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沙蚕活性蛋白酶诱导人肺癌 SPC-A-1细胞凋亡的 

机制研究 
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摘要：本文探讨了沙蚕活性蛋白酶（Nereis active protease, NAP）诱导 SPC-A-1细胞凋亡机制。采用MTT 法检测NAP 对 SPC-A-1

细胞的抑制作用，倒置显微镜及AO/EB染色观察 SPC-A-1细胞的形态学的变化，采用流式细胞术检测细胞早期凋亡率和细胞膜电位

的变化；并通过 Western Blotting检测细胞中凋亡相关蛋白的表达变化。NAP 对 SPC-A-1 细胞活性具有明显的抑制作用且呈现剂量和

时间的依赖性；NAP 作用后细胞出现凋亡的形态学特征；经流式细胞术检测结果显示，随着NAP 作用浓度的增加，SPC-A-1 细胞的

早期凋亡率从 13.50%提高到 22.98%，且线粒体膜电位下降所占的百分率从 12.95%提高到 25.28%。Western Blotting结果显示，50 µg/mL 

NAP 作用 24 h后，Bax/Bcl-2的比率相对对照组明显增加了 6.05 倍；Cyt-C、Cleaved-Caspase 9、Cleaved-Caspase 3、Cleaved-PARP

等含量显著上调，相对表达量分别达到对照组的 2.32、3.07、3.68、1.36 倍。NAP 诱导 SPC-A-1细胞凋亡的作用机理有可能是通过下

调 Bcl-2蛋白的表达、上调Bax蛋白的表达，进而诱导线粒体膜电位的下降，促使 Cyt-C的转移以及激发 Caspase家族发生级联反应

最终导致 SPC-A-1 细胞的凋亡。 
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Abstract: This study aims to investigate the mechanism of Nereis active protease (NAP)-induced SPC-A-1 cell apoptosis. The effect of 

NAP on the activity of SPC-A-1 cells was examined by MTT assay. Typical morphologic changes were observed in the SPC-A-1 cells by 

inverted microscopy and AO/EB staining. The early-stage apoptotic rate and membrane potential were detected using flow cytometry, and the 

protein expressions of apoptosis-related genes were examined via western blotting. The results showed that NAP significantly inhibited the 

activity of SPC-A-1 cells in a time- and dose-dependent manner. The flow cytometry (FCM) studies revealed that the percentage of the 

early-stage apoptotic SPC-A-1 cells that were treated with increasing concentrations of NAP for 24 h increased from 13.50% to 22.98%, and the 

percentage of cells with decreased mitochondrial membrane potential increased from 12.59% to 25.28%. After treatment with 50 µg/mL NAP 

for 24 h, the Bcl-2/Bax expression ratio relative to the control group increased by a factor of 6.05. The expression levels of Cyt-C, 

Cleaved-caspase 9, Cleaved-caspase 3, and Cleaved-PARP relative to the control group significantly increased by a factor of 2.32, 3.07, 3.68, 

and 1.36, respectively. In conclusion, NAP inducing apoptosis of SPC-A-1 cells by decreasing the expression of the anti-apoptotic protein Bcl-2 

and upregulating the expression of Bax, thereby inducing the decrease of mitochondrial membrane potential which then promoting the transfer 

of Cyt-C and activate the cascade of caspase family. 
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肺癌是目前世界上发病率和死亡率居高不下的恶

性肿瘤之一，其主要原因是肺癌缺乏早期症状，发病

比较隐匿，确诊时已是中晚期。目前的治疗方案主要

是化疗和手术，虽然可以增加患者的存活率，但患者

经长期化疗严重影响重要脏器，且会产生肿瘤耐药性
[1]。海洋环境具有高盐、高压、低温等迥异于陆地环

境的特点，许多海洋生物在这种极端环境中产生了大

量不同于陆地生物、结构新颖的活性物质。随着近年

来对海洋药物的研究发现，很多的海洋活性物质可以

通过多种方式显著地抑制肿瘤的生长。因此从海洋生

物中寻找低毒、高效的新型抗癌药物成为新的趋势。 

沙蚕属于环节动物门，多毛纲，游走目，沙蚕科，

刺沙蚕属，无脊椎动物，广泛分布于日本海与太平洋

沿岸，属日本和中国特有品种。近年来，国内外对于

沙蚕体内生物活性物质的研究逐渐增多，日本学者从

沙蚕中分离出具有生物活性的多肽，这些多肽对环节

动物的食管具有较强的收缩作用[2]，吉林大学白求恩

医学院首次从沙蚕体内分离纯化出蛋白酶，该蛋白酶

属于丝氨酸蛋白酶，分子量为 29 kD，等电点为 4.4，

最适温度 60℃，具有很强的降解纤维蛋白及纤维蛋白

原作用，其水解顺序先是 Aα 链接着是 Bβ 链最后水

解 γ 链[3]，并且研究发现沙蚕蛋白酶在体外对多种白

血病细胞具有显著抑制作用
[4-5]

。但目前尚未见沙蚕活

性蛋白酶（Nereis active protease，NAP）对肺癌细胞作

用的研究报道。本实验以体外培养的肺癌 SPC-A-1 细

胞株为研究对象，观察 NAP 对 SPC-A-1 细胞生长的

影响，并对其诱导细胞凋亡及作用机制进行初步的探

讨，为今后进一步研究奠定基础。 

1  材料 

1.1  药物与试剂 

沙蚕活性蛋白酶由吉林大学白求恩医学院洪敏教

授提供，MTT、RPMI-1640 培养基，Gibco 公司；胎

牛血清（FBS），杭州四季青生物科技公司；Annexin 

V-FITC/PI 双染试剂，上海贝博生物；Bcl-2、Bax、

Cyt-C、Caspase-9、Caspase-3、PARP 抗体与辣根酶标

记的山羊抗小鼠辣根酶标记抗体、山羊抗兔辣根酶标

记抗体，北京中杉金桥生物技术有限公司。 

1.2  细胞株 

人肺癌SPC-A-1 细胞株购于中科院上海细胞库，

由本实验室传代保存。 

1.3  仪器与设备 

CF16RXⅡ型高速低温离心机，日本日立公司；

酶标仪，美国 Bio-Rad 公司；easy Cyte6 HT-2L流式细

胞仪，美国 Millipore 公司；CKX4 倒置显微镜，

OLYMPU 公司；BX2-FLB3 荧光显微镜，OLYMPU

公司； 500 万像素 Pro-MicroScan CCD ，日本

OLYMPUS 公司；电泳仪，美国 Bio-Rad；Fluor Chem 

FC3 化学发光成像分析系统，美国 Alpha 公司。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

SPC-A-1 细胞接种于含有 10% FBS、双抗（100 

U/mL青霉素、100 U/mL链霉素）溶液的 RPMI-1640

培养基中，置于 37 ℃、5% CO2、95%饱和湿度条件

下的培养箱中常规培养；当细胞生长饱和度超过 80%

时，按 1:2 的比例进行传代培养。 

2.2  细胞活性抑制实验(MTT 法) 

将SPC-A-1细胞以每孔约1×10
4个细胞数接种于96

孔培养板中，每孔培养液200 µL。设对照组和加药组，

对照组0 µg/mL的NAP，加药组NAP的药物浓度在前期

粗筛基础上，确定给药浓度在细胞抑制率从20%到90%

之间，分别为30 µg/mL、35 µg/mL、40 µg/mL、45 

µg/mL、50 µg/mL的NAP，同时设置6个平行。常规条

件下培养12 h、24 h、36 h后，弃培养液，每孔加入加

PBS 180 µL，MTT溶液20 µL，孵育4 h终止培养，加

DMSO选择490 nm波长，在酶标仪上测定各孔光密度

值A，重复试验3次。细胞活性抑制率IR公式如下：IR

（%）=[(对照组A值-加药组A值)/对照组A值]×100%。 

2.3  倒置显微镜观察细胞形态 

于 6 孔培养板内放入经泡酸、高压灭菌过的盖玻

片，将浓度约为 1×10
5 个/mL SPC-A-1 细胞悬液接种

于培养板中的盖玻片上，常规条件下培养 24 h。弃培

养液，分别加入含 30 µg/mL、40 µg/mL、50 µg/mL

的 NAP 的培养液继续培养，并设立空白对照组。24 h

后，倒置显微镜下观察并拍片。 

2.4  AO/EB 荧光染色观察细胞形态 

细胞接种与实验分组同 2.3。24 h 后，取盖玻片，

用 95%乙醇固定 30 min。取 AO 和 EB各 1 mg 分别溶

解于 10 mL pH 7.2 的 PBS 缓冲液中，摇匀混合，现配

现用，避光保存。观察前于载玻片上滴加 50 µL PBS 

和 8 µLAO/EB混合液，有细胞的一面朝下，荧光显微

镜下观察并拍照。 
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2.5  流式细胞仪分析细胞凋亡率 

SPC-A-1细胞约为 1×10
5
接种在 25 mL的培养瓶

中,常规培养24 h后加入分别含 30 µg/mL、40 µg/mL

和 50 µg/mL 的 NAP 的培养液继续培养,设立空白对

照组。继续培养 24 h 后，参照凋亡试剂盒中的操作方

法进行。胰蛋白酶消化，预冷的PBS 悬浮细胞，1000 

r/min 离心 5 min。去上清，加入 1×Annexin V结合液

400 µL吹打混匀。加入5 µL Annexin V-FITC 染液，

混匀后避光孵育 15 min 后，再加入10 µL的 PI，室温

下在暗室静置 5 min 后过 200目筛子，置于流式细胞

仪进行检测。 

2.6  流式细胞仪分析细胞膜电位变化 

细胞接种与实验分组同2.5。培养24 h后，细胞膜

电位检测参照试剂盒中的操作方法进行。培养结束，

胰酶消化细胞转移到离心管中，再用3 mL PBS洗涤细

胞两次,1000 r/min离心5 min，收集细胞；取500 μL 

1×Incubation Buffer，加1 μL的JC-1；吸取500 μL的JC-1

工作液将细胞悬浮，放置于37 ℃、5% CO2条件下的细

胞培养箱中孵育20 min；1500 r/min离心5 min并收集细

胞，用1×Incubation Buffer悬浮细胞，重复两次；最后

将用1×Incubation Buffer悬浮均匀的细胞过200目筛子，

置于流式细胞仪进行检测。 

2.7  Western Blotting 检测蛋白表达 

药物浓度及分组设置同 2.3，加入 RIPA(250 μL/50 

mm
2
)+PMSF(10 μL/mL)后反复吹打，冰上细胞裂解 30 

min。收集细胞裂解液，12000 r/min 离心 10 min，取

上清液。按照测定的蛋白含量取等体积的蛋白提取液，

与 5×蛋白上样缓冲液按 1:4的比例混合，沸水浴5 min

后，-80 ℃储存备用。采用SDS-PAGE法，按照实验

需要先后配置分离胶和浓缩胶；取蛋白样品各 25 μL

经上样缓冲液处理后上样，电压 60 V电泳 25 min 后

转换电压 100 v，电泳90 min；在转膜溶液中将蛋白

转印至 PVDF 膜上，用含 20%Tween-20 的 TBST 溶

液漂洗 1 次后，将 PVDF 膜至于 5%脱脂奶粉中 4 ℃

封闭 2 h；TBST 10 mL溶液洗膜 2 次，TBS 10 mL溶

液洗膜 1次，将膜置于 1% BSA溶液稀释后的一抗（稀

释比例参照使用说明书）的杂交袋，4 ℃孵育过夜；

洗膜后加入1% BSA的溶液稀释的辣根过氧化物酶标

记的二抗（稀释比例参照说明书），4 ℃摇床孵育2 h

后，洗膜后 ECL显影，应用 Alpha 化学发光仪进行扫

描并记录光密度强度。以β-actin 作为内参对照校正并

做相对量分析，数值以两者的光密度值积分比值表示。 

2.8  数据分析 

所有实验组均进行 3 次平行试验，实验数据使用

SPSS 18.0 统计软件分析处理，实验结果以x±s表示。 

3  结果与讨论 

3.1  NAP 对 SPC-A-1 细胞活性的影响 

 
图 1 NAP对 SPC-A-1细胞活性的影响 

Fig.1 The effect of NAP treatment on the proliferation of 

SPC-A-1 cells 

不同浓度 NAP 作用后对 SPC-A-1 细胞活性的影

响如图 1 所示，当 NAP 浓度为 30 µg/mL作用细胞 12 

h 时，细胞活性的抑制率为 25.65%，浓度增加至 50 

µg/mL时，抑制率达到 86.09%，半数抑制浓度率（IC50）

为 39.50 µg/mL；随着作用时间的延长，作用24 h 时，

IC50 为36.12 µg/mL；作用36 h时，IC50 为32.33 µg/mL。

随着 NAP 浓度的增加和作用时间的延长，抑制指数

明显上升，与对照组相比有统计学意义(P<0.05)。 

3.2  倒置显微镜下观察结果 

 

图 2 倒置显微镜下的 SPC-A-1细胞，×400  

Fig.2 SPC-A-1 cells under an inverted microscope, 400× 

注：A 空白对照组，B 30 µg/mL 组，C 40 µg/mL 组，D 50 

µg/mL 组。 

结果如图 2 所示，正常组的 SPC-A-1 细胞生长良

好，细胞间排列紧密，形态饱满。NAP 作用 24 h 后，

http://www.bioon.com.cn/product/show_product.asp?id=145211
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如 30 µg/mL组 SPC-A-1 细胞出现细胞间隙增大，轮

廓模糊，形态不规则，较多突起等现象，胞质出现空

泡；高浓度 50 µg/mL组还出现了核固缩等细胞凋亡的

形态学变化。 

3.3  AO/EB 荧光观察结果 

 
图 3 SPC-A-1细胞形态，AO/EB 染色，×200 

Fig.3 The morphology of SPC-A-1 cells, AO/EB staining, 200× 

注：A：空白对照组，B：30 µg/mL 组，C：40 µg/mL 组，

D：50 µg/mL 组。 

NAP作用于SPC-A-1细胞24 h后，细胞经AO/EB

染色，出现了明显的早期凋亡的形态学特征。实验结

果如图 3 所示，正常对照组无明显凋亡细胞出现，细

胞大小均匀，细胞核形态规则，胞核及胞浆均呈现绿

色荧光；30 µg/mL组细胞出现早期凋亡的现象，胞质

及胞核发生了变化，胞质出现空泡，并呈现强黄绿色

荧光。随着用药浓度的增加，50 µg/mL组早期凋亡的

细胞和晚期凋亡的细胞明显增多，细胞核呈固缩状，

呈现橘红色荧光。 

3.4  流式细胞术检测结果 

  

  
图 4 SPC-A-1细胞 Annexin V-FITC/PI双染 24 h 

Fig.4 SPC-A-1 cells with Annexin V-FITC/PT staining for 24 h 

注：a：空白对照组，b：30 µg/mL 组，c：40 µg/mL 组，

d：50 µg/mL 组。 

如图 4 所示，以FITC 和 PI荧光作双参数点图，

细胞分成 4 个区：左下象限(LL)，代表正常细胞；左

上象限(µL)，代表机械损伤细胞；右下象限(LR)，为

早期凋亡细胞；右上象限(µR),为凋亡晚期或坏死细

胞。从图中可见，对照组细胞基本分布在 LL 区域，

也有 4.93%的早期凋亡率，但以不同浓度的 NAP 作用

后，早期凋亡细胞明显增多，当 NAP 浓度达到 50 

µg/mL时，早期凋亡率达到 22.98%。 

3.5  SPC-A-1 细胞中线粒体膜电位的变化结

果 

  

  

图 5 SPC-A-1细胞线粒体膜电位的变化 24 h 

Fig.5 Changes in the mitochondrial membrane potential of 

SPC-A-1 cells at 24 h 

注：a：空白对照组，b：0 µg/mL 组，c：40 µg/mL 组，d：

50 µg/mL 组。 

细胞内线粒体对 JC-1 染料的摄取依赖于线粒体

的膜电位，正常情况下的SPC-A-1 细胞线粒体的膜电

位比较高，呈现出红色荧光。当细胞受到损伤后，线

粒体的膜电位就会下降，出现由红色荧光向绿色荧光

的转变。当 NAP 作用SPC-A-1细胞 24 h 后，利用线

粒体对荧光探针染料 JC-1的吸收情况，采用流式细胞

仪来检测线粒体的膜电位的变化。如图 5 所示，每个

图片中右上象限表示为正常线粒体的膜电位所占细胞

的百分率（即 JC-1 聚集在线粒体膜上），右下象限则

为线粒体的膜电位所降低的细胞百分率（即 JC-1释放

为单体形式存在）。如实验结果显示，30 µg/mL 组可

使 12.95%的细胞呈绿色荧光（即膜电位降低），40 

µg/mL、50 µg/mL 组分别可使 16.53%、25.28%的细

胞呈现绿色荧光。 

3.6  Western blotting 结果 

SPC-A-1 细胞经不同浓度的 NAP 作用 24 h 后，

Bcl-2、Bax、Cyt-C、Cleaved-caspase 9、Cleaved-caspase 3、

PARP 的蛋白电泳条带结果如图 6 所示。经 Aphla 化
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学发光系统数据分析后各基因的蛋白水平表达如图 7

所示。Western blotting 结果显示，50 µg/mL NAP 组细

胞中的 Bcl-2 蛋白表达水平较对照组明显降低，Bax

蛋白表达水平也显著增加，较对照组差异具有显著性

(P<0.05)；Cyt-C、Cleaved-caspase 9、Cleaved-caspase 3

水平显著上调，相对表达量分别达到对照组的 2.32、

3.07、3.68倍；50 µg/mL NAP 作用后，细胞中PARP

含量显著降低，而 Cleaved-PARP 的水平则出现显著

的上调。结果表明一定浓度的 NAP 对 Cyt-C、

Cleaved-caspase 9、Cleaved-caspase 3、Bax 及 Cleaved- 

PARP 蛋白水平均具有明显的上调作用，对 Bcl-2、

PARP 蛋白水平具有明显的下调作用。 

 
图 6 NAP 作用 SPC-A-1细胞后 Bcl-2、Bax、Cytochrome C、

Cleaved-caspase 9、Cleaved-caspase 3和 PARP 的蛋白表达 

Fig.6 Expression of Bcl-2, Bax, Cyt-C, Cleaved-caspase 9, 

Cleaved-caspase 3, and PARP proteins in SPC-A-1 cells treated 

with NAP for 24 h 

 

 

 

 
图 7 NAP 作用 SPC-A-1细胞后各基因的蛋白表达水平示意图 

Fig.7 The expression level of proteins related to apoptosis in 

SPC-A-1 cells treated with NAP for 24 h 

注：a：Bcl-2/Bax比值变化示意图；b：Cyt-C 蛋白含量变

化示意图；c：Cleaved-Caspase 9,3 蛋白含量变化示意图；d：

PARP、Cleaved-PARP 蛋白含量变化示意图。 

本实验以沙蚕活性蛋白酶（NAP）为实验材料来

探讨其对人肺癌细胞株 SPC-A-1 的作用机制。MTT

法结果表明 NAP 对 SPC-A-1 细胞具有明显的增殖抑

制作用，呈现明显的剂量和时间依赖性。从倒置显微

镜观察和 AO/EB染色观察到 NAP 作用后SPC-A-1 细

胞出现凋亡的形态学变化，而流式细胞术的检测结果

表明 30 µg/mL NAP 有促进 SPC-A-1 细胞凋亡并引起

线粒体膜电位的改变，且早期凋亡率和线粒体膜电位

下降的百分率随其浓度的升高而逐渐增加。 

细胞凋亡是一种由基因控制的程序化细胞死亡的

方式，通常包括外源性和内源性两条经典途径，其中

内源性凋亡途径是凋亡的主要过程[6]。为了探究 NAP

诱导 SPC-A-1 细胞凋亡是否通过内源性凋亡途径，我

们通过 Western blotting 技术检测相关蛋白的表达情

况。Bcl-2 家族在调节内源性途径的启动期发挥了至关

重要的作用[7]，凋亡过程中，Bax 等促凋亡蛋白从细

胞质转移至线粒体外膜，改变线粒体膜的通透性，使

Cyt-C 释放入细胞质。抗凋亡蛋白 Bcl-2 能阻止 Bax

的激活并移位至线粒体外膜，从而阻止 Cyt-C 释放；

Bcl-2 和 Bax 通过形成同二聚体或异二聚体对 Cyt-C 
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的释放进行调节[8-10]，所以细胞中 Bcl-2/Bax 比值决定

了调控方向。结果显示经 30 µg/mL、40 µg/mL及 50 

µg/mL 浓度 NAP 作用后，Bax 蛋白表达水平上升，

Bcl-2 蛋白表达量明显下降，且 Bax/Bcl-2 比值上升，

同时 Cyt-C 表达量显著上升。提示 NAP 通过上调 Bax

蛋白表达，下调 Bcl-2蛋白表达，从而上调了 Bax/Bcl-2

的比值，促使 Cyt-C 释放，从上游促进了内源性细胞

凋亡途径的启动。 

在内源性细胞凋亡途径中后期，进入胞浆的

Cyt-C 与凋亡蛋白酶激活因子 1(Apaf-1)羧基端的 WD

重复序列以 2:1 比例形成 Apaf-1/Cyt-C 复合体，并促

使 Apaf-1 构象发生变化，形成凋亡小体，启动胱天蛋

白酶级联反应，最终导致细胞凋亡[11-12]。实验结果显

示，活化的胱天蛋白酶Caspase 9，3蛋白含量随着NAP

的增加而显著增加，说明活化的 Caspase 9 激活下游

的效应 Caspase 3。胱天蛋白酶 Caspase 3 是细胞凋亡

下游的关键执行者。活化的 Caspase 3 可以降解 ADP-

核糖多聚合成酶(PARP)
[13]，激活核内核酸内切酶，使

核小体间 DNA链水解断裂，产生凋亡所特有的 DNA

节段化。而我们的结果显示 PARP 蛋白水平降低，而

Cleaved-PARP 水平显著上升。表明 NAP 可以通过促

进内源性细胞凋亡途径促使下游关键胱天蛋白酶的活

化从而诱导SPC-A-1 细胞调亡。 

4  结论 

沙蚕活性蛋白酶（NAP）可以显著抑制 SPC-A-1

细胞的增殖，诱导细胞凋亡，凋亡的机制是调节 Bax、

Bcl-2 与细胞凋亡相关基因的蛋白表达水平，从而调控

Cyt-C 的释放、活化胱天蛋白家族成员细胞 Caspase 9

及凋亡执行蛋白酶 Caspase 3，PARP 被裂解激活与其

相关的凋亡信号通路，最终诱导 SPC-A-1 细胞凋亡。

而 NAP 是否能够在体内诱导肺癌细胞凋亡，发挥体

内抗肿瘤作用，还有待于体内实验进行探讨研究。 
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