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昆明山海棠碱诱导 Jurkat 淋巴瘤细胞膜磷脂酰丝氨酸外翻及瘤细胞超微结构改变

的研究
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　　提　要:目的　检测昆明山海棠碱(THH 碱)诱导 Jurkat T淋巴瘤细胞的凋亡效应。方法　THH 碱多剂量多时间点诱

导 Jurkat T淋巴瘤细胞细胞后 ,采用 Annexin-V-Fluorescence标记膜外翻磷脂酰丝氨酸(Phosphatidylserine , PS)的凋亡细胞 , 同

时荧光素PI标记坏死细胞 , 流式细胞术检测分别检测其阳性细胞率。同时采用判断凋亡发生的“金标准”———形态学观察

方法观察其超微结构的改变。结果　THH 碱诱导后磷脂酰丝氨酸外翻的细胞显著增加 ,有明显的时间和剂量相关性 , 超

微结构观察可见大量细胞明显发生细胞体积缩小 、核固缩 、胞浆浓缩 、凋亡小体形成等凋亡典型的形态特征。结论　THH

碱能非常显著地诱导 Jurkat T淋巴瘤细胞发生凋亡。
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Tripterygium Hypoglaucum (Levl)Hutch alkaloids induce the translocation of phos-
phatidylserine and ultrastructural changes of Jurkat T lymphoma cells
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　　Abstract:Objective　To detect the apoptotic effect of Tripterygium Hypoglaucum(Levl)Hutch (THH)alka-

loids on Jurkat T lymphoma cells.Methods　After Jurkat cells were induced by THH alkaloids at different time

points and different concentrations , translocated phosphatidylserine(PS)was labeled with Annexin-V-Fluorescence

and the dead cells labeled with propidium iodide(PI).PS translocated cells and dead cells were measured with flow

cytometry.The morphological changes , including ultrastructural changes , were observed.Results　THH alkaloids

could effectively induce the translocation of phosphatidylserine in time- and dose-dependent manners.Observation of

the ultrastructural changes showed that there were a series of typical apoptotic changes , including decreased cell vol-

ume , apoptotic bodies , pyknosis and condensed cytoplasm.Conclusion　THH alkaloids can effectively induce the

apoptosis of Jurkat T lymphoma cells.
　　Key words:Tripterygium Hypoglaucum (Levl)Hutch;apoptosis;microscope;electron;phosphatidylserine

　　细胞凋亡(Apoptosis),是特殊的细胞死亡形式 ,是

在基因控制下的主动死亡 。细胞凋亡在许多人类疾病
和治疗方面有着重要作用 ,凋亡失调是多种类型疾病

的一个共同特征 ,因此凋亡机制研究越来越受到人们

的重视
[ 1]
。

　　昆明山海棠 [ Tripterygium Hypoglaucum (Levl)

Hutch ,简称 THH]是中国传统中药 ,为卫矛科雷公藤属
植物 ,分布在我国西南地区 ,临床上主要用于治疗类风
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湿性关节炎 、红斑狼疮等自身免疫病以及其它种类的

疾病 ,其毒性远小于雷公藤
[ 2]
。近年我室的研究首次

发现 THH水提取液能诱导多种细胞凋亡
[ 3 , 4]
。昆明山

海棠的主要成分有生物碱 、色素剂类和萜类 ,其中生物
碱在临床上治疗自身免疫病等疾病的疗效最好且毒副

作用最小
[ 2]
,因此本研究进一步采用检测早期凋亡的

敏感方法———细胞膜磷脂酰丝氨酸外翻
[ 5]
和凋亡“金

标准” ———显微和超微形态学观察研究昆明山海棠生
物碱(THH 碱)的凋亡效应 。

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
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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 T 淋巴瘤细胞(Nuesse 博士

惠赠)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 ml。

1.3　Annexin-V +PI(Propidium Iodide)染色
　　该染色方法的基本原理是:磷脂酰丝氨酸(Phosphatidyl-

serine , PS)在正常情况下位于胞膜的内侧;当细胞凋亡后 , PS 从

胞膜的内侧翻转至外侧 , 即外翻。 PS 外翻后可与标记有 Fluo-

rescence的 Annexin-V(Annexin-V-Fluorescence)高度亲和 , 从而被

荧光标记。凋亡后继发坏死细胞因其胞膜的完整性遭到破坏 ,

荧光素 PI可进入细胞将细胞核标记。通过该方法染色后 , 凋

亡细胞在 488nm光激发下胞膜发绿色荧光 ,胞核无荧光;凋亡

后继发坏死细胞的胞膜发绿色荧光 ,胞核发红色荧光。

　　Annexin-V-Fluorescence 试剂盒购于 Roche 公司(Annexin-V-

FLUOS , Cat.No.1 828 681))。染色方法按说明书进行 ,步骤为:

每样本收集 5×105 个细胞 ,离心去培养基 , PBS 洗 1 次 , 加含 PI

(碘化丙啶 , Sigma公司产品)的 Annexin-V-Fluorescence标记液 ,

暗处室温标记15 min , 进行流式细胞仪检测 , 同时进行荧光显

微观察。

1.4　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 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。

1.5　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。

1.6　超微结构观察
　　Jurkat细胞经 25 μg ml THH 碱诱导后 ,分别在 12 h 和 24 h

时间点取样。取样后 ,离心去掉上清 , 4 ℃PBS 洗1 次 , 4%戊二

醛固定 , 1%锇酸后固定 , 然后进行常规的乙醇 、丙酮梯度脱水

和Epon-812 浸透包埋 , 超薄切片 , 铅铀双染色后置透射电镜

(JEM-2000型)下观察 、摄影。

2　结果

2.1　检测磷脂酰丝氨酸外翻
2.1.1　流式细胞仪检测结果　　流式细胞仪检测结果可见有

3 个细胞群体 , 第 1 个群体是 PI和 Annexin-V-Fluorescence 均低

染(PI-、Fluorescence-), 是正常细胞;第 2 个群体是 Fluorescence

高染而 PI 低染(PI-、Fluorescence+), 属凋亡细胞;第 3 个细胞群

体是 PI 和 Fluorescence均高染(PI+、Fluorescence+),属凋亡后

发展导致的坏死的细胞。

　　THH 碱 10、25、50、100 μg ml等 4 个剂量均可诱导 PS 外翻

和凋亡。10 μg ml剂量下处理 12 h 后细胞 PS 外翻的阳性率已

显著增加 , 高于 10 μg ml的其它 3 个剂量处理下 6 h 后细胞的

阳性率已显著增加;之后 , 随着处理时间的增加 , 细胞的阳性率

也继续增加。而正常对照一直保持在 3%左右的本底水平。

　　THH 碱处理细胞后可诱导细胞从凋亡走向坏死。各剂量

组在12 h时其坏死细胞的阳性率即有明显增加 ,之后各剂量组

的坏死细胞阳性率几乎直线增加。而正常对照一直保持在 3%

的本底水平。具有强烈的时间和剂量依赖关系 ,见图 1。

图 1　THH碱诱导 Jurkat 细胞后凋亡后继发坏死的细胞百分率

Fig 1　Cell percentage of necrosis after apoptotic Jurkat T

lymphoma cell s induced by THH alkaloids

　　THH碱处理细胞后凋亡和凋亡后继发坏死的细胞总和的

百分率随着处理时间的延长呈持续增加 ,在 48 h后几乎全部死

亡(凋亡+坏死),见图 2。

图 2　THH碱诱导 Jurkat 细胞后凋亡细胞合并坏死细胞的百分率

Fig 2　Percentage of apoptotic and necrotic Jurkat T lymphoma

cells induced by THH alkaloids

2.1.2　荧光显微镜观察　　经 THH 碱处理后的细胞在荧光显

微镜下可见磷脂酰丝氨酸外翻的细胞增加 , 即细胞膜标记上绿

色荧光 ,细胞皱缩 、染色质凝集等凋亡特征;随着诱导时间的延

长 ,坏死细胞逐渐增加 , 即细胞膜破损后 PI可进入细胞染胞核

为红色荧光 ,核碎裂细胞增加。见图 3。

2.2　超微结构观察
　　THH碱 25 μg ml诱导 Jurkat细胞后 , 在 0(对照)、12 、24 h 时

相点取样进行透射电镜观察。 除 0 h(对照)外 , THH 碱诱导后

电镜下可见细胞体积缩小 、核固缩 、异染色质结块边集呈新月

形 、胞浆浓缩 、电子密度增大 、核裂解 、凋亡小体形成等多种典
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型的凋亡形态学变化 , 见图 4。镜下可见 24 h 时间点样本比

12h时间点样本的细胞凋亡率更高。

A:Normal cell , which can not be seen because of no fluorescence in the

cell;B-D:Apoptotic cells:plasma membrane is stained with green fluores-

cence due to phosphatidylserine expression in apoptotic cells;C and D:

Shrinking membrane;E-G:Necrotic cells after apoptosi s(stained by PI);

F:Condensed nucleus;G:Fragmentary nucleus.The changes from E to G

show the apoptotic process(red arrow)instead of the gradually changing

process of one cell(Laser scan cytometer , ×40)

图 3　THH碱诱导 Jurkat 细胞后凋亡形态学特征 , Annexin-V-Fluores-

cence(green) PI(red)

Fig 3　Morphological features of apoptotic Jurkat T lymphoma cells in-

duced by THH alkaloids(25 μg ml , 24h).Cells are stained with

Annexin-V-Fluorescence(green)and Propidium Iodide(PI , red)

A:(a)marginate chromatin to form a crescent;(b)condensed cyto-

plasm　(TEM×6 000);B:(a)typical apoptotic cel ls with condensed

cytoplasm and chromatin　(TEM×4 000)

图 4　THH碱诱导 Jurkat细胞后的超微结构变化

Fig 4　Ultrastructural changes of Jurkat T lymphoma cells induced

by THH alkaloids

3　讨论

　　机体细胞的增殖与死亡(坏死 、凋亡)过程达到动

态平衡是维护其自身恒定的必要条件 ,细胞凋亡过度

或不足可导致多种疾病:①肿瘤:如 B 淋巴细胞瘤 、白

血病 、前列腺癌 、乳腺癌 、原发性肝癌等;②神经系统疾

病:如 Alzheimer病 、肌萎缩 、侧索硬化症等;③心脏疾

患:如局部缺血性心脏损伤 ,化疗诱导的心肌抑制等;

④免疫系统疾病:如艾滋病(AIDS)、Ⅰ型糖尿病 、红斑

狼疮 、Sjogren综合征 、肾小球肾炎等
[ 1]
。这些疾病严重

困扰着人类的生存和健康 ,而传统的治疗药物在根治

方面效果甚微 ,多数情况下仅是一种姑息治疗 ,而它们

强烈的毒副作用又是一个难以解决的问题 ,这些不仅

给患者带来很大痛苦 ,而且给患者家庭和社会带来多

方面的损失。

　　在世界范围内 ,药物的研究已逐渐转向天然动植

物 ,我国传统的中医中药已越来越受到人们的青睐 ,中

医中药治疗肿瘤和其它疾病已成为治疗领域的一大特

色。但是中医治疗开展扶正培本 、清热解毒 、活血化瘀

等治疗理论必须与现代生物学技术相结合 ,才能为治

疗和预防提供可靠的科学机制 。

　　现已发现许多中药和其它天然动植物具有强烈诱

导细胞凋亡的作用 。如砷剂 、喜树碱 、紫杉醇等 ,它们

不仅在国内受到重视 ,而且在国外也开始受到关注 ,显

示出诱人的前景 。研究表明抗白血病药物砷剂

(As2O3)对急性早幼粒细胞白血病(APL)细胞有促进

细胞凋亡 、诱导分化的作用 ,经临床观察 CR(完全缓

解)率高 ,且不引起出血和骨髓抑制 ,能下调 bcl-2基因

表达
[ 6 , 7]
。紫杉醇能诱导多种细胞凋亡

[ 8]
,在临床上

用于治疗卵巢癌 、乳腺癌 、肺癌等多种肿瘤
[ 9]
;喜树碱

能诱导Hale 宫颈癌细胞等细胞凋亡 ,在临床上用于治

疗胃癌 、宫颈癌 、卵巢癌等 。对这类植物药成分的分离

分析和生物机制研究推动这类药物的临床应用 ,开辟

了肿瘤治疗的新领域 ,如喜树碱 、紫杉醇已被美国 FDA

批准在临床上使用 ,而且已用于治疗其它药物无效的

肿瘤
[ 10]
。

　　THH 是一种有毒中药 ,与雷公藤同属 ,但毒性较

雷公藤小得多 ,具有抗炎 、抗肿瘤等作用 。我室前期实

验发现 THH 水提取液能有效诱导 Jurkat细胞 、CHE细

胞 、NIH3T3 细胞和HL-60细胞凋亡 ,THH碱可诱导 HL-

60细胞 bcl-2 mRNA表达下调和凋亡
[ 11]
。本研究结果

证实 THH碱在诱导 T 淋巴瘤细胞凋亡的早期阶段细

胞膜发生PS外翻 ,并且随着凋亡的进一步发展 ,细胞

逐渐发生胞膜破损 、胞体皱缩 、染色质凝聚 、核裂解 、凋

亡小体形成等一系列非常典型的凋亡特征性改变 ,有
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非常明显的量效和时效关系 ,是一种非常强烈的凋亡

诱导剂 ,提示THH 碱通过进一步研究有可能开发成为

一种抗肿瘤新药 。
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五味祛风湿消痛灵抗炎 、镇痛作用的实验研究

Experimental study on anti-inflammatory and analgesic action of WWFSL
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　　五味祛风湿消痛灵(简称五味风湿灵 , 用符号WWFSL 表

示)是由雪莲 、多刺绿绒蒿 、伸筋草 、骨碎补 、刺五加等中藏药配

伍组成[ 1] , 方中各药均有祛风利湿 、舒筋活络 、强筋骨 、抗炎镇

痛作用 ,为验证该配方的药效学 , 我们进行了抗炎 、镇痛等动物

实验研究。现报告如下。

1　材料

　　药品与试剂:五味祛风湿消痛灵 , 制备方法:用 90%乙醇回

流 3次提取其活性物 , 提取液放冷 , 过滤 , 滤液减压下浓缩至糖

浆状 ,然后将其放到 80 ℃水浴中浓缩成浸膏剂(3.8 g生药 g),

临用前用蒸馏水稀释至所需浓度;跌打丸(青海三普药业股份

有限公司生产 ,批号:010216);角叉菜胶(美国 Sigma公司生产 ,

批号:150400);巴豆油(本院植化室协助制备)。

　　动物:Wistar大鼠 ,雌雄兼用 ,体质量(140±20)g;昆明种小

鼠 ,雌雄兼用 , 体质量(20±2)g(青海省实验动物中心提供)。

　　统计学方法:两组间比较采用 t 检验。

2　方法与结果

2.1　抗炎实验
2.1.1　对二甲苯致小鼠耳壳肿胀的影响实验　　参照文献

[ 2 , 3] 取小鼠 40 只 ,随机均分为 4 组 ,即:生理盐水组 、阳性药跌
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打丸组 、五味风湿灵高 、低剂量组 ,口服 , 1 d , 连续 5 d , 末次给药

后将二甲苯 0.04 ml涂于小鼠左耳壳两面致炎 , 30 min 后处死

小鼠 ,剪耳 , 打孔 、称重 , 求其抑制率。

　　结果表明 ,五味风湿灵对二甲苯引起的耳部肿胀有明显抑

制作用 ,可使充血 、水肿减轻(P<0.01)。

2.1.2　观察对大鼠角叉菜胶致足跖肿胀的影响　　参照文献

[ 2 , 3] 取大鼠 32 只 , 随机均分为 4 组(同上), 口服 , 1 d , 连续 5

d。致炎前测定大鼠足跖体积 , 末次给药后 , 于各组鼠右后足跖

皮下注射 1%角叉菜胶 0.1 ml , 于致炎后 1、2 、3、4 、5 、6 h 测右后

足跖体积 ,用致炎前 、后体积之差作为肿胀度。

　　结果表明 ,五味风湿灵对角叉菜胶引起的足跖肿胀急性炎

症有明显的抑制作用 ,疗效至少能维持 6 h以上(P <0.01)。

2.1.3　对大鼠肉芽肿的影响[2 ,3]用巴豆油气囊法(N2), 取大鼠

40 只 ,随机均分为 4 组 , 每鼠于背部肩胛区皮下注射 20 ml N2

形成气囊 ,并向气囊内注入 1%巴豆油0.5 ml ,致炎 24 h 后口服

给药 ,连续 6 d ,第 7 天处死。

　　结果表明 ,五味风湿灵对肉芽肿和囊内渗出液有明显抑制

作用(P<0.01)。

2.2　镇痛实验
2.2.1　热板法　　参照文献[ 3 , 4] , 用(55±0.5)℃热板筛选

合格的雌性小鼠 40只 , 随机均分 4 组 , 重测痛阈值 , 口服 ,连续

7 d ,末次给药后1 、2、3、4、5、6 h 测痛阈值。

　　结果表明 , 五味风湿灵能延长小鼠热板法的疼痛反应时

间 ,而且高剂量组作用强于阳性对照组(P <0.01)。
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