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摘要 采用基因质粒转染技术、荧光发射谱检测分析以及荧光共振能量转移(FRET)受体光漂白技术，首次在活细胞中实时
检测中药蟾酥 (Chan-Su，CS 或 bufonis venenum) 诱导人肺腺癌 (ASTC-a-1)细胞凋亡过程中 caspase-3 的活化特性．采用
CCK-8(Cell Couneing Kit-8)技术检测发现，蟾酥对细胞的活性具有显著的抑制作用；蟾酥处理稳定表达 FRET质粒 SCAT3的
人肺腺癌细胞后，在不同的时间检测活细胞中 SCAT3的荧光光谱；利用共聚焦扫描荧光显微成像技术检测蟾酥处理后细胞
的形态，从而进一步证实蟾酥诱导细胞凋亡．实验结果表明：a.蟾酥可以有效抑制人肺腺癌 (ASTC-a-1)细胞的增殖活性并
诱导细胞的死亡．蟾酥对细胞的抑制作用具有剂量依赖性；b.蟾酥处理细胞 6 h后能检测到明显的细胞凋亡小体，连续作用
24 h后细胞全部皱褶，并有部分细胞破碎；c. 蟾酥作用细胞 2 h就能明显切割细胞内的 SCAT3，细胞内 SCAT3的切割程度
随着蟾酥作用时间的延长而增加，24 h内细胞内的 SCAT3完全被切割．受体光漂白实验也证实了该结论，表明 caspase-3参
与调控了蟾酥诱导的细胞凋亡过程．
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Caspases家族在细胞凋亡的信号通路中起着关
键的作用，它通过下游效应因子切断细胞间的信号

传递，重组细胞骨架，关闭DNA复制和修复，破
坏DNA和细胞结构，诱导凋亡复合体来执行凋亡
功能[1]．其中caspase-3是在细胞凋亡过程中起着中
央而关键的功能，一旦caspase-3被激活，细胞凋亡
就不可避免[1]．

基于荧光的各种技术已经成为在活体细胞中实

时检测细胞信号转导、细胞凋亡和增殖分子调控机

制的重要技术 [1～5]．SCAT3是基于绿色荧光蛋白
(green fluorescent proteins, GFPs)和荧光共振能量转
移 (fluorescence resonance energy transfer, FRET)技
术构建的一个能够在单个活细胞中实时反映

caspase-3动态活性的FRET质粒[1]．SCAT3的供体是
青色荧光蛋白(cyan fluorescent protein, CFP)，受体
是黄色荧光蛋白(yellow fluorescent protein, YFP)的
突变体 Venus，二者之间连接的是一段包含
caspase-3切割底物DEVD的序列．SCAT3的发射光
谱在476 nm和526 nm左右具有明显的2个峰值[1]．

当细胞内caspase-3被激活时，就会切割DEVD，因

此SCAT3的FRET效应就会消失，从而导致SCAT3
发射光谱476 nm峰值上升，而525 nm峰值下降．
尽管由于用途大、药效好，中药蟾酥

(Chan-Su, CS)日益成为治疗晚期癌症最合适的临床
推广药物之一[6]，但是蟾酥抑制肿瘤细胞的分子机

制仍然不清楚．尽管国内外对于蟾蜍灵诱导肿瘤细

胞凋亡机制有比较深入的研究[7～13]．但是关于中药

蟾酥抑制肿瘤细胞活性的研究仅仅限于一些实验现

象的描述[6, 14]，而对中药蟾酥诱导肿瘤细胞凋亡分

子机制的研究很少．

本文利用荧光发射谱技术、FRET技术以及共
聚焦荧光显微成像技术，在活细胞中检测蟾酥诱导

人肺腺癌(ASTC-a-1)细胞凋亡过程中细胞稳定表达
质粒SCAT3的荧光发射光谱及其FRET效应的状态，
从而确定caspase-3参与调控蟾酥诱导细胞凋亡的

mailto:chentsh@scnu.edu.cn
http://www.pibb.ac.cn


生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2008; 35 (1)

过程．

1 材料和方法

1.1 材料

蟾酥注射液(江苏安格药业有限公司，国药准
字Z32020694)，DMEM培养基 (Life Technologies,
Inc)，新生牛血清(杭州四季青生物公司)，胰蛋白
酶(华美生物工程公司)，青霉素(50 U/ml)，链霉素
(50 mg/L)，NaHCO3，HEPEs，Cell Counting Kit-8
(CCK-8，Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan)．
Lipofectin reagent (购自 Invitrogen Life Technologies
Inc.)，G418(购自华美生物公司)．质粒SCAT3由
Miura教授提供[1]．

1.2 细胞培养

人类肺腺癌细胞(ASTC-a-1)生长在含10%新生
牛血清，50 U/ml青霉素和50 mg/L链霉素的DMEM
培养液中，待生长到70%～85%汇合后用胰蛋白酶
消化传代，以1伊104个细胞/孔间隔接种于细胞培养
皿中，每皿500 滋l培养液，接种后放入培养箱
(37℃，5% CO2)继续培养．
1.3 CCK鄄8检测
将100 滋l细胞悬液(3 000个/孔)接种于96孔板

内，预先置于37℃，5% CO2饱和湿度培养箱内培

养24 h．然后更换新鲜培养液,并将样品分为对照组
以及蟾酥剂量分别为20，40，60，80，100 滋l的实
验组，每组5个孔，将蟾酥加入96孔板中，在培养
箱内培养48 h．更换96孔板中的培养液，并且每个
孔内加入10 滋l的CCK-8试剂，在培养箱内培养
2 h．利用酶标仪(infinite M200，Tecan，Austria)在
450 nm波长处测定吸光度(A 450值)，并计算蟾酥对
细胞活性的抑制率．抑制率＝ (对照组A 450－处理组

A 450)/对照组A 450伊100%．
1.4 稳定表达SCAT3质粒细胞系的筛选
正如本研究小组前期的研究一样 [4, 5]，采用

G418对转染pSCAT-3的细胞进行稳定表达细胞系
的筛选，具体步骤参见文献[4, 5]．
1.5 发射光谱检测与分析

将稳定转染表达了SCAT3的ASTC-a-1细胞接
种到96孔板，并分为对照组和处理组，处理组则分
为3个剂量组：20 滋l，60 滋l和100 滋l剂量组．细胞
培养24 h后更换培养液，然后按照不同的剂量分别
向96孔板中加入不同剂量的蟾酥，并分别在不同的
时间检测活细胞内SCAT3的荧光发射光谱．同时需
要检测没有转染SCAT3细胞的对应发射光谱作为背

景．活细胞内SCAT3的发射光谱在自动微孔检测仪
(infinite M200, Tecan, Austria)上检测．激发光谱为
(420依20) nm，发射光谱在454～600 nm范围扫描，
扫描光谱步长为2 nm．每一个点连续测量25次．
1.6 激光共聚焦荧光成像以及FRET受体光漂白

使用Zeiss的激光共聚焦扫描荧光显微镜
(LSM510，Zeiss，Germany)对细胞进行多通道荧光
成像和FRET受体光漂白．FRET检测时，使用氩离
子激光器的458 nm激光作为CFP激发光源，采用带
通BP470-500 nm通道选择性探测CFP的荧光，选择
长通LP530nm通道检测Venus发射荧光．使用的显
微镜物镜是Zeiss Plan-Neofluar 100伊/NA1.45 的油
镜．采用氩离子激光器的514 nm激光选择性地光漂
白SCAT3的受体Venus．显微镜移动平台上安装有
一个微型CO2培养箱，在整个测量过程中始终保持

相同的环境：37℃恒温，5% CO2．使用Zeiss Rel3.
2图像处理软件处理实验结果．
1.7 数据分析

每个实验都有5个相同的重复样品，数据表示
为x依s．采用 SPSS12 (SPSS, Chicago)分析软件的双
样品 t-test 进行分析．*P臆0.05 时认为有明显的
差异．

2 结果与讨论

2.1 蟾酥抑制细胞活性的检测

将实验组按照20，40，60，80，100 滋g的剂量
分为5组，将蟾酥加入96孔板中，在培养箱内培养
48 h后更换100 滋l培养液，并且每个孔内加入10 滋l
的CCK-8试剂，在培养箱内培养2 h后利用酶标仪
在450 nm波长处测定吸光度(A 450值)．

测量结果如图1所示，对照组的A 450值为 1.61依
0.09，对应20，40，60，80，100 滋l剂量蟾酥处理
细胞组的 A 450 值分别为： (1.71 依0.03)， (0.81 依

Fig. 1 Inhibition of CS on the cell viability
*P < 0.01, **P > 0.05.
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2.3 蟾酥诱导细胞内caspase-3活化的光谱分析
分别将没有转染SCAT3的细胞以及稳定转染

表达了SCAT3的细胞富集之后接种到96孔板，并
加入100 滋l的细胞培养液，在细胞培养箱中培养
24 h后更换培养液，并测量细胞中SCAT3的荧光发
射光谱，同时测量没有转染SCAT3细胞的相应光

谱作为背景，光谱数据分析时减去背景．96孔板上
的实验样品组分为3组：分别向第1，第2和第3组加
入20 滋l，60 滋l和100 滋l的蟾酥，然后分别在蟾酥
作用细胞0 h (对照组，control)，2，24和48 h后检
测活细胞中SCAT3的荧光发射光谱．

图4给出了3种剂量蟾酥处理细胞后不同时间

Fig. 3 Fluorescence images of cells expressed stably with SCAT3
(a) and (b) Control. (c) 24 h after CS treatment. (d) 6 h after CS treatment.

(a) (b)

(c) (d)

0 h 0 h

24 h 6 h

Fig. 2 The morphology of ASTC-a-1 cells examined and
photographed by phase microscope (100 伊)

(a) Control. (b) After exposure to the CS for 24 h, the cell damage

apparently appeared after treatment with CS.

0 h(a) (b) 24 h

0.06)， (0.69 依0.03)， (0.65 依0.03)， (0.72 依0.02)
(n=5)，相应的细胞活性抑制率为：0%，50%，
57%，59%和55%．与对照组相比，40～100 滋l蟾
酥处理组的细胞活性抑制率都超过了50%，而且
*P<0.01，表明该剂量范围的蟾酥对细胞增殖活性
具有明显的抑制作用，而20 滋l剂量处理组的细胞
活性抑制率为0，**P>0.05，表明该剂量的蟾酥对
细胞活性没有明显的作用．

2.2 蟾酥诱导细胞凋亡的形态特征光学检测

将蟾酥与细胞培养液按照2∶3的比例共培养细
胞24 h后,细胞形态表现出明显的死亡特征(图2)，
几乎所有细胞明显皱褶甚至破裂．

稳定转染表达SCAT3细胞的共聚焦荧光显微荧
光图像表明：未经蟾酥处理的细胞形态呈菱形或椭

圆形(图3a和b)；经过蟾酥处理24 h后细胞荧光图像
表现出如下特征：a.超过90%的细胞出现明显的凋

亡小体(图3c)； b.细胞皱褶和破碎(图2b)；c.细胞
核内荧光强度增加，而细胞质中荧光强度下降或消

失，表明SACT3向细胞核聚集．我们还发现蟾酥处
理4 h细胞就变圆，而处理6 h后部分细胞就出现凋
亡小体(图3d白色箭头)．

10 滋m 10 滋m

10 滋m 10 滋m

10 滋m 10 滋m
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Fig. 5 Photobleaching of Venus, the acceptor of SCAT3 inside living cells
(a) Control. (b) 24 h after CS treatment.
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Fig. 4 Dynamical fluorescence emission spectra of SCAT3 inside living cells induced by CS

The cells were expressed stably with SCAT3. (a) The cells were treated by 20 滋l of CS. (b) The cells were treated by 60 滋l of CS; (c) The cells were

treated by 100 滋l of CS. : Contrrol. 伊 伊: 24 h. ○ ○ : 48 h. : 2 h.
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的SCAT3荧光发射光谱．20 滋l剂量处理组的
SCAT3荧光光谱在2 h内没有明显变化(没有给出数
据)，处理24 h后526 nm谱峰下降，476 nm谱峰上
升，表明细胞的部分SCAT3被切割，说明细胞内有
部分前体caspase-3被活化，但是该剂量处理 48 h后
SCAT3的荧光发射谱没有明显变化(图4a)，表明该
剂量的蟾酥不能显著性活化细胞内的caspase-3；
60 滋l剂量组的SCAT3荧光光谱在处理后2 h就有非

常明显的变化(图4b)，即526 nm峰下降，476 nm峰
上升，24 h后更加明显，而48 h后 526 nm峰消失
(图4b)，表明细胞内的SCAT3完全被切割，说明细
胞内的caspase-3被蟾酥活化；100 滋l剂量组在蟾酥
处理24 h后SCAT3的荧光谱526 nm谱峰就消失了
(图4c)．以上结果表明蟾酥剂量依赖性地诱导细胞
caspase-3的活化．

2.4 蟾酥诱导细胞凋亡后SCAT3的受体光漂白分析
为了进一步验证蟾酥是否能够活化细胞内的

caspase-3，采用最强的514 nm激光光漂白细胞内稳
定 表 达 的 SCAT3 受 体 Venus， 然 后 采 用
BP470～500 nm通道和LP530 nm通道同时探测CFP
和Venus的荧光强度动态变化．在蟾酥处理前,光
漂白受体Venus时 , 随着Venus荧光强度的下降，
CFP的荧光强度显著上升(图5a)，表明SCAT3在细
胞内的表达以及其FRET效应正常．由于自有扩散

的缘故，Venus的荧光在撤去光漂白激光后开始上
升，而CFP的荧光强度有所下降(图5a)．当按照蟾
酥与细胞培养液之比为2∶3处理细胞24 h后，光漂
白Venus时CFP通道的荧光强度几乎没有下降，而
且撤去光漂白激光后，Venus的荧光强度上升，但
是Venus通道的荧光强度依然没有明显变化(图5b)，
表明细胞内的绝大部分SCAT3被切割，说明蟾酥
诱导活化了细胞内的caspase-3．
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3 讨 论

中药蟾酥是已经广泛应用于晚期癌症治疗的临

床药物．本文利用荧光检测技术首次在人肺腺癌细

胞中实时研究了蟾酥对细胞凋亡起关键作用的

caspase-3活化的影响．研究结果表明：蟾酥剂量依
赖性地抑制细胞活性，小剂量蟾酥对细胞活性以及

caspase-3活化没有明显的影响，而大剂量的蟾酥可
以诱导细胞凋亡，蟾酥作用6 h后就可以观察到细
胞凋亡小体，而且在作用24 h后导致超过90%细胞
死亡．

蟾酥对肿瘤细胞的作用机理可能是与蟾酥的剂

量有关．CCK-8实验结果表明，20 滋l处理细胞48 h
后细胞活性并没有下降(图1)，SCAT3光谱的实验
结果也表明，该剂量的蟾酥作用细胞48 h后细胞内
caspase-3的活化水平并没有增加(图3a)．而当蟾酥
剂量超过40 滋l时，其能明显抑制细胞活性(图1)，
并诱导细胞内caspase-3的活化(图4b和c)，从而导致
细胞凋亡(图2b)，SCAT3受体光漂白实验结果也证
实了以上结果(图5b)．
在蟾酥诱导细胞凋亡后对SCAT3受体光漂白

实验中发现，Venus的荧光强度在光漂白结束后迅
速上升(图5a)，上升的速率明显高于对照组(图5b)，
该现象也表明，细胞内的SCAT3被切割以及细胞
内的caspase-3被活化．活化的caspase-3将SCAT3切
割为两部分，各个部分的大小和质量大约只有

SCAT3的一半，因而它们的扩散速率必然高于
SCAT3，从而导致Venus通道的荧光迅速上升．
本文的研究表明，凋亡是中药蟾酥抑制肿瘤细

胞活性的主要形式之一，而且caspase-3参与调控了
蟾酥诱导人肺腺癌细胞的凋亡过程,调控的过程具
有剂量和时间依赖性．但是蟾酥诱导细胞凋亡的上

游调控机理还有待于进一步的研究．
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Caspase-3 is Involved in The Chan-Su (CS) -induced Human Lung
Adenocarcinoma (ASTC-a-1) Cell Apoptosis*

CHEN Tong-Sheng1)**, WANG Xiao-Ping2), SUN Lei1), WANG Hui-Ying1), WANG Long-Xiang1)

(1) MOE Key Laboratory of Laser Life Science & Institute of Laser Life Science, South China Normal University, Guangzhou 510631, China;
2)Department of Anesthesiology, The First A ffiliated Hospital of Jinan University, Guangzhou 510632, China)

Abstract Chan-Su(CS, or bufonis venenum), a traditional Chinese medicine, has many biological functions. It is
mainly composed of bufotenidines, bufogenins, and etc. CS has been documented to possess functions against
inflammation and cancer, and is widely employed as a therapeutic drug for many kinds of cancers in China.
However, it is difficult to judge antitumor effect of agents derived from CS because of the following reasons:
agents derived from CS are mixture, they are lack of observations of multiple centres, preparation process is lack of
quality control standards and agents have many toxic or side effects at high dose. Apoptosis is a very important
cellular event that plays a key role in pathogeny and therapy of many diseases. The mechanisms of the initiation
and regulation of apoptosis are complex and diverse. Caspase family is closely connected with many apoptotic
processes, while its member, caspase-3, being an important executive apoptotic molecule. To explore the inhibitory
effect and mechanism of CS on human lung adenocarcinoma (ASTC-a-1), gene plasmid transfection, fluorescence
emission spectra and fluorescence resonance energy transfer (FRET) were used to study the caspase-3 activation
during the CS-induced human lung adenocarcinoma (ASTC-a-1) cell apoptosis．CCK-8 was used to assay the
inhibition of CS on the cells viability. The dynamical emission spectra of SCAT3 were performed inside living
cells expressed stably with SCAT3 after CS treatment. The cell morphology was examined and photographed by
phase microscope and confocal fluorescence scanning microscope．Experimental results showed that (1) CS
inhibited dose-dependently the cells viability; (2) apoptotic body was observed in some cells 6 h after CS
treatment, and most of cells were in shrinkage 24 h after CS treatment; (3) The SCAT3 inside living cells were
cleaved by caspase-3 2 h after CS treatment, and most of the SCAT3 was cleaved 24 h after CS treatment, and the
acceptor photobleaching experiments of SCAT3 also verified these results, implying that CS activated caspase-3
which induced cell apoptosis. Therefore, caspase-3 is involved in the CS-induced cell apoptosis.

Key words Chan-Su (CS), emission spectra, caspase-3, fluorescence resonance energy transfer (FRET), confocal
fluorescence scanning microscope
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