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[摘要 ] 　目的 　观察中药苦参的提取物苦参碱对口腔上皮癌 KB 细胞及其多药耐药细胞 KBv200 的凋亡诱导作用。

方法 　MTT法观察苦参碱对体外培养的 KB 及 KBv200 细胞存活率的影响。吖啶橙Π溴乙啶 (AOΠEB) 双荧光染色检

测二者细胞凋亡率。流式细胞术分析苦参碱对细胞周期的影响 ;扫描电镜观察苦参碱作用后的细胞形态学变化。

结果 　苦参碱质量浓度在 0150、1100、1150、2100 mgΠml 时 ,均有抑制 KB 及 KBv200 增殖的作用 ,双荧光染色及流式细

胞术提示苦参碱可诱导 KB 及 KBv200 细胞凋亡 ,使细胞生长停滞在 S 期 ;扫描电镜观察发现不同质量浓度的苦参

碱作用 24 h 后 ,细胞出现体积缩小、细胞质空泡化、细胞核碎裂等凋亡现象。结论 　苦参碱对 KB 及 KBv200 细胞有

增殖抑制作用 ,可诱导 KB 及 KBv200 细胞凋亡 ,其机制可能与其导致细胞 S期阻滞有关。
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[ Abstract ] 　Objective 　To investigate the induction of apoptosis on human oral epidermoid carcinoma KB cells and multidrug

resistant KBv200 cells by Matrine. Methods 　MTT assay was used to investigate the inhibition ability of Matrine on the cells in

vitro. Transmission electron microscope was used to observe the ultrastructure feature of cells after treated by Matrine. Acridine or2
ange (AO)ΠEthidium bromide ( EB) fluorescent staining and flow cytometry were used to observe apoptosis induced by Matrine.

Flow cytometry was applied to study the effects of the drug on cell cycles of the cells. Results 　When 0. 50 ,1. 00 ,1. 50 ,2. 00

mgΠml of Matrine was used , the vital rates of KB and KBv200 cells were decreased according to Matrine′s concentration. The IC50

concentrations of Matrine on KB and KBv200 cells were 1. 35 mgΠml and 1. 43 mgΠml individually. The results of AOΠEB fluores2
cent staining and flow cytometry showed that Matrine could induce apoptosis of two kinds of cells. While observed by transmission

electron microscope , there were more contraction of cells , condensation of nuclei , bubble of cytoplasm in both kinds of cells after

treated by Matrine. Matrine could stop the growth of KB and KBv200 cells at S period and restrain mitosis of cells. Conclusion 　

Matrine can inhibit the growth of KB and KBv200 cells by inducing apoptosis. The apoptosis effect is dose- dependent and it has

certain relation to the blocking of S period cells.
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　　苦参碱 (matrine)是苦参的主要有效成分 ,化学分

子式为 C25 H24 N20
1 。近年来发现苦参碱具有体外抗

肿瘤的作用 ,可抑制肿瘤细胞增殖和转移、促进凋亡、

诱导肿瘤细胞分化 2 。肿瘤多药耐药性 (multidrug re2
sistance , MDR)指肿瘤细胞对某种化疗药物产生耐药

性的同时 ,对其他结构无关、作用机理各异的药物也

产生交叉耐药性 ,是临床肿瘤化疗失败的重要原

因 3 。为明确苦参碱对 KB 细胞及MDR 细胞的作用 ,

本实验采用 MTT法、双荧光染色法、流式细胞术及透

射电镜 (transmission electron microscopy , TEM) 观察苦

参碱对人口腔上皮癌 KB 及其 MDR 细胞 KBv200 增

殖的作用 ,并探讨其机制。

1 　材料和方法

1. 1 　材料

1. 1. 1 　细胞株 　人口腔上皮癌 KB 及其MDR 细胞株
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KBv200(中国医学科学院药物研究所) 。KBv200 是经

诱变剂甲基磺酸乙酯刺激后 ,在培养液中加入质量浓

度递增的长春新碱得到的 MDR 细胞株 ,对长春新碱

的耐受程度为亲代细胞的 175 倍。

1. 1. 2 　药物、试剂及仪器 　苦参碱注射液 (广州明兴

制药厂) ; RPMI-1640 培养基 ( Gibco 公司 ,美国 ) 含

10 %小牛血清、青霉素 100 UΠml、链霉素 100μgΠml ;吖

啶橙 (acridine orange , AO) 、溴乙啶 (ethidium bromide ,

EB) 、MTT 3- (4 ,5-dimethylthiazol-2-yl) -2 ,5-diphenyltet2
razolium bromide 、RNA 酶均购自华美生物试剂公司 ;

CO2 培养箱 ( Hitachi 公司 ,日本) ;倒置显微镜 (Olym2
pus 公司 , 日本) ;荧光显微镜 (Olympus 公司 , 日本) ;

DG-3201 型酶标仪 (南京电子仪器厂) ; FACSTAR Cali2
bur 流式细胞仪 (Becton Dickinson 公司 ,美国) ;J EMX-

1200 型透射电镜 (日立公司 ,日本) 。

1. 2 　方法

1. 2. 1 　体外细胞培养 　用 RPMI-1640 培养基于

37 ℃、5 %CO2 环境下分别培养 KB 及 KBv200 细胞 ,

每日观察细胞生长情况。

1. 2. 2 　MTT 法检测细胞存活率 　取对数生长期的

KB 及 KBv200 细胞 ,0102 %EDTA 消化、计数 ,以 1 ×

10
5 个细胞Π毫升接种于培养板 ,24 h 后加入质量浓度

分别为 015、110、115、210 mgΠml 经生理盐水稀释的苦

参碱 ,对照组仅加生理盐水。孵育 24 h 每孔加入

20μl MTT溶液 ,4 h 后离心去培养液 ,每孔加二甲基

亚砜 150μl ,振荡 10 min ,在全自动酶标仪上选择波长

570 nm 测定吸光值 (A 值) 。全部实验重复 3 次 ,取

均值。根据 A 值计算各组细胞存活率 ( vital rate ,

VR) 。

细胞存活率 ( %) =
用药组 A 值

对照组 A 值
×100 %

4 。

1. 2. 3 　AOΠEB 双荧光染色检测细胞凋亡率 　AO、

EB 各 1 mg 分别溶于 10 ml PBS (pH 712) 中 ,配成

100μgΠml储备液 ,用前等量混合。细胞经以上 4 种浓

度的苦参碱及生理盐水 (对照组) 作用 24 h 后 ,分别

取细胞悬液 100μl ,加入 AOΠEB 混合染料 4 ml 混匀 ,

滴至载玻片上。荧光显微镜下观察 ,可见 4 种细胞形

态 :活细胞 (viable non-apoptotic cell , VAN) ,核染色质

着绿色并呈正常结构 ;早期凋亡细胞 (viable apoptotic

cell , VA) ,核着绿色呈团缩状或碎裂串珠状 ;非凋亡

的死亡细胞 ( non-viable non-apoptotic cell , NVNA) ,核

着红色并呈正常结构 ,即鬼影细胞 ;晚期凋亡细胞

(non-viable apoptotic cell , NVA) ,核着红色并呈团缩或

串珠状。高倍镜下计数 20 个视野 ,按下式计算细胞

凋亡率 5 ,共计数 3 次 ,结果取均值。

双荧光细胞凋亡率 ( %)

=
VA + NVA

VNA + NVNA + VA + NVA
×100 %

1. 2. 4 　流式细胞术测定细胞周期分布 　细胞经以

上 4 种质量浓度的苦参碱及生理盐水 (对照组) 作用

24 h 后 ,0102 % EDTA 消化、离心 ,冷 PBS洗 2 次 ,70 %

乙醇固定 24 h ,测定前离心去乙醇 , PBS 洗 2 次 ,加

100μgΠml RNA 酶 37 ℃消化 30 min。碘化丙锭 (pro2
pidium iodide , PI) 50μgΠml 染色 30 min ,经尼龙网过

滤 ,流式细胞仪测定。实验结果经计算机软件 ModFit

LT210 处理 ,计算出不同质量浓度苦参碱作用下的细

胞周期分布。

1. 2. 5 　TEM 观察细胞超微结构 　细胞经苦参碱作用

24 h 后 ,0102 %的 EDTA 消化 ,1 000 rΠmin 离心 5 min ,

PBS洗涤 , 重复 3 次 ,细胞团用 215 %戊二醛磷酸盐

缓冲液 (pH 714)固定 ,常规梯度脱水、包埋 ,制备超薄

切片 ,经醋酸双氧铀和铅染液双染后 ,J EMX-1200 透

射电镜下观察细胞超微结构。

1. 2. 6 　统计学分析 　VR 及凋亡率的比较采用χ2 检

验 ,细胞周期的比较采用构成比的χ2 检验。

2 　结果

2. 1 　细胞存活率

苦参碱作用 24 h 后 KB 及 KBv200 细胞 VR 见表

1。从表 1 可见不同质量浓度的苦参碱作用后 2 种细

胞的 VR 均降低 ,且随质量浓度的增加 VR 逐渐下降 ,

显示苦参碱对 2 种细胞均有增殖抑制作用 ,但同一质

量浓度苦参碱作用下 2 种细胞的 VR 无差别 ( P >

0105) 。
表 1 　不同质量浓度苦参碱作用 24 h 后 KB 及 KBv200

细胞 VR( %, �x ±s)

Tab 1 　Vital rates of KB and KBv200 cells treated by dif2
frent concentration matrine for 24 hours( %, �x ±s)

细胞株
VR

0. 50 mgΠml 　　1. 00 mgΠml 　　1. 50 mgΠml 　　2. 00 mgΠml

KB 92. 1 ±2. 5 76. 5 ±2. 1 59. 4 ±3. 7 32. 8 ±1. 8

KBv200 91. 7 ±1. 2 78. 9 ±1. 9 57. 6 ±2. 5 31. 5 ±1. 4

2. 2 　双荧光细胞凋亡率

不同质量浓度的苦参碱作用后 2 种细胞的凋亡

率见表 2。从表 2 可见与对照组 (0 mgΠml) 相比 ,2 种

细胞经不同质量浓度苦参碱作用后的凋亡率均有上

升 ,且有统计学意义 ( P < 0105) ;但同一质量浓度苦

参碱作用下 2 种细胞凋亡率间无明显差别 ( P >

0105) 。
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表 2 　苦参碱作用 24 h后双荧光细胞凋亡率( %)

Tab 2 　Apoptotic rate of cells induced by matrine for 24 h( %)

细胞株
苦参碱质量浓度 (mgΠml)

　0 　　 　0150 　　　1100 　　　1150 　　　2100

KB 　　0. 8 　12. 8 22. 3 27. 6 　　33. 4

KBv200 1. 1 14. 3 16. 7 25. 4 30. 2

2. 3 　细胞周期分布

不同质量浓度的苦参碱作用 24 h 后细胞周期变

化见表 3。从表 3 可见与对照组 (0 mgΠml) 相比 ,经苦

参碱作用后 S 期细胞比例均增高 , G2ΠM 期细胞比例

降低 ,其差异具有统计学意义 ( P < 0105) ,但同一质

量浓度苦参碱作用下 2 种细胞之间无显著性差异 ( P

> 0105) 。
表 3 　苦参碱作用 24 h后细胞周期变化( %)

Tab 3 　Apoptostic ratio and cell cycles of cells treated by

matrine for 24 h( %)

苦参碱质量
浓度 (mgΠml)

KB

G0ΠG1 　　 S 　　G2ΠM

KBv200

G0ΠG1 　　 S 　　G2ΠM

0 45. 89 　33. 72 20. 39 43. 27 　32. 84 23. 89

0. 50 44. 76 53. 03 2. 21 44. 51 53. 02 2. 47

1. 00 47. 85 52. 15 0 43. 34 56. 66 0

1. 50 46. 76 53. 24 0 46. 38 53. 62 0

2. 00 49. 75 50. 25 0 50. 37 49. 63 0

2. 4 　细胞超微结构变化

苦参碱与 2 种细胞作用 24 h 后 ,通过 TEM 观察

可见 KB 及 KBv200 细胞均出现一系列凋亡的形态学

变化。KB 细胞胞浆空泡样变性见图 1 ,核固缩及核

碎裂见图 2。这些变化随苦参碱质量浓度增大而明

显。

图 1 　2. 00 mgΠml 苦参碱作用 24 h 后 , KB 细胞胞浆空泡样变性

( � ) 　TEM　×5 000

Fig 1 　Cytoplasmic bubble degeneration after treated by 2100 mgΠml ma2

trine for 24 hours 　TEM　×5 000

图 2 　2. 00 mgΠml 苦参碱作用 24 h 后 , KB 细胞胞核染色质凝集

( � ) 　TEM　×5 000

Fig 2 　Chromatin condensation after treated by 2100 mgΠml matrine for 24

hours 　TEM　×5 000

3 　讨论

苦参类生物碱广泛存在于豆科槐属植物苦参、苦

豆子及广豆根中 ,主要包括苦参碱 (matrine) 及氧化苦

参碱 (oxymatrine) 等 ,均属于四环的喹嗪啶类 (quinoliz2
idine)化合物 ,在我国有丰富的资源。苦参碱具有抗

炎、抗肿瘤等多种药理作用 ,对肝癌、脑胶质瘤、白血

病细胞具有增殖抑制作用 6 ,7 。

肿瘤细胞的多药耐药性是指肿瘤一旦对某种化

疗药物产生耐药性 ,就同时对其他结构上无关、作用

机理各异的药物也产生交叉耐药性 ,是一种特殊的广

谱耐药现象 ,是临床化疗失败的重要原因 , KBv200 细

胞除了对长春新碱耐药以外 ,对紫杉醇、阿霉素、足叶

已甙、5-氟尿嘧啶等药物的耐药性分别是敏感细胞的

156、1415、5、211 倍 ,是典型的多药耐药细胞株8 。

本实验应用 MTT比色法观察苦参碱对人口腔上

皮癌 KB 及其多药耐药细胞株 KBv200 生长的影响 ,

发现苦参碱在 0150 mgΠml 以上时 ,对 KB 和 KBv200

细胞均有增殖抑制作用。抗肿瘤药物多可诱导肿瘤

细胞凋亡 ,形态上表现为染色体边聚、细胞膜皱缩、细

胞核固缩、核碎列成串珠状等。本实验应用吖啶橙Π
嗅乙啶 (AOΠEB) 双荧光染色和流式细胞术 2 种方法

检测苦参碱的凋亡诱导作用。AO 能透过细胞膜完整

的细胞 ,嵌入细胞核 DNA ,发出明亮的绿色荧光。EB

仅能透过细胞膜受损的细胞 ,嵌入细胞核 DNA ,发出

橙红色的荧光。所以双荧光染色时凋亡细胞的核染

色增强 ,荧光明亮 ,呈均匀一致的圆状或固缩状、团块

状结构。非凋亡细胞核呈现荧光深浅不一的结构。

本研究结果表明不同浓度的苦参碱均能促进 KB 及

KBv200 细胞发生凋亡 ,透射电镜结果也显示苦参碱

作用后 ,细胞出现染色质离散、胞质空泡样变等凋亡

改变。化疗药物诱导肿瘤细胞凋亡与细胞周期的阻
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滞密切相关 ,但药物对肿瘤细胞周期的影响较为复

杂 ,同一药物作用于不同的肿瘤细胞 ,可能产生不同

的结果 9 。有研究表明苦参碱可使细胞在 G1 期堆

积 ,抑制肿瘤细胞进入 S 期 10 。也有学者认为苦参

碱可使该细胞聚于 S 期 ,造成 S 期阻滞 11 。本实验

发现经苦参碱作用后 ,S 期细胞比例升高 , G2ΠM 期细

胞比例降低 ,说明细胞阻滞在 S 期。S 期为DNA 合成

期 ,S期阻滞说明细胞的 DNA 合成受阻 ,不能进入有

丝分裂期 ,最终导致生长抑制 ,肿瘤细胞死亡。

本实验证实苦参碱不仅对口腔上皮癌 KB 细胞

具有增殖抑制和凋亡诱导作用 ,而且对多药耐药

KBv200 细胞也具有同样的作用 ,提示苦参碱可克服

肿瘤的多药耐药现象 ,故有可能成为一种理想的中药

抗肿瘤制剂。
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赛特力多功能高强度发光二极管光固化灯 Mini LED

赛特力公司在 2003 年 IDS展会上首次推出了 Mini LED 全新第二代发光二极管高性能聚合灯 ,投入市场 2 年以来 ,以卓越的

性能受到牙医及牙椅厂商的欢迎。

在强大科研实力的支持下 ,赛特力公司不断完善 Mini LED 的功能 ,陆续推出新型产品 ,满足不同口腔治疗的需要。

Mini LED 光谱波长范围在 410～490 nm之间 , 如此宽的波长可固化市场上所有光固化树脂材料。

在光强度方面 ,普通光导棒 (直径 7. 5 mm)光强可达 1 250 mWΠcm2 (原光强为 1 100 mWΠcm2 ) 。加强型光导棒 (直径 5. 5 mm)光

强达 2 000 mWΠcm2 ,远远高于市场上同类 LED 产品 ,相当于等离子灯。如此高的光强度却不会提高牙髓的温度。特别推荐用于

正畸科快速粘接托槽及美容科用于牙齿漂白。

根据临床医生的需要 ,最新推出了 4 种新型光导棒 : ①直型单晶体光导棒 :直径 8. 5 mm , 光强达 1 300 mWΠcm2 ,零角度 ,热量

损失少 ,高光强 ,适用于漂白 ,已有诊所使用赛特力 Mini LED 进行漂白 ,并取得了良好的效果 ,欢迎来电索取临床研究报告。②乳

白色多纤维光导棒 :直径 7. 5 mm和 5. 5 mm两种 ,光导头成 45°角 ,光强 1 250 mWΠcm2 和 2 000 mWΠcm2 。此种光导棒设计独特 ,减

少光线分散 ,聚光效果好 ,集中能量进行深度照射 ,适用于固化厚于 4 mm 树脂材料 ,推荐用于操作距离较远者如后牙托槽、修复

体的固化等。③琥珀色光导棒 :直径 3. 5 mm ,光导头成 90°角 ,光强 1 100 mWΠcm2 。细小的光导头可照射到难于到达的地方和非

常小的表面 ,如进入根管。特别适用于舌侧树脂的固化及根管内充填材料的固化和儿童牙科。

赛特力发光二极管的另外一个优势是它根据临床需要提供的 3 种固化模式 : ①快速模式 :连续 10 s 持续最大光强照射 ; ②脉

冲模式 :12 s 间断提供最大光强照射 ; ③渐进模式 :光强渐进式照射 ,共 20 s ,前 10 s 光强逐渐增强 ,后 10 s 最大光强照射 ,又称“软

启动”照射。

与传统卤素灯泡不同之处还在于使用 Mini LED 在治疗过程中牙髓更安全 ,牙髓温度上升远远低于卤素灯泡。

无线台式充电型 Mini LED 采用高效锂电池 (无记忆功能) ,一次充电在全功率模式下可使用 300～350 次。如有备用电池 ,电

池可独立充电 ,两个半小时即可充满电。内置测光表 ,可检测电池容量是否足够。另有插电式及可与赛特力超声设备手柄接口

相连的光固化灯供选择。

更值得一提的是 Mini LED OEM 机装产品在 2004 年取得了全球销售名列前茅的业绩。越来越多的牙医生产商选用了 Mini

LED 光固化灯装备牙椅。

更详尽的产品信息请咨询 :010-64657011Π2Π3Π4 ,或发电子邮件 :info @cn. acteongroup. com ,网站 : www. cn. acteongroup. com ,法国

艾龙集团 (原法国赛特力-碧兰)北京办事处。
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