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0 引言
!"## 是从一种茄科植物的根和叶中提取的活性物质! 具有

止痛消肿"祛风解毒的作用!民间用于毒蛇咬伤"痈疮肿痛及肝癌

的治疗# 我们经过一系列实验研究发现!其水溶性成分具有抑制
动物肿瘤及促进荷瘤动物免疫功能和延长寿命的作用$
在先前的研究中我们发现!采用不同浓度 $%&’(处理骨肉瘤
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采用噻唑蓝!:@@"法发现 7899能够协同三氧化二砷S34%561 抑制人骨肉瘤细胞 :;<*6 的生长#并采用流式细胞计数进一步
证实 7899 加强 34%56对 :;<*6 细胞凋亡的诱导作用T进而检测了 UH4VH4L<6 的活性#发现 34%56联合 7899 作用 :;<*6 细胞后#
UH4VH4L<6的活性显著提高#提示我们 34%56联合 7899 增加 :;<*6细胞的凋亡率的机制可能是通过提高 UH4VH4L<6 激酶活性#从
而促进了整个凋亡通路的激活#最终导致细胞凋亡的增加$
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注!! "#$%$$&"与’()*+ $,-!./012 组比较#

表 % 不同浓度(=!)E和 H2II 对 BCD$E 细胞
增殖抑制的影响JKL

*>/0 % MNN-A. ,6 <3,/4N-3+.4,6 46 BCD$E A-//= >7
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组 别 浓度"! ./012# 细胞抑制率"!$
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细胞全部死亡

表 % 不同浓度(=!)E和 H2II 对 BCD$E 细胞
增殖抑制的影响JKL

*>/0 % MNN-A. ,6 <3,/4N-3+.4,6 46 BCD$E A-//= >7
.3-+.-: F4.; (=!)E A,5>46-: F4.; H2II

注! " "?$,$&"与未处理组比较$%#"@$,$&&与’()*+ $,- !./012 组比较$%
$"@$,$$&&与’()*+ $,-A./012 组比较%%"@$,$&&与未处理组比较$

表 ! (=!)E协同 H2II 对 BCD$E 细胞 A+=<+=-DE
活力和 (66-O46PDH’*G 的影响

*>/0 ! MNN-A. ,6 A+=<+=-DE +6: (66-O46PDH’*G 46 BCD$E
A-//= >7 .3-+.-: F4.; (=!)E A,5>46- F4.; H2II
组 别 BC(DC(EF+"活性单位 A$ ’GGEHIGJF9KLB:M=
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表 ! (=!)E协同 H2II 对 BCD$E 细胞 A+=<+=-DE
活力和 (66-O46PDH’*G 的影响

*>/0 ! MNN-A. ,6 A+=<+=-DE +6: (66-O46PDH’*G 46 BCD$E
A-//= >7 .3-+.-: F4.; (=!)E A,5>46- F4.; H2II

细胞系 OPF6+ 可诱导骨肉瘤细胞凋亡&电镜观察结果显示!细胞
出现典型的凋亡特征性变化!细胞膜表面微绒毛消失!细胞内大
量空泡形成!核仁消失!核染色质浓缩’碎裂!聚于核膜边缘和凋
亡小体形成(QR’ 琼脂糖凝胶电泳出现 QR’ 断裂梯形条带!且
随浓度的增加!梯形条带也越明显& 研究结果表明 ’()*+可诱导

骨肉瘤细胞凋亡 S&T&
最近几年!对细胞凋亡发生分子机制的研究取得了很大的进

展!发现很多死亡信号都能激活多种 BC(DC(E& BC(DC(E 属于半胱
氨酸蛋白酶类!可以介导细胞的凋亡!但 BC(DC(E 参与凋亡具有
严格的细胞类型和死亡信号特异性! 对于某一特定的死亡信号!
特定 UC(DC(E 可能在某一细胞的凋亡中发挥作用! 而在另一种细
胞内则无影响& 在所有的 BC(DC(E 中!BC(DC(EF+ 在细胞凋亡中所
起的作用最被关注! 在凋亡过程中可被其它 BC(DC(E 所激活!参
与染色质的凝聚和核酸的激活!促使细胞发生凋亡S)F+T&
本文运用噻唑蓝 "OLL$’9BO’激酶活性检测等方法 !研究

9"44 联合 ’()*+对于骨肉瘤细胞 OPF6+ 的影响!进而探讨 9"44
联合 ’()*+诱导细胞凋亡的信号传导通路! 为 9"44 及其提取物
的防癌抗癌功能的利用提供实验依据&

! 材料与方法
!0% 细胞培养
人骨肉瘤细胞株 OPF6+ 细胞由中南大学湘雅二医院内分泌

研究所廖二元教授惠赠!在含有 &$$ !1.0 青霉素’&$$ !1.0 链霉
素和 &$ M新生牛血清的 QOVO 培养液内! 置 +5$’-MB*)孵箱

中传代培养&
!0! 试剂及仪器

’()*+"WKPO’ 公司产品$以磷酸缓冲液:"XW=制成 &$ ../012
的储存液Y 临用时以 OVO 培养液稀释成所需浓度(9"44 自行提
取制备成 )$$ .;1.0 含干药溶液( OVO 培养基"WKPO’ 产品$Z人
’GGEHIG JF9KLB 试剂盒由深圳晶美公司提供(BC(DC(EF+ B/0/[I%
.E\[IU ’((C] ^I\( "XQ 公司产品 $ OLL :+Y3%-<I.E\_]0\_IC‘/0F)Y
-<ID_EG]0 \E\[C‘/0IA. a[/.I<E=’胰蛋白酶"&))-$$购自华美公司(
流式细胞仪 B’2KX 型 "XQ 公司 $( 蛋白1核酸分析仪 Qb63$ 型
"XVB^O’R 公司$%
!0E B** 法检测(=!)E和 H2II 对 BCD$E 细胞增殖抑制
采用 OLL 法检测不同浓度 ’()*+ 和 &%$!9"44 对人骨肉瘤

细胞株的增殖抑制率!取对数生长期 OPF6+ 细胞!用 $%&-M胰酶
分散细胞后计数!调整细胞浓度为 -&&$3 .0!植入 46 孔细胞培养
板!)$$ !01孔!待细胞贴壁!分别加入不同浓度 ’()*+ 和 9"44!同
时设一组不加药物的细胞组Y作实验参照!每组均含 3 个平行孔!
置 B*)孵箱内分别培养 37 _!结束前 3’6 _ 每孔加入 OLL:- .;1
.0 = &$ !0Y 小心去除上清液!加入 QOW*&$$ !0Y 轻轻震荡至 OLL
沉淀完全溶解 Y 在多孔扫描分光光度计上 Y 测定 -5$ G. 波长下
吸光度 ’ 值& 取复孔 ’ 值平均数Y 按下式计算药物对细胞的抑
制率& 实验重复 + 次&
细胞抑制率"M$c :&(实验组平均吸光度值1对照组平均吸光

度值=&&$$M&
!0" 细胞凋亡的检测
在凋亡发生的早期!当磷脂酰丝氨酸""W$暴露于细胞质膜的

/A\E[ 0ECd0E\ 上时! 膜非对称性丧失& 钙依赖性磷脂结合蛋白 J
:’GGEHIG J=能特异性与 "W 结合!用来检测凋亡早期细胞膜 "W 的
翻转情况& 通过荧光标记 ’GGEHIG J 可以对发生凋亡的细胞的数
量和程度进行分析& 分别用不同浓度 9"44 和 ’()*+作用 OPF6+
细胞 37 _!收集 -&&$-个细胞!按照 ’GGEHIG JF9KLB 试剂盒说明
书 操 作 & XQ 公 司 流 式 细 胞 仪 检 测 !9KLB VH1V.e3771-&7(
"K VH1V.e-+-16&5& 数据用 O/<9I\ 分析软件处理&
!0Q G+=<+=-DE 活力检测

分别用不同浓度 9"44 和 ’()*+作用 OPF6+ 细胞 37 _!收集
)&&$6个细胞!严格按照 BC(DC(EF+ B/0/[I.E\[IU ’((C] ^I\( 操作方
法!测定 BC(DC(EF+ 活性&
!0$ 统计学方法

W"WW4%$ 统计学软件处理数据! 实验数据以 H)( 表示! 采用
W\A<EG\Y( L 检验&

E 结果
E0% (=!)E 和 H2II 对 BCD$E 细胞增殖抑制
我们在以前的文章中曾报道!’()*+诱导 OPF6+ 细胞凋亡的

最佳时间为 37 _S&T! 因此本文作用时间均采用 37 _& 不同浓度
’()*+和 9"44 分别作用和协同作用 OPF6+ 细胞 37 _Y 均可见细
胞增殖受到不同程度的抑制!并且该抑制作用随浓度的升高而增
强"D@$%$&$!结果见表 &&从表 & 得出!单加 ’()*+ $%- ! ./012 时!
细胞抑制率为 +%4-"&%35M!当 $%- ! ./012 ’()*+与 &!9"44 合用
时!其细胞抑制率达到 -$!!两组比较 "@$%$$&&

E0! 细胞凋亡检测
图 & 为 CGGHIGJ1"K 双变量流式细胞仪散点图!在图中可见 +

群细胞!即左下象限显示活细胞群"CGGEHIGJF1"KF$Z右下象限显示
凋亡细胞群"CGGEHIGJ#1"KF$(左上象限显示坏死细胞群"CGGEHIGJF

1"K#$& 由图 & 和表 ) 可看出!’()*+N9"44 组与 ’()*+ 组比较!CG%
GEHIGJ#1"KF细胞明显增加() 个加药组与未处理组比较!凋亡细胞
与坏死细胞均显著增加& 结果提示!极低浓度 ’()*+与 9"44 协同
能够诱导 OPF6+ 细胞凋亡Y与未处理组比较有显著差别&

E0E A+=<+=-DE 活力检测
’()*+ 与 9" 44 协同作用 OPF6+ 细胞!BC(DC(EF+ 表达显著

升高!且浓度越高酶活力也越强!与单加 ’()*+ 比较差别有显著

性& 结果显示!9" 44 能协同 ’()*+加剧细胞凋亡!从而激活半胱
氨酸酶级联反应&
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该游戏的填数规则为!! 在 !!! 的大九宫格内"出题者已给出若
干数字"其它宫位的数字空留"需要读者根据逻辑推理填写剩下空格里
的数字#" 填满数字的大九宫里"数字之间的关系必须满足!每一行与
每一列都有 " 到 ! 的数字" 每个实线所标 #!$ 的小九宫格里也有 % 到
! 的数字"且每个数字在每行$每列及每个小九宫格里只能出现 " 次"即
既不能重复也不能缺少% 答案请见下期%

轻松一刻!!!九宫填数
!科技智力游戏!

图 0 细胞凋亡散点图
345$ 0 367 89:;<:9= >?"?:"@4@

>A B@%CDE3FGG组 HA B@%CD组

<A 未处理组

& 讨论和初步结论
细胞凋亡是普遍存在于多细胞生物体内的一种自发$主动的

细胞死亡过程"是生物体维持细胞数量相对稳定的固有机制% 这
一机制若有障碍或发生异常"就有可能引发肿瘤或其它病变% 肿
瘤是一种细胞凋亡过少而增殖过多的疾病"若能抑制肿瘤细胞的
增殖并诱导其凋亡"肿瘤细胞就有可能停止生长%
很多植物有效提取成分都具有抗癌的作用"如从绿茶中提取

的茶多酚能够诱导细胞凋亡从而抑制肿瘤的生长 &’()*%紫杉醇是从
天然植物红豆杉中提取的抗癌药"可诱导人急性早幼粒细胞白血
病$人乳腺癌细胞$人食管癌细胞的凋亡%
已证实 +,-.#对急性早幼粒细胞白血病/+012 等具有良好的

促凋亡作用3 临床应用于 +01 也取得了较为满意的疗效% 至于
+,-.# 抗凋亡的机制较为复杂"其中可能的机制!! 下调癌基因
表达或上调抑癌基因的表达 3例如!采用砷剂诱导 4 淋巴瘤细胞
株 546(% 调亡时"07$ 蛋白表达的阳性率由 -8$9增高到 #-8!9#
诱导人肺腺癌细胞 :16(;< 调亡时"=(>?= 基因表达下降"而 07$
表达升高&@*#" 造成线粒体内膜电位差破坏"使 +A0 合成异常"不
能为细胞提供充足能量而引起凋亡 &;(%B*%
本实验运用噻唑蓝 &5AA’ 法发现" C0!! 对人骨肉瘤细胞

5:()$ 的生长有抑制作用"并与 +,-.$有协同效应% 采用流式细
胞计数进一步证实 C0!! 对 5:()$ 细胞生长抑制是由于诱导
5:()$ 细胞发生凋亡%进而"我们检测了 6D,ED,F(# 的活性"发现
C0!! 联合 +,-.# 作用 5:()# 细胞后能够提高 6D,ED,F(# 的活
性"这提示我们 C0!! 联合 +,-.#诱导 5:()# 细胞出现凋亡的机
制可能是通过活化 6D,ED,F(# 激酶从而激活整个凋亡通路"最终
导致细胞的凋亡%该研究为我们进一步寻找高效$低毒$安全的骨
肉瘤治疗新药奠定了坚实的基础%
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