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肉桂醛氧氟沙星酰腙诱导人肝癌 SMMC-7721 细胞凋亡的作用 

任  争 1, 2, 康玉华 2, 石贞玉 1, 皇甫超申 1, 胡国强 3, 刘  彬 1* 

(河南大学 1. 护理学院神经生物学研究所, 2. 淮河临床学院, 3. 化学生物学研究所, 河南 开封 475004) 

摘要: 为观察喹诺酮类化合物肉桂醛氧氟沙星酰腙化合物诱导人肝癌 SMMC-7721 细胞凋亡的作用, 用不同

浓度的 N-(3-苯亚丙烯基 )-6-氟-1, 8-(2, 1-丙氧基)-7-(4-甲基哌嗪-1-基)-喹啉 -4(1H)-酮 -3-甲酰肼  (FQ16) 与
SMMC-7721 细胞体外培养。MTT 法检测 FQ16 对 SMMC-7721 细胞的增殖抑制作用; Hoechst 33258/PI 双染荧光

染色法、TUNEL 法及琼脂糖凝胶电泳检测细胞凋亡变化; 以 pBR322 DNA 为底物, 采用琼脂糖凝胶电泳法测定

FQ16 对人 DNA 拓扑异构酶 II 活性的影响; 高内涵活细胞成像系统测定细胞线粒体膜电位 (△ψm) 变化; 
RT-PCR 方法观察 Bcl-2、Bax mRNA 的表达变化; Western blotting 方法测定 caspase-9、caspase-8、caspase-3、   

p53、Bcl-2、Bax 蛋白表达。结果显示, FQ16 在 0.625～10 μmol·L−1 的浓度范围能抑制细胞增殖, 呈时间、浓度

依赖性; 各组 FQ16 作用 24 h 后, 细胞凋亡率显著高于对照组 (P < 0.05); 琼脂糖凝胶电泳可见凋亡细胞典型的

梯状 DNA 条带, 并伴有线粒体膜电位降低。与对照组比较, FQ16 能抑制 DNA 拓扑异构酶 II 的活性, 使细胞 Bax 

mRNA 表达增高, Bcl-2 mRNA 表达水平下降, p53、Bax、caspase-9、caspase-3 蛋白表达量增加, 其中 caspase-9、
caspase-3 活性裂解片段显著增加, caspase-8 无变化, 而 Bcl-2 蛋白表达水平下降。结果提示, 肉桂醛氧氟沙星酰

腙能够抑制 DNA 拓扑异构酶 II 活性, 造成 DNA 损伤并激活线粒体凋亡通路, 诱导人肝癌细胞凋亡。 
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Abstract: This study is to observe the effect of N-(3-phenylallylidene)-6-fluoro-1, 8-(2, 1-propoxy)-7-(4- 

methylpiperazin-1-yl)-quinolin-4(1H)-one-3-carbonyl hyarazine (FQ16) on apoptosis of hepatocarcinoma 
SMMC-7721 cells in vitro.  With different concentrations of FQ16 at different times used to treat SMMC-7721 
cells in vitro, the proliferation of the cells and the inhibition effect of FQ16 on the cell proliferation were     
examined by MTT assay.  Cell apoptosis was determined by Hoechst 33258/PI fluorescence staining, TUNEL 
and agarose gel electrophoresis method.  The effect of FQ16 on topoisomerase II activity was measured by 
agarose gel electrophoresis using Plasmid pBR322 DNA as the substrate.  Mitochondrial membrane potential 
(MMP, △ψm) was measured by high content screening image system.  The reverse transcriptase-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was used to detect the expression changes of Bcl-2 mRNA and Bax mRNA.  The  

                                                              
收稿日期: 2010-03-22. 
基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (20872028); 河南省教育厅自然科学研究计划项目 (2009B310001, 2010B310002); 开封市科技发展计划项

目 (080312); 河南大学科技攻关项目 (07YBGG004). 
*通讯作者 Tel: 86-15803787376, Fax: 86-378-3880388, E-mail: lbgood5912@sina.com 



· 1110 · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2010, 45 (9): 1109−1115   

 

caspase-9, caspase-8, caspase-3, p53, Bcl-2 and Bax protein expressions were detected by Western blotting  
analysis.  The results showed that the cell proliferation was inhibited by FQ16 at 0.625 − 10 μmol·L−1 in a 
time-dose dependent manner.  Treatment of SMMC-7721 cells with different concentrations of FQ16 for 24 h 
increased the percentage of the apoptosis cells obviously (P < 0.05), the typical ladder DNA in apoptotic cells 
and a concomitant dissipation of the mitochondrial membrane potential.  Compared with control group, FQ16 
influenced obviously DNA topoisomerase II activity, stimulated DNA cleavage and inhibited DNA reunion  
mediated by topoisomerase II.  In addition, FQ16 (3 − 7.39 μmol·L−1) increased mRNA expression of Bax and 
protein expression of p53, Bax, caspase-9, caspase-3, separately, and induced cytosolic accumulation of activities 
caspase-9 and caspase-3, whereas the mRNA and protein expression of Bcl-2 decreased with no change of   
caspase-8.  Therefore it can be concluded that the effects of inhibited topoisomerase II and mitochondrial-   
dependent pathways were involved in FQ16 induction of apoptosis of SMMC-7721 cells. 

Key words: quinolone derivative; apoptosis; topoisomerase II; mitochondrial membrane potential 

                                                                                                          

抗菌氟喹诺酮羧酸是临床常用的抗菌药物, 主
要作用于 DNA 回旋酶  (gyrase), 抑制细菌增殖 [1], 
此酶与真核生物的拓扑异构酶 II (topoisomerase II, 
Topo II) 的活性部位序列有同源性[2], 部分抗菌氟喹

诺酮羧酸对真核细胞增殖有较弱的抑制作用。此外, 
抗菌氟喹诺酮羧酸结构与蒽醌类抗肿瘤药物有相  
似性[3]。基于此, 人们试图把抗菌氟喹诺酮羧酸改造

成为抗肿瘤氟喹诺酮药物。依据抗菌活性的构-效关

系, 目前研究多集中于氟喹诺酮羧酸骨架喹啉环 N-1
和 C-7 取代基的变化上, 并设计合成了二环氟喹诺

酮、三环氟喹诺酮、四环氟喹诺酮、手性氟喹诺酮、

类黄酮氟喹诺酮等化合物, 遗憾的是大量候选化合

物存在体内活性与毒性相平行或生物相容性差、易代

谢失活等问题, 未能进入临床评价[4]。研究发现, 抗
菌氟喹诺酮羧酸分子中的 C-3 位羧基对抗菌活性是

必需的, 但对抗肿瘤活性并非必要, 可以被一些电子

等排体如杂环或稠杂环取代[5, 6], 这为寻找新结构的

抗肿瘤氟喹诺酮候选物提供了新思路。本课题组在寻

找新的结构修饰途径方面, 有幸发现氟喹诺酮羧酸

的 C-3羧基与许多酰腙类化合物结合, 具有潜在的抗

肿瘤活性[7]。用此结构单元替代抗菌氟喹诺酮氧氟沙

星分子结构的 C-3 羧基, 合成了系列氧氟沙星 C-3 酰

腙衍生物, 得到一些具有抗肿瘤活性的化合物, 其
IC50值均低于 50 μmol·L−1, 其中肉桂醛氧氟沙星酰腙

化合物 N-(3-苯亚丙烯基)-6-氟-1, 8-(2, 1-丙氧基)-7- 
(4-甲基哌嗪-1-基)-喹啉-4 (1H)-酮-3-甲酰肼 (FQ16, 
图 1) 活性最强, IC50 值达 3.7 μmol·L−1, 具有进一步

开发的潜力。本研究利用人肝癌细胞株 SMMC-7721, 
对该化合物抑制细胞增殖作用的机制进行了初步研

究, 为进一步的开发和应用提供实验依据。 

 
Figure 1  Chemical structure of N-(3-phenylallylidene)-6-fluoro- 
1, 8- (2, 1-propoxy)-7- (4-methylpiperazin-1-yl)-quinolin-4 (1H)- 
tone-3-carbonyl hyarazine 

 
材料与方法 

药品和试剂  氟喹诺酮衍生物肉桂醛氧氟沙星

酰腙  (FQ16) 由河南大学化学生物学研究所合成 , 
经 HPLC 法测定纯度>99%, HP5989A 质谱仪测得相

对分子质量为 489.55, 用 Enarf-Nonius CAD-4 型 X-
射线单晶衍射仪分析晶体结构, 贮存在二甲基亚砜 
(DMSO, Solarbi 公司) 中, 浓度为 1×10−2 mmol·L−1; 
caspase-9、caspase-8、caspase-3、p53、Bcl-2、Bax
抗体 (Santa Cruz Biotechnology, Inc); β-actin 抗体和

HRP标记的羊抗兔 IgG (碧云天生物技术研究所); HRP
标记的羊抗鼠 IgG (北京中衫金桥生物技术有限公

司); 四甲基偶氮唑盐 (MTT), DeadEnd™ Fluorometric 
TUNEL System, Reverse Transcription System 试剂盒 
(Promega Biotech Co., Ltd.); Bcl-2、Bax、GAPDH 引

物由美国英杰生命技术有限公司合成。Hoechst 33258
及人重组拓扑异构酶 II (topoisomerase II α human, 
Sigma-Aldrich Co.)。其余试剂为国产分析纯产品。 

细胞培养  肝癌细胞系SMMC-7721购自中国医

学科学院基础医学研究所, 生长在含 10% 热灭活胎牛

血清 (杭州四季青生物工程材料有限公司) 的 DMEM
培养基 (Gibco 公司) 中, 置 5% CO2、37 ℃恒温密闭
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式孵箱内培养。取对数生长期的细胞用于实验。 
MTT 法检测 FQ16 对 SMMC-7721 细胞增殖的

影响  以细胞数 1×104/mL 接种细胞到 96 孔细胞培 
养板, 0.2 mL/孔, 培养 24 h 后换液, 分别用加入不同

浓度 FQ16 的含血清 DMEM 培养液处理细胞 (每个

浓度 5 个复孔), 对照组只加培养液。继续培养细胞

24、48 和 72 h 后, 每孔加入 5 g·L−1 MTT 20 μL 培养

4 h 后吸去培养液, 每孔加入 DMSO 150 μL 振荡至蓝

色晶体完全溶解, 测定 570 nm 吸收度 (A) 值并计算

抑制率。以含有等体积的培养液和 DMSO 的无细胞

孔吸收度值为空白对照。根据以下方程式: 细胞生长

抑制率  = [1 − (处理组吸收度  − 空白对照组吸收度) / 
(对照组吸收度  − 空白对照组吸收度)] ×100%, 计算

出半数抑制率 (IC50) 值。 
Hoechst 33258/PI 双染色法观察细胞凋亡形态

变化  取对数生长期细胞, 按细胞数 1×104/mL 接种

于盖玻片。不同浓度的 FQ16 处理 24 h 后, PBS 洗涤

2 次 , 先加入终质量浓度为 5 µg·mL−1 的 Hoechst 
33258 染液 37 ℃避光染色 10 min, 再加入终质量浓

度为 15 µg·mL−1 的 PI 染液 4 ℃避光 10 min, 弃去染

液, 加入 4%多聚甲醛 4 ℃固定 5 min。荧光显微镜下

观察拍摄。 
TUNEL 法测定细胞凋亡率  以细胞数 1×104/mL

接种细胞于放有盖玻片的 6孔板中, 培养至对数生长

期, 加入不同浓度的 FQ16, 与对照组细胞同时收集, 
按 Promega 公司的试剂盒说明书进行检测。应用

ImageJ 计算单位面积细胞总数后, 统计细胞凋亡率。 
DNA 琼脂糖凝胶电泳  以细胞数 1×105/mL 接

种细胞于培养瓶中, 培养至对数生长期, 加入不同浓

度的 FQ16 作用 24 h, 0.25%胰酶消化细胞, PBS 洗涤, 
按细胞凋亡-DNA Ladder 抽提试剂盒 (碧云天生物技

术研究所) 要求提取 DNA, 1%琼脂糖凝胶电泳, 每
个泳道的上样量为 10 μL, 电压 4 V·cm−1, EB 染色, 
紫外灯下观察拍照。 

电泳法检测拓扑异构酶 II 的活性  在断裂缓冲

液 (200 mmol·L−1 Tris-HCl, pH 7.5, 340 mmol·L−1 KCl, 
40 mmol·L−1 MgCl2, 20 mmol·L−1 DTT, 120 mg·L−1 
BSA, 5 mmol·L−1 EDTA, 4 mmol·L−1 ATP) 5 μL 中, 加
入超螺旋 pBR322 DNA 1 μg, 人重组拓扑异构酶 II 
0.2 μL, 不同浓度的 FQ16 (对照组仅加入等体积

FQ16 溶剂 DMSO, 阳性对照组仅加入拓扑异构酶 II
抑制剂依托泊苷) 至终反应体系为 20 μL, 37 ℃反应

30 min, 用 10% SDS 2 μL 和蛋白酶 K (1×104 mg·L−1) 
1 μL 终止反应。温育 30 min 后, 1%琼脂糖凝胶电泳, 

EB 染色, 紫外灯下拍照。 
高内涵活细胞成像系统测定细胞线粒体膜电位 

(△ψm) 变化  在对数生长期细胞培养液中, 加入不

同浓度的FQ16作用 24 h, PBS洗涤, 加入细胞培养液

1 mL 和 JC-1 染色工作液 1 mL, 37 ℃孵育 20 min, 预
冷 JC-1 染色缓冲液 (1×) 洗涤 2 次, 加入终质量浓度

为 5 µg·mL−1 的 Hoechst 33258 避光染色 10 min, PBS
洗涤 2 次, 高内涵活细胞成像系统观察、分析。 

RT-PCR检测Bcl-2和Bax mRNA的表达  不同

浓度 FQ16 作用 24 h 后, 用 TRIzol 试剂提取总 RNA, 
按 Promega 公司的逆转录系统试剂盒说明书进行逆

转录。Bcl-2 上下游引物序列分别是 5'-GATGTCCAG 
CCAGCTGCACCTG-3' 和 5'-CACAAAGGCATCCCA 
GCCTCC-3', PCR 产物为 255 bp[8]。Bax 上下游引物

序列分别是 5'-CTGACATGTTTTCTGACGGC-3'和
5'-TCAGCCCATCTTCTTCCAGA-3', PCR 产物为 289 
bp[9]。GAPDH上下游引物序列分别是 5'-AGGTCGGA 
GTCAACGGATTTG-3' 和 5'-GAGATGGCATGGACTG 
TGGT-3', PCR 产物为 532 bp。PCR 反应的条件: 94 ℃ 
30 s, 58 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 30 个循环, 1%琼脂糖凝胶

电泳检测, 凝胶图像分析系统拍照。 
Western blotting 检测蛋白质表达  不同浓度

FQ16 作用细胞 24 h, RIPA 裂解液 200 μL 充分裂解提

取蛋白, 考马斯亮蓝 G250 法测样品蛋白浓度, 均衡

每组蛋白浓度后, 以 12% SDS-PAGE 分离。电转移蛋

白至 PVDF 膜, 5%脱脂奶粉封闭 1 h, 一抗 (1∶200)  
4 ℃封闭过夜, 二抗 (1∶4 000) 孵育 1 h。化学发光

法显示结果, 压片曝光。 
统计学分析  所有资料均采用 SPSS 14.0 软件

包进行统计学处理。 计量资料用 x ± s 表示, 组间比

较采用 t 检验分析。 
 

结果 
1  FQ16 对 SMMC-7721 细胞增殖的抑制作用 

FQ16 对 SMMC-7721 细胞有增殖抑制作用, 呈
现时间-剂量依赖关系 (图 2)。计算得 24、48 和 72 h 
的 IC50值分别为 (4.48 ± 0.43) μmol·L−1 (r2 = 0.918 5), 
(3.74 ± 0.37) μmol·L−1 (r2 = 0.899 8) 和 (3.70 ± 0.41) 
μmol·L−1 (r2 = 0.806 3)。 
2  FQ16 诱导 SMMC-7721 细胞凋亡的测定 

如图 3 所示, FQ16 作用于 SMMC-7721 细胞 24 h
后, 与对照组相比, 细胞出现染色质凝集、核碎裂等

凋亡形态学变化, 晚期凋亡细胞可见特异性 PI 染色。  
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Figure 2  The proliferation inhibition effect of FQ16 on 
SMMC-7721 cells.  n = 5 
 

 
Figure 3  SMMC-7721 cells apoptosis under fluorescent      
microscope stained by Hoechst 33258/PI (×200).  1: Control;  
2: FQ16 (3 μmol·L−1); 3: FQ16 (4.48 μmol·L−1); 4: FQ16   
(7.39 μmol·L−1) 

TUNEL 实验结果显示, 随着 FQ16 作用浓度的增加,
凋亡细胞增多, 呈剂量依赖性 (图 4), 各剂量组与对

照组相比均有显著性差异 (P < 0.05), 见表 1。DNA
琼脂糖凝胶电泳显示, FQ16 (7.39 μmol·L−1) 处理组

的基因组 DNA 呈现典型的梯状凋亡细胞条带, 而对

照组细胞 DNA 完整 (图 5)。 
 
Table 1  Apoptosis effect of FQ16 on SMMC-7721 cells.  n = 
9, x ± s.  *P < 0.05 vs control group 

Group Concentration
/μmol·L−1 Total cell Apoptotic  

cell 
Apoptosis 
ratio /% 

Control  209.71 ± 21.55 12.74 ± 3.77 6.20 ± 2.12
FQ16 3 208.34 ± 10.96 33.40 ± 8.57 16.03 ± 4.81*

 4.48 159.09 ± 13.08 37.54 ± 6.14 23.59 ± 2.40*

 7.39 119.49 ± 10.08 45.45 ± 7.66 38.04 ± 4.15*

 

 
Figure 5  DNA fragmentation in SMMC-7721 cells.  Cells 
were treated with 3, 4.48, 6, and 7.39 μmol·L−1 FQ16 separately 
for 24 h.  DNA from 1×105 cells was treated by electrophoresis 
through 1% agarose gels and stained with 0.5 μg·mL−1 ethidium 
bromide.  Lane M: Standard marker of DNA ladder; Lane A: 
DNA from untreated SMMC-7721 cells; Lane B-E: DNA from 
SMMC-7721 cells treated with 3, 4.48, 6, and 7.39 μmol·L−1 
FQ16 separately for 24 h 

 

 
Figure 4  Induction of apoptosis of SMMC-7721 cells treated with FQ16 for 24 h was evaluated by TUNEL assay.  Representative 
images were taken, nuclear stain (DAPI, A) and apoptotic stain (TUNEL, B) overlaid.  1: Control; 2: FQ16 (3 μmol·L−1); 3: FQ16 (4.48 
μmol·L−1); 4: FQ16 (7.39 μmol·L−1).  Magnification, 200× 
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3  FQ16 对 DNA 拓扑异构酶 II 活性的影响 
琼脂糖凝胶电泳结果显示, 对照组泳道与 F泳道 

(加 4.48 μmol·L-1 FQ16, 而不加入酶) 相似; 随着

FQ16 浓度增加, 超螺旋 DNA (Form I) 逐渐减少, 缺
口环状 (Form II)、线性 DNA (Form III) 逐渐增多, 
与加依托泊苷的阳性对照组一致 (图 6)。说明 FQ16
促进DNA拓扑异构酶 II介导的DNA解旋或断裂, 抑
制 DNA 再连接反应。 
 

 
Figure 6  Inhibition effects of FQ16 on the DNA topoisomerase 
II activity.  A: Control; B: 3 μmol·L−1 FQ16; C: 4.48 μmol·L−1 
FQ16; D: 7.39 μmol·L−1 FQ16; E: 100 μmol·L−1 etoposide;     
F: 4.48 μmol·L−1 FQ16 without topoisomerase II 
 
4  FQ16 对线粒体膜电位的影响 

正常细胞内, △ψm JC-1 聚集在线粒体形成多聚

体, 呈红色荧光。凋亡细胞的△ψm 破坏, JC-1 不能聚

集在线粒体内, 以单体形式存在于细胞质呈绿色荧光, 
荧光强度比值的变化反映△ψm 的变化。SMMC-7721
细胞经 3、4.48 和 7.39 μmol·L−1 FQ16 作用 24 h 后, 绿
色荧光与红色荧光强度比值随药物浓度增加而增大, 
表明细胞线粒体膜电位降低, 与对照组相比分别降低 
(9.52 ± 5.62) %、(37.32 ± 5.52) %和 (45.59 ± 3.17) %,
差异具有统计学意义 (P < 0.05)。见图 7。 
5  FQ16 对 SMMC-7721 细胞 Bcl-2 和 Bax mRNA
水平的影响 

加入 3、4.48 和 7.39 μmol·L−1 FQ16 作用 SMMC- 
7721 细胞 24 h 后, Bcl-2 mRNA 相对含量比值分别为

9.47%、9.25%和 4.46%, 显著低于对照组 (42.92%) 
水平  (P < 0.05); Bax mRNA 相对含量比值分别为

7.06%、31.86% 和 64.92%, 显著高于对照组 (2.44%) 
水平 (P < 0.05), 说明 FQ16 在转录水平调节 Bcl-2 家

族的表达 (图 8)。 
6  FQ16 对 SMMC-7721 细胞 caspase-9、caspase-8、
caspase-3、Bcl-2、Bax 和 p53 蛋白水平表达的影响 

以 3、4.48 和 7.39 μmol·L−1 FQ16 分别作用于

SMMC-7721 细胞 24 h 后, 采用 Western blotting 法检

测 caspase-9、caspase-8、caspase-3、Bcl-2、Bax 和

p53 的表达。与对照组相比, FQ16 作用后细胞 p53 蛋

白表达显著增加, 并且呈明显的浓度依赖关系; Bcl-2
家族中促凋亡蛋白 Bax 在对照组几乎不表达, 而在 

 
Figure 7  Changes in the MMP of SMMC-7721 cells induced 
by FQ16 for 24 h and analyzed by HCS after staining with JC-1.  
1: Control; 2: FQ16 (3 μmol·L−1); 3: FQ16 (4.48 μmol·L−1);    
4: FQ16 (7.39 μmol·L−1) 
 
FQ16 浓度达 4.48 和 7.39 μmol·L−1 时, 处理组 Bax  
蛋白的表达量随加药浓度的增高而增加, 抗凋亡蛋

白 Bcl-2 的表达则被下调。细胞凋亡可通过两条途径

实现, 一条是线粒体途径, 另一条是膜死亡受体介导

途径。前者主要通过激活 caspase-9 诱导细胞凋亡,  
而后者主要通过激活 caspase-8 实现细胞凋亡。FQ16
作用后 caspase-9 蛋白总体表达水平增高, 活化裂解

片段增多 , 同时 caspase-3 活化片段亦有增加 , 而
caspase-8变化不明显 (图 9), 说明FQ16诱导SMMC- 
7721 细胞凋亡作用仅与线粒体凋亡通路有关。 
 

讨论 
氟喹诺酮类化合物抑制肿瘤细胞增殖及诱导细

胞凋亡的作用已见报道[10, 11]。本研究 MTT 检测结果

显示, FQ16对人肝癌细胞 SMMC-7721有较强的增殖

抑制作用, 且抑制作用具有时间、浓度依赖性, 有可

能成为一种有价值的临床候选抗肿瘤药物。研究中发

现, 在低浓度条件下, FQ16 对 SMMC-7721 细胞的杀

伤作用不足, 残存少量耐药细胞密度适中, 能够很快

进入对数生长期, 导致长时间 (72 和 48 h) 处理组的

增殖抑制率低于 24 h 处理组 (图 2), 值得注意。 
临床常用抗菌氟喹诺酮类药物作用于细菌的

DNA 回旋酶, 此酶与真核生物拓扑异构酶 II 在活性

部位酪氨酸附近的序列有同源性[12, 13], 部分氟喹诺 
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Figure 8  The level of Bcl-2 and Bax mRNA in SMMC-7721 cells treated with FQ16 for 24 h was detected by RT-PCR.  Total RNA 
was extracted and Bcl-2 and Bax mRNA were amplified by RT-PCR and detected by agarose gel electrophoresis.  M: Marker; 1: Control;  
2: FQ16 (3 μmol·L−1); 3: FQ16 (4.48 μmol·L−1); 4: FQ16 (7.39 μmol·L−1) 
 

 
Figure 9  The protein expression of caspase-9, caspase-8,  
caspase-3, Bcl-2, Bax and p53 in SMMC-7721 cells treated  
with different FQ16 concentrations for 24 h.  1: Control; 2: FQ16 
(3 μmol·L−1); 3: FQ16 (4.48 μmol·L−1); 4: FQ16 (7.39 μmol·L−1) 
 

酮类药物如氧氟沙星、环丙沙星等, 对拓扑异构酶 II
抑制作用很弱 [14], 但经结构改造后, 某些药物显示

出较强的拓扑异构酶 II 抑制作用[15, 16], 作用机制类

似于抗癌药物依托泊苷, 主要是通过与单链 DNA 结

合, 形成 DNA 剪切底物, 激发拓扑异构酶 II 的剪切

速度, 造成 DNA 双链断裂, 并防止重新连接[17−19]。

本研究采用 FQ16 和 DNA 拓扑异构酶 II 共同作用于

pBR322 DNA, 可见 pBR322 DNA 超螺旋形式 (Form 
I) 逐渐减少, 缺口环状形式 (Form II)、线性 DNA
形式 (Form III) 逐渐增多, 作用效果类似于依托泊

苷。说明 FQ16 以类似的作用机制, 促进拓扑异构酶

II 介导的 DNA 解旋或断裂, 抑制其再连接反应, 造
成细胞DNA损伤。资料显示, 喹诺酮类化合物致DNA
损伤多通过激活 p53 蛋白诱导细胞凋亡[11, 20, 21]。本研

究 Western blotting 检测结果显示, FQ16 可使 p53 蛋

白表达显著增多, 同时细胞凋亡率也随 FQ16 浓度增

加显著升高, 说明 FQ16 诱导细胞凋亡作用与激活

p53 蛋白有关。 
一般认为, 由于对拓扑异构酶 II 的毒性作用造

成的 DNA 损伤, 可能激活线粒体凋亡途径和膜死亡

受体途径造成细胞凋亡, 线粒体途径受 Bcl-2 家族控

制[22]。本研究结果显示, FQ16 在 mRNA 和蛋白质水

平可上调促凋亡Bax的表达, 下调Bcl-2的表达, 这种

调节作用与 FQ16 浓度一致, 说明 FQ16 诱导 SMMC- 
7721 细胞凋亡作用与线粒体凋亡通路有关[20, 23, 24]。

通过高内涵活细胞成像系统测定发现, FQ16 可以引 
起 SMMC-7721 细胞线粒体膜电位降低。这种变化  
主要由线粒体膜通透性增加所致, 结果可造成线粒

体内细胞色素 c 释放到细胞质中, 经过 caspase-9 和

caspase-3 激活途径, 诱导细胞凋亡。已有报道, 喹诺

酮类化合物可经膜死亡受体途径诱导细胞凋亡, 但
FQ16 对 caspase-8 的影响并不显著, 其诱导细胞凋亡

作用可能与膜死亡受体途径无关[25]。 
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综上所述, 喹诺酮类化合物肉桂醛氧氟沙星酰

腙可作用于真核细胞 DNA 拓扑异构酶 II, 抑制细胞

增殖, 造成 DNA 损伤, 经 p53 蛋白作用激活线粒体

凋亡通路, 诱导人肝癌细胞凋亡。 
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