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雷公藤内酯醇协同地塞米松诱导蕈样肉芽肿hut一102细胞 

凋亡及其机制 ． 

张 波 ，郝 进 

(重庆医科大学附属第二医院皮肤科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨雷公藤内酯醇(Triptolide，TP)与地塞米松联合对蕈样肉芽肿(Mycosis fungoides，MF)hut一102细胞体外增殖、 

凋亡是否具有协同作用及其机制。方法：MTF法检测细胞存活率；流式细胞术检测细胞凋亡率；蛋白印迹法检测糖皮质激素受 

体(Glucocorticoid receptor，GR)和凋亡相关蛋白 Caspase一3表达。结果：①不同浓度TP(6．25、12．5、25 nmol／L)和地塞米松(10 、 

l0 、10 mol／I )对hut一102细胞均有增殖抑制作用，与时间、浓度相关；12．5 nmol／LTP与不同浓度地塞米松联合，细胞抑制率随 

地塞米松浓度升高呈现协同作用。②TP和地塞米松均能诱导 hut一102细胞凋亡，联合用药凋亡率明显高于单药，具有交互效 

应。③t0 moFL地塞米松作用hut一102细胞后，GR表达降低(尸<0．05)，联合用药(12．5 nmol／L TP+10 mol／L地塞米松)GR表达 

上调、Caspase一3激活增强(P<O．05)。结论：TP联合地塞米松可明显抑制 hut一102细胞增殖，增强诱导凋亡，具有协同效应 ，其作 

用机制可能与 GR表达上调、Caspase一3激活增强有关。 

【关键词】蕈样肉芽肿 hut一102；雷公藤内酯醇；地塞米松；糖皮质激素受体；Caspase～3；凋亡 

【中国图书分类法分类号】R739．5 【文献标识码】A 【收稿日期】2009—12—07 

Apoptosis of mycosis fungoides hut-1 O2 cells induced by triptolide in 

combination with dexamethasone and its mechanism 

ZHANGBo，et al 

(Department ofDermatology，the SecondAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effect of triptolide combined with dexamethasone on proliferation and apoptosis of the mycosis 

fungoides hut-102 cells and the possible mechanisms．Methods：The viability ofhut一102 cells was measured by MTF assay；the apoptotic 

rate of hut一102 cells was detected by flow cytometry．The expression levels of Glucocorticoid receptor(GR)and apoptosis—related protein 

Caspase一3 were determined by Western blot analysis．Results：① MTF assays showed that different concentrations of triptolide or dexame 

thasone can effectively inhibit the proliferation of hut一102 cells in a dose and time—dependent manner．When triptolide(12．5 nmol／L)was 

co—administered with dexamethasone，the inhibition rate increased along with the concentration of dexamethasone．And we observed 

positive cooperative inhibitory effects of triptolide and dexamethasone on the proliferation of hut-102 cells．②Both triptolide and dexame 

thasone can independently promote apoptosis of the hut-102 cel1．And the apoptotie rate in the combination group was higher than single 

group(P<0．01)．③Compared with the significantly decreased expression of Glucocorticoid receptor(GR)in hut一102 ceRs in dexameth 

asone group．the expression ofGR and activated caspase一3increasedinthe combination group(P<0．05)．Conclusion：The apoptosis of 

hut一102 cells induced by dexamethasone was enhanced by triptolide，which maybe connected with the increased expression of GR and 

activated Caspase一3 in hut-102 cells． 

【Keywords】Hut一102；Triptolide；Dexamethasone；Glucocorticoid receptor(GR)；Caspase一3；Apoptosis 

蕈样肉芽肿(Mycosis fungoides，MF)是最常见的原发皮 

肤 T细胞淋巴瘤，病程进展缓慢，但晚期侵袭强、预后差。早 

期干预以延缓或阻止其病情进展对改善患者预后非常重要。 

皮损局部外用糖皮质激素(Glueoeortieoid，GC)诱导肿瘤细胞 

作者介绍：张 波(1981一)，男，硕士， 

研 究方向：皮肤淋巴瘤。 

通讯作者：郝 进，男，副教授，E-mail：haojin_cq@163．COrn。 

凋亡是目前 MF常规治疗手段之一，疗效确切，副作用小，但 

长期应用存在疗效降低或耐药现象。 

雷公藤内酯醇(Triptolide，TP)，亦称雷公藤甲素，是从卫 

矛科植物雷公藤中分离出的一种环氧二萜内酯化合物，具有 

多种生物学活性。在国内大量的系统性红斑狼疮、大疱性疾 

病、湿疹类等炎症性疾病临床治疗中，发现雷公藤具有增强 

GC的抗炎活性 、降低 GC用量的作用，但其机制尚不明了， 
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缺乏相应的理论支持。 

本研究以 MF hut一102细胞株为研究对象 ，观察 TP对 

地塞米松诱导 hut一102细胞凋亡是否具有协同及逆转耐药 

作用 ，并对其可能机制进行了初步探讨 ，期望为 MF的临床 

治疗提供新的思路。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞 hut一102细胞株(中国典藏中心，ATCC)。 

1．1．2 试剂 TP(Triptolide)和地塞米松(Dexamethasone)(中 

国药品生物制品检定所)，RPM11640培养基 (美国Gibco公 

司)，新生小牛血清(杭州四季 )，四甲基偶氮唑蓝(Mrrr)，二 

甲基亚砜(DMSO)，Annexin v—FITC／PI凋亡试剂盒(南京凯 

基科技生物有限公司)，糖皮质激素受体(Glucocorticoid recep— 

tor，GR)抗体 、Caspase一3抗体(Cell Signaling公司 )，B—actin 

内参抗体(北京博奥森)。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 将 hut一102细胞株接种在 50 m1和 100 ml 

培养瓶中，在含 10％新生牛血清的 RPMI1640培养基 、37~C 

5％CO 饱和湿度条件下培养，每 2-3 d换液传代 ，实验选处 

于对数生长期的细胞。 

1．2．2 MrITI’法检测 TP和地塞米松对淋巴瘤 hut一102细胞的 

增殖抑制作用 用含 1o％／J,牛血清的 RPMI1640培养液将 

hut一102细胞调成 1×10 个／ml的细胞悬液，加入 96孑L培养 

板内，每孑L 180 l。实验设空白组对照组(无细胞和药物)、阴 

性对照组(有细胞但未加药物)、各 3个不同浓度的 TP组和 

地塞米松组 ，共 4组 ，共 3板。每TLII药 20 1，使 TP组的终 

浓度分别为 6．25、12．5、25 nmol／L，地塞米松组终浓度为 lO。、 

10 、10 mol／L，各组均设 5个复孔，在 37~C5％C0 箱内分别 

培养 24、48、72 h后 ，加入 M1Tr(5 mghn1)，每TL／J!I 20 IXl，培 

养 4 h，弃上清，每~L／JH DMSO200 IXl，自动酶标仪机测 490 

nm下的每孑L吸光度值(A)，细胞生长抑制率 =1一A 验 ，A对照组 

×100％。将 12．5 nmol／L TP与不同浓度地塞米松联合作用 

hut一102细胞，检测 24 h后细胞增殖情况，实验设空白组 、阴 

性对照组、TP组、地塞米松组和联合组，方法同前。 

1．2．3 流式细胞术检测细胞凋亡率 试验分 4组 ，正常细胞 

对照组、TP组、地塞米松组和联合药物组。细胞以 2×10s个 

／ml接种，培养方式同前。12．5 nmol／LTP分别与 10一s、10 mol／L 
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图 1 不同浓度 TP对 hut一102细胞增殖作用的影响 
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地塞米松联合用药。培养 24 h后 ，1 000 r／min离心 l0min，弃 

上清，4~C PBS洗 2次，将细胞重悬于 100 l Annexin V—FITC 

和 5 l PI轻轻混匀后室温避光反应 15 nlin，加入 400 l结 

合缓冲液，流式细胞仪检测细胞凋亡。 

1．2．4 Western—blot检测 GR和凋亡蛋白 Caspase一3表达 

试验设正常组和实验组 ，实验组分 10 mol／L地塞米松组、1 2．5 

nmo1]L TP和 1 0-s mol／L地塞米松联合组，细胞接种和培养方 

法同上。24 h后终止培养，参照试剂盒说明书，分组提取总蛋 

白，采用 BCA法测定蛋白浓度 ，每个样品取 50 g行 10％ 

SDS～PAGE，湿转移至 PVDF膜上，5％脱脂奶粉室温封闭 2 

h，分别加入兔抗人 GR多克隆抗体(1：500)和兔抗人 Cas— 

pase～3单克隆抗体(1：500)，4℃孵育过夜，TBST洗膜后加入 

HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗(1：5 000)，室温孵育 2 h，TB— 

sT洗膜，ECL试剂显色，凝胶成像仪下曝光显影 ，用 Quantity 

o ne凝胶图像分析软件检测各组 目的蛋白及其内参蛋白的吸 

光度值，分析计算结果。 

1_2．5 统计学处理 所有数据均采用均数加减标准差( ±s)， 

多组均数比较用单因素方差分析，两组间均数比较采用独立 

样本 t检验 ，交互效应用多因素方差分析，应用统计软件 

SPSS 17．0进行统计学分析。 

2 结 果 

2．1 TP、地塞米松及两者联合对 hut一102细胞的抑制效应 

不同浓度的 TP组、地塞米松组及两者联合作用对 hut一 

102细胞生长抑制结果表明：①同一时间随 TP、地塞米松浓 

度的增加，抑制率增高(P<O．05)；同一浓度的药物有时间依 

赖关系，随着作用时间的延长，抑制率明显升高(P<O．01)，见 

网 1、2；② 12．5 nmo1]L TP联合不同浓度地塞米松后，抑制率 

明显高于单药组且随地塞米松浓度升高呈协同作用(协同指 

数 CI<I)。见图3。 

2．2 TP、地塞米松对细胞凋亡的影响 

Annexin—V FITC／PI双标法结果显示 ：12．5 nmol／n TP分 

别于 1O 、10 mol／L地塞米松联合后 ，细胞凋亡率明显高于 

单药组 ，多因素方差分析 ，交互效应呈协同(P<0．01)将 12．5 

nmol／L TP+10。mol／L地塞米松组作为研究对象，联合前后 ， 

细胞凋亡情况见图4，交互效应轮廓图见图 5。 

2．3 Western印迹法检测 GR、Caspase一3的表达 

检测各组 目的蛋白及其内参蛋白的吸光度值，计算两者 
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图2 不同浓度地塞米松对 hut一1O2细胞增殖作用的影响 
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A B C 

0雷公藤 
口地塞米松 
口联合用药 

A．12．5 nmo]／LTP、10。ml，L地塞米松及其联合；B．12．5 nmol／L 

TP、10 mol／L地塞米松及其联合；C．12．5 nmo]fLTP、10-5mol／L地 

塞米松及其联合 

注：联合组与单药组比较，P<O．Ol 

图 3 TP与不同浓度地塞米松联合作用 24 h对 hut一1O2细胞增 

殖作用的影响 

比值，以此作为蛋白的相对表达量。药物处理 hut一102细胞 

24h后，地塞米松组灰度比值(GR，13一acfin)为(0．684±0．O11)， 

药物联合组为(0．735±0．01)，正常细胞组为(0．766±0．015)。 

与正常对照组相比，地塞米松使 GR表达下调(P<0．05)；联合 

组与地塞米松组相 比，GR表达增强(尸<0．05)。地塞米松组灰 

度 比值(Caspase一3／B—actin)为(0．226±0．017)，药物联合组 

为(0．354±0．013)，联合组 Caspase一3激活表达高于地塞米松 

组(P<0．05)。蛋白表达见图 6。 

3 讨 论 

MF是低度恶性淋巴瘤，易复发 ，初期侵及皮肤 ，后期侵 

表 1 TP、地塞米松处理 Hut一1 02细胞 24 h后流式细胞术检测细胞凋亡率的改变 

组别 凋亡率(％) 

正常细胞对照组 

l2．5 nmo]]LTP浓度组 

10 mol／L地塞米松浓度组 

10 mo]／L地塞米松浓度组 

12．5 nmol／L TP+10 mol／L地塞米松浓度组 

l 2．5 nmol／L TP+l 0 mol／L地塞米松浓度组 

5．O2±0．64 

lO．29±0．55 

l3-39土1．20 

l7．2±0．83 

21．48±0．68 

26．44±0．45 
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Annexin—V Annexin—V Annexin—V Annexin—V 

A B C D 

A．正常细胞对照组；B．12．5 nmoELTP组 ；C．10 mol／L地塞米松组；D．12．5 nm01／LTP+10-5mol／L地塞米松组 

图4 TP、地塞米松处理 hut一102细胞 24 h后流式细胞术检测细胞凋亡率 

al正常细胞组 

b1 TP组 

a2地塞米松组 

b2联合用药组 

图5 TP、地塞米松诱导 hut一1 02细胞凋亡交互效应轮 
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激活后 caspase一3 

A B C 

A．正常对照组；B．10一smoYL地塞米松组；C．12．5 nm01／L 

TP+10 mol／L地塞米松组 

图 6 GR、Caspase一3蛋白水平表达情况 
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及系统、内脏。临床治疗分早期和晚期，早期治疗以 GC外用 

常见，疗效明显，晚期联合化疗。然而由于疾病具有顽固性 、 

易复发性，再次治疗缓解率降低 ，常规药物疗效下降，且易出 

现激素耐受，影响疾病预后转归。如何拈抗激素耐受，维持或 

增强 GC临床疗效，已成为研究热点。 

TP有较强的抗炎、抗肿瘤及免疫抑制活性 ，有报道显 

示⋯，雷公藤作用后，重症急性胰腺炎大鼠胰腺组织中 GR表 

达上调。周太光等㈦研究结果表明，口服雷公藤制剂后，肾病 

型紫癜性肾炎患儿外周血淋巴细胞中GR的表达上调。但 TP 

与地塞米松联合作用皮肤淋巴瘤细胞 ，是否能上调细胞内 

GR的表达，增强地塞米松诱导的凋亡，未见报道。本实验以 

蕈样肉芽肿 hut一102细胞为研究对象，探讨 TP联合地塞米 

松，在抑制增殖和诱导凋亡上是否具有协同作用及其机制。 

在本实验中，TP和地塞米松对 hut一102细胞均有增殖抑 

制和诱导凋亡作用，随时间浓度增强。药物处理该细胞 24 h 

后显示，联合组(一定浓度 TP联合不同浓度地塞米松 )细胞 

抑制率明显较单药组高，且随药物浓度升高 ，差异愈加显著 

(P<0．01)，高浓度地塞米松联合组明显呈现协同(协同指数 

<1)，同时，联合组细胞凋亡率明显高于单药组，且具有交互 

效应。南此认为，TP可增强地塞米松体外诱导 hut一102细胞 

的凋亡，两者联合有协同性，即 TP与地塞米松联合有更好的 

抗 hut一102细胞作用。 

本实验进而通过对 GR和 Caspase一3两种蛋白表达的研 

究阐述了TP增强地塞米松诱导 hut一102细胞凋亡的可能机 

制。GR是一种配体依赖性的转录调节因子，与配体结合后 ， 

最终通过调节靶基因的表达发挥生理及药理作用。GC具有 

广泛的生物学效应，且主要是由 GR介导而发挥 。研究显 

示 ，GR的数量是 GC疗效的决定因素之一。笔者参阅中外 

文献，发现在多种肿瘤细胞中，随 GC作用，GR表达减少[8,12】。 

结合本实验结果 ，高浓度地塞米松作用 hut一102细胞后，GR 

表达较正常细胞减少(P<O．05)，这表明皮肤淋巴瘤 hut一102 

细胞同样存在激素耐受现象，大剂量使用激素后，其受体表 

达下调从而降低激素药物活性。当小剂量 TP与地塞米松联 

合作用后，GR表达上调 ，说明TP逆转了地塞米松作用下GR 

表达下降的趋向，从而能促进 GR与其配体的结合 ，使得地 

塞米松发挥更好的药物效果。Caspase在细胞凋亡过程中具 

有不可忽视的意义，其中Caspase一3更是处于关键位置，大多 

数触发细胞凋亡的因素均需通 Caspase一3介导的信号传导 

途径⋯ ，本实验中，联合用药组较地塞米松组 Caspase一3激 

活增强 ，说明TP同样可通过 Caspase途径增强诱导 hut—l02 

细胞凋亡。 

根据实验结果得⋯，TP联合地塞米松可明显抑制 hut一 

102细胞增殖 ，并增强诱导凋亡，药物间具有协同作用，其生 

物效应与 TP上调 GR、增强 Caspase一3激活有关 ，由此可以 

解释两者具有协同作用的部分机制。当然，是否还有其他机 

制有待进一步研究。 
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