
中草焉 Chinese Traditional and Herbal Drugs第39卷第6期2008年6月 ·889·

病人在诊断为Ⅳ期黑色素瘤后生存了47个月，而生

存中值只有2～5个月。青蒿琥酯没有严重的副作

用，良好的耐受性，将推动其成为不久的将来临床试

验的主要药品。关于青蒿素类药物的抗癌效应的始

发机制，有些研究者认为与青蒿素类药物的抗疟机

制以及肿瘤细胞代谢的特点有关[6]。Singh等[71提出

癌细胞的核酸代谢旺盛，需要大量铁质，大多数肿瘤

细胞表面有高密度的转铁蛋白受体，正常细胞转铁

蛋白受体较少。含有内过氧桥的青蒿素类药物则通

过二价铁离子，促进过氧基团分解产生自由基，发挥

破坏作用，从而使肿瘤细胞较正常细胞形成更多的

自由基，起到选择性杀伤作用[7]。青蒿素及其衍生物

对正常细胞毒性较低，且其来源广泛，在抗癌药物的

开发方面有很大前景。但是青蒿素及其衍生物作为

抗肿瘤药应用还需要解决很多方面的问题，如在青

蒿素诸多衍生物中选择抗癌作用强、抗癌谱广的化

合物，或者通过合用增强其作用效果；深入研究青蒿

素及其衍生物抗肿瘤作用机制等。转铁蛋白是单一

肽链的蛋白质，是人体内一种重要的铁元素载体，可

特异性与转铁蛋白受体结合，将铁离子运送入细胞

内。本研究将转铁蛋白与青蒿琥酯合用，研究转铁蛋

白对青蒿琥酯在体外的抗癌增效作用。结果表明转

铁蛋白可显著提高青蒿琥酯对CNE2细胞的增殖

抑制作用。这对于临床青蒿琥酯作为抗肿瘤药的应

用将起到推动作用。另外可以考虑将转铁蛋白开发

为一种新的药物剂型，通过使用转铁蛋白调节体内

铁离子的摄入，从而对青蒿琥酯产生增效作用。
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蒺藜皂苷对缺血心肌细胞内核转录因子一K B的作用
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摘要：目的研究蒺藜皂苷对培养大鼠乳鼠心肌细胞Hz0。损伤时心肌细胞内蛋白激酶C(PKC￡)、细胞外信号

调节激酶(ERKl／2)及核转录因子一KB(NF—KB)水平的影响。方法利用培养的Wistar大鼠乳鼠心肌细胞，采用

Hzo。建立心肌细胞损伤模型，应用PKCt抑制剂Chelerythrine干预后，观察细胞形态学改变，应用流式细胞仪定

性检测细胞凋亡率，Western blotting定量检测各组PKCe、ERKl／2及NF—KB水平。结果蒺藜皂苷明显保护受损

心肌细胞，降低细胞凋亡率，并且能够升高PKCe、ERKl／2及NF—xB水平；应用Chelerythrine可部分阻断蒺藜皂

苷的上述作用。结论蒺藜皂苷对H。0：损伤大鼠心肌细胞具有保护作用，其保护作用机制与PKCe、ERKl／2及

NF—xB激活有关。
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蒺藜又称白蒺藜、刺蒺藜，系蒺藜科植物蒺藜

Tribulus terrestris L．的果实，主要含有皂苷类、黄

酮类、生物碱类、甾醇类等化合物。蒺藜皂苷(gross

saponin of T．terrestris，GSTT)是从蒺藜地上全

草中提取的有效组分之一，是以甾体皂苷为主的10

余种皂苷的混合物，主要包括呋甾醇和螺甾醇两类

皂苷。研究资料n~41表明蒺藜皂苷具有降血压、舒张

血管、降低胆固醇和抗动脉粥样硬化作用；对离体大
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鼠心脏缺血再灌注损伤，对体外培养的心肌细胞缺

血再灌注损伤以及对急性脑缺血损伤均具有保护作

用；对大鼠结扎左冠状动脉前降支所致的心肌缺血

及对H。o：诱导大鼠培养心肌细胞缺血缺氧性损伤

保护作用机制与其稳定线粒体膜电位，上调Bcl-2

蛋白表达和下调Bax的蛋白表达及降低[Ca2+]i，从

而抑制心肌细胞凋亡有关，同时与减少缺血致细胞

内钾丢失相关。但对心肌缺血性损伤保护作用的分

子机制尚未彻底阐明。以往研究认为，受体及其他信

号蛋白分子大部分均固定于某一位置，空间的信号

转导主要通过第二信使的快速扩散进行。随着研究

深入，建立了一个新的概念，即信号蛋白的定位和激

活后转位，以及伴随的与其他蛋白质的可逆性结合，

形成信号在细胞内进行有效传递的过程。细胞外各

种刺激信号通过不同的信息传递通路，共同交汇于

蛋白激酶C(protein kinase C，PKC)，激活的PKC

通过依赖或非依赖ras机制激活丝裂原活化蛋白激

酶(mitogen—activated protein kinase，MAPK)，由

此形成PKC—MAPK级联反应[5~8]。本课题组已对

PKCe亚型、细胞外信号调节激酶(extracellula卜

signal regulated protein kinase，ERKl／2)进行了

较为系统的研究，结果表明蒺藜皂苷激活PKC￡，并

促进ERKl／2转位进入细胞核[3H]。为进一步证明

蒺藜皂苷对心肌细胞内细胞核转录因子(NF—KB)

的作用，本研究观察了蒺藜皂苷对受损细胞内NF—

JcB水平的影响，并通过应用PKC￡抑制剂揭示蒺藜

皂苷抗心肌缺血作用的分子机制。

1材料与方法

1．1 药品与试剂：蒺藜皂苷(总皂苷98％以上)

由吉林省敖东洮南药业股份有限公司提供；PKC￡、

ERKl／2、NF—KB抗体，PKCe抑制剂Chelerythrine

购于Sigma公司，二抗Go to Rb IgG／HRP，Triton

X一100，Annexin V／FITC，DAB试剂盒购于上海

生物工程有限公司。

1．2动物来源：1～3 d龄Wistar大鼠乳鼠购于吉

林大学实验动物部。

1．3细胞培养：无菌取新生1～3 d龄Wistar大鼠

的心室肌，用胰蛋白酶分次消化后收集分离的心肌

细胞。将细胞悬液差速贴壁90 min，弃去贴壁细胞。

未贴壁细胞计数后，5×105／mL等量接种于培养瓶

中，置于37‘C、5％CO：孵箱中培养。每24 h换液1

次，3 d后细胞呈融合状同步搏动，此时可用于实验。

1．4 实验分组与给药方法：①对照组：细胞培养过

程中不给予任何处理；②模型组：H：O。终浓度为300

gmol／L；③蒺藜皂苷治疗组：操作同模型组，但在给

予H。o：前加入蒺藜皂苷至终质量浓度为100 mg／

L；④抑制剂组：操作同模型组，但在给予H：0：前5

min加入Chelerythrine至终浓度5／J￡mol／L；⑤蒺

藜皂苷+抑制剂组：操作同④组，给予

Chelerythrine后加入蒺藜皂苷。继续于37℃、5％

CO。孵箱中培养。

1．5流式细胞术检测细胞凋亡率：用4℃PBS冲

洗细胞2次，250弘L结合缓冲液重新悬浮细胞，调节

细胞浓度为1×106／mL。取100 ttL悬液于5 mL流

式管中，加入5 ttL Annexin V／FITC和10 pL，20

ttg／mL的PI，混匀后室温避光15 min，在反应管中

加入400 tLL PBS后，上机检测。

1．6 流式细胞仪检测细胞内NF—KB水平：用

0．25％胰酶消化成单细胞悬液(2×106／mL)置于

Eppendorf管中，用PBS清洗2次，离心去除细胞碎

片。每管分别加入0．1％的Triton X一100 800 pL

混匀15 min；一抗(1：5 000)0．1 mL混匀，37℃、

1 h；PBS 0．5 mL混匀，离心3 rain，弃上清；二抗

(1 l 200)0．1 mL荧光染色，37℃、30 min；用PBS

洗2次，去除非特异性抗原抗体结合颗粒。加1～2

mL PBS悬浮混匀，上机检测。设置对照样品：阴性

对照(以PBS代替一抗)；阳性对照(只加一抗或只

加二抗)和同型对照。

1．7 Western blotting检测细胞内蛋白水平：各组

样品经考马斯亮蓝定量后以进行SDS聚丙稀酰胺凝

胶电泳，电泳结束后将蛋白样品转移至硝酸纤维素膜

(NC)膜上。NC膜用5％脱脂奶粉封闭后与适当稀

释的一抗室温孵育3 h，再与辣根过氧化物酶标记的

二抗室温孵育1 h，DAB试剂盒显色，GIS天能紫外

凝胶成像分析系统计算各条带的吸光度值。

1．8统计学处理：数据采用z±s表示，应用单因素

方差分析判断组问差异显著性。

2 结果

2．1 心肌细胞凋亡率：正常心肌细胞凋亡率小于

5％；模型组凋亡细胞百分率明显高于对照组(P<

0．001)；蒺藜皂苷治疗组细胞凋亡率明显低于模型

组(P<o．01)；蒺藜皂苷+抑制剂组细胞凋亡率明

显高于蒺藜皂苷组(P<0．01)，结果见表l。

2．2流式细胞仪检测细胞内NF—KB水平：经流式

细胞仪检测显示：对照组NF—KB少量存在于细胞

中，模型组细胞内NF—KB标记荧光强度较对照组降

低(P<0．05)。蒺藜皂苷组荧光强度与模型组比较

显著增加(P<0．01)；抑制剂组荧光强度与模型组
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寰1 蒺藜皂苷对H：o：损伤心肌细胞凋亡率的影响

(；士s，n----6)

Table 1 Effect of GSTr on cardiac myocytes apoptosls

injured by Hz02(工士s，n一6)

组别 剂量 凋亡率／％

对照 一4．36士1·62

模型 300 pI∞1．L～ 30．56士3．52⋯
蒺藜皂昔 100 mg·L一1 14．21士5．36▲▲

抑制剂 5肛mol·L一1 33．55士3．26

蒺藜皂苷+抑制剂100 mg·L一1+5 pmo]·L一28．23士3．26△△

与对照组比较：⋯P<0．001I 与模型组比较；▲▲P<

O．01I 与蒺藜皂苷组比较：A△p<0．01

⋯P<0．001 w control groupl▲▲P<0．01口s model group·

△△P<0．01 gt$GSTT group

比较无显著性差异(P>O．05)；蒺藜皂苷与抑制剂

联合作用荧光强度与蒺藜皂苷组比较显著降低

(P<O．01)，结果见表2。

2．3 蒺藜皂苷对心肌细胞内PKC￡，ERKl／2蛋白

10

塞 5

0

对照 模型 抑制荆蒺藜皂苷蒺饕屯苷+

抑制剂

表2蒺藜皂苷对心肌细胞内NF一弗B表达的影响

(x-4-s，n=10)

Table 2 Effect of GSTT on NF-片B expression in cadiac

myocytes injured by HzOz(J士s，n=10)

组别 剂量 NF—KB(荧光强度)

对照 一 33．36土7·62

模型 300 ttmol·L．1 19．88士6．85一

蒺藜皂苷 100mg·L～ 51．22土5．55A▲

抑制剂 5／umol·L～ 13．21士7．53

蒺藜皂苷+抑制剂100 mg·L。+5弘m01．L～26．65士3．23AA

与对照组比较：。P<0．05； 与模型组比较：▲Ap<0．01}

与蒺藜皂苷组比较：△△P<0．01

‘P<0．05口5 control group；▲▲P<0．01 w model group；

△△P<0．01口5 GSTT group

水平的影响：与模型组比较，蒺藜皂苷组中PKC￡和

ERKl／2水平明显增高；抑制剂Chelerythrine预处

理后，PKC￡和ERKl／2蛋白水平明显降低，且能抑

制蒺藜皂苷对PKCe和ERKl／2的活化。结果见图1。

10

对照 模型 抑制剂蒺藜皂苷族藜也仟+

抑制剂

与对照组比较：’P<0．05- 与模型组比较：▲P<o．05， 与蒺藜皂苷组比较：△P<0．05

。P<0．05 F5 control group；▲P<0．05 w model group；△P<O．05 xt$GSTT group

图l蒺藜皂苷对H：O：损伤心肌细胞PKCE和ERKI／2蛋白水平的影响(；士s，捍=3)

Fig．1 Effect of GSTT on PKCE and ERKl／2 protein levels in cardical myocytes injured by H202 o±j，履=3)

2．4蒺藜皂苷对心肌细胞内NF—KB蛋白水平的影响

2．4．1蒺藜皂苷不同作用时间对心肌细胞内NF—

KB蛋白表达的影响：培养的大鼠乳鼠心肌细胞，100

mg／L作用10 min～24 h，提取细胞总蛋白，用

Western blotting方法，以相应NF—KB抗体检测心

肌细胞NF—KB的蛋白表达。与对照组比较，作用30

min时可增加NF—KB蛋白表达，差异显著(P<

0．05)。实验重复3次，结果一致。见图2。

2．4．2 H：0：损伤对蒺藜皂苷增加NF—KB的影响：

培养的大鼠乳鼠心肌细胞，应用PKC￡抑制剂

Chelerythrine 1 pmol／L预处理10 min，然后加入

蒺藜皂苷100 mg／L及H：O。作用2 h，提取细胞总

蛋白，Western blotting检测NF—KB蛋白表达。结果

表明，与对照组比较，模型组中NF—KB蛋白表达显

著降低(P<0．05)I与模型组比较，蒺藜皂苷给药组

蒸10『
芝

羹i虹一
中NF—KB蛋白水平与模型组比较无明显变化，抑制

研究资料表明，细胞外各种刺激信号通过不同
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对照 模型蒺藜皂苷抑制剂蒺藜皂苷+抑制剂

与对照组比较：。P<O．05， 与模型组比较：‘P<O．05’

与蒺藜皂苷组比较t Ap<o．05

。P<O．05'US control group it Ap<0．05 w model group it

△P<O．05口s GSTT group

围3蒺藜皂苷对H：O：损伤心肌细胞NF—KB蛋白

表达的影响(；±，，打=3)

Fig．3 Effect of GSTT on protein expression of NF-x B

in cardiac myocytes Injured by H202G+s，开=3)

的信息传递通路，共同交汇于PKC，被激活的PKC

通过依赖或非依赖ras机制激活MAPK，由此形成

PKC—MAPK级联反应[9]。本研究表明，蒺藜皂苷可

激活PKC￡和ERKl／2从而对抗缺氧心肌细胞凋

亡，提示PKCe和ERKl／2可能是缺氧损伤机制中

的重要信号分子，参与缺氧损伤保护机制的启动。

ERKl／2接受上游PKC的级联反应信号后，转位进

入细胞核内，促进转录因子NF—KB活化，从而参与

细胞增殖与分化的调控，增强转录活性[1“11]。

本研究前期工作发现，蒺藜皂苷终质量浓度为

100 mg／L时保护缺血缺氧心肌细胞作用较好，且

激活PKCe作用明显[6]。PKCe可诱导NF—KB的激

活，说明NF—KB是PKCe下游的作用因子，亦为

ERKl／2下游因子。结果说明蒺藜皂苷通过激活

PKC￡，ERKl／2、进而激活转录因子NF—KB，从而发

挥其对心肌细胞的保护作用。

PKCe的激活可增强转录因子NF—KB DNA结

合活性[12J3。，同时促进其核转位。并且NF一托B的激

一括可被PKCe抑制剂所阻断。PKCe可在多种细胞

中激活NF—KB，在心肌细胞中的报道尚属少见，本

研究证明，蒺藜皂苷通过激活PKCe、ERKl／2，进而

激活转录因子NF—KB，从而发挥其心肌细胞保护作

用。这些发现也证明了PKC￡在缺血心肌疾病中的

重要作用。
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