
( ingeno l 衍生物) 呈现出明显构效关系, 即 C213,

C220 位有长链酰基的É 对小鼠病毒感染肺指数抑

制率最大, C213 位有长链酰基的Ê 次之, 而这两个

位点无长链酰基的Ë 对小鼠病毒感染肺指数仅有很

小的抑制作用。随剂量增加, É 对小鼠病毒感染肺指

数抑制率逐渐减小, 70 m gö(kg·d) 时, 不表现出体

内抗病毒活性。这说明 C213、C220 位长链酰基的存

在提高体内抗病毒活性的同时, 也增加了毒性。

　　流感病毒进入肺部, 首先感染肺部支气管黏膜

和肺泡壁上皮细胞, 触发机体细胞免疫, 引发 T 淋

巴细胞和N K 细胞增殖反应。其中细胞毒淋巴细胞

(CTL ) 在外来抗原和被抗原激活的 CD + 4 T 细胞

分泌的细胞因子作用下开始增殖与分化, 并对感染

病毒的细胞进行杀伤, N K 细胞分泌的细胞因子如

IFN 2Χ能有效地增强巨噬细胞增殖和提高其对病毒

感染细胞吞噬能力[10 ]。实验结果表明 4 种化合物在

适当浓度下, 对 Con A 诱导的 T 淋巴细胞增殖有

十分显著的增强作用, 增强的幅度是对照组的 1～ 2

倍。推测 4 种化合物对小鼠病毒性肺炎的防治作用

可能主要是通过提升机体细胞免疫来实现的。
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西红花酸对过氧化氢诱发心肌细胞 [Ca2+ ] i 改变的作用
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摘　要: 目的　观察西红花酸对 H 2O 2诱发培养心肌细胞 [Ca2+ ] i 改变的效应, 并探讨其机制。方法　应用 F luo23ö
AM 荧光标记技术和激光扫描共聚焦显微镜 (L SCM ) 检测不同因素处理的单个培养心肌细胞 [Ca2+ ] i。结果

H 2O 2呈浓度依赖性地使单个培养心肌细胞 [Ca2+ ] i 增加, 并不受细胞外环境是否存在 Ca2+ 的影响, L 2型 Ca2+ 通道

阻滞剂维拉帕米也不能完全中止 [Ca2+ ] i 的增加; 不同剂量的西红花酸则能减低 H 2O 2引发的单个培养心肌细胞

[Ca2+ ] i 增高的幅度。结论　西红花酸能明显抑制 H 2O 2诱发培养心肌细胞 [Ca2+ ] i 增加的作用, 可能与调整胞内钙

库 Ca2+ 的释放和摄取、Ca2+ 内流等机制有关。
关键词: 西红花酸; 过氧化氢; 心肌细胞; 钙离子
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　　西红花酸 (crocet in) 是鸢尾科番红花属植物西

红花 C rocus sa tivus L. 提取物的有效成分[1 ]。本研

究应用 F luo23öAM 荧光标记技术和激光扫描共聚

焦显微镜 (L SCM ) 观察了 H 2O 2对单个心肌细胞

[Ca2+ ] i 的影响以及西红花酸对H 2O 2诱发心肌细胞

[Ca2+ ] i 改变的效应, 并探讨其机制。

1　材料与方法

111　药品与试剂: 西红花酸由本实验室制备 (纯

度> 98% , H PL C 法)。维拉帕米 (V erapam il) 为江

苏连云港制药厂生产, 批号 980518。F luo23öAM 购

自美国B io2rad 公司。R PM I21640 培养基、胰蛋白酶

(1∶250) 为美国 Gibco 公司产品。小牛血清购自杭

州四季青有限公司。其余试剂均为国产分析纯。

112　心肌细胞培养: 选取出生 48 h 以内乳鼠的心

室肌组织, 无菌条件下剪碎, 加入 016 göL 胰蛋白酶

溶液反复消化、沉淀, 每次 10 m in, 弃去第一次消化

后上清液, 收集后几次消化上清液, 加入等量冷的含

150 mL öL 小牛血清的 R PM I21640 培养液终止消

化, 1 000 röm in 离心, 弃上清液, 再用培养液悬浮分

散沉淀细胞, 制成单细胞悬液, 接种到 100 mL 培养

瓶中, 放入 CO 2培养箱 (5% CO 2, 37 ℃) 孵育 2 h,

差速贴壁法去除非心肌细胞, 收集细胞悬液并计数,

根据实验分组需要接种于带有玻片的 24 孔培养板

内, 使每孔培养液中约含 1×106ömL 细胞, 继续在

CO 2培养箱中培养。

113　实验分组: 实验随机分为正常对照组、H 2O 2

组、维拉帕米组和西红花酸组, 施加因素分别为生理

盐水、H 2O 2、维拉帕米+ H 2O 2和西红花酸+ H 2O 2。每

组心肌细胞负载及 [Ca2+ ] i 检测时用含 Ca2+ H ank s

液 (N aC l 8. 0 g; KC l 0. 4 g; KH 2PO 4 0. 06 g; M g2
SO 427H 2O 0. 20 g; CaC l2 0. 14 g; N a2H PO 4212 H 2O

0. 12 g; Gluco se 1. 0 g; 酚红 0101 g) 处理, 并根据

该结果, 选择性观察 H 2O 2组和西红花酸组用无 Ca2+

H ank s 液 (上述配方不加 CaC l2) 处理后的情况。

114　F luo23öAM 负载心肌细胞: 以二甲基亚砜溶

解 F luo23öAM , 再用含 Ca2+ H ank s 液或无 Ca2+

H ank s 液稀释、配制成 F luo23öAM 荧光染液。将贴

附生长着心肌细胞的玻片从 24 孔培养板内取出,

置于自制的浴槽中, 各组心肌细胞均用温浴过的含

Ca2+ H ank s 液洗涤 3 次, 加入含 Ca2+ H ank s 液及

其配制的 F luo23öAM 液 (终浓度均至 5×10- 6

mo löL ) , 于 37 ℃ 避光孵育 40 m in, 用温浴过的含

Ca2+ H ank s 液轻洗 3 次, 加入含 Ca2+ H ank s 液进

行细胞检测。同时, 按上述步骤使用无 Ca2+ H ank s

液及其配制的 F luo23öAM 液对 H 2O 2组与西红花

酸组的心肌细胞进行处理并加以检测。

115　 [ Ca2+ ] i 变化的观察: 应用 M RC—600 型

L SCM (B io rad, Gla t tb rugg, Sw itzerland) 对负载

后的心肌细胞进行扫描测定。通过氩离子激光激发

F luo23öAM , 观察 [Ca2+ ] i 荧光强度。参数设置如

下: 激发波长 (Κex ) 488 nm , 发射波长 (Κem ) 550

nm , 使用 T im e cou rse 程序监测 [Ca2+ ] i 变化。扫描

间隔时间为 2 s, 每个样本总扫描时间为 10 m in。选

择负载良好的单个心肌细胞, 根据分组设计施加因

素, 连续观察施加因素前后 [Ca2+ ] i 荧光强度变化,

并由 L SCM 图像分析系统自动绘制 [Ca2+ ] i 荧光

强度变化曲线图。 [Ca2+ ] i 变化通过施加因素后

[Ca2+ ] i 荧光强度变化表示, 按下式计算。
[Ca2+ ] i 荧光强度增加率= (Fm ax- F 0) öF 0×100%

式中 Fm ax表示施加因素后 [Ca2+ ] i 变化最大时的荧光

强度, F 0表示施加因素前 [Ca2+ ] i 荧光强度

116　统计学处理: 数据以 x ±s 表示, 采用 t 检验进

行组间比较。

2　结果

211　H 2O 2对心肌细胞 [Ca2+ ] i 的影响: 选择负载良

好的单个心肌细胞, 当其 [Ca2+ ] i 荧光强度变化曲

线稳定后 (图 12A ) , 在 H 2O 2组的测定细胞中分别

加入 3 种不同浓度的 H 2O 2 (终浓度分别为 1×

10- 5, 1×10- 4, 1×10- 3 mo löL ) , 而正常对照组仅加

生理盐水不加H 2O 2。每组观察 5 个样本。可见H 2O 2

组施加因素后即刻出现荧光强度增加 (图 12B )。无

论是在含 Ca2+ H ank s 液或无 Ca2+ H ank s 液中检

测, 3 种浓度 H 2O 2诱发的 [Ca2+ ] i 荧光强度增加率

均与 H 2O 2浓度呈正相关, 正常对照组荧光强度没有

变化 (荧光强度增加率为 0) , 见表 1。

212　西红花酸对 H 2O 2诱发心肌细胞 [Ca2+ ] i 改变

的效应: 根据 H 2O 2组检测结果, 受检心肌细胞加入

维拉帕米 (终浓度分别为 1×10- 6, 5×10- 6 mo löL )

或西红花酸 (终浓度分别为 5×10- 7, 5×10- 6, 5×

10- 5 mo löL ) , 间隔 2 m in 再加 H 2O 2 (终浓度 1×

10- 4 mo löL ) , 则 H 2O 2诱发的荧光强度增加幅度均

减小, 见表 1。此外, 无论是在含 Ca2+ H ank s 液或无

Ca2+ H ank s 液中检测, H 2O 2诱发的 [Ca2+ ] i 荧光强

度增加率均与西红花酸剂量大小呈反比关系, 尤以
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表 1　西红花酸对 H2O 2在含 Ca2+ 或无 Ca2+ 介质中诱发心肌细胞[Ca2+ ] i变化的影响 (x±s, n= 5)

Table 1　Effect of crocetin on [Ca2+ ] i change in myocardium cell induced

by H2O 2 in medium with Ca2+ or without Ca2+ (x ±s, n = 5)

组　别
终浓度ö(mo l·L - 1)

药物 H 2O 2

荧光强度增加率ö%

含 Ca2+ H ank s 液 无Ca2+ H ank s 液

对照 0 0 　　0 　　0

H 2O 2 0 1×10- 5 87±11 69± 9

0 1×10- 4 213±38▲▲ 184±14▲▲#

0 1×10- 3 350±42▲▲★★ 211±16▲▲# #

维拉帕米 1×10- 6 1×10- 4 187±29★ 　　-

5×10- 6 1×10- 4 180±22★ 　　-

西红花酸 5×10- 7 1×10- 4 171±21★★ 149±10★#

5×10- 6 1×10- 4 93±17★★●● 80± 9★★●●

5×10- 5 1×10- 4 53±12★★●●△△ 47± 5★★●●△△

　　　与 1×10- 5mo löL H 2O 2组比较: ▲▲P < 0101; 　与 1×10- 4mo löL H 2O 2组比较: ★P < 0105, ★★P < 0101; 　与 5×10- 7mo löL 西红花酸

组比较: ●●P < 0101; 　与 5×10- 6mo löL 西红花酸组比较: △△P < 0101; 　与同组相应浓度含 Ca2+ 介质比较: # P < 0105　# # P < 0101

　　　▲▲P < 0101 vs 1×10- 5 mo löL H 2O 2 group; 　★P < 0105, ★★P < 0101 vs 1×10- 4 mo löL H 2O 2 group; 　●●P < 0101 vs 5×10- 7 mo löL

crocetin group; 　△△P < 0101 vs 5×10- 6 mo löL crocetin group; 　# P < 0105　# # P < 0101 vs co rresponding concen tration tested in m edium

con tain ing Ca2+ in sam e group

A 2基础[Ca2+ ] i 及其时相变化; B2使用 1×10- 4 mo löL H 2O 2后

[Ca2+ ] i 的改变; C2先给予 5×10- 5 mo löL 西红花酸再使用 1×

10- 4 mo löL H 2O 2 [Ca2+ ] i 的改变

A 2basal [Ca2+ ] i and its t im e course change

B2change of [Ca2+ ] i induced by 1×10- 4 mo löL H 2O 2

C2change of [Ca2+ ] i induced by 1×10- 4 mo löL H 2O 2 fo llow ing

app lication of 5×10- 5 mo löL crocetin

图 1　西红花酸对 H2O 2诱发的心肌

细胞 [Ca2+ ] i 增高的影响

F ig. 1　Effect of crocetin on [Ca2+ ] i elevation

in myocardium cell induced by H2O 2

5×10- 5 mo löL 西红花酸浓度作用最明显 (图 12C,

表 1) , 各测定值与单一加入 H 2O 2 (终浓度 1×10- 4

mo löL ) 时比较, 差异均非常显著 (P < 0101) , 但较

高 浓度的西红花酸 (终浓度分别为 5×10- 6,

5×10- 5 mo löL ) 使培养心肌细胞在含 Ca2+ H ank s

液与无 Ca2+ H ank s 液中受 H 2O 2诱发的荧光强度增

加率降低后更趋接近 (P > 0105)。

3　讨论

　　本研究应用 F luo23öAM 荧光标记技术和

L SCM 检测心肌细胞 [Ca2+ ] i, F luo23öAM 在负载

心肌细胞内被酯酶水解形成 F luo23, 后者与细胞内

Ca2+ 结合后荧光强度增强, 因此, 荧光强度的变化可

相应地反映 [Ca2+ ] i 的改变[2 ] , 能够通过 L SCM 扫

描测定。活性氧 ( react ive oxygen species, RO S) 是

心脏疾病时诱导心肌细胞死亡的重要因素之一[3 ]。

H 2O 2属于 RO S, 在体内为氧化代谢的中间产物。研

究发现, 在本实验使用的浓度范围内, H 2O 2可浓度

依赖性地引起培养心肌细胞[Ca2+ ] i 荧光强度增加,

即诱发了[Ca2+ ] i 增高。

　　Ca2+ 作为偶联胞外刺激和胞内反应的第二信使

在细胞生理调控和病理过程中具有重要作用。动脉

粥样硬化[4 ]、心肌缺血缺氧[5 ]和心脏再灌注损伤[6 ]

等心血管病变均存在[Ca2+ ] i 异常变化。已知心肌

细胞[Ca2+ ] i 增加与胞外Ca2+ 内流和胞内钙库如肌

浆网等释放Ca2+ 有关。本研究可见, 无论细胞外环

境是否存在 Ca2+ , H 2O 2均会引起心肌细胞 [Ca2+ ] i

增加, 虽然在细胞外环境有Ca2+ 的条件下, 预先使

用细胞膜上L 2型 Ca2+ 通道阻滞剂维拉帕米可降低

[Ca2+ ] i 增加幅度, 但并不能完全中止H 2O 2 诱发的

[Ca2+ ] i 增高反应, 这证明了 H 2O 2 引起 [Ca2+ ] i 增

加的机制除了影响到Ca2+ 内流外, 还直接造成了胞

内钙库释放和摄取Ca2+ 发生改变[7 ]。至于在有Ca2+
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的细胞外环境中, 较高浓度 (本实验为 1×10- 3 mo lö

L ) 的 H 2O 2引起的 [Ca2+ ] i 荧光强度增加率会比无

Ca2+ 时加大, 可能涉及到L 2型Ca2+ 通道之外的膜通

透性增加机制造成胞外Ca2+ 大量内流。

西红花酸具有广泛的药理活性[8 ]。目前认为, 西

红花酸的各种药理作用可能与其较强的抗氧化作用

有关[8, 9 ]。我们在研究中观察到西红花酸可减轻

H 2O 2对培养心肌细胞造成的损伤, 推测相关的机制

是: 西红花酸具有亲脂性能与细胞膜紧密结合或亲

脂部分进入细胞内, 抵抗 H 2O 2对细胞的攻击; 能与

细胞氧化应激中产生的·OH、膜脂质过氧化自由基

(LOO ·) 或脂质自由基 (L ·) 结合形成较稳定的

复合物, 中断膜脂质过氧化反应的连锁和放大, 减轻

·OH 对膜性细胞器的损伤作用。本研究表明, 无论

细胞外环境是否存在 Ca2+ , 采用西红花酸均能显著

降低 H 2O 2诱发的培养心肌细胞 [Ca2+ ] i 上升的幅

度, 由此可以断定西红花酸能够有效地调整胞内钙

库释放和摄取Ca2+ 、减少 Ca2+ 内流, 与我们上述关

于西红花酸在细胞膜或细胞内发挥抗氧化作用的推

测是相符的。显然, 西红花酸能够抑制 H 2O 2诱发的

[Ca2+ ] i 增高是其抗氧化应激性损害机制之一。
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槲皮素对乳腺癌细胞M CF-7 增殖及凋亡的影响

罗　玲, 吴凯南, 吴晓健Ξ

(重庆医科大学附属第一医院 普外科, 重庆　400015)

　　槲皮素具有广泛的生理及药理活性[1 ] , 因其扩

张冠脉、调血脂、降低血管通透性被作为心血管药物

而在临床广泛应用。已有文献报道槲皮素在体外对

肿瘤的化学预防和治疗作用及其机制[2, 3 ]。此前, 已

对槲皮素抑制 DM BA (二甲基苯并蒽) 诱导的 SD

大鼠乳腺癌的发生及增殖进行了研究并探讨机

制[4, 5 ]。本实验采用 ER (雌激素受体) 阳性的乳腺

癌细胞株M CF27, 初步观察槲皮素在体外对该细胞

增殖、凋亡及细胞周期的影响, 为进一步探讨其作用

机制及其应用于临床治疗乳腺癌提供部分依据。

1　材料与方法

111　药物与细胞系: Q uercet in (槲皮素, Q 0125,

FW : 33813) 购于美国 Sigm a 公司, 用DM SO (二甲

基亚砜) 配成储液, - 20 ℃ 冰箱保存。试验时用

1640 培养基稀释, DM SO 的终浓度小于 019%。

M CF27 细胞购自武汉大学典型动物保藏中心。

112　M T T 法检测槲皮素对乳腺癌细胞生长的影

响: 实验分为 7 组: 细胞对照组、溶剂对照组 (019%

DM SO )、槲皮素 1, 10, 25, 50, 100 Λmo löL 组。M T T

法分别测定槲皮素作用 24, 48, 72 h 后的吸光度

(A 600) 值, 并计算出槲皮素对乳腺癌细胞的抑制率,

每组实验均重复 3 次。用回归方程求出槲皮素的半

数抑药浓度 ( IC 50)。
增殖抑制率= (1- A 药物öA 细胞对照)×100%
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