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纹股蓝总皂贰对肝细胞瘤细胞凋 亡 的诱导作用

口杨明辉 郭晓兰 袁国华 周京国 魏 锌
川北医学院附属医院风湿免疫研究所 南充

摘 要 目的 探讨纹股蓝总皂武 即 对人肝细胞瘤细胞 一 细胞凋亡的影响及作用机制
。

方

法 采用流式细胞术检测 对人 一 细胞凋亡的影响
,

分析 即 作用 一 细胞后表

达的 一 , 一 ,

和 蛋白水平
。

结果 岁 作用 于细胞 后
,

的 一 细胞发

生凋亡
,

而人纤维细胞凋亡率为
。

结果显示 作用后 一 细胞中 一 表达明显

降低
,

而 表达显著上调
。

结论 可诱导人 一 细胞凋亡
,

其作用机制是通过下调 一 和上调

的表达而发挥作用
。

关键词 绞股蓝总皂武 细胞凋 亡 一

大量 的研究表 明
,

发生细胞凋亡需要细胞 内 自

杀机制的活化和 表达
, 一 家族是细 胞凋亡 的调

节蛋 白
,

包括促进细胞生存 的蛋 白如 一 , 一 ,
一 , , 一 ,

以 及诱导 细胞 死亡 的蛋 白如
,

, 一 , 等
。

这些促凋亡蛋 白与抗凋亡蛋 白之

间的相对平衡影 响着细胞对死亡信号 的敏感性
,

在

细胞凋亡的级联活化和调节 中起着重要 的作用 ,
。

绞股蓝总皂贰 份
,

场 是从绞股蓝 中分

离的 余种皂贰的总称
,

研究发现 能抑制和杀

伤多种癌细胞
,

临床上亦发现 以绞股蓝为主 的中药

方剂可预防癌症 的转移和复发
,

并可提高患者 自然

杀伤细胞的活性而对正常细胞无显著影响
,

但其作

用机理 尚不完全清楚
。

本研究 旨在探讨 对 一

细胞凋亡 的影 响及其诱导 细胞凋 亡 的分子途径
,

为

其临床应用提供理论依据
。

一
、

材料与方法

收稿 日期 一 一

修回 日期 拓一 一

杨 明辉 主管技师
,

研究方向

药物

购 自陕西省安康 中药厂
,

批号为
,

用

培养基 含 胎牛血清
,

青霉

素和 链霉素
,

值为 溶解
,

过滤除渣
,

制成含 为
、 、 、

的工作液
,

各工作液

值基本 一致
,

为 一 。

培养 基

,
, ,

由 美 国

公 司提供
,

批号 为
。

胎牛血清 美 国

公司
,

批号为
。

细胞培养及处理

将 一 细 胞 接 种 于 培 养 基 中
,

于

℃
,

及 饱 和 湿度条 件 下培养
。

同时 处 理

来 源 于 例外 伤病人手术 的滑 膜成纤 维 细 胞作 为

对 照
。

将 细胞 接种于 孔板 中
,

每孔加人

培 养基
,

培养 后
,

去掉 培养基
,

再顺

自身免疲性疾病
,

皿 一 , 一
· ·

〔 。
而 幻朔而 七 勿 记耐 汉肘以 司 分
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序加入
、 、 、

的 作液
,

同时作

六平行孔
,

继续培养 后
,

收集细胞
,

洗涤
,

苔

盼蓝染色计数活细胞数量和细胞总数
。

分析
作 用后 的 一 细胞 经 预冷 洗涤 次

后
,

刮下细胞 ℃
、

离心收集细胞
,

加人细胞裂解

液
,

℃振摇
,

离心 去除细胞碎片
,

用 记 法测定蛋 白浓度
。

取 细胞裂解蛋 白

液作 一 电泳后
,

转移至 膜上
。

脱脂

奶粉 缓 冲液封闭 后
,

分别加人特异性兔抗人
一 , 一 ,

和 抗体于 ℃孵育过夜
,

再

经辣根过氧化物酶结合的羊抗兔 抗体作用
,

利用

增 强 化 学 发 光试剂 作 用 膜
,

显 色后

定量软件分析获得印迹条带的蛋 白含量
。

流式细胞分析
采用 方法检测细胞凋亡

。

分别收集经

不 同浓度 作用 后 的 一 细胞
,

预冷 洗

涤 次
,

细胞重悬 于结 合缓 冲液
,

一
, ,

中
,

调 整

细胞浓度为
,

加 人 仃 结合的
,

室温放置 后洗涤
,

再行 染 色
。

然后 以 阴

性细胞设 门
,

流式细胞仪检测 一 细胞凋亡水平
。

统计学分析
采用

,

检验
,

为差异有显著性意义
。

果显示 作用 一 细胞后
, 一 表达随 即 的

浓度增加 而逐 渐减少
,

相反
, 一 和 蛋 白随

的浓度增加表达逐渐上调
,

蛋 白表达不受

、

,上

斗令恤侧滚迎

止 , ‘找 召

— 一 肠口卜 “

场 浓度 以

图 一 细胞经不同浓度的 作用 小时活细胞数

注 与 阴性对照组比较
, ,

下 同
。

二
、

结 果

外乍熙澳滚

诱导 一 细胞凋亡

不 同浓度 作用 于 一 细胞 后
,

细胞凋

亡率呈剂量依赖性 如图 所示
。

作用后
,

人成纤

维细胞的凋亡率差异无意义 而 一 细胞的凋亡率

均较未经 作用 的 一 细胞高
,

当 浓度达到

以 时
,

差异有统计学意义 当 浓度

达 到 时
,

有显 著性差异
。

作用 后
,

的 一 细胞凋亡
,

而人成纤维

细胞只有 的凋亡率
,

如图 和图 显示
。

吐卫过二里塞丝蛋鱼鑫垫鱼调莹

方 法 分 析 对 一 家族 蛋 白
一 , 一 ,

和 表达 的影响
,

实验结

图 诱导 一 细胞
、

成纤维细胞凋亡的

流式细胞仪检测结果

饰浓度 岁

图 不同浓度 作用后 一 细胞的凋亡率

义 〔 。 皿己 明州从 〕 七以如 勿耐
记口双泣匆过 腕 司
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影响 图 和图

三
、

讨 论

研究表明 能抑制人肺腺癌细胞
、

食管癌细胞和

肝细胞瘤细胞生长
,

目前 已越来越多地用于治疗恶性

肿瘤
,

但是
,

其治疗癌症的机制尚不清楚
。

为了探讨 即
诱导细胞凋亡作用的机制

,

本文检测 了 对肝细胞瘤
一 细胞生存力的影响

。

结果显示 作用后
,

细胞凋亡率呈剂量依赖性
。

同时还发现 一 细胞

对于 引起的细胞凋亡较人滑膜成纤维细胞更为敏

感
,

为排除 的有毒成分导致细胞坏死的影响
,

采用

标记的 和 同时染色细胞
,

以 阴性

细胞 活细胞 设门
,

流式细胞仪检测细胞凋亡水平
。

结

果发现 作用 一 后
,

约有 细胞凋亡
,

如

图 和 显示
。

这与 等报道的结果相似阎 他们采

用 法检测 对肝细胞瘤细胞的影响
,

发现

作用后 阳性细胞数量增多
。

细胞凋亡是一种 由细胞启动一 系列 导致细胞死

亡 的程序性信号转导途径 的过程
。

在凋亡过程 中
,

半

胧氨酸天冬氨酸特异性蛋 白酶 蛋 白水解级

联作用至关重要
。

现 已 明确
,

可 由外部途径

死亡受体 和 内部途径 线粒体 启动和活化
。

在外

部途径 中
,

当细胞外
“

死亡配体
” ,

,

与
“

死 亡 受体
”

结合 形 成 复合 物

后
, 一 通 过 与 相关 死 亡 区域 分

子 作用而活化
。

在 内部途径 中
,

通过线粒体传

导细胞死亡信号
,

导致细胞器 的改变而细胞色素

的释放
。

细胞色素 能与凋亡蛋 白酶活化 因子

刁
,

相互作用
,

从 而激活 一 ,

诱导细胞凋

亡
。

而 一 家族在线粒体依赖的细胞凋亡途径 中通

过控制细胞器释放促凋亡 因子和抑凋亡 因子发挥着

中心调节功能 ,
。

等的研究表明
,

对肝细胞

瘤细胞 的作用剂量不影 响 的表达
,

因此我

们检测 一 家族蛋 白表达 水 平 的变化来研究

对线粒体依赖细胞凋亡途径 的影响
。

实验结果显示

作用后
, 一 细胞 中 一 家族蛋 白受到不 同

程度 的调节
, 一 蛋 白明显下调

,

相 反 一 和

蛋 白则显著上调
,

而 蛋 白不受 影响
。

众所周知
, 一 家族在线粒体依赖的细胞凋亡

途径 中处于中心调节地位
,

其作用是抑制或促进细胞

凋亡
。

研究证实
,

促凋亡蛋 白和抗凋亡蛋 白的相对平

衡影响着细胞对死亡信号 的敏感性 ,
。

大量实验表

明
, 一 和 一 的过度表达会阻止线粒体细胞色

素 的释放
,

从而抑制 的级联活化和细胞凋

亡
一‘ 。

而 则与 一 或 一 形成二聚体
,

从

而拮抗 一 或 一 的作用民 东 ’, ’ ,

也可作 为

线粒体膜上 的通道蛋 白控制膜的通透性
,

有助于重要

蛋 白的通过阅
,

如细胞色素 或其他诱导 级联

活化作用和细胞凋亡的诱导因子等
。

我们的实验发

现
,

作用 于 一 细胞后 引起 一 表达 明显减

少和 蛋 白表达的增加
,

即促凋亡蛋 白和抗凋亡蛋

白的相对平衡受到破坏从而提高 了细胞对死亡信号

的敏感性
,

导致了 一 细胞凋亡率大大增高
。

图 检测 一 , 一 ,

和 的表达

朋次王 。幻甜 众 众访耐 〕 万多
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因此
,

本实验结果证实 诱导人肝细胞瘤细胞

凋亡 的分子机制是通过上调促凋亡蛋 白 表达和

下调抑凋亡蛋 白 一 的表达
,

导致线粒体膜 的通透

性 改变 而释放 细胞色素 或其他诱导凋亡 因子
,

从

而引起 的级联活化和诱导细胞凋亡
。
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