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九节龙皂甙对 Hela细胞生长的抑制作用

梁克明1 ,谢艳华2 ,石　梅1 ,王四旺2 ,王晓娟2　　(第四军医大学:1西京医院放疗中心 , 2药物研究所 , 西安 710033)

　　提　要:目的　观察九节龙皂甙(Ardiusilloside)对人宫颈癌Hela细胞的抑制作用。方法　九节龙皂甙 6.25 mg·L-1处理 Hela 细

胞0 ～ 72 h ,在不同时间点采用光镜观察Hela细胞形态 ,以琼脂糖凝胶电泳检测 Hela细胞凋亡DNA的梯形带;应用特异性Ca2+荧光

探测剂Fluo-3/AM 在 LSCM条件下检测不同时期细胞内Ca2+分布情况。结果　光镜下体外培养的Hela细胞在九节龙皂甙作用24 h

开始出现细胞质皱缩和细胞核凝缩等凋亡的形态学特征。 60、72 h 均检测出 DNA梯形带等凋亡的生物化学特征。诱导 Hela 细胞

48 、60、72 h内 Ca2+严重超载且维持在较高浓度水平。结论　九节龙皂甙对体外培养的 Hela 细胞具有明显的抑制作用且诱导 Hela

细胞凋亡发生;细胞凋亡时细胞内[ Ca2+]增加且维持在较高水平 。

　　关键词:九节龙皂甙;细胞凋亡;胞内钙;Fluo-3
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Inhibitory effect of Ardipusillide on human cervical carcinoma cells
LIANG Ke-ming , XIE Yan-hua , SHI Mei , WANG Si-wang , WANG Xiao-juan(Radiotherapy Center , Xijing Hospital , Fourth Military Medical University ,

Xi' an 710033 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the inhibitory effect of Ardipusillide on human cervical carcinoma cells(Hela cells).Methods　Ardipusil-

lide at 0.25 mg/L was added to the culture medium of Hela cells and cocultured for 0-72 h.The cells were observed at different time points.

Apoptosis was detected with light microscope and DNA electrophoresis , while [ Ca2+] i was determined with confocal laser scanning microscopy.Re-

sults　Changes of early apoptosis were found in Hela cells after treated with Ardipusillide for 24 h , and DNA ladder was found in 60 and 72 h sam-

ples [ Ca2+] i increased and sustained at arather high level after induced with Ardipusilliae for 60 and 72 h.Conclusion　Ardipusillide has an in-

hibitory effect on Hela cells in vitro and could induce apoptosis.At different time points , intracellular free Ca2+ concentrations are maintained at a

sustained increase.
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　　Ca
2+
是细胞内最普遍且重要的信号分子 ,在调节

细胞的功能上起重要作用 。Ca2+浓度([Ca2+])能反映

细胞的状态和药物 、环境对细胞的影响[ 1] 。川产九节

龙(Ardisea pusilla A.PC)系紫金牛科紫金牛属植物的
全草 ,九节龙皂甙(Ardipusilloside)是从该全草中分离

出的单体 ,经初步药理试验表明九节龙皂甙具有提高
免疫功能的作用[ 2] 。我们应用细胞形态学观察 ,激光

共聚焦显微镜 ,琼脂糖凝胶电泳分析九节龙皂甙抑制

Hela 细胞生长的机制。

1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　细胞株　　宫颈癌(Hela)细胞株为本校防原医学教研

室提供。

1.1.2　试剂与药品　　Fluo-3:美国 BIO-RAD产品。二甲基亚

砜(DMSO)和 RPMI1640∶SIGMA 产品。胰蛋白酶:华美生物工程

公司产品。小牛血清:杭州四季青生物工程材料研究所产品。

九节龙皂甙:本校药物研究所提纯 , 批号:971017。

　　作者简介:梁克明(1969-),男 ,吉林省通化市人 ,硕士研究生 ,医师 ,主要从

事肿瘤药理方面的研究。电话:(029)3375540

　　收稿日期:2001-01-15;修回日期:2001-03-26

1.1.3　仪器　　激光扫描共聚焦显微镜(Laser scanning confocal

microscopy , LSCM), 型号为 Bio-Rad MRC-1024 , 激发波长488 nm ,

发射波长 515 nm , 共聚焦系统由 Bio-Rad 公司提供的软件控制 ,

在 pentium 90 计算机中运行 , 显微聚焦旋钮由步进马达控制。

图象采集的物镜镜头为 Plan-Neofluar 40X 油浸镜 , 数据孔径

(NA)为 1.3 , 图像存为 512×512 相素类型 , 扫描用激光值依据

样本的不同可以在共聚焦系统提供的梯级值中选择。同期行

荧光显微镜观察 、照相。

1.2　方法
1.2.1　Hela细胞培养及处理　　在含 100 ml·L-1小牛血清的

RPMI1640培养液中传代 , 收集对数生长期细胞 , 调整浓度 108·

L
-1
, 重新悬浮于培养液中 ,将细胞加入特制的 50 mm 培养皿内

(培养皿下底部中央开一个直径为 1 cm 的孔 , 从下方粘贴一个

盖玻片 ,在其内面预先涂多聚赖氨酸), 置 37 ℃, 5% CO2 饱和

度的二氧化碳培养箱培养 4 h , 使细胞贴壁。用含 100 ml·L-1胎

牛血清 RPMI1640 培养液稀释九节龙皂甙 , 使其最终浓度为

6.25 mg·L-1。去除培养皿内上清液 , 实验组加入 6.25 mg·L-1

的九节龙皂甙孵育液 5 ml , 对照组加入 5 ml细胞培养液 , 继续

培养 48、60 、72 h。

1.2.2　DNA 梯形带的检测　　用缓冲液 PCD(NaCl 0.1 mol·

L-1 , EDTA 0.01 mol细胞 ,加 0.1 g·L-1SDS 至终浓度为0.06 mg

·L-1 。68 ℃孵育 1 h。加 8 mol·L-1 KAC 至终浓度 1.2 mol·

L-1 , 冰浴 1 h。 12 000×g 离心 15 min。取上清加 Rnase至终浓
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度 20 mg·L-1 , 37 ℃1 h。加等体积的苯酚:氯仿混合液 ,离心 ,

取上清。加等体积的异丙醇并混合 ,于-20 ℃过夜。次日 , 离

心回收 DNA 沉淀 , 0.7 L·L-1乙醇洗涤 , 室温干燥 , 于 H2O 中溶

解 DNA , 12 g·L-1琼脂糖凝胶电泳分析结果。

1.2.3　检测原理及方法[ 3] 　　LSCM 是近年来新出现的一种

高技术产品 ,它能对样品的任一点清晰成像 , 图像对比度较普

通显微镜有明显提高 ,还可以实现对细胞内部进行光学断层扫

描成像 , 特别是它能对活细胞内部的离子分布及变化进行测

量。选用钙荧光探针 Fluo-3Am , fluo-3Am 的游离酸形式有较强

的亲水性 ,不易透过细胞膜 ,但与 Ca2+结合并产生荧光强度的

变化。 在 Fluo-3Am 上结合上亲脂的乙酰羧甲基酯(Ace-

toxymethyl esters , AM)后就成为 AM 衍生物形式 , 它可以透过细

胞进入胞内 ,胞浆酯酶随后将它水解成游离酸形式在胞浆内与

游离Ca2+结合形成复合物[ 4] , 根据其产生的荧光图像即可测

出胞内游离 Ca2+与 Ca2+结合的 Fluo-3可以被 488 nm的氩离子

激光激发 ,可在 525 nm 处探测到荧光发射 ,其荧光强度的变化 ,

可指示胞内游离钙浓度的相对变化。需预先制备的贮备液有

Fluo-3 Am (Molecular probes , Inc), 1 g·L-1溶于二甲基亚砜(DM-

SO)中混匀后 , 于-20 ℃保存备用。 负载前 30 min , Fluo-3Am 贮

备液溶于 RPMI1640液中振荡摇匀 , 将此孵育液滴加到含 Hela

细胞的特制培养皿中 , Fluo-3Am 的最终浓度为 3 μmol·L-1 , 在

37 ℃水浴锅内避光孵育 1.5 h , 用 RPMI1 640 液冲液 2 次 ,即可

在 LSCM下观察 , 运用数字传入式摄像机和高速度计算机处理

软件得到清晰的细胞内 Ca2+分布图像。

2　结果

2.1　体外人单 Hela 细胞的光镜观察结果

　　九节龙皂甙处理 0～ 72 h , 细胞发生一系列变化 , 因细胞周

期不同步 ,同一时间细胞有多种形态共存。倒置显微镜观察活

细胞24 h后 , 细胞质皱缩和细胞核凝缩明显 , 体积大小不等 , 72

h 后大量细胞死亡 、漂浮。对照组细胞形态正常。

2.2　LSCM 检测到
　　细胞核染色质聚集于核膜边缘成块状 、环状或新月状 , 染

色体散乱分布于细胞中 , 染色体聚集成团 , 核碎裂;胞浆皱缩 ,

出现膜结合小泡 ,形成凋亡小体 , 见图 1。

A:Control cells(10×40×3.46);B, C:Nuclear condensation(10×40×3.15);D:Apoptosis body

and cellular membrane blebbing(10×40×7.87)

图 1　九节龙皂甙诱导 Hela细胞凋亡的形态观察

Fig 1　Morphological features of Ardipusilloside-induced apoptosis of Hela cell s

　　Hela细胞中的 Ca2+荧光强度,见图 2 , B～ D表明Hela细胞内

均有强荧光。A代表未经九节龙皂甙处理的 Hela细胞, 其象素荧

光强度(Pixel intensity)平均为 16.98 , B ～ D表示分别经九节龙皂甙

处理 48 , 60 , 72 h 的象素荧光强度,分别为63.40 , 62.34 , 62.92。

726　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 24卷



A:Control cells;B-D:Ardipusilloside-induced cells in 48 , 60 , and 72 h after t reatment

图 2　Hela细胞中 Ca2+像素强度

Fig 2　Pixel intensity of intracellular free Ca2+ concentration in Hela cells

2.3　琼脂糖凝胶电泳检测结果
　　在九节龙皂甙作用下 ,经体外培养 60 , 72 h 的 Hela细胞在

琼脂糖凝胶电泳上呈现明显的 DNA 梯形带 , 见图 3。表明染色

体 DNA 被降解成核小体的整倍数。

M:Marker;1:Ardipusilloside treated for 48 h;2:Ardipusilloside treated

for 60 h;3:Ardipusilloside treated for 72 h

图 3　九节龙皂甙作用下 , Hela细胞 DNA 在电泳上形成梯形带

Fig 3　Electrophoresis of Hale cells with Ardipusilloside treatment

showing DNA ladder

3　讨论

　　Ca2+作为一种第二信使不仅在各种细胞包括高度
分化的神经元中传递信息 ,维持细胞内外游离钙离子
浓度和变化 ,而且影响着各种基本生命现象如受精卵
增殖分化及死亡凋亡或坏死[ 5] 。Jiang 等[ 6]利用 Ca2+-
ATPase 抑制剂(Thapsigargin)研究鼠胸腺细胞凋亡表
明 ,在启动胸腺细胞凋亡程序前 ,细胞内[ Ca2+]必须达
到一定的阈值并且维持到触发凋亡的临界水平值 ,
[Ca2+]的瞬间增加是不能启动细胞凋亡程序的。细胞
凋亡时最显著的变化是 DNA 的断裂。钙离子可直接
激活核酸内切酶促进 DNA断裂 ,也可通过激活蛋白
酶 、磷酸酶和磷酯酶导致染色质结构完整性的丧失。
研究表明 ,核内钙浓度的持续升高是导致细胞凋亡的
主要原因 。
　　人乳腺癌细胞在肿瘤坏死因子的作用下产生核内
钙积聚 ,并激活核酸内切酶导致 DNA 断裂和细胞凋

亡[ 7] 。分离的肝细胞核在 ATP 作用下可摄取 Ca2+。
将肝细胞核在含钙液中孵育 ,当不加 ATP 时 ,由于核
钙增加增加不明显 ,核 DNA断裂也没有明显的增加。
当加入 ATP 后 ,核在 ATP 作用下摄取钙。10 min 后

DNA断裂明显增加。抑制肝细胞钙泵活性和钙摄入
的各种药物 ,都能阻断钙激活的 DNA断裂。表明细胞
核对钙的摄入可刺激核 DNA断裂[ 8] 。据报道 ,细胞内
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Ca2+的堆积和重新分布以及细胞核内 Ca2+的增多可

导致细胞凋亡
[ 9]
。

　　本实验通过细胞形态学的观察 、细胞 DNA的琼脂

糖凝胶电泳分析 、细胞内[Ca2+]的测定 ,结果证明九节
龙皂甙能诱导 Hela 细胞凋亡 。我们应用 LSCM 结合

Fluo-3Am染色技术对九节龙皂甙处理的 Hela 细胞进

行了检测 ,6.25 mg·L-1九节龙皂甙处理 Hela 细胞 48 ,
60 ,72 h的结果表明 ,细胞内 Ca2+像素线荧光强度由

阴性对照组平均 16.98 分别增加到 63.40 , 62.34 ,
62.92 ,细胞内 Ca2+荧光强度增加明显并且维持在较

高浓度水平 ,同时检测到间期细胞和分裂期细胞凋亡
形态特征。6.25 mg·L-1九节龙皂甙作用 Hela 细胞 0

～ 72 h ,用流式细胞仪检测细胞凋亡情况 ,发现诱导 48

h后出现了细胞凋亡峰[ 10] 。提示九节龙皂甙延迟细
胞凋亡可能与细胞内 Ca2+浓度的变化有关 。
　　近年的研究表明[ 11] ,几乎在所有真核细胞的胞浆
中 ,都含有称为钙凋蛋白(Calmodulin)的蛋白质 , 当
Ca2+与钙调蛋白形成复合体后 ,就具有了调节细胞内
多种功能的能力 ,主要功能是激活相应的蛋白激酶和
磷酸酶 。细胞内 Ca2+的较高水平可能对启动凋亡程

序 ,导致细胞凋亡起重要作用 。
　　总之 ,九节龙皂甙对 Hela 细胞具有诱导凋亡的能

力 ,Hela 细胞胞内[Ca
2+
] i的增加且维持在较高浓度

水平 ,对激活Hela细胞凋亡程序起重要作用 。其详细
机制还有待进—步研究阐明。
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量非常重要的手段。技术阅片与诊断阅片有共同之处 , 但也有
许多不同的地方。诊断阅片主要是围绕所观照片与疾病的关
系而展开的。技术阅片不仅要考虑到诊断疾病的要求 , 还要从
技术角度正确 、全面地评定照片质量。

3.1　对技术员的要求
　　技术组阅片的目的在于提高技术员业务能力 , 照出优质
片。由于诸多因素制约着影像质量 , 因此 , 作为技术员 , 必须全
面了解影像产生的各个环节及每一环节对质量的影响。要正
确把握这些环节和分析其影响因素 ,技术人员需要掌握和精通
相关的专业理论知识。比如 ,对诊断知识的掌握;X线设备 , 洗
片机 ,显 、定影液的工作原理 、应用及注意事项;胶片 、暗盒的结
构 、原理 、感光特性及如何选择;各种部位的正确摆位;大 、小焦
点的正确选择;mA、KV 的合理调节 ,等等。

3.2　阅片的内容
　　影响照片质量的因素很多 ,技术阅片的内容概括起来可从
以下几方面分析。
　　首先 ,照片是否符合诊断所需。照片的目的是为诊断疾病
提供依据。只有目的明确后, 才能最终为病人提供满意的服务,
照出符合诊断要求的优质片。要做到这一点 ,技术员要具备一
定的诊断基础。否则 ,其照出的片子再好也不能算作优质片。
　　其次 , 摆位是否符合要求 , 范围是否包全 , 左右 、日期是否
准确。位置摆的不标准 , 左右 、日期有错 , 不仅影响诊断 , 甚至
有可能造成严重差错 、事故。
　　最后 ,技术条件是否恰当。 选择曝光条件是否合适;能否
正确反映影像的密度;是否可分辨各部细节的层次和有无良好

的清晰度;对比度如何;影像失真度是否最小;有无伪影及划
痕。这些 ,都应纳入阅片内容[ 2] 。

3.3　阅片的方法
　　阅片通常在技术组长带领下进行 , 全体技术人员参加。 对

于照片的优劣 ,要全面分析 , 综合评定。是否达到检查目的 、有
无错误或者其它不足;对带有典型问题的片子更要寻找原因何

在 、如何解决。以便在以后的工作中注意改进;对原因不明确
或尚不能找出问题的要进一步探讨。

3.4　阅片的时间
　　分日读制 、周读制和月读制。日读制按常规每天 1 次;周
读制是每 1周确定 1 ～ 2 次进行阅片;月读制是阶段性的技术

交流总结会 ,对一个月内典型的照片和突出的问题进行学习和
讨论。

　　总之 ,我们通过应用技术组阅片制度 , 提高了甲片率 ,减少
了废片率 , 使受检者达到了检查目的。技术组阅片制度的应

用 ,对提高技术员素质和照片质量都有不可忽视的作用。
　　关键词:技术;阅片;照片质量

　　中图法分类号:R192　　　文献标识码:B
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