
细胞凋亡是细胞受到生理或病理刺激后发生的自

发性死亡的过程，处于细胞凋亡调控中心的线粒体在细

胞凋亡中扮演关键角色［1-2］。凋亡诱导因子（apoptosis-

inducing factor，AIF）是1996年发现的一种具有凋亡活

性的黄素蛋白，定位于线粒体的膜间隙［3］。细胞受到凋

亡刺激时，AIF分子从线粒体释放到胞质，然后在易位

到核，与染色体DNA结合，使染色体核周边凝集和

DNA断裂，直接介导细胞核发生凋亡［4-6］。AIF促凋亡

作用不受广谱caspases抑制剂z-VAD.fmk的抑制，也不

受Bcl-2过量表达的影响，代表着独立于caspases信号

通路之外的另一条凋亡途径［7］。

基于AIF在细胞凋亡中的独特功能，探索其用于基

因治疗的可能性，根据人截短型AIF仍具有促凋亡效应

的研究［8-9］，为使AIF分子在生物体内更易表达、内化及

杀伤，本课题将研究进一步截短AIF后所构建的重组质

粒PcDNA3.0-FDT-AIFΔ1-480在MCF-7细胞的促凋亡

活性及其机制，为其应用于临床奠定理论基础。

1 材料和方法

1.1 材料

E.coli菌种 DH5α、及 PcDNA3.0-FDT-AIFΔ1-480

重组质粒为第四军医大学免疫学教研室惠赠，人乳腺癌

细胞系 MCF-7 由西安交通大学中心实验室保存。

Annexin-V/PI双染凋亡试剂盒购自深圳晶美生物公司，

人凋人凋亡诱导因子亡诱导因子C-C-末端截短体末端截短体AIFΔAIFΔ11--480480的表达对的表达对MCF-MCF-77细细
胞的胞的影响影响
王丽娟，肖华卫，白 娥，周 霞，李 萌，金桂花，朱 青
西安交通大学医学院第一附属医院肿瘤中心肿瘤科，陕西 西安 710061

Effect of the C-terminal truncated human apoptosis-inducing factor Δ1-480 on biological
behaviors of MCF-7 cells
WANG Lijuan, XIAO Huawei, BAI E, ZHOU Xia, LI Meng, JIN Guihua, ZHU Qing
Department of Oncology, First Affiliated Hospital, Xi'an Jiaotong University College of Medicine, Xi'an 710061, China

摘要：目的 观察人亡诱导因子（AIF）C-末端端截短体AIFΔ1-480重组基因表达对MCF-7细胞生物学行为的影响。方法 利用

脂质体将重组质粒PcDNA3.0-FDT- AIFΔ1-480瞬时转染乳腺癌MCF-7细胞，通过Western blot、流式细胞术、MTT、集落形成试

验、线粒体膜电位测定等方法，检测目的基因在细胞中的表达及其对转染细胞凋亡相关分子cytC 表达的变化及细胞增殖、凋亡

等的影响。结果 重组质粒PcDNA3.0-FDT-AIFΔ1-480转染肿瘤细胞后AIF蛋白表达明显增加；重组质粒能明显抑制乳腺癌

MCF-7细胞增殖；上调细胞色素C的表达；减低线粒体膜电位，正常细胞、空载体组和重组质粒的线粒体膜电位（Δψ）分别为

4.69±1.07、3.86±1.52和1.51±0.79 mV，重组质粒组与对照组相比，线粒体膜电位明显下降（P<0.05）；并诱导细胞凋亡，正常细胞

组、脂质体组、PcDNA3.0组、重组质粒组细胞凋亡率分别为：（9.2±5.1）%、（15.4±4.5）%、（20.5±3.9）%、（32.2±6.0）%，重组质粒组与

对照组相比，细胞凋亡明显增加（P<0.05）。结论 人AIF C-末端端截短体可通过诱导cytC从线粒体中释放促进MCF-7细胞凋亡。

关键词：AIFΔ1-480；MCF-7细胞；增殖；凋亡；细胞色素C

Abstract: Objective To observe the expression of the C-terminal truncated human apoptosis-inducing factor (AIF) and its
biological effect on MCF-7 cells. Methods PcDNA3.0-FDT-AIFΔ1-480 was transfected into human breast carcinoma MCF-7
cells with lipofectamins. The expression of the truncated AIF gene was detected by Western blotting, and its effects on the
biological behaviors of MCF-7 cells and on the expression of cytochrome c (cytC) were evaluated using flow cytometry, MTT
assay, colony-forming assay, and mitochondrial membrane potential measurement. Results PcDNA3.0-FDT-AIFΔ1-480
enhanced AIF expression in MCF-7 cells, obviously inhibited the cell proliferation, and significantly reduced the mitochondrial
membrane potentials (P<0.05). Transfection of the cells with PcDNA3.0-FDT-AIFΔ1-480 promoted the expression of cytC and
resulted in significantly increased apoptosis of MCF-7 cells (P<0.05). Conclusion The expression of C-terminal truncated
human AIF gene can induce apoptosis of human MCF-7 cells by promoting cytC release from mitochondria.
Key words: C-terminal truncated human apoptosis-inducing factor Δ1-480; MCF-7 cells; proliferation; apoptosis; cytochrome c
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兔抗人AIF单克隆抗体、兔抗人cytC单克隆抗体、兔抗

人β-actin单克隆抗体均购自北京中杉金桥生物技术有

限公司。LipofectAmineTM2000购自inventrogen公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞转染 待MCF-7细胞达密度达到80%左右

时进行转染。细胞先用无血清RPMI 1640洗2次，加

0.8 ml无血清RPMI 1640。将 2 μg质粒DNA和 4 μl

LipofectAmineTM2000分别加于100 μl无血清RPMI 1640

中，轻轻震摇5 min，混匀，制成转染液。室温静置20 min

后，将转染液加入细胞中，轻轻混合，置37 ℃孵育6 h。

弃去转染液，加100 ml/L胎牛血清的RPMI 1640继续

培养。

1.2.2 MTT法测定转染细胞的生长曲线 将MCF-7细

胞以103/孔的量接种于96孔板中，分设空白对照组、脂

质体组、空载体组、重组质粒组，每组5个复孔，于37 ℃
培养箱中培养。分别于不同时间点（转染后1~5 d）每孔

加入20 μl MTT（5mg/ml），37 ℃继续孵育4 h，弃MTT

液，加150 μl DMSO混匀，酶联免疫检测仪测定各孔

490 nm波长吸光值，绘制生长曲线。

1.2.3 克隆形成实验 将 100~200个细胞接种于直径

60 mm 平皿内并轻轻混匀，在37 ℃、5% CO2饱和湿度

条件下培养2~3周。当培养皿中出现肉眼可见的克隆时，

弃去培养液，1×PBS 洗2 遍，加5 ml甲醇固定15 min。

0.1%结晶紫染色30 min，流水缓慢冲洗后晾干。用克

隆计数仪自动计数，计数含50 个以上细胞的细胞群为

一个克隆，计算克隆形成率。克隆形成率（%）=克隆数/

接种细胞数×100%。

1.2.4 细胞凋亡检测 用胰酶消化转染48 h后细胞制成

单细胞悬液，调整细胞浓度为5×105~1×106/ml，离心，

PBS洗涤3次；将细胞重悬于500 μl结合缓冲液，加入

10 μl AnnexinV-FITC和5 μl PI，轻轻混匀，避光室温反

应15~20 min后流式细胞仪检测。

1.2.5 细胞周期检测 取不同处理组干预48 h后细胞，

弃培养液，胰酶适度消化后收集1×106转染和未转染的

细胞，1×PBS洗3遍；加70%预冷乙醇4 ℃固定过夜；

1000 r/min×5 min离心收集细胞，PBS洗2次；0.4 ml PBS

重悬细胞，加入RNase-A 150 μl和PI 150 μl，室温避光

染色30 min后流式细胞仪检测。

1.2.6 线粒体膜电位的测定 收集不同处理组细胞，PBS

洗涤 2 次，收集不低于 1 × 106 的细胞；用 500 μl 1 ×

Incubation Buffer加1 μl JC-1涡旋混匀配成 JC-1工作

液将细胞均匀悬浮，于 37 ℃、5% CO2培养箱中孵育

20 min，室温离心收集，1×Incubation Buffer洗涤2次，

500 μl 1×Incubation Buffer重悬细胞，流式细胞仪分析。

1.2.7 Western blot 方法检测细胞AIF、cytC凋亡相关

蛋白的表达 提取不同处理组干预48 h后MCF-7细胞

总蛋白，行SDS-PAGE电泳，转膜，用TBST配置的5%

脱脂牛奶37 ℃封闭2 h。一抗兔抗人AIF单克隆抗体（1

∶500）及兔抗人cytC单克隆抗体（1∶500）4 ℃孵育过夜，

二抗，山羊抗兔抗体（1∶2000）室温2 h，ECL法检测。

1.2.8 统计学分析 SPSS13.0软件统计分析，结果以均

数±标准差表示，组间比较采用单因素方差分析，P<0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 重组质粒抑制MCF-7细胞增殖

MTT法检测不同处理组细胞的生长能力。结果表

明：重组质粒组与正常细胞组、脂质体组、空载体组相

比，细胞的生长明显受到抑制（P<0.05，图1）。克隆形成

实验检测不同处理组细胞的克隆形成能力，显示正常细

胞组、脂质体组和空载体组之间均无显著差别（P>

0.05），重组质粒组与对照组相比，能显著抑制细胞的克

隆形成能力（P<0.05，图2）。

2.2 重组质粒对MCF-7细胞凋亡的影响

用流式细胞仪分析各组细胞凋亡情况（图3）。正

常细胞组、脂质体组、PcDNA3.0组、重组质粒组中存活

细胞率分别为：（89.8±15.5）%、（83.8±8.4）%、（78.4±

7.9）%、（62.1±11.2）%，细胞凋亡率分别为：（9.2±5.1）%、
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图1 MTT法检测不同处理组细胞的生长能力
Fig.1 MTT assay for assessing cell proliferation ability in
different groups.
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图2 集落形成实验检测各处理组细胞增殖能力
Fig.2 Colony forming assay of the cells in different groups.
A: Normal cell group; B: Lipofectamins group; C:
PCDNA3.0 group; D: Recombinant plasmid group.
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（15.4±4.5）%、（20.5±3.9）%、（32.2±6.0）%。转染重组质

粒组与正常细胞组、脂质体组、空载体组相比具有显著

的促凋亡作用（P<0.01），因此，重组质粒 PcDNA3.0-

FDT-AIF△1-480对肿瘤细胞有一定的促凋亡作用。
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图5 重组质粒对线粒体膜电位的影响
Fig.5 Effect of the recombinant plasmid on MCF-7 cell mitochondrial membrane potential. A:
Normal cell group; B: PcDNA3.0 group; C: Recombinant plasmid group.

图3 重组质粒对MCF-7细胞凋亡的影响
Fig.3 Effect of the recombinant plasmid on MCF-7 cell apoptosis. A: Normal cell group; B: Lipofectamine group; C: PcDNA3.0
group; D: Recombinant plasmid group.
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2.3 重组质粒对MCF-7细胞周期的影响

流式细胞仪检测各组细胞周期，结果表明：实验各

组细胞周期各期的差别都不明显（P>0.05，图4）。因此，

转染重组质粒的细胞增殖受到抑制，并非由细胞周期的

阻滞引起，极有可能是细胞凋亡增加的原因所致。

2.4 重组质粒对线粒体膜电位的影响

流式细胞术检测线粒体的膜电位变化（图5），结果

表明，正常细胞、空载体组和重组质粒的线粒体膜电位

（Δψ）分别为4.69±1.07，3.86±1.52，1.51±0.79 mV。重

组质粒组与对照组相比，线粒体膜电位显著下降（P<

0.05）。据此，构建的重组质粒转染肿瘤细胞后可导致

线粒体膜电位明显的下降，而线粒体膜电位的下降时细
胞早期凋亡不可逆的，因此，重组质粒转染肿瘤细胞后

可诱导细胞凋亡。

图4 不同处理方法对细胞周期影响的比较
Fig.4 Effect of recombinant plasmid on MCF-7 cell cycle. A:
Normal cell group; B: Lipofectamine group; C: PcDNA3.0
group; D: Recombinant plasmid group.

G0/G1
S
G2/M

100

80

60

40

20

0

C
el

lr
at

io
(%

)

A B C D

2.5 重组质粒对AIF、cytC蛋白表达的影响

结果显示（图6），与对照组相比，转染重组质粒组

AIF、cytC蛋白的表达水平明显增加。而空载体与正常

细胞组相比，AIF、cytC蛋白的表达差别不明显。

3 讨论

AIF是1999年克隆的第一个能够诱导Caspase非

依赖性细胞凋亡的因子［3］，存在于细胞线粒体内膜；当有

凋亡信号刺激时，成熟的AIF分子从线粒体释放到细胞

浆，通过其核定位信号转位到细胞核中，直接引起染色

体凝集和DNA断裂，导致细胞凋亡。成熟的AIF由3个

部分构成：有1个FAD结构域，1个NADH结合结构域

和1个C-末端结构域，由于AIF是一种双功能蛋白分

子，其N端线粒体定位信号及FAD结合结构对促进细
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胞凋亡无明显作用［4-6］。而在构建肿瘤杀伤分子表达质

粒时，若分子过长，将会影响该分子在分泌、特异性识别

及内化的效率，从而影响肿瘤的杀伤效率；以往，杨安钢

课题组［8-9］在实验中已证实：用截短型AIF分子AIF△
1-120、AIF△1-260等真核表达载体转染细胞，仍可以

引起转染细胞发生凋亡。因此，为有利于AIF分子在生

物体内表达、内化及杀伤，能够更好地发挥其肿瘤杀伤

的高效性。本课题组利用进一步截短的AIF分子所构

建的PcDNA3.0-FDT-AIFΔ1-480表达质粒，通过多种

试验方法检测其是否能够有效的促进乳腺癌肿瘤细胞

凋亡，并初步探讨了AIFΔ1-480诱导乳腺癌细胞凋亡的

分子机制，为AIF分子作为肿瘤治疗的杀伤分子奠定理

论与研究基础。

目前，细胞凋亡的分子机制可概括为三条信号传导

途径：死亡受体途径(外源性)、内质网途径、线粒体相关

途径(内源性) 。其中线粒体相关途径为线粒体基质的

三羧酸循环酶系通过底物脱氢氧化生成NADH。很多

种线粒体内的凋亡分子通过各种信号形式从线粒体中

释放到细胞质，导致线粒体膜的通透性的改变［10］。其中

细胞色素（cytC）是最有代表性促凋亡分子的之一，可通

过凋亡体的形成来激活caspase。一个凋亡的刺激例如

DNA的损伤，可导致p53的增加，p53可能通过Bax来

破坏线粒体外膜的通透性，最终导致细胞质中cytC水

平的上升。在线粒体内膜也有AIF和 endonuclease G，

这两种可以以caspase非依赖的形式促进细胞核DNA

裂解［11-12］。本研究检测了截短体AIFΔ1-480对MCF-7

细胞中cytC及线粒体膜电位的影响，发现AIFΔ1-480

可降低线粒体膜电位，上调cytC的水平，从而证明了截

短体AIFΔ1-480通过改变线粒体膜的通透性，上调cytC

的表达激活下游凋亡通路诱导MCF-7细胞凋亡。

本实验利用我们前期总结AIF基因及其截短体对

肿瘤细胞的促凋亡作用，来探讨重组质粒PcDNA3.0-

FDT-AIFΔ1-480 诱导乳腺癌 MCF-7 细胞凋亡，并从

cytC的蛋白表达及细胞线粒体膜电位的变化来探讨其

诱导凋亡的分子机制，实验结果证明：PcDNA3.0-

FDT-AIFΔ1-480重组质粒能抑制乳腺癌MCF-7细胞的

增殖，诱导其凋亡，并且转染MCF-7细胞后，可以明显

降低线粒体膜电位并上调cytC的表达，线粒体膜电位

的降低是细胞早期凋亡的不可逆变化，使很多凋亡分子

从线粒体中释放，因此，我们推测PcDNA3.0-FDT- AIFΔ

1-480诱导凋亡的机制可能是通过诱导cytC从线粒体

中释放的途径来实现的。对 PcDNA3.0-FDT-AIFΔ

1-480重组质粒肿瘤细胞杀伤功能的研究有利于进一步

揭示AIF基因截短体的促凋亡作用及可能的机制，为

AIF分子的截断体AIFΔ1-480作为肿瘤治疗的杀伤分

子奠定了理论与研究基础，具有重要的临床应用价值。
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图6 Western blot检测AIF、cytC蛋白的表达
Fig.6 Expression of AIF and CytC protein by
Western blotting. A: Normal cell group; B:
PcDNA3.0 group; C: Recombinant plasmid
group.
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