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昆明山海棠总生物碱诱发 HL-60细胞凋亡的观察

敖　琳1 ,曹　佳1 ,徐　颖2 ,杨录军1 ,周紫垣1 ,刘胜学1　　(第三军医大学:1 预防医学系卫生毒理学教研室;2附属新桥医
院药理基地;重庆 400038)

　　提　要:目的　观察昆明山海棠(TH)总生物碱诱导白血病细胞凋亡的发生情况。方法　应用台盼蓝染色法 , 荧光双重染色

法 , DNA 电泳结合流式细胞仪对 HL-60细胞的凋亡进行观测。结果　HL-60细胞在 TH 总生物碱作用下出现典型的细胞凋亡特征 ,

包括细胞形态改变 、DNA梯状带及亚G1 峰 ,且动态变化过程较为一致。结论　TH总生物碱具有较强的诱导白血病HL-60 细胞凋亡

的能力 ,总生物碱是 TH 诱导凋亡的有效成份之一。
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Apoptosis of human promyelocytic leukemia HL-60 cells induced by total alkaloids of

Tripterygium hypoglaucum(Level.)Hutch
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Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To study the apoptosis of human promyelocytic leukemia HL-60 cells induced by total alkaloids of Tripterygium hy-

poglaucum (Level.)Hutch(TH).Methods　Apoptosis induced by total alkaloids of TH in HL-60 cells was determined with trypan blue test , fluo-

rescent , PI double staining , agarose gel electrophoresis and flow cytometry analysis techniques.Results　HL-60 cell treated with the total alkaloids

of TH demonstrated condensation and fragmentation of chromosomes.Nuclear DNA of apoptotic cells displayed typical ladder pattern which character-

ized internucleosomal DNA fragmentation , and the sub-G1 peaks appeared in flow cytometry analysis.Conclusion　The total alkaloids of TH have

strong effect to induce apoptosis in HL-60 cells and are effective ingredients of TH.
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　　目前认为 ,肿瘤不仅是细胞增殖与分化异常的疾
病 ,同时也是凋亡异常的疾病 ,能否诱导靶细胞发生凋

亡已经成为鉴定抗癌药物是否有效的一个重要指标。
近年来的研究表明从毒副作用相对较小的中药中寻找

新的抗癌药物是一个积极的方向。中药昆明山海棠

(Tripterygium hypoglaucum Hutch , 简称 TH)属卫茅科雷
公藤属植物 ,我们首次报道了TH水提取液能诱导多种

细胞凋亡 ,尤其对 Jurkat , HL-60白血病细胞有较强的凋
亡诱导效率 ,提示 TH 可能成为一种新的抗肿瘤药

物[ 1 ,2] 。但TH水提取液的成份复杂 ,有必要进一步寻

找其有效成份 ,为此 ,我们提取TH的主要成份之一的总

生物碱 ,并研究其诱导HL-60细胞凋亡的发生情况。

1　材料与方法

1.1　实验材料
　　TH购自云南省医药公司。Hoechst 33342 , PI 荧光染料及

RNase A为 Sigma公司产品 , 蛋白酶 K为华美公司产品。
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　　HL-60 细胞由本室保存 , 培养于 10%小牛血清的 RPMI

1640 ,传代至旺盛生长后 ,试验前调整细胞浓度为 2×108·L-1 。

1.2　实验方法
1.2.1　TH总生物碱的提取[ 3] 　　取 TH 根块 , 粉碎后用 60%

乙醇浸泡 6 d , 滤出药液 , 水浴浓缩。 加入 HCl酸化后 , 滤出药

液 ,用乙醚和氯仿各萃取 2次 , 保留水相。加入Na2CO3碱化 , 用

氯仿萃取 2次 , 保留有机相。水浴挥干后 ,得淡黄色固体 ,加入

二甲基亚砜(DMSO)溶解 , 60Co 照射灭菌 , 分装后-20℃保存。

TH总生物碱溶液浓度为 14 g·L-1。

1.2.2　细胞存活率测定　　细胞经药物处理后 , 于 0 , 4 , 12 ,

24 , 48 h 采样。加入台盼蓝染液至终浓度 0.4%,染色 2 ～ 5 min

后 ,滴片 , 计算细胞存活率。

1.2.3　荧光双重染色　　细胞悬液中加入荧光染液 Hoechst

33342至终浓度 10 μmol·L-1 , PI 至终浓度 100 mg·L-1 , 避光染

色 15 min , 荧光显微镜下观察。

1.2.4　DNA裂解片段分析　　每样品收集 1×106 个细胞 , 加

入 0.5 ml细胞裂解液(10 mmol·L-1 Tris·Cl , 10 mmol·L-1 EDTA ,

pH 8.0 , 0.5% SDS , 0.1% RNase A)置 37 ℃保温 1 h。加入蛋

白酶K 至 100 mg·L-1 , 50℃保温 3 h。 2%琼脂糖凝胶电泳 5 h。

1.2.5　流式细胞仪检测　　细胞加入 70%乙醇固定 24 h 以

上 ,实验前用磷酸盐缓冲液(PBS , pH 7.4)洗去固定液 , 50 mg·

L-1 RNase A 37 ℃消化 1 h , PI 染色 30 min 后上机检测 , 结果用

LysisⅡ软件分析。

1.2.6 　统计学处理　　数据由第三军医大学数学教研室
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SPMR软件包处理 ,采用双因素和单因素方差分析。

2　结果

2.1　不同浓度 TH 总生物碱对细胞活性的影响

　　TH 总生物碱能显著降低细胞存活率 , 并存在明显的量效
和时效关系。各剂量组(35～ 140 mg·L-1)随处理时间延长 , 细

胞存活率逐渐降低。台盼蓝染色阳性的继发性坏死细胞出现
相对缓慢 ,如 70 mg·L-1作用 12 h 细胞坏死率仅 8.8%, 24 h 升

高为 18.7%,之后细胞存活率才开始大幅度降低 , 见图 1。

2.2　凋亡细胞的形态学观察
　　利用 Hoechst 33342 及 PI双重荧光染色发现 , TH 总生物碱

处理后 ,凋亡细胞主要表现为核固缩 ,染色质凝聚及边集。 药
物作用后期 ,镜下能观察到大量凋亡小体及 PI 染色阳性的继

发性坏死细胞 ,见图 2。

图 1　TH总生物碱对 HL-60细胞活性的影响

Fig 1　Effect of total alkaloids of TH on the activity

of HL-60 cells　( x±s , n=3)

★:Control;○:35 mg·L-1;■:70 mg·L-1;△:140 mg·L-1;＊:

P<0.05 vs control

图 2　HL-60细胞的荧光染色照片

Fig 2　Flourescence-micrographs of HL-60 cells after treated with 70 mg·L-1 total

alkaloids of TH　(Hoechst 33342 and PI staining , ×200)　　A:12 h;B:24 h

2.3　凋亡细胞的 DNA电泳结果

　　TH总生物碱可诱导 HL-60 细胞出现典型的梯状带 , 70 mg·

L-1处理后 , 梯状带从 8 h 开始出现 ,一直持续到 48 h , 见图 3。

图 3　TH总生物碱(70 mg·L-1)处理 HL-60

细胞的 DNA电泳结果

Fig 3　Agarose gel electrophoresis of DNA extracted from HL-60 cells

M:λDNA/ EcoRⅠ +Hind Ⅲ DNA marker;N:control;A , B , C ,

D , E:DNA samples obtained at the 4th , 8th ,12th ,24th and 48th hour

af ter 70mg·L -1 total alkaloids of TH treatment

2.4　流式细胞仪(FCM)分析结果
　　TH总生物碱可诱导细胞出现典型的亚 G1 峰。正常HL-60

细胞的凋亡率为 1.48%,总生物碱(70 mg·L
-1
)处理后 , 凋亡率

显著升高 , 4 h 为 7.51%, 12 h 为 17.66%, 24 h 则达 62.83%, 此

后维持较长时间的高台期。同步 DNA 电泳结果与 FCM 分析显

示了相同的趋势 ,结合细胞活性检测表明 , 细胞凋亡的发生明

显早于继发性坏死的出现 ,见图 4。

图 4　TH总生物碱(70 mg·L-1)对 HL-60细胞凋亡的影响

Fig 4　Effect of total alkaloids of TH(70 mg·L-1)on the apoptosis

of HL-60 cel ls　( x±s , n=3)

★:apoptosis rate;○:necrosi s rate;＊:P<0.05 vs 0 h
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3　讨论

　　近年来 ,对天然药物 ,尤其是中国传统药物的抗癌
作用研究日益增多 ,并且取得了许多有价值的研究成
果
[ 4]
。昆明山海棠是云南省特产中药 ,卫茅科雷公藤

属植物。在中医临床上 ,TH 广泛用于治疗类风湿性关
节炎 、系统性红斑狼疮 、甲亢等自身免疫性疾病

[ 5]
,同

时 ,临床应用及实验研究均发现 TH 具有明显的抗肿

瘤效应
[ 6 ,7]
。我们前期的研究发现 TH 水提取液能诱

导包括 Jurkat ,HL-60白血病细胞 ,NIH3T3细胞在内的多
种细胞发生凋亡 ,提示 TH 可能发展成为一种新的抗

癌药物[ 1] ,因此 ,有必要进一步分离提纯其有效成份。
对TH 主要化学成分的研究表明 ,生物碱尤其是精脒
类生物碱有抗分裂活性 ,大环酯类生物碱具有多酯键 ,
亲脂性强 。因此 ,TH中的生物碱成份是否具有抗肿瘤
活性有待进一步研究[ 8 , 9] 。此外 ,临床研究证明 TH 的

毒性小 ,安全范围大 ,其生物碱成份在治疗自身免疫性
疾病方面疗效最好且无毒副作用[ 4] 。因此 ,研究 TH

的生物碱成份诱导细胞凋亡的作用及可能的作用机

制 ,对于扩大其药用价值及开发新的抗癌药物均具有
重要意义 。
　　由于体外培养细胞体系中缺乏吞噬细胞的清除机
制 ,因而凋亡细胞最终会出现膜破裂坏死的现象 ,即继
发性坏死。本研究发现 TH 总生物碱处理后 ,台盼蓝
染色阳性的坏死细胞出现相对缓慢 ,同步 FCM 分析则

显示 ,细胞凋亡的出现较为迅速 ,TH 总生物碱(70 mg·
L-1)处理后 4 h , 细胞凋亡率即有明显升高;处理后 12

h ,细胞凋亡率开始呈直线上升 , 至 24 h , 凋亡率已达
62.83%,而此时细胞活性才开始出现大幅度降低。
FCM分析与细胞活性检测相结合 ,提示诱导凋亡是 TH

杀灭 HL-60细胞的重要机制 ,细胞死亡是凋亡细胞发
生继发性坏死的结果。TH 总生物碱处理 HL-60细胞

后有典型的亚G1 峰出现 ,自 4 h 开始 ,亚 G1 期细胞逐

渐增多 ,并维持较长时间的高台期 ,表明药物作用全程
(0 ～ 48 h)中凋亡现象持续存在并维持较高水平。
　　核酸内切酶激活介导的核小体 DNA片段一直被

认为是凋亡细胞的生物化学标志 ,本实验发现总生物
碱处理细胞后能观察到典型的梯状带。此外 , 采用
Hoechst 33342 与 PI 双重染色法 ,观察到典型的凋亡细
胞核形态 。
　　本实验综合应用多种细胞凋亡检测方法 ,证实 TH

总生物碱具有较强的诱导细胞发生凋亡的能力 ,这为
进一步研究其作用机制打下了基础 。
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