
!研究报告!

鸦胆子油乳诱导白血病QD>C细胞凋亡的实验研究

李英!徐功立!李颖!张楠

!!鸦胆子油乳是临床上广泛应用的抗肿瘤中药"为探讨其

在白血 病 中 的 作 用"我 们 观 察 了 鸦 胆 子 油 乳 对 人 白 血 病

QD>C细胞的生长抑制和诱导细胞凋亡作用及相关基因的改

变#

材料和方法

!!试 剂!鸦 胆 子 油 乳"沈 阳 药 科 大 学 制 药 厂 产 品"每 支5B

*8"含量为5B̂ #

"!细胞培养!QD>C细胞为人单核细胞白血病细胞株"引自

中国医学科学院血液学研究所"常规传代培养#实验时均用

对数生长期细胞#

#!1//法 检 测 鸦 胆 子 油 乳 对 QD>C细 胞 增 殖 的 影 响!实

验方法根据文献$5%略加改进"设药物处理组&细胞对照组和

空白对照组#每组设>个复孔"在终止培养前A"加入 1//
’I*7(*8)"置酶联免疫检测仪下以ICB(*为检测波长&2>B

(*为参考波长检测吸光度’#)值#

细胞生长抑制率’̂ )e’5Z#实验组

#对照组
)d5BB̂

$!细胞形态观察

$N!!光学显微镜观察*IBB"7(*8鸦胆子油乳作用<A"A6"C<

""同时设细 胞 对 照 组 和 空 白 对 照 组"J’#7"!3=#)*-,染 色"

光镜下观察#

$N"!透射电镜观察*收集药 物 作 用A6"细 胞">̂ 戊 二 醛 固

定"用BN5*$8(H磷酸盐缓冲液’%GCNA)洗>次"用5̂ 锇酸

固定5""梯度乙醇脱水"丙酮浸透"包埋"切 片"醋 酸 双 氧 铀3
柠檬酸双重染色"5<BB\:型透射电镜观察并照相#

%!F;@凝胶电泳!取IBB"7(*8鸦胆子 油 乳 作 用A6"C<"
的QD>C细 胞"设 阴 性 对 照#参 照 文 献$<%方 法 提 取 细 胞

F;@"用<B7(H琼 脂 糖 凝 胶 进 行 电 泳"紫 外 灯 下 观 察 并 照

相"凝胶成像系统成像#

&!流式细胞术检测

&N!!细胞凋亡率 和 细 胞 周 期 变 化*分 别 收 集 不 同 浓 度 药 物

作用不同时间的 各 组 细 胞’大 于5B2)"用CB̂ 乙 醇 固 定"离

心"0S:洗涤"加碘化 丙 锭’0V)染 色 液’5B"7(*8)BNI*8"应

用流式细 胞 仪 分 析 不 同 F;@含 量 的 细 胞 分 布"在 1,4#(3

!$-"2IB计算机上用 1$9#.#!H/软 件’美 国SF公 司 提 供)分

析数据#

&N"!L483<及43*+4蛋白表达变化*收集药物作用A6"各组

细胞’大于5B2)"离 心"CB̂ 乙 醇 固 定"AM过 夜#加0S:调

整至5BB"8"再加相应的一抗L483<&43*+4和阴性对照鼠抗人

作者单位*<IBB<5!济南"山东大学山东省立医院血液科’李英&

徐功立&李颖)+济南市中心医院’张楠)

V7=55B"8"室温反应<B*#(后"加 入[V/?标 记 的 羊 抗 鼠 二

抗5B"8"上 流 式 细 胞 仪 检 测"在 1,4#(!$-"2IB计 算 机 上 用

?)88h&)-!08$!软件分析数据"计算细胞阳性率#

’!E/30?E检测L483<&43*+4*E;@水平变化

’N!!总 E;@ 提 取*取 对 数 生 长 期 的 QD>C细 胞"以 IBB

"7(*8鸦胆子油乳处理<A"A6"C<""设 阴 性 对 照#收 集 细 胞

’大于5B2)"按E;@提取试剂盒说明提取总E;@#

’N"!总E;@定量*取上述E;@样品各5B"8"用F\0?水

稀释>BB倍"Q3<BBB型 紫 外 分 光 光 度 仪 测 定 含 量#引 物 由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成&纯化#扩增产物

大小*(3,4!#(>BBL%"43*+4IBBL%"L483<5CBL%#具 体 序 列

为*

!!(3,4!#(*正义链*IK3@/?@/=///=@=@??//?@@?@3>K+

反义链*IK3?@/?/?//=?/?=@@=/??3>K#

!!L483<*正义链*IK3==@/??@==@/@@?==@==?/==3>K+

反义链*IK3==?@/=//=@?//?@?//=3>K#

!!43*+4*正义链*IK3?@@@=?/?=/?/?@=@=@@=3>K+

反义链*IK3@=//=/=?/=@/=/=/==@=3>K#

’N#!逆转录反应*取总E;@5"7"131HX5"8"逆转录反

应体系A"8"9;/05"8"F//<"8"反义链引物5"8"F\0?
水补至<B"8">CM5""DIM5B*#("快速离心使蒸汽沉于管

底#

’N$!0?E*在上述<B"8逆 转 录 产 物 中 继 续 加 入0?E体 系

56"8"9;/05"8"正义 链 引 物5"8"F\0?水I6"8"反 应 条

件*DIMI*#("DAM5*#("I6M5*#("C<M5*#("循环

>I次"末次延长C*#("结束反应#

’N%!电泳定量分 析*用 凝 胶 成 像 分 析 系 统 测 出 阳 性 细 胞 因

子和(3,4!#(的表达强度"其比值即为目的基因表达量#

(!统计学分析!卡方检验#

结 果

!!鸦 胆 子 油 乳 对 QD>C细 胞 增 殖 的 影 响!5BBB"IBB"<IB"

5<I"2<NI">5N<I"7(*8的 鸦 胆 子 油 乳 与 QD>C细 胞 作 用A6

"后"细 胞 抑 制 率 分 别 是D6N<̂ &6>NÂ &IAN>̂ &<>N<̂ &

55ND̂ &ANĈ #IBB"7(*8鸦 胆 子 油 乳 与 QD>C细 胞 作 用

<A"A6"C<"后"细胞 抑 制 率 分 别 为I2N6̂ &6ANĈ &D6NÎ #

通过统计学处理得出 鸦 胆 子 油 乳 对 QD>C细 胞 作 用A6"的

,-IB值为<5A"7(*8#

"!鸦胆子油乳作用后QD>C细胞的形态学变化

"N!!光学显微镜*IBB"7(*8的鸦胆 子 油 乳 处 理 QD>C细 胞

A6"后"细胞体积变小"染色质浓缩"靠近核膜"核碎片形成"

出现凋亡小体#

!56>!中华血液学杂志<BBA年2月第<I卷第2期!?"#(WG)*,!$8"W&()<BBA"X$8<I";$N2

万方数据



"N"!透射电镜!IBB"7"*8鸦胆子油乳处理C<"的QD>C细

胞体 积 缩 小#核 染 色 质 固 缩#聚 集 于 核 膜#胞 浆 内 空 泡 增 多#

细胞膜表面微绒毛 和 伪 足 减 少#细 胞 器 结 构 完 整#可 见 凋 亡

小体$

#!鸦 胆 子 油 乳 作 用 后 QD>C细 胞 F;@片 段 化 电 泳!IBB

"7"*8鸦胆子油乳处理C<"的QD>C细胞F;@凝胶电泳出

现F;@梯 状 图 谱#阴 性 对 照 及IBB"7"*8鸦 胆 子 油 乳 处 理

A6"的QD>C细胞未见明显的F;@梯状图谱$

$!细胞凋亡率及细胞周期变化!表5示不同浓度鸦胆子油

乳处理不同时间后QD>C细胞的凋亡率$各处理组与对照组

比较#差异均有显著性%&$BNB5&#且 随 着 药 物 浓 度 的 增 高#

凋亡率有增高趋势$IBB"7"*8鸦胆 子 油 乳 作 用 QD>C细 胞

后#=B"=5 期细胞增 多#:g=<"1 期 细 胞 减 少#与 对 照 组 相

比#差异有显著性%&$BNB5&%表<&$

表5!不同浓度鸦胆子油乳作用不同时间后QD>C细胞

!!!!的凋亡率%̂ &

组别
细胞凋亡率

<A" A6" C<"

对照组 5NAB BND6 5N2D
药物作用组

!IBB"7"*8 DN>I" 5BNI2" 5DN<C"

!<IB"7"*8 >NDC" ANCI" CNCC"

!5<I"7"*8 <NB>" <N>D" <NDC"

!!注!与对照组相比#"&$BNB5

%!鸦胆子油乳作用后QD>C细胞L483<及43*+4蛋白表达水

平的变化!IBB"7"*8鸦 胆 子 油 乳 作 用 QD>C细 胞A6"后#

L483<蛋白 的 表 达 由DCN2Î 下 调 为C>NB<̂ #43*+4蛋 白 表

达由C<N2Â 下调为<2NDB̂ %&值均$BNB5&$

&!鸦胆子油乳 作 用 后 QD>C细 胞L483<’43*+4*E;@表 达

水平的变化!与阴性对照相比#IBB"7"*8鸦胆子油乳作 用

QD>C细胞<A#A6#C<"后#L483<’43*+4*E;@表 达 量 均 下

降$且随作用时间延长#表达量有下降趋势%表>&$

讨 论

!!鸦胆子是苦木科植物.%+/012131’4/1%5&60%%的成熟

果实#鸦胆子油乳是 以 鸦 胆 子 为 原 料#精 制 大 豆 磷 脂 为 乳 化

剂制成的油水型乳剂#自 从CB年 代 O&%4",(从 鸦 胆 子 中 提

取出D种具有抑癌活性的苦木内脂类单体后#引起国内外学

者的重视$体内外实验研究表明#鸦胆子可抑制实体瘤和白

血病细胞的增殖(>#A)$本 实 验 结 果 显 示#鸦 胆 子 油 乳 对 白 血

病QD>C细胞增殖有明显 的 抑 制 作 用#并 呈 剂 量 和 时 间 依 赖

性$

表>!QD>C细胞L483<’43*+4*E;@在鸦胆子油乳作用

!!!!不同时间后的相对表达量的变化

基因
相对表达量

B" <A" A6" C<"

L483< BN2DDI BN266C BN2<A2 BNAA6I
43*+4 BND6<> BNCB5C BN2<D5 B

!!细胞凋亡与 白 血 病 的 发 生 与 治 疗 密 切 相 关$在 本 实 验

中#鸦胆子油乳作用于 QD>C细胞后#我们通过光镜’电镜 均

观察到典型的凋亡细胞形态改变#F;@电泳呈现特 征 性*梯

状F;@+条 带$5<I!IBB"7"*8的 鸦 胆 子 油 乳 均 可 诱 导

QD>C细胞凋亡#随 作 用 时 间 延 长 及 浓 度 加 大#凋 亡 率 增 加#

说明鸦胆子油乳体外能 诱 导 QD>C细 胞 凋 亡#其 对 肿 瘤 细 胞

的抑制作用可能 是 通 过 诱 导 细 胞 凋 亡 而 发 挥 作 用$进 一 步

细胞周期分析显示#鸦 胆 子 油 乳 作 用 组=B"=5 期 细 胞 增 多#

:期细胞减少#提示鸦 胆 子 油 乳 阻 止 QD>C细 胞=B"=5 期 细

胞向:期 进 展#阻 断 白 血 病 细 胞 增 殖#与 国 外 最 新 研 究 结

果(A)相一致$

我们 检 测 了 鸦 胆 子 油 乳 作 用 前 后 QD>C细 胞L483<’43

*+4*E;@及蛋白水平的变化#结果鸦胆子油乳作用后L483

<’43*+4*E;@相对表达量降低#并随时间延长而下降,L483

<’43*+4阳性细胞率较对 照 组 明 显 降 低#提 示 鸦 胆 子 油 乳 可

能通过下调L483<’43*+4基因表达水平而发挥促凋亡作用$
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表<!IBB"7"*8鸦胆子油乳对QD>C细胞细胞周期的影响%̂ &

组别
<A"

=B"=5 期 :期 =<"1期

A6"

=B"=5 期 :期 =<"1期

C<"

=B"=5 期 :期 =<"1期

对照组 A6N<B >6NCB 5>N5B A>N6I I2N5I B A>NIC AIN>B 55N5>
药物组 2>N6D" <CN66 6N<> 2BNCB" >DN>B B I2NB<" A>N>> BN2I

!!注!与对照组相比#"&$BNBI
%收稿日期!<BB>3B635I&
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万方数据


