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艰难梭菌毒素 A 对胆管癌细胞株 FRH-0201 增殖和凋亡的影响
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摘要 目的：研究艰难梭菌毒素 A(TcdA)对人胆管癌细胞株 FRH-0201 细胞凋亡影响及作用机制。方法：采用 MTT 法检测细胞增

殖抑制率，荧光染色检测 TcdA 作用后细胞形态学变化，流式细胞术检测细胞凋亡，免疫细胞化学法检测 Bcl-2 表达水平，Caspase
3 活性检测试剂盒检测 Caspase-3 的活性。结果：TcdA 能抑制胆管癌细胞株 FRH-0201 细胞增殖且呈时间、剂量依赖性，荧光染色

和流式细胞仪检测到细胞凋亡，与对照组相比，TcdA 作用后 Bcl-2 蛋白表达下降，差异有统计学意义(P<0.05),Caspase-3 活性增

强，差异有统计学意义(P<0.05)。结论：TcdA 可以通过下调 Bcl-2 蛋白表达表达，激活 Caspase-3 而诱导 FRH-0201 细胞凋亡。
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ABSTRACT Objective: To investigate the proliferation inhibition and apoptosis effect of Clostridium difficile toxin A on the
cholangiocarcinoma cell lines FRH-0201. Methods: The cytotoxic activity of TcdA on FRH-0201 cells was tested by the MTT assay,
Morphological changes were observed by fluorescence microscopy. Apoptosis was examined by flow-cytometric analysis. The expres-
sion of Bcl-2 protein was examined by SABC immunocytochemistry staining, and Caspase-3 activity was determined with a microplate
reader. Results: TcdA inhibited the proliferation of FRH-0201 cell line in a time- and dose-dependent manner, the cells presented the typ-
ical morphological changes of apoptosis, the expression of Bcl-2 protein was down-regulated compared with control group (P<0.05), in
addition,Caspase-3 was activated significantly compared with control group (P<0.05). Conclusions: TcdA can induce apoptosis in
FRH-0201 cells by the down-regulation of Bcl-2 protein and activity of Caspase-3.
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前言

肝门部胆管癌起病隐匿,根治较困难,是预后很差的恶性肿

瘤。由于多基因变异的协同作用而致肝门部胆管癌细胞具有的

复杂的生物学特性；虽手术切除率现明显提高、手术病死率亦

明显下降；但真正达到根治性切除的病例很少，局部复发率很

高[1]。目前认为应采取包括手术、放疗、化疗等的综合治疗措施,
其中化疗地位非常重要的[2]。艰难梭菌毒素 A(Clostridium dif-
ficile toxin A, TcdA) 是由艰难梭菌产生的一种细胞外毒素，为

一种可溶性蛋白，通过受体介导的内吞作用进入细胞，进而产

生细胞毒性。已有研究表明：TcdA 能诱导多种实体肿瘤细胞发

生凋亡，而对正常的 vero 细胞(非洲绿猴肾细胞)生长抑制作用

非常小[3]；肿瘤的发生不仅仅是细胞增殖和分化异常的疾病，同

时也是细胞凋亡异常的疾病。为此，本研究观察 TcdA 对胆管

癌细胞株 FRH-0201 的生物学效应，为胆管癌化疗提供临床参

考。

1 材料与方法

1.1 细胞株

胆管癌细胞株 FRH-0201 由兰州大学基础医学院遗传学

研究所根据吴晓鹏的报道[4]构建并惠赠。
1.2 试剂

艰难梭菌 VPI 10463 菌株脑心浸液培养物，经 50 %饱和硫

酸胺盐析，酸沉淀后再经 DEAE Toyopearl 650M 阴离子交换层

析提纯得到电泳纯的精制 A 毒素[5]。RPMI1640 细胞培养基(购
自 Gibco 公司)，新生小牛血清(购自杭州四季青公司)。MTT(四
甲基偶氮唑蓝)、DSMO(二甲基亚砜)为 Sigma 公司产品。An-
nexinV-FITC／PI 双染凋亡试剂盒 (购自深圳晶美试剂公司)。
Bcl-2 一抗(兔抗人)、二抗(山羊抗兔)、SABC 试剂盒和 DAB 显

色试剂盒均为武汉博士德公司产品，Caspase-3 活性检测试剂

盒为碧云天公司产品。
1.3 细胞培养

FRH-0201 细胞接种于含 10 %小 牛 血 清 的 RPMI1640、
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100U/ml 青霉素、100U/ml 链霉素的培养液中，在 5% CO2 培养

箱中 37℃、饱和湿度条件下常规培养，待 3 天后细胞接近铺满

瓶底，进行传代(2~3d 一代)，台盼蓝染色活细胞 98%以上进行

实验。
1.4 MTT 法观察 TcdA 对 FRH-0201 细胞增殖的影响

取对数生长期细胞，以每孔 2×103 个细胞接种于 96 孔培

养 板 ； 设 置 TcdA 处 理 组 浓 度 分 别 为 ：50ng/ml、100ng/ml、
200ng/ml 和 400ng/ml，每个浓度设置 5 个复孔。37℃、5 % CO2

培养 24h 后细胞贴壁，弃掉培养液后分别加入含上述浓度梯度

TcdA 的培养液。同时用未处理的 FRH-0201 细胞作阴性对照，

空白对照组只加培养液，每孔总体积 100μl。37℃、5 % CO2 培

养箱分别培养 24、48 和 72 小时，结束前 4 小时加入 0.5% MTT
10μl/ 孔，继续孵育 4 小时，每孔加入 100μl DMSO,摇床低速

振荡 10min ,空白孔调零,波长 490nm,在 DG-5031 型酶联免疫

检测仪 OD490nm 处测定各孔吸光值,并计算抑制率。实验重复

两次。细胞增殖抑制率(inhibition rate,IR)的计算采用以下公式：

IR(%)=(阴性对照组 A490 均值 -TcdA 处理组 A490 均值 /(阴
性 对 照 组 A490 均 值 - 空 白 对 照 组 A490 均 值 )×100%，

SPSS17.0 软件计算半数抑制浓度 IC50
[6]。

1.5 荧光染色观察细胞凋亡的形态学变化

分别离心收集 TcdA 处理组(400ng/ml,48h)和阴性对照组

细胞, 加入 1ml 固定液，重悬后固定 15 分钟，离心弃上清后

PBS 洗 2 次，最后一次保留约 50μl 液体；重悬细胞、涂片，待

稍晾干后均匀滴上 100μl Hoechst 33342 染色液，避光染色 5
分钟，弃去 Hoechst 液，PBS 洗 2 次后，用荧光显微镜观察细胞

形态。
1.6 AnnexinV-FITC／PI 双染法检测早期细胞凋亡

离心收集(1000r/ min 离心 5min ,PBS 洗涤 1 次,再次离心

去 上 清 ) 阴 性 对 照 组 和 不 同 浓 度 Tcd A 作 用

(50ng/ml,100ng/ml,200ng/ml,400ng/ml)24 小时的细胞 >1×106

个。每 个 样 品 取 105 个 细 胞 ，PBS 洗 涤 2 次 ， 按 Annex-

inV-FITC／PI 双染凋亡检测试剂盒说明分别处理各组细胞，1
小时内上机检测，光源为 488nm 氢离子激光器，早期凋亡细胞

为 FITC(+)PI(-)。
1.7 免疫细胞化学 SABC 法检测 Bcl-2 蛋白表达

相同方法离心收集对照组、Tcd A 处理组(400ng/ml,48h)细
胞，PBS 重悬，调整细胞密度为 1×106 个 /ml，细胞悬液滴至经

防脱片剂 APES 处理过的载玻片上，遵照即用型 SABC 免疫组

化染色试剂盒说明书操作，每次染色用 PBS 代替一抗设为阴

性对照组；中性树胶封片后光镜观察并拍照。结果判定：胞浆或

胞核出现棕黄色团块或颗粒为(+)，应用 IPP6.0 专业图像分析

软件(Image-Pro Plus，Media Cybernetics 公司)对图片进行光密

度分析。
1.8 Caspase-3 活性检测

同样方法分别收集对照组、TcdA 50ng/ml 组、100ng/ml 组、
200ng/ml 组、400ng/ml 组的 24 和 48 小时的细胞，PBS 洗涤后

按照 Caspase-3 活性检测试剂盒操作，酶标仪检测 A405 值。
Caspase-3 的一个酶活力单位定义为当底物饱和时，在 37℃可

以剪切 1nmol Ac-DEVD-pNA 产生 1nmol pNA 的 Caspase 3 的

酶量。
1.9 统计学处理

所有数据均在 SPSS17.0 中进行统计分析。计量资料用均

数±标准差表示，两组之间比较用独立样本 t 检验、分类资料

采用 2 检验，P 值 <0.05 为有统计学意义。

2 结果

2.1 TcdA 对 FRH-0201 细胞的增殖抑制作用

MTT 法检测结果显示 50-400ng/ml 各个浓度的 TcdA 均

能抑制 FRH-0201 细胞的增殖，同一时间段药物处理组与对照

组比较差异均有统计学意义(P<0.05),而且浓度越高、时间越

长、抑制作用越明显(表 1)；其 24、48 和 72 小时的 IC50 分别为

354.21ng/ml、299.62ng/ml 和 212.07ng/ml。

注：* 和对照组比较存在差异(P<0.05)

*P<0.05 vs control group

表 1 TcdA 对 FRH-0201 细胞的增殖抑制作用

Table 1 Growth inhibition effect of TcdA on FRH-0201 cells

Dose

(ng/ml)

24h 48h 72h

A490 IR(%) A490 IR(%) A490 IR(%)

0 0.37±0.005 - 0.46±0.006 - 0.63±0.009 -

50 0.33±0.018 4.41 0.36±0.006 6.71 0.46±0.014 8.46

100 0.30±0.004* 9.59 0.32±0.012* 10.72 0.41±0.005* 19.03

200 0.25±0.006* 23.30 0.28±0.010* 31.73 0.31±0.006* 39.75

400 0.20±0.004* 53.05 0.21±0.002* 60.63 0.24±0.016* 68.14

2.2 TcdA 诱导 FRH-0201 细胞凋亡的形态学变化

400ng/ml TcdA 作用于 FRH-0201 细胞 48 小时后，荧光显

微镜下可见典型凋亡细胞形态：细胞体积变小，核内或胞质内

可见致密浓染颗粒，部分细胞出现核碎裂，伴凋亡小体形成。而

正常细胞大小及染色均匀(图 1)。

2.3 TcdA 诱导的 FRH-0201 细胞早期凋亡

AnnexinV-FITC／PI 双染法检测结果表明，各个浓度组均

能诱导 FRH-0201 细胞凋亡，随浓度增加，细胞凋亡比例逐渐

增加(表 2)。 2 检验证实各治疗组的凋亡率和对照组的凋亡率

存在显著差异(P<0.05)。
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2.4 TcdA 对 FRH-0201 细胞 Bcl-2 蛋白表达的影响

免疫组化结果显示：Bcl-2 蛋白表达在 TcdA 处理后水平

下降(图 3)，图像分析显示,对照组光密度值 0.081±0.005，TcdA
(400ng/ml)处理 48h 后光密度值 0.078±0.009，t<0.05；对照组

显著高于处理组。

2.5 TcdA 作用对 FRH-0201 细胞 Caspase-3 活性的影响

Caspase-3 活性测定结果：FRH-0201 细胞 Caspase-3 酶活

性较低，24 和 48 小时分别为 1.00±0.10 和 0.98±0.09，TcdA

能显著增强 Caspase-3 的酶活性，各浓度组的 Caspase-3 酶活

力单位与对照组的相同时间段相比，差异均有统计学意义

(P<0.05) (图 4)。

3 讨论

目前临床常用抗恶性肿瘤药大多属于直接杀伤肿瘤细胞

的细胞毒类药物，但对肿瘤细胞和正常细胞缺乏理想的选择作

用；同时由于胆管癌细胞生物学特性复杂，特异性强的化疗药

物研发困难，而常规化疗药物疗效差、毒副作用强[7]；故行之有

效的新化疗药物的研制就显得更加迫切。TcdA 可以诱导多种

哺乳动物细胞发生凋亡，癌细胞对 TcdA 反应的敏感性高但

TcdA 对正常细胞影响甚微 [8]，TcdA 的这种特性表明其在胆管

癌的化疗中可能的临床应用价值。
本研究证实：TcdA 能显著抑制 FRH-0201 细胞增殖，并呈

现出时间和剂量依赖关系。通过观察形态学变化及凋亡率的检

测，TcdA 的增殖抑制作用应该主要是通过诱导细胞凋亡而实

现的。细胞凋亡的发生是由众多相关基因参与调控的结果，

Bcl-2 蛋白家族与半胱天冬氨酸蛋白酶(Caspases)在细胞凋亡

的调控中具有重要作用。Bcl-2 过表达可阻止 staurosporine 诱

导的 Jurkat T 细胞凋亡，以及 Caspase-3、7 的活化。在射线、化
学药物等情况下，细胞色素 C 从线粒体内释放，与凋亡细胞蛋

白酶激活因子 Apaf-1 结合；募集到的半胱氨酸蛋白酶原通过

与凋亡诱导蛋白 apaf-1 的 NH-2 末端区域结合而激活，首先激

活 Caspases9，并进一步激活 Caspases3、6 和 7，促进细胞凋

亡[9-11]。TcdA 处理后，Bcl-2 蛋白在 FRH-0201 细胞中的表达明

显下调，Caspases-3 活性较前明显增强；这些可能是 FRH-0201

细胞发生凋亡的原因。
作为术后的主要辅助治疗手段，化学治疗对胆管癌患者的

生活质量和 5 年生存率均有重要影响[12-13]。研究未对 TcdA 和

其他临床常用化疗药物的治疗效果进行比较、没有进行体内试

验、其诱导肿瘤细胞凋亡的机制尚未完全阐明；尚不能肯定 Tc-
dA 治疗胆管癌的临床效果和优越性。本研究组将在未来的研

究中进行进一步报道。但其通过诱导肿瘤细胞凋亡的特性和正

常细胞低敏感性的优点，是临床将来科学选择化疗药物的方

向。
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