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　　近年来 ,肿瘤诱导分化剂的研究日渐增多 ,从中

药和天然药物中寻找和提取诱导分化剂是一种新途

径。苦参碱是传统中药苦参的有效成分 ,文献报道具

有抗癌活性
[1 ]
,对白血病细胞有抑制生长和诱导分

化作用 [2 ]。本课题组在前期研究的基础上 [3, 4 ]通过流

式细胞仪检测进一步表明:一定浓度的苦参碱可诱

导 K562细胞向成熟方向分化 ,并具有多向诱导分

化作用。

1　材料与方法

1. 1　苦参碱:纯度 99% ,由实验室自备。

1. 2　细胞培养: K562细胞在含 10%新生小牛血清

的 RM PI-1640培养液中传代培养。

1. 3　苦参碱对 K562细胞的作用:收集对数生长期

细胞 ,调整细胞浓度为 1× 105 /m L,用苦参碱的终浓

度为 0. 2 mg /mL,作用 9 d,每 3天换液补药 1次 ,

于第 3, 6, 9天收集细胞 ,同时设立对照组。分别收集

细胞 ,离心涂片做瑞氏染色 ,光镜观察细胞形成变化

结果。

1. 4　细胞表面分化抗原 ( SmCD)检测:苦参碱作用

方法同前 ,取对照组和经作用 6 d的 K562细胞用

PBA( 0. 01 PBS+ 0. 2%牛血清白蛋白+ 0. 1%叠氮

钠 )洗涤 2次 ,分别加入鼠抗人 McAb ( CD34、 CD33、

CD14、 CD15、 CD20、 CD27、 CD41、 HIR2 ) 4℃孵育 3 min,

用 PBA洗涤去除未结合的 McAb,再加入 FITC标

记的二抗 , 4℃孵育 60 min, PBS洗涤 2次 ,将细胞

悬浮于 PBS中 , FCM (美国 Becton-Dickinson公司

产品 ,型号 FACS C)检测 10 000个细胞 /例 ,数据经

计算机处理 ,计算出阳性细胞百分率。

2　结果

2. 1　苦对碱对 K562细胞作用的形态学变化:对照

组 K562细胞体积较大 ,多呈圆形、椭圆形或卵圆

形 ,染色质疏松 ,核仁清楚 ,数目不等 ,核 /浆比例大 ,

细浆多见瘤状突起 ,胞浆内未见颗粒 ,偶见空泡 ;经

0. 2 mg /mL苦参碱诱导 3 d后 , K562细胞核 /浆比

明显缩小 , 6 d后体积减小 ,形态更规则 ,核仁开始

消失 , 9 d后核 /浆比更小 ,核仁完全消失 ,胞浆内有

空泡出现 ;经 0. 3 mg /mL苦参碱诱导 3 d后的

K562细胞形态变规则 ,核 /浆比缩小 ,核仁仍可见 , 6

d后细胞体积明显减小 ,核染色质变致密 ,核仁消

失 ,部分细胞浆内有大量空泡出现 ,并伴随凋亡发

生 , 9 d后细胞凋亡及空泡更为明显。结果表明苦参

碱对 K562细胞有诱导分化作用且与浓度及作用时

间有关。 0. 2 mg /m L苦参碱作用 6 d后细胞向成熟

方向分化 , 0. 3 mg /mL苦参碱作用 6 d后就其细胞

形态观察提示可能有凋亡发生。

2. 2　苦参碱对 K562细胞作用 6 d后 SmCD的变

化: 经苦参碱作用 6 d后 , K562细胞表面 CD33、

CD14、 CD15、 HIR2、 CD27表达均增高 ,其增加强度依

次为: CD33> HIR2> CD15> CD27> CD14 ,提示 K562

细胞在苦参碱的作用下可以向髓系、红系、粒系等分

化 ,见表 1。

3　讨论
表 1　苦参碱对 K562细胞作用 6 d后细胞表面分化抗原表达结果 (% )

组别
干 /祖细胞 髓系 T淋巴系 B淋巴系

CD34 CD33 CD14 CD15 CD41 HIR2 CD27 CD20

对照 1. 35 15. 65 6. 01 1. 95 0. 40 38. 69 3. 03 0. 13

加药 5. 71 57. 15 13. 87 13. 63 0. 52 51. 32 13. 73 0. 12

　　人类白血病是源自多能造血干细胞水平的血液

系统肿瘤 ,白血病细胞仍有一定的自我更新能力和

分化潜能 ,但丧失了终末分化的能力 ,即受阻于原始

或幻稚细胞阶段。文献报道
[5 ]
, K562细胞为分化受
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阻滞的异常造血祖细胞 ,具有向红系、粒系、巨核系

等多向分化的潜能。

我们采用 0. 2 mg /mL苦参碱作用 K562细胞

3～ 9 d后 ,从细胞形态学观察到细胞体积、核形、

核 /浆比、核仁数量等随作用时间延长均有明显改

变。所有细胞都源自共同获得一些新抗原的同时也

丢失了某些原有的抗原 ,因此处于不同分化阶段的

造血细胞 ,其抗原表型是不同的 ,不同的细胞系列也

具有不同系列相关性抗原。、 CD34表达于所有细胞系

列的祖细胞或干细胞 ,为细胞系列非特异性标志。在

干细胞初期分化产生最早期祖细胞出现了 CD33之

后 ,祖细胞定向分化时出现一系列特异性抗原 ,如粒

系分化细胞伴有 CD15表达阳性细胞增加 , CD14为单

核细胞特异性 SmCD, HIR2仅存在于幼红细胞和成

熟红细胞表面 , CD41存在于巨核细胞和血小板表面 ,

CD27存在于 T淋巴细胞 , CD20存在于 B淋巴细胞。

从 SmCD测定结果提示 , 0. 2 mg /mL的苦参碱可诱

导 K562细胞向红系、粒系等系分化。以上结果表明

K562细胞具有多向分化潜能 ,苦参碱具有诱导其分

化的作用。
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　　柯萨奇 B组病毒 ( CV B)是引起普通感冒、疱疹

性咽炎、无菌性脑膜炎、心肌炎、心包炎等多种疾病

的病原。这组病毒经呼吸道、消化道感染。病毒经口

入侵人体 ,常在咽、扁桃体等处增殖 ,感染数天在咽

部、鼻咽分泌物中检出病毒 [1 ]。这组病毒引起多种疾

病的早期症状常表现为咽部红肿、疼痛、鼻咽部卡他

性炎症等症状
[2 ]
,对人群潜在危险很大。目前预防和

治疗这组病毒引起疾病的有效方法还很少。中药抗

病毒鼻咽雾化吸入剂经临床观察能迅速改善患者咽

部红肿、疼痛等症状 ,控制炎症发展。 为寻找、治疗

CV B感染的有效方法 ,进行了中药抗病毒鼻咽雾化

剂体外抗 CV B3、 CV B5的实验研究。

1　材料

1. 1　中药抗病毒鼻咽雾化吸入剂由课题组提供处

方 ,天津医药科学研究所制剂。 是主要由金银花、厚

朴、牛蒡子、辛夷等制成的水提剂。

1. 2　 CVB3 , CV B5病毒株:由天津医科大学微生物

教研室提供。

1. 3　 HeLa细胞株: 由天津医科大学微生物学教研

室提供。

2　实验方法

2. 1　中药抗病毒鼻咽雾化吸入剂无毒剂量测定: 将

鼻咽雾化剂由原液到 1∶ 2, 1∶ 4, 1∶ 8稀释成 4个

稀释度 ,每个稀释度各接种两支 HeLa细胞培养管 ,

每支管 0. 1 mL,加细胞维持液 0. 9 mL, 5% CO2、 37

℃培养 ,逐日观察细胞病变效应 ( CPE)。

2. 2　 CV B3 , CV B5病毒毒力测定—— TCID50测定:

将上述病毒原液分别稀释成 10- 1 , 10- 2 , 10- 3 , 10- 4 ,

10- 5 , 10- 6 , 10- 7 , 10- 8 , 10- 9 , ,分别加入相同细胞管

中 , 5% CO2、 37℃培养 40～ 48 h,逐日观察 CPE。

TCID5 0按 Reed-M uench方法计算
[ 3]
。

2. 3　中药抗病毒鼻咽雾化吸入剂对病毒预先感染

细胞的作用: 将 CVB3 , CVB5分别稀释为 10
- 8
后 ,每

型病毒接种 4只细胞管 , 37℃作用 1 h后 ,加入等量

鼻咽雾化剂 ,再加入等量细胞维持液 , 5% CO2、 37℃

培养 ,逐日观察 CPE。
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