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昆明山海棠碱诱导 Jurkat淋巴瘤细胞株的 PARP酶剪切和 caspase-3激活

杨录军
1
,敖　琳

1
,Nuesse Michael

2
,曹　佳

1
　　(1 第三军医大学预防医学系卫生毒理学教研室 , 重庆 400038;2 GSF-National

Research Center for Environment and Health , Neuherberg , Germany , D-85764)

　　提　要:目的　探讨昆明山海棠碱诱导淋巴瘤细胞凋亡过程中 caspase-3 和 PARP 酶的作用 , 以了解 THH 碱诱导细胞

凋亡的机制。方法　THH碱诱导 Jurkat T 淋巴瘤细胞后 , FAM-DEVD-FMK荧光标记活化的 caspase-3 , 免疫细胞化学方法荧

光标记 PARP酶剪切后的 89×103 片段 ,均以流式细胞术检测。结果　THH 碱能有效诱导 caspase-3 激活和 PARP酶剪切。

结论　提示在THH 碱能诱导 JurkatT 淋巴瘤细胞凋亡过程中 caspase-3 和 PARP酶参与调控 , 它们可能抑制了受损伤 DNA

的修复 ,从而导致 DNA片段化。
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　　Abstract:Objective　To explore the roles of caspase-3 and poly(ADP ribose)polymerase(PARP)in the ap-

optotic process of Jurkat T lymphoma cells induced by Tripterygium Hypoglaucum (Levl)Hutch alkaloids to under-

stand the mechanisms of the apoptosis.Methods　After induction by the alkaloids , the activated caspase-3 was fluo-

rescenc-labelled with FAM-DEVD-FMK and PARP cleavage was detected immunocytochemically using antibody which

can recognize its 89×10
3
fragment.Then determination by flow cytometry was performed.Results　The THH alka-

loids could effectively induce PARP cleavage as well as activation of caspase-3.Conclusion　We conclude that

caspase-3 and PARP take part in the modulation of apoptosis induced by THH alkaloids , resulting in DNA fragmenta-

tion by means of inhibition of the repair of the damaged DNA.

　　Key words:Tripterygium Hypoglaucum (Levl)Hutch;apoptosis;poly (ADP ribose)polymerase;DNA re-

pair;caspase-3

　　Caspase-3是凋亡过程中的中心执行器或称为中心

效应器 ,它可与凋亡效应期的诸多事件关联 ,如染色体

凝聚 、DNA断裂等形态学变化
[ 1]
。多聚 ADP 核糖多聚

酶[ Poly (ADP ribose)polymerase ,PARP]是一个高度保

守的核酶 ,可被 DNA 损伤所激活并在 DNA 修复机制

中起重要作用 。在凋亡的早期阶段 , PARP 被效应

caspase 剪切
[ 2]
。Caspase-3可将未活化形式的 PARP 蛋

白剪切成 89×10
3
、24×10

3
两个片段 ,PARP 蛋白的剪

切被认为是细胞凋亡过程的一个特征
[ 1]
,其特异的剪
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切片段是细胞凋亡重要事件。

　　昆明山海棠 [ Tripterygium Hypoglaucum (Levl)

Hutch ,THH]的水提取液和其生物碱均能有效诱导细

胞凋亡
[ 3～ 5]

, 其中其生物碱是毒性小 、药效好的成

分
[ 6]
。

　　本研究采用免疫细胞化学方法和流式细胞术技术

对THH 碱诱导的 Jurkat T 淋巴瘤细胞凋亡进行了单细

胞水平上的PARP 剪切和 caspase-3活化细胞率的多剂

量多时间点的检测 ,以探明它们在 THH 诱导凋亡机制

中的作用 。

1　材料和方法

1.1　THH 碱的准备
　　昆明山海棠总生物碱(THH 碱)由第三军医大学附属新桥
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医院药理基地提取。实验前将 THH 碱干粉先溶于 DMSO ,再用

无菌去离子水调制各个实验用浓度 , DMSO 在细胞培养液中的

含量均小于 1 1 000。

1.2　细胞培养和THH 碱处理

　　使用处于对数生长期的 Jurkat细胞进行实验。细胞培养采

用 RPMI1640培养基(Gibco 公司 , 美国), 10%的 FCS(Hyclone 公

司 ,美国)。培养条件:37 ℃, 相对湿度 90%, CO2 浓度为 5%。

每培养样本采用为含 4 ml细胞悬液的细胞培养皿 ,细胞初始密

度为 3.0×105 个 ml。

1.3　PARP 剪切片断的测定
　　抗 PARP抗体为兔多克隆抗 PARP的 89×103 片段抗体 , 剪

切位点 214 215 , FITC 连接(BioSource 公司产品 , 美国), 标记按

试剂盒提供的方案进行 ,步骤为:取 1×106 个细胞的细胞悬液

入12 mm×75 mm 的流式仪试管中 , 室温离心去上清 , 加 2 ml

FBS(含 1%FCS 的 PBS)洗涤细胞 1 次 , FIX 固定液(50 mmol L

PBS 中含 4%多聚甲醛 , pH7.3)冰上固定细胞 10 min , 离心去

上清 , 1 ml PERM缓冲液(50 mmol L PBS 含 1% FCS 、1%叠氮钠

和 0.1%皂角苷 , PH 7.3)洗涤细胞2 次 ,加 40μl PERM 缓冲液 、

10μl标有 FITC 的 PARP 抗体重悬浮细胞沉淀 , 冰上孵育 30

min;2 ml PERM 缓冲液洗涤细胞 1次 , 加 0.5 ～ 0.3 ml PBS 重新

悬浮细胞并上流式仪检测。

1.4　凋亡蛋白酶 caspase-3活性分析
　　FAM-DEVD-FMK 是标记有羧基荧光素 FAM 的 caspase-3 抑

制剂(DEVD:benzyloxycarbonyl aspartyl glutamy lvalylaspartic acid ,

天冬-谷-缬-天冬氨酸;FMK:fluoromethyl ketone , 氟甲酮), FAM-

DEVD-FMK进入细胞后能被活化的 caspase-3 不可逆地剪切后

发出绿色荧光。

　　Caspase-3 活性检测按试剂盒(Intergen 公司 ,美国)提供的方

案进行 ,步骤为:取 300μl含 3×105 个细胞的样品细胞悬液 , 直

接加入 10 μl 10×的 FAM-DEVD-FMK 工作液 , 置入 37 ℃、5%

CO2 的培养箱中孵育 1 h , 用 2 ml洗液洗涤细胞 2 次 , 加入 400

μl含适量 PI 的洗液重新悬浮细胞沉淀 , 染色后进行流式细胞

仪分析。

1.5　流式细胞仪检测及数据分析
　　使用 FACStar+流式仪 , 激光源为氩离子激光 , 激发波长

488 nm , 515 nm 的带通滤光片接收 FITC 的绿色荧光和剪切后的

FAM-DEVD-FMK的绿色荧光 , 以 575 nm 带通滤光片接收 PI 的

发射荧光。 每个样本记录 10 000 个细胞。 采用 DAS4.40 软

件[ 7]进行数据分析。

2　结果

2.1　THH 碱对凋亡蛋白酶 caspase-3活性的影响
　　在流式细胞仪检测结果图中 , 正常未凋亡细胞 , 即 caspase-

3 阴性细胞 ,为低绿色荧光 、低红色荧光 ,分布在窗口 1;caspase-

3 活化细胞 ,即 caspase-3 阳性细胞 ,为高绿色荧光 、低红色荧光 ,

分布在窗口2;窗口 1和窗口 2 之外是PI阳性的坏死细胞 , 坏死

细胞的细胞膜破损后 , PI可通过细胞膜染上细胞核。

　　caspase-3 在 25、50 μg ml THH 碱诱导后均在 4 h 后活性迅

速增加 , 12 h 时已达到较高活性 , 之后至 28 h 活性仍在小幅度

增加 ,保持在一个高平台水平。见图 1。

图 1　THH碱对 Jurkat 细胞 caspase-3活性的影响

Fig 1　Effects of THH alkaloids on caspase-3 activity of Jurkat cell s

2.2　THH 碱对 PARP 剪切的影响

　　Jurkat细胞在 THH 诱导 4 h 后 PARP剪切片段开始增加 , 8

h 时 10、25、50 μg ml剂量下均有显著增加(P <0.01);之后随着

时间的延长 ,仍持续增加至 28 h。

图 2　THH碱诱导 Jurkat 细胞 PARP剪切发生率

Fig 2　Percentage of Jurkat cells with PARP p89 induced by THH alkaloids

3　讨论

　　目前认为 ,细胞凋亡可分为 3个期:启动期(Initia-

tion phase)、效应期(Effector phase)和降解期(Degradation

phase)。在启动期 ,细胞收到诱导细胞死亡的信号和

刺激 ,如必要的存活因子缺乏 、新陈代谢支持不足 、死

亡信号受体-配体结合 、外来毒物 、高温 、辐射造成亚致

死性损伤等就会启动细胞凋亡 。在效应期 ,上述反应

转到常规的新陈代谢反应中发生效应 ,然后执行细胞

“自杀”程序。在降解期 ,细胞激活异化性酶 ,放弃进行

进一步的修正 ,在这期细胞出现凋亡的形态学和生化

特征性变化 ,如 DNA片段化 、大量蛋白分解
[ 8]
。

　　Caspase家族在介导细胞凋亡的过程中起着非常
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重要的作用 ,其中 caspase-3为关键的效应分子 ,它可

催化多种细胞内特异蛋白的激活。它在凋亡信号传导

的许多途径中发挥着重要功能 。Caspase-3可经细胞色

素C 、caspase-9 途径激活 ,也可以通过另外的途径激

活。Caspase-3正常以酶原(32×10
3
)的形式存在于胞

浆中 ,活化的 caspase-3由两个大亚基(17×10
3
)和两个

小亚基(12×10
3
)组成 ,裂解相应的胞浆胞核底物 ,最

终导致细胞凋亡
[ 9]
。但在细胞凋亡的晚期和死亡细

胞 , caspase-3的活性明显下降 ,这应该是本研究中 THH

碱诱导12 h后激活速度减慢的原因。

　　正常情况下 DNA 损伤后细胞内可发生一个即刻

反应 ,即PARP酶合成 Poly(ADP-核糖)用于 DNA断裂

的修复 。PARP 酶和其激活的后翻译修正(Post-transla-

tional modification)机制 ,长期以来被认为是细胞遭受遗

传毒物损伤后细胞修复存活的主要功能 ,PARP酶对维

持基因组的完整性方面起着关键性的作用(包括基本

的切除修复 、坏死和凋亡)
[ 1]
。在细胞凋亡过程中 ,激

活的 caspase 能够依次地相互激活 ,以至使 DNA 修复

机制失效 ,其中 caspase-3 能将 PARP 酶剪切成 p89×

10
3
和 p24×10

3
两个片段 ,使其失去 PARP原酶的正常

功能
[ 10]
。

　　本研究结果显示 THH碱诱导 Jurkat细胞后能有效

地诱导 caspase-3激活 ,以及引起 PARP 酶剪切 ,使其失

去正常的维持 DNA 完整性的功能。Caspase-3激活和

PARP剪切均在 4 h后几乎同时开始反应 ,但 caspase-3

激活反应在这期间更剧烈。因此本研究表明 THH 碱诱

导了 caspase-3活化并很快参与了 PARP酶的剪切。
　　(感谢新桥医院临床药理基地徐颖硕士在昆明山海棠碱的

制取中给予的热情帮助。)
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　　(上接 1504页)
2.2.2　扭体法　　按文献[ 3 , 4] , 取小鼠 40 只 , 随机均分为 4

组 , 2 d , 连续 3 d ,末次给药后腹腔注射 0.6%醋酸溶液 0.1 ml ,

观察 30 min 内扭体反应的次数。

　　结果表明 ,五味风湿灵对醋酸引起的小鼠扭体反应均有显

著的抑制作用(P<0.01)。

3　讨论

　　五味祛风湿消痛灵作为抗风湿药应用于临床 , 主要治疗类

风湿性关节炎(Rheumatoid arthritis , RA)等病症。 RA的基本病理

大致包括滑膜炎症(渗出 、浸润)、增生 、肉芽组织形成诸阶段。

主要临床表现以关节肿胀 、疼痛 、压痛 、晨僵为突出症状。病因

至今尚未完全明确。因此 , 对 RA 的治疗目前仍侧重于改善症

状和控制关节结构受损这两个方面[5] 。

　　五味祛风湿消痛灵通过本次动物试验研究证明 , 能够明显

地抑制急性 、亚急性炎症反应 , 而作用于病变的不同阶段。 首

先它对二甲苯诱发小鼠耳部水肿 、角叉菜胶致大鼠足肿胀有明

显地抑制作用 , 这无疑对疾病早期阶段的炎症反应(渗出 、浸

润)有较好的治疗作用。其次 , 它对肉芽肿的形成和囊内渗出

液也有明显的抑制作用 ,这就大大减缓了病证的发展趋势。 通

过上述作用 ,来达到消炎的目的。

　　通过本次研究还可看出 ,五味祛风湿消痛灵在缓解疼痛方

面 ,也有较强的作用。它对热板法和扭体法刺激小鼠引起的疼

痛均有明显抑制作用。 可以说 , 该药有较强镇痛作用 , 并以此

来改善临床症状 ,减轻病人痛苦。

　　五味祛风湿消痛灵是藏医经典方 , 为纯植物药 , 因毒副作

用小而倍受患者欢迎。本研究说明其有较强的抗炎 、镇痛作

用 ,为本药的临床应用提供了初步的实验依据 。

　　关键词:五味祛风湿消痛灵;抗炎;镇痛
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