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ｔｈｅＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆ６Ｆ
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ｔｒｉｆｕｇｅｄａｔ４５０００×ｇｆｏｒ２ｈ，ｙｉｅｌｄｉｎｇｔｈｅｃｙｔｏｓｏｌ
ｆｒａｃｔｉｏｎ（ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ）ａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ（ｐｅｌｌｅｔ）．
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（ｐａｒｔｉｃｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ）ｗａｓｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｐｅｌｌｅｔｂｙ
ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄａｔ４５０００×ｇｆｏｒ２ｈ．Ｔｈｅｃｅｌｌｅｘｔｒａｃｔ
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ｚｏｌｙｌ）ｂｅｎｚｅｎｅ（ＰＯＰＯＰ）ａｎｄ１８ｍｍｏｌ·Ｌ－１２，５
ｄｉｐｈｅｎｙｌｏｘａｚｏｌｅ（ＰＰＯ）．Ｔｈｅｒａｄｉｏａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｍｅａ
ｓｕｒｅｄｂｙｓｃｉｎｔｉｌｌａｔｉｏｎｃｏｕｎｔｅｒ（Ｂｅｃｋｍａｎ）．Ｂａｓａｌ
ＰＫＣａｃｔｉｖｉｔｙｏｂｔａｉｎｅｄｗｉｔｈ０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＧＴＡｉｎ
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ｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅａｎｄｄｉｏｌｅｉｎ，ｗａｓｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｆｏｒｅａｃｈ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄａｔｕｍ．ＰＫＣａｃｔｉｖｉｔｙｉｓｄｅｆｉｎｅｄａｓｔｈｅ
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ｍｅｔｈｏｄｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅＤＮＡｌａｄｄｅｒｓｅｌｅｃ
ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｅｄｏｎａｇａｒｏｓｅｇｅｌ［７］．
１．６ Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｓｓａｙ

Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ６Ｆｗａｓｔｅｓｔｅｄ
ｕｓｉｎｇＭＴＴｍｅｔｈｏｄ．Ｂｒｉｅｆｌｙ，１×１０４ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｌｙ
ｇｒｏｗｉｎｇＨＬ６０ｃｅｌｌｓｉｎ９０μＬｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅｄｉｕｍ
ｗｅｒｅｓｅｅｄｅｄｉｎ９６ｗｅｌｌｄｉｓｈ，ｔｈｅｎ１０μＬｏｆｄｒｕｇｓ
ｗｅｒｅａｄｄｅｄ．Ａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎａｔ３７℃ｉｎｈｕｍｉｄｉｆｉｅｄ
５％ＣＯ２ａｔｍｏｓｐｈｅｒｅｆｏｒ２４ｈ，２０μＬ１２ｍｍｏｌ·Ｌ

－１

ＭＴＴｗａｓａｄｄｅｄｔｏｅａｃｈｗｅｌｌａｎｄｔｈｅｐｌａｔｅｗａｓｆｕｒ
ｔｈｅｒｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃ ｆｏｒ５ｈ．ＳＤＳ（２０％ １５０

μＬ）ｒｅｓｏｌｖｅｄｉｎ５０％ ｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅｗａｓ
ａｄｄｅｄｔｈｅｒｅａｆｔｅｒｔｏｓｏｌｕｂｉｌｉｚｅｔｈｅｆｏｒｍａｚａｎｃｒｙｓｔａｌ．
Ａｆｔｅｒ５ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎａｔ３７℃，ｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｗａｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄｗｉｔｈＭｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒ（ＢｉｏＲａｄ，Ｍ４５０）
ａｔ５７０ｎｍａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄａｔ４５０ｎｍ．
１．７ Ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓ珋ｘ±ｓ．Ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆｖａｒｉａｎｃｅｗｉｔｈｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡｗａｓｕｓｅｄｔｏ
ｉｄｅｎｔｉｆｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉ
ｓｏｎｓ．

２ ＲＥＳＵＬＴＳ

２．１ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ６Ｆｏｎｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＨＬ６０ｃｅｌｌｓ

Ｔｈｅｃｒｕｄｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｉｎｃｌｕｄｉｎｇｖａｒｉｏｕｓｉｓｏ
ｆｏｒｍｓｏｆＰＫＣｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍＨＬ６０ｃｅｌｌｓｂｙｕｌｔｒａ
ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄａｓｓａｍｐｌｅｔｏｔｅｓｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔ
ｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ６Ｆｏｎｔｈｉｓｅｎｚｙｍｅ．ＰＫＣａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ
ｂｏｔｈｉｎｃｙｔｏｓｏｌａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｆｒａｃｔｉｏｎｗｈｉｃｈｉｎｃｌｕｄｅｄ
ｍｅｍｂｒａｎｅｓｙｓｔｅｍａｎｄｎｕｃｌｅｉｗｅｒｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙ
ｃｏｍｐｏｕｎｄ６Ｆａｔｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ０．１μｍｏｌ·
Ｌ－１（ｐａｒｔｉｃｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ）ｏｒ０．５μｍｏｌ·Ｌ

－１（ｃｙｔｏｓｏｌ
ｆｒａｃｔｉｏｎ）（Ｐ＜０．０１，ｎ＝３）．Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆ
ｆｅｃｔｓｏｆ６ＦｏｎＰＫＣｗｅｒｅｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎ
ｎｅｒ（ｒ＝０．７８１，Ｐ＜０．０５ｉｎｃｙｔｏｓｏｌｆｒａｃｔｉｏｎ；ｒ＝
０．９３１，Ｐ＜０．０１ｉｎｐａｒｔｉｃｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ）（Ｔａｂ１）．
２．２ ＡｔｔｅｎｕａｔｉｏｎｏｆＰＭＡｏｎｔｈｅＤＮＡｆｒａｇ
ｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎＨＬ６０ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｏｍｐｏｕｎｄ
６Ｆ

ＴｈｅＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｗａｓ７５．７％±１．４％

Ｔａｂ１． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ６ＦｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ（ＰＫＣ）ｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＨＬ６０ｃｅｌｌｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ６Ｆ
／μｍｏｌ·Ｌ

－１

ＰＫＣａｃｔｉｖｉｔｙ／ｎｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｙｔｏｓｏｌ Ｐａｒｔｉｃｌｅ

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ／％

Ｃｙｔｏｓｏｌ Ｐａｒｔｉｃｌｅ

０ ７．９±０．８ ７．７±０．８ ０ ０

０．１ ６．４±０．３ ４．８±０．３ ２０．０ ３７．７

０．５ １．３±０．４ ４．１±０．４ ８３．５ ４６．８

２．５ １．６±０．６ ３．４±１．２ ７９．７ ５５．８

１２．５ ２．５±２．６ ２．８±０．４ ６８．４ ６３．６

６２．５ １．６±１．７ １．４±０．５ ７９．７ ８１．８

３１２ ０．９±０．７ １．１±０．６ ８８．６ ８５．７

Ｔｈｅｃｙｔｏｓｏｌ（ｓｏｌｕｂｌｅｓａｍｐｌｅ）ａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅ（ｉｎｓｏｌｕｂｌｅｓａｍｐｌｅｉｎｃｌｕｄｉｎｇｍｅｍｂｒａｎｅｓｙｓｔｅｍａｎｄｎｕｃｌｅｉ）ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＨＬ６０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄｂｙ
ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ，ａｎｄＰＫＣａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｅａｃｈｆｒａｃｔｉｏｎｗｅｒｅａｓｓａｙｅｄａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＭａｔｅｒｉａｌｓａｎｄＭｅｔｈｏｄｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇｒｏｕｐｏｆ０μｍｏｌ·Ｌ

－１６Ｆ．

·３８·中国药理学与毒理学杂志 ２００３年４月；１７（２）



ａｎｄ５３．３％±３．１％ ｉｎＨＬ６０ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ｃｏｍｐｏｕｎｄ６Ｆ（２３１ｎｍｏｌ·Ｌ－１）ａｌｏｎｅｏｒｓｉｍｕｌｔａ
ｎｅｏｕｓｌｙｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ６５ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＰＭＡ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＜０．０１，ｎ＝３）．
２．３ ＰＭＡｐｒｏｔｅｃｔｅｄＨＬ６０ａｇａｉｎｓｔｔｈｅｃｙｔｏ
ｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆ６Ｆ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ６Ｆ１１６ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｓｈｏｗｅｄｏｂｖｉｏｕｓ
ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｎＨＬ６０ｃｅｌｌｓｗｈｉｃｈｅｘｈｉｂｉｔｅｄｒｅ
ｄｕｃｅｄｍａｇｎｉｔｕｄｅｏｆｆｏｒｍａｚａｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｍｅａｓｕｒｅｄ
ｂｙＭＴＴｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｉｓｅｆｆｅｃｔｗａｓａｔｔｅｎｕａｔｅｄｂｙ
ＰＭＡａｔ６５ｎｍｏｌ·Ｌ－１（Ｐ＜０．０１，Ｔａｂ２）．Ｔｈｅ
ａｂｉｌｉｔｙｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇＭＴＴｔｏｆｏｒｍａｚａｎｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎ
ｄｒｉａｏｆＨＬ６０ｃｅｌｌｓｗａｓｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｄｗｈｅｎｔｒｅａｔｅｄ
ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｉｔｈＰＭＡａｌｏｎｅａｔｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ（Ｐ＜０．０１），ｉ．ｅ．ｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＬ
６０ｗｅｒｅｅｎｈａｎｃｅｄｂｙＰＭＡｕｎｄｅｒｔｈｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎ．

Ｔａｂ２． ＶｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＬ６０ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ６Ｆ
ａｌｏｎｅｏｒｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＰＭＡｆｏｒ２４ｈ

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ
（Ａ５７０ｎｍ／Ａ４５０ｎｍ）

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．５８±０．０３ ０

６Ｆａｌｏｎｅ ０．３６±０．０２ ３８±４

６Ｆ＋ＰＭＡ ０．４５±０．０２ ２１±３

ＰＭＡａｌｏｎｅ ０．６６±０．０３＃＃ －１４±６

Ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｍｅａｓｕｒｉｎｇｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆｆｏｒ
ｍａｚａｎｏｎＭｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒａｔ５７０ｎｍｗｉｔｈｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｔ４５０ｎｍａｓ
ｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＭａｔｅｒｉａｌｓａｎｄＭｅｔｈｏｄｓ．Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ６Ｆａｎｄ
ＰＭＡｗｅｒｅ１１６ｎｍｏｌ·Ｌ－１ａｎｄ６５ｎｍｏｌ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ６Ｆａｌｏｎｅ；＃＃Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ．

３ ＤＩＳＣＵＳＳＩＯＮ

Ｔｈｉｓｗｏｒｋｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｃｏｍｐｏｕｎｄ６Ｆｐｕｒｉ
ｆｉｅｄｆｒｏｍＰｔｅｒｉｓｓｅｍｉｐｉｎｎａｔａＬ．ｃｏｕｌｄｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ
ｉｎｈｉｂｉｔＰＫＣａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｂｏｔｈｉｎｃｙｔｏｓｏｌａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅ
ｆｒａｃｔｉｏｎｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＨＬ６０ｃｅｌｌｓｉｎａｄｏｓｅｄｅ
ｐｅｎｄａｎｔｍａｎｎｅｒ．Ｃｙｓｔｅｉｎｅｒｉｃｈｄｏｍａｉｎｓｉｎｃｏｎ
ｓｅｒｖｅｄ１（Ｃ１）ａｎｄｃｏｎｓｅｒｖｅｄ２（Ｃ２）ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ａｃｔａｓａｋｅｙｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｉｔｅｂｏｕｎｄｔｏｔｈｅａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌａｓｗｅｌｌａｓｐｈｏｒｂｏｌｅｓｔｅｒｔｈａｔａｃｃｏｕｎｔ
ｆｏｒｃＰＫＣａｎｄｎＰＫＣａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［８］．ＰＫＣｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｉｎＨＬ６０ｃｅｌｌｓｍａｉｎｌｙｉｓｔｈｅｃｌａｓｓｉｃａｌｉｓｏｆｏｒｍｓ
（ＰＫＣα，ＰＫＣβ，ａｎｄＰＫＣγ）．Ｅａｃｈｃｙｓｔｅｉｎｅｒｉｃｈ
ｄｏｍａｉｎｉｓａ５０ｏｒ５１ａｍｉｎｏａｃｉｄｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎ

ｉｎｇａｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｍｏｔｉｆｔｈａｔｈａｓ６ｃｙｓｔｅｉｎｒｅｓｉｄｕｅｓ．
ＴｈｅｍｏｔｉｆｉｓｄｕｐｌｉｃａｔｅｄｉｎｔａｎｄｅｍｉｎｂｏｔｈｃＰＫＣ
ａｎｄｎＰＫＣｉｓｏｚｙｍｅｓ．Ｓｔｕｄｉｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔａｓｉｎ
ｇｌｅｃｏｐｙｏｆｍｏｔｉｆｉｓｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔｆｏｒｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｏｆ
ｐｈｏｒｂｏｌｅｓｔｅｒ．Ｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄ
ｔｈａｔｆｉｖｅｏｆｔｈｅｓｉｘｃｙｓｔｅｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ
Ｚｎ２＋ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎａｒｅｃｒｉｔｉｃａｌｆｏｒｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆ
ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｐｈｏｒｂｏｌｅｓｔｅｒ［９］．Ｃｙｓｔｅｉｎｅｃｏｎ
ｔａｉｎｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｓｕｂｓｔｒａｔｅａｎａｌｏｇｕｅｓｓｕｃｈａｓＮｂｉｏ
ｔｉｎｙｌＡｒｇＡｒｇＡｒｇＣｙｓＬｅｕＡｒｇＡｒｇＬｅｕｉｎａｃｔｉｖａｔ
ｅｄｃＰＫＣ，ｎＰＫＣａｎｄａＰＫＣｂｙｆｏｒｍｉｎｇｄｉｓｕｌｆｉｄｅ
ｌｉｎｋｅｄｃｏｍｐｌｅｘｅｓｗｉｔｈｔｈｅａｃｔｉｖｅｓｉｔｅｃｙｓｔｅｉｎｅｒｉｃｈ
ｄｏｍａｉｎｉｎｔｈｅｉｓｏｚｙｍｅｓ［１０］．ＰＫＣｉｓｏｚｙｍｅｓａｌｓｏ
ｃａｎｂｅｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙｏｘｉｄａｎｔｉｎｄｕｃｅｄＳｇｌｕｔａｔｈｉ
ｏｌａｔｉｏｎ，ｅ．ｇ．ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｌｉｎｋａｇｅｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ（ＧＳＨ）ｔｏＰＫＣ［１１］．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｎａｌｙｓｉｓ［３］ ｓｈｏｗｅｄα，βｍｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｃｙｃｌｏｐｅｎｔａｎｏｎｅｍｏｉｅｔｙ（Ｆｉｇ１）ｃｏｎｆｅｒｓｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ

Ｆｉｇ１． Ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ６Ｆ．

ｏｆａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＰＳＬ．Ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ
ｏｆｔｈｅ１６，１７ｄｏｕｂｌｅｂｏｎｄｉｎｔｈｅｍｏｉｅｔｙｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎ
ｌｏｓｅｏｆｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｓｉｎｃｅｔｈｅｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌｇｒｏｕｐ
ｐｌａｙｓａｐｉｖｏｔａｌｒｏｌｅｉｎｃｏｎｆｏｒｍｉｎｇａｐｏｔｅｎｔｉａｌａｃ
ｔｉｖｅＰＫＣ，ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆ６ＦｏｎＰＫＣａｃ
ｔｉｖｉｔｙｗａｓｌｉｋｅｌｙｍｅｄｉａｔｅｄｔｈｒｏｕｇｈｃｏｎｊｕｇａｔｅａｄｄｉ
ｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｉｌｉｃｇｒｏｕｐ１６，１７
ｄｏｕｂｌｅｂｏｎｄｏｎ６Ｆ ｗｉｔｈｎｕｃｌｅｏｐｈｉｌｉｃｇｒｏｕｐ
ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌｏｎＰＫＣ（Ｆｉｇ２）．

Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ６ＦｏｎＰＫＣｗａｓ
ｃｏｍｐａｒａｂｌｅｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｎＨＬ６０ｃｅｌｌｓ［１２］，ａｌｔｈｏｕｇｈ６Ｆｓｈｏｗｅｄ
ｍｕｃｈｍｏｒｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅⅡ［４］．
Ｉｔｗａｓｓｐｅｃｕｌａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆ６Ｆｏｎ
ＨＬ６０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐａｒｔｉａｌｌｙｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＰＫＣ
ａｃｔｉｖｉｔｙ．ＴｏｆｕｒｔｈｅｒｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆＰＫＣｓｉｇ

·４８· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００３ Ａｐｒ；１７（２）



Ｆｉｇ２． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｓｈｏｗｉｎｇｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ６ＦＰＫＣｃｏｍｐｌｅｘ．Ｏｎｌｙｔｈｅａｃｔｉｖｅｍｏｉｅｔｙα，βｍｅｔｈｙｌｅｎｅｃｙｃｌｏｐｅｎｔａｎｏｎｅｉｎ６Ｆｗａｓ
ｓｈｏｗｎｈｅｒｅ．Ｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｎｓｗｅｒｅａｔｔｒａｃｔｅｄｂｙｃａｒｂｏｎｙｌａｎｄｈｙｄｒｏｇｅｎｂｏｎｄｔｈａｔｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｈａｒｇｅｄｍｅｔｈｙｌｅｎｅ．Ｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｉｌｉｃｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈｎｕｃｌｅｏｐｈｉｌｉｃｇｒｏｕｐｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌｏｎＰＫＣｅｎｚｙｍｅａｎｄａｐｒｏｔｏｎｒｅｌｅａｓｅｄ．

ｎａｌｉｎｇｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨＬ６０
ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ６Ｆ，ｗｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ
ＰＭＡ，ａＰＫＣａｃｔｉｖａｔｏｒａｎｄｔｕｍｏｒｐｒｏｍｏｔｅｒ，ｏｎ
ＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｙ６Ｆ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｗａｓｐａｒｔｉａｌｌｙａｎｔａｇｏ
ｎｉｚｅｄｗｈｅｎＨＬ６０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ６Ｆｐｌｕｓ
ＰＭＡａｔ６５ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ．Ｌｏｎｇｔｅｒｍｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔ（ｕｐｔｏ１２ｈ）ｗｉｔｈＰＭＡｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＰＫＣ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎＨＬ６０ｃｅｌｌｓｐｒｅｃｅｄｅｄｂｙａｓｈｏｒｔｐｅｒｉ
ｏｄ（ｗｉｔｈｉｎ３０ｍｉｎ）ｏｆａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＰＫＣａｎｄｆｏｌ
ｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＨＬ６０ｃｅｌｌｓｔｏ
ｍｏｎｏｃｙｔｅｓａｎｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．Ｉｔｗａｓｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄＨＬ６０ｃｅｌｌｓｒｅｓｉｓｔｅｄｖａｒｉｏｕｓａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｓｔｉｍｕｌｉａｎｄｒａｐｉｄｌｙｕｎｄｅｒｇｏａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ａｔｔｈｅｅｎｄｓｔａｇｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［１３］．ＤＮＡｆｒａｇ
ｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆＰＭＡｉｎｔｈｉｓｃａｓｅ
ｍｉｇｈｔｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ＰＫＣａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＰＭＡ．Ｔｈｉｓｃｏｕｌｄａｌｓｏｅｘｐｌａｉｎ
ｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆＰＭＡａｇａｉｎｓｔｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆ
６ＦｏｎＨＬ６０ｃｅｌｌｓｓｉｎｃｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｃｅｌｌｓｅｘｈｉｂ
ｉｔｅｄｅｎｈａｎｃｅｄｎｉｔｒｏｂｌｕｅｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ（ＮＢＴ）ｒｅｄｕｃ
ｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ．Ｎｅｖｅｒｔｈｅｌｅｓｓ，Ｉｔ′ｓｎｏ
ｄｏｕｂｔｔｈａｔｔｈｅａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ６Ｆａｎｄ
ＰＭＡｉｓｏｒｉｇｉｎａｌｌｙｄｕｅｔｏｔｈｅｃｈａｎｇｉｎｇｏｆＰＫＣａｃ
ｔｉｖｉｔｙｓｉｎｃｅｔｈｅｅｎｚｙｍｅｓｅｒｖｅｓａｓｔｈｅｄｉｒｅｃｔｔａｒｇｅｔ
ｆｏｒ６ＦａｎｄＰＭＡ．Ｔｈｅｄｅｔａｉｌｅｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｂｙ
ｗｈｉｃｈＰＭＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓａｒｅｓｔｉｌｌｎｏｔｗｅｌｌ
ｄｅｆｉｎｅｄ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｓｅｖｅｒａｌｅｆｆｏｒｔｓｈａｖｅｂｅｅｎ
ｍａｄｅ．① ＰＭＡｓｔａｂｉｌｉｚｅｄｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍ
ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ，ｗｈｉｃｈｗａｓｄｉｓｔｕｒｂｅｄｃｏｍｍｏｎｌｙｉｎ
ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｃｅｓｓ［１４］．② ＰＭＡａｂｒｏｇａｔｅｄｃｙ
ｔｏｃｈｒｏｍｅＣｒｅｌｅａｓｅ，ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＩＡＰ（ｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ），ａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｔｈａｔｗｅｒｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｅｘｅｃｕｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓ［１５］．③ Ａｃｔｉｖａｔｅｄｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅｓｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｂｙＰＭＡｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｃｅｌｌｓ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ａｇａｉｎｓｔｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［１６］．ＴｈｉｓｐａｐｅｒｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔＤＮＡｆｒａｇ
ｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎＨＬ６０ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｏｍｐｏｕｎｄ６Ｆ
ｗａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＰＫＣｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ．Ｔｈｅｅｘ
ａｃｔｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｖｅｉｌｅｄｏｎｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆＰＭＡ
ｏｎＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆ６Ｆｒｅｍａｉｎｔｏｂｅｉｎ
ｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ．

Ａｃｋｎｏｗｌｅｄｇｍｅｎｔｓ ＷｅｔｈａｎｋＭｒｓ．ＷＡＮＧＭｅｉａｎｄ
Ｍｒ．ＸＵＭｅｉＹｉ（ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＣｅｎｔｅｒｏｆＧｕａｎｇｄｏｎｇＭｅｄｉｃａｌ
Ｃｏｌｌｅｇｅ）ｆｏｒｅｘｐｅｒｔｔｅｃｈｎｉｃａｌａｓｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｍｅａｓｕｒｉｎｇｔｈｅ
ｒａｄｉｏａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ３２Ｐｂｙｓｃｉｎｔｉｌｌａｔｉｏｎｃｏｕｎｔｅｒ．

４ ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ：

［１］ ＢｌｏｂｅＧＣ，ＯｂｅｉｄＬＭ，ＨａｎｎｕｎＹＡ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＣａｎｄｒｏｌｅｉｎｃａｎｃｅｒｂｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＭｅｔａｓｔａｓｉｓ
Ｒｅｖ，１９９４，１３（３－４）：４１１－４３１．

［２］ ＣｕｉＬ，ＬｉａｎｇＮＣ，ＣｈｅｎＺＤ，ＳｏｎｇＺＪ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎｔｈｅａｎｔｉ
ｃａｎｃｅｒｅｆｆｅｃｔａｎｄａｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＰｔｅｒｉｓｓｅｍｉｐｉｎｎａｔａ［Ｊ］．Ｊ
ＣｈｉｎＭｅｄＭａｔｅｒ（中药材），１９９６，１９（１）：２９－３２．

［３］ ＬｉＪＨ，ＬｉａｎｇＮＣ，ＭｏＬＥ，ＺｈａｎｇＸ，ＨｅＣＷ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｏｆｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｆｉｖｅｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｆｒｏｍＰｔｅｒｉｓｓｅｍｉｐｉｎｎａ
ｔａＬ．ｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｉｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｒｅ
ｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈａｒｍＳｉｎ（药学学报），１９９８，３３
（９）：６４１－６４４．

［４］ ＬｉＪＨ，ＬｉａｎｇＮＣ，ＭｏＬＥ，ＺｈａｎｇＸ，ＨｅＣＷ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｃ
ｔｉｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＰｔｅｒｉｓｓｅｍｉｐｉｎｎａｔａＬ．ｏｎＤＮＡ
ｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅｓａｎｄｔｙｒｏｓｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｃｍｙｃｉｎｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＣａｎｃｅｒＲｅｓ
（中国癌症研究），２００１，１３（２）：１０５－１０９．

［５］ ＢｒａｄｆｏｒｄＭＭ．Ａ ｒａｐｉｄａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｎ
ｔｉｔａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｇｒａｍｑｕａｎｔｉｔｉｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｕｔｉｌｉｚｉｎｇｔｈｅｐｒｉｎ
ｃｉｐｌｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｄｙｅｂｉｎｄｉｎｇ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍ，１９７６，７２：
２４８－２５４．

［６］ ＫｉｋｋａｗａＵ，ＴａｋａｉＹ，ＭｉｎａｋｕｃｈｉＲ，ＩｎｏｈａｒａＳ，Ｎｉｓｈｉｚｕｋａ

·５８·中国药理学与毒理学杂志 ２００３年４月；１７（２）



Ｙ．Ｃａｌｃｉｕｍａｃｔｉｖａｔｅｄ，ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅｆｒｏｍｒａｔｂｒａｉｎ．Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
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半边旗提取物６Ｆ抑制ＨＬ６０细胞蛋白激酶Ｃ活性

何承伟１，梁念慈２，莫丽儿３，李金华１，张 晓１

（广东医学院 １．生物化学与分子生物学研究所，２．广东省天然药物研究与开发实验室，
３．化学教研室，广东 湛江 ５２４０２３）

摘要：目的 探讨半边旗提取物 ６Ｆ的细胞毒作用
及诱导ＤＮＡ片段化与蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）信号转导途
径的关系，检测 ６Ｆ对 ＰＫＣ活性的影响。方法 受

试对象为ＨＬ６０细胞，超速离心法获得的胞液（可溶
部分）及颗粒（不可溶部分，包括细胞膜系统及胞核）

部分用作ＰＫＣ活性测定。经０．４ｇ·Ｌ－１磷脂酰丝氨
酸，０．０４ｇ·Ｌ－１甘油二油酸酯激动剂作用酶粗提物
后，用液体闪烁计数仪计数［γ３２Ｐ］ＡＴＰ参入外源底
物的量以测定 ＰＫＣ活性。ＭＴＴ法测定 ＨＬ６０细胞
的活力，二苯胺法测定 ６Ｆ诱导 ＤＮＡ片段化程度。
结果 在所测试的浓度范围内（０．５～３１２μｍｏｌ·
Ｌ－１），化合物 ６Ｆ显著抑制胞液及颗粒部分 ＰＫＣ活
性，最大抑制率达８８．６％，呈浓度依赖关系（胞液部
分 ｒ＝０．７８１，Ｐ＜０．０５，颗粒部分 ｒ＝０．９３１，Ｐ＜
０．０１）。６Ｆ诱导ＨＬ６０细胞ＤＮＡ片段化及对细胞的

毒性作用可被具有致癌作用的 ＰＫＣ激活剂肉豆蔻
酸酯（ＰＭＡ，浓度为 ６５ｎｍｏｌ·Ｌ－１）拮抗，抑制率分别
是３０％和４４％（Ｐ＜０．０１）。ＰＭＡ单独用使ＨＬ６０细
胞线粒体将ＭＴＴ还原为甲月赞的能力增强１４％（Ｐ＜
０．０１），即增强细胞活力。结论化合物６Ｆ是ＰＫＣ的
抑制剂。６Ｆ对ＨＬ６０细胞 ＤＮＡ片段化的诱导作用
及其细胞毒作用至少可部分归因于其对 ＰＫＣ活性
的抑制作用。

关键词：半边旗；蛋白激酶 Ｃ；ＤＮＡ片段化；细胞
毒作用

基金项目：国家自然科学基金项目（３９８７０９００）；广东省科
委重大科技攻关项目（９６２２００７００２）；广东省重点学科基金
（９３０６）

（本文编辑 乔 虹）
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