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益髓灵氯仿提取物诱导 ��一 ��细胞

凋亡的初步研究

陈信义
，
邵德彬

�
赵立业

‘
胡凯文

‘
庞大本

，
池旭生

，
李玉梅

，

摘典 本项研究重点进行了益髓灵氯仿提取物
、

含氯

仿提取物的兔血清
、

含氛仿提取物的兔肝匀浆
、

足叶乙

贰
、

正常兔血清五组诱导 ��一 �� 细胞凋亡效应的实

验研究
。

结果显示
，
短期液体培养后

，
取培养的 ��一��

细胞
，
经光学显微镜观察与流式细胞仪分析

，

前四组

均见明显的��一�� 细胞凋亡现象
。

其中
，
含益髓灵抓

仿提取物的兔肝匀浆作用最强
，

与阳性对照药足叶乙

贰相似
，
兔血清作用次之

，
益髓灵氯仿提取物作用较

弱
，
正常兔血清无明显的诱导 ��一�� 细胞凋亡作用

。

对于其诱导凋亡机理尚正在研究之中
。

主肠词 脱噬作用�药物作用 巨核细胞�药物作用

� 益髓灵抓仿提取物

益髓灵具有益气养阴
、

活血解毒功能
，

临床用于治

疗骨髓增生异常综合征及配合化疗治疗白血病等
，
已

取得较好的临床疗效��，
�〕 。

我们在临床研究的同时
，

先

后对其进行了部分治疗机理研究 〔�一习 。

在研究益谧灵

对白血病巨核细胞���一����影响过程中发现
，
益髓

灵初提物有诱导 ��一��� 细胞凋亡作用 〔卜闺
。

为了拓

宽研究内容
，

我们按照有关文献
，
采用不同溶剂对益髓

灵进行了提取
�

，
并进行了初步的实验研究

。

在基本确定

益髓灵水
、

正丁醇提取物有促进 ��一 �� 细胞增殖作

用
，
益髓灵抓仿

、

乙酸乙醋提取物有诱导 ��一�� 细胞

凋亡效应基础上
，
重点进行了益髓灵氯仿提取物以及

含该提取物的兔血清
、

肝匀浆诱导 ��一�� 细胞研究
。

� 材料与方法

�
�

� 材料
�����一 ���。 由华美公司提供

，

小牛血清

由中国医学科学院夭津血液病研究所提供
，

碘化丙咤

����
、
������ 、

����
、
����一��购于北京化学试剂商

店
，
��一 �� 细胞株由军事医学科学院生命医学研究

中心提供
，
实验用家兔�雄性

，

体重 ����由北京海淀

� 北京中医药大学东直门医院
，

北京东城区海运仓

��������

� 中国中医研究院

收稿 日期
�����一 ��一���修回日期

�����一 ��一��

温泉动物实验厂提供
，

美国����
��一��������� 公司产

荧光激活分选仪��������� 型由中国中医研究院蓦

础理论研究所提供
。

�
�

� 方法
�

按益髓灵�本院制剂�临床用药剂量
，

取益

髓灵生药研粉
，

在我院制剂室用乙醇提取后
，
再分别用

熟仿
、

乙酸乙醋
、

正丁醉提取
，
其余部分为水溶部分川

。

以含 ��浓度益髓灵抓仿初提物 ���
，
给家兔腹腔注

射
，

每日 �次
，

连续 � 周后心脏取血
，

离心
，
制备兔血

清
，
同时取出兔肝脏

，

制备肝匀浆
。

兔血清
、

肝匀浆均

以 ����一 ���。 培养液 � � �稀释
，

过滤
，
灭菌后备用

�

并制备正常兔血清
。

取 ��一�� 细胞株
，

调细胞浓度为

�� ��‘���
，
以 ����一 ����培养液加 ���小牛血清

，

在 ����
�，
��℃条件下

，

孵育传代培养
，
在指数增殖

后
，

分组加入 ��� 益髓灵抓仿初提物以及含该提取物

的兔血清
、

肝匀浆
。

并设足叶乙贰阳性对照与正常兔血

清阴性对照
，
继续孵育培养 ���� 小时 ，分别在 �小

时
、

�� 小时两个时间点取培养的 ��一�� 细胞行光学

显微镜观察与流式细胞仪分析
。

� 结果

�
�

� 光学显微镜观察
�

在 �小时
、

�� 小时两个时间点

分别用倒置显微镜观察细胞生长状态
，
再以细胞徐片

机涂片
，

瑞士染色
，
用低倍镜观察后

，

放大 ��。 倍油镜

下观察凋亡小体
。

结果显示
，
加入益悦灵抓仿提取物以

及含该提取物的兔血清
、

肝匀浆体外孵育的 ��一��

细胞 �小时后已有凋亡小体出现
，
�� 小时后均显示有

明显的��一 �� 细胞凋亡现象
。

其中
，

含益做灵抓仿提

取物的兔肝匀浆作用最强
，

与阳性对照药足叶乙贰相

似
，
兔血清作用次之

�益健灵抓仿提取物作用较弱
，
正

常兔血清无明显的诱导 ��一�� 细胞凋亡作用
。

光学

显微镜下凋亡的 ��一�� 细胞
，

其细胞核呈暗红色
，

细

胞浆呈蓝黑色
，

核染色质出现密集
、

浓缩
，
核碎裂等细

胞凋亡特征性改变�图片资料略��

�
。

� 流式细胞仪分析
�

在 �� 小时时间点取各培养组

的 ��一 ��单细胞悬液
，
用 ��写乙醉固定

，
在 �℃条件

下
，

冰箱保存 �小时 ，染色前加 ��� 反复离心 �次
，
沉
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淀去固定液 �加入 ���拌������� ，

置 ��℃水浴 ��分

钟 �加入 ���闪 �� 染液混匀
，
�℃避光放置 �� 分钟 �

流

式细胞术分析
，
记录激发波长 �����

，

�� 荧光通过

����� 阻断滤片
，
由光电倍增管测试

，

多道脉冲分析器

分析
，
显示凋亡细胞散点图

。

细胞凋亡时
，
��峰左侧出

现近二倍体细胞群峰
。

其散点图显示结果与光学显微

镜下观察相一致�散点图资料略�
。

� 讨论

英国生物学家 ���
�
等在 ����年首先提出细胞凋

亡概念���〕 ，

近些年来
，

随著科学技术不断发展和研究手

段的更新
，

对细胞凋亡发生机理与基因调控进行了部

分揭示
，

人们日益重视细胞凋亡与各种疾病之间的相

关联系
，

特别是白血病等与细胞凋亡关系极为密切
。

有

学者研究证明
，

白血病等的发生是由于细胞增殖与凋

亡之间平衡失调所致
。

正常细胞在转化为癌细胞时
，

其

本身具有异常高速度增殖率
，
在伴随有细胞形态学

、

细

胞代谢与功能异常的同时
，
癌细胞也不同程度发生凋

亡
。

增殖与润亡之间存在着一定平衡关系
，

这种平衡关

系决定着癌细胞生长速度
。

因此
，

在癌细胞生长过程

中
，

过多的癌细胞凋亡无疑是有益的
。

故而研究细胞凋

亡与癌症发生
、

发展的相关性是癌症治疗的重要手段
，

也将是今后本领域研究的热点课题
。

国外多采用化学药物来诱导癌细胞凋亡
。

但是
，

由

于化学药物本身具有一定毒性
，
它除能够诱导癌细胞

凋亡外
，

对机体正常细胞和组织也能带来严重损害
。

因

而
，
尚未在临床广泛推广应用

。

国外也有用蟾毒灵诱导

��一 �。 细胞凋亡的研究报告
。

但我们认为
，

婚蛛毒素

对人体可能带来严重的不良反应
，

因而缺乏临床推广

运用的可行性
�

国内有以丹参酮体外诱导 ��一�� 细

胞凋亡的研究文献
，

但尚未推广应用于临床
。

中医药用

于治疗白血病已有上千年历史
，
临床实践证明

，

中药

能撼增加化学药物杀伤癌细胞的敏感性
，

也能够减低

化学药物的毒副作用
�

除此以外
，
近些年临床与实验

研究还表明
，

单味中药或中药复方还有抗癌细胞多药

耐药与诱导癌细胞凋亡作用
。

基于上述
，

中医药治疗

白血病�肿瘤的临床与实验研究已经受到了国内外学

者的高度重视
�

开展单味中药或中药复方诱导癌细胞

凋亡研究将会成为临床最有广泛前景的应用基础性研

究课题
。

益髓灵用于治疗骨健增生异常综合征等恶性血液

病 已经获得了较好临床疗效
，
其初提物有诱导 ��一

��� 细胞分化与凋亡的生物活性
。

为了进一步拓宽研

究内容
，

观察益悦灵能否有诱导癌细胞凋亡效应
，
����

年初至 ����年底
，
我们开展了益髓灵氯仿提取物以及

含该提取物的兔血清
、

肝匀浆体外诱导 ��一 �� 细胞

凋亡研究
。

初步的研究结果表明
，
��一�� 细胞在体外

孵育过程中
，
能够被益髓灵氯仿提取物以及含该提取

物的兔血清
、

肝匀浆诱导凋亡
。

其中
，
含氯仿提取物的

兔肝匀浆诱导 ��一 �� 细胞凋亡效应与阳性对照药足

叶乙贰类似
。

初步研究结果为深入开展益髓灵诱导癌

细胞凋亡研究奠定了良好基础
，
也为该药配合化学药

物治疗癌症提供了实验研究依据
。

根据以上初步预实

验研究基础
，
目前我们正在或即将进行的研究工作有

�

���益髓灵氯仿提取物以及含该提取物的兔血清
、

肝匀

浆诱导 ��一 �� 细胞凋亡量效
、

时效关系，���来用

��� 电泳
、

激光共聚焦扫描显微镜
、

分子生物学等技

术与方法研究益髓灵氯仿提物以及含该提取物的兔血

清
、

肝匀浆诱导 ��一�� 细胞凋亡机理 ，���益翻灵不

同溶剂提取物与含有不同溶剂提取物的兔血清
、

脏器

匀浆诱导患者白血病细胞凋亡效应及其机理研究
。
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