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实 验 研 究

人参皂贰对人 � 淋巴细胞白血病细胞株凋亡基因的影响

凌昌全
�

俞超芹
�

潘瑞萍
‘
黄雪强

士

张登海
“

摘要 本研究应用 ��� 断裂点标记法������
�

�
、

��� 凝胶

电泳
、

光镜及 ��一���等技术探讨人参皂贰对人 �淋巴细胞

白血病细胞株���一����凋亡基因的影响
。

结果
�
放线菌鲍

、

放线菌素 � 本身可诱导 ��一��� 细胞凋亡
�人参皂峨十放攀

菌酮
、

人参皂贰十放线菌素 � 两组的调亡率与放线菌酮
、

放线

菌素 �组差异无显著性
。

人参皂贰可使 ��一���细胞��� 一

�
、

��� 基因表达显著降低
，

其中���一�降低尤为明显扩提示放

线菌酮或放线菌素 �通过抑制某些抗凋亡蛋白的合成而诱导

��一��� 细胞凋亡
。

人参皂贰诱导 ��一��� 细胞凋亡的机
理是通过抑制 ��，一 �基因表达

、

降低 ���一 ����
、 比奉、从而

诱导细胞凋亡
。

主题词 白血病
，

淋巴细胞
，

急性�中医药疗法 人参皂贰�药

理学 肿瘤细胞
，

培养的�药物作用

近年来的研究发现
，

人参皂贰可预防和治疗肿瘤
，

如人参皂试对急性非淋巴细胞白血病细胞及对单核样

白血病系 � 一 ��� 细胞有诱 导分化作用 〔‘一 �」，

可使肝

癌细胞系 ����一 ����细胞由 ��
��

。
期进入多 期

，

同时阻止 �期细胞进 ��
�� 期

，

抑制细胞增殖闭
。

我们

以往的实验结果表明
，

人参皂贰可显著抑制人急性白

血病 � 淋巴细胞株 ��一��� 细胞的增殖
，

诱导名�一

��� 细胞凋亡
，

并有明显的时间和剂量效应
。

本研究

通过观察放线菌素 � 和放线菌酮对人参皂贰诱导 ��

一��� 细胞凋亡的影响及人参皂贰对名�一��� 细

胞凋亡基因表达的影响
，

进一步探讨人参皂贰诱导 ��

一��� 细胞凋亡的机理
。

� 材料和方法

�
�

� 材料
���一����中国科学院上海分院细胞所�

用含 ���的小牛血清的 ����一 �����������安全

培养液培养
。

人参皂贰�第二军医大学药学院提供��

��� 断裂点标记 ������
，
�标记液

、

���印�������一

��
、

碱性磷酸酶底物���������
，

德国宝灵曼公司卜

放线菌素 � 和放线菌酮 �华美公司��总 ���抽提试

剂盒 �华顺公司�
���� 反转灵试剂盒 ���

�

����卜

� 中国人民解放军第二军医大学长海医院中医科
，

上海市长海

路��������

� 中国人民解放军第二军医大学长征医院

收稿日期
�����一 ��一 �台

��� ��� 聚合酶�华美公司 儿���仪伊�
，
�����

�扩

增相关基因引物�中国科学院上海分院生化所合成�
。

�
。

� 方法
�

一

�
�

�
�

� 放线菌酮和放线菌素 � 对人参皂贰细胞毒性

影响
���一��� 细胞调整为 �大 �护�角�

，

将细胞分成

名组
�
���空 白对照组 �帷��陀君如�放线蓄酮组

，���

�
�

���陀�耐 放线菌素 �
一

组江幻�印玄才血�人参皂贰组
�

���人参皂贰十放线菌酮组
��时人参皂伏十放线菌素

� 组
。

培养 �� 小时后
，

计数台盼兰染色阳性死亡细胞
。

�
�

忿
�

� 放线菌素 � 和放线菌丽黔人参息贰诱导 ��

一��� 细胞调亡影响
����调整 ��一��� 细胞浓度

为 �� 工����孟
，

接种在进 口 �� 孔板中
。

���将细胞分成

�组
，

方法同毒性实验
。

�����
‘

�二氧化碳孵箱内继续

培养 �� 小时
，

收集细胞悬液
，

离心
，

去上清
，

加入 ���

甲醛
，

固定 ��分钟
，

离心
，
���洗涤

。

���加穿透液�含

�
�

���������一 ���
、

�
�

���
����

，
���洗涤

。

���在显

微镜下点片
，

凉干
。

��������
�

标记液作甩 �� 分钟
，

���水浴
。

������ 冼涤
，
����� ������ �洗涤背景

。

���加 ��犷���
������ 一 ��置 ��

一

℃水浴
卜

�� 分钟
。

���

�������� 显微镜下显色
。

����核固红复染
。

���� 自

然干燥后中性树胶封片
。

显微镜下计数阳性细胞
。 �

细

胞核染成蓝色为阳性细胞
。

�
�

�
�

� 人参皂俄对凋亡相关基因的影响
�
�����一

��� 细胞调整为 �又 ��
’
����

，

分别与 �如夕��人参皂

贰
、 。

�

即创。 �经基喜树碱共育 �� 小时
，
收集细胞

。

���� 抽提
、
���� 反转录分别按试剂盒说明操作

，

���扩增按常规方法进行
。

���取�红�产物
一

��睡
，
��

琼脂糖凝胶电泳
，

甩密度扫描仪对特异性条带进行密

度扫描
，

各基因扫描值用同一标本 �一
。 ��栩 扫描值进

行校对
。 ·

�
�

��� 统计学处理
�

采用 ，检验
。

� 结果

�
�

� 放线菌酮和放线菌素 �对人参皂贰诱导 ��一

��� 细胞调亡及细胞毒性影响
�

台盼兰染色结果显

示
，
�“ ����放线菌酮

、
��拌����人参皂贰对 ��一���

细胞毒性较小
，

其台盼兰染色阳性率与空白对照组无

明显区别
，

但人参皂贰�放线菌酮对 ��一��� 细胞
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毒性明显增加
。

�拼����放线菌酮
、
�

�

���拼����放线菌

素 �可显著诱导 ��一��� 细胞凋亡
。

人参皂贰�放

线菌酮
、

人参皂贰�放线菌素 � 两组的凋亡率与放线

菌酮和放线菌素 � 组差异无显著性
，

见表 �
。

表 � 放线菌酮和放线菌素 � 对人参皂贰诱导 ��一���

细胞凋亡及细胞毒性的影响 ‘ 士 ，�

分 组 标本数 台盼兰阳性率���细胞凋亡率���

空白对照组 � �
�

��士 �
�

�� ��
�

��士 �
�

��

人参皂贰组 � �
�

��士�
�

� ��
�

��士�
�

��
‘

放线菌酮组 � �
�

��士�
�

�� ��
�

��士�
�

��
‘

放线菌素 � 组 � ��
�

��士�
�

��
二

��
�

��士 �
�

��
‘

人参皂贰�放线菌酮组 � ��
�

��士 �
�

��
�

��
�

��士�
�

��
‘

人参皂试�放线菌 �组 � ��
�

��士 �
�

��
，

��
�

��士 �
�

��
“

与空白对照组比较
， 二 尸� 。

�

��

�� � �����
� �

显微镜下所见
，

细胞收缩变小
，

染成蓝

色的为凋亡细胞�图略�
。

�
�

� 人参皂贰
、

经基喜树碱对 ��一��� 细胞相关凋

亡基因表达的影响
���� 产物电泳结果及对特异性条

带密度扫描显示
，

人参皂贰能导致所有凋亡相关基因

下降
，

其中 ���一�下降尤其明显
。

经基喜树碱主要是

���一 �下降
，

并且伴有促凋亡基因 ��� 表达增加
，

见

表 �
。

表 � ��一��� 细胞各种相关凋亡基因表达量

相对比值 〔牙士 ，�

药物 标本数�
��一 ��写� ������ ���一 ����� ������

人参皂贰 � ��
�

�士 ��
�

� ��
�

�士 ��
�

� ��
�

�士��
�

� ��
�

�士��
�

�

经基喜树碱 � ��
�

�士�
�

� ��
�

�士��
�

� ���
�

�士��
�

� ���
�

�士��
�

�

注
�

正常对照组定为����
�计算公式�以人参皂贰 ���一 �为例

，

其

它基因相同�
��人参皂贰 ���一 �密度值�人参皂贰 �一����� 密度值��对

照 ���一 �密度值�对照 俘一
����� 密度值�� ����

� 讨论

细胞凋亡是一种主动的
、

由遗传控制的程序性现

象
，

是主动自杀过程
。

正常情况下细胞增殖与细胞凋亡

之间保持着一种动态平衡
，

这种平衡是维持多细胞生

物自身稳定的重要因素
。

当细胞增值失控或细胞凋亡

受阻都可导致肿瘤发生
。

已有研究表明
，

白血病发生机

制之一是凋亡抑制基因表达增强或�和�凋亡活化基因

受抑
。

放线菌酮或放线菌素 � 能抑制 ��� 的合成
，

作

用于 ����
，

干扰细胞的转录过程
，

阻止蛋白质的合

成
。

已有研究表明
，

在细胞凋亡早期存在有新的大分子

蛋白质的主动合成
，

此时用 ��� 和蛋白质抑止剂放

线菌酮或放线菌素 � 可明显抑制凋亡田
。

我们的实验

结果显示
，

放线菌酮
、

放线菌素 � 本身可诱导 ��一

��� 细胞凋亡 �人参皂贰十放线菌酮
、

人参皂贰十放

线菌素 � 两组的凋亡率与放线菌酮
、

放线菌素 � 组无

显著羞异
，

并未因人参皂贰本身可诱导 ��一��� 细

胞凋亡而出现迭加
。

提示 ��一��� 细胞存在抗凋亡

蛋 白的高表达
，

放线菌酮
、

放线菌素 � 通过抑制某些

抗凋亡蛋白的表达而诱导 ��一��� 的凋亡
。

人参皂

贰诱导 ��一��� 细胞凋亡作用的机理可能与阻碍抗

凋亡基因的表达有关
。

���一 �
、

��� 和 ���一��
，

均属

于 �。 �一�家族
。

���一 �定位于人染色体 �����
�

�
，

有

�个外显子
，

编码一个含 ��� 个氨基酸的膜蛋白
，

具有

抗凋亡作用 ���� 可与 ���一 �形成异二聚体
，
�。 �一��

��
� 比率是影响细胞凋亡的关键

，

如 �。 �一 �表达高
，

则抑制细胞凋亡
，

反之
，

则促进细胞凋亡��， ’〕 ��。 �一��

起 抑制细胞凋亡作用
。

��� 家族有 �个成员
，

包括

���
、

����� �等
，
��� 家族高表达可引起细胞凋亡 〔�〕 。

已有许多证据表明
，

���家族是凋亡信号传导过程中

的共同途经
。

��一��� 细胞存在抗凋亡蛋白的高表

达
，

放线菌酮或放线菌素 � 通过抑制某些抗凋亡蛋白

的合成而诱导 ��一��� 细胞凋亡
。

人参皂贰诱导 ��

一��� 细胞凋亡的机理是通过抑制 ���一 �基因表

达
、

降低 ���一 ���
�� 比率

，

从而诱导细胞凋亡
。

经基喜

树碱除抑制抗凋亡基因 ���一�表达
，

还明显增加促凋

亡基因 ��� 的表达
。

因此
，

人参皂贰诱导 ��一���

细胞凋亡的机理与羚基喜树碱不完全一致
。

这些研究

结果为证实人参具有直接抗癌作用提供了部分有意义

的实验依据
。
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