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昆明山海棠诱导 Jurkat等 3个细胞株微核形成的研究

孙华明1 ,曹　佳1 ,Michael Nusse2　　(1 第三军医大学预防医学系分子毒理室 ,重庆 400038;2 德国环境与健康研究中心流式细

胞仪实验室 ,慕尼黑 85758)

　　提　要:目的　为研究昆明山海棠(THH)的毒理作用。方法　使用流式细胞仪检测发现 THH 均可诱导 Jurkat 、CHE 和 NIH3T3

细胞株微核形成和细胞凋亡。结果　3 个细胞株表现出完全相似的变化规律 ,但 Jurkat淋巴瘤细胞更为敏感 , 仅 25 μl/皿即在各时

相点出现微核形成高峰 , 50 μl/皿即出现细胞凋亡高峰。结论　THH 对 Jurkat肿瘤细胞比对 CHE 和 NIH3T3 细胞具有更大的细

胞毒性。
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Studies on micronucleus formations in 3 cell lines induced by Tripterygium hypoglaucun

Hutch
SUN Hua-ming , CAO Jia , Michael Nusse(Molecular Toxicology Laboratory , ThirdMilitary Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the toxicity of Tripterygium Hypolaucun (Level)Hutch(THH).Methods　The flow cytometry technique was

used to measure the micronucleus(MN)formation and cell apoptosis of Jurkat , CHE and NIH3T3 cell lines induced by THH.Results　THH could

induce micronucleus formation and cell apoptosis of Jurkat , CHE and NIH3T3 cell lines.Quite similar changes were observed in three cell lines , but

the Jurkat cells showed more sensitive than others.It was only 25μl/ plate THH that induced the high peak of MN formation at various time points ,

and only 50 μl/ plate that induced the high peak of cell apoptosis.Conclusion　The result indicates that THH has stronger toxicity to Jurkat cells

than to CHE and NIH3T3 cells.
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　　昆明山海棠[ Tripterygium hypoglaucun(Levl)Hutch ,
THH]属卫茅科雷公藤属 ,在祖国医学中被广泛用于治

疗许多自身免疫性疾病 ,如类风湿关节炎 、系统性红斑
狼疮等[ 1] ,也有用于肿瘤治疗的零星报道[ 2] 。近年来

我室和汪旭的系列研究表明 ,THH在一系列致突变试
验和非整倍体检测中均表现出一定的基因毒性和较强

的非整倍体毒性[ 3 ～ 7] 。同时我室的研究还表明 THH

具有较强的诱导细胞凋亡的能力[ 8] 。本研究进一步报
道我室使用流式细胞仪研究THH诱导人淋巴瘤 Jurkat

细胞 、小鼠成纤维细胞 NIH3T3 和中国仓鼠胚胎细胞

微核形成的研究结果 。

1　材料和方法

1.1　昆明山海棠水提液制备
　　THH 购自昆明市中药材公司。制备时称取 20 g THH 粉碎

物 ,以 400 ml去离子水浸泡过夜 , 文火煮沸 3 次 , 过滤去渣 , 浓

缩至 30 ml , 离心去除沉淀 , 上清液用孔径 0.8 μm 和 0.45 μm
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滤膜分别过滤 ,浓缩的水提取液以 0.67 g/ ml生药计 , 4 ℃保存。

1.2　细胞培养
　　Jurkat淋巴瘤细胞株使用 RPMI-1640 培养基 , CHE 细胞使
用MEM培养基 , NIH3T3 细胞使用 DMEM 培养基。培养时均加

入 10%胎牛血清 , 1%PS(表霉素+链霉素)。细胞初始浓度 1×

10
5
cell/ml , 5 ml/皿 , 5%CO2 条件下 37 ℃培养 24 h , 然后按每皿

25 、50、100、150 、200 μl的剂量加入 THH , (CHE 细胞多设一组

400 μl),并在 12、24、30 和 48 h各采样时相点终止培养和收集细

胞。

1.3　用于流式细胞仪检测的细胞悬液制备和染色
　　按照Nusse[ 9]所介绍方法制备细胞核和微核悬液。方法简

述如下:离心收获细胞 , 吸干上清液 ,轻轻振荡使细胞沉淀块分
散 ,然后加入溶液 Ⅰ 1 ml(584 mg/ L NaCl , 1 g/L 枸椽酸钠 , 10

mg/L RNA酶 , 0.3 ml/L NP40 , 溴化乙啶 25 mg/L)重新悬浮细
胞 ,室温避光保育 1 h ,再加入溶液Ⅱ 1 ml(15 g/ L枸椽酸钠 , 0.

25 mol/ L 蔗糖 , 40 mg/L 溴化乙啶)。 再次混匀细胞悬液 , 4 ℃
保存直至流式细胞仪检测。

1.4　细胞凋亡亚G1 峰及微核率的流式细胞仪检测

　　使用 FACS+双激光流式细胞仪 ,同时测定溴化乙啶(EB)荧
光 、前置角光散射(FSC)和小角光散射(SSC)。 EB 荧光使用氩

离子激光器488 nm 光激发 ,所有参数使用对数方式记录。流式
细胞仪检测二维点阵图如图 1 所示 ,以微核数目与细胞核数目

之比(Mmn/Nn)作为微核率。以亚 G1 峰细胞(Ssub)数目与所有
细胞核数目(Ssub+Nn)之比作为细胞凋亡率。
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图 1　细胞核和微核流式仪检测二维点阵图

Fig 1　The dot plots of cell nucleus and micronuclei measured

by flow cytometry

(CHE cell:THH 50μl/ plate , 48 h;Window 1:Cel l nucleus;Window

2:Apoptosis cells;Window 3:Micronuclei)

2　结果

　　流式细胞仪检测的 THH 诱导 3个细胞株的细胞微核率及

细胞凋亡的量效和时效曲线见图 2(a , b , c)。从图中可以看出 ,

在微核形成的量效反应关系中 , THH 在各时相点诱导微核的最
有效剂量 , Jurkat细胞是25μl , NIH3T3 细胞是 50μl , CHE 细胞是

100 ～ 150μl ,以后随着剂量增大 , 细胞凋亡比例开始急剧升高 ,
从而导致微核率进行性下降。在 3 个细胞株的最高剂量组 , 由

于大部分细胞凋亡 ,其微核率已接近或低于空白对照组。在微
核形成的时效反应关系中 , 3个细胞株的微核率均随着时间延

长而逐渐升高。
　　THH 诱导的细胞凋亡均呈良好的量效和时效反应关系 , 但

3 个细胞株对 THH 表现出不同的敏感性 , 3 个细胞株凋亡率均
随THH 剂量增大而升高 , 其中 Jurkat 细胞最为敏感 , 16 μl/皿

THH 作用仅 12 h 即显著升高 , 在200 μl时到达高峰。THH 作用
24 h和 48 h 后 , 仅加入 8μl/皿即开始升高 , 50μl就达到细胞凋

亡高峰(此剂量作用 48 h 时可诱导 93%细胞凋亡)。而诱导
NIH3T3 细胞和 CHE 细胞出现最高凋亡的剂量在各时相点分别

是200μl和 400 μl。在时效反应关系中 , 细胞凋亡率均是随着

作用时间的延长而逐渐升高 , 48 h 达到凋亡高峰。

图 2　THH诱导的 3个细胞株凋亡和微核形成的量效和时效反应曲线

Fig 2　The dose and time-response curves of cel l apoptosis and micronuclei of 3 cell lines induced by THH

Flow cytomet ric measurement:a)CHE cells;b)NIH3T3 cells;c)Jurkat cells

3　讨论

　　微核是位于细胞浆中的小核 ,主要由来源于染色

体受损后形成的断片或丢失的整条染色体所形成 。微
核实验已成为目前检测遗传损伤中染色体受损的重要

指标[ 10] 。我室在前期人工镜检研究中[ 3] ,曾报道 THH

可诱导小鼠 NIH3T3成纤维细胞微核率升高 ,并使用
小鼠着丝粒 DNA 探针对其微核进行荧光原位杂交

(FISH)和抗着丝粒抗体(CREST 染色)染色 ,证实 THH

诱导的微核约 62%～ 68%由整条染色体组成 , 说明
THH具有较强的非整倍体毒性 ,主要是通过影响细胞
有丝分裂导致染色体丢失而形成微核 。这与汪旭

等
[ 6 ,7]
报道 THH可诱导 C-有丝分裂障碍 、果蝇非整倍

体形成较为一致 。在本实验研究中 ,我们扩大了检测
范围 ,使用流式细胞仪对 3个细胞株大样本进行了检

测 ,流式细胞仪具有客观 、准确 、自动化程度高的优点 ,
而且可以分析细胞增殖动力学情况。结果 THH 对 3

个细胞株显示出较强的诱发微核能力。如8μl剂量组

即可诱导 Jurkat细胞微核率显著升高 ,而 25μl剂量组
在各时相点均达到高峰。以后随着 THH 剂量增大 ,细
胞凋亡率开始迅速升高 ,有分裂增殖能力的细胞迅速
减少 ,从而导致细胞微核率迅速下降(一般认为微核必
须经细胞分裂才能形成)。因此 , 本研究不仅证明
THH可以诱导体外培养细胞微核形成 ,而且其微核形
成完全符合细胞增殖动力学规律。表明 THH 对细胞

具有较强的遗传毒性 ,可以造成染色体的丢失和损害。
　　在本研究中 , THH 诱导 Jurkat肿瘤细胞凋亡比其
它2株永生细胞株更为敏感 ,如在 Jurkat细胞中(细胞
初始浓度 5 ml×105 个细胞/ml)加入仅 50 μl THH ,作
用12 h 后细胞凋亡率可达 17.6%, 24 ～ 30 h 后可达
68%,48 h时可高达 93%,也即 50μl THH作用 48 h后

几乎全部 Jurkat肿瘤细胞发生了凋亡(仅 7%细胞存
活)。THH诱导凋亡出现高峰的剂量 , Jurkat 细胞(50
μl)比 NIH3T3低 4倍(200μl),比CHE低 8倍(400μl),
这提示THH 对正常细胞和肿瘤细胞诱导凋亡的能力

有所不同 ,有可能发展成为一种新的抗肿瘤药物 ,这为
临床上将 THH用于白血病治疗并显效提供了重要的
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理论依据[ 2] 。
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文章编号:1000-5404(2001)03-0333-01 经验与短篇

硬膜外阻滞加静吸复合全麻在腹部大手术的应用

Application of epidural combined with intravenous-inhalation general anesthesia for

major abdominal surgery

江春秀 ,程　刚　　(重庆市第三人民医院麻醉科 , 重庆 400000)

　　为了探讨更适合腹部大手术的麻醉方式 ,采用硬膜外麻醉(硬

外)和静吸全身麻醉的结合 ,取长补短 ,减少麻醉不良反应的发生。

1　资料和方法

　　病人选择:择期手术 60 例 , ASA Ⅰ ～ Ⅱ级 , 随机分为全麻
组Ⅰ ,硬外加静吸复合全麻组 Ⅱ各 30 例。病种为膀胱全切 , 胰

12 指肠切除 , 广泛子宫切除加腹腔淋巴结清扫等腹部大手术。
　　麻醉方法:麻醉诱导用异丙酚 1 ～ 2 mg/ kg ,芬太尼 5 μg/kg ,

维库溴铵 0.1 mg/ kg 。 Ⅱ组诱导前根据手术的种类选相应的间
隙施行硬外阻滞 , 注入 2%利多卡因(1∶20 万肾上腺素)3 ～ 5

ml ,控制平面在 T4 以下 ,术中硬外间隔 30 ～ 45 min 给药。术终
PCEA治疗。麻醉维持:吸入 1%异氟醚 , 根据临床情况调节异

丙酚滴速 ,间断静脉注入芬太尼 、维库溴铵。
　　监测指标:连续监测 BP、HR、SPO2、ECG , 观察记录每组患

者术中肌松程度 、不良反应 、用药量 、麻醉清醒和拔管时间。
　　统计学方法:所有数据用  x±s表示 ,组间比较用单因素方

差分析 ,组内比较用配对 t 检验。

2　结果

　　一般情况 ,见表 1。

表 1　一般情况

组别
异丙酚
(mg)

芬太尼
(mg)

维库溴铵
(mg)

躁动 苏醒延迟 术终痛感

Ⅰ组 242±67 0.38±0.11 　5.58±1.89 1/30 1/30 0/ 30

Ⅱ组 649±91▲ 0.75±0.16▲ 8.55±1.76▲ 7/30 9/30 18/ 30

▲:P <0.01与Ⅰ组比较

　　作者简介:江春秀(1963-),女 ,重庆市人 ,主治医师 ,主要从事临床麻醉方面
的研究。电话:(023)63513789

　　收稿日期:2000-09-18;修回日期:2001-01-05

　　循环功能:诱导后Ⅰ 、Ⅱ组 SBP、DBP、HR均轻度降低 ,插管
后Ⅱ组较Ⅰ组回升幅度减少 ,拔管后Ⅱ组无反跳性高血压及心
动过速 ,见表 2。

表 2　循环功能监测

　组别 麻醉前 诱导后 插管后 拔管后

SBP(p/kPa) Ⅰ组 17.7±1.9 15.7±2.0■ 19.6±1.9 20.0±2.0

　　　　 　Ⅱ组 17.4±1.5 14.6±1.6■ 16.0±1.7▲ 16.0±2.0▲

DBP(p/kPa) Ⅰ组 11.2±1.9 9.7±1.7■ 11.3±1.5 11.97±2.1

　　　　 　Ⅱ组 11.0±2.3 9.3±1.6■ 9.8±1.7▲ 10.3±1.5▲

HR(次/min) Ⅰ组 85±13.2 74±12.1■ 87±12.7 94±13.5

　　 　　　Ⅱ组 84.3±11.5 73.2±11.4■ 75±12.6▲ 80±10.7▲

■:P <0.05与麻醉前相比;▲:P <0.05与Ⅰ组比较

　　呼吸功能:RR:Ⅱ组拔管后呼吸平稳 , Ⅰ组浅快。 SPO2:拔
管后Ⅱ组明显优于Ⅰ组 ,见表 3。

表 3　呼吸功能监测
RR(次/min) SPO2(%)

组别
术前 拔管后 术前 拔管后

Ⅰ组 15.7±2.1 22.6±2.8■ 96%±1.2% 95%±1.4%

Ⅱ组 16.2±2.5 16.8±2.7 95%±1.8% 98%±1.1%▲

■:P <0.05与术前比较;▲:P <0.05与Ⅰ组比较

3　讨论

　　硬膜外加静吸复合全麻在腹部大手术应用结果提示:(1)
因硬膜外麻醉的充分镇痛 , 全麻用药量显著降低 , 手术后药物
残留效应降低 ,病人苏醒迅速 , 拨管时间提前 ,利于术后呼吸管
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