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药肿瘤细胞中Ca 2+浓度高于非耐药肿瘤细胞，又有

学者证实钙拮抗剂可逆转细胞对药物的耐药性口]，

故推测具有钙离子拮抗作用的补骨脂素逆转肿瘤多

药耐药起到的增敏作用是由于降低耐药细胞内

Ca2一浓度的原因。本实验采用1～20 t*rnol／L不同

浓度补骨脂素作用HL60和HL60／HT细胞，从静

态的不同时段(24、48、96 h)和动态不同时问点

(5、10、15、20、25 min)两方面观察其对细胞内Ca
2+

浓度的影响，从结果可见：不同时间段和动态不同时

间点补骨脂素对HL60细胞内Ca2+浓度影响不大，

但不同浓度补骨脂素作用HI。60／HT，细胞内Ca“

浓度与作用时间成负相关，由此提示补骨脂素能影

响耐药细胞HL60／HT内Ca2+浓度，补骨脂素10

和20 pmol／L作用HL60／HT细胞，Ca 2一浓度与扫

描时间呈现负相关，该动态结果说明了补骨脂素具

有影响耐药细胞HL60／HT内Ca2+浓度的趋势，但

上述结果可能在不同细胞类及不同耐药表型中有所

差异，Ca2+浓度的变化可能是补骨脂素逆转耐药机

制之一，也可能是逆转耐药的结果；结合本实验细胞

内HT的量测定结果，可推测补骨脂素降低了耐药

细胞内Ca2。。浓度，故降低耐药细胞内药物HT泵出

胞外；但Ca2+与多药耐药的关系及补骨脂素在多药

耐药逆转中的作用机制还有待深入研究。
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蛴蜡石油醚提取物对人宫颈癌HeLa细胞增殖和凋亡的影响
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摘要：目的研究蛴螬石油醚提取物对人宫颈癌HeLa细胞增殖和凋亡的影响，并探讨其作用机制。方法MTT

法检测蛴螬石油醚提取物对体外培养的HeLa细胞株增殖抑制作用及细胞毒活性；末端脱氧核苷酸转移酶(TdT)

介导的脱氧核苷酸缺口末端标记(TdT mediated dUTP nick endlabeling，TUNEI。)法检测细胞凋亡；通过免疫细

胞化学S—P法测定凋亡相关基因产物Bel一8、Bax蛋白与凋亡相关蛋白caspase一8和caspase一3的表达情况。结果

蛴螬石油醚提取物对HeLa细胞的增殖抑制作用呈剂量依赖性和时间依籁性∽<0．01)。蛴螬石油醚提取物作用
细胞后凋亡细胞数目随时间延长而增多；凋亡指数与药物处理呈时间依赖性和剂量依赖性。蛴螬石油醚提取物作

用后Bcl一2蛋白表达均下降．Bax、caspase一8和caspase一3表达上升，4种蛋白表达各组间比较均差异显著佃<
0．0”。结论蛴螬石油醚提取物对HeLa细胞具有抑制增殖及诱导凋亡作用。蛴螬石油醚提取物对HeLa细胞抑

制增殖作用(50 tzg／mL作用48 h之前)主要以诱导凋亡为主。蛴螬石油醚提取物诱导凋亡作用可能与下调Bel一

2表达，上调Bax、caspase一8和caspase一3表达有关。
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Abstract：Objective To investigate the effect of petroleum ether extract from the grub of Holotrichia

diomphalia on proliferation and apoptosis of human cervical carcinoma HeLa cells in vitro and explore its

probable molecular mechanisms．Methods The growth inhibition of petroleum ether extract from the

grub of H．diomphalia on HeLa cells was measured with MTT assay．Apoptosis cells were determined by

the terminal deoxvnucJeotidvl transferase—mediated dUTP nick end 1abeling(TUNEL)method．The Bcl一

2，Pax，easpase一8，and caspase一3 protein expressions were determined by immunohistochemical S—P stain—

ing technique．Results Petroleum ether extract from the grub of H．diomphalia significantly inhibited the

proliferation of HeLa cells in a dose—and time dependent manner(P<0．01)，The effect of petroleum ether

extract from the grub of H．diomphalia increased HeLa apoptosis numbers greatly with the time lasting．

The apoptosis of HeLa could be induced by the grub extract in a dose—and time—dependent manner．After

treated with the extract．the Bcl一2 expression was decreased，while the Pax，caspase一8，and caspase一3 ex—

pressions were increased；the expressions of the four kinds of protein were significantly changed among the

different treatings with the grub extract(P<0．01)．Conclusion Petroleum ether extract from the grub

of日，diomphalia could significantly inhibit the proliferation and induce the apoptosis of Hel。a cell in vitro．

Before treating 48 h on HeI。a cells with the grub extract(50 ug／mL)，the inhibitory effect on proliferation

and its cytotoxicity was mainly completed by the ind’action of apoptosis．The mechanism of the grub

petroleum ether extract inducing apoptosis for HeLa might be related to down—regulation of Bcl一2 expres

sion and up—regulation of Bax，easpase 8，and caspase一3 expressions．

Key words：petroleum ether extract from the grub of Holotrichia diomphalia(Bates)；human cervical

carcinoma HeLa cell；proliferation；apoptosls；Bcl一2；Bax；easpase一8；caspase一3

蛴螬为鳃金龟科昆虫大黑鳃角金龟Holotrichia

diomphalia(pates)的干燥幼虫。在祖国传统中医

药学中有破血、行瘀、散结、通乳等功效，用于折损瘀

痛、破伤风，喉痹、目翳等病症。近年来有报道蛴螬等

多味中药复方药物对人胃癌MGC 803细胞株具有

诱导凋亡作用o]。有研究表明蛴螬提取物对人胃癌

MGC一803细胞株具有体外抑瘤活性o]。本实验以人

宫颈癌HeLa细胞为受试细胞，采用MTT比色法

检测蛴螬石油醚提取物体外抑制细胞增殖作用。采

用TUNEI，法以期证明凋亡细胞的形成。通过免疫

细胞化学的方法检测Bcl一2、Bax、caspase一8和cas—

pase 3蛋白的表达情况，探讨蛴螬石油醚提取物对

HeLa细胞株的抑制增殖及诱导凋亡作用机制。

1材料与方法

1．1 细胞株、主要试剂和仪器：人官颈癌HeLa细

胞株购于中国科学院上海细胞研究所。RPMI—1640

培养基为Gibco公司产品。新生牛血清：中美合资

兰州民海生物工程有限公司产品。胰蛋白酶

(Tripsin)：Difco公司产品。噻唑蓝(MTT)：美国

Sigma公司产品。p53、Bel一2、Bax购于北京中杉金

桥生物技术有限公司。caspase一8和caspase一3蛋白

单克隆抗体：购于福州迈新生物技术开发有限公司。

原位细胞凋亡检测试剂盒：罗氏公司产品。酶联免疫

检测仪：美国RT一2100C型。

1．2体外细胞培养：人官颈癌Hel．a细胞贴壁生长

于RPMI 1 640培养液(含10％新生牛血清、青霉

素100 U／mI。、链霉素100 U／mL)置于37 C、5％

CO：及饱和湿度恒温细胞培养箱中培养。

1．3蛴螬提取物制备和配制：蛴螬购于延边利民药

店，经延边大学药学院医药研究中心刘永镇教授鉴

定为正品。称取蛴螬5 kg，粉碎，用甲醇同流提取3

次，在水浴上挥尽溶剂，加水制成混悬液后，依次用

石油醚、醋酸乙酯、氯仿等萃取，得到石油醚萃取物

60．62 g，用于本实验。初步化学成分分析实验显示，

蛴螬石油醚提取物中含有甾体化合物及脂肪酸等成

分，其中甾体化合物约占3．5％。石油醚提取物用少

量0．5％羧甲基纤维素钠生理盐水和聚山梨酯80

溶解(聚山梨酯80在药液中的体积分数<

0．01％)[⋯。

1．4 MTT法测定体外细胞毒作用：体外常规培养

HeLa细胞，以MTT法测定蛴螬石油醚提取物

(25、50、i00和200 tlg／mL)在处理12、24、36、48 h

后的细胞增殖抑制情况。实验重复3次。计算肿瘤

细胞增殖抑制率及半数抑制浓度(IC。。)，绘制浓度一

抑制率曲线。

细胞增殖抑制率一(1一A*#／A#_)×100％
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1．5 7I'UNEI，法检测细胞凋亡：HeLa细胞经25

和50,ug／mI。蛴螬石油醚提取物处理24、48 h后．

吹打制成细胞悬液；离心、洗涤细胞2次；4％多聚

甲醛0．1 mL固定30 min，取细胞悬液均匀涂布于

载玻片上，制成细胞涂片，设立对照组。应用

TUNEL法原位检测试剂盒检测HeLa的凋亡，用

0．1％核固红溶液复染。每次TUNEL染色中以已

知阳性物质的乳腺癌组织切片为阳性对照，以不含

TdT的TdT缓冲液代替TUNEI。反应混合液作阴

性对照。结果判断：细胞凋亡阳性物质呈紫蓝色位于

细胞核内，部分细胞浆也可因核DNA碎片的逸出

呈阳性着色；阴性细胞呈淡红色。每张涂片在400×

高倍镜下观察5个视野，每个视野下分别计数凋亡

细胞和总细胞数并计算凋亡率。

凋亡率一凋亡细胞数／总细胞数×100％

1．6免疫细胞化学染色：取对数生长期的Hel。a细

胞制成1．0×105／mL的细胞悬液，接种于内铺小玻

片的12孔培养板内。待贴擘生长后，分别加入25

和50 pg／ml。蛴螬石油醚提取物药液处理24 h后，

取出进行免疫细胞化学染色。染色操作按S P试剂

盒说明书进行。染色结果判断：以细胞内见清晰棕色

颗粒为阳性细胞；Bcl一2和Bax在胞质中呈棕黄色

阳性表达；caspase 8和caspase 3主要在胞质中或

胞质与胞核共表达“3；以细胞未着色或轻微着色为

阴性。每一指标观察3张涂片或细胞爬片，每张片在

400×高倍镜下观察5个视野，每个视野下分别计数

阳性细胞数和总细胞数并计算阳性表达率(阳性表

达率==阳性细胞总数／总细胞数×100％)。caspase一

8和caspase 3结果判定采J=fj H score法，每片观察

5个视野，以i代表染色深浅，共o～3分：0分为不

着色；1分为浅着色，呈淡黄色；2分为中度着色，呈

深黄色；3分为深着色，呈棕色／咖啡色。Pilt表每一

着色程度的细胞所占的比例为0～】oo％，

H—score—EPi(i+1)，满分为4分。免疫细胞化学染

色没立阳性对照和阴性对照。

1．7统计学处理：应用SPSS i0．0软件，数据用

z土s表示；MTT法检测的抑制率之间的比较采用t

检验；用相关分析与直线回归计算IC⋯凋亡率之间

的比较采用方差分析多样本均数间q检验；Bcl 2、

Bax蛋白表达率组间的比较采用x2检验；caspase 8

和caspase 3阳性表达统汁分析采用t检验。

2结果

2．1蛴螬提取物对HeLa细胞的增殖抑制作用：从

表1可知．蛴螬石油醚提取物对Hel。a细胞株的增

殖抑制作用具有时间及剂量依赖性。以蛴螬石油醚

提取物(作用24 h)质量浓度和肿瘤细胞增殖抑制

率做相关分析和直线回归，得直线方程为：y一

16．080+0．437 X．r一0．965。求得作用24 h的ICs。

为77．62>g／mL。

表1 蛴螬石油醚提取物对HeLa细胞的增殖

抑制作用(i±s，月=3)

Table l Inhibition of petroleum ether extract from

grub of H．diomphalia 0[1 proliferation

of HeLa cells(z土j．n一3)

25 1 2 32i1 64 21 774 4 38 24 74±0 99 3I{7±I％

∞ 27 231 5 061 34 601318。 58 8310 91⋯65 87±O 6j⋯
】00 n731J，051 77．59 J-3，75。。 瓤0420，∞⋯94，10二0，郎⋯
200 E2 23±0 85⋯96 82±1％⋯0B 50±0 20⋯eg 4610 22⋯
与前一组比较：。P<O．05。’P％0 01。一p<o 001

“，’<0 05～P<0．01⋯P<O-001 u5fornley group

2．2 蛴螬提取物诱导HeLa细胞凋亡的作用：

TUNEL染色法镜下可见，癌细胞发生两种变化，一

种为细胞凋亡，表现为细胞体积缩小，核固缩，胞浆

减少，可见核内出现大小不等的蓝色颗粒，有的弥散

分布，有的偏侧分布或核膜周边分布。另一种变化为

细胞肿胀，胞膜破裂，内容物流出而坏死。阴性对照

组少见凋亡细胞。给药组随着剂量的增大和作用时

间的延长凋亡细胞数量增加。结果表明HeLa细胞

的凋亡率与蛴螬石油醚提取物质量浓度之间存在剂

量和时间依赖关系，这与MTT检测结果具有一致

性。可见表2。

表2蛴螬石油醚提取物对HeLa细胞凋亡睾的

影响(；±f．月一5)

Table 2 Effect of petroleum ether extract from grub

of日．diomphalia on apoptotic rate of HeLa

cells(x±s，H一5)

与对照组比较：一rd0．01； 与前一组比较；ooP<0 01

‘。P-<O 01 tu control group：△△P<O．01 v5 former group

2．3免疫细胞化学法检测凋亡相关蛋白表达水平：

光镜下观察：Bcl 2蛋白染色位于细胞浆内，对照组

阳性颗粒在胞浆内均匀分布，阳性细胞数居多，实验

组阳性细胞数减少，染色明显变浅；Bax蛋白染色阳

性部位主要见于胞浆，呈细颗粒状均匀分布。实验组

随提取物质量浓度增加，出现越来越多胞体浓缩变
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圆的细胞，这些细胞可见Bax阳性信号广泛分布于

胞核和胞浆。而这种转位表达于核内的异位表达现

象，只见于那些出现显著染色体和胞浆浓缩的细胞

(凋亡细胞)。其中Bcl一2与Bax细胞爬片中可以见

到细胞浆中出现较大的空泡，细胞膜尚完整。在相同

作用时间后随着提取物作用的质量浓度的增加，

Bcl一2蛋白表达下降，Bax蛋白表达增强。与对照组

相比差异有显著性(P<o．01)。见表3。

表3蛴■石油醚提取物对HeLa细胞Bcl一2、Bax、caspase一8

和caspase一3蛋白表达的影响“±s，”=5)

Table 3 Effect of petroleum ether extract from grub

of H．diomphalia on protein expressions

of Bcl一2，Bax．caspase一8，and caspase一3

jn HeLa cells(z士s．月一5)

与对照组比较z—J}'<0 01} 与前一组比较；6AP<O．01

一P<O 01 w control group；△△P<0⋯01 former group

蛴螬石油醚提取物作用于HeLa细胞24 h后，

25与50 Fg／mL组凋亡相关蛋白caspase 8与cas

pase一3均有表达，并且表达具有一致性。视野内的细

胞着色的深浅可以看出表达程度的增加和表达量的

增多。见表3。

3讨论

经MTT法测定表明，蛴螬石油醚提取物对

HeLa细胞增殖具有抑制作用，同时呈剂量依赖性

和时间依赖性。本实验TUNEL法观察结果表明蛴

螬石油醚提取物可以诱导HeI。a细胞凋亡；随着作

用时间延长和质量浓度的提高，凋亡率升高(P<

0．01)；表现为时间依赖性和剂量依赖性。由此可推

澳4在蛴螬石油醚提取物作用的48 h之内，其抑制增

殖作用主要由诱导凋亡作用而实现，从而完成对肿

瘤细胞的杀伤。

诱导细胞凋亡必要的信号分子是一类半胱氨酸

蛋白酶称为caspases家族。迄今为止发现细胞凋亡

主要经过两条死亡通路“1。一种为死亡受体通路，又

称外源通路，是由肿瘤坏死因子(TNF)受体家族

介导的口1；另一通路为线粒体通路，即内源通路。在

这条通路中Bcl一2家族成员发挥着重要作用一⋯。在

caspases家族中caspase一3是最重要的，与凋亡的关

系最为密切，参与多种因素诱导的细胞凋亡。正常情

况下，细胞质中的caspase 3无活性以酶原的形式

存在，当细胞接受凋亡信号刺激后才被系列反应激

活，进而诱导细胞发生捅亡口19]。本实验从蛋白水平

上初步检测了蛴螬石油醚提取物处理前后HeI。a细

胞中caspase 8和caspase一3的表达情况。在对照组

中两者均呈弱表达或不表达，而药物处理组两者表

达明显增强，并且两者高表达的同时凋亡指数也升

高。提示两种caspase蛋白的表达改变与本实验中

蛴螬石油醚提取物诱导HeLa细胞发生凋亡有密切

关系；两者参与HeLa细胞的凋亡调控；推测蛴螬提

取物可能通过与细胞膜表面死亡受体结合，然后激

活细胞内caspase级联反应由外源性凋亡通路完成

对HeLa细胞的凋亡诱导作用。今后有待进一步实

验证实Fas及其受体是否参与蛴螬提取物的诱导

凋亡过程。

Bcl一2其主要生物功能为延长细胞寿命，增加细

胞对多种凋亡刺激因素的抗性。已经证明：bcl 2／

bel一2同源二聚体可结合于线粒体内膜稳定其通透

性，以防止细胞凋亡末端效应分子caspases的激

活n“，通过阻断细胞凋亡信号传递系统的最后通道

而抑制细胞凋亡，从而调控凋亡的线粒体通路，促进

细胞存活。Pax基因即bcl一2相关X蛋白基因，它与

bel一2具有高度同源性，是凋亡基因家族中的核心成

员之一。本实验中，随药物作用剂量和时间的增加，

Bcl 2／Bax蛋白表达比例减小，凋亡指数升高，表明

Bcl—f／Bax参与介导HeLa的凋亡，增强细胞对提取

物中所含诱导凋亡因素刺激的敏感性，促进细胞凋

亡。推测蛴螬石油醚提取物诱导HeLa细胞的凋亡

过程可能经由改变Bcl～2／Bax的蛋白表达，通过凋

亡通路中线粒体途径实现的，其具体机制有待进一

步研究。
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淫羊藿苷伍用三七总皂苷对小鼠免疫功能的调节作用

肖幸丰，王志强，楼宜嘉+

(浙江大学药学院，浙江杭州31．0031)

摘要：目的研究淫羊藿苷(icariin，ICA)伍用三七总皂苷(Panax notoginseng saponins，PNS)对小鼠免疫功

能的调节作用，为该组合药物改善阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease，AD)动物模型空间学习记忆能力的作用机

制提供部分宴验依据。方法采用血清药理学方法观察小鼠连续ig ICA+PNS[(40上320)、(80+640)、(160十

1 280)mg／kg]、单用ICA(80 mg／kg)和PNS(640 mg／kg)7 d制得的含药血清对伴刀豆蛋白A(ConA)和脂多

糖(LPS)诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖、IL一2分泌的影响。并观察脏器指数的变化。结果1CA伍用PNS[(80+

640)、(1∞+1 280)mg／kg]具有较强的协同作用，其含药血清能明显促进ConA诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖

(尸<0．01、0．05)，量效曲线呈倒U形；含药血清对LPS诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖无显著促进作用(尸>0．05)。

1cA+PNS[(80+640)和(160—1 280)mg／kg]舍药血清能明显促进1L一2生成(P<o 01)，两组分合用作用强

于单用，提示具有较强的协同作用，其量效曲线亦呈倒u形分布。单用ICA、PNS或两者合用均未明显影响小鼠脏

器指数(P>o．05)。结论ICA伍用PNS对小鼠免疫系统具有一定的选择性调节作用．主要增强T细胞功能。

关键词：淫羊藿苷；三七总皂昔；免疫调节作用；血清药理学
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Immunoregulation of ieariin combined with Panax notoginseng saponins in mice

XIA0 Xing—feng，WANG Zhi—qiang，I。0U Yi—jia

(College of Pharmaceutical Sciences，Zhejiang University，Hangzhou 310031，China)

Abstract：Objective To investigate the regulatory effects of icariin(ICA)combined with the Panax

notoginseng saponins(PNS)on immunological function in mice and provide some experimental evidences

for the combination mechanism improving the spatial learning and memory abilities of Alzheimer’s disease

(AD)animal model，Methods Based on serum pharmacological method，the ICR mice were individually

ig administrated with ICA+PNS[(40+320)，(80+640)，and(160+1 280)mg／kg]or IcA(80 mg／kg)，

and PNS(640 mg／kg)only for 7 d．Drug containing serum was prepared and effects on spleen lymphocyte

proliferation of Bable／c mice induced by concanavalin—A(ConA)or¨pop01ysaccharide(I，PS)and on inter一

1eukin一2(II，一2)secretion were observed抽vitro．Meanwhile，the immunological organ indexes of treated

mice were evaluated．Results Drug containing serum of ICA+PNS[(80+640)and(160+1 280)mg／

kg]could improve the spleen lymphocyte proliferation induced by ConA(P<o．01，0．05)．and its dose—ef—

feet curves were shapely similar to“n”．Proliferation of spleen lymphocyte induced by LPS in tested

groups could not be enchanced(P>0．05)．Drug—containing serum of ICA+PNS[(80+640)and(160+

1 280)mg／kg]could improve IL 2 production(P<0．01)．IcA combined with PNS showed synergistic

effect and an upside down U shaped dose—effect curve．Compared with the control group，however，there

were no significant differences in the immunological organ indexes of all groups administrated by ICA，

PNS or the combination of the two(P>0．05)，respectively．Conclusion ICA combined with PNS could
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