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小白菊内酯对人肝癌BEL一7402细胞p53蛋白和

增殖细胞核抗原表达的影响

张雯，宋晓凯。

(天津理工大学生物与化学工程学院，天津300191)

小自菊内酯(parthenolide)为一种西方传统药

物，是从艾叶菊属的短舌匹菊(小白菊)Pyrethrum

Parthenium(L．)Smith中提取的化学成分

(c，。H⋯O)，主要用于治疗皮肤感染、风湿病和偏头
痛=1]。小白菊内酯以时间依赖关系抑制c—fos和C

myc蛋白表达，但不影响p15、p16、p18、p19蛋白表

达，以剂量依赖关系使血管平滑肌细胞(VSMC)周

期中的G。／G。期细胞比例明显增多，s期细胞比例

显著减少，同时抑制VSMC的[3H]TdR掺人口]；前

期研究表明小白菊内酯抑制人肝癌细胞BEL一7402

细胞增殖，并诱导其凋亡口]。本研究以BEL一7402细

胞为靶细胞，研究小白菊内酯对其p53蛋白和增殖

细胞核抗原(PCNA)表达的影响，探讨其抑制细胞

增殖的机制。

1材料与方法

1．1 药品与主要试剂：小白菊内酯(质量分数>

99％)，购自上海康成生物工程有限公司，用三蒸水

配制成10．0 pg／#I。储存液；环磷酰胺购自江苏恒

瑞医药股份有限公司。MTT，250 mg，Sigma分装；

RPMI一1640培养基购自Gibco公司；胎牛血清购自

中国科学院血液病研究所；DAB显色试剂盒、Sp试

剂盒、小鼠p53单抗、PCNA单抗购自北京中山生

物技术有限公司。

1．2 主要设备：倒置式生物显微镜(Nikon

ECLIPSE TE 300)；5％二氧化碳培养箱(Thermo

Forma MODEI。3111)；自动酶标读数仪(TACAN

SPECTRAⅡ)。

1．3 细胞株及细胞培养：人肝癌细胞株BEI。一7402

由北京医科大学实验中心细胞库提供。用RPMI—

I 640培养液(fi-15％胎牛血清)，在37℃、5％CO。

孵箱中常规培养。取对数生长期的细胞用于实验。

1．4 MTT比色法。1测定细胞增殖抑制率：将对数

生长期的肝癌细胞制成1×10 5／mI．的细胞悬液，接

种于96孔培养板内，每孔200．0 pL，于37℃、5％

CO。、饱和湿度的培养箱中培养，待细胞生长至一定

浓度后换上含有不同质量浓度药物的培养液，各设

6个复孔，对照组不加药，继续培养蚰h，加入

0．5％MTT(5．0 mg／mL)，每孔20．0 pI。，孵育4

h，再加入DMso 100．0 pL，轻微振荡使紫蓝色沉淀

溶解，用酶标仪测定492 nrll波长吸光度(A)值，计

算细胞增殖抑制率。

抑制率；(1 A**／Aw月)×100％

1．5免疫组织化学法“3检测p53表达：细胞接种于

12孔板，加药(小白菊内酯7．5、15 pg／mL)培养

48 h，无水乙醇固定10 rain；PBS缓冲液洗涤5

rain，共3次；3％H：O。内源性过氧化物酶阻断剂室

温孵育30 min；PBS洗涤5 rain，共3次；正常羊血

清室温孵育30 min；一抗4℃孵育过夜；PBS洗涤

5 rain，共3次；生物素标记的二抗37℃孵育30

min；PBS洗涤5 rain，共3次；链菌素亲生物蛋白一

过氧化物酶37℃孵育30 min；DAB显色35 rain，

苏木素复染核。高倍镜下每张选4个视野观察。

1．6 PCNA表达检测：细胞培养与免疫组化染色步

骤同1．5，其中一抗为PCNA单抗，其余操作相同。

1．7免疫组化结果的观察方法：PCNA或p53蛋

白表达阳性，均呈现为细胞核的棕黄染色(可伴有

或不伴有胞浆染色)。参照Carcangiu的方法01，把

细胞阳性染色的程度分为强(+++)、中(++)、

弱(+)和阴性()4级。其中还可根据阳性细胞

的比例分为：“+++”级——阳性细胞占60％以

上，通常阳性细胞呈片块状分布，为棕黄色染色；

“++”级——阳性细胞在60％～20％，阳性细胞多

呈局灶性或小巢状分布，呈黄色染色；“+”级——阳

性细胞在20％以下，阳性细胞一般分散存在，为淡

黄色染色及“ ”——阳性细胞在5％以下，偶见单

个阳性细胞，呈浅黄色。
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1．8统计学处理：计量资料用z±s表示，两组间比

较采用t检验；阳性率的显著性检验采用驴检验。

2结果

2．1 MTT法检测小白菊内酯对人肝癌细胞增殖

的抑制作用：不同质量浓度小白菊内酯作用细胞后，

细胞生长受到不同程度的抑制，且抑制作用随小白

菊内酯质量浓度的升高而增强，见表1。

表1小白菊内碡对BEL一7402细胞增殖的作用“一6)

Table 1 Inhibition of parthenollde oll EEL一7402

cell proliferation(n=6)

2．2 小白菊内酯对肝癌细胞p53蛋白表达的影

响：见表2。小白菊内酯(7．5、15 p．g／mL)可促进

p53蛋白表达，与对照组比较差异非常显著(P<

0．01)，且小白菊内酯两个剂量组间比较差异非常显

著(尸<0．01)。环磷酰胺(16．7 mg／mL)组与对照

组比较差异显著(P／～0．05)。

衰2小白菊内酯对BEL一7402细胞p53蛋白裹达的影响

Table 2 Effect of parthenolide on p53 protein

expression of EEL一7402 cell

2．3小白菊内酯对肝癌细胞PCNA蛋白表达的影

响：小白菊内酯可抑制PCNA蛋白的表达，小白菊

内酯7．5和15 lag／mI．组间差异显著(P<o．05)。

小白菊内酯(15 tzg／mL)组与空白组比较差异显著

(尸<O．05)。见表3。

裹3小白菊内醑对BEL-7402细胞PCNA裹达的影响

Table 3 Effect of parthenolide oH PCNA expression

of BEL一7402 cell

3讨论

本实验中MTT检测可见小白菊内酯能明显抑

制BEI．一7402细胞增殖，并呈量效关系。

p53基因是一种抑癌基因，定位在人第17号染

色体短臂(1 7q13)上。编码为一个由357个氨基酸

组成的、相对分子质量为5．3×104的核酸蛋白[⋯。

p53基因分野生型和突变型两种。正常细胞内的

p53基因为野生型，具有抑癌功能，但其表达的蛋白

在细胞内的量很小。当p53基因发生突变时，其产

物p53蛋白构象发生改变后稳定性明显提高，能与

一些癌蛋白形成稳定的复合物，其半衰期大大延长，

免疫组织化学方法能够检测到o]，因而用免疫组织

化学方法检测到的是突变型的p53蛋白。突变型的

p53蛋白不但丧失抑癌活性，而且具有恶性的转化

功能口]，所以越来越引起人们的重视。然而也有报道

称某些突变型p53可抑制细胞生长，促进细胞凋

亡口““。本实验发现经小白菊内酯处理后，BEL一

7402细胞p53表达不但没有减弱，反而显著增强。

PCNA是一种相对分子质量为3．6×104的酸

性核蛋白，是DNA多聚酶的辅助蛋白，起调节

DNA多聚酶8活性的作用，PCNA随细胞增殖周期

的不同而变化。它在G，后期开始增加，S期达高峰。

PCNA参与DNA合成，而DNA合成又是细胞分

裂增殖的必要条件o⋯。

本实验结果表明小白菊内酯对人肝癌BEL一

7402细胞的增殖具有抑制作用，其机制可能与促进

p53蛋白表达和抑制PCNA蛋白表达有关。
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苁蓉总苷对血管性痴呆大鼠学习记忆的影响及机制研究

皋聪1，王传社2”，巫冠中1，胡梅1，屠鹏飞2“’

(1．中国药科大学药理教研室．江苏南京210009，2．北京大学中医药现代研究中心，北京100083

3．北京大学基础医学院．北京100083}4．北京大学药学院，北京100083)

人口的老龄化已使寻找安全有效的防治老年痴

呆症药物成为药物研究的热点。近年来，中医学使用

以补肾益髓为主、兼补心脾的方法治疗老年痴呆症

取得了较大的进展。肉苁蓉始载于《神农本草经》，具

有补肾阳、益精血、润肠通便之功效，现广泛用于治

疗老年性痴呆、阳痿、习惯性便秘等病症口“1。研究表

明其具有抗痴呆、抗氧化、抗缺氧、抗辐射、增强免疫

功能等作用，主要成分为苯乙醇苷类[3“]。苁蓉总苷

是从管花肉苁蓉Cistanche tubulosa(Schrenk)R．

Wight的干燥肉质茎中提取精制而成的，含苯乙醇

苷类90．7％，其中含主要成分松果菊苷(eehinaco—

side)44．3％。本实验研究苁蓉总苷对血管性痴呆大

鼠学习记忆障碍以及正常大鼠血栓形成和血小板聚

集的影响，为其开发成为促智和防治老年性痴呆症

的新药提供依据。

1材料

1．1动物：SD大鼠，雄性，体重470～570 g，由上

海西普马一必凯实验动物有限公司提供，合格证号：

沪动合格字第152号。

1．2药物与试剂：苁蓉总苷，管花肉苁蓉的提取物，

含苯乙醇总苷90．7％、松果菊苷44．3％，深褐色粉

末，由北京大学中医药现代研究中心化学室提供，批

号为980601。吡拉西坦片，宜兴制药厂生产，批号为

980521。阿司匹林肠溶片，南京第二制药厂生产，批

号为000402。各药用前以蒸馏水配制。肝素钠，中国

医药(集团)上海化学试剂公司产品，批号为

F000128。戊巴比妥钠，中国医药(集团)上海化学试

剂公司进口分装，批号为971104。二磷酸腺苷二钠

(ADP)，中科院上海生化所东风生化技术公司产

品，批号为9305122，用前配成l mg／mL储备液冰

箱保存，用时以磷酸缓冲液稀释3倍。

1．3仪器：MG一3型Y型电迷宫，张家港教学实

验器械厂生产。SPA一4多功能血小板聚集仪，上海

科达测试仪器厂生产。

2方法

2．1 大鼠局灶性脑缺血一再灌注致血管性痴呆模型

制备及检测

2．1．1分组与给药：将大鼠按体重随机分为6组，

分别为假手术组、模型组、阳性对照组(吡拉西坦

300 mg／kg)及苁蓉总苷高、中、低剂量(200、100、

50 mg／kg)组。各组ig给药，0．5 mL／100 g，每日1

次，假手术组和模型组给予等体积的蒸馏水，连续给

药30 d。

2．1．2模型的制备”]：于给药的第16天，大鼠以水

合氯醛360 mg／kg ip麻醉。正中切开颈部皮肤，分

离右侧颈部肌肉。游离颈总动脉和颈外动脉，结扎并

剪断颈外动脉分支。分离颈内动脉，直至暴露翼腭突

动脉。用动脉夹夹闭该侧颈总动脉，颈外动脉切口，

将头端钝圆、直径0．28 mm的碳素渔线从大鼠颈外

动脉插入颈内动脉并进入颅内，直到有轻微阻力，这

时大脑中动脉的所有血供被阻断。缺血40 min后将

渔线抽出，结扎颈外动脉，再通颈总动脉，消毒、缝

合，im青霉素防止感染。假手术组只分离和结扎颈

外动脉，不插渔线、不夹闭颈总动脉。
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