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摘要!目的 研究白藜芦醇诱导 !"#$% 细胞凋亡的机制，探讨白藜芦醇诱导 !"#$% 细胞凋亡过程中线粒体膜电位的变

化。方法 采用 *++ 法测定白藜芦醇对 !"#$% 细胞的生长抑制作用，通过荧光染色及流式细胞术检测细胞凋亡，电子

显微镜观察细胞超微结构的变化，用 ,-./0123"&%’ 和 +*,4 标记细胞线粒体膜电位（!"），并分别通过流式细胞仪和

共聚焦激光扫描显微镜检测。结果 低浓度白藜芦醇（!%(5#1.678）对 !"#$% 细胞的生长抑制作用不显著，而高浓度白

藜芦醇（9%(5#1.678）显著地抑制 !"#$% 细胞的生长，且呈时间和浓度的依赖性（!:&;<(’%，"=)<)(）；流式细胞术分析

显示，白藜芦醇能显著诱导 !"#$% 细胞凋亡，且呈浓度依赖性（"=)<)(）；白藜芦醇能降低 !"#$% 细胞线粒体膜电位。结

论 白藜芦醇抑制 !"#$% 细胞增殖，并诱导细胞凋亡，白藜芦醇使 !"#$% 细胞线粒体膜电位去极化，提示线粒体膜电

位去极化在白藜芦醇诱导细胞凋亡的过程中起作用。
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白藜芦醇（S"X\"S0RS.6，’，A，(aF 三羟基 F 反 F 均二

苯代乙烯）于 &?A) 年首次从毛叶藜芦（#$%&’%()
*%&+,-./0%()）的根部分离得到，广泛存在于虎杖、葡

萄、草莓和花生等多种植物中［&］。因其具有抗血小板

凝集、螯合自由基和抗氧化等作用，长期以来一直广

泛用于心血管疾病的防治中。近年来的研究揭示了白

藜芦醇的抗肿瘤的作用，引起人们的广泛关注，研究

证明白藜芦醇可以抑制包括前列腺癌、乳腺癌、胃癌、

结肠癌、卵巢癌、子宫颈癌和白血病等肿瘤细胞的增

殖并诱导细胞凋亡［%bA］，但其具体机制尚不十分清楚，

并可能因细胞类型的不同而存在差异。本研究观察了

白藜芦醇对人肝癌 !"#$% 细胞生长增殖和其诱导细

胞凋亡的作用，探讨了线粒体膜电位在白藜芦醇诱导

!"#$%细胞凋亡过程中的变化，目的在于认识白藜芦

醇诱导人肝癌 !"#$% 细胞凋亡的机制。

&55材料与方法

&<&5材料
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图 !""白藜芦醇对 #$%&’ 细胞增殖的影响
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清为杭州四季青公司产品，其他试剂均为国产分析纯。

仪器 酶标仪（;:*，E?2F,$G，美国），流式细胞仪

（H2I31$/>J3?1$K>H2I31$/K>美国），激光扫描共聚焦显微

镜（LHM>MN’6OPEM，7$?=0，德国），透射电子显微镜

（#D)**，#QLOH#QKR日本）。

!S!9’>>细胞培养与处理 人肝癌细胞系 #$%&’ 细胞

购自中国科学院上海细胞生物研究所。用含 !*T小

牛血清的 UVJV 培养基于 )THP’、WD>!条件下培

养。白藜芦醇处理细胞的终浓度分别为 ’)、)*、!**、

!)*、’**!!523X7，其中各组培养液中 UVMP 的终浓

度不超过 *9’T。

!9’>>方法

!9’9!>>细胞生长曲线的绘制 VLL 法测量白藜芦醇

对 #$%&’ 细胞生长的影响。收集对数期细胞，!"!*<

接种于 Y; 孔板，加入不同浓度的白藜芦醇，实验组每

个浓度做 ; 个平行孔，以含 UVMP 的培养液作对照。

)T>HP’，WD>!条件下分别培养 ’<、<: 和 D’>C，去上

清。每孔加入终浓度为 )>5ZX53>的 VLL 溶液，继续培

养 <>C，终止培养，去上清，每孔加入 !)*>!3>UVMP，

振荡混匀，酶标仪 <Y*>[5 处测吸光度值。

!S’S’>>细胞形态学观察分析 将细胞按 !"!*<\!"!*)

接种于 N$1/? 培养皿内，加入终浓度为 ’**>!523X7 的

白藜芦醇处理细胞，继续培养 ’<>C。倒置显微镜下观

察细胞，收集细胞并固定，按常规方法制电镜切片，透

射电子显微镜观察细胞的超微结构变化。

!S’SW>>流式细胞仪检测细胞凋亡率 用不同浓度白藜

芦醇处理细胞 ’<>C，收集细胞，D*T冷乙醇固定，<>!
过夜，次日离心洗去乙醇，NEM 漂洗，,]0-$ 消化，NQ
染色，室温孵育 W*>5?[，流式细胞仪检测细胞凋亡，

H2I31$/>J3?1$ 流式分析软件计算并分析细胞凋亡率。

!S’S<>>细胞内线粒体膜电位测定 采用两种荧光探针

/C2G05?[$>!’W 和 LV,J 标记细胞内线粒体膜电位，

结合流式细胞仪和激光扫描共聚焦显微镜测量［)K>;］。

具体步骤：用无血清培养基 UVJV（不含酚红）轻洗

细胞 W 次，加入 !>!ZX53>/C2G05?[$!’W 或 ’)*>[523X7>
LV,J 负载，WD>!孵育，加入 )*>!523X7 的白藜芦醇

处理细胞，对照组加入溶解白藜芦醇的 UVMP。其中

负载 /C2G05?[$!’W 的细胞使用流式细胞仪检测分

析，负载 LV,J 的细胞使用激光扫描共聚焦显微镜

观察分析。

!S’S)>>统计学分析 细胞生长抑制和诱导凋亡实验重

复 W 次，实验数据以 !#! 表示，使用 MNMM!!S* 统计软

件对数据进行处理。白藜芦醇对 #$%&’ 细胞的生长抑

制实验采用析因设计的方差分析；白藜芦醇诱导 #$%&’
细胞凋亡的实验采用方差分析（P[$F^0ARO]P_O）。

’RR结果

’S!RR白藜芦醇对 #$%&’ 细胞生长的影响

以 ’)、)*、!**、!)*、’**!!52367 的白藜芦醇分别

处 理 细 胞 ’<、<:、D’R C，VLL 法 测 定 白 藜 芦 醇 对

#$%&’ 细胞的生长抑制作用，结果显示：低浓度的白

藜芦醇（!’)R!52367）对 #$%&’ 细胞生长抑制作用

不显著，而高浓度的白藜芦醇（‘’)R!52367）可以抑制

#$%&’ 细胞生长，且抑制率随白藜芦醇浓度的增加

而增大，同一时间点不同浓度的各组分比较均有显著

性差异（"a!:S)W’，#b(S()）。

’S’RR白藜芦醇作用下 #$%&’ 细胞形态学变化

’((R!52367 的白藜芦醇处理 #$%&’ 细胞 ’<RC
后，倒置显微镜下观察细胞生长状态明显较对照组

差，并且凋亡细胞的体积变小、变形，细胞出现皱缩、

变圆、脱落等现象（图 ’FE）；透射电镜观察结果显示：

细胞体积缩小，染色质浓缩，细胞核裂解为碎块（图

’FU）；荧光显微镜下细胞核呈折叠样，部分细胞核裂

解为碎块（图 ’Fc）。

’SWRR白藜芦醇诱导 #$%&’ 细胞凋亡

流 式 细 胞 仪 检 测 分 析 显 示 ： 白 藜 芦 醇 处 理

#$%&’ 细胞 ’<RC 后，在 )(!!52367 浓度下，即在二倍

体峰前出现凋亡峰，随着白藜芦醇浓度的增大，凋亡

峰分别增大。’)、)(、!((、!)(、’((R!52367 的白藜芦

醇作用下 #$%&’ 细胞凋亡率分别为：（:SW#!S:）T、

（!DS’ #WS’）T 、（’:S; #!S’）T 、（<;S! #’S’）T 、（)<S! #
WS;）T，对照为（<SW#!S!）T（图 W）。

’S<RR白藜芦醇对 #$%&’ 细胞线粒体膜电位的影响

,C2G05?[$!’W 和 LV,J 的荧光信号主要集中

于线粒体，其荧光强度的变化反映了线粒体膜电位的

变化。流式细胞仪分析结果显示：细胞可分为两群，荧

光强度低的和荧光强度高的，这表明线粒体膜电位的

降低发生在部分细胞，故该膜电位的降低以百分比来

表示。#$%&’ 细胞经 ’)、)(、!((、!)(、’((R!52367 的
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图 !"""白藜芦醇对 #$%&’ 细胞线粒体膜电位的影响
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图 K--白藜芦醇作用下 #$%&K-细胞的形态学观察
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图 5--白藜芦醇诱导 #$%&K 细胞凋亡的流式细胞仪分析
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白藜芦醇作用 M/ 后，明显的观察到线粒体膜电位降

低，分别为：LOQKP，LSQDP，KDQDP，KSQMP，5!QKP，提示

发生线粒体膜电位去极化（图 !），暗示白藜芦醇可能

通过降低线粒体膜电位而引起细胞功能障碍。

5--讨论

白藜芦醇是一种多酚类化合物，具有抗炎、抗氧

化、抑制血小板聚集、保护心血管、抗肿瘤等作用。近

年的研究表明：白藜芦醇可以在肿瘤发生发展的各个

阶段起到抑制作用，还可以通过多种不同的途径诱导

肿瘤细胞凋亡［^_LI］。但目前对于白藜芦醇诱导肿瘤细

胞凋亡的具体机制尚不很清楚。线粒体是细胞的动力

工厂，具有氧化磷酸化、传递电子、贮存 T2K‘、能量代

谢等重要生理功能，其主要功能是为细胞提供各种功

能活动所需要的能量。目前研究表明线粒体还具有其

他一些重要功能，其中线粒体在细胞凋亡中的关键作

用已成为研究热点［LLa7LK］。

对细胞凋亡机制研究的一重要方面就是对线粒

体重要性的认识，大量实验证实：线粒体在死亡信号

的诱导下，跨膜电位（"#3）下降，膜通透转变孔道

（Z@Z）开放是细胞凋亡的早期特征［L5］。多种因素如化

疗药物、@bV 等诱导细胞发生凋亡中，在特征性的细

胞核改变之前，均能观察到线粒体跨膜电位（"$3）

的下降，而且 %$3 下降的细胞不可避免的发生凋

亡，提示 "$3 的下降是凋亡的一个早期特征。本研

究探讨了白藜芦醇诱导肝癌 #$%&K 细胞凋亡及其对

线粒体膜电位的影响。结果表明，在一定浓度范围内

白藜芦醇能抑制 #$%&K 细胞的生长增殖，并可以诱

导细胞凋亡；在白藜芦醇处理后的 #$%&K 细胞，其线

粒体膜电位明显降低，说明白藜芦醇可以通过影响线

粒体的功能而影响细胞生理活性。因此白藜芦醇可能

通过使 #$%&K 细胞线粒体膜电位去极化而激活线粒

体介导的细胞凋亡途径，这也可能是白藜芦醇诱导

#$%&K细胞凋亡的机制之一。
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大量粗样品上样，证实在此最佳吸附条件下，目的蛋

白能较好的分离。此吸附条件的确定为下一步层析纯

化工艺组合路线奠定了实验基础。
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