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昆明山海棠碱诱导 Jurkat淋巴瘤细胞核 DNA链断裂和 DNA片段化
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　　提　要:目的　探讨昆明山海棠碱对淋巴瘤细胞核 DNA 的影响 , 以了解 THH 碱诱导细胞凋亡的机制。方法　THH

碱诱导 Jurkat 细胞后 , TUNEL荧光标记 DNA 链断裂 ,细胞 DNA含量分析方法分析 DNA片段化 ,均以流式细胞术检测。 结

果　THH碱能诱导 Jurkat淋巴瘤细胞 DNA链断裂 , 之后 DNA 发生片段化。结论　提示在 THH 碱诱导 Jurkat凋亡过程中 ,

核 DNA 发生重要变化。
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Tripterygium Hypoglaucum (Levl)Hutch alkaloids induce DNA strand breaks and

DNA fragmentation in Jurkat T lymphoma cells
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　　Abstract:Objective　To investigate the effects of Tripterygium Hypoglaucum (Levl)Hutch alkaloids on the nu-

clear DNA strand breaks and DNA fragmantation in Jurkat T lymphoma cells to understand the mechanisms of the apop-
tosis.Methods　After Jurkat cells were induced by the alkaloids , DNA stand breaks were labeled by TUNEL assay

and DNA fragmentation was analyzed by DNA content analysis.Flow cytometry was performed to determine these phe-
nomena.Results　THH alkaloids could effectively induce DNA stand breaks and DNA fragmentation.Conclusion　
There are great changes in nuclear DNA in the apoptosis of Jurkat T lymphoma cells induced by THH alkaloids.
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　　细胞凋亡启动后 ,细胞将会发生一系列生化和形
态方面的特征性变化 ,其下游事件中 , DNA 断裂并出

现DNA片段化是凋亡的一个重要特征。本研究将以
Jurkat T 淋巴瘤细胞株为对象 , 分析昆明山海棠

[ Tripterygium Hypoglaucum(Levl)Hutch ,THH]碱对 DNA

断裂和片段化的影响 。

1　材料和方法

1.1　THH 碱的准备
　　昆明山海棠碱的提取在第三军医大学附属新桥医院药理

基地完成。实验前将昆明山海棠碱干粉先溶于 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 T淋巴瘤细胞株进行实验。
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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%。每培养样本采用含 4ml细胞悬液的细胞培养皿 , 细

胞初始密度为 3.0 ×105 ml。

1.3　DNA断裂检测
　　采用末端脱氧核苷转移酶介导的脱氧尿苷缺口末端标记

法[ TUNEL , Terminal deoxynucleotidyl transferase(TdT)mediated Br-

dUTP Nick End Labeling] , 按试剂盒(Pharmingen 公司 , APO-BR-

DUTM , CAT.No.6576KK)提供的方案进行 , 步骤为:取含 1×106

个细胞的细胞悬液 , 离心去上清 , 4 ml PBS 洗 1 次 , 0.5 ml PBS

重新悬浮细胞沉淀 ,加 1%多聚甲醛固定液固定至少 24 h ,离心

去固定液 , 5 ml PBS 洗涤细胞 2次 , 加 Br-dUTP(溴脱氧尿苷)和

TdT(末端脱氧核苷转移酶), 37 ℃水浴 1 h , Rinsing 缓冲液洗涤

细胞 1 次 , 加标有 FITC 的抗 Br-dUTP 二抗室温孵育 30 min ,

Rinsing 缓冲液洗涤细胞 1次 , 加含适量 RNA酶和 PI(碘化丙啶)

缓冲液孵育细胞 30 min ,随即进行流式细胞仪检测。

1.4　DNA片段化的检测
　　按Nǜsse[ 1]的方案进行 , 步骤为:取含 1×106 个细胞的细胞

悬液 ,离心去上清 , 加 1 ml溶液Ⅰ(584 mg L NaCl , 1 g L Natrium

Citrate, 10 mg L RNase , 0.3 ml L NP-40 , 25 mg L EB)重悬细胞 ,

室温孵育 1 h , 加 1 ml溶液Ⅱ(15 g L Natrium Citrate , 0.25 mol L
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Sucrose , 40 mg L EB), 室温孵育 1 h , 置于 4 ℃暂时保存后进行

流式仪检测。

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 的荧光 , 以 575 nm 带通

滤光片接收 PI 或 EB 的荧光。每个样本记录 10 000 个细胞。

采用 DAS4.40 软件[ 2]进行数据分析。

2　结果

2.1　DNA断裂分析
　　在 THH碱多剂量诱导后的多时间点进行了检测。 12 h 前

各剂量组均未发生 DNA 断裂 , 处于本底水平。 12 h 后 DNA 断

裂开始逐渐增加;18 h 可见明显增加;18 ～ 24 h 时大幅度增加;

24 h 后仍继续增加且逐渐具有良好的剂量依赖关系。 36 h 后

高剂量 THH 碱诱导后的细胞已大量死亡和破裂 , 故未再进行

检测。结果见图 1。

2.2　DNA片段化的测定
　　对单剂量(50 μg ml)THH 碱诱导后的多时间点进行了检

测。THH 碱诱导 4 h 后 DNA 片段化开始发生 , 但发生率很低 ,

之后大幅度增加 ,至 6 h 时发生率增加到 7.7%, 再之后增加缓

慢 ,至 12 h 达到高峰(10.9%),其后进入平台期 , 保持在 11%左

右。见图 2、3。

图 1　THH碱诱导 Jurkat T淋巴瘤细胞后的 DNA 断裂细胞率的变化

Fig 1　Percentage of positive cells in Jurkat T lymphoma cells with DNA

strand breaks after induction of the cells by THH alkaloids

A:Control;B:THH(50μg ml , 20 h)

图 2　流式细胞仪检测 THH碱诱导 Jurakt T淋巴瘤细胞发生 DNA 片段化分析结果图

Fig 2　Flow cytometric analysis of DNA fragmentation in Jurkat T lymphoma cells induced by THH alkaloids

图 3　THH碱诱导 Jurkat T淋巴瘤细胞 DNA 片段化

Fig 3　The DNA fragmentation of Jurkat T lymphoma cells induced by

THH alkaloids

3　讨论

　　细胞凋亡是细胞内在固有的“自杀”消亡方式 ,具

有特异的形态 、生化和分子生物学特征 ,其中典型的形

态学特征包括染色质和胞质的凝聚 ,随后发生的细胞

核碎解 ,含有核物质 、胞质和完整细胞器的凋亡小体形

成 ,凋亡小体由胞膜包裹 。凋亡过程关键生化事件是

细胞核的裂解:Ca
2+
 Mg

2+
依赖性的内源性核酸内切酶

的激活导致染色质 DNA在核小体连接部位断裂 ,继而

形成单倍或多倍于 180 ～ 200 bp的寡核苷酸片段 ,这在

琼脂糖凝胶电泳中可检测到典型的梯状带(DNA lad-

der)
[ 3]
。DNA断裂和片段化是细胞凋亡的下游事件 ,

DNA断裂是不可逆的致死性损伤 ,之后细胞形成凋亡

小体 ,走向生命的终点。

　　DNA断裂的大量发生主要在凋亡过程中 ,而不是

细胞坏死的过程中 ,因而 TUNEL 可用来检测细胞凋

亡
[ 4]
。TUNEL 标记法能检测 DNA 断裂 ,TdT 酶可将脱

氧核苷dUTP加到DNA的断端3′OH上 ,然后用荧光素

标记的抗体来检测(间接法)。本试验采用的间接法比
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直接将荧光素标记在 dUTP 上的直接法具有更高的敏

感性
[ 5]
。通过分析核 DNA 含量来检测 DNA 片段化是

一个简单的经典方法 ,细胞膜打孔后 DNA片段化形成

的寡核苷酸片段可逸出细胞 ,因而其 DNA含量比正常

核DNA含量减少
[ 6]
。

　　本研究的 2个实验结果显示 THH 碱能显著地诱

导 Jurkat T淋巴瘤细胞 DNA断裂和 DNA片段化 ,提示

在其凋亡过程中 DNA在 caspase 等凋亡因子的作用下

发生了不可逆转的变化。

　　在凋亡的效应阶段 ,胞内核酸内切酶剪切核 DNA

形成大量 DNA 单链和双链断裂 ,之后断裂的 DNA 游

离至胞浆中 ,即发生 DNA片段化 。由于剪切位点在核

小体之间的连接区(Linker DNA),因此片段为单体或

寡聚核小体 DNA片段 。我室前期研究已观察到 THH

碱诱导的 DNA 典型梯状带
[ 7]
,本研究 TUNEL 结果显

示 ,见图 1 ,50μg ml等剂量的 THH 碱诱导后 12 h DNA

断裂开始大幅度增加 ,而 DNA含量分析结果显示 ,见

图3 ,在 50μg ml剂量THH碱诱导后4 h即开始大幅度

增加 ,可见在 THH碱诱导凋亡的早期 , DNA 断裂点较

少 ,TUNEL 还不足检测到 , 但此时已有部分细胞的

DNA断裂成较大DNA的片段 。在 TUNEL 的实验结果

中还显示 ,在细胞已死亡的末期(36 h时)仍有 50%以

上的细胞未发生大量 DNA断裂 ,说明部分细胞的凋亡

在非大量 DNA 断裂的情况下进行。DNA含量分析结

果显示 ,凋亡核(失去部分 DNA的核)发生率在 12h以

前不断增加 ,但 12 h后趋于一个平台期 ,可能是凋亡

后期细胞大量破解 ,形成凋亡小体和细胞碎片 ,以致这

部分细胞逃逸检测范围 ,在流式细胞仪结果图 ,见图 2

可看到大量细胞碎片位于低荧光强度的一侧可证明这

一点 。

　　我们报道 THH碱在 50 μg ml剂量下诱导后 6 ～ 8

h后凋亡的早期标志细胞膜磷脂酰丝氨酸外翻显著增

加(发 生率为 18%)、 caspase-3 活化 (发生 率为

37%)
[ 8 ,9]
,而 TUNEL 的实验结果显示 18 h 后 DNA 断

裂才开始发生(发生率为 4.8%),提示 THH 碱是先启

动细胞膜磷脂酰丝氨酸外翻和 caspase-3活化 ,之后发

生DNA断裂 ,细胞走向死亡 。
　　(致谢: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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肠多见 ,共 8 例 ,空肠 3 例 ,十二指肠 1 例。

3　讨论

　　下消化道出血要明确病因和部位非常困难 , 而出血又以小

肠多见 , 出血源以肿瘤和血管扩张多见 , 不同年龄其出血的部

位也多不同。诊断的主要方法为钡灌肠法和内镜 , 选择性腹腔

动脉造影是诊断胃肠道出血的有效手段 , 但其适于正在出血且

出血量大于0.5 ml min ,核素扫描虽可检出小量出血(大于3 ml 

h),但其定性及定位诊断的阳性率不高 , 消化道钡餐和气钡双

重造影也是一种重要的检查手段 ,范围局限易漏诊。而术中肠

镜检查不仅能发现小肠出血的病变部位 , 同时也可立即取活检

组织送冰冻切片病理检查以明确病变性质及范围 , 有助于决定

手术方式。因此 ,认为术中肠镜检查是一种准确 、安全而实用

的检查方法 ,在小肠出血的诊断中有一定的临床价值。

　　关键词:纤维结肠镜;诊断;小肠出血

　　中图法分类号:574.504　文献标识码:B
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