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药理与临床

p1整合素在淋巴瘤中的表达及姜黄素对其的影响

吴秋玲，陈 燕，张 纯，何静

(华中科技大学同济医学院附属协和医院血液病研究所，湖北武汉430022)

摘 要：目的 研究p1整合素在淋巴瘤中的表达及姜黄紊对其的影响。方法 免疫组化法检测B细胞淋巴瘤、T

细胞淋巴瘤和反应性增生淋巴结中p1整合素表达的差异；流式细胞术检测Raji细胞、Daudi细胞和正常人外周血

淋巴细胞p1整合素表达的差异；流式细胞术和RT—PCR方法检测姜黄素对Raji细胞p1整合素mRNA和蛋白水

平的影响。结果 p1整合素在Raji细胞中高表达，Daudi细胞及正常B淋巴细胞中p1整合素表达水平很低；T细

胞淋巴瘤淋巴结和反应性增生淋巴结pl整合素表达显著低于B细胞淋巴瘤淋巴结；低浓度姜黄紊即能显著抑制

p1整合素的表达。结论p1整合素在Raii细胞中高表达，在正常人淋巴结和外周血淋巴细胞中低表达，且p1整合

素在不同类型淋巴瘤中的作用不同。姜黄素能显著抑制口1整合素的表达，有希望成为抑制淋巴瘤侵袭、转移的新药。
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Pl Integrin expression in lymphoma and modulatory effect of curcumin on it

WU Qiu—ling，CHEN Yan，ZHANG Chun，HE Jing

(Institute of Hematology，Union Hospital，Tongji Medical College，Huazhong University

of Science and Technology，Wuhan 430022，China)

Abstract：Objective To investigate the expression of口1 integrin in lymphoma and modulatory effect

of curcumin on it．Methods Immunohistochemistry was used to detect the difference of 61 integrin

expression in B—lymphoma，T—lymphoma，and reactive hyperplasia lymph nodes．Flow cytometry was used

tO detect the difference of 61 integrin expression in Raji cells，Daudi cells，and lymph cells in normal

human peripheral blood．Flow cytometry and reverse transcriptase—polymerase chain reaction(RT—PCR)

methods were used tO determine the effect of curcumin on 81 integrin mRNA and protein level of Raji cells．

Results 61 Integrin was highly expressed in Raji cells but lowly expressed in Daudi cells and normal B

lymphocyte．p1 Integrin expression in lymph node of T lymphoma and reactive hyperplasia lymph node

were significantly lower than that in lymph node of B lymphoma．Curcumin at low concentration can

markedly inhibit the expression of B1 integrin．Conclusion 61 Integrin can be highly expressed in Raji
cells but lowly expressed in normal human lymph nodes and lymphocyte of peripheral blood．The

expression level of B1 integrin in various types of lymphoma is different．Curcumin can markedly inhibit

the expression of p1 integrin and may be a new drug which can inhibit the invasion and metastasis of

lymphoma．

Key words：81 integrin；curcumin；tymphoma

整合素是由a和p亚单位通过二硫键形成的异

质性二聚体跨膜糖蛋白，与细胞外基质成分及细胞

骨架结合而形成配体一整合素一细胞骨架跨膜信息系

统，介导肿瘤细胞的黏附和转移，阻抑细胞的凋亡，

具有重要的生理和病理意义。但目前对整合素在淋

巴瘤中的作用及调控因素还不甚了解，本实验对此

进行研究。

1材料与方法

1．1 细胞：入B细胞淋巴瘤细胞系Raji细胞株、

Daudi细胞株(由同济医科大学免疫教研室提供)。

1．2 药物及主要试剂：姜黄素(质量分数99％)，

购自Sigma公司，溶解于二甲基亚砜(DMSO)中，

配成8 mmol／L溶液，等量分装，置于一20℃保

存，临用前解冻。PE anti—human p1整合素购自
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Biolegend公司；鼠抗母1整合素购自BD公司；

FITC anti—human CDl9单克隆抗体购自BD公司。

1．3 细胞培养及处理：Raji细胞、Daudi细胞置于

含10％胎牛血清的RPMI—1640培养基中，37℃、

5％CO。及饱和湿度培养，每3天更换新培养基，取

对数生长期细胞，细胞悬液终浓度为1×106／mL，

分别与不同浓度姜黄素作用24 h，流式细胞术和

RT—PCR方法检测81整合素的蛋白和mRNA水

平的变化。

1．4 免疫组化：收集本院2002--2004年资料完整

的住院和门诊患者淋巴结标本30份，其中T细胞

淋巴瘤、B细胞淋巴瘤和反应性增生淋巴结各10

例，淋巴结以10％甲醛固定，常规石蜡包埋，4肛m

厚连续切片备用。免疫组化采用S—P法，p1整合素

单克隆抗体1；50稀释，DAB染色，苏木素复染。

1．5 RT—PCR方法检测B1整合素mRNA的表

达：引物由Premier 5．0软件自行设计，经上海生工

工程技术有限公司鉴定后合成，引物序列为上游：5
7

ACCAGCTAAGCTCAGGAACC3’， 下 游： 5’

GCCAGGTGACATTGTCCATC37，扩增产物为

315 bp。]3-actin引物序列为上游：57TGAGA—

CCTTCAACACCCCAG37，下游：5
7

GCCCATC—

TCTTGCTCGAAGTC37，扩增产物为815 bp。

1．5．1 细胞总RNA提取：按TRIzol试剂盒说明

书操作步骤进行。取2×106活细胞加TRIzol 1 mL，

混匀，室温作用5 min，加氯仿0．2 mL振荡，室温作

用5 min，取上层水相层，加等体积的异丙醇混匀，室

温10 min，4℃、12 000xg离心10 min，沉淀物用

75％乙醇溶液洗涤1次，空气干燥，加20 pL DEPC

处理双蒸水溶解，所得RNA用紫外分光光度仪测定

纯度(A。。。／A：。。>1．8)，同时进行RNA定量。

1．5．2 cDNA链合成：20弘L反应体系中含oligo

(T)18 0．5 pg，10 mmol／L dTNP 1弘L，RNA 1弘g，

DEPC水补足容积，65℃、5 min，加5×buffer 4

pL，RNase抑制剂50 U，37℃、2 min，加逆转录酶

200 U，37℃、50 min，70℃、15 min，终止反应。

1．5．3 PCR扩增：总体系25肛L中含正义、反义链

引物各10 pmol，10 mmol／L dNTP 0．5 t*L，10×

PCR buffer 2．5弘L，25 mmol／L MgCl2 1．5"L，

Taq DNA聚合酶1 U逆转录产物1弘L，PCR循环

94℃、60 S，55℃、50 S，72℃、100 S，共30个循环。

1．5．4扩增产物分析：取10弘L扩增产物在1．5％

琼脂糖凝胶电泳(电压为5 V／cm)30 min后，置凝

胶成像仪ISlOOO中，进行B1整合素和paetin条带

吸光度定量分析。

1．6流式细胞术检测p1整合素蛋白的表达：调整

细胞浓度至1×106／mL，吸取100 pL细胞悬液至

流式管，PBS洗2次，去上清液，分别加入单抗各10

肛L，放入4℃冰箱孵育30 min，PBS洗2次，500

弘L PBS重悬，上流式细胞仪(美国Becton

Dickinson公司)检测。

1．7 统计学处理：所得数据用32±S表示，采用t

检验。

2结果

2．1 免疫组化法检测B细胞淋巴瘤、T细胞淋巴

瘤和反应性增生淋巴结中B1整合素表达的差异：结

果以不同淋巴结p1整合素阳性表达率表示。胞浆染

成棕黄色为阳性表达，B细胞淋巴瘤阳性表达率为

[(90土4．68)％，胛一103，T细胞淋巴瘤阳性表达率

为[(15土1．23)％，卵一10]，反应性增生淋巴结阳

性表达率为[(20±1．56)％，n—103，B细胞淋巴瘤

阳性表达率显著高于T细胞淋巴瘤和反应性增生

淋巴结(尸<o．01)，T细胞淋巴瘤和反应性增生淋

巴结阳性表达率无显著性差异(P>0．05)。

2．2 流式细胞术检测Raji细胞、Daudi细胞和正

常人外周血淋巴细胞B1整合素表达的差异：PE一抗

B1整合素抗体单标法测定Raji细胞和Daudi细胞

p1整合素表达，结果显示Raji细胞p1整合素平均

荧光强度为87．38±3．15(咒一3)，显著高于阴性对

照2．83±0．02(n一3，P<0．01)和Daudi细胞

17．86±1．24(以=3，P<0．01)。采用PE一抗B1整

合素抗体和FITC一抗CDl9抗体双标法测定Raji

细胞和正常人外周血CDl9+B淋巴细胞B1整合素

表达，Raji细胞B1整合素平均荧光强度(219．20±

23．38，咒=3)显著高于正常人外周血CDl9+B淋

巴细胞B1整合素平均荧光强度(126．28±14．52，

行=3，P<0．01)。

2．3 RT—PCR方法检测姜黄素对Raji细胞81整

合素mRNA的影响：图1显示6．25 tlmol／L姜黄

素作用组p1整合素mRNA略低于空白对照组，无

显著性意义(P>0．05)，12．5、25、50、100 pmol／L

姜黄素处理组B1整合素／t3一actin比值分别为

0．43±0．03、0．38±0．02、0．25±0．01、0．19±0．01，

显著低于空白对照组(0．73±0．03，P<0．01)，并且

随着姜黄素浓度的升高，口1整合素mRNA的表达

逐渐降低。

2．4 流式细胞术检测姜黄素对Raji细胞B1整合

素蛋白水平的影响：图2显示0、12．5、25、50、100
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M—Marker 1-对照组

2～6-姜黄素(6．25、12．5、25，50、100 tLmol／L)组

M—Marker 1-control group

2一--6一curcumin(6．25，12．5，25，50，and 100 t￡mol／I。)groups

图l RT-PCR法检测萎黄素对Raji细胞p1整合素

mRNA表达的影响(露一3)

Fig．1 Effect of curcumln on Bl integrin

mRNA expression in Raji cells

detected by RT—PCR(一一3)
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与0／』mol／I，委黄秉组比较：一P<O．01

。。P<O．01口s 0 tamol／L curcumin group

图2流式细胞仪检测不同浓度婪黄素对Raji细胞

pl整合素蛋白表达的影响(；土s，玎一3)

Fig．2 Effect of curcumin at different concentrations

on 131 integrin protein expression in Raji cells

analyzed by flow cytometor(；土s，厅一3)

Fmol／L姜黄素加入Raji细胞中p1整合素表达的

平均荧光强度分别为87．38±3．15、84．29士2．98、

39．60±1．46、31．34士1．38、25．25±1．22，随着姜黄

素浓度的升高，pl整合素蛋白的表达显著降低。

3讨论

整合素是B细胞上的主要黏附分子，在淋巴造

血微环境中参与B细胞与基质细胞的相互作用，在

正常和恶性B淋巴细胞生存过程中起关键作用。此

外，整合素是淋巴细胞归巢的中心环节，对于淋巴瘤

的扩散有极其重要的作用‘1|。Terol等嘲临床研究发

现，a4、a5和p1整合素中度或强表达与淋巴瘤患者

的结外浸润相关，而a2、a3、a4和p1整合素弱表达

或阴性表达的淋巴瘤患者完全缓解率和无病生存率

显著高于高表达患者。进一步研究淋巴瘤中81整合

素的作用及调控机制必然具有重要意义。

本研究结果显示，B1整合素在B细胞淋巴瘤细

胞系Raji细胞中高表达，与Mikawa等口]研究结果

一致，而另一B细胞淋巴瘤细胞系Daudi细胞p1整

合素表达水平很低，免疫组化结果也提示T细胞淋

巴瘤患者淋巴结阻整合素表达显著低于B细胞淋

巴瘤患者淋巴结，提示p1整合素在不同类型淋巴瘤

中的作用不同。此外，反应性增生淋巴结中p1整合

素的表达显著低于B细胞淋巴瘤，提示p1整合素可

能成为淋巴瘤的一项新的鉴别诊断指标。本实验结

果显示p1整合素在正常人外周血淋巴细胞中表达

水平极低，显著低于Raji细胞(P<O．01)，提示以

p1整合素为靶点筛选治疗淋巴瘤的药物具有良好

的靶向性，具有重要的临床意义。

姜黄素(curcumin)系从中药姜黄中提取的酚

性色素，有抗氧化、抗癌、抗突变、抗炎等广泛药理作

用，进一步研究姜黄素对肿瘤的侵袭与转移方面的

作用是近年来研究的热点。研究显示姜黄素能抑制

多种肿瘤的侵袭，Menon等H1报道，姜黄素可抑制

B16F10黑色素瘤在小鼠体内的肺转移，使肺肿瘤

结节明显减少，生存期延长。Lin等[s1报道，在表现

出较高的MMP一9分泌的高侵袭性的人肝癌细胞系

Sk—Hep一1中，姜黄素10 mmol／L可抑制17．4％和

70．6％的细胞转移与侵袭。但姜黄素对于淋巴瘤细

胞黏附、迁移方面的作用尚未见报道。本实验结果显

示，低浓度姜黄素即能显著抑制p1整合素的表达，

提示姜黄素能显著抑制淋巴瘤的侵袭。

恶性淋巴瘤中B细胞非霍奇金氏淋巴瘤占大

多数，传统的化疗使患者长期存活率不到50％，抗

黏附治疗恶性肿瘤是近年来研究的热点[6]，但是寻

找淋巴瘤抗黏附治疗的靶点以及针对此靶点的药物

尚未报道。本实验结果显示81整合素在Raji细胞

中高表达，是一个有前途的抗黏附治疗靶点。姜黄素

来源广泛，价格低廉，研究发现姜黄素能显著抑制

Raji细胞的增殖，并且对正常细胞无不良反应[7]，本

实验结果也显示姜黄素能显著抑制整合素的表达，提

示姜黄素有希望成为抑制淋巴瘤侵袭、转移的新药。
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痛泻要方对肠易激综合征作用机制的实验研究

李佃贵1，赵玉斌1’2+

(1．河北医科大学，河北石家庄050011；2．石家庄市第三医院，河北石家庄050011)

摘 要：目的 探讨痛泻要方对内脏高敏感性肠易激综合征(IBS)模型大鼠的疗效和作用机制。方法 采用结肠

慢性刺激法制作内脏高敏感性的IBS大鼠模型。将实验动物分为正常组，模型组，阳性对照(得舒特)组，痛泻要方

低、高剂量组。观察各组大鼠肠道内扩张引起腹部抬起和背部拱起的容量阈值和大鼠肠道内不同容量下扩张期间

腹壁收缩次数，检测5一羟色胺(5一HT)、P物质(SP)、降钙素基因相关肽(CGRP)水平。结果与模型组相比，各治

疗组大鼠行为学和电生理指标均有明显改善{各治疗组模型大鼠5一HT、SP水平明显下降，CGRP水平增加，且有

一定的量效关系。结论痛泻药方能降低内脏高敏感性IBS模型大鼠血清5-HT、血浆SP水平，增加CGRP水平，

大剂量痛泻药方疗效优于得舒特。痛泻药方的作用机制可能是通过降低模型大鼠血清5-HT、血浆SP水平，减弱

背角神经元兴奋性，从而提高内脏痛阙、消除肠道过敏而达到治疗目的。

关键词：痛泻要方；肠易激综合征(IBS)；5-羟色胺(5一HT)；P物质(SP)；降钙素基因相关肽
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Mechanism of Tongxieyaofang on irritable bowel syndrome

LI Dian—guil。ZHAO Yu-binl’2

(1．Hebei Medical University，Shijiazhuang 050011，China；2．The Third Hospital of Shijiazhuang，

Shijiazhuang 05001 1，China)

Abstract：Objective To study the effect and the mechanism of Tongxieyaofang(TXYF)on rat

model of irritable bowel syndrome(IBS)．Methods Model rats of IBS which were prepared by chronic

stimulation in colon were randomly divided into groups：the normal control group(Group A)，the model

control group(Group B)，the positive control group(Group C)，the low dosage of TXYF group(Group

D)，the high dosage of TXYF group(Group E)．Different treatments were given to every groups by ig

administration for one month．The capability limens of the sacculus that caused abdomen—uplifting and

back—arching and the times of contract of abdomen muscle in rats under different dilatations were

observed．The levels of 5一hydroxytryptamine(5一HT)，substance P(SP)，and calcitonin gene related

peptide(CGRP)were evaluated．Results Compared with the Group B，the TXYF could effectively

improve the index of the behavior and electrophysiology，it also could lower the levels of 5一HT and SP，

and increase the levels of CGRP of rat model of IBS with certain dose—effect relationship．Conclusion

TXYF could lower the levels of 5-HT in serum and SP in plasma。and increase CGRP level of model rats of

IBS，especially in high dosage．The mechanism of TXYF may be increasing the pain threshold of bowel，

eliminating hypersusceptibility of bowel，and decreasing excitability of nerve cells by decreasing the 5-HT

and SP levels in IBS rats．

Key words：Tongxieyaofang(TXYF)；irritable bowel syndrome(IBS)；5一hydroxytryptamine(5一

HT)；substance P(SP)；calcitonin gene related peptide(CGRP)
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