with LSM microscope and processed with pseudocolor
technique. (b) Dynamics of FRET/GFP ratio correspond to the images of
FRET/GFP ratio. The FRET/GFP ratios at the first time point were
normalized to 1. Similar results were obtained from three separate
experiments. : TNF鄄琢/CHX; : Control.■ ■ ● ●
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Fig. 9 Caspase鄄3 activation in differentiated PC12
cells induced by TNF鄄琢/CHX alone or

in the presence of SP600125
Differentiated PC12 cells were treated with TNF-琢/CHX in the absence

or presence of SP600125, then the cell lysates were prepared and

Western blot was performed to analyze activation of caspase-3 using

rabbit specific anti-caspase-3 monoclonal antibody. The positions of

procaspase-3 and active subunits are indicated. Data are representative of

three independent experiments．

Fig. 8 Dynamic interaction between BimL and Bax
after TNF鄄琢/CHX treatment in na觙ve PC12 cells

Na觙ve PC12 cells were co-expressed with GFP-BimL and YFP-Bax.

BimL and Bax distribution were imaged simulataneously in a single

cell. The images of FRET/GFP ratio were recorded with LSM

microscope and processed with pseudocolor technique. Na觙ve PC12 cells

were treated with TNF-琢/CHX for 540 min, YFP-Bax translocated to

mitochondria noticeably, but FRET/GFP ratio didn’t change until the

cell apoptosis. Similar results were obtained from three separate

experiments.

540 min后发生了明显的聚集(图 8)．FRET/ GFP的
比例没有变化，这一结果说明，虽然 BimL对 Bax
的聚集起了决定性的作用，但是它们之间没有直接

的相互作用，再次证明了我们之前的实验结果．

2援8 Caspase鄄3 活性检测
Caspase家族在介导细胞凋亡的过程中起着非

常重要的作用，其中 caspase-3是关键的执行分子，
它在凋亡信号传导的许多途径中发挥功能．

Caspase-3在正常情况下以酶原 (32 ku)的形式存在
于胞浆中，在细胞凋亡的早期阶段，它被激活，活

化的 caspase-3由两个大亚基 (17 ku)和两个小亚基
(12 ku)组成，裂解相应的胞浆胞核底物，最终导
致细胞凋亡．为了进一步证明 TNF-琢诱导的凋亡
过程，用Western blot检测 caspase-3的活性．实验
结果显示，经 TNF-琢/CHX处理后，分化 PC12细
胞 caspase-3被切割了，JNK的抑制剂 SP600125不
能抑制分化 PC12细胞 caspase-3的切割(图 9)．结
合之前共聚焦的实验结果，Western blot的结果证
明 TNF-琢诱导的凋亡在分化 PC12细胞中不仅仅经
过线粒体途径．

3 讨 论

TNF-琢是一个多效性细胞因子，可以启动与神
经细胞凋亡及神经损伤相关的级联反应．细胞凋亡

的途径根据其启动与凋亡传导线路大致分为两类：

死亡受体途径和线粒体途径，其中 TNF-琢诱导凋
亡通过的线粒体途径是近期研究的重点．在我们的

研究中，首先采用 CCK8的方法验证了分化 PC12
细胞在 CHX和 TNF-琢的共同处理下凋亡速度最快
(图 2)，QT-PCR的结果证明单独用 TNF-琢 处理分
化 PC12细胞会引起抗凋亡蛋白 bcl-xl mRNA表达
有明显的上升，而促凋亡蛋白 bim 和 bax mRNA
的表达则没有太大的变化(图 3)．根据我们的实验
结果和以前的报道[24, 26]，bcl-xl mRNA表达的上升
可能是 TNF-琢诱导的分化 PC12细胞凋亡时，在启
动凋亡通路的同时还可以激活 NF-资B途径来抑制
凋亡．为了更好地研究 TNF-琢诱导的分化 PC12细
胞凋亡的线粒体途径，我们在后续的实验中都加入

了 CHX和 TNF-琢来共同诱导分化 PC12细胞凋亡.
为了准确探讨 TNF-琢诱导的凋亡过程中分化

PC12细胞的凋亡通路，我们首次采用激光共聚焦
扫描显微镜在活细胞中进行了实时研究．在研究

中，首先证明了在 TNF-琢诱导的分化 PC12细胞凋
亡过程中 Bax 会转位到线粒体上发生寡聚化，
JNK的抑制剂 SP600125可以抑制 Bax的转位．由
于 JNK在凋亡过程中可以通过磷酸化 Bim来起作
用，而 BH3-only蛋白是 Bax/Bak激活的上游调节
因子[22]，因此推测 Bim在 TNF-琢诱导的细胞凋亡
过程中起了重要作用．之后我们用免疫共沉淀的方
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Fig. 10 A model of TNF鄄琢鄄induced mitochondrial
apoptosis pathways in differentiated PC12 cells

BimL displaces Bcl-xL and promotes Bax translocation during TNF-琢-

induced apoptosis. NF-资B inhibits apoptosis through up-regulation of

Bcl-xL by TNF-琢 induced.

法研究了 BH3-only蛋白家族中 BimL和 Bax 之间
的作用方式．实验结果显示，在 TNF-琢 诱导的细
胞凋亡过程中 Bax 和 Bcl-xL的相互作用会减弱，

BimL和 Bcl-xL的相互作用会增加，而 BimL不会和

Bax发生相互作用(图 5)．接着又采用 FRET技术
实时观测了 TNF-琢诱导细胞凋亡过程中 BimL和

Bcl-xL的相互作用，实验结果显示，BimL和 Bcl-xL

的相互作用在加入 TNF-琢后会逐渐增强，并且由
于 Bcl-xL的加入，Bax的转位和随后发生的细胞凋
亡被推迟了，证明了 Bcl-xL的抗凋亡作用(图 6)．
以上实验结果说明，Bax的激活是通过和 BimL发

生间接作用来实现的，具体作用方式是在 TNF-琢
诱导的细胞凋亡过程中 BimL会替换原来被 Bcl-xL

抑制的 Bax，从而让 Bax活化，使得细胞质中的
Bax和活化的 Bax寡聚化．进一步的实验结果还证
明，BimL在 TNF-琢 诱导的凋亡过程中并没有发生
转位现象，这个实验现象和我们以前发现的在紫外

线(UV)诱导细胞凋亡过程中 BimL会转位到线粒体

上不太一致，可能是由于刺激因子的不同导致凋亡

通路的不同 [34]．根据我们现在的实验结果，推测

TNF-琢诱导的凋亡过程中 BimL直接在线粒体上被

激活，然后再替换线粒体上被 Bcl-xL抑制的 Bax．
当然 TNF-琢的处理可能也会激活定位于其他细胞
器膜上的 BimL，并且这些 BimL也参与了其他凋亡

的通路，但是我们推测并没有其他因子促使它们转

位到线粒体．此外，通过在未分化 PC12细胞中共
表达 GFP-BimL 和 YFP-Bax 质粒，再次证明了
BimL对 Bax的聚集起了至关重要的作用，并且它
们二者之间不是直接发生相互作用(图 8)．最后，
我们采用Western blot的方法检测了 TNF-琢诱导的
凋亡过程中 caspase-3的活性, 结果证明了 SP600125
不能抑制 caspase-3的切割，由此说明 TNF-琢诱导
的分化 PC12细胞凋亡不仅仅经过 JNK/Bax依赖的
线粒体途径．根据我们之前的实验结果，TNF-琢诱
导的分化 PC12 细胞凋亡还存在一个从 caspase-8
直接到 caspase-3的途径．
综上所述，我们在活的单细胞的研究中，证明

了在 TNF-琢诱导的分化 PC12细胞凋亡过程中涉及
线粒体凋亡途径的 BimL、Bax和 Bcl-xL之间的相

互作用．BimL被激活后会替换在线粒体上原来被

Bcl-xL抑制的 Bax，从而让 Bax寡聚化，进而引发
细胞凋亡，而被激活的 NF-资B 可以通过上调
Bcl-xL的表达来抑制线粒体的凋亡途径(图 10)．了
解 TNF-琢诱导的分化 PC12细胞凋亡的信号通路问

题，对将来治疗由 TNF-琢引起的 AD 等神经退行
性疾病或者使用 TNF-琢治疗疾病都有重要的意义.
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Abstract Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease. Recent years, AD has been found closely
related to cell apoptosis. It is reported that the synthesis of excessive tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) has been
widely considered as a potential inducer of apoptosis contributing to neurodegenerative disease such as AD.
However, the molecular mechanism of TNF-琢-mediated apoptosis in neuron remains unclear. The signaling
pathways involved in TNF-琢-induced apoptosis in living differentiated PC12 cells were investigated by using
confocal microscope and FRET (fluorescence resonance energy transfer) technique for the first time. Experimental
results show that the TNF-琢 induced apoptosis in differentiated PC12 cells through "extrinsic" or death
receptor-initiated pathway, and the "intrinsic" or mitochondrial pathway. NF-资B can inhibit mitochondrial pathway
apoptosis through up-regulation of Bcl-xL by TNF-琢 induced. Further results show that BimL displaces Bcl-xL in the
mitochondria and promotes Bax translocation during TNF-琢-induced apoptosis. Furthermore, SP600125 (specific
inhibitor of JNK) can inhibit the Bax translocation to mitochondria. Finally, Bax is found to translocate to
mitochondria in Na觙ve PC12 cells with co-expressing of GFP-BimL and YFP-Bax. The research demonstrates the
important role of BimL, and reveals that BimL activate Bax indirectly during TNF-琢-induced apoptosis.

Key words Alzheimer's disease (AD), TNF-琢, fluorescence resonance energy transfer (FRET), Bax, BimL,
differentiated PC12 cells
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