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摘  要：目的  研究鬼臼毒素、Q′J去甲基表鬼臼毒素及其与不同比例纳米二氧化硅（pilO）的联合用药对人宫颈癌 eei~细
胞的体外增殖抑制作用，并探讨其机制。方法= =采用正硅酸乙酯水解法制备 OR=nm=pilO样品，将其进行表面改性后搭载 Q′J
去甲基表鬼臼毒素；jqq法检测 pilO、鬼臼毒素、Q′J去甲基表鬼臼毒素和联合用药（NOKRMM、NKORM、MKNOR=μgLmi纳米 pilO
分别搭载 SKOR=μgLmi=Q′J去甲基表鬼臼毒素）对 eei~细胞体外增殖的抑制作用；eoechsí=PPPQO染色法检测 OR=nm=pilO的细

胞相容性、鬼臼毒素和 Q′J去甲基表鬼臼毒素对细胞凋亡影响；倒置显微镜观察联合用药对细胞形态的影响；tesíern=bloííing
技术检测 Q′J去甲基表鬼臼毒素和联合用药对 eei~细胞凋亡相关蛋白表达的影响。结果  Q′J去甲基表鬼臼毒素对 eei~细胞

的增殖抑制作用优于鬼臼毒素，联合用药对 eei~细胞的抑制作用优于单一 Q′J去甲基表鬼臼毒素，且 MKNOR=μgLmi纳米 pilO
搭载 SKOR=μgLmi=Q′J去甲基表鬼臼毒素时，抑制作用最明显；鬼臼毒素、Q′J去甲基表鬼臼毒素和联合用药均可诱导细胞凋亡；

Q′J去甲基表鬼臼毒素和联合用药可以上调 _~xL_clJO比值及 C~sé~seJP、éRP、éPU的表达水平。结论  pilO联合用药对 eei~
细胞的增殖抑制作用优于单一 Q′J去甲基表鬼臼毒素，其作用机制可能为，通过影响 _clJO、_~x、C~sé~seJP、éRP、éPU等凋

亡相关蛋白表达诱导细胞凋亡。=
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鬼臼毒素（éoédoéhólloíoxin，mla）亦名足叶

草毒素、鬼臼脂素，属于木脂体类，是一类具有 O，
PJ丁内酯JQJ芳基四氢萘化学结构的天然活性物质，

主要存在于小檗科多年生草本类群鬼臼亚科八角莲

属、桃儿七属、山荷叶属及足叶草属植物中xNz。研

究发现，鬼臼毒素对小细胞肺癌、睾丸癌、白细胞

癌、淋巴肉瘤、神经胶质瘤、霍奇金淋巴瘤等多种

肿瘤有特殊疗效xOz。损伤正常细胞、引起胃肠不适、

耐药性强等毒副作用，限制了鬼臼毒素临床应用xPz，

科研工作者对鬼臼类化合物的结构进行了大量的改

造，获得了抗肿瘤活性好且毒副作用小的鬼臼类衍

生物，如 Q′J去甲基表鬼臼毒素等。陆艳玲课题组设

计并合成了一系列鬼臼毒素衍生物，并对其进行了

初步体外抗肿瘤测试，结果显示，鬼臼毒素衍生物

对人宫颈癌 eei~细胞、鳞状上皮癌细胞 h_s= OMM
等具有不同程度的抑制作用xQJSz。马保玉等在药物作

用 eei~ 细胞 QU= h 后检测细胞活性，Q′J去甲基JQ′J
氧 J环丁甲酰基 J去氧鬼臼毒素和鬼臼苦素对于

eei~细胞有显著的抑制作用，且在一定浓度范围内

具有明显的剂量依赖性xTz。=
随着医学和药物制剂技术的不断发展，脂质体

纳米粒、沸石介孔纳米材料、pilO囊状纳米球、聚

合物胶束等作为新型药物载体，以其良好的组织相

容性和靶向缓释特性，成为目前肿瘤靶向治疗的研

究热点xTz。种树彬等的研究发现，鬼臼毒素纳米脂

质载体（mlaJkiC）对永生化人宫颈上皮细胞（eU
细胞）具有良好的增殖抑制和诱导凋亡作用，表明

mlaJkiC不仅在尖锐湿疣（CA）和人类乳头瘤病

毒（ems）的潜伏感染治疗中具有较好的应用前景，

而且在宫颈癌前病变治疗中有较大应用潜力xUz。纳

米 pilO粒径在 P～NMM= nm之间，粒径小、分散性

好、化学纯度高、比表面积大，同时生物相容性好、

毒性低，又因其内外表面存在大量易于修饰的硅羟

基，易于表面改性为亲水或疏水，容易搭载不同粒

径的药物。=
本课题组尝试采用自制 OR=nm=pilO小球复合、

包覆鬼臼毒素及其衍生物，降低鬼臼毒素及其衍生

物的毒副作用，制备出一种高效低毒、结构新颖且

利于与靶标结合的药物。但是，鬼臼毒素类衍生物

对于抗宫颈癌作用方面的报道较少。因此，本课题

对鬼臼毒素、Q′J去甲基表鬼臼毒素和纳米 pilO搭
载该药物进行 eei~ 细胞的体外增殖抑制研究，并

探讨 eei~ 细胞的凋亡机制，为进一步研发鬼臼毒

素类新药提供指导xVz。=
N 材料=
NKN= =细胞=

人宫颈癌细胞系 eei~ 细胞，购自中国科学院

上海细胞生物学研究所。=
NKO= =药物及主要试剂=

鬼臼毒素、4′J去甲基表鬼臼毒素（甘肃中医药

大学药物化学实验室自制，质量分数≥VUB）；正硅

酸乙酯（qblp，质量分数 VOKVB～ VPKSB）、

CeOCele（质量分数＞VVKMB）、keQle（质量分

数＞VVKMB）分析纯（corning=fnc，kv，rpA）；纳

米 pilO载体（甘肃中医药大学纳米制备室自制，制

备方法见“OKN”项）；胎牛血清（加拿大tisení公
司）；MKORB胰蛋白酶（美国 eóclone公司）；Annexin=
sJcfqCLmf 试剂盒（杭州联科生物技术股份有限公

司）；ajpl（北京索莱宝公司）；顺铂（齐鲁制药

有限公司，批号 RNNMNPCc）；四甲基偶氮唑盐jqq
（北京索莱宝公司）；eoechsí=PPPQO（上海碧云天生

物技术研究所）；抗体 _~x、_clJO、C~sé~seJP、éRP、
éPU和 dAmae（美国 p~ní~=Cruz公司）。=
NKP= =主要仪器=

VS孔培养板（美国 corning公司）；酶联免疫检

测仪、凝胶成像分析系统（美国 _ioJo~d 公司）；

amTO倒置显微镜（日本 llóméus公司）；全自动细

胞荧光计数分析仪（美国 Cellomeíer公司）；二氧化

碳培养箱（日本三洋电机公司）；雷磁 mepJPb= ée
计（上海精密科学仪器有限公司）；电热鼓风干燥箱

（北京科伟永兴仪器有限公司）；马弗炉（北京盈安

美诚科学仪器有限公司）；j~xJOQMM=u射线衍射仪

（日本 oig~ku公司）；gbjJONMMc= OMM= ks透射电子

显微镜（qbj，日本 gbli公司）。=
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O= =方法=
OKN= =纳米 pilO小球的制备=

利用正硅酸乙酯水解法合成纳米 pilO小球。以

N∶Q的比例将 qblp与 CeOCele混合得到溶液，

室温条件下，在恒温磁力搅拌器中以 RMM=rLmin的转

速搅拌 Q=h，然后在溶液中缓慢加入蒸馏水，冷却至

室温后用 keQle 调节 ée 值，于 UM=℃烘干 QU= h
得到固体，利用马弗炉 RUM=℃加热烧结 Q=h得到纳

米 pilO小球。=
样品的物像及结构采用u射线衍射仪Cuh=α辐

射、波长 NKRQM=RS×NM−Q=μm 进行分析。将制备得到

的样品超声分散于无水乙醇中，用透射电子显微镜

（qbj）在 OMM=hs下观察颗粒的大小与形态。=
以无水乙醇为溶剂，温度为 SR=℃，搅拌速度

N=MMM=rLmin，NOKRMM、NKORM、MKNOR=μgLmi纳米 pilO
小球乙醇溶液分别与 SKOR= μgLmi= Q′J去甲基表鬼臼

毒素乙醇溶液混合，恒温搅拌 U=h，制备出不同浓度

的联合用药。=
OKO= = jqq法测定细胞增殖抑制率=

选取对数增殖期的 eei~细胞，MKORB胰蛋白酶

消化，制成单细胞悬液，以每孔 P×NMP个接种于 VS
孔培养板，分为对照组、pilO组、鬼臼毒素组、Q′J
去甲基表鬼臼毒素组、联合用药（Q′J去甲基表鬼臼

毒素H纳米 pilO）组。接种 OQ=h后，pilO组加入浓

度为 NMMKM、RMKM、ORKM、NOKR=μgLmi的纳米 pilO；
鬼臼毒素和 Q′J去甲基表鬼臼毒素组浓度为 RMKMM、
ORKMM、NOKRM、SKOR=μgLmi；联合用药组加入 NOKRMM、
NKORM、MKNOR= μgLmi 纳米 pilO 小球分别搭载 SKOR=
μgLmi=Q′J去甲基表鬼臼毒素的 pilO复合物；对照组

加入完全培养基。=
将 VS孔板置于 PT=℃、RB=ClO、水饱和的细胞

培养箱内培养，分别培养 OQ、QU、TO= h后取出。每

孔加入 OM=μi=jqq溶液（R=mgLmi），置于培养箱内

继续培养 Q=h后，取出迅速倾倒孔内液体，加入 NRM=
μi= ajpl，置 PT=℃恒温摇床上低速振荡 NM= min，
酶标仪检测 RTM=nm波长的吸光度（A）值。以上jqq
实验步骤重复 P次，eei~细胞活性用 A值表示，通

过公式计算 eei~细胞活力、增殖抑制率。=
细胞活力＝ARTM=E实验FLARTM=E对照F=

增殖抑制率＝N－ARTM=E实验FLARTM=E阴性F=

OKP= = eoechst= PPPQO 细胞染色观察受试药物对

eeia细胞凋亡的影响=
将eei~细胞以每孔N×NMP个接种于 VS孔细胞

培养板内，并将细胞分为对照组、pilO组、鬼臼毒

素组、Q′J去甲基表鬼臼毒素组。待细胞贴壁后，对

照组加入完全培养基；pilO 组加入浓度为 NMMKM=
μgLmi的纳米 pilO；鬼臼毒素组和 Q′J去甲基表鬼臼

毒素组浓度为 RM=μgLmi；继续培养 OQ、QU、TO=h。
培养结束后，吸弃培养液，加入 m_p缓冲液清洗 P
次，每次 R=min；清洗结束后，每孔加入 QB多聚甲

醛 N= mi，室温固定 OM= min；NM= μgLmi的 eoechsí=
PPPQO室温染色 NR=min，m_p缓冲液清洗 P次，每

次 R= min。采用倒置显微镜观察药物作用后细胞形

态的变化。=
OKQ= =细胞形态观察=

将eei~细胞以每孔 N×NMP个接种于 VS孔细胞

培养板内，并将细胞分为对照组、pilO和 Q′J去甲基

表鬼臼毒素联合用药组。待细胞贴壁后，对照组加

入完全培养基；联合用药组加入 NOKR、NKOR、MKNOR=
μgLmi纳米 pilO小球分别搭载 SKOR=μgLmi=Q′J去甲基

表鬼臼毒素的 pilO复合物，继续培养 OQ、QU、TO=h。
培养结束后，倒置显微镜观察细胞形态，并拍照。=
OKR= = testern= blotting 法检测 Bax、 BclJO、
CaspaseJP、pRP和 pPU蛋白表达=

选取细胞密度在 TMB～UMB的eei~细胞 T瓶，

分为对照组、pilO（SKOR=μgLmi纳米 pilO）组、顺

铂（NM=μgLmi，阳性药）组、Q′J去甲基表鬼臼毒素

（SKOR=μgLmi）组、联合用药组，对照组只加入完全

培养基，联合用药组加入 NOKRMM、NKORM、MKNOR=μgLmi
纳米 pilO小球分别搭载 SKOR= μgLmi= Q′J去甲基表鬼

臼毒素的 pilO复合物。=
药物作用 OQ=h后，收集各组细胞，用预冷 m_p

洗涤 P次后，将细胞重悬于裂解液中，冰浴 PM=min，
使细胞充分裂解。Q=℃、NO=MMM=rLmin离心 NM=min，
收集上清液，进行蛋白质定量。各组取等量蛋白质，

经 RB、NOB= papJmAdb分离后，转膜至 msac膜
上，封闭后，与一抗结合，Q=℃摇床过夜；q_pq
洗涤后与二抗结合反应，同上洗涤。用 bCi发光显

色后，在凝胶成像系统上曝光检测，采用 nu~níiíó=
lne= QKSKO软件对图像进行光密度分析，以 dAmae
作为内参，结果将目的蛋白质条带与内参 dAmae
条带的比值作为参照，实验重复 P次。=
OKS= =统计学分析=

数据用 –x s表示，采用 pmpp=NTKM统计软件处

理分析数据，采用单因素方差分析（lneJw~ó=
AklsA）。=
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P= =结果=
PKN= =纳米 pilO小球的表征=

从图 NJA中可以看出，正硅酸乙酯水解法制得

的纳米 pilO 样品均为单相，在 2θ＝OR°左右时出

现最强峰。且实验中发现，随着 ée 的升高，衍射

峰不断宽化。从图 NJ_中可以看出，纳米 pilO样品

的粒径约为 OR= nm，样品分散性良好，粒径较小且

形貌较好。这是因为实验中改进工艺，降低了反应

体系浓度，调节 ée 并进行了超声波分散，使小球

形貌和粒径在形成时产生了变化。=
 

              

 

图 N= = pilO小球的 u射线衍射图谱（A）和 qbj图（B）=
cigK=N= = uoa=photo=EAF=and=qbj=photo=EBF=of=OR=nm=nano=silica=sample=

PKO= = jqq实验=
PKOKN= =纳米 pilO对eei~细胞增殖的抑制作用= =纳
米 pilO浓度梯度由 NMM=μgLmi起始，用量倍减，通

过对各浓度梯度柱状图进行对比可知，各时段各浓

度 pilO均对 eei~ 细胞的增殖产生一定影响（m＜
MKMN）。其中低浓度影响微弱，高浓度影响较强，NMM=
μgLmi=pilO在 QU、TO=h时段对细胞的抑制率达 PMB。

pilO各浓度组内 OQ、QU、TO=h各时段间比较均差异

显著（m＜MKMN），说明 pilO对 eei~细胞增殖抑制

作用具有时间相关性。考虑载药研究时 pilO浓度与

药物的搭配浓度比例，选用 NOKR=μgLmi进行联合用

药研究。结果见图 O。=
PKOKO= =鬼臼毒素对 eei~ 细胞增殖的抑制作用= =鬼
臼毒素浓度梯度由 RM=μgLmi递减，通过对各浓度梯

度柱状图进行对比可知，各时段各浓度鬼臼毒素均

对 eel~细胞的增殖发挥显著抑制作用（m＜MKMN）。
鬼臼毒素各浓度组内 OQ、QU、TO=h各时间段间比较

均差异显著（m＜MKMN），说明鬼臼毒素对 eei~ 细

胞增殖抑制作用具有时间依赖性。QU至 TO=h时段细

胞死亡数量多，可推断鬼臼毒素作用于细胞的主要

时间段在 QU～TO=h。随着浓度的增加，鬼臼毒素细

胞增殖抑制作用逐渐增强，但变化不显著，可观察

到 RM=μgLmi浓度时，细胞存活率仍均小于其他各浓

度，推断药物对于细胞作用的剂量未达到饱和浓度。

结果见图 P。=

 

     

 

与对照组比较W=GGm＜MKMNI=下同=
GGm=Y=MKMN=vs=conírol=grouéI=s~me=~s=below=

图 O= =不同浓度纳米 pilO在 OQ、QU、TO= h时段对 eeia细
胞的增殖抑制作用( x±sI=nZP) 
cigK=O= = fnhibition=on=eela=growth=of=nano=pilO=with=different=
concentrations=in=OQ, QUI=and=TO=h=E x±sI=n Z=PF=

PKOKP= = Q′J去甲基表鬼臼毒素对 eei~ 细胞的增殖抑

制作用= = Q′J去甲基表鬼臼毒素是鬼臼毒素的主体

衍生物，其浓度梯度由 RM=μgLmi递减，通过对各浓

度各时间段梯度柱状图对比可知，不同浓度 Q′J去甲

基表鬼臼毒素组内 OQ、QU和 TO= h各时间段间比较

均差异显著（m＜MKMN），4′J去甲基表鬼臼毒素作用

于细胞的杀伤作用时间较为均匀，各时段都有一定=
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图 P= =不同浓度鬼臼毒素在 OQ、QU、TO=h时段对 eeia细胞

的增殖抑制情况( x±sI=nZP)=
cigK= P= = fnhibition= on= eela= growth= of= podophyllotoxin= with=
different=concentrations=in=OQ, QUI=and=TO=h=E x±sI=n Z=PF=

的细胞死亡。较鬼臼毒素而言，4′J去甲基表鬼臼毒

素每增加一定浓度，其对细胞的抑制率变化更显著。

在 OQ=h时段，50 μg/mL=4′J去甲基表鬼臼毒素的抑制

率高达 QMB，远高于鬼臼毒素 OMB的抑制率，且其

他各时段 4′J去甲基表鬼臼毒素对应浓度的杀伤作用

均强于鬼臼毒素，可证明 4′J去甲基表鬼臼毒素比鬼

臼毒素对 eel~细胞的增殖抑制作用强。结果见图 Q。=
 

     

 

图 Q= = 4′J去甲基表鬼臼毒素在 OQ、QU、TO= h 时段对 eeia
细胞的增殖抑制作用 ( x±sI=nZP)=
cigK=Q= = fnhibition=on=eeia=growth=of=Q′JdemethylepiJpodophy=
llotoxin=with=different=concentrations=in=OQ、QU=and=TO=h=E x±
sI=nZPF=

PKOKQ= =联合用药对 eei~ 细胞的增殖抑制作用= =由
图 R与图 Q对比可知：SKOR=μgLmi=4′J去甲基表鬼臼

毒素与纳米 pilO复合作用于 eei~细胞后，在 OQ=h
时段，细胞死伤率较单一 4′J去甲基表鬼臼毒素高出

NRB，TO=h时段高出 OSB，说明复合后的药物药效

有了明显提高；而纳米pilO为NKOR和0.125 μg/mL时，

OQ=h时段虽不明显，细胞死伤幅度虽仅有 OB～RB，
但 QU～TO= h细胞死伤率高出单一 4′J去甲基表鬼臼毒

素 NRB～OMB。说明纳米 pilO与 4′J去甲基表鬼臼毒

素联合用药后显著提高了药物对 eei~细胞的增殖抑

制能力，故提高单位 4′J去甲基表鬼臼毒素的用药效

果，进而降低药物的毒副作用。经统计得出：同一时

间不同比例的联合用药组间比较、同一比例不同时间

的联合用药之间的组内比较均差异显著（m＜MKMN）。=
=

=

=

图 R= =联合用药后在 OQ、QU、TOh时段对 eeia细胞的增殖

抑制作用( x±sInZP)=
cigK= R= = fnhibition= on=eeia= cell= growth= of= drug= combination=
with=different=concentrations=in=OQ、QU=and=TOh=E x±sInZPF=
PKP= =细胞 eoechst染色结果=
PKPKN= =纳米pilO的细胞相容性= =图 S为对照组的正

常 eei~细胞和 NMM=μgLmi纳米 pilO小球作用 OQ、
QU= h 时后 eei~ 细胞的染色照片，由图可见 eei~
细胞结构正常，核完整，偶见核浓缩、小而圆的凋

亡小体，证明其细胞相容性良好。=
PKPKO= =鬼臼毒素和 4′J去甲基表鬼臼毒素诱导细胞凋

亡= =图 TA为 50 μg/mL 鬼臼毒素作用 TO= h的细胞照

片，可见数量较多的凋亡小体，无正常细胞结构，核

碎裂，细胞死亡；图 T_为 50 μg/mL 4′J去甲基表鬼臼

毒素作用 TO=h后的细胞照片，可见细胞微核，边集现

象严重，无正常细胞结构，核碎裂，细胞死亡。==

   

对照= = = = = = = = NMM=μg·mi−N=pilO=OQ=h= = NMM=μg·mi−N=pilO=QU=h=

图 S= =纳米 pilO作用前、后的细胞凋亡形态图=
cigK=S= = Apoptosis=morphology=figure=before=and=after=action=of=
nano=pilO=
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= = = = =
RM=μg·mi−N鬼臼毒素= = = = RM=μg·mi−N=4′J去甲基表鬼臼毒素 

图 T= =鬼臼毒素及 4′J去甲基表鬼臼毒素作用后的细胞凋亡

形态图=
cigK= T= = Apoptosis= morphology= figure= after= action= of=
podophyllotoxin=and=Q′JdemethylepiJpodophyllotoxin=

PKQ= =细胞形态=
对照组细胞结构完整，有触角，细胞密集，细

胞核色泽均一；给药组随作用时间的延长和 pilO
比例的降低，细胞分散，体积缩小，细胞核固缩，

核膜皱缩、崩解后胞浆弥散，TO=h时细胞核裂解为

碎块，产生凋亡小体。当纳米 pilO 浓度为 MKNOR=
μg/mL，4′J去甲基表鬼臼毒素浓度为 6.25 μg/mL 时

细胞凋亡最明显，即该组联合用药的药效最佳。结

果见图 U。=
PKR= =药物对凋亡相关蛋白表达的影响=

经 4′J去甲基表鬼臼毒素和联合用药作用于eei~=
=

            

            

            

            

OQ=h= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = QU=h= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = TO=h=

图 U= =联合用药后的细胞凋亡形态图=
cigK=U= = Apoptosis=morphology=figure=after=action=of=drug=combination=

对照=

=

=

=

=

NOKR=μg·mi−N=

纳米 pilO=H= =

SKOR=μg·mi−N=

4′J去甲基表鬼臼毒素=

=

=

=

NKOR=μg·mi−N=

纳米 pilO=H= =

SKOR=μg·mi−N=

4′J去甲基表鬼臼毒素=

=

=

MKNOR=μg·mi−N=

纳米 pilO=H= =

SKOR=μg·mi−N=

4′J去甲基表鬼臼毒素=
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细胞后发现，与对照组比较，除 6.25 μg/mL 纳米

pilO外，给药组 _clJO的表达降低，_~x、C~sé~seJP、
éRP、éPU的表达均有所提高，且联合用药的表达量

高于单一 4′J去甲基表鬼臼毒素，随着联合用药中

pilO比例的降低，其表达量随之增高。联合用药的

_~xL_clJO 大于单一鬼臼毒素，且 1.25 μg/mL 纳米

pilO与 6.25 μg/mL= 4′J去甲基表鬼臼毒素联合用药

时，_~xL_clJO的比例值最大，1.25 μg/mL 纳米 pilO
与 6.25 μg/mL= 4′J去甲基表鬼臼毒素联合用药时

C~sé~seJP、mRP、mPU的表达量最高，结果见图 V。=
=

= = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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A：对照组；_：SKOR=μg·mi−N纳米 pilO；C：NM=μg·mi−N顺铂；a：SKOR=μg·mi−N=4′J去甲基表鬼臼毒素；b：NOKR=μg·mi−N纳米 pilO=H=SKOR=μg·mi−N=

Q′J去甲基表鬼臼毒素；c：NKOR=μg·mi−N纳米 pilO=H=SKOR=μg·mi−N=4′J去甲基表鬼臼毒素；d：MKNOR=μg·mi−N纳米 pilO=H=SKOR=μg·mi−N=4′J去甲基表

鬼臼毒素=
AW=conírol=grouéX=_W=SKOR=μg·mi−N=n~no=pilOX=CW=NM=μg·mi−N= cisél~íinX=aW=SKOR=μg·mi−N=4′JdemeíhóleéiJéodoéhólloíoxinX=bW=NOKR=μg·mi−N=n~no=pilO=H=
SKOR=μg·mi−N=4′JdemeíhóleéiJéodoéhólloíoxinX=cW=NKOR=μg·mi−N=n~no=pilO=H=SKOR=μg·mi−N=4′JdemeíhóleéiJéodoéhólloíoxinX=dW=MKNOR=μg·mi−N=n~no=pilO=
H=SKOR=μg·mi−N=4′JdemeíhóleéiJéodoéhólloíoxin=

图 V= =不同药物对 eeia细胞 Bax、BclJO、CaspaseJP、mRP、mPU蛋白表达的影响( x±sI=nZP)=
cigK=V= = bffect=of=different=drugs=on=Bax, BclJO, CaspaseJP, mRP and mPU=protein=expression=in=eela=cell=E x±sI=nZPF=

由凋亡相关蛋白的表达变化初步推测，药物诱导

eei~细胞凋亡的可能机制为：一方面，mPU蛋白高表

达促进 mRP蛋白表达，进而促进 C~sé~seJP蛋白高表

达，C~sé~seJP蛋白的高表达可以直接引起肿瘤细胞的

凋亡发生，从而抑制肿瘤的增殖；另一方面，mRP蛋
白质的高表达可以促进_~x蛋白质的高表达，_~x蛋
白可以经由线粒体凋亡途径诱发细胞凋亡，而 _clJO
蛋白可以拮抗 _~x 蛋白的功能，_~xL_clJO 比例的增

高，提示其仍可促进细胞凋亡。见图 NM。=
Q= =讨论=

本研究通过正硅酸乙酯水解法制备出 OR= nm=

pilO，并将其表面改性后搭载 4′J去甲基表鬼臼毒

素。u 射线衍射图谱和 qbj 结果显示，纳米 pilO
小球为粒径较小且分散性良好的单相。jqq实验和

eoechsí= PPPQO 染色结果表明，纳米 pilO载体具有

良好的细胞相容性，鬼臼毒素及 4′J去甲基表鬼臼毒

素和联合用药对 eei~ 细胞的增殖均有明显的抑制

作用，且呈现一定的剂量依赖性，相同剂量下 4′J
去甲基表鬼臼毒素的细胞抑制效果优于鬼臼毒素，

联合用药的细胞抑制效果均优于鬼臼毒素及 4′J去
甲基表鬼臼毒素，纳米 pilO浓度为 MKNOR=μg/mL，4′J
去甲基表鬼臼毒素浓度为6.25 μg/mL时细胞抑制效=
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图 NM= =鬼臼毒素、4′J去甲基表鬼臼毒素和联合用药诱导

eeia细胞凋亡通路图=
cigK= NM= = eeia= apoptosis= pathway= induced= by= podophyJ=
llotoxin= and= 4′JdemethylepiJpodophyllotoxin= and= drug=
combination=

果最佳。eoechsí= PPPQO 染色后的细胞凋亡照片表

明，药物作用于 eei~细胞后，均可以使细胞分散，

体积缩小，细胞核固缩，核膜皱缩、崩解后胞浆弥

散，弥散程度与浓度梯度呈正相关，纳米 pilO浓度

为 MKNOR= μgLmi，Q′J去甲基表鬼臼毒素浓度为 SKOR=
μg/mL 时细胞凋亡最明显。细胞凋亡相关蛋白表达

变化表明，1.25 μg/mL 纳米 pilO与 6.25 μg/mL= 4′J
去甲基表鬼臼毒素联合用药时，_~xL_clJO的比例值

最大，1.25 μg/mL 纳米 pilO与 6.25 μg/mL=4′J去甲基

表鬼臼毒素联合用药时，C~sé~seJP、mRP、mPU的表

达量最高。=
鬼臼毒素类药物影响肿瘤细胞中凋亡相关蛋白

的表达，从而诱导了肿瘤细胞的凋亡。目前认为，

_clJO抗凋亡的机制主要有：拮抗促凋亡基因 _~x；
抑制促凋亡的蛋白质细胞色素 c自线粒体释放到胞

质；阻止胞质中的细胞色素 c激活 C~sé~sexVz；有抗

氧化及维持细胞内钙稳态等作用。_~x 基因属于

_clJO基因家族，编码的 _~x蛋白可与 _clJO形成异

二聚体，_clJO 蛋白可以拮抗 _~x 蛋白的功能。有

文献报道，_~x 与 _clJO 蛋白之间的比值大小是决

定药物对细胞凋亡抑制作用强弱的关键因素xNMJNPz。

_~xL_clJO比值降低时抑制细胞凋亡，比值增高时促

进细胞凋亡。C~sé~seJP能裂解多种蛋白质，处于细

胞凋亡的下游，是凋亡级联反应中最关键的酶之一，

是凋亡的终结执行者之一。mRP 被称为最重要的抑

癌基因，能防止细胞损伤和正常细胞恶化，在一半

以上的人类肿瘤中发现 mRP失活或突变，各种刺激

可造成 akA 损伤，然后再激活 mRP。文献报道，

mRP与 _clJO基因间可能存在相互作用，mRP可能作

为 _clJO 基因的负调控因子下调其表达xNQJNSz。mPU
信号通路是jAmh（丝裂原活化蛋白激酶）通路的

一个重要分支。在炎症、细胞应激、细胞凋亡、细

胞周期和增殖等多种生理和病理过程中起重要作

用。mPU=jAmh是介导细胞因子及应急刺激导致细

胞凋亡、分化及炎症反应的重要细胞内信号转导途

径xNTz。=
综上所述，单一 4′J去甲基表鬼臼毒素的药效高

于单一鬼臼毒素，联合用药的药效均优于单一 4′J
去甲基表鬼臼毒素，且纳米 pilO 浓度为 MKNOR=
μg/mL，4′J去甲基表鬼臼毒素浓度为 6.25 μg/mL 时

药效最佳。=
鬼臼毒素存在于小檗科的八角莲属、桃儿七属

和山荷叶属等少数科属中，天然生药资源生长缓慢，

繁殖力低，结实少，生态区域局限，由于其具有较

高的药用价值而被人们大肆采伐，致使许多种类已

成濒危植物。因此，一方面可以通过引种栽培、组

织培养等方法扩大和繁殖该科属植物，另一方面加

强对鬼臼毒素及异构体或衍生物研究，与此同时，

利用高分子生物技术，探索最佳载体和载体与药物

最佳浓度比例，通过提高药物的溶解性、载药量、

生物利用度和药效，降低药物的价格、耐药性和毒

副作用等，以解决原料短缺、毒副作用大、药物价

格昂贵的问题。=
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