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香加皮提取物杠柳苷抑制 !""#$%%&’ 细胞 !()(* 信号通路诱导细胞凋亡的研究

张丽杰!，鹿( 刚&，张引娟&，刘刚叁)，单保恩& ( ( （河北医科大学：!第三医院检验科，石家庄 "$""$!，&第四医院科研中心，
石家庄 "$""!!；)华北制药集团新药研究开发有限责任公司，石家庄 "$""!$）

( ( 摘( 要：目的( 研究香加皮提取物杠柳苷对 *+,+) 信号通路的影响，及其诱导细胞凋亡的分子机制。方法( -.. 比
色法检测人肝癌细胞 *--/#00&! 增殖活性，流式细胞术分析肿瘤细胞的周期变化和凋亡，123+245 678+ 检测细胞内 *+,+)
蛋白表达，9.#:/9检测细胞 -;7#!、*<4=>=>5和 ?@A: B9CA的表达。结果( 杠柳苷可明显抑制 *--/#00&! 细胞的增殖，
诱导 *--/#00&! 细胞凋亡，并使细胞周期停滞在 D& E -期。杠柳苷作用后，细胞核内 *+,+) 量降低，而细胞质中的量未见
明显改变，细胞内 -;7#!、*<4=>=>5和 ?@A:基因的表达明显降低，并呈时间依赖性。结论( 香加皮提取物杠柳苷通过抑制
*+,+) 信号转导通路和 -;7#!、*<4=>=>5和 ?@A: B9CA的表达，进而抑制 *--/#00&!细胞的增殖，诱导其凋亡。
( ( 关键词：香加皮杠柳苷；信号转导；转录活化因子；*+,+)；123+245 678+；流式细胞术；*--/#00&!细胞株
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( ( 中药香加皮具有强心升压等作用［!］，我们以往的实
验结果证实，香加皮的提取物具有抗肿瘤作用和增强外

周血单个核细胞来源的树突状细胞免疫活性作用［& Z $］。
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( ( *+,+) 是近年来研究异常活跃的信号转导及转录
活化因子，在人类多种肿瘤组织和肿瘤细胞株中呈高

水平表达，并且伴随多种抗凋亡基因如 -;7#!、*<4=>=>5
等的表达上调。高表达 *+,+) 的肿瘤细胞依赖 *+,+) 信
号通路而存活，当使用抑制剂选择性抑制 *+,+) 活性即
能够诱导肿瘤细胞的凋亡，因此 *+,+) 信号途径作为多
种人类肿瘤干预治疗有效的分子标靶而被深入研

究［[，0］。

( ( 为了研究香加皮抗肿瘤作用机制，我们使用从香
加皮中分离、纯化的有效成分杠柳苷［’］，探讨其对

*+,+) 信号通路的影响，以及抑制细胞增殖、诱导凋亡
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的抗肿瘤效应，为进一步开发利用香加皮提供理论和

实验依据。

!" 材料与方法

!$ !# 实验材料和试剂
# # 香加皮提取物杠柳苷由本课题的合作单位华北制药集团
新药研究开发中心分离纯化。人肝癌细胞株 %&&’())*! 为本
实验室保存。./&0!123 购自 ’4556.7 公司，&88 试剂和 /0
购自 %9:;,公司，%+,+- 抗体（兔抗人多克隆抗体）由本室制备，
蛋白分子量标准、细胞质及细胞核蛋白抽提试剂盒购自美国

/9<=><公司，胎牛血清购自杭州四季青生物工程公司，.8(/’.
所有试剂购自 /=?;<:,公司。

!$ *# 方法
!$ *$ !# 细胞培养及 &88 实验# # %&&’())*! 细胞用含 !3@
胎牛血清、!33 A B ;C 青霉素和链霉素的 ./&0!123 培养基，于
-) D，"@’7*培养箱中培养，每 * E - 天换液 ! 次。收集对数生
长期的 %&&’())*! 细胞，用完全培养基制成 ! F !3" ;C G!的细
胞悬液，加入 H1 孔板中，每孔 !33 !C，培养 *2 I 后，分别加入
!3 !C不同浓度的杠柳苷，终浓度分别为 3$ -!、3$ 1*、!$ *"、*J "、
"、!3 !: B ;C。每组设 - 个平行孔，阴性对照组中加入培养基。
细胞被培养 *2 I 或 2K I 后，继续培养 2 I，弃去培养液，加入
!"3 !C L&%7，震荡 !" ;9M，酶标仪 2H* M;测定（参考波长 1*3
M;）每孔吸光度值［!（2H*）］，计算杠柳苷的抑制率。

# # 抑制率（@）N ! G处理组 !（2H*）
对照组 !（2H*） F !33@

!$ *$ *# 细胞周期及细胞凋亡检测# # 用终浓度为 *$ " !: B ;C
杠柳苷处理 %&&’())*! 细胞 2K I 后，收集未处理组及处理组
细胞，生理盐水洗 - 次，再用生理盐水制成 ! F !3" ;C G!细胞悬
液，取 3$ ! ;C，加入 !3@鸡红细胞作为内参标准，以 )3@乙醇
固定，用 "3 !: B ;C /0 染色，流式细胞仪 O<>P;,M ’?QC+<= 公司
4R9>S(T5 "分析细胞 LUV含量。应用 &Q+9>W>C< VX软件分析
细胞周期和凋亡率。

!$ *$ -# Y<S+<=M ZC?+分析# # 实验步骤参考文献［H］。细胞质
蛋白和核蛋白的提取应用 /9<=>< 公司的 U4(/4. 试剂盒
（[)KK--），按照试剂盒说明书进行操作。提取未处理组和经
*$ " !: B ;C 杠柳苷作用 ) I 后的肿瘤细胞质和细胞核蛋白，分
别以 -3 !C细胞质、细胞核提取物和上样缓冲液 !3 !C混合，在
沸水中变性 ) ;9M，上样，进行 %L%(/V64，电泳完成后将凝胶中
的蛋白区域转移到 /XL\ 膜上，经一抗和二抗作用后，用 LVO
显色。

!$ *$ 2# .8(/’.检测# # 分别收集 *$ " !: B ;C 杠柳苷不同处
理时间（3、)、*2、2K I）的 %&&’())*! 细胞，用 8=9]?C 提取液提
取细胞总 .UV，用紫外(可见分光光度仪测定其纯度和含量，在
逆转录酶催化下合成 >LUV，以适量 >LUV 为模板，在 6?"#$
LUV聚合酶催化下进行 /’.扩增。以 #(,>+9M 为内参照，每批
/’. 均设空白对照（不加模板 .UV 而加三蒸水）。反应体系：
.8(/’. 酶混合物 *$ 3 !C，*3 F OQ^^<=（无 &:* _）!$ " !C，&:’C*
（*" ;;?C B 5）*$ 3 !C，‘U8/（*$ " ;;?C B 5）!$ * !C，上、下游引物
各 !$ 3 !C，.UV模板 *$ 3 !C（含 *$ 3 !: .UV），加无菌三蒸水使

总体积至 -3$ 3 !C，另铺上液体石蜡 -3$ 3 !C。反应条件：反转
录 -) D，"3 ;9M；预变性 H2 D，" ;9M；变性 H2 D，! ;9M，退火
"* D，2" S，延伸 )* D，2" S，循环 -3 次；延伸 )* D，) ;9M。
&>C(!、%Q=a9a9M、T0V/、#(,>+9M的上下游引物序列见表 !，引物均
由上海生工生物工程公司合成。各组分别取 .8(/’. 产物
-$ 3 !C 行 !$ "@琼脂糖凝胶电泳（含 3$ " ;: B 5 溴乙锭），K3 X
恒压，23 ;9M，应用 \787LbU4 凝胶成像系统及 6<C(/=? 凝胶
分析软件对电泳条带进行成像分析。

表 !" #$%&!、’()*+*+,、-./0、!&1$2+,的上下游引物序列

目的基因 # # # # # # # # 引物 扩增片段长度

&>C(!
上游："c(’668VV8’66V’8’VV’’8’(-c

!3* ZR
下游："c(’’8’’88’8’’68V6’’VV(-c

%Q=a9a9M
上游："c(V6’’’888’8’VV66V’’V’(-c

-1- ZR
下游："c(6’V’888’88’6’V6888’’(-c

T0V/
上游："c(V’8V86’8’V’’8VV’’’’(-c

*K! ZR
下游："c(’’686’88’V8VV8’86’’(-c

#(,>+9M
上游："c(86V6V’’88’VV’V’’’’V6(-c

-!1 ZR
下游："c(6’’V8’8’886’8’6VV68’(-c

!$ -# 统计学方法
# # 应用 %/%% !!$ 3 统计软件行单因素方差分析。

3" 结果

*$ !# 杠柳苷对 %&&’())*! 细胞增殖的影响
# # 采用不同浓度的杠柳苷处理 %&&’())*! 细胞 *2、2K、)* I，
可明显抑制细胞的增殖（% d 3$ 3!），并呈剂量依赖关系，作用时
间越长抑制率越高，见图 !。
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,：% d 3J 3!，与 3$ -! !: B ;C比较
图 !" 杠柳苷对 ’##4&553! 细胞增殖的抑制作用（& N -）

*$ *# 杠柳苷对 %&&’())*!细胞周期和细胞凋亡的影响
# # 用终浓度为 *$ " !: B ;C 的杠柳苷处理 %&&’())*! 细胞
2K I 后，63 B 6! 期细胞为 )1$ K@，与未处理组（-H$ -@）相比，明
显增加（% d 3J 3"），并发生明显的凋亡现象，凋亡率达 *-$ "@。
说明杠柳苷处理后，肿瘤细胞被阻滞在 63 B 6! 期，且诱导

%&&’())*! 细胞凋亡。

*$ -# 杠柳苷对 %&&’())*!细胞 %+,+-蛋白表达的影响
# # 用 *$ " !: B ;C 杠柳苷作用 2K I 后，细胞核内 %+,+- 蛋白的
含量明显降低（% d 3J 3"），细胞质中该蛋白含量未见明显改变
（% e 3J 3"），见图 *。
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细胞核 #$%$&!

细胞质 #$%$&!

!"%’$()!

"*"+!,&

"*"+!,&

"-.+!,&

!："# $ !% & ’(杠柳苷处理 )* +后；"：未处理组
图 !" #$%&$’( )*+&检测杠柳苷处理前后 ,--./00!1 细胞质
和细胞核中 ,&2&3 蛋白的表达变化

"# ) , 杠柳苷对 -../011"! 细胞 .2(0!、-3456567 和
89:; ’<=:表达的影响

, , 结果显示杠柳苷对 .2(0!、89:; 和 -3456567 ’<=: 的表达
均有明显抑制作用（! > ?@ ?!），并呈时间依赖性。作用 !" +
后，细胞内的抗凋亡基因开始减少，作用 ") +后 -../011"! 细
胞内的 A 种抗凋亡基因表达变得很微弱。该现象与杠柳苷诱
导 -../011"! 凋亡的结果相一致，见图 A。
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图 3" 45/6.4方法检测杠柳苷处理不同时间时 ,--./00!1
细胞 7896、-:*/1、,;’<=<=( >4?9的表达

3" 讨论

, , 本实验室前期的研究工作已经证实，香加皮水提
物和醇提物在体内外能很好的抑制多种肿瘤细胞生

长，并能够诱导肿瘤细胞凋亡［"，A，$］，说明香加皮不但

有强心升压作用，还有显著的抗肿瘤作用。研究证实，

香加皮发挥抗肿瘤作用的重要活性成分之一是杠柳

苷［*］。为进一步明确杠柳苷抗肿瘤的分子机制，本研

究将杠柳苷作用于高表达 -BCBA 的人肝癌细胞株
-../011"!［!?，!!］，以探讨杠柳苷是否通过抑制 -BCBA
信号通路来发挥其抑制细胞增殖、诱导凋亡的抗肿瘤

效应。

, , 本研究结果显示，小剂量 "# $ !% & ’( 的杠柳苷就

能抑制肿瘤细胞的增殖，最大凋亡率达 "A# $D，并能
够诱导 -../011"! 细胞凋亡，使细胞周期停滞在 E? &
E! 期。

, , 通常情况下，肿瘤细胞高表达各种抗凋亡分子
（如 -3456567、.2(0!、89:; 等），这是肿瘤细胞过度增
殖、恶化和转移的基础。80染色体相关凋亡抑制蛋白
（802+4F’FGF’H (67IHJ 67+6K6BF4 FL CMFMBFG6G，89:;）是一
种能直接抑制 /CGMCGHG级联反应而阻止凋亡反应发生
的蛋白因子［!"］。89:;表达增高是肿瘤发生的重要始
动和促进因素［!A］。-3456567是耶鲁大学的 :’K4FG676 等
在 !NN1 年发现的一种新型凋亡抑制因子［!)］，在正常
成人组织（除胸腺、生殖腺外）不表达，而广泛高表达

于乳腺癌、胃癌、皮肤癌等各种肿瘤组织［!$，!O］，具有抑

制细胞凋亡和调节细胞有丝分裂的双重功能，是联系

细胞周期和细胞凋亡界面的重要因子。髓细胞白血病

蛋白0!（’PHF6J 2H(( (H3IH’C0! M4FBH67，.2(0!）是一种抗
凋亡蛋白，是 Q 细胞淋巴瘤基因0"（Q02H(( RP’M+F’C0
"，K2(0"）家族成员之一。!NNA 年，SFTFMCG 等［!1］在分
化的骨髓细胞中发现了 .2(0!。.2(0! 在多种组织及
恶性肿瘤细胞中均有表达，包括白血病细胞、骨髓瘤细

胞以及结肠癌肝转移灶细胞。

, , 本实验结果显示，"# $ !% & ’( 杠柳苷能以时间依
赖性抑制 -../011"! 细胞 -3456567、.2(0!、89:;
’<=:的表达，提示杠柳苷诱导 -../011"! 细胞凋亡
与抑制这些基因表达密切相关。

, , -BCBA 能直接调控细胞内许多抗凋亡基因的表达，
其中 .2(0! 和 -3456567蛋白等是 -BCBA 的靶基因。有研
究证实，活化的 -BCBA 信号通路可促使乳腺癌细胞中
-3456567基因表达，保证了癌细胞的增殖活性［O，1］。我
们在实验中发现 "# $ !% & ’(杠柳苷作用 !? + 后，可明
显抑制 -../011"! 细胞核中 -BCBA 的表达。-BCBA 常
通过酪氨酸位点磷酸化形成二聚体后，才能进入细胞

核内，调控相关基因的表达。杠柳苷处理后，-../0
11"! 细胞核内 -BCBA 含量的减少，说明杠柳苷在 -BCBA
信号通路的某个环节上发挥了抑制作用，结果导致其

向核内的转移减少，并进一步导致其下游靶基因的表

达减少，该现象与杠柳苷处理后，-BCBA 的下游靶基因
-3456567、.2(0!、89:;表达减少的结果相一致。提示杠
柳苷诱导 -../011"! 细胞凋亡可能与其抑制了 -BCBA
信号通路有关。

, , 有研究提出，-BCBA 信号通路被认为是癌症治疗中
很有研究价值的干扰作用靶点［O，1］。本研究表明，杠

柳苷能够抑制 -../011"! 细胞中 -BCBA 信号通路，介
导细胞凋亡，提示该物质可能为 -BCBA 信号抑制剂和抗
肿瘤新药，具有良好的开发前景。关于杠柳苷抑制

?$)! , , , , , , , , , , , 第 , 三 , 军 , 医 , 大 , 学 , 学 , 报 , , , , , , , , , , , , 第 A?卷



!"#"$ 信号通路的作用位点及其体内抑瘤机制正在研
究中。
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视频脑电图监测并暗示诱发试验对假性癫痫的诊断价值

宋晓涛%，谢红武’ + + （娄底市中心医院：%脑电图室，’精神科，湖南 娄底 3%7(((）

+ + 假性癫痫（KF<;D@F<CY;><，0!）是指一组临床症状类似于癫痫
发作的疾病，常易被误诊。0!的发生是由于生理或心理功能障
碍所致，可由情绪刺激或暗示诱发［%］。视频脑电图（]RR:）可
长程同步监测患者的临床发作和脑电变化情况。现将我院

’(() 年 ) 月至 ’((7 年 %% 月经 ]RR: 监测并暗示诱发试验诊
断的 ’) 例 0!患者进行分析，报告如下。

!" 资料与方法

%& %+ 临床资料
+ + ’) 例 0!患者，男性 8 例，女性 %- 例，年龄 %( ^ )’（’*& 8 _
8& 7）岁，病程 (& ) ^ ’(（7& % _ 3& *）年，发作频率 $ 次 ‘年至 %(
次 ‘ D，检查前 - 个月平均发作 $& ’ 次；考虑癫痫药物对结果的
影响，检查前 % D停服抗癫痫药物；患者发病前均有明显精神刺
激或创伤史。’) 例中有 %7 例在外院误诊为癫痫，予以抗癫痫
治疗，* 例未确诊。

+ + 作者简介：宋晓涛，女，湖南省娄底市人，主管技师，主要从事脑电图方面的研

究，电话：%$8(7$*8$*$，R6J#CH：F@=GTC#@"#@****a %-$& B@J

+ + 收稿日期：’((*6(36(%；修回日期：’((*6()6’-

%& ’+ 方法
+ + 由医师向患者及家属交代检查的无危害性，并要求家属在
场判断诱发发作与既往发作是否相同，取得其同意后进行

]RR:监测。采用日本光电 %)%*W型录像脑电图仪，按国际 %(6
’(系统安装电极。首先详细询问患者既往发病的过程，然后给
予静脉注射生理盐水，同时依据患者既往发作的情况进行言语

暗示诱发，出现临床发作后终止诱发。对阳性者行第 ’ 次静脉
注射生理盐水，同时进行心理暗示治疗以终止发作，并暗示患者

的病已治愈。整个过程均在 ]RR: 监测下进行，注意记录患者
临床发作情况及痫样放电情况，并让患者回忆发作时的情景。

%& $+ 诊断标准
+ + 0!诊断通过 ]RR: 监测、/E 或 4?O 检查，结合详细的病
史及神经系统体格检查确认。0!诊断标准［%］：!]RR:监测到
临床发作，但无痫样放电。"]RR:监测到临床发作，伴有不同
步间隙期痫样放电，但无发作期痫样放电。符合第 % 条标准诊
断为 0!，符合第 ’ 条标准和既往有癫痫发作则诊断为 0! 合并
癫痫，既往无癫痫史则诊断为 0!合并亚临床发作。
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