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Abstract:Objective　Toinvesti gatetheeffectsofPanaxnoto ginsengsa ponins ( PNS) onnuclearfactor κBand

tissuefactorinNB4cells. Methods　TheeffectsofPNSonTFmRNA, p65andI κBαexpressionwereevaluat 2
edb yRT 2PCRandWesternblottin g,res pectively. Results　PNSdown 2regulatedtheex pressionofTF 2mR2
NA.PNSinhibitedtheex pressionofIκBαandnuclear p65. Conclusion　PNScoulddown 2regulatetheex pres2
sionofTF 2mRNAb yinhibitionofNF κB pathwa y.
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摘　要 :目的 　通过核转录因子 NFκB 及其抑制因子 IκB 的表达探讨三七总甙 ( Panaxnoto ginseng

saponinsPNS )对 NB4细胞组织因子的调控机制。方法　用三七总甙处理 NB4细胞 ,分别于处理后 24h、

48h、72h、96h、120h 收获细胞 ,半定量逆转录 PCR检测 TF2mRNA 的表达 ;Western 蛋白印迹检测细胞内

NFκB的亚单位 p65 及 IκBα的蛋白 ,以及核蛋白 p65 的表达。结果　三七总甙处理 NB4细胞 24h,TF 2
mRNA表达开始下降 ,120h 完全抑制。Westernblot 显示三七总甙抑制细胞内 IκBα及核蛋白 p65 的表

达。结论　三七总甙抑制组织因子的表达 ,可能是通过抑制 NFκB的活化起作用。
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0　引言

急性早幼粒细胞白血病 ( acute prom yelocytic

leuke2mia,APL )是一种有严重出血倾向的白血病 ,

APL 细胞表面异常表达组织因子 ( Tissuefactor,

TF) ,是导致凝血活性增高 ,引起弥散性血管内凝血

(DIC)的主要因素 ,但组织因子表达的调控机制并

不清楚 ,本研究用三七总甙 (( Panaxnoto ginseng

saponins,PNS )处理 APL 细胞株 NB4 细胞 ,通过检

测核转录因子 NFκB及其抑制物 IκBα的表达 ,探讨

三七总甙降低 NB4细胞组织因子表达的作用机制。

1　材料与方法

1.1 　主要药物及试剂　三七总甙购自云植药业 ,用

不含血清的 RPMI1640 培养液配成工作液浓度。

TRIzolRNA 提取试剂盒购自 Gibco公司 ,组织因子

引物由华美生物工程公司合成 ,随机引物及 M-

MLV 逆转录酶购自 Promega公司 ,Ta qDNA聚合酶

购自华美生物工程公司。p65 单抗及 IκBα多抗购

自 SantaCruz 公司。

1.2 　细胞培养　NB4细胞培养于含 10%灭活胎牛

血清 ( GibcoBRL) ,青霉素 100U/ml 及链霉素 100U/

ml的 RPMI1640培养液中 ,于 5%CO 2 , 饱和湿度为

100%,37 ℃培养箱中悬浮培养 ,每 2～3天传代 1次。

三七总甙 200μg/ml 作用于对数生长期细胞。

1.3 　组织因子 mRNA 测定　收获经 200μg/mlPNS

作用 0h、24h、48h、72h、96h、120h 的 NB4 细胞 ,Trl 2
zol一步法提取细胞总 RNA, 电泳鉴定 RNA 质量并

用紫外分光光度计 ( TU21800, 北京通用)定量。逆

转录后 ,PCR 扩增 , 引物设计与扩增参照文献[1] 。

TF上游引物 (5752594bp) :5’2GAAGGAACAACA

CTTTCCTA 23’,下游引物 ( 7882765bp ) :5 ’2GG

GCTGTCTGTACTCTTCCGGTTA 23’,扩增条

件为 94℃,30s;60 ℃,30s;72 ℃,45s;35 个循环 ,

72℃延伸 10min, 扩增片段长度 213bp。15g/L 的琼

脂糖凝胶电泳 (含 EB5μg/ml ) ,90v,40min, 在紫外

线灯下观察结果 ,读胶仪 (AlphaIma geTM 1220&

documentationAnal ysisS ystem,Al phaInnotecCor 2
poration,USA )扫描定量 ,以 TF/GAPDH 的比值代

表 TFmRNA 的表达丰度。

1.4 　蛋白提取 　收获经 200μg/mlPNS 作用 0h、

24h、48h、72h、96h 的 NB4 细胞 5 ×106 ,参照 An2
drews [2]方法提取蛋白 ,细胞悬于低渗液 ,4 ℃孵育
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20min, 2000 ×g 离心 10min, 吸取上清液 ,上清液

12000 ×g 再离心后 -20 ℃保存 ,测细胞浆蛋白。

重悬细胞核于高渗液 ,4℃孵育 30min, 12000 ×g离

心 10min, 上清液 -70 ℃保存 ,检测核蛋白。

1.5 　Westernblot 检测 (参照《分子克隆》实验指南) ,

考马斯亮兰法进行蛋白定量 ,上样 60μg,以 10%分离

胶 ,5%浓缩胶进行 SDS-PAGE 电泳 ,然后在半干式

电转槽转移至 PVDF膜 ,5%脱脂奶粉封闭液封闭 1h,

分别用 p65单抗及 IκBα多抗 (1∶500稀释)反应过夜 ,

0.05% Tween2PBS洗 3遍 ,辣根过氧化酶标记的二抗

(1∶500稀释)室温结合 1h,再用 DAB显色试剂盒显

色 10min,结果用扫描仪扫描。

2　结果

2.1 　三七总甙可下调组织因子 TFmRNA 的表达

PCR产物可见 374bp ( GAPDH) ,213b p ( TF)条

带。对照组 ( PNS 处理 NB4 细胞 0h) TFmRNA 与

内参照比值为 40.8% , 经 200μg/mlPNS 处理的

NB4细胞 ,24 小时比值降至14.9% ,120 小时被完

全抑制。PNS在 mRNA 水平下调组织因子的表达 ,

见图 1。

图 1　组织因子 TFmRNA的表达

M为 Marker,213b p为 TFmRNA,374b p为内参照

GAPDHmRNA

2.2 　细胞浆 NFκB及其抑制物 IκBα的表达　三七

总甙 200μg/ml 处理的 NB4 细胞 ,24 小时表达下

降 ,96小时后几乎测不出。细胞内的 NFκB的亚单

位 p65 表达无显著影响 ,见图 2。

图 2　WesternblotA 图为三七总甙 200μg/ml 处理的 NB4

细胞 IκBα蛋白表达 ,24 小时表达下降 ,96 小时完全抑制。

B图为细胞内 p65 表达 ,显示用药后 p65 表达有增加趋势

2.3 　核转录因子 NFκB在细胞核内的变化见图

western 蛋白印迹显示 ,三七总甙 200μg/ml 处

理的 NB4细胞 ,随用药时间延长 ,p65 蛋白表达减

少。

图 3　Westernblot 三七总甙 200μg/ml 处理的 NB4细胞 ,

细胞核内 p65 表达

3　讨论

以往的研究证实[3,4] ,NB4 细胞的促凝活性是

由细胞表面组织因子决定的 ,组织因子与血浆中的

FVII 结合 ,共同激活 FX, 由此进入外源性凝血途

径 ,促进血液凝固。本实验用三七总甙作用于 NB4

细胞 ,检测其对组织因子 mRNA 的影响 ,显示三七

总甙显著抑制 TFmRNA 的表达。表明三七总甙通

过抑制 TFmRNA 的转录 ,减少了组织因子的合成

释放。

NFκB是一种核转录因子 ,存在于多种细胞 ,参

与炎症、免疫、细胞增殖和凋亡等多种基因调控及早

期反应基因的表达[5] 。在静止细胞内 ,NFκB 与其

抑制物 IκB相结合存在于细胞浆中 ,当细胞受到外

界因素刺激时 ,IκBα磷酸化 ,进一步降解 ,NFκB 就

被释放 ,激活 ,从胞浆进入核内 ,与基因启动子上的

κB序列特异性结合 ,启动有关基因的表达与调控。

研究证实[6]组织因子 TF基因的 5’上游调控区中存

在 NFκB的结合位点 ,血管内皮细胞及单核细胞的

TF基因受 NFκB启动和调控。

本实验用 Westernblot 方法检测 NFκB 的亚单

位 p65 及抑制物 IκBα的表达 ,结果显示 NB4 细胞

在未经处理时 ,细胞核内 NFκB的表达较高 ,三七总

甙作用 NB4 细胞 24 小时后 ,IκBα的表达即明显下

降 ,在 96小时几乎检测不到。细胞核内 p65 的表达

也有显著变化 ,随作用时间延长 ,表达逐渐下降 ,但

细胞浆内的 p65 蛋白则有增加趋势。结果显示 ,三

七总甙并不是通过减少细胞内 NFκB 而起作用 ,而

是通过抑制 IκBα的降解 ,抑制了 NFκB 的核易位 ,

减少了核转录因子κB的活化 ,作为组织因子的上游

调控因子 ,进而阻止了组织因子基因表达的启动 ,降

低 TFmRNA 的水平 ,减少组织因子的合成释放 ,发

挥抗凝作用。

三七是活血止血的代表药 ,三七总甙是从中药

三七中提取的有效成分 ,本实验从信号转导途径探

讨其抗凝机制 ,有助于寻找新的抗凝药物及控制
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DIC 的方法。
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0　引言

肺癌是严重危害人们身体健康的常

见恶性肿瘤 ,目前在国内许多城市已成

为居民死亡的首要原因 ,为探讨农村地

区肺癌发病状况 ,我们对江苏省扬中市

1991～2000 年肺癌发病资料进行了分

析。

1　资料与方法

1.1 　资料来源　资料来源于扬中市肿

瘤防治研究所发病登记报告系统。全部

病例按 ICD29 分类 ,经核实后采用 ,错

报、漏报率 <5%, 死亡报告补发病登记

数 <10% 。人口资料由统计局提供 ,按

1982 年全国人口构成进行标化。

1.2 　统计分析　应用 EPI6、EXCEL等

软件建库、分析 ,数据均经两次录入 ,核

对无误后采用。地区聚集性检验采用

Poisson分布配合适度χ2 检验 ,χ2 =Σ

(O-T ) 2/T 。

2　结果

2.1 　基本情况　10 年间全市新发恶性

肿瘤 9925 人 , 其中肺癌 474 例 , 占

4.93% ,标化发病率为17.16 /10 万 ,位

居恶性肿瘤发病谱第 4位。

2.2 　性别分布　男性发病率高于女性 ,

前 5 年男女性标化发病率为18.30 /10

万、3.36 /10 万 ,男女性别比5.45 ∶1。后

5年男女性标化发病率为18.43 /10 万 ,

女性6.55 /10 万 ,男女性别比2.81 ∶1。

2.3 　年龄分布　扬中市 1991～2000 年

肺癌发病年龄呈明显的偏态分布 ,平均

发病年龄63.5岁 ,70～75岁达其峰值。

2.4 　时间趋势　1991～1995 肺癌标化

发病率为10.20 /10 万 ,1996～2000 年标

化发病率为13.49 /10 万。前后 5 年发

病率比较 ,发病率上升明显。

2.5 　地区聚集性　据资料分析 10年发

病率数据 ,以平均发病率为理论标准 ,进

行 Poisson分布配合适度χ2 检验 ,χ2 =

18.66 ,自由度ν=11-2=9, P < 0.05 ,

实际分布与理论分布间差异具有统计学
意义 ,说明扬中市肺癌还呈现明显的地
区聚集性 ,油坊镇、三跃镇发病率较高 ,

而新坝、三茅镇较低。

3　讨论

肺癌是一种发病率与死亡率都很高

的恶性肿瘤 , 与其它地区相比 ,扬中市

肺癌发病特点为男性发病率相对较高 ,

女性发病率上升明显 ,后 5 年较前 5 年

增长了约 1倍 ,提示女性是扬中市肺癌

防治工作中一个不容忽视的重要群体。

扬中是我国恶性肿瘤高发地区之

一。近年来 ,该市经济发展迅速 ,为全国

农村综合实力百强县 (市)之一。但环境

污染治理滞后 ,人群吸烟率及被动吸烟

率上升 ,这可能是该地区居民肺癌发病

率增加的一个主要原因。同时扬中市农

村妇女仍是家务劳动的主力 ,做饭以柴

草灶、煤炉为主。居民烹调用油量显著

增加 ,油烟污染较重。这也可能是女性

肺癌发病率上升的另一原因。此外 ,扬

中市居民肺癌发病率存在地区聚集性 ,

各镇发病率存在差异 ,可能与不同地区

存在的环境污染种类、污染程度不一致 ,

或者是居民遗传易感性存在差异有关 ,

发病原因尚待进一步研究。

总之 ,肺癌已成为扬中市一个重要

的公共卫生问题 ,特别是女性肺癌值得

引起重视。积极开展其病因学研究 ,制

定有针对性的高危人群预防策略和措

施 ,对指导人群预防实践 ,降低发病率和

死亡率具有重大的现实意义。
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