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组织中的PCNA呈阳性的肿瘤细胞显著低于模型

组，表明肿瘤增殖受到了抑制。同时，阿魏酸钠组比

模型组微血管计数显著减少，说明阿魏酸钠抑制了

小鼠体内H：：肿瘤的生长和血管生成。但是，本实验

并不能证实白芍总苷具有抑制肿瘤生长及肿瘤血管

生成的作用，但也没有证据表明白芍总苷有促进肿

瘤生长的作用。

为了进一步分析阿魏酸钠抑制血管生成的作用

是否通过对H：。肿瘤细胞的直接细胞毒作用而实现

的，采用MTT法来验证阿魏酸钠是否对体外培养

的H。：肿瘤细胞具有直接的细胞毒作用。结果阿魏

酸钠组的质量浓度即使达到了160／*g／mL，其肿瘤

细胞的A值尚与模型组无显著性差异。说明阿魏酸

钠对肿瘤细胞不具有直接的细胞毒作用，阿魏酸钠

对整体动物肿瘤模型的肿瘤生长抑制作用是通过抑

制肿瘤血管生成实现的。

免疫组织化学发现，阿魏酸钠各剂量组均能有

效地抑制肿瘤组织的VEGF表达。VEGF是最重要

的促血管生成因子，能通过其受体KDR／Flk一1有

效激活胞外信号调节激酶(ERK)，从而刺激内皮细

胞DNA合成印]，也能够通过PI一3K通路激活抗凋

亡激酶Akt／PKB而发挥抗凋亡作用[10|。结合阿魏

酸钠组肿瘤组织微血管密度降低的结果，说明阿魏

酸钠可能是通过抑制肿瘤细胞VEGF的分泌来抑

制体内H。。肿瘤的生长及血管生成。
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槟榔碱对骨髓细胞内DNA的影响
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(哈尔滨商业大学生命科学与环境科学研究中心，黑龙江哈尔滨 150076)

摘 要：目的通过体内骨髓细胞实验，探讨槟榔碱对DNA的损伤作用机制。方法采用AO探针标记，激光共聚

焦技术检测槟榔碱对骨髓细胞内DNA和RNA的影响；采用流式细胞仪测定槟榔碱对骨髓细胞周期的影响。结果

给予槟榔碱20、10、5 mg／kg剂量的染毒组，骨髓细胞内RNA／DNA的荧光像素比值明显高于空白对照组，差异非

常显著(P<o．01)；骨髓细胞周期与空白对照组相比，G。／G。期细胞比率有非常显著增加(P<o．01)，S期细胞比

率有非常显著降低(P<o．01)，G。／M期细胞比率有非常显著降低(尸<o．01)。结论槟榔碱对小鼠骨髓细胞的

DNA有一定的损伤作用，具有一定的遗传毒性。
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Effects of arecoline on DNA in bone marrow cells

JI Yu—bin，LI Lian—chuang，YU Lei

(Research Center on Life Sciences and Environmental Science，Harbin University of Commerce，Harbin 150076，China)

Abstract：Objective To study the mechanism of arecoline on damage to DNA through the bone

marrow cell experiment in vivo．Methods Laser Confocal Microscope was adopted to measure DNA and

RNA of the bone marrow cells marked by AO probe．Influences of arecoline on cell cycle were observed by

the Flow Cytometer．Results Injection of arecoline to 20，1 0，and 5 mg／kg posologic group，the

fluorescence pixel ratio apparently higher than that in blank control group of the bone marrow cell inside

RNA／DAN．the difference was significant(P<O．01)．Bone marrow eell cycle by comparison tO blank

control group，Go／Gl per cell ratio had got particularly increase(P<O．01)，S per cell ratio had got

particularly decrease(P<O．01)，and G2／M per cell ratio also had decreased obviously(P<0．01)．

Conclusion The arecoline have got definite damage action on DNA in bone marrow cell of mice and

possessed some genetic toxicity．

Key words：arecoline；laser confocal microscope；Flow Cytometer；DNA；RNA；cell cycle

咀嚼槟榔习惯与口腔黏膜下纤维性变的发生密

切相关，有实验研究表明，用槟榔制剂涂在大鼠的口

腔黏膜上，88％的实验鼠均发现口腔黏膜下纤维性

变，且有恶变倾向。由此可见，嚼食槟榔危害健康，尤

其是可增加罹患口腔癌的危险。用槟榔水提取物给

大鼠SC，全部动物都发生恶性纤维间质瘤，因而认

为槟榔碱的水解物可能是致癌物质。自槟榔中分离

出的生物碱以槟榔碱的量最多，是槟榔的主要成分，

有毒性。此外，尚含有少量槟榔次碱和去甲基槟榔次

碱及更少的去甲基槟榔碱、槟榔副碱和异去甲基槟

榔次碱等口]。槟榔碱为无旋光性、无色油状液体，无

臭，味苦，其性质不稳定，具有挥发性，常制成槟榔碱

的氢溴酸盐或无机盐，是一种M、N受体激动剂。药

理毒理试验证实，槟榔碱有M一胆碱反应和拟副交

感神经毒理作用等几种毒副反应，并较毛果芸香碱、

毒扁豆碱及蝇蕈为强。在前期实验中发现，槟榔碱有

致微核突变和染色体畸变的作用，本实验研究旨在

探讨槟榔碱对DNA的损伤作用机制。

1材料

1．1 药品和试剂：氢溴酸槟榔碱(质量分数

98％)，购于中国药品生物制品检定所；荧光探针为

0．01％的吖啶橙(AO)，购于Sigma公司；PI，

Sigma P4170；PBS、TritonX一100，武汉博士德生物

工程有限公司；Rnaes，Sigma R4875。

1．2 主要仪器：SP一2激光扫描共聚焦显微镜，

Leica；流式细胞仅，Beckman—Coulter公司；C02培

养箱，三洋公司；LD。一2A型台式低速离心机，北京

医用离心机厂；Sartorius BSll0S型万分之一电子

天平，德国。

2实验方法

2．1 实验动物的分组及染毒：小鼠40只，随机分

成4组，每组10只，雌雄各半，采用ip给药对小鼠

进行染毒，各组染毒剂量分别为20、10、5 mg／kg

(相当于1／4 LD。。、1／8 LD。。、1／16 LD5。)，另设空白

对照组(生理盐水)。槟榔碱不同剂量染毒组连续染

毒14 d，每天上午9点ip一次。实验组于末次染毒

后禁食、自由饮水，24 h内进行实验。

2．2激光扫描共聚焦显微镜测定槟榔碱对骨髓细

胞内DNA、RNA的影响：取小鼠股骨的骨髓细胞，

滤过，离心，制备人工贴壁细胞，采用荧光探针AO

染色，置激光扫描共聚焦显微镜上观察，使用488

nm氩离子激光激发荧光染料AO[2]。每张标本，选

取10个细胞，激光扫描共聚焦自动处理得出RNA／

DNA的荧光像素比值，做统计学处理。

2．3 流式细胞仪测定槟榔碱对骨髓细胞周期的影

响：取小鼠股骨的骨髓细胞，滤过，离心，制备细胞悬

液，PI染色，用流式细胞仪测定骨髓细胞周期，激发

光波长为488 nm，发射光波长大于630 nm。每份样

品选取10 000个细胞，做统计学处理。

2．4数据处理：对所有数据进行方差分析，结果均

以至±s表示。

3 结果

3．1 激光扫描共聚焦显微镜测定槟榔碱对骨髓细

胞内DNA、RNA的影响：结果表明(表1)，给予槟

榔碱20、10、5 mg／kg剂量的染毒组RNA／DNA的

荧光像素比值明显高于空白对照组，差异非常显著

(P<o．01)。激光共聚焦扫描图像观察，细胞核内

DNA呈绿色荧光，细胞内RNA呈红色荧光，染毒

后RNA荧光强度明显增强，而DNA荧光强度明

显降低。用激光扫描共聚焦显微镜重建骨髓细胞的
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扫描图可以明显显示出这种差异。

3．2 流式细胞仪测定槟榔碱对骨髓细胞周期的影

响：结果表明(表2)，给予槟榔碱20、10、5 mg／kg

剂量的染毒组小鼠骨髓细胞周期与空白对照组相

比，G。／G。期细胞比率非常显著增加(P<0．0i)，S

期细胞比率非常显著降低(P<O．01)，G。／M期细

胞比率非常显著降低(P<o．01)。

表1 槟榔碱对小鼠骨蕊细胞内DNA和RNA的影响(；士s)

Table 1 Effect of arecoline on DNA and RNA in bone

marrow cells of mice(；士s)

与空白对照组比较：一P<O．01

’’P<O．01 725 blank control group

表2槟榔碱对骨髓细胞周期的影响(z士s)

Table 2 Effect of arecoline on cell cycle in bone

marrow cells of mice(；土s)

剂量／ 细胞数／ 细胞周期／％

删(mg．kg—t)个—面丁——1———丽
空白对照

槟榔碱

10 000

10 000

10 000

10 000

与空白对照组比较：一P<O．01

。’P<o．01口5 blank control group

4讨论

激光共聚焦扫描显微镜是利用荧光探针渗透到

细胞内部，有选择地与活细胞的不同成分结合；以激

光共聚焦扫描细胞；使用计算机对获得的细胞荧光

强度进行量和形态的分析，不仅能得到较光学显微

镜分辨率高的细胞形态和组分分布的清晰图像，而

且可动态观察细胞内代谢的变化[3]。本实验所采用

的荧光探针为AO，它可以在使用某一浓度时对活

细胞进行染色。一般使用的浓度介于l：10 000和

1：500，本研究使用的浓度为1：10 000。AO染料

具有可以被可见光激发及激光淬灭率低的特点。本

实验通过激光共聚焦扫描显微镜扫描结果，可以观

察到ip槟榔碱染毒两周后，随着染毒剂量的增加，

20、10、5 mg／kg染毒剂量组的RNA与DNA比值

与空白对照组相比均有显著上升，RNA的量明显

增加，DNA的量明显降低，提示可能是槟榔碱干扰

DNA的模板功能，与DNA共价结合引起复制期间

核苷酸错配，或是与DNA发生交联，还可能是引起

DNA断裂，从而阻断DNA复制，RNA与DNA的

荧光像素比值明显高于空白对照组(P<o．01)，证

明槟榔碱对小鼠骨髓细胞内DNA和RNA的量有

明显的影响，提示槟榔碱对DNA合成有一定的抑

制作用。

细胞周期检测是研究外来化合物致毒作用机制

的重要手段，流式细胞术是细胞周期检测最有效的

常用方法[4]。细胞周期有两个主要限制点，即G，／S

限制点(控制细胞从G，期进入S期，能防止受损的

碱基复制，修复染色体中的突变)和G。／M限制点

(tt“细胞”一分为二的控制点，能使细胞在进入分裂

期之前修复已复制好的DNA上出现的损伤)。通过

限制点后，刺激信号被去除，细胞仍然会开始DNA

复制[5]。本实验将小鼠骨髓细胞作为研究对象，利用

流式细胞仪，对其细胞周期做了研究。20、10、5 rag／

kg染毒剂量组染毒后的小鼠骨髓细胞在G，期细胞

比率有非常显著增加(P<o．01)，G。／M期细胞比

率有非常显著降低(P<o．01)，说明槟榔碱可使骨

髓细胞增长阻滞在G。期，影响S期DNA的合成，

从而减少进入G。／M期细胞数。进入S期细胞的减

少会使有丝分裂和细胞增殖数量降低，表明槟榔碱

已经对小鼠骨髓细胞的增殖能力造成抑制作用。骨

髓细胞周期也是反映造血系统造血动能的重要指

标，细胞周期的分布情况可反映骨髓增生程度[6]。本

实验中骨髓细胞在G，期发生阻滞，而骨髓细胞周期

发生G。期阻滞是机体对外界刺激的一个保护性反

应，可提供充足的时间来促使受损伤DNA的合成

和复制并于S期前得以修复。综上所述，槟榔碱对小

鼠骨髓细胞的DNA有一定的损伤作用，具有一定

的遗传毒性。
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