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0　引言

化疗药物的耐药[ 1 ]及其毒副作用一直是大肠癌

治疗的两大难题 ,因此在植物中寻找有效且副作用

小的抗肿瘤药物已成为国内外重要的研究课题。研

究表明 ,丹皮酚 ( Paeonol ,Pae)具有一定的抗肿瘤活

性 ,灌胃给药有抗小鼠肝肿瘤作用[ 2 ]。我们已报道

Pae在体外能显著抑制人大肠癌 H T229 细胞的增

殖[ 3 ]。为进一步探索这种抑制作用的可能机制 ,我

们进行了以下研究 ,为 Pae 的临床应用提供理论和

实验依据。

1　材料与方法

1 . 1　细胞培养

常规培养 H T229细胞 ,取对数生长期细胞用于

实验。细胞分为实验组和对照组 ,其中实验组分别

加入不同浓度的 Pae溶液 (分别为15 . 63mg/ L、62 . 5

mg/ L、250mg/ L) ,对照组加入等量培养液。

1 . 2　Pae诱导细胞凋亡的研究

1 . 2 . 1 　倒置显微镜下观察 　常规培养瓶内培养

H T229 细胞 ,倒置显微镜下连续性动态观察细胞生

长情况。

1 . 2 . 2 　TUN EL 法检测细胞凋亡 　细胞接种于置

有盖玻片的 6孔培养板中 ,贴壁后分为实验组和对

照组 , 48h后取出盖玻片 ,按 TUN EL 试剂盒说明

进行处理。光镜下观测 ,胞核染色呈棕褐色被判为

凋亡细胞 ,随机选取 5 个高倍镜 ( ×200)视野 ,每个

视野计数 200个细胞 ,凋亡指数 ( A I) = 凋亡细胞

数/总细胞数×100 %。

1 . 2 . 3 　流式细胞仪检测细胞周期 　消化收集各实

验组及对照组培养 48h的细胞 ,离心、漂洗、过滤、固

定 ,加入 RNase及 PI染色 ,上机检测。

1 . 3　凋亡相关基因 bcl22、bax的检测

细胞接种及分组同 TUN EL 法 ,48h后漂洗、固

定 ,滴加一抗 ( bcl22、bax抗体) ,以 PBS代替一抗作

为阴性对照 ,余步骤按 SP 试剂盒操作说明进行。

每张玻片在 40×10高倍显微镜下观察 ,细胞染色呈

棕褐色被判为阳性细胞 ,不染为阴性细胞。凋亡相

关基因蛋白 bcl22、bax定位于胞浆和胞膜。每个视

野下分别计算 :表达率 ( %) = (阳性细胞数/细胞总

数) ×100 % ,每张涂片观察 5个视野。

1 . 4　统计学处理

使用 SPSS10 . 0统计软件。

2　结果

2 . 1　Pae对 H T229细胞凋亡的诱导作用

2 . 1 . 1　倒置显微镜下观察　对照组细胞生长旺盛 ,

呈高折光率 ,胞体大。Pae组细胞增殖减慢 ,随着药

物浓度增大和时间延长 ,细胞逐渐变小、折光率减

弱 ,部分脱落漂浮于培养瓶中 ,但细胞膜完整 ,最后

裂解。

2 . 1 . 2　TUNEL法　实验组凋亡细胞的棕褐色染色

颗粒定位于细胞核内 ,染色阳性的细胞出现细胞核碎

裂 ,核质固缩 ,细胞膜突出形成质膜小泡等凋亡细胞

形态学变化 (图略)。经 Pae处理 48h , H T229细胞株

的凋亡细胞数明显增加 ,差异均有显著性 ( P < 0 . 01) ,

且 A I与 Pae浓度呈正相依赖关系 ,见表 1。

表 1　各组凋亡指数的比较

Pae (mg/ L) A I ( %)

control 3 . 32±0 . 41

15 . 63 8 . 16±2 . 24a

62 . 5 15 . 35±3 . 07a

250 23 . 70±3 . 42a

　　a P < 0 . 01vs control

2 . 1 . 3　流式细胞仪检测 　不同浓度的 Pae 作用于

H T229细胞 48h 后 ,细胞周期分布发生明显改变 ,

表现为S期细胞比例上升 , G0 / G1期和 G2 / M期细
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　　图 1a　对照组( 0mg/ L Pae) 图 1b　15. 63mg/ L Pae组 图 1c　62. 5mg/ L Pae组 图 1d　250mg/ L Pae组

图 1　流式细胞仪检测结果

胞比例下降 ,见表 2 ,并出现明显的凋亡峰 ,见图 1a

～1d。两组结果相比差异均有显著性 ( P < 0 . 05) 。

2 . 2　Pae对凋亡相关基因 bcl22、bax表达的影响　

见表 3。

表 2　Pae对 HT229细胞周期的影响

Pae

(mg/ L)

Apoptosis rate

( %)

cell cycle ( %)

G0 / G1 S G2 / M

control 2 . 3 61 . 3 20 . 3 18 . 4

15 . 63 7 . 6b 28 . 1b 55 . 8b 16 . 1a

62 . 5 16 . 2b 50 . 7b 35 . 8b 13 . 5b

250 34 . 5b 38 . 0b 45 . 6b 16 . 4a

　　 a P < 0 . 05 ,b P < 0 . 01 vs control

表 3　Pae对 HT229细胞 bcl22、bax基因表达的影响

Pae (mg/ L) bcl22 bax

control 95 . 6±4 . 03 93 . 2±5 . 76

15 . 63 89 . 2±9 . 21a 94 . 1±6 . 07

62 . 5 80 . 4±7 . 89b 92 . 9±7 . 05

250 73 . 1±6 . 52b 94 . 3±7 . 23

　　a P < 0 . 05 ,b P < 0 . 01 vs control

2 . 2 . 1 　bcl22 蛋白表达　对照组的 bcl22 蛋白表达

水平最高 ,胞浆染色细胞数最多并且呈深棕色 , Pae

组细胞 bcl22表达均有下降 ,染色阳性细胞减少 ,染

色明显变浅 ,且与药物浓度呈反比关系 ,各组结果与

对照组相比均具有显著性差异 ( P < 0 . 01) (图略) 。

2 . 2 . 2 　bax蛋白表达　阳性细胞胞浆、胞膜染成深

棕色。Pae组染色阳性细胞数及染色程度与对照组

相比无显著性差异 ( P > 0 . 05) (图略) 。

3　讨论

细胞增殖过盛和凋亡抑制被认为是肿瘤发生、

发展的关键[ 4 ]。众多研究业已表明 ,细胞凋亡的减

少与大肠癌的发生、发展相关。多种化疗药物均可

引起肿瘤细胞凋亡[ 5 ]。通过诱导凋亡治疗肿瘤是目

前的一个热点[ 6 ]。本实验中 Pae 作用于大肠癌

H T229 细胞 ,通过光镜可观察到典型的凋亡细胞形

态学改变。TUN EL 法发现经 Pae处理后大肠癌细

胞的凋亡指数显著提高 ,且与 Pae呈剂量依赖关系。

流式细胞仪发现 Pae 作用后出现了明显的凋亡峰 ,

细胞周期分布也发生了明显变化 ,表明 Pae 对 H T2
29 细胞周期分布的影响主要是阻滞细胞周期中 S

期向 G2 / M期的转变过程 ,减少有丝分裂 ,并引起细

胞凋亡。证实 Pae 作用于 H T229 细胞的作用机制

与诱导该细胞株凋亡及影响其细胞周期分布有关。

细胞凋亡是多基因调控的程序化过程。通过研

究其分子调控机制 ,将对有计划地诱导肿瘤细胞凋

亡产生重要的指导作用[ 7 ]。与细胞凋亡相关的基因

大致有 bcl22 家族、p53、Fas、c2myc、k2ras 等 ,其中

bcl22是凋亡调控的中心环节。体外实验表明 ,去除

了生长因子后 , 正常细胞便逐渐转向凋亡 ;而当

bcl22过度表达时 ,这一凋亡现象便被抑制[ 8 ]。由此

可见 ,bcl22可通过抑制凋亡延长细胞寿命 ,产生细

胞过度增殖和堆积 ,在肿瘤发生中起始动作用。bax

基因是近年来新发现的一种凋亡促进基因 ,属 bcl22

同一家族[ 9 ]。bax基因的作用与 bcl22 相反 ,其单体

以及 bax/ bax形式的同源二聚体均有促凋亡作用。

bax又可与 bcl22形成异源二聚体 ,抑制后者的功能

促进凋亡。近期研究表明 ,bcl22 家族中促凋亡和抗

凋亡蛋白之间的平衡在调节促凋亡因子 c2myc从线

粒体的释放起着重要的作用[ 10 ]。bcl22/ bax两蛋白

之间的比例是细胞凋亡发生与否的关键因素[ 11 ]。

本实验发现 , Pae 能明显下调大肠癌 H T229 细胞

bcl22基因的表达 ,而 bax在 Pae作用后与对照组相

比表达率无明显差异 ,故可认为经 Pae 作用后是通

过 bcl22/ bax比例的下降 ,从而诱导大肠癌细胞的

凋亡。

综上所述 ,本实验研究发现中药丹皮酚在一定

的浓度范围内能显著下调人大肠癌 H T229 细胞

bcl22/ bax的比例 ,因此 ,丹皮酚的抑瘤机制之一可

能是通过作用于 bcl22 和 bax基因来诱导肿瘤细胞

的凋亡。
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到的凋亡率 ,与检测反映早期凋亡特征的细胞膜外

翻的磷脂酰丝氨酸的 Annexin V 流式细胞仪法、以

及与高灵敏度检测中、晚期凋亡的特征即凋亡细胞

DNA断裂的 TUN EL 法所得的结果有明显的一致

性。结果显示 ,三种方法测定的在同等甘草酸浓度

作用下的凋亡率基本相等 ,这可能反映甘草酸诱导

凋亡细胞发生 DNA 断裂的速率很快。另外 ,甘草

酸诱导 MCF27细胞凋亡的凋亡率 ,只略低于相应甘

草酸浓度作用的细胞增殖抑制率 ,可见甘草酸诱导

凋亡的作用在抑制 MCF27细胞增殖中起重要作用。

目前 ,多数文献[ 3 ,4 ]报道细胞内 Ca2 + 水平升高与诱

发细胞凋亡密切相关 ,而 Kluck等[ 5 ]和 Bansal 等[ 6 ]

用 EGTA等 Ca2 +络合剂处理 NS21 鼠骨髓瘤细胞

和 CEM2C7 人 T淋巴细胞 ,发现 [ Ca2 + ]i 下降伴随

细胞凋亡发生 ,他们认为 [ Ca2 + ]i下降抑制 DNA 和

蛋白质合成 ,影响许多 Ca2 + 依赖性的蛋白质活性、

细胞活动和基因表达等。本研究结果显示甘草酸诱

导人乳腺癌 MCF27 细胞凋亡组的细胞内 Ca2 +水平

明显低于对照组 ,这一结果与 Kluck 等[ 5 ]和 Bansal

等[ 6 ]报道相符 ,我们推测甘草酸诱导乳腺癌 MCF27

细胞凋亡可能与细胞内 Ca2 + 水平降低有关。但是

通过细胞内 Ca2 + 螯合剂 BA P TA2AM 络合细胞内

游离 Ca2 +而减弱 18β2甘草次酸对 MCF27 细胞凋亡

的诱导作用 ,这表明甘草酸诱导 MCF27凋亡并不全

依赖于细胞内 Ca2 +水平下调 ,可能还与其他诱导癌

细胞凋亡的信息传递途径有关 ,具体甘草酸诱导肿

瘤细胞凋亡的机制尚有待进一步探讨。
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