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【摘+ 要】目的：研究槲皮素对人白血病细胞株 P(’$ 增殖抑
制和诱导凋亡作用, 方法：四氮甲唑蓝（I--）观察细胞的生
长状况，应用彗星分析法、-NZ1Q 技术和流式细胞仪检测细
胞凋亡, 结果：槲皮素在（! a 0）] !" \( 27/ ^ Q 浓度范围内能
明显抑制 P(’$ 细胞的增殖，并具有时间和浓度依赖性，0 ]
!" \( 27/ ^ Q槲皮素作用 %$ 6的 P(’$ 细胞株 #值最低；彗星分
析法显示经槲皮素作用的 P(’$ 细胞出现长的彗尾条带；原位
细胞凋亡可见细胞变小，核固缩为一个或多个染色质团块；流

式细胞仪检测细胞凋亡主要发生在 S! ^ _期, 结论：槲皮素在
体外一定浓度范围内能抑制 P(’$ 细胞增殖，诱导凋亡,

【关键词】槲皮素；P(’$ 细胞；凋亡
【中图号】T%))+ + +【文献标识码】F

IJ 引言
槲皮素（!，)，*，(，%#五羟基黄酮，‘U.=;.A49）是自

然界分布最广的生物类黄酮化合物，糖基化形式包括

芸香碱和槲皮苷，广泛存在于植物中［!］, 槲皮素具有
多种生理活性，如抗炎、抗过敏、抗病毒、抗氧化、降血

压等，在防治慢性退行性疾病过程中可能发挥了重要

作用［$］, 最近的研究表明，槲皮素一方面可以诱导多
种肿瘤细胞凋亡，另一方面可以阻止一些非肿瘤细胞

凋亡的发生［) \ *］, 我们旨在研究槲皮素在体外对人
慢性粒细胞白血病细胞 P(’$ 的诱导凋亡作用，为其
应用于临床提供理论依据,

KJ 材料和方法
K, KJ 材料J 人慢性粒细胞白血病细胞株 P(’$ 由中
国医学科学院血液病研究所惠赠, 槲皮素（_4>23 公
司）；二甲基亚砜溶解（浓度小于 $(" 2> ^ Q），\ $"b
保存备用；四氮甲唑蓝（I--，_4>23 公司）；TYIc
!’*" 培养液（S4R;7 公司）；原位细胞凋亡检测试剂
盒（产品编号 IP!"$$，华美公司），\ $"b冷冻保存；
其余试剂均为国产分析纯试剂,
K, $J 方法
!, $, ! + 细胞培养 + 将 P(’$ 细胞悬浮培养在 TYIc
!’*" 培养液中（含 !"" 2Q ^ Q 加热灭活胎牛血清、!
227/ ^ Q谷氨酰胺、! 227/ ^ Q 丙酮酸钠，青霉素、链霉
素各 !" ] !"( N ^ Q），培养条件为 (" 2Q ^ Q JC$，)%b
饱和湿度，) a ( G换液 ! 次, 取对数生长期细胞进行
实验,
!, $, $+ I--法检测槲皮素对 P(’$ 细胞增殖的影响
+ 调细胞密度至 ( ] !"% ^ Q，接种于 &’ 孔板，每孔 $""
!Q，然后分别加入 "，! ] !" \(，$ ] !" \(，* ] !" \(，0
] !" \( 27/ ^ Q 的槲皮素 $"" !Q，每个浓度设 ’ 个复
孔, 将培养板置于含 (" 2Q ^ Q JC$ 及 )%b饱和湿度
的培养箱内培养, 分别于 $*，*0，%$ 6 将培养板从
培养箱中取出，加入新配制的 ! > ^ Q I-- (" !Q，混
匀，在相同条件下继续培养 * 6后，!""" = ^ 249离心 (
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!"#，弃上清，每孔加 $%&’ ()) !*，震荡 +) !"#，使
%,,还原产物完全溶解- 用酶联免疫检测仪测定
!./) #!值- 按如下公式计算抑制率：抑制率（0）1
（!对照 2 !实验）3 !对照 4 +))0 -
+- (- 56 彗星分析法检测槲皮素对 7.8( 细胞 $9:的
损伤6 根据 %,,实验结果选择槲皮素合适的作用浓
度与作用时间，将槲皮素作用后的细胞稀释成 . 4
+)/ 3 *，与 +) ; 3 *低熔点琼脂糖混合后铺胶质板，将
胶板在裂解液（<= +(- > ? +5- )）裂解 .) !"#，漂洗后
进行电泳（() !"#），用 @A 染色后在荧光显微镜下可
见 $9:断片形成的特征性“彗星”图像- 另设一对照
组，为无槲皮素作用的 7.8( 细胞- 然后对胶片内的
细胞图像依次采图，每个实验点各采集 .) 幅图像，并
对所采集的图像进行图像分析（ *BC"D E FGHI"J#
K- 8+）- 测定彗尾部 $9: 含量，判定细胞 $9: 损伤
情况-
+- (- K 6 原位细胞凋亡检测 6 将实验组与对照组
7.8( 细胞涂片，用 K) ; 3 *多聚甲醛 @L& 液室温固定
+. !"#，将涂片置于 5) ; 3 * =(’( 5) !"#，以阻断内源
性辣根过氧化物酶- 涂片浸泡在 ( 4 &&M >)N ()
!"#，@L&洗 ( 次，胰蛋白酶消化 () !"#- ,O,缓冲液
孵育 +) !"#，,O,反应液 5/N孵育 + P- 涂片浸泡在
( 4 &&M溶液 +) !"#，以终止反应- 过氧化物酶标记
链霉亲和素孵育 5) !"#，@L&洗 ( 次- $:L显色 . ?
+) !"#，苏木精复染 5 ?. !"#，常规脱水、透明和封片-
+- (- .6 流式细胞仪法（QM% 法）检测细胞凋亡 6 将
实验组与对照组悬浮细胞于离心管中制成单细胞悬

液，+))) H 3 !"#离心 . !"#，弃上清，用 @L& 缓冲液洗
涤 + 次- 将细胞重悬于 @L& 液中，调整密度为 + 4
+)R 3 *- 用 K)) 目筛网过滤两次- 制备的单细胞悬液
用 /)) !* 3 *乙醇固定，KN保存过夜，离心弃上清，
加 ()) !* S9DIG: 于 5/N水浴 5) !"#，再加入染色
液 8)) !; 3 * 碘化丙啶 .)) !* 混匀，置室温下 5)
!"#- Q:M MDTUBH流式细胞仪测定荧光强度，激发波
长 K>> #!，用 MGTT VBGIW 及 %JOX"W 软件分析细胞周
期，确定细胞周期分布- 细胞凋亡率 1［凋亡细胞数 3
（凋亡细胞数 Y未凋亡细胞数）］4 +))0 -
统计学处理：结果均以 " # $ 表示，采用 &@&&

++- . 统计分析软件进行方差分析及 % 检验，& Z )- ).
有统计学意义-

!" 结果
!# $" 槲皮素对 %&’! 细胞增殖抑制作用" 槲皮素在
（+ ? >）4 +) 2. !JT 3 * 浓度范围内能明显抑制 7.8(
细胞的增殖，并具有时间和浓度依赖性（& Z )- )+），

> 4 +) 2. !JT 3 * 槲皮素作用 /( P 的 7.8( 细胞株
!./) #!值最低（表 +）-

表 +6 槲皮素对 7.8( 细胞生长抑制作用 （’ 1 8，" # $）

槲皮素浓度

（4+) 2 .!JT 3 *）

(K P

!./) #!
抑制率

（0）

K> P

!./) #!
抑制率

（0）

/( P

!./) #!
抑制率

（0）

) )- /K [ )- )K +- (. [ )- )5 +- K> [ )- )(

+ )- 8> [ )- )(U >- + )- /5 [ )- )8U K+- 8 )- // [ )- )KU K>- )

( )- .K [ )- )5U (/- ) )- .. [ )- )KU .8- ) )- .> [ )- )(U 8)- >

K )- K+ [ )- ).U KK- 8 )- K( [ )- )+U 88- K )- K+ [ )- )(U /(- 5

> )- 5( [ )- )5U .8- > )- 55 [ )- )(U /5- 8 )- (R [ )- )(U >)- K

U& Z )- )+ ($ ) !JT 3 *-

!# !" 彗星分析法测定 %&’! 细胞 ()* 损伤 " 根据
%,,实验结果，选择 > 4 +) 2. !JT 3 *的槲皮素作用于
7.8( 细胞 /( P 后，与对照组细胞一起行彗星分析-
图 +:，L反映了实验测定的彗星分析图像- 对照组
7.8( 细胞彗尾印迹短浅，细胞形状基本对称- 而实
验组 7.8( 细胞拖有很长的彗尾，且彗尾密度远高于
对照组 7.8( 细胞- 两组细胞彗尾内损伤 $9: 含量
分别为 K- 5K [ )- (5（对照组）和 +>- >/ [ )- ./（实验
组，& Z )- )+），表明一定浓度槲皮素作用的 7.8( 细
胞可以发生凋亡-

:：对照组；L：> 4 +) 2. !JT 3 *槲皮素作用 /( P后 7.8( 细胞-

图 +6 慧星分析检测结果

!- +" 原位细胞凋亡检测" > 4 +) 2. !JT 3 * 的槲皮素
作用于 7.8( 细胞株 /( P后的形态发生明显改变，与
对照组相比细胞变小，核固缩为一个或多个染色质团

块；而对照组无细胞凋亡，生存良好，未见核明显固缩

（图 (:，L）-
!- ," 流式细胞仪检测" > 4 +) 2. !JT 3 * 槲皮素作用
于 7.8( 细胞株 /( P 后 E+ 期细胞增加，& 期细胞减
少，E+ 3 E( 比例增大，出现低于 E+ 期 $9: 含量的亚
二倍体凋亡峰，凋亡率为 (/- +)0，而对照组细胞株
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细胞周期正常（图 !"，#）$

"：对照组；#：% & ’( )* +,- . /的槲皮素作用于 0*12 细胞株 32 4$

图 25 原位细胞凋亡检测结果5 6789/ & :((

"：对照组；#：% & ’( )* +,- . /的槲皮素作用于 0*12 细胞株 32 4$

图 !5 流式细胞仪检测结果

!" 讨论
细胞凋亡是一个基因调节的主动过程，是调节体

内细胞数量的生理机制［*］$ 肿瘤的发生发展与细胞
凋亡有关，随着对白血病细胞凋亡基因调控的研究，

已经证明多种化疗药物是通过诱导其凋亡而发挥作

用［1 ) 3］，而从天然药物中寻找高效、低毒的抗肿瘤药

物是当前的研究热点之一$ 含砷中药诱导急性早幼
粒细胞白血病细胞凋亡的成功［% ) ;］，更是激发了对祖

国传统药物研究的热潮$
槲皮素是具有多种生物学活性的黄酮类化合物，

临床上用于慢性支气管炎、冠心病及高血压的辅助治

疗$ 国外大量研究表明，槲皮素能够诱导结肠癌、肝
癌、胃癌、卵巢癌、膀胱癌、乳腺癌等多种肿瘤细胞的

凋亡［’(］，其诱导肿瘤细胞凋亡的机制众说纷纭：可能

与其干扰某些酶的活性有关，如抑制酪氨酸激酶、蛋

白酶 <，=">? 磷酸二酯酶，增加 =">? 水平；其次，
诱发抗凋亡基因 @=-A2 蛋白发生降解；此外还可以抑
制肿瘤血管的生成和转移［’’ ) ’2］$ 为进一步扩大其临
床应用范围，我们选取人白血病细胞株 0*12 进行
研究$
5 5 实验结果表明，经槲皮素处理后，0*12 细胞出现
增殖抑制，其作用强度与药物浓度及作用时间呈依赖

关系，% & ’( )* +,- . / 槲皮素作用 32 4 的 0*12 细胞
株 !*3( B+值最低；彗星分析检测、原位细胞凋亡检测

及流式细胞仪检测确认槲皮素对人白血病细胞 0*12
有诱导凋亡作用，且凋亡主要发生在 C’ . D期$
我们通过初步研究显示槲皮素对人白血病 0*12

细胞株具有增殖抑制和诱导凋亡作用，其机制有待深

入研究$ 我们的实验为临床应用槲皮素治疗白血病
提供了一定的理论依据，对开发祖国传统药物，实现

中药现代化具有一定的实用价值与指导意义$
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"# 资料和方法
1" 1R 资料R .//1:/T W .//K:/K 在我院妇科收治入院并确诊为
异位妊娠患者 22 例，并具备用药条件：生命体征稳定，无腹腔
内急性出血的体征，’超证实子宫腔内无妊娠囊，附件区异位
妊娠包块最大直径一般控制在!0 *-；肝肾及凝血功能均正
常，外周血白细胞 X K Y 1/Q W I，血 !:MHZ [ 2 Y 1/T \8 W I［1］" 随
机分为 ]，’ 两组，] 组 T. 例，’ 组 TK 例，两组年龄、孕龄、治
疗前 !:MHZ量及附件区包块大小均无显著差异（表 1）"

表 1R 治疗前两组患者临床资料比较 （!，" # $）

组别 ! 年龄 W岁 孕龄 W A
!:MHZ W

（ \8 W I）

附件区包块

最大直径 W *-

] T. .Q" T ^ Q" . 01" 0 ^ 1/" .J S/0" 2Q ^ STT" KJ 0" .. ^ 1" S0

（./ _ K/） （T/ _ S0） （102 _ K.TQ）（1" 0 _ S" T）

’ TK T1" 0 ^ K" 0 KQ" S ^ S" .J QT1" JK ^ Q21" 0S ." JK ^ 1" .K

（.1 _ K1） （TS _ S.） （102 _ T2.T）（1" 1 _ 0" K）

1" .R 方法R ]组用 9;‘ S0 -@加生理盐水 ./ -I静注 1 次；
’组用 9;‘ ./ -@肌肉注射，连续 0 A，共 1// -@，两组均不用
甲酸四氢叶酸解毒" 两组在治疗期间隔日或 . 次 W DG 测 !:
MHZ值，必要时复查 ’超" 如出现出血征象及时手术，并定时
测定血象、肝肾功能，记录 9;‘ 的副反应" 治疗成功标准为
接受 9;‘治疗后症状缓解，无腹痛及阴道出血，血清 !:MHZ
逐渐下降至正常，下降幅度"10a，妊娠包块缩小至消失［1］"
治疗过程中如发生腹痛加剧，治疗 . DG 后血 !:MHZ 下降幅
度 [ 10a或增高，盆腔包块未缩小或增大，出现手术适应症予
以剖腹探查者为治疗失败" 采用 %检验进行统计学处理"

$# 结果R "]组有 .2 例治疗成功，成功率 J1a，2 例改为手

术治疗，’组 T. 例成功，成功率 QKa，. 例改为手术治疗，两
组间成功率比较差异无显著性" #治疗成功患者的血 !:MHZ
下降至正常的平均天数：] 组 11" ST（K _ T1）A；’ 组 10" TK
（K _ T2）A，经比较两组无显著性差异" 其中，在血 !:MHZ 降
至正常的时间!1KA 的患者中，] 组 .. 例（J0a），’ 组 1Q 例
（0Qa）" 在血 !:MHZ降至正常的时间"10 A 的患者中，] 组
K 例（10a），’ 组 1. 例（K1a），两组比较差异显著（& [
/" /0）"两组分别有 1S 例在用药后出现可忍受的间歇性腹痛，
持续 . _ T A后疼痛减轻或消失" $在治疗失败的 J 例中，]
组（2 例）孕龄为 KT _ 0J A，血 !:MHZ为 0SK _ 12S. \8 W I，附件
包块最大直径为 ." S _ 0" T *-" ’组（. 例）分别为 0K _ S/ A，
SKQ _ .10Q \8 W I，." J _ 2" / *-" 患者多因治疗期间出现腹痛
加剧、腹腔内出血、继发感染或附件包块明显增大等情况改为

手术治疗" %在接受 9;‘ 治疗后 K _ 1K A，] 组有 S 例
（..a），’组 J 例（.Ka）有一过性血清丙氨酸转氨酶（]I;）
和天冬氨酸转氨酶（]4;）升高，升高幅度为 Q _ .2/ 8 W I，两组
]I;和 ]4;升高的例数比较差异无显著意义，经过 0 _ S A护
肝治疗后恢复正常" 两组分别有 . 例出现轻度恶心反应，持
续 T _ K A后自然缓解" ’ 组有 1 例发生口腔溃疡、白细胞偏
低和血尿素氮偏高，经处理后好转" 副反应发生与体质量无
明显关系"

%# 讨论R "治疗方案机制：9;‘ 是一种抗代谢类药物，滋养
细胞对其高度敏感，它可使绒毛变形坏死，以防止绒毛继续生

长穿破输卵管壁引起出血，治疗成功率高，方法简便易行，对

要求生育者保留了生育功能，成功率大致为 S2a _ QTa［.］"
#9;‘治疗适应征：提高9;‘治疗异位妊娠成功率关键在于
严格筛选早期病例" 孕龄长短、包块大小、血 !:MHZ值的高低
及腹痛程度是判断异位妊娠是否破裂及是否适合药物治疗的

指标，其中以 !:MHZ最重要" 血 !:MHZ 滴度升高，药物治疗
失败率增加，但 !:MHZ 低值时也有保守治疗失败的可能，临
床应根据全身情况综合分析" 我们的结果表明，两种方法均
是治疗异位妊娠的有效剂量" 用药后血药浓度均能迅速达到
较高水平，表现为 !:MHZ 迅速降至正常" 但 9;‘ ./ -@，0 A
肌注法治疗者的血 !:MHZ降至正常所需时间偏长，同时也增
加了患者住院天数"
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