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%%!摘%要"%目的%探讨人参皂甙对白血病细胞的致凋亡作用及其相关作用机制% 方法%采用MDD细胞毒实

验检测不同浓度'!##&;#&$;&!$6;&=6$;&<6!$;&!6;=$;

&

.+5̂Z(人参皂甙对人白血病R=#'XZR=#(细胞的生长抑制

活性#流式细胞术@))-K() 4̂0O双染法检测不同浓度'#&;&!#&$#

&

.+5̂Z(人参皂甙诱导 XZR=# 细胞凋亡情况#提

取各种浓度人参皂甙处理的细胞总蛋白$b-E,-3) P5+,检测 92E/2E-RA&92E/2E-R? 和 92E/2E-R< 裂解情况#b-E,-3) P5+,

检测 !#

&

.+5̂Z人参皂甙处理XZR=# 细胞后92E/2E-RA 和92E/2E-R? 抑制剂对92E/2E-R< 裂解情况的影响% 结果%人

参皂甙对白血病XZR=# 细胞具有高效的细胞毒作用$O&

;#

值为 B6< h!6$

&

.+5̂Z##&;&!#&$#

&

.+5̂Z人参皂甙处理

XZR=# 细胞 "A '后$流式细胞仪检测细胞的凋亡率呈剂量依赖性$各处理组之间差异有统计学意义'%m!$0=B$8

i#6#!(#b-E,-3) P5+,检测细胞中92E/2E-R? 和92E/2E-R< 出现裂解带$而92E/2E-RA 未出现裂解带#!#

&

.+5̂Z人参皂

甙诱导92E/2E-R< 裂解可以被 92E/2E-R? 的特异性抑制剂 eRZSXWRYM]所抑制$而 92E/2E-RA 的特异性抑制剂 eR

OSDWRYM]却没有这一作用% 结论%人参皂甙对人白血病XZR=# 细胞具有高效的致凋亡作用$激活线粒体凋亡途

径可能是其致凋亡的主要作用机制% !中国当代儿科杂志#!"#!##$$#"%&%^! '%^B"

!关%键%词"%人参皂甙#细胞凋亡#线粒体通路#人白血病R=# 细胞

!中图分类号"%>:<<%%!文献标识码"%@%%!文章编号"%!##A :AA<#'$#!$(!# :#B?$ :#"

]993,*+9N).43.+4)/3+.15+5*+4)4+9-H71.23HO37)1IC" ,3224

-M=I.(6*&1)/$ C$QJ.(6*-.)/$ H$+,'L*HDL0-L6?()/ Y6:(4.6)(@ZK1:D).:(@C6@@1/1$ -L6?()/$ #1)() "B!###$ CD.*

)( 'H()/ '*H$ E5(.@) OD()/?LODLC5195(.@0:650:)(

%%:;4*01,*) E;J3,*)K3%D+E,H1J,'--II-9,+IL()E-)+E(1-+) 2/+/,+E(E+I'H.2) 5-HN-.(2R=# 'XZR=#( 9-55E2)1 (,E

.-9'2)(E.6(3*-+/4%MDD9J,+,+K(9(,J2EE2JG2EHE-1 ,+1-,-3.()-,'-L3+G,' ()'(P(,(+) 29,(F(,J+IL()E-)+E(1-'!##$ ;#$

$;$ !$6;$ =6$;$ <6!$; 2)1 !6;=$;

&

.+5̂Z( +) XZR=# 9-55E6D'-2/+/,+E(E+IXZR=# 9-55E2I,-3,3-2,.-),G(,' L()E-)+E(1-

'#$;$!# 2)1 $#

&

.+5̂Z( G2E1-,-3.()-1 PJ@))-K() 4RYOD&̂0OE,2()()L2)1 I5+G9J,+.-,3J6D'-95-2F2L-+I,+,25/3+,-()E

PJ92E/2E-RA$ 92E/2E-R? 2)1 92E/2E-R< G2E-F25H2,-1 PJb-E,-3) P5+,6D'-95-2F2L-+I92E/2E-R< /3+,-() G2E1-,-9,-1 PJ

b-E,-3) P5+,2I,-3,3-2,.-),G(,' !#

&

.+5̂ZL()E-)+E(1-2)1 92E/2E-RA 2)1 ? ()'(P(,+3E6L34H2*4%a()E-)+E(1-'21 /+,-),

9J,+,+K(9(,J+) XZR=# 9-55E$ G(,' 2) O&

;#

F25H-+IB6< h!6$

&

.+5̂Z6@I,-3,3-2,.-),G(,' L()E-)+E(1-'#$ ;$ !# 2)1

$#

&

.+5̂Z( I+3"A '+H3E$ ,'-2/+/,+,(932,-1(E/52J-1 21+E-1-/-)1-)9J$ 2EE'+G) PJI5+G9J,+.-,3J$ G(,' E(L)(I(92),

1(II-3-)9-EP-,G--) ,'-L3+H/E'%m!$0=B$ 8i#6#!(6b-E,-3) P5+,E'+G-1 ,'2,,'-3-G-3-92E/2E-R? 2)1 92E/2E-R<

95-2F2L-P2)1E$ PH,G(,'+H,92E/2E-RA 95-2F2L-P2)16D'-E/-9(I(9()'(P(,+3+I92E/2E-R? eRZSXWRYM]9+H51 P5+9N ,'-

92E/2E-R< 95-2F2L-()1H9-1 PJ!#

&

.+5̂ZL()E-)+E(1-$ PH,,'-E/-9(I(9()'(P(,+3+I92E/2E-RA eROSDWRYM]1(1 )+,'2F-

,'(E-II-9,6<+.,2H4)+.4%a()E-)+E(1-92) ()1H9-2/+/,+E(E+IXZR=# 9-55E$ G'(9' .2JP-3-52,-1 ,+2.(,+9'+)13(2R

1-/-)1-),/2,'G2J6 !<-).= <+.*375>3/)1*0$ !"#!$ #$'#"()%^! '%^B"

%%?36 @+0/4)%a()E-)+E(1-# @/+/,+E(E# M(,+9'+)13(2R1-/-)1-),/2,'G2J# XH.2) 5-HN-.(2R=# 9-55

%%肿瘤严重威胁着人类的健康和生命$已成为继

心血管病之后人类第二大致死原因% 白血病人群发

病率不高$约占所有肿瘤的 <[$但白血病却占到儿

童肿瘤的 "#[以上$并且近年来因为环境污染和不

良装饰材料的使用$白血病的发病率有逐年增加的

趋势!!R$"

% 化疗是白血病的主要治疗方法$但多药耐

药的产生常常会导致化疗失败$寻找新的抗肿瘤药

物是克服肿瘤多药耐药的一个有效方法!<"

% 人参

皂甙是近年来从人参中分离出的主要有效单体成分

之一$已有研究显示其可以通过致凋亡&抑制细胞的

黏附&浸润和转移&抑制血管形成和肿瘤的淋巴道转

移等多个方面发挥抗肿瘤作用!"R;"

% 本研究使用人

*$?B*
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白血病R=#'XZR=#(细胞观察人参皂甙对白血病的

致凋亡作用$并探讨其相关的作用机制%

#A材料与方法

#6#A试剂

XZR=# 细胞由中国医学科学院血液学研究所提

供$链霉素&青霉素&MDD&人参皂甙为美国 U(L.2公

司产品$eROSDWRYM]'92E/2E-RA 抑制剂( &eRZSXWR

YM]'92E/2E-R? 抑制剂(购自杭州联科生物技术有

限公司$胎牛血清购于杭州四季青公司$0>MO!="#

培养基购自广州英韦创津公司$@))-K() 4̂0O凋亡

检测试剂盒为南京凯基生物科技有限公司产品$

92E/2E-R<&92E/2E-RA&92E/2E-R?&a@0WX抗体和 OLaR

X>0二抗为美国 U2),2&3HQ公司产品%

#6!A细胞培养

XZR=# 细胞在 <Bk&;[&8

$

条件下培养于含

!#[胎牛血清&!## Oĉ.Z青霉素及链霉素的 0>MO

!="# 培养液中%

#D&A(YY细胞毒实验

XZR=# 细胞接种于 ?= 孔板中$依次加入 !##&

;#&$;&!$6;&=6$;&<6!$;&!6;=$;

&

.+5̂Z的人参皂

甙$每个浓度 < 个复孔$<Bk&;[ &8

$

培养箱中培

养 =A '后$每孔加入 $#

&

ZMDD反应 " '$弃去培养

液$加入WMU8!##

&

Z溶解结晶$酶标仪 ;B# ).波

长测定8W值$计算半数生长抑制浓度'O&

;#

值($实

验重复 < 次%

#6$A流式细胞术检测细胞凋亡

用 #&;&!#&$#

&

.+5̂Z的人参皂甙处理XZR=#细

胞 "A '$收集细胞并用0\U 洗涤 $ 次$按照试剂盒说

明书加入0O和@))-K() 4RYOD&$染色 <# .()$流式细

胞仪检测分析细胞凋亡率$实验重复 <次%

#DBAU34*30.;2+*检测

! nUWU上样缓冲液裂解 #&;&!#&$#

&

.+5̂Z人

参皂甙处理的 XZR=# 细胞以提取细胞总蛋白$

A[ g!$[ UWUR0@aS电泳$转移蛋白至 04WY膜$

将04WY膜浸润在含 ;[脱脂奶粉的 D\UD中 ! '$

加入特异性一抗 "|&过夜$加入X>0标记的二抗室

温孵育 $ '$最后加入发光底物经 `线曝光显示目

的蛋白条带$实验重复 < 次%

#6CA统计学分析

应用 U0UU !$6# 统计软件对数据进行统计学分

析$计量资料以均数h标准差'Ph;(表示$多组间均

数比较采用方差分析$组间两两比较采用 U7]RV检

验$8i#6#; 为差异有统计学意义%

!A结果

!D#A人参皂甙对人白血病MPIC"细胞的致凋亡作用

MDD结果显示人参皂甙对人白血病 XZR=# 细

胞具有高效的生长抑制作用$半数抑制浓度'O&

;#

(

值为 B6< h!6$

&

.+5̂Z% 流式结果显示 #&;&!#&

$#

&

.+5̂Z的人参皂甙处理XZR=# 细胞 "A ' 后细胞

的凋亡率分别为'!6; h!6#([&';6" h!6A([&

'!"6A h<6B([&'$A6? h=6;([$均显著高于对照

组'8i#6#; 或 #6#!(#各处理组间差异亦有统计学

意义'8i#6#!($提示人参皂甙诱导 XZR=# 细胞凋

亡呈剂量依赖性% 见图 ! g$%

!D!A人参皂甙对人白血病 MPIC" 细胞凋亡通路的

影响

#&;&!#&$#

&

.+5̂Z的人参皂甙处理 XZR=# 细

胞 "A ' 后$ b-E,-3) P5+,检测到了 92E/2E-R? 和

92E/2E-R< 的裂解带$而没有检测到92E/2E-RA 的裂解

带'图 <($提示人参皂甙通过激活 92E/2E-R? 而促进

92E/2E-R< 的剪切$进而诱发了XZR=# 细胞的凋亡%
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图 #A流式细胞仪检测不同浓度人参皂甙对MPIC" 细胞致凋亡作用

*<?B*
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!D&A<145143Î抑制剂对人参皂甙促进 MPIC" 细

胞凋亡的影响

为了进一步观察人参皂甙对 XZR=# 细胞凋亡

通路的影响$在 !#

&

.+5̂Z人参皂甙处理XZR=#细胞

前$分别加入 !

&

.+5̂ZeROSDWRYM]和 eRZSXWR

YM]$结果显示 eRZSXWRYM]抑制了人参皂甙诱导

的92E/2E-R<剪切$再次证实人参皂甙通过 92E/2E-R?

途径促进XZR=#细胞凋亡% 见图 "%

!
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AA图 !A不同浓度人参皂甙对MPIC" 细胞致凋亡作用
') m

<(%2)与对照组比较$8i#6#;#P)与对照组比较$8i#6#!#9)与

;

&

.+5̂Z组比较$8i#6#!#1)与 !#

&

.+5̂Z组比较$8i#6#!%
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AA图 &AU34*30.;2+*检测人参皂甙对MPIC" 细胞凋亡通

路的作用A人参皂甙诱导了92E/2E-R? 和92E/2E-R< 的裂解$并不能

诱导92E/2E-RA 裂解%
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AA图 $A<145143Î抑制剂对人参皂甙促进MPIC" 细胞凋

亡的影响A

&2E/2E-R? 抑制剂eRZSXWRYM]可以抑制人参皂甙诱导

92E/2E-R< 的裂解$但 92E/2E-RA 抑制剂 eROSDWRYM]不能抑制人参皂

甙诱导92E/2E-R< 的裂解% - _.表示应用此剂$- :.表示未用此剂%

&A讨论

中药人参在我国已经有近 $### 年的使用历史$

在一些慢性病的治疗方面取得了很好的疗效% 人参

皂甙是人参的主要活性成分$对人体新陈代谢&内分

泌&免疫&心血管和神经等系统均有作用$人参皂甙对

肿瘤细胞的作用近年已成为研究的热点!="

% 药物抗

肿瘤的机制主要是诱导了细胞的凋亡$细胞凋亡的检

测方法有多种$其中流式细胞术 @))-K() 4̂0O双染

法是一种特异性高&敏感性强&可定量的检测方法$

其原理是凋亡细胞膜通透性增高$细胞膜内侧的磷

酯酰丝氨酸可游离到细胞外$与 @))-K() 4结合$同

时0O可以进入细胞内使W7@染色!B"

% 本研究中采

用这一方法检测到人参皂甙诱导人白血病 XZR=#

细胞凋亡呈剂量依赖性$提示人参皂甙具有诱导白

血病细胞凋亡的活性%

细胞凋亡主要是通过线粒体和死亡受体途径进

行调控$92E/2E-R< 是两条途径的最终作用蛋白$死

亡受体途径通过活化 92E/2E-RA 而线粒体途径通过

活化92E/2E-R? 来激活92E/2E-R<$水解或灭活一些细

胞关键蛋白$从而促使细胞调亡!A"

% 线粒体途径是

细胞在某些刺激下$例如活性氧等$形成凋亡诱导线

粒体膜通道 '.(,+9'+)13(252/+/,+E(ER()1H9-1 9'2)R

)-5$M@&($M@&形成后线粒体中的细胞色素&'&JR

,+R9(就释放入胞浆$胞浆中的 &J,+R9很快与凋亡蛋

白酶活化因子 !'@/2IR!(&@D0和 92E/2E-R? 形成复

合物$在此聚合体中 @/2IR! 可以剪切 92E/2E-R?$进

而活化92E/2E-R? 去剪切92E/2E-R<$产生一系列的级

联反应$引起细胞的凋亡!?R!#"

% 本研究显示人参皂

甙可以诱发 XZR=# 细胞 92E/2E-R? 和 92E/2E-R< 裂解

带的产生$而不能诱发 92E/2E-RA 的裂解$提示人参

皂甙是通过激活92E/2E-R? 来诱导XZR=# 细胞凋亡#

另外本研究在使用人参皂甙基础上加用 92E/2E-R?

的特异性抑制剂$结果显示 92E/2E-R< 裂解带消失$

而加入92E/2E-RA 的特异性抑制剂却没有观察到这

个现象$进一步说明了人参皂甙是通过线粒体途径

诱发了XZR=# 细胞的凋亡%

综上所述$本研究显示人参皂甙对人白血病细

胞具有高效的致凋亡作用$激活线粒体凋亡途径是

其致凋亡的主要作用机制%

!参%考%文%献"
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*消息*

欢迎订阅 !"#& 年'中华实用儿科临床杂志(

%%+中华实用儿科临床杂志,'原+实用儿科临床杂志,(是由中国科学技术协会主管&中华医学会主办的中华系列杂

志$是以儿科临床与基础研究为主要报道内容的儿科学类国家级核心期刊% 本刊为儿科学类核心期刊&中国科技论文

统计源期刊'中国科技核心期刊($>&&US中国核心学术期刊$中国科学引文数据库'&U&W(来源期刊$中国科学技术

协会精品科技期刊$被bX8西太平洋地区医学索引'b0>OM(&中国生物医学文献数据库'&\M1(E9(&VH(9N 全文资料

管理系统'YDMS(&中文科技期刊数据库&中国学术期刊'光盘版(&万方数据&美国+化学文摘,&俄罗斯+文摘杂志,&波

兰+哥白尼文摘,&美国+乌利希斯期刊指南,等国内外数十家权威数据库收录% 以贯彻党和国家的卫生工作方针&政

策$贯彻理论与实践&普及与提高相结合的方针$反映国内外儿科医疗&科研等方面的新理论&新技术&新成果&新进展$

促进学术交流为办刊宗旨% 辟有专家论坛&学术争鸣&热点&论著&小儿神经基础与临床&中西医结合&实验研究&儿童

保健&误诊分析&药物与临床&综述&小儿外科&病例'理(讨论&病例报告&临床应用研究&英文原著&诊断标准*治疗方

案&继续教育等栏目% 以各级医院儿科医务工作者$各高等医学院校&科研院所儿科医教研人员$各级图书馆'室(&科

技情报研究院'所(研究人员等为读者对象% 欢迎广大儿科医务工作者和医学科教研人员踊跃投稿$本刊对国家级&省

部级科研课题和基金资助项目论文发表开辟绿色通道% 本刊为半月刊$大 != 开本$A# 页$铜版纸印刷$每月 ;&$# 日出

版% &7!# :!#B# >̂$OUU7$#?; :"$A $̀&8WS7USZe\*$W-G-Jo)=!A6?$% 国内外公开发行$国内邮发代号)<= :!#$$

国外邮发代号)UM!B=<% 欢迎广大儿科医务工作者和医学科教研人员$全国各高等医学院校$各省&市&自治区&县医

院和基层医疗单位$各级图书馆'室(&科技情报研究院'所(通过全国各地邮局订阅$也可与本刊编辑部直接联系订阅

邮购% 国内定价)!#6## 元 期̂$$"#6## 元 年̂#国外定价)!#6## 美元 期̂$$"# 美元 年̂% 联系地址)";<##< 河南省新乡

市金穗大道 =#! 号新乡医学院+中华实用儿科临床杂志,编辑部% 联系电话)#<B< :<#$?!""$ #<B< :<A<!";=#传真)
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