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蛇毒半胱氨酸蛋白酶抑制剂重组蛋白诱导肿瘤细胞体内外凋亡及其分

子机制 
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摘要：目的  探讨蛇毒半胱氨酸蛋白酶抑制剂(snake venom cystatin, sv-cystatin)重组蛋白对肿瘤细胞凋亡的影响及其分子

机制。方法  将 sv-cystatin 重组蛋白(10，25，50，100，200 mg·L–1)作用于 B16F10 和 MHCC97H 细胞，C57BL/6 小鼠尾

静脉注射 B16F10 细胞建立黑色素细胞荷瘤模型并给予 25，50 mg·kg–1 的 sv-cystatin 重组蛋白干预，建立 MHCC97H 细胞

BALB/c–nude 裸鼠腋下皮内成瘤模型并给予 25，50，100 mg·kg–1 的 sv-cystatin 重组蛋白干预，分别检测体内外细胞凋亡，

检测重组蛋白体外作用后肿瘤细胞 Bcl-2、Bcl-w 和 Bax 的基因与蛋白表达，检测 Cyto C 蛋白表达和 caspase-2、caspase-3
酶活性。结果  与对照组相比，25，50，100，200 mg·L–1 的 sv-cystatin 重组蛋白能够增强 2 种肿瘤细胞的体外凋亡能力

(P<0.05)；C57BL/6 小鼠肺转移结节中 B16F10 细胞(50 mg·kg–1)和 BALB/c-nude 腋下皮内肿瘤组织中 MHCC97H 细胞

(100 mg·kg–1)的凋亡增强(P<0.05)；体外处理 B16F10 和 MHCC97H 细胞后 Bcl-2 和 Bcl-w 的基因与蛋白表达均下降，Bax
表达则增强(P<0.05)，Cyto C 蛋白表达增强(P<0.05)，caspase-2 和 caspase-3 的活性上调(P<0.05)。结论  Sv-cystatin 重组

蛋白能够促进肿瘤细胞凋亡，从而发挥抗肿瘤作用。 
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Recombinant Snake Venom Cystatin Promotes Tumor Apoptosis in Vitro and in Vivo and Its Molecular 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of recombinant snake venom cystatin(sv-cystatin) on apoptosis of tumor 
cells and its molecular mechanism. METHODS  B16F10 and MHCC97H cells were incubated with recombinant sv-cystatin(10, 
25, 50, 100, 200 mg·L–1). Melanoma tumor-bearing mice model was established by inoculating in the lateral tail vein of C57BL/6 
mice with B16F10 cells, and recombinant sv-cystatin was administered at 25, 50 mg·kg–1. MHCC97H cells were inoculated 
subcutaneously(s.c.) into BALB/c-nude mice, and recombinant sv-cystatin was administered at 25, 50, 100 mg·kg–1. TUNEL 
analysis was used to detected the apoptosis of B16F10 and MHCC97H cells. The mRNA and protein expression of Bcl-2, Bcl-w 
and Bax, and protein expression of Cyto C were measured, respectively. Activity of caspase-2 and caspase-3 were assessed. 
RESULTS  Compared with control group, the apoptosis of B16F10 and MHCC97H cells was significantly upregulated by 
treatment with recombinant sv-cystatin at 25, 50, 100, 200 mg·L–1(P<0.05). The apoptosis of B16F10 cells in the lung 
colonization of C57BL/6 mice(50 mg·kg–1), and the apoptosis of MHCC97H cells in the primary tumor tissues of BALB/c-nude 
mice(100 mg·kg–1) were higher than those in control mice(P<0.05). The mRNA and protein expression of Bcl-2 and Bcl-w in 
B16F10 and MHCC97H cells were decreased following treatment with recombinant sv-cystatin, compared to controls(P<0.05), 
while the expression of Bax and Cyto C was significantly raised(P<0.05). Activity of caspase-2 and caspase-3 was significantly 
increased(P<0.05). CONCLUSION  Recombinant sv-cystatin can promote the apoptosis of tumor cells, which contribute to 
anti-tumor effect.   
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课题组前期研究从眼镜蛇蛇毒中分离纯化出

小分子的蛇毒半胱氨酸蛋白酶抑制剂(snake venom 
cystatin，sv-cystatin)，并通过基因工程表达系统生

产 sv-cystatin 重组蛋白，已在体内外实验中证实该

重组蛋白可以通过抑制肿瘤血管生成、细胞增殖、

侵袭与转移而达到抗肿瘤效应[1-3]。分析 sv-cystatin
基因转染小鼠黑色素瘤(B16F10)细胞后的蛋白质

与基因表达谱的变化，发现一些参与调控细胞凋亡

的蛋白质或基因表达出现了较为明显的改变[4]，推

测 sv-cystatin 重组蛋白诱导细胞凋亡可能参与其抗

肿瘤作用过程。为此，本研究拟通过体内外实验进

一步探讨 sv-cystatin 重组蛋白对肿瘤细胞凋亡的影

响，并揭示其可能的分子机制，以期为 sv-cystatin
抗肿瘤作用的研究提供新思路。 
1  材料 
1.1  细胞株  

人肝癌 MHCC97H 细胞(复旦大学肝癌研究

所)，小鼠黑色素瘤细胞 B16F10(武汉中国典型培养

物保藏中心，批号：GDC0038)，分别用 DEME 和

RPMI1640 培养基(均含 10%胎牛血清)常规培养。 
1.2  动物  

C57BL/6 小鼠，♀，6 周龄，45 只，体质量

(18±2)g；BALB/c 裸鼠，♂，6 周龄，32 只，体质

量(18±2)g，购自中国科学院啮齿动物研究中心上

海 斯 莱 克 斯 有 限 公 司 ， 动 物 生 产 许 可 证 号 ：

SCXK(沪)2007-0005。 
1.3  试剂与仪器  

Sv-cystatin 重组蛋白按照课题组前期研究方法

表达纯化获得[2]；TUNEL 检测试剂盒(Roche 公司，

批号：11684817910)；caspase-2(货号：K117-100)
和 caspase-3( 货 号 ： K106-100) 检 测 试 剂 盒 为

Biovision 公司产品；β-Tubulin(货号：sc-5274)、

Bcl-2(货号：ssc-509)、Bcl-w(货号：ssc-11422)和

Cytochrome C(Cyto C，货号：ssc-7159)抗体购自

Santa Cruz 公司；Bax 抗体 (BD 公司，货号：

s554104) ； 反 转 录 试 剂 盒 (Epicentre ， 货 号 ：

sMS041050)。 
DYC-SCZ7 垂直蛋白电泳仪(Pharmacia Biotech

公司)；CytoFLEX S 流式细胞仪(Backman Coult)；
Rotor-Gene 3000 real-time PCR 扩 增 仪 (Corbett 
Research)；Model 550 酶标仪(Bio Rad 公司)；

Hu-12A 型透射电镜(日立)。 
2  方法 
2.1  Sv-cystatin 重组蛋白体外处理肿瘤细胞 

根据实验要求将 B16F10 及 MHCC97H 细胞分

别接种于细胞培养板，分别加入终浓度为 10，25，

50，100，200 mg·L−1 的 sv-cystatin 重组蛋白体外

作用 2 h 后，进行后续试验。 
2.1.1  亚二倍体细胞检测  细胞接种于 6 孔板，

每孔 1×106 个，加入 5 种浓度重组蛋白作用 2 h 后，

加碘化丙碇染液，流式细胞术进行检测。 
2.1.2  TUNEL 法检测  每孔 3×105 个细胞接种

于 12 孔板中，加入 5 种浓度重组蛋白作用 2 h 后，

收集细胞涂抹于多聚赖氨酸预处理的载玻片上，

按 照 TUNEL 法 试 剂 盒 操 作 方 法 ， 依 次 滴 加

TUNEL 反应混合物、Coverter-AP(vial 3)和 NBT/ 
BCIP，镜下观察蓝色阳性细胞出现，计算凋亡指

数 (apoptotic index，AI)＝ (阳性 细 胞数 /细胞 总

数)×100%。 
2.1.3  凋亡形态学变化观察  6 孔培养板中接种

1×106 个细胞，5 种浓度重组蛋白作用 2 h 后，戊

二醛(体积分数 0.03)+多聚甲醛(质量分数 1.5 g·L−1)
行前固定，饿酸(质量分数 1 g·L−1)-亚铁氰化钾(质
量分数 1.5 g·L−1)行后固定，经脱水、包埋、超薄

切片、染色后透射电镜下观察。 
2.1.4  Caspase-2、caspase-3 活性测定  细胞接种

于 24 孔细胞培养板，加入 5 种浓度的重组蛋白作

用 2 h 后，收集细胞裂解液上清，依照试剂盒进行

操作，酶标仪上测定波长 405 nm 的吸光度(A)，分

析酶活性。 
2.1.5  实时定量 PCR 检测 Bcl-2、Bax 和 Bcl-w 的

基因表达  细胞接种于 6 孔细胞培养板，加入 5
种浓度的重组蛋白作用 2 h 后，提取总 RNA，进

行逆转录，PCR 扩增仪上扩增，内参照基因为甘

油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 (glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase，GAPDH)，2–ΔΔCt 法分析 mRNA 相

对表达量。引物序列见表 1。 
 
表 1  实时定量 PCR 实验用引物序列 
Tab. 1  Primer sequence of real time PCR  

基因 引物序列 片段长度/bp

GAPDH F:5’-AAGAAGGTGGTGAAGCAGGC-3’ 
R:5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ 

203 

Bcl-2(human) F:5’-AGGATTGTGGCCTTCTTTGA-3’ 
R:5’-TGCCGGTTCAGGTACTCAG-3’ 

116 

Bcl-w(human) F:5’-TTCACCCTACCCTCTACCACA-3’ 
R:5’-CAAGCCCTTTACCCTTTCAG-3’ 

166 

Bax(human) F:5’-GGCAGACCGTGACCATCTTT-3’ 
R:5’-CCTCAGCCCATCTTCTTCCA-3’ 

73 

Bcl-2(mouse) F:5’-CGCCTCTTCACCTTTCAGC-3’ 
R:5’-TGCAGGTACCAATGGCACTTC-3’ 

294 

Bcl-w(mouse) F:5’-CACCCAGGTTTCCGACGA-3’ 
R:5’-GTCCCACCAAAGGCTCCAT-3’ 

125 

Bax(mouse) F:5’-CAGGATGCGTCCACCAAG-3’ 
R:5’-CAAAGTAGAAGAGGGCAACCAC-3’

196 
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2.1.6  Western blotting 测定 Cyto C、Bcl-2、Bcl-w
和 Bax 蛋白表达  细胞接种于 6 孔细胞培养板，

加入 5 种浓度重组蛋白作用 2 h 后，提取胞质蛋白

检测 Cyto C，常规提取细胞总蛋白检测其他蛋白，

凝胶电泳分离后转移至转印膜，加入第一抗体 4 ℃
孵育过夜，免疫印迹分析，内参照选用 β-Tublin，

ImageQuant TLv 2003.03 软件分析目的蛋白相对

表达量。 
2.2  动物体内肿瘤细胞凋亡变化的检测 
2.2.1  C57BL/6 小鼠 B16F10 细胞肺转移瘤动物试

验  试验分为对照组及 25，50 mg·kg−1 重组蛋白

治疗组，每组 15 只。以生理盐水重悬 B16F10 细

胞至每毫升 1×106 个，每只小鼠尾静脉处注射

0.2 mL 细胞悬液，两剂量组各进行 3 次重组蛋白

治疗性注射：于造模前 24 h、造模后 2 h 及造模后

24 h 分别进行腹腔注射、尾静脉注射和腹腔注射各

1 次。造模 21 d 后处死，取肺组织进行凋亡检测。 
2.2.2  BALB/c 裸鼠腋下皮内成瘤试验  试验分

对照组及 25，50，100 mg·kg−1 重组蛋白治疗组，

每组 8 只。吸取 0.2 mL 细胞悬液(含 1×107 个

MHCC97H 细胞)于裸鼠右上肢腋下皮内进行接种

造模，重组蛋白治疗从造模后第 2 天起每天腹腔

注射 1 次，连续 5 d，造模 6 周后取腋下皮内肿瘤

组织进行检测。 
2.2.3  TUNEL 凋亡检测  取 C57BL/6 小鼠肺组织

及 BALB/c 裸鼠腋下皮内肿瘤组织行常规石蜡切

片，TUNEL 法检测，DAB 显色，镜下观察至棕色

阳性细胞出现，计算 AI。 

2.3  统计学分析   
SPSS 22.0 软件包内进行数据处理分析，多组

间采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD
法，P<0.05 为差异具有统计学意义。 
3  结果 
3.1  Sv-cystatin 重组蛋白处理肿瘤细胞后亚二倍

体细胞数的变化   
5 个剂量组的 B16F10 细胞及除 10 mg·L−1 外

的 4 个剂量组的 MHCC97H 细胞，在 G0/Gl 峰前

出现亚二倍体细胞核型峰，与对照组相比，亚二

倍体细胞数明显上升(P<0.05)。结果见表 2 和图 1。 
3.2  Sv-cystatin 重组蛋白对肿瘤细胞体外凋亡的

影响   
与对照组相比，除了 10 mg·L−1 剂量组外其余

4 组 2 种细胞体外 AI 均显著增加(P<0.05)。结果见

表 3 和图 2。 
 

表 2  Sv-cystatin 重组蛋白处理后 B16F10和 MHCC97H细

胞亚二倍体细胞数的变化( x s± ，n=5)  
Tab. 2  Changes of hypodiploid number in B16F10 and 
MHCC97H cells treated with recombinant sv-cystatin( x s± , 
n=5) 

组别 
亚二倍体细胞比例/% 

B16F10 MHCC97H 
对照组 1.09±0.06 1.32±0.035 
重组蛋白治疗组   

10 mg·L−1 3.70±0.051) 1.66±0.05 
25 mg·L−1 5.74±0.061) 5.85±0.081) 
50 mg·L−1 7.11±0.061) 11.20±0.031) 
100 mg·L−1 11.76±0.211) 15.64±0.071) 
200 mg·L−1 16.21±0.311) 19.22±0.601) 

注：与对照组相比，1)P<0.05。 
Note: Compared with control group, 1)P<0.05. 

 

 
图 1  Sv-cystatin 重组蛋白处理 B16F10 和 MHCC97H 细胞对亚二倍体细胞数的影响 
Fig. 1  Effect of recombinant sv-cystatin on the number of hypodiploid cells in B16F10 and MHCC97H  
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图 2  Sv-cystatin 重组蛋白处理后 B16F10 和 MHCC97H 细胞的凋亡变化(TUNEL, 200×) 
↑表示阳性细胞。 

Fig. 2  Changes of apoptosic cells in B16F10 and MHCC97H cells treated by recombinant sv-cystatin(TUNEL, 200×) 
↑ meant positive cells. 
 
表 3  Sv-cystatin 重组蛋白处理后 B16F10和 MHCC97H细

胞体外 AI 的变化( x s± ，n=5) 
Tab. 3  Changes of AI in B16F10 and MHCC97H cells 
treated by recombinant sv-cystatin( x s± , n=5) 

组别 AI/% 
B16F10 MHCC97H 

对照组 1.33±1.03 1.67±0.82 
重组蛋白治疗组   

10 mg·L–1 1.83±0.75 2.32±0.52 
25 mg·L–1 2.84±0.751) 3.50±0.551) 
50 mg·L–1 3.67±1.031) 4.50±1.051) 
100 mg·L–1 5.33±0.821) 6.17±0.761) 
200 mg·L–1 6.00±1.271) 7.16±1.171) 

注：与对照组相比，1)P<0.05。 
Note: Compared with control group, 1)P<0.05. 
 

3.3  Sv-cystatin 重组蛋白对肿瘤细胞凋亡形态学

变化的影响   
通过透射电镜观察肿瘤细胞凋亡形态变化，

相比对照组细胞，重组蛋白处理后肿瘤细胞出现

凋亡现象：早期细胞缩小，胞质出现空泡样结构，

微绒毛稀少，细胞器结构异常，内质网呈片状扩

张，线粒体轻度胀大，密度增大，细胞核固缩，

核染色质凝聚、沿核膜边集；晚期凋亡可见线粒

体明显肿胀，嵴变少且结构模糊，内腔扩大，核

染色质浓缩、边集、碎裂，可见芽状凋亡小体。

结果见图 3。 

 
图 3  Sv-cystatin 重组蛋白处理后 B16F10和 MHCC97H细

胞超微结构变化 
早期凋亡−50 mg·L−1 剂量组；晚期凋亡−200 mg·L−1 剂量组；△−胞质

空泡样结构；▲−细胞核固缩，核染色质凝聚，沿核膜边集；↑−芽状

凋亡小体。 

Fig. 3  Changes of ultrastructural features of B16F10 and 
MHCC97H cells treated by recombinant sv-cystatin  
Early apoptosis−group of 50 mg·L−1; late apoptosis−group of 200 mg·L−1; 
△ −cytoplasmic vacuole-like structure; ▲ −nucleus shrinked, nuclear 
chromatin condensed and gathered along the edges of the nuclear 
membrane; ↑− bud-shaped apoptosis body. 
 

3.4  肿瘤细胞 caspase-2、caspase-3 活性变化  
与对照组相比，除了 sv-cystatin 重组蛋白

10 mg·L–1 剂量组外，其余剂量组的 2 种肿瘤细胞

caspase-2、caspase-3 活性均明显升高(P<0.05)。结

果见图 4。 

 
图 4  Sv-cystatin 重组蛋白处理后 B16F10 和 MHCC97H caspase-2、caspase-3 活性变化( x s± ，n=5) 
A−B16F10；B−MHCC97H；与对照组相比，1)P<0.05。 
Fig. 4  Changes of activity of caspase-2 and caspase-3 treated by recombinant sv-cystatin in B16F10(A) and MHCC97H(B) 
cells( x s± , n=5) 
A−B16F10; B−MHCC97H; compared with control group, 1)P<0.05.
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3.5  Sv-cystatin 重组蛋白对肿瘤细胞 Bcl-2、Bcl-w
及 Bax 基因转录水平的影响   

50，100，200 mg·L–1 剂量组作用后 2 种细胞

的 Bcl-2 表达均显著下降(P<0.05)；5 个剂量组作

用后 B16F10 中 Bcl-w 表达均显著下降(P<0.05)，
除 10 mg·L–1 剂量组外 MHCC97H 细胞中其余 4 个

剂量组 Bcl-w 表达均显著下降(P<0.05)。25，50，

100，200 mg·L–1 剂量组作用后 2 种肿瘤细胞的 Bax
表达均显著上调(P<0.05)。结果见图 5。 
3.6  Sv-cystatin 重组蛋白对肿瘤细胞 Cyto C、

Bcl-2、Bcl-w 及 Bax 蛋白表达的影响   
2 种肿瘤细胞 Cyto C、Bcl-2 和 Bax 表达变化

类似：与对照组相比，50，100，200 mg·L–1 剂量组

Bcl-2 表 达 显 著 下 调 (P<0.05) ； 25 ， 50 ， 100 ，

200 mg·L–1 剂量组 Cyto C 和 Bax 表达显著上调

(P<0.05)；B16F10 细胞的 5 个剂量组 Bcl-w 表达均

显著下降(P<0.05)，MHCC97H 细胞除了 10 mg·L–1

剂量外其余 4 组 Bcl-w 表达量明显减少(P<0.05)。
结果见图 6。 
3.7  Sv-cystatin 重组蛋白对体内肿瘤细胞凋亡的

影响 
25，50 mg·kg–1 重组蛋白治疗 C57BL/6 小鼠

后，肺转移灶中 B16F10 细胞 AI 值分别是 2.08±0.19
和 2.96±0.53，与对照组(1.85±0.19)相比，50 mg·kg–1

组显著增加(P<0.05)；25，50，100 mg·kg–1 重组蛋

白治疗裸鼠后，其腋下皮内肿瘤组织中 MHCC97H
细胞 AI 值分别是 2.02±0.17，2.183±0.48 和 2.85± 
0.37，与对照组(1.88±0.21)相比，100 mg·kg–1 组

AI 值显著增加(P<0.05)。结果见图 7。 
 

 
 

图 5  Sv-cystatin 重组蛋白处理后 B16F10和 MHCC97H细

胞 Bcl-2、Bcl-w 和 Bax 转录水平的变化( x s± ，n=5) 
A−B16F10；B−MHCC97H；与对照组相比，1)P<0.05。 
Fig. 5  Expression of Bcl-2, Bcl-w and Bax mRNA treated by 
recombinant sv-cystatin in B16F10(A) and MHCC97H(B) cells 
( x s± , n=5) 
A−B16F10; B−MHCC97H; compared with control group, 1)P<0.05. 

 

 
 

图 6  Sv-cystatin 重组蛋白处理后 B16F10 和 MHCC97H 细胞 Cyto C、Bcl-2、Bcl-w 和 Bax 蛋白相对表达量( x s± ，n=5)  
A−B16F10；B−MHCC97H；与对照组相比，1)P<0.05。 
Fig. 6  Relative expression of Cyto C, Bcl-2, Bcl-w and Bax protein treated by recombinant sv-cystatin in B16F10(A)and 
MHCC97H (B) cells( x s± , n=5) 
A−B16F10; B−MHCC97H; compared with control group, 1)P<0.05. 
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图 7  Sv-cystatin 重组蛋白治疗 C57BL/6 小鼠肺转移(A)和裸鼠腋下皮内成瘤(B)后细胞凋亡情况(TUNEL, 400×)  
↑表示阳性细胞。 

Fig. 7  Cell apoptosis of lung colonization in C57BL/6(A) and intradermal tumors in BALB/c-nude(B) treated by recombinant 
sv-cystatin(TUNEL, 400×) 
↑ meant positive cells. 
 
4  讨论 

资料表明半胱氨酸蛋白酶抑制剂(cystatin)家

族的许多成员具有促进肿瘤细胞凋亡、阻断细胞

生长及抑制侵袭转移等功能[5]。Sv-cystatin 是一种

新型的Ⅱ型 cystatin，其携带的 N 端 Gly 和中部

Gln-Xaa-Val-Xaa-Gly 序列与 cystatin M、cystatin C
等 cystatin 家族成员的氨基酸序列保守区高度同

源[6]。生物学活性分析证实了 sv-cystatin 同样具有

cystatin 的特性，通过基因工程纯化获得 sv-cystatin
重组蛋白体内外处理肿瘤细胞，证明其具有类似

于许多 cystatin 家族成员的抗恶性肿瘤增殖、侵袭

和转移等作用[7]。但是，sv-cystatin 是否可以通过

诱导肿瘤细胞凋亡来实现抗肿瘤效应还未明确。

本研究中，体外培养的 B16F10 和 MHCC97H 细胞

经 sv-cystatin 重组蛋白作用后，亚二倍体细胞数及

AI 显著增加；形态学观察中发现肿瘤细胞内分别

出现早期和晚期凋亡的电镜结构变化。建立 2 种

肿瘤细胞动物模型，采用 sv-cystatin 重组蛋白进行

体内实验性治疗，在 C57BL/6 小鼠黑色素瘤细胞肺

转移灶和 BALB/c-nude 裸鼠人肝癌细胞腋下皮内

肿瘤组织中均发现肿瘤细胞出现明显的凋亡现象。

结合前期的研究结果[2]：50，100，200 mg·L–1 的

sv-cystatin 重组蛋白能够显著抑制 B16F10(抑制

率：31.0%，38.0%，47.3%)和 MHCC97H 细胞(抑
制率：21.2%，30.3%，40.9%)体外侵袭转移；动

物模型体内试验中，25，50 mg·kg–1 重组蛋白能够

显著抑制 C57BL/6 小鼠黑色素瘤细胞肺转移(抑制

率：34.9%，41.6%)和肺转移瘤的生长(抑制率：

27.9%，31.1%)；25，50，100 mg·kg–1 重组蛋白能

够显著抑制裸鼠腋下皮内肿瘤的肺转移(抑制率：

25.7%，32.8%，35.7%)，100 mg·kg–1 剂量组能够

显 著 抑 制 裸 鼠 腋 下 皮 内 肿 瘤 的 生 长 (抑 制 率 ：

31.0%)，可以看出本研究结果中重组蛋白诱导凋亡

的趋势与前期其抑制肿瘤增殖侵袭转移的趋势相

似，推测 sv-cystatin 重组蛋白抗肿瘤作用可能与其

诱导肿瘤细胞凋亡紧密相关。 
进一步探讨 sv-cystatin 重组蛋白诱导肿瘤细

胞凋亡的效应分子变化，明确其诱导肿瘤细胞凋

亡的相关机制。前期研究构建小鼠黑色素瘤 B16F1
细胞稳定转染 sv-cystatin 基因后，发现细胞 Bcl-w、

Raidd、caspase-11、caspase-1 和 caspase-2 等许多

参与细胞凋亡调控的基因表达发生变化[4]。本研究

中，对 sv-cystatin 重组蛋白体外处理后肿瘤细胞

caspase-2、caspase-3 和 Cyto C 等凋亡效应指标的

变化进行检测：除了 10 mg·L–1 低剂量外，其他较

高剂量 sv-cystatin 重组蛋白均能够促进线粒体内

Cyto C 释放到胞质内，从而上调胞质内 Cyto C 蛋

白表达，2 种细胞的 caspase-2 和 caspase-3 酶活性

均随着重组蛋白的作用剂量增加而升高。线粒体

内 Cyto C 释放进入胞质内，是芽状凋亡小体突起

等凋亡超微结构改变及启动 caspase 级联反应的重

要前提。Caspase-2 作为 caspase 级联信号转导的关

键启动者，在 Cyto C 等上游信号分子的激活下，

剪切活化下游的凋亡执行者 caspase-3、caspase-6
及 caspase-7 等，完成对相应底物的水解，进入胞

核内降解核内结构，从而引发凋亡反应[8]。研究表

明 cystatin C 可以通过上调 Bcl-2 家族成员 Bid 活

性表达，增强对线粒体释放 Cyto C 的调控，从而

激活 caspase 级联信号来促进细胞凋亡 [9-10]；将

cystatin A 基因转染肺非小细胞癌细胞，发现其可
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以通过增加 cleaved caspase-3 和 cleaved PARP1 表

达来促进肺癌凋亡，抑制肿瘤生长及上皮间质转

化[11]。本研究中，sv-cystatin 重组蛋白体外处理后

的肿瘤细胞 caspase-2 酶活性增加，导致线粒体

Cyto C 释放，胞质 Cyto C 表达增加，caspase-3 得

以激活介导凋亡发生，这与上述列举的 cystatin 家

族许多成员促进细胞凋亡的研究结果类似。 
运用 Real-time PCR 和 Western blotting 对

Bcl-2、Bcl-w 和 Bax 等凋亡调控蛋白的表达水平

进行检测，体外培养的 B16F10 和 MHCC97H 细胞

经 sv-cystatin 重组蛋白作用后，Bcl-2 和 Bcl-w 表

达下降，Bax 表达增强。作为 Bcl-2 家族重要成员

的 Bcl-2 是研究最广泛的抗凋亡基因之一，其作为

通道蛋白广泛参与了细胞凋亡，Bcl-w 是 Bcl-2 家

族的另外一类重要成员，Bcl-w 和 Bcl-2 主要分布

在线粒体、内质网及细胞核外膜等部位，能够下

调线粒体膜通透性，导致线粒体释放 Cyto C 能力

下降，细胞凋亡受到抑制[12]。Bax 能够促进凋亡，

Bax 激活后 Bcl-2 蛋白活性受到抑制，线粒体释放

Cyto C 能力增强，从而诱导细胞凋亡，Bax 和 Bcl-2
相互结合又彼此抑制，Bax/Bcl-2 表达失衡可能导

致线粒体膜电位丧失和 Cyto C 释放[13]。研究发现

cystain C 等 cystatin 成员可以通过下调 Bcl-2 表达，

上调 Bax 表达，激活 caspase-9、caspase-3 活性等

一系列线粒体凋亡信号分子来诱导神经元细胞凋

亡[14-15]。本研究中，sv-cystatin 重组蛋白可以抑制

2 种肿瘤细胞 Bcl-w 和 Bcl-2 表达，逆转 Bcl-w 和

Bcl-2 对线粒体释放 Cyto C 的抑制，同时又能上调

促凋亡蛋白 Bax 表达，从而导致 Bax/Bcl-2 比值增

加，促进线粒体外膜通道开放，线粒体释放 Cyto C
进入细胞质内，启动 caspase 凋亡级联信号，诱导

肿瘤细胞凋亡。 
由此可见，sv-cystatin 重组蛋白可以在细胞水

平与动物水平同时诱导 B16F10 和 MHCC97H 细胞

的细胞凋亡，其调控机制可能通过抑制 Bcl-2 和

Bcl-w 表达，促进 Bax 表达，调控 Cyto C 释放，

激活 caspase-2 和 caspase-3 等 caspase 级联反应信

号转导途径实现的。研究结果为 sv-cystatin 抗肿瘤

作用的研究提供新思路。 
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