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黑米花色苷对白血病细胞株 !"#$% 及正常淋巴细胞活性氧及线粒体膜电位的影响
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* * 摘* 要：目的* 观察黑米花色苷对白血病 +,#-" 细胞和正常淋巴细胞活性氧（ ./01234/ 5678/9 :;/13/:，<=>）水平及线
粒体膜电位的影响。方法* 以 &，(# 二氯荧光素（&，(#?31@A5.5 BAC5./:1/391301202/，DEF+#DG）为细胞内活性氧探针，以罗
丹明#!&) 为反映线粒体膜电位荧光探针，流式细胞仪和激光共聚焦扫描显微镜检测分析黑米花色苷作用下 +,#-" 细胞及
正常淋巴细胞活性氧水平及线粒体膜电位的变化。结果* 黑米花色苷处理正常淋巴细胞 &、&% @其 <=>水平未见显著变
化（! H "I "$）；黑米花色苷处理 +,#-" 细胞，<=>水平首先显著升高（! J "K "!），随后逐渐降低，并在 !& @ 显著低于对照
组（! J "K "!）。黑米花色苷处理正常淋巴细胞 &% @线粒体膜电位无显著变化（! H "I "$），处理 +,#-" 细胞 &% @ 线粒体膜
电位显著降低（! J "K "!）。结论* 黑米花色苷能够显著影响 +,#-" 细胞活性氧水平，并显著降低 +,#-" 细胞线粒体膜电
位，而对正常淋巴细胞活性氧及线粒体膜电位无显著影响。
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! ! 黑米为优良的特种稻米，黑米中特别是谷皮层中，
含有丰富的花青素物质。研究报道黑米花色苷具有抗

氧化、保护心血管、预防动脉粥样硬化等作用［" # $］。本

实验室前期研究表明，黑米花色苷对于白血病 %&’()
细胞具有显著增殖抑制作用，能够有效诱导 %&’() 细
胞凋亡［*］。细胞内活性氧（ +,-./01, 2345,6 78,.0,7，
9:;）与细胞的增殖、凋亡密切相关［(］。本研究进一步
研究黑米花色苷诱导 %&’() 细胞凋亡过程中细胞内
9:;水平及线粒体膜电位的变化，并以正常淋巴细胞
做对比，比较研究黑米花色苷对 %&’() 细胞和正常淋
巴细胞作用的不同，探讨其抗肿瘤作用机制。

!" 材料与方法

"< "! 材料
! ! 白血病细胞株 %&’() 细胞由中科院上海细胞所提供。黑
米花色苷采用低温回流法，用 (*=的乙醇提取，提取物低温真
空浓缩，除去酒精后，含水浓缩液用大孔吸附树脂吸附，纯化，

得到黑米花色苷提取物，主要成分为矢车菊定’>’葡萄糖苷和芍
药定’>’葡萄糖苷，由中山大学公共卫生学院营养系提供；黑米
花色苷用二甲基亚砜（?@;:）配制成浓度为 $) A5 B AC 的储备
液，使用时用 "($)培养液稀释至所需浓度。?@;:在各组培养
液中的终浓度均为 )< * =。活性氧探针 D，E’二氯荧光素
（?FG%’?H）和罗丹明’"D> 购自 @2C,.IC-+ J+2K,7 公司，?@;:
为 ;05A-公司产品，"($) 培养基、小牛血清和 %-6L7 缓冲液为
%4FC26,公司产品。
"< D! 方法
"< D< "! 细胞培养及处理 ! ! 人白血病 %&’() 细胞培养于含
")=小牛血清的 "($) 培养液中，>E M，*=F:D，常规传代培养。

正常淋巴细胞取自健康志愿者新鲜肝素抗凝外周血，应用 G0’
.2CC淋巴细胞分离液分离得到，培养于含 D)=小牛血清的 "($)
培养液中，>E M，*=F:D。以 N) !5 B AC黑米花色苷处理 %&’()
细胞和正常淋巴细胞，分别在处理 D、$、N、"D、D$ O检测指标，并
设对照组。

"< D< D! 细胞内 9:; 水平的测定! ! D，E’ 二氯荧光乙酰乙酸
盐（D，E’ P0.OC2+2 QCI2+,7.,06 P0-.,/-/,，?FG%’?H）自由扩散进
入细胞后被酯酶催化变成 ?FG%，在活性氧存在下被氧化成 D，
E’ 二氯荧光素（?FG），?FG荧光强度与细胞内活性氧水平显示
正相关性。?FG 的激发波长为 $N* 6A，吸收波长为 *>) 6A。
收集 " R ")(个细胞，用 JS; 洗涤后，加入 "< ) AC %-6L7 液使其
悬浮，加入 D< * AA2C B &的 F?G%’?H 液 $) !C，使终浓度为 "))
!A2C B &，在 >EM、*=F:D 培养箱内避光孵育 >) A06，用 JS; 洗
涤 > 次，流式细胞仪和激光共聚焦扫描显微镜检测分析。
"< D< >! 线粒体膜电位的测定! ! 收集 " R ")(个细胞，用 JS;
洗涤后，加入 "< ) AC %-6L7 液悬浮，加入 ") !C D< * AA2C B & 的
罗丹明’ "D>，使其终浓度为 D* !A2C B &，在 >E M、*= F:D 培养

箱内避光孵育 >) A06，用 JS; 洗涤 > 次，流式细胞仪和激光共
聚焦扫描显微镜检测分析。

"< >! 统计学处理
! ! 数据以 !! T "表示，采用 ;J;; ")< ) 统计软件进行单因素方
差分析。

#" 结果

D< "! 黑米花色苷对 %&’() 细胞及正常淋巴细胞 9:;
水平的影响

! ! 各组细胞 9:;水平的流式细胞仪及激光共聚焦扫描显微
镜分析结果显示，正常淋巴细胞 9:; 水平很低，%&’() 细胞
9:;水平显著高于正常淋巴细胞（# U )< )"），N) !5 B AC 黑米花
色苷处理正常淋巴细胞 D O和 D$ O其 9:;水平未见显著变化
（# V )< )*）；黑米花色苷处理 %&’() 细胞，9:; 水平首先显著
升高（# U )< )"），随后逐渐降低，并在 "D O 显著低于对照组（#
U )< )"）（表 "，图 "）。

表 !" 黑米花色苷对 $%&’( 细胞及正常淋巴细胞 )*+
水平的影响（$ W >，!! T "）

组别 %&’() 细胞 正常淋巴细胞

对照组 ">(< $ T *< >- N< E T "< D

N) !5 B AC黑米花色苷处理组

! ! D O D"$< E T $< (. N< > T "< *

! ! $ O "*D< ( T >< NK #

! ! N O "DX< $ T (< $ #

! ! "D O N(< > T $< E. #

! ! D$ O E>< E T *< D. E< ( T "< N

-：# U )< )"，与正常淋巴细胞比较；K：# U )< )*，.：# U )< )"，
与对照组比较

!! !"

!# !$

%& !’

%& !’

%& !’

%& !’

H：正常淋巴细胞；S：%&’() 细胞；F：N) !5 B AC黑米花色苷作用
%&’() 细胞 D O；?：N) !5 B AC黑米花色苷作用 %&’() 细胞 D$ O
图 !" 各组细胞 )*+水平的检测结果"（激光共聚焦扫描显微镜）

D< D! 黑米花色苷对 %&’() 细胞及正常淋巴细胞线粒
体膜电位的影响

! ! 检测结果表明，%&’() 细胞线粒体膜电位（$"N< " T E< D）显
著高于正常淋巴细胞（$(< N T >< *）（# U )Y )"），N) !5 B AC 黑米
花色苷处理正常淋巴细胞 D$ O，其线粒体膜电位未见显著变化
（*$< ( T *< E）（# V )Y )*）；黑米花色苷处理 %&’() 细胞 D$ O，线
粒体膜电位显著降低（>*)< ( T N< $）（# U )< )"），见图 D。
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!! !"#$ !% #$ !%

)：$%&’( 细胞；*：+(!, - ./黑米花色苷作用 $%&’( 细胞 01 2
图 !" 黑米花色苷作用 !# $ %&’() 细胞线粒体膜电位的变化
（激光共聚焦扫描显微镜）

*" 讨论

" " 细胞内环境氧化还原状态平衡对于细胞的生存及
功能至关重要，正常情况下，细胞通过抗氧化酶系统以

及由 34$和硫氧还蛋白（567）等组成的巯基还原缓冲
体系使细胞内环境氧化还原状态相对稳定，破坏细胞

氧化还原状态平衡的主要因素是 894 和 34$。894
作为氧化还原信号分子与细胞的增殖、分化、凋亡密切

相关，现已知道，低微水平的 894 升高可促进细胞增
殖，而较高水平的 894 则引发细胞凋亡，更高水平的
894则直接导致细胞坏死。黑米花色苷属植物黄酮
类化合物，植物黄酮普遍被认为是优良的天然抗氧化

剂，但研究表明［:，’］，植物黄酮可同时具有抗氧化和促

氧化两种相反特性，其抗氧化与促氧化可随细胞内环

境的不同而不同，而植物黄酮在抗肿瘤及诱导肿瘤细

胞凋亡方面，其促氧化可能比其抗氧化更加重要，因为

894可以介导 ;<)损伤甚至片段化，从而导致细胞周
期阻滞或凋亡发生，很多抗肿瘤药物如阿霉素、三氧化

二砷等，诱导肿瘤细胞 ;<)片段化并引发凋亡其作用
都与引发 894密切相关［!，+］。
" " 本研究结果表明，正常淋巴细胞内 894 水平很
低，而 $%&’( 细胞内 894 水平明显高于正常淋巴细
胞，显示出肿瘤细胞内氧化还原状态已发生显著改变。

黑米花色苷作用于正常淋巴细胞，其 894 水平未见显
著变化，表明黑米花色苷对于正常淋巴细胞氧化还原

状态无显著影响；黑米花色苷作用于 $%&’( 细胞，能
在短时间内引发胞内 894 水平显著升高，显示出显著
促氧化作用，而随后 894 水平又逐渐降低，表明黑米
花色苷在 $%&’( 细胞内引发 894 是一个早期事件。
实验同时观察到黑米花色苷能够显著降低 $%&’( 细
胞线粒体膜电位，诱导细胞凋亡。由此提示，黑米花色

苷诱导 $%&’( 细胞凋亡，可能与其在 $%&’( 细胞内引
发 894 有关，894 水平的显著升高（! = (> (:），可能
作为细胞早期事件，对于诱导细胞凋亡及抑制细胞增

殖发挥重要作用。

" " 黑米花色苷作用于 $%&’( 细胞，首先显示出显著
的促氧化作用，使其 894 水平显著升高，而后又逐渐
发挥抗氧化作用，使其 894 水平显著降低，这种相反
作用的发挥可能在于黑米花色苷对肿瘤细胞胞内环境

的改变使其作用特性也随之改变。有研究表明［? @ A0］，

某些植物黄酮抗氧化与促氧化作用的发挥，可能在于

暴露时间和胞内氧化还原状况，特别是胞内 34$的储
备状况，植物黄酮能够影响 49;、B)5 等抗氧化酶的
活性，随着细胞内抗氧化酶系统和 34$水平等氧化还
原状况的改变，植物黄酮促氧化及抗氧化特性也随之

改变，其具体机制有待证实和研究。
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