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昆明山海棠碱通过线粒体途径诱导 Jurkat淋巴瘤细胞株细胞凋亡
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提　要:目的　研究昆明山海棠碱通过线粒体途径诱导细胞凋亡的作用。方法　THH 碱多剂量多时间点诱导 Jurkat细胞

后 ,采用Western blotting检测细胞内 Bcl-2表达的含量 、采用 JC-1 原位染色方法 、细胞免疫化学和流式细胞术等手段在单细

胞水平分析细胞线粒体膜 Apo2.7分子以及线粒体膜电位(ΔΧm)的变化。结果　THH 碱诱导后 Bcl-2 蛋白表达下调 ,线粒

体膜电位明显下降 ,线粒体膜 Apo2.7 蛋白分子表达显著增加。结论　THH 碱可通过线粒体途径诱导 Jurkat T 淋巴瘤细胞

株发生凋亡 ,并且 Bcl-2 蛋白参与了线粒体凋亡功能的启动。
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phoma cells via the mitochondrial pathway
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　　Abstract:Objective　To explore the effects of Tripterygium Hypoglaucum(Levl)Hutch(THH)alkaloids on

the apoptosis of Jurkat T lymphoma cells via the mitochondrial pathway.Methods　After Jurkat cells were induced

by THH alkaloids at different doses and at different time points , Bcl-2 expression was detected by Western blotting.

Apo2.7 molecules on mitochondrial membrane and mitochondrial membrane potential(ΔΧm)were measured by JC-

1 staining , immunocytochemistry and flow cytometry.Results　THH alkaloids could effectively reduce mitochondrial

membrane potential and Bcl-2 expression and increase Apo2.7 molecule expression in Jurkat cells.Conclusion　

THH alkaloids can induce the apoptosis of T lymphoma cells via the mitochondrial pathway .Bcl-2 takes part in the

role of the starting of apoptotic function of mitochondria.

　　Key words:Tripterygium Hypoglaucum (Levl)Hutch;apoptosis;mitochondrial membrane potential;Bcl-2;

Apo2.7;flow cytometry

　　已有的研究表明 ,细胞主要通过两条途径诱导凋

亡(apoptosis):死亡受体介导途径(Fas配体或 TNFα介

导)和线粒体途径
[ 1]
。线粒体膜电位的破坏是线粒体

参与调控中的早期重要事件:研究表明 ,线粒体膜电位

受 Bcl-2及其它 Bcl-2家族成员调控 ,在凋亡的早期阶

段 ,线粒体膜电位下降 ,导致细胞色素 C 等凋亡相关

蛋白释放 , 从而激活下游的一系列凋亡反应发生。

1996年发现一种线粒体膜蛋白分子 Apo2.7(38×10
3
),

其产生被认为是细胞凋亡发生和线粒体参与调控凋
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亡过程的一个重要的早期事件
[ 2]
。为进一步研究线粒

体在 THH诱导凋亡机制中的作用和变化 ,我们在 THH

处理 JurkatT 淋巴细胞白血病细胞株的凋亡中对 Bcl-2

表达 、线粒体膜电位 、线粒体膜蛋白分子 Apo2.7进行

了观察和研究。

1　材料和方法

1.1　THH 碱的准备
　　昆明山海棠总生物碱(简称 THH 碱)由第三军医大学附属

新桥医院药理基地帮助提取。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(V V))。

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
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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 ml。

1.3　Bcl-2的测定
　　使用常规Western blotting 方法 ,结果显示采用化学发光法 ,

X线胶片上曝光 , 自动 X 线胶片洗印机冲洗。兔抗人 Bcl-2 抗

体(一抗)和辣根过氧化物酶连接的鼠抗兔抗体(二抗)均购自

Santa-Cruz 公司。

1.4　Apo2.7蛋白分子的检测
　　采用细胞免疫化学法。 Apo2.7 分子单克隆抗体:7A6 克

隆 ,小鼠 IgG1 型 , 荧光素 PE 连接 , 购于 Counter-Immunotech 公

司。按试剂盒提供的方案进行 , 步骤为:5×105 个细胞的细胞

悬液 ,离心(200×g , 5 min), 将细胞沉淀用 100 μl的 0.1 mg ml

的 digitonin 在冰上处理 20 min , 2 ml的 FBS(2.5%FCS 的 PBS)洗

涤细胞沉淀 1次 , 加抗体暗处 、室温孵育 15 min , 用 2 ml的 FBS

洗涤细胞沉淀 1 次。 样本处理后进行流式细胞仪检测和显微

观察。

1.5　线粒体膜电位(ΔΧm)的测定
　　使用特异性阳离子染料 JC-1(Molecular Probe 公司 ,美国)染

色。细胞经 THH碱诱导后 , 在各剂量点 、时间点取样入流式细

胞仪测定管 ,加入 JC-1 ,(终浓度为 1.25μmol L), 37 ℃, 5%CO2

孵育 30 min , 然后进行流式细胞仪检测 , 同时在激光扫描细胞

仪下检测 、观察和摄影。

1.6　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 Fluorescence的发射荧光 , 以

575 nm 带通滤光片接收 PE 和 PI的发射荧光。每个样本记录

10 000个细胞。采用 DAS4.40 软件进行数据分析。

1.7　荧光显微观察
　　使用激光扫描细胞仪(Laser scanning microscopy , CompuCyte

公司 ,美国),激光源为氩离子激光 , 激发波长 488 nm , 显微镜下

观察 , CCD相机进行显微照相。

2　结果

2.1　THH 碱对 Bcl-2表达的影响
　　THH 碱(25 μg ml)诱导 Jurkat细胞后 24h 时显微观察已有

大量凋亡细胞发生 ,线粒体膜电位已大量降低 ,因而在 0 ～ 24 h

间对 Bcl-2 蛋白表达进行检测。结果显示 THH 碱诱导 12 h 后

Bcl-2 表达逐渐减弱 , 见图 1。

图 1　THH(25μg ml)诱导 Jurkat 细胞后 Bcl-2 蛋白表达

Fig 1　Bcl-2 protein expression in Jurkat cells induced by THH

alkaloids(25μg ml)

2.2　THH 碱对线粒体膜Apo2.7蛋白分子的影响
　　THH 碱处理后 , 线粒体膜 Apo2.7 蛋白含量增加 , 见图 2。

随着 THH碱剂量的增加和处理时间的延长 , Apo2.7 阳性细胞

率逐渐增加 , 具有强烈的时间和剂量的依赖性。 高剂量组 25

μg ml和 50 μg ml组为 4～ 8 h , Apo2.7 阳性细胞率陡然增加(从

8%左右升到 60%左右) , 之后继续上升直到最高值(70%～

80%);50 μg ml高剂量组 8 h后因大量细胞凋亡而进一步演变

为死亡裂解 ,因而阳性率已不能再增加;10 μg ml中剂量组在 4

～ 16 h时间段内阳性细胞率大幅度增加(6% 升到 70%);5μg 

ml低剂量组诱导 8h 后阳性细胞率才开始小幅度增加 ,最终(24

h)也只达到 30%的阳性率;空白对照组一直保持在 5%的背景

水平。高剂量组后期已有大量细胞凋亡 , 许多细胞已裂解为细

胞碎片。结果见图 2 , 3。

图 2　THH碱(25μg ml , 12 h)处理 Jurkat细胞后的线粒体膜蛋白

分子 Apo2.7增加。未凋亡细胞无荧光在此照片上不可见

Fig 2　THH alkaloids(25μg ml , 12h)induce the increased Apo2.7

molecules in Jurkat cells.Apo2.7 positive cell s are shown;the

negative cell s with no fluorescence are not visible

图 3　THH碱诱导 Jurkat细胞 Apo2.7蛋白分子凋亡的时间

和剂量依赖性

Fig 3　Time- and dose-dependent apoptosis of Apo2.7 in Jurkat

cells induced by THH alkaloids

2.3　THH 碱对线粒体膜电位的影响
　　细胞经 JC-1 染色后 , 线粒体膜电位较高时线粒体呈橙色 ,

膜电位较低时线粒体呈绿色 ,线粒体膜电位在去极化过程中红

/绿色荧光的比率降低。实验中正常细胞经 JC-1染色后线粒体

呈橙色 , THH 处理后细胞线粒体由橙色走向呈绿色 , 即线粒体

膜电位下降;死亡细胞线粒体呈绿色 。随着膜电位的降低 , 线
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粒体体积增大。

　　流式细胞仪结果表明 THH 碱诱导 6 h 后 , Jurkat细胞线粒

体开始绿色荧光分量增强 , 红色荧光分量降低 , 红/绿比率降

低 , 11 h 已有明显变化 , 16 h 后有进一步改变。说明细胞线粒

体膜电位 6 h左右开始下降 , 11 h 已经明显下降 ,高剂量下 16 h

后线粒体膜电位已有大幅度的降低 , 基本降至本底值 , 即完全

去极化。见图 4。

图 4　THH碱处理 Jurkat 细胞和 JC-1染色后细胞膜电位的动态变化

Fig 4　Dynamic changes of mitochondrial membrane potential(ΔΧm)in

Jurkat cells treated with THH alkaloids induced by JC-1 staining

3　讨论

　　线粒体是一个有双层膜(内膜和外膜)包围的细胞

器 ,是细胞呼吸作用和产生能量的细胞器 ,存在于大多

数真核细胞中 。1995年以前人们普遍认为线粒体不

参与凋亡过程 , 其理由基于两个结果 ,即:①凋亡过程

中线粒体在形态学上基本保持完整;②缺乏线粒体

DNA的细胞(ρ°细胞)同样能被诱导凋亡
[ 3]
。但随着

分子生物学的发展 ,一系列研究证实线粒体在凋亡中

扮演着重要角色 ,如在凋亡过程中发生线粒体膜电位

降低 、膜发生渗透性转换 、线粒体释放凋亡特异性酶激

活物等变化
[ 4]
。

　　到目前为止人们认为哺乳动物细胞凋亡有两条生

物学通路 ,死亡受体介导(Fas配体或 TNFα介导)的通

路和线粒体通路 , 之后激活下游的 caspase-3 , 再激活

caspase级联反应 , 激活的 caspase 可导致 DNA 片段

化
[ 1]
。前一个通路中 , Fas 配体或 TNFα激活 FADD

(Fas-associated death domain , Fas死亡结构域相关蛋白)

等后 ,激活 caspase-8 , 然后 caspase-8激活 caspase-3。

　　线粒体途径可被细胞内的应激反应所启动 ,这些

应激反应包括 DNA断裂 、蛋白激酶 、生存信号消失等。

细胞内的应激反应等凋亡信号引起 Bcl-2家族的 Bax

等成员接合到线粒体的外膜上 ,引起线粒体释放凋亡

特异性酶激活物等变化 ,这些凋亡蛋白包括能激活

caspase 的诱导因子(Apoptosis inducing factor , AIF)、细

胞色素 C(Cyt c , Apaf-2)和凋亡蛋白酶激活因子 1

(Apaf-1)等 ,Cyt-C 从线粒体的释放被认为是一个不可

逆地启动细胞死亡的关键信号
[ 4]
。Bcl-2拮抗 Bax 等

成员的作用。细胞色素 C 和凋亡蛋白酶激活因子 1

(Apaf-1)、dATP 或 ATP 、caspase-9结合 ,共同形成一个

大的复合物(称为 apoposome),导致 caspase-9激活 ,再

进一步激活下游的 caspase-3等 ,之后引起细胞核 DNA

片段化等一系列凋亡反应
[ 1]
。

　　线粒体可在凋亡的早期发生膜电位降低 。JC-1是

一种阳离子羰花青染料 ,可特异性地进入和聚集在线

粒体中 ,在低浓度时呈单体形式 ,发绿色荧光 ,在高浓

度时 ,呈 J-聚合形式 ,发橙色荧光 。与若丹明及其它羰

花青染料相比 , JC-1可以选择性地进入线粒体 ,并且随

膜电位的由高到低而呈现不同的由橙到绿的渐变过

程 ,因而流式细胞仪或激光扫描细胞仪可检测到其变

化 ,而不仅仅是阴性或阳性
[ 5]
。本研究中 , THH 碱在

诱导 Jurkat淋巴瘤细胞株凋亡的早期阶段即可引起线

粒体膜电位下降 ,THH的中 、高剂量诱导下 16h时基本

已下降到最低值 ,反映出线粒体在 THH 碱诱导凋亡的

早期即开始快速反应 ,并且其调控反应一直持续进行。

　　线粒体膜电位的降低(即去极化)会导致线粒体停

止产生 ATP ,进而导致内膜损伤 。线粒体膜电位的降

低可引起 PTP(Permeability transition pore , 渗透性转运

孔)的开放 ,在高传导开放状态 ,线粒体膜允许水和较

大分子进入有蛋白质富集的基质中 ,这个过程导致线

粒体肿胀
[ 6]
, 从图 1 中可看到这一点 ,即红色分量高

的线粒体体积小 ,而绿色分量高的线粒体体积大。

　　线粒体凋亡主要受制于 Bcl-2 和其它 Bcl-2家族

成员
[ 7]
。研究表明 ,Bcl-2能抑制线粒体释放细胞色素

C 、AIF 到胞浆中 ,进而抑制凋亡的发生;我室前期研究

已发现THH碱能诱导HL-60细胞 bcl-2mRNA下调 ,本

研究在蛋白水平上也可见 bcl-2表达下降 ,因而可以肯

定THH 碱的凋亡涉及 bcl-2基因的表达下调 ,并启动

线粒体的凋亡功能。

　　近年发现线粒体膜蛋白 Apo2.7分子(38×10
3
)是

线粒体参与凋亡调控反应的早期标志 ,并且此蛋白也

可能参与凋亡分子的级联反应
[ 2]
。ARA-c、γ射线和

Anti-CD95等凋亡诱导剂均可诱导Apo2.7蛋白显著增

加 ,其增加常常伴随着线粒体膜电位下降 、细胞色素 C

和Apaf-1释放 、caspase-9 激活等一系列的线粒体与凋

亡有关的生化事件发生
[ 8 ～ 9]

。本结果显示 THH 碱在

诱导 Jurkat细胞凋亡的过程中线粒体膜蛋白 Apo2.7

分子出现 ,且具有强烈的剂量 、时间依赖关系 ,进一步

证明线粒体参与其凋亡过程的调控和通过线粒体通路

而诱导细胞凋亡的。

　　综上结果可见 ,在 THH碱诱导 Jurkat T 淋巴瘤细
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胞凋亡的过程中 , Bcl-2蛋白调控线粒体即早反应 ,膜

蛋白Apo2.7分子增加 、膜电位快速降低并维持这种低

电位至濒临死亡 。并可以推断其可能通过释放细胞色

素C 、AIF 等凋亡相关因子进一步调控下游的 caspase

活化 、核 DNA片段化等凋亡反应 。

　　(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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术中纤维结肠镜在诊断小肠出血中的价值

Diagnostic value of fibrocolonoscope for bleeding of small intestine during the operation

熊有志 ,石　彦 ,孙念绪 ,余佩武　　(第三军医大学附属西南医院普通外科 ,重庆 400038)

　　屈氏韧带以下的消化道出血 , 常因出血部位不清楚 , 导致

手术困难 ,而术中纤维结肠镜对不明原因的小肠出血能定位和

明确原因。我科 2000-2001 年经术中纤维肠镜检查下消化道出

血 12例 , 报告如下。

1　材料和方法

1.1　一般资料
　　12 例中男性 7 例 ,女性 5 例 , 年龄 23 ～ 71 岁 , 平均年龄为

35 岁。

1.2　临床表现
　　主要表现为鲜血便 、暗红色血便或黑便 , 此外尚有因血容

量不足而引起的一系列临床表现 ,其中急性出血量估计在1 500

ml以上的 4 例 , 500～ 1 000 ml的 3 例 , 间断发作性出血的 2 例 ,

长期反复出血的 3例。

1.3　术前检查
　　均行胃镜检查 ,在十二指肠降段以上未见有出血病灶和血
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迹 ,急诊行结肠镜检查 12 例 ,均未见全结肠及回肠末端内有新

鲜血便 ,无活动性出血灶 , 8 例常规行结肠镜检查回肠末端和全

结肠未见明显的异常。6 例行全消化道钡餐造影检查无异常发

现 ,6 例 DSA 造影见 2 例小肠血管畸形 , 全部患者均行腹部 B

超检查 ,部分患者进行腹部 CT检查 ,均无明显异常。

1.4　术中肠镜检查方法
　　应用 Olympus-2OI型纤维结肠镜 , 剖腹后由手术医师在空

肠末端做一小切口 ,操作者在手术医师的帮助下经此切口将肠

镜插入小肠内 ,向内侧插入十二指肠内 , 降段向肛侧插至回盲

瓣 ,对小肠逐段进行观察 , 操作中应注意切口保护 ,动作轻柔。

2　结果

　　12 例中手术前不明原因的小肠出血通过术中的肠镜和冰

冻切片检查全部明确出血的原因和部位。出血原因:①以肿瘤

和血管发育不良多见 ,其中肿瘤 6例(平滑肌瘤 2 例 , 平滑肌肉

瘤1 例 , 淋巴瘤 2例 , 腺瘤 1 例), 血管发育不良 3 例(海绵状血

管瘤 1例 , 动静脉畸形1 例 , 血管瘤1 例), 此外Meckels憩室 , 伤

寒 , Crohn病例各一例;②出血部位:均为单一出血灶 , 部位以回
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