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体外血小板聚集，其作用与加入药物的质量浓度呈

剂量依赖关系，且质量浓度为25．0／-g／L的VSRN

对血小板聚集的抑制作用与40 mg／L的LAS相

近。见表3。

表3 VSRN对大鼠体外血小板聚集的影响。士s，席一10)

Table 3 Effect of VSRN on in vitro platelet aggregation

of rats(j士s。露一10)

与NS组比较：一P<0．01

’‘P<O．01∞NS group

3讨论

本实验研究采用经典的电刺激诱发大鼠颈总动

脉血栓形成模型和瘀血诱发大鼠下腔静脉血栓形成

模型以评价VSRN的抗动、静脉血栓作用。结果表

明：VSRN具有显著的血栓形成抑制效能和强大的

抗血栓强度。本研究组在以往研究VnA时，曾发现

其抗血栓有效剂量为7．2～42．9,ug／kg，本次实验

发现VSRN的抗栓有效剂量为1．25一-5／-g／kg。由

此可见VSRN的抗栓作用强于VnA[8]。这些结果

可以说明：VSRN为VnA中重要抗栓活性成分。本

研究中还发现VSRN在5．00～20．00／卫g／kg剂量，

其抗动脉血栓作用随剂量增加不仅不增加，反而降

低；但其抗静脉血栓作用强度与其剂量呈依赖关系，

该现象的机制有待阐明。

本研究还表明VSRN尚具有强大的体内外血小

板聚集抑制活性，这提示该活性成分的抗血栓作用与

其抗血小板聚集作用有关。以上结果表明：乌苏瑞宁

为乌苏里藜芦总碱中重要的抗栓活性成分之一。
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眼镜蛇毒细胞毒素CTX—d诱导NB4细胞凋亡及其机制研究

陈纯，陈崇宏+

(福建医科大学药学院药理系，福建福州 350004)

摘 要：目的 探讨眼镜蛇毒细胞毒素CTX—d诱导NB细胞凋亡的机制。方法MTT法测定CTX—d体外细胞毒

作用，电镜、流式细胞仪观察CTX—d对NB4细胞的诱导凋亡作用，流式细胞仪检测NB4细胞线粒体膜电位的变

化，Western—blotting测定胞浆细胞色素c及caspase一9、caspase一3的变化。结果CTX-d作用NB4细胞6、12 h的

IC。。分别为1．8、1．35 tlg／mL；CTX—d引起NB4细胞线粒体肿胀、核固缩等形态学改变；诱导NB4细胞出现亚G-

期的凋亡峰，且有时效及量效关系；CTX—d(1．0 tug／mL)作用0．5 h，NB4细胞线粒体膜电位已开始下降，同时在

胞浆中检测到细胞色素C，显示细胞色素C已由线粒体释放入胞浆；easpase一9酶原的量在CTX—d(1．0}tg／mL)作

用1 h时开始下降，而活化的easpase一3片断在0．5 h即检测到，表明除了通过caspase一9,CTX—d还可能通过其他

途径激活caspase一3。结论CTX—d可通过降低线粒体膜电位、细胞色素c释放，激活caspase一9和caspase-3，从而

诱导NB4细胞凋亡，还可能通过其他途径激活caspase一3，参与凋亡作用。
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Induction of CTX-d from cobra venoms on NB4 apoptosis and its mechanism

CHEN Chun。CHEN Chong-hong

(Department of Pharmacology，Fujian Medical University，Fuzhou 350004，China)

Abstract：Objective To investigate the effects of CTX—d from venoms of cobra(Naja naja atra)on

inducing NB4 apoptosis and its mechanism．Methods MTT was used to detect the antitumor effect of

CTX—d in vitro；Electron microscope and flow cytometry were used to observe the apoptotic inducing effect

Df CTX—d in NB4 cells；Mitochondrial transmembrane potential change(△甲m)was analyzed by flow

cytometry；The levels of caspase一9，caspase一3，and cytochrome C in the cytosol fraction were analyzed by

Western blotting．Results The IC50 values of CTX—d affected on NB4 eell for 6 and 12 h were 1．8 and

1．35}￡g／mL，respectively．CTX—d could induce morphological changes，such as condensed chromatin and

swelling mitochondria in NB4 cells．Analyzed by flow cytometry，CTX-d induced apoptosis in NB4 cells

evidenced by increasing sub G1 cell population in a dose-and time—dependent-manner．The mitochondrial

membrane potential of NB4 cells had already decreased when incubated with CTX—d(1．0肛g／mL)for 0．5

h，and cytochrome C in the cytosol was detected simultaneously，which indicated the release of cytochrome

C from mitochondria to cytos01．The caspase-9 was activated initially at 1 h after 1．0弘g／mL CTX—d

treatment，whereas the cleavage of caspase一3 was detected at 0．5 h．This suggested that some other

mechanism may be involved in caspase一3 activation．Conclusion The results suggest that the JOSS of

mitochondrial membrane potential and the release of cytochrome C from the mitochondria into the cytosol

are the early events of CTX—d on NB4 apoptosis．Once release into the cytos01．cytochrome C precedes the

activation of caspase—·9 and·—3 to leading to the apoptosis and there are maybe some other mechanism

involved in caspase-3 activation．

Key words：venoms of Naja naja atra；cytotoxins(CTXs)；apoptosis；mitochondria

眼镜蛇毒细胞毒素(cytotoxins，CTXs)又称

膜毒素，来源丰富，抗肿瘤作用强，在蛇毒抗肿瘤作

用的研究中占首要地位[1~3]，但其作用机制仍不清

楚。多数学者认为CTXs与细胞膜结合，依赖其特

征性的空间结构“三指”插入细胞膜中形成孔道，可

能影响细胞内外离子的平衡，引起纽胞肿胀、破

裂14～7]。最近由不同研究室的学者在激光共聚焦显

微镜下分别观察到，CTX在数分钟内进入线粒体并

破坏线粒体结构[8]，以及CTX轻易进入活的肿瘤

细胞内并浓集于溶酶体(Arseniev AS)[9]，且其中

的量与CTXs的细胞毒作用密切相关，表明CTXs

作为小分子多肽，确实能轻易地通过细胞膜，在极早

期作用于胞内膜结构，由此提示CTXs影响线粒体

及溶酶体等胞内膜结构的功能可能是其早期主要作

用机制。研究显示线粒体是细胞凋亡调控的中心环

节之一。线粒体感受多种刺激发生线粒体渗透性转

变孔(MPTP)开放，释放膜间隙中的促凋亡蛋白细

胞色素C和凋亡诱导因子AIF等。释放到细胞浆的

细胞色素C在dATP存在的条件下能与凋亡蛋白

酶激活因子一l(Apaf一1)结合，从而召集caspase一9

形成凋亡体，被激活的caspase一9能激活下游的凋

亡效应分子caspase一3，经蛋白水解级联作用引起细

胞凋亡。

CTXs在数分钟内即进入细胞内与线粒体结

合，是否对线粒体信号通路有影响还不清楚。本研究

从眼镜蛇毒中分离纯化得到不含磷脂酶A。(PLA：)

的CTX-d，观察CTX—d对人早幼粒细胞白血病细

胞株NB4的致凋亡作用，着重研究CTX—d对NB4

细胞线粒体膜电位、细胞色素C的释放、caspase一9

及caspase一3的活性变化的影响，从线粒体信号途

径人手，探讨CTX—d的细胞内作用机制。

l材料

1．1药物：CTX—d，经CM—Sepharose FF阳离子交

换和RP—HPLC(C。。柱)，从眼镜蛇粗毒中分离提纯

获得不含PLA。的CTX—CTX—d，相对分子质量

6 800，质量分数为98．4％。

1．2细胞株：NB4细胞株，福建医科大学附属协和

医院血液研究所提供。

1．3 主要试剂：RPMI一1640培养基，Gibco公司；

小牛血清，杭州江滨生物技术有限公司；MTT、NC

膜，上海华美产品；Rhodamine 123，Sigma产品；一

抗：细胞色素C(SC一13560)，Santa Cruz产品；
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caspase一3(SC一7148)，caspase一9(SC一8355)，Actin

(sc一1616)，碱性磷酸酶标记的二抗及显色剂BCIP／

NBT等均为北京中山产品；考马斯亮蓝蛋白定量试

剂盒，南京建成生物工程研究所；其他生化制剂均为

上海生工产品。

1．4主要仪器：CO。培养箱，SHEL LAB；趋净工作

台；酶标仪，Thermo Labsystems；J2—21低温高速

离心机，Beckman；流式细胞仪Epics XL，Coulter

公司。EC 250一90电泳仪，DYCZ一40B型转移电泳

槽，北京六一仪器厂。

2方法

2．1 MTT法测定CTX—d对NB4细胞的抑制作

用：NB4细胞生长于含10％小牛血清的RPMI一

1640培养液，于37℃、5％CO：的饱和湿度条件下

培养。取对数生长期的细胞以2×10s／mL的初始浓

度接种于96孔培养板中，每孔160肛L，加入40弘L

不同质量浓度的CTX—d(dH。O稀释)，细胞对照组

只加等量RPMI一1640培养液，空白对照组加

RPMI一1640和等量dH。O，每组设3个平行孔。培养

6、12 h，每孔加5 mg／mL MTT 20弘L，混匀后继续

培养4 h，每孔加裂解液(10％SDS，5％异丁醇，12

mmol／L HCI)100弘L，混匀，裂解过夜，以空白对照

孔调零，在492 am波长下测定各孔吸光度(A)值，

计算细胞生长抑制率，再以线性回归方程计算

其IC500

生长抑制率一(1一药物组平均A值／细胞对照组平均

A值)×100％

2．2 电镜观察超微结构：NB4细胞经加药处理后，

离心(2 000×g，10 min)收集细胞，加电镜固定

液，常规包埋、超薄切片、染色后，在透射电镜下

观察。

2．3流式细胞仪DNA倍体分析：NB4细胞加药后

分别培养3、6 h，各组细胞均用4℃PBS洗两次，

70％乙醇4℃固定过夜，再用PBS洗涤1次，离

心，弃上清，碘化丙啶(PI)染色，室温避光孵育20

rain，流式细胞仪检测，用Muhicycle for Windows

软件进行DNA分析，以DNA的量低于G。期的亚

G。期细胞为凋亡细胞。每组样本数3。

2．4线粒体膜电位测定：Rhodamine 123是一种阳

离子亲脂性荧光染料，能选择性地为线粒体所吸收，

其吸收值随线粒体跨膜电位的改变而改变，因此根

据细胞的荧光强度可反映线粒体跨膜电位的变化。

实验方法参考文献方法[10]，NB4细胞加药作用，不

同时间点离心收集细胞，PBS清洗两次，重悬细胞，

加入Rhodamine 123(终质量浓度为10弘g／mL)，

37℃共同孵育30 min，PBS清洗2次，上流式细胞

仪检测荧光强度。每组重复3次。

2．5 Western blotting测定：NB4细胞经药物作用

后，收集细胞，以PBS洗两次，转入EP管，3 000x

g离心5 min，弃上清，加入裂解缓冲液(3×106细

胞加100弘L裂解液)，轻吹打，于4℃裂解30

min，细胞色素C以12 000×g离心30 min，

caspase一3、caspase一9以10 000×g离心10 min，吸

出上清，蛋白定量，每个样品加等量2×上样缓冲

液，沸水浴5 min后备用，按照每个样品上样蛋白量

为30弘g，均以1×上样缓冲液调节至20弘L，上

SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳(浓缩胶4％，分离胶

12％)。电泳后转膜，140"mA 4 h，NC膜以丽春红染

色观察转膜效果，并标出各标准相对分子质量的位

置，以蒸馏水漂洗脱色，再加入含5％脱脂奶粉的

封闭液4℃封闭过夜，加一抗，室温作用2 h，PBS

洗2次，TBS洗1次，加碱性磷酸酶标记的二抗，室

温作用1 h，TBS洗3次，加入底物BCIP／NBT显

色。结果用图像分析仪进行条带密度分析，并计算与

p-actin的密度比。

细胞色素C所用裂解液：250 mmol／L Sucrose，

20 mmol／L Hepes—KOH，pH 7．5，10 mmol／L KCI，

1．5 mmol／L MgCl2，1 mmol／L EDTA，1 mmol／L

DTT，0．1 mmol／L PMSF，用于胞质蛋白提取。

Caspase一9、caspase一3所用裂解液：50 mmol／L

Tris—HCl，pH 8．0，150 mmol／L NaCl，1 mmol／L

PMSF，1 mmol／L Aprotinin，1％NP一40，用于总

蛋白提取。

2．6统计分析：实验结果以z土5表示，用DAS软

件进行t检验。

3结果

3．1 CTX—d体外细胞毒作用：CTX—d对NB4细胞

株具有明显的生长抑制作用，6、12 h的IC。。分别为

1．8、1．35／19／mL，结果见表1。

表1 CTX—d对NB4细胞的生长抑制作用(；±s，厅一3)

Table 1 Growth inhibition of CTX．d on NB4

cell lines G士s，庙一3)

药物质量浓度／

(1ug·mL一1)

生长抑制率／％

6 h 12 h

4

2

i

0．5

IC50

88．

51．

28．

11．

1． O

95．8

65．2

37．4

19．3

1．35
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3．2形态学观察：CTX—d(1．o；zg／mL)作用3 h，

部分细胞核染色质凝聚、边缘化等(图l-A)典型凋

亡改变；线粒体肿胀明显，内嵴消失(图1一B)，显示

CTX—d可早期作用于NB4细胞线粒体，并引起凋

亡样改变。

图1 CTX-d(1．0 tJg／mL)作用3 h NB4细胞电镜图

Fig．1 Electron micrograph of NB4 cells treated

by CTX—d(1．0 ug／mL)for 3 h

3．3流式细胞仪DNA分析结果：各组NB4细胞

经处理后上流式细胞仪进行DNA分析

(Multicycle软件处理)显示：0．5弘g／mL CTX—d作

用3 h，亚G，期细胞增多不明显；1．0／19／mL及1．5

／zg／mL CTX-d作用3 h，出现明显的亚G-期凋亡

峰。CTX—d(0．5、1．0、1．5／-g／mL)作用6 h均出现

亚G，期凋亡峰，并与剂量成正相关，与对照组比较

差异显著(图2)。

摹、

留
最
，u

熙
踩

一

。

茸

1一对照组2～4-CTX—d 0．5、1．0、1．5 btg／mL

1-control group 2—4一CTX-d 0．5，1．0，and 1．5肛g／mL

与对照组比较；。P<O．05 一P<O．01

。P<O．05’’P<0．01 735 control group

图2 CTX—d对NB4细胞的诱导凋亡作用。士s，露=3)

Fig．2 Induction of CTX—d on NB4 apoptosis

(；士s，捍一3)

3．4线粒体膜电位的变化：MPTP的开放常通过

检测线粒体跨膜电位的变化来反映。采用流式细胞

仪检测NB4细胞内Rhodamine 123的荧光强度，

以荧光强度反映跨膜电位的变化，结果显示，CTX—d

(1．0；zg／mL)作用0．5 h，NB4细胞跨膜电位已开

始下降，随着作用时间延长，下降程度逐渐加大，3 h

最明显(41．9％±6．7％的细胞荧光强度降低，见

图3)，表明CTX—d作用在线粒体上，引起线粒体跨

膜电位下降，MPTP开放。

摹＼

蜊
疆
米
斌

与对照组(O h)比较：+P<0·05 ～P<O·01

。P<O．05。。P<O．01口5 controlgroup

图3 CTX—d(1．0 vg／mL)作用不同时间NB4细胞

线粒体膜电位的变化(；士j，咒一3)

Fig．3 Mitochondrial membrane potential changes

of NB4 cells treated by CTX—d(1．0 vg／mL)

for different times(；士s，n一3)

3．5 Western blotting结果：见图4。经CTX—d

(1．0／lg／mL)处理0．5 h，NB4细胞胞浆中检测到

细胞色素C，且在3 h内随着作用时间延长，胞浆中

的量逐步增多。显示在CTX—d作用早期，细胞色素

C即由线粒体释放入胞浆，发生时间及变化趋势与

线粒体膜电位的下降相符。

NB4细胞中caspase一9酶原的量在CTX—d作

用0．5 h时无明显变化。作用1 h caspase一9酶原的

量开始下降，表明caspase一9被活化。活化的

caspase一3片断(17 ooo)在CTX—d作用0．5 h即

检测到；作用3 h，活化片断明显增加。表明CTX—d

作用0．5 h时，caspase一9尚未被活化，caspase一3已

激活。

图4 CTX—d(1．0 ug／mL)作用。0．5、1、3 h对NB4细胞

中caspase一9、caspase一3及胞浆细胞色素c的影响

(；土s，弹一3)

Fig．4 Effect of CTX-d(1．0 IJg／mL)on caspase一9，

caspase一3，and cytochrome C in cytosol

fraction of NB4 cells treated for 0．5，1，

and 3 h(i士s，万一3)
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本实验结果显示CTX—d对人早幼粒白血病细

胞NB4具有促凋亡作用。本实验在电镜下观察到，

CTX—d(1．0弘g／mL)作用于NB4细胞3 h，即出现

典型凋亡改变及线粒体结构改变。NB4细胞经不同

剂量CTX—d处理后上流式检测，作用3 h，1．0弘g／

mL及1．5 pg／mL CTX—d出现明显的亚G1期凋亡

峰；作用6 h，CTX—d(O．5、1．0、1．5／zg／mL)均出现

亚G。期凋亡峰，并与剂量成正相关。可见，诱导凋亡

是CTX—d对NB4细胞的早期主要作用，且CTX—d

对NB4细胞的诱导凋亡作用具有剂量依赖及时间

依赖关系。Chia等E11]报道，CTX对神经元细胞的作

用以凋亡为主，对心肌细胞和胶质细胞以坏死为主。

Feofanov[123等从眼镜蛇毒中分离的CTX可致

HL60细胞坏死。本实验结果显示CTX—d作用早

期，NB4细胞以凋亡为主。

近年来的研究还表明，诱导肿瘤细胞凋亡是许

多抗癌药物的作用机制之一。凋亡主要有两条途径：

一条是胞外信号激活细胞膜表面Fas／FasL受体

(CD95)，从而激活caspases酶级联反应；另一条是

通过线粒体途径激活caspases。本实验首次证实

CTX—d对NB4细胞线粒体信号通路的影响：CTX—

d(1．0 t卫g／mL)作用0．5 h，NB4细胞线粒体膜电

位已开始下降，细胞色素C由线粒体释放人胞浆，

膜电位的下降与细胞色素C的释放两者变化趋势

相符。另外，caspase一9酶原的量在CTX—d(1．0／zg／

mL)作用1 h时开始下降，而活化的caspase一3片

断(17 000)在0．5 h即检测到，表明除了通过

caspase一9，CTX—d还可能通过其他途径激活

caspase一3。结果显示，CTX—d可通过降低线粒体膜

电位、细胞色素C释放、caspase一9被活化、激活

caspase一3等诱导凋亡，还可能通过其他途径激活

caspase一3，参与凋亡作用。
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菜碱剂量的增大而升高。甜菜碱50、25 mg／mL组与对照组比较差异非常显著(P<o．01)，甜菜碱12．5 mg／mL组
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