
马钱子素 [ 5]的药动学有差异,至于六味地黄汤的配

伍组合对马钱子素的影响, 我们正在研究中。
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青蒿酯钠诱导人肿瘤细胞凋亡及其分子机制的探讨

杨小平,张　星X

(中山医科大学肿瘤研究所,广东 广州　510016)

摘　要: 目的　研究青蒿酯钠诱导人肝癌细胞凋亡作用及探讨青蒿酯钠诱导人肝癌细胞凋亡的分子机制。方法　

肝癌细胞 ( BEL-7402) 经药物处理后, 用荧光显微镜、透射电镜和流式细胞仪分析诱导凋亡作用, 采用 W est ern

blo t 检测 p53、p21 和 bc1-2。结果　与对照组相比, 经青蒿酯钠处理后, 肝癌细胞中 p53、p21 蛋白表达水平无明显

变化, 而 bc1-2 蛋白表达水平降低。结论　青蒿酯钠可诱导人肝癌细胞 ( BEL-7402) 凋亡, 其凋亡的分子机制是

p53 非依赖性的,即与 p53、p21 无关,而与凋亡调节基因 bc1-2 下调有关。

关键词: 青蒿酯钠;凋亡; 基因
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Induction of human tumor cell apoptosis by sodium artesunate and its molecular mechanism
YANG Xiao-ping , ZH ANG Xing

( Cancer Instit ute , Sun Yat -sen Univer sity o f M edical Sciences, Guang zhou 510016, China)

Abstract: Object　T o study the apoptosis induced by sodium artesunate ( SA) in hum an liver cancer

cells and its mo lecular m echanism . Methods　Induct ion o f the apoptosis w as analy zed by fluorescent mi-

cro scope, tr ansmission elect ron microg raph and flow ly tometr y based on drug t reated BEL-7402. Expres-

sions of p53, p21 and bc1-2 w ere determ ined by Western blot . Results　T he expression level of p53 and

p21 had no change rem arkbly , but the expression level o f bc1-2 w as r educed compared to that of the con-

tr ol group af ter the human liver cancer cel ls w ere tr eated by SA. Conclusion　T he apoptosis in human liv-

er cancer cells ( BEL-7402) may be induced by SA , the molecular mechanism o f apoptosis may be p53-inde-

pendent , that is no relat ive to p53 and p21. Other wise, it is relat iv e to bc1-2 dow n-r egulat ion.

Key words : sodium artesunate ( SA) ; apopto sis; g ene

　　青蒿酯钠为青蒿素类衍生物, 是一种新型的抗

疟药物。近年来发现青蒿酯钠有抗肿瘤作用,其对小

鼠艾氏腹水癌细胞、人鼻咽癌细胞 ( SUNE-1 和

CNE-1)、人宫颈癌细胞 ( HeLa ) 生长有明显的抑制

作用[ 1, 2] , 我们已证明青蒿酯钠对人肝癌有体内外抗

肿瘤作用[ 3]。本实验旨在从诱导肿瘤细胞凋亡的角

度来探讨青蒿酯钠抗肿瘤作用机制,并研究青蒿酯

钠对肝癌细胞中凋亡调控基因 p53、p21 和 Bc1-2

的影响, 从而探讨青蒿酯钠诱导人肝癌细胞凋亡的

分子机制。

1　材料和方法

1. 1　药物与细胞系:青蒿酯钠由广西桂林第二制药

厂出品,系白色结晶,用前以 5%NaHCO 3助溶,用生

理盐水配成相应浓度。肝癌细胞株 ( BEL-7402) 由
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中国科学院上海细胞生物研究所建株,为肝细胞肝

癌,在含有 10% 小牛血清、青霉素 100 U / mL、链霉

素 100 Lg/ mL 的 1640培养液中培养。Fadu 为 p53

突变型鼻咽癌细胞株。

1. 2　DAP1 染色 ( 4-Diamidino-2-phenylinndole) :

肝癌细胞经青蒿酯钠处理 48 h, 胰酶消化、离心,然

后加入 DAPl,终浓度为 2 Lg/ mL, 染色后用荧光显

微镜观察、拍照。

1. 3　细胞超微结构观察:青蒿酯钠对裸鼠移植人肝

癌 ( BEL-7402) 的体内抑瘤实验结束时, 取生理盐

水对照组和青蒿酯钠高剂量组 ( 324 mg / kg·d) 裸

鼠瘤组织,按常规固定处理后,透射电镜下观察超微

结构的变化。

1. 4　流式细胞仪分析:参考文献
[ 4]
。肝癌细胞经青

蒿酯钠 30, 60, 90 Lg/ m L 处理后, 于 12, 24 h 收集

细胞,沉淀加入 PBS 液制成单细胞悬液, 再加 70%

乙醇 3 m L 固定。染色前用 PBS 液离心沉淀, 加 200

plRNaseA 37℃ 水浴, 900 Ll碘化丙啶 ( P1) 染色,

在 COU 1T EK EL1T E 生产的流式细胞仪上测试记

录激发波长 488 nm 处红色荧光。

1. 5　Western blot 实验

1. 5. 1　样本的处理: 肝癌细胞经药物 10, 20, 30,

60, 90 Lg/ m L 处理后,分别于 3, 12, 24 h 收集加入

1×SDS 上样缓冲液 ( 50 m mol/ L T ris·Cl pH

6. 8, 100 mmo l/ L DT T , 2%SDS, 0. 1% 溴酚蓝,

10% 甘油) 100 LL 裂解细胞, 100 ℃ 变性 10 m in,

紫外分光光度仪定量。

1. 5. 2　电泳及转印: 每一标本上样 100 Lg 于 15%

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳, 3 m A/ cm 电泳 4 h, 转

印到经甲醇浸泡过的硝酸纤维 ( PVDF) 膜, 1 000

mA 转印 1 h,以氨基黑染膜,并以铅笔画出分子量

标准的位置。

1. 5. 3　免疫反应及结果显示: 封闭液 ( T TBS 配制

的 5% 脱脂奶粉) 4 ℃ 封闭过夜,分别加入 p53、

p21 和 Bc1-2单抗 ( 1∶200稀释于 T T BS) 室温反

应 2 h, TT BS 洗膜 2×10 min, 兔抗鼠 HRP ( 1∶

5 000 稀释于 T TBS) 室温反应 2 h, T TBS 洗膜

2×10 min,加入等量 ECL 试剂盒中 A 液和 B 液的

混合液反应 1～5 m in, 去除反应液, 于暗盒中连续

压 3 张 X-RAY 片, 显影及定影。TT BS 含 150

mm ol/ L NaCl, 50 mmo l/ L T rls· Cl , 0. 2% 吐

温-20。

2　结果

2. 1　荧光显微镜检查: 肝癌细胞经青蒿酯钠处理

48 h, DAP1 染色在荧光显微镜下可观察到细胞出

现凋亡, 细胞核和细胞质内可见浓染致密的颗粒块

状荧光, 荧光较强,典型可见新月型改变、固缩或片

段化的核。正常细胞核不染色或呈弥漫均匀的弱

荧光。

2. 2　超微结构观察:青蒿酯钠用药组的裸鼠瘤组织

可观察到细胞凋亡特征性的形态学改变,凋亡细胞

在组织中常呈单个散在分布, 核染色质浓缩、聚集于

核膜呈境界分明的颗粒块状或新月形小体,胞质浓

缩, 细胞体积缩小,内质网扩张,形成一系列膨胀小

泡,胞质内细胞器及膜性结构保持完整,见图 1。

A-对照　B-青蒿酯钠 324 mg / ( kg·d)

图 1　裸鼠 BEL-7402 移植瘤凋亡细胞超微结构

2. 3　流式细胞仪: 在 DNA 直方图,青蒿酯钠加药

组肝癌细胞出现二倍体峰 ( G1细胞峰) 的减少, G1

峰左侧出现亚二倍体细胞群的峰型即凋亡峰 (亚

G1 峰) , 表明青蒿酯钠能诱导人肝癌 BEL-7402 细

胞发生凋亡, 见图 2。青蒿酯钠浓度为 0, 30, 60 和

90 Lg/ m L 时, 12 h 凋亡率分别为 3. 7%、14. 8%、

16. 8% 和 37. 0%, 24 h 凋亡率分别为 8. 2%、

16. 0%、15. 4% 和 44. 1%。

2. 4　Western blot 分析:对照组 Fadu 细胞在阿霉

素刺激前后 Western blot 结果均显示 p53 蛋白高

度表达,无明显差异,表明 Fadu 细胞中 p53 基因为

突变型; 肝癌 BEL-7402 细胞未经阿霉素刺激时

p53 蛋白表达量很低,而刺激后表达大量增加,表明

肝癌细胞中 p53 基因为野生型;与未经青蒿酯钠处

理的肝癌细胞中 p53 蛋白表达无明显差异,表明青

蒿酯钠对肝癌细胞中 p53 表达水平无明显影响。

p21 蛋白表达水平在青蒿酯钠作用前后也无明显变

化。而 bc1-2 蛋白表达水平随药物作用时间的延长

呈降低的趋势。

3　讨论

经光镜、电镜和流式细胞仪实验表明青蒿酯钠

能诱导人肝癌细胞凋亡是在基因调控下的细胞的主

动死亡过程,目前研究较多的有以下几类:促进细胞

凋亡发生:野生型 p53、Fas 分子和 Fas 分子配体

( Fas/ fasL )、白细胞介素 IB 转换酶 ( ICE)、Ged-9
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A-对照 ( 12 h)　B～D-青蒿酯钠 30, 60, 90 Lg/ m L ( 12 h)　E-对照 ( 24 h )　F～H-青蒿酯钠 30, 60, 90 Lg/ mL ( 24 h)

图 2　青蒿酯钠处理后 BEL-7402 细胞的流式细胞仪分析

相关调节基因中 Bax、Bak、Bal、Bal-Xs 基因等; 抑

制凋亡发生的有:突变型 p53、Ced-9 相关调节基因

中 Bcl-2、Bcl-x1、M cl-1和 pRB等。目前认为细胞凋

亡可以不通过 p53 依赖性途径,而通过 p53 非依赖

性途径 [ 5～8]。分化诱导细胞因子如白细胞介素-6

( IL-6)、白血病抑制因子 ( L IF ) ,生长抑制细胞因子

如转化生长因子 ( TGF-B ) , DNA 损伤剂 M M S

( Methylmethane Sulfate) 诱导 p53-非依赖性途径

的凋亡, 并且研究发现 MyD116 ( m yeloid dif feren-

tiat ion primary response gene )、M yD118 家族的

M yD118、Gadd45、CR6以及 p21、Bax 和 bcl-2 等基

因参与调控此种类型的凋亡途径[ 9]。本实验 West-

er n blot 结果显示青蒿酯钠诱导的凋亡细胞中 p53、

p21 表达与对照组相比无明显变化,而 Bcl-2 蛋白

表达水平随药物作用时间的延长呈降低的趋势,表

明青蒿酯钠诱导肝癌细胞凋亡的分子机制是 p53

非依赖性的, 即与 p53、p21 无关,而与凋亡调节基

因 bcl-2 下调有关。
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神农 33 注射液减轻环孢素 A 肾毒性的实验研究

崔　桅,张雅敏,潘　霖,何振梅,高仲阳X

(天津市第一中心医院,天津　300192)

摘　要: 目的　观察神农 33 注射液减轻环孢素 A ( CsA ) 肾毒性的作用效果。方法　建立大鼠急性 CsA 肾毒性模

型, 观察神农 33 注射液治疗前后病理学改变和体重、血清尿素氮 ( BU N ) 及肌酐 ( Cr ) 的动态变化; 用硫代巴比妥

法、放免法及 W estern Blo t 法检测组织内丙二醛 ( M DA )、前列腺素 I2/血管紧张素 A 2( PGI2 / TXA2 ) 及热休克蛋

白 70 ( HSP70) 的含量。结果　神农 33 注射液治疗后的组织病理改变较轻, 未见明显的体重减轻及血清 BUN、Cr

的进行性增高, 局部组织 M DA、PGI 2/ TXA 2及 HSP70 的含量明显低于 CsA 肾中毒组。结论　神农 33 注射液能有
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