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[摘要】 目的：研究黄芩苷(BA)抑制Jurl【at T细胞(人T淋巴细胞白血病细胞株)的生长和诱导其凋亡的作用

及机制。方法：以噻唑兰(M-丌)比色法测定BA对细胞生长的抑制率；胞内[ca2+]；和线粒体跨膜电势(△哪。)分

别用nu04／AM和DiOC。(3)荧光探针标记，流式细胞仪检测；PI染色流式细胞术分析细胞周期分布及凋亡率；凋

亡细胞形态以Ho∞llst33342／PI染色后荧光显微镜观察。结果：BA明显抑制Jurk砒细胞增殖(P<o．01)，并呈时

间、浓度依赖性；BA可浓度依赖的诱导JurI【at细胞[Ca2+]；浓度上升、线粒体膜电势△哪。降低，将细胞周期阻滞在

S期，凋亡率增加，荧光显微镜下可见经BA(100 m∥L)作用的细胞呈现典型的凋亡核固缩表现，胞核呈致密浓染

的颗粒状荧光。结论：BA体外显著抑制Jud叫T细胞增殖及诱导其凋亡，其机制可能与胞内[Ca2+]；及线粒体依

赖的凋亡通路有关。
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[Abs打act]触n：To investigate t}le e&cts a11d mech眦ism of bajcalin(BA)on g町wth iIllIibition蚰d
inducing印optosis of Jurkat T ceU(h呦肌T l舯phocyte leukemia ceⅡline)讥砌．o．Memods：ne in—

hibitory e妇Fect of BA on gr0叭h of Jurkat ceUs was me鹊ured by M’IT assay． In缸aceUular 6屯e Ca2+

([ca2+]i)姐d mi眦hon越al meIIlbme pote以al(△皿。)in ceus were labeled widl nu04／AM and 3，

3’一dihexyl0呵cad)ocy蛆沁iodide[DiOc6(3)]a11d tested by now cytome时(FCM)．r11le di矧bution of

the ceⅡ一cycle and印optosis HItes were analyzed by propidi啪iodide(PI)staining together witll f10w cy-
tometry．Obsenre山e morphological chaIlges 0f山e apoptosis ceUs by nuorescence micro∞ope witll Ho-

ech8t33342 and PI、taining．R姻lIl伍：BA could inhibit tlle gr|0wtIl of Jurkat ceUs significantly in a time-

蚰d dose—dependent m姗er(P<0．01)． BA induced叩opt08is，[Ca2+]i incre鼬e蚰d t}Ie decre酗e of
△1lr。ofJurkat ceUs in a do∞-dependent m肌ner，and led tlle ceU-cycle to S anlest(P<0．05)．ne mor-

phological changes 0f叩optosis，such嬲nuclear f}a舯en枷on or conden∞d p枷cles we陀identified afkr
incub觚on by BA(100 mg／L)．Co眦h湘n：BA showed tlle e虢cts on grow山iIl|libidon蚰d inducing印一
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optosis of Jurkat ceUs，the mechanism of the action resulted in activating mi妣hondria and Ca“signaling

pamway．

[Key wor‘ls] baicalin； [ca2+]i； mitochondria； ceu—cycle； apoptosis

黄芩苷(Baicalin，BA)，属葡萄糖醛酸苷类，水

解后产生黄芩素和葡萄糖醛酸，临床用于肺炎、高血

压、肝炎、感染和先兆流产等疾病的治疗，具有清热

解毒、抑菌炎、降压、抗变态反应和清除自由基等多

方面的药理作用，并有广泛的抗肿瘤活性¨。2J，而且

其对人正常造血细胞和组织细胞几乎无损伤作

用口】，但对其抗肿瘤的机制研究甚少，所以本研究

选用人体淋巴瘤细胞株Jurkat T为靶细胞，探讨黄

芩苷体外诱导肿瘤细胞凋亡的机制，旨在为黄芩苷

治疗肿瘤方面提供实验依据。

1材料和方法

1．1材料

Jurkat T细胞株购自武汉大学中国典型培养物

保藏中心；黄芩苷购自陕西慧科植物开发有限公司；

碘化丙锭(propidium iodide，PI)、二甲基亚砜(dime·

tllyl suⅡb】【ide，DMSO)、四甲基偶氮唑盐溶液

(mT)、％tonx—loo、Rnase A与EDTA均购自si舯a
公司；nuo_4／AM，DiOC6(3)和Hoechst33342均购

自美国Molecular PrIDbes公司；RPMI—1640培养基、

胎牛血清(fbtal bovine senlm，FBS)、L一谷氨酰胺、青

霉素、链霉素与B一巯基乙醇等购自GibcoBRL公司。

流式细胞仪(FACSCalibur)为美国Becton Dickinson

公司产品；荧光显微镜型号为Nikon—TE2000—S。

1．2细胞培养与分组

Jurkat细胞悬浮于含体积分数为lO％胎牛血清

的RPMI．1640完全培养液中，在37℃、体积分数为

5％的CO：恒温饱和湿度细胞培养箱内培养。计数

并且调整细胞密度至5×108／L，加入6孔细胞培养

板，并使每孔终体积为4 IIlL，分对照组和BA组(终

质量浓度分别为50、100、200 m吕／L)；MTT法检测

时，按上述细胞浓度和分组方法，细胞加入到96孔

板，并增设空白组，只加培养基无细胞。

1．3 M’IT法检测BA对J眦kat细胞生长的抑制率

BA作用细胞24、48 h后，各孔加入四甲基偶氮

唑盐溶液(终质量浓度为0．5 mg／mL)，37℃避光孵

育4 h，离心(250 g，5 min)，弃上清液，加入100止

DMs0溶解结晶，酶联免疫标记分析仪于570 nm波

长检测各孑L的吸光度A值，计算各孔细胞的生长抑

制率。细胞生长抑制率=[1一(A实验组一A空白组)／

(A对照组一A空白组)]×100％。

1．4 J盯kat细胞[Ca2+]；浓度检测

BA作用细胞6、12 h后，各孔加入Fluo-4／AM

工作液(终浓度为1斗moL／L)，混匀后37℃、体积分

数为5％的CO：培养箱中蔽光孵育30窳n，收集细

胞PBS洗涤2次(250 g，5 min)，200斗L PBS重悬

细胞，通过流式细胞仪检测。

1．5 Jllrl【at细胞线粒体跨膜电势(A晚)检测
用DMS0将Dioc6(3)溶解成10“moL／L的储

存液，临用前PBS稀释成20 nmoL／L的工作液。BA

作用24 h后收集细胞，以1 mL 4℃预冷PBS离心

(125 g，5 min)洗涤细胞2次，加入500灿L配好的

工作液重悬细胞，置于37℃水浴中15 min，流式细

胞仪检测。

1．6 PI染色分析脚细胞周期及凋亡率(APO％)
细胞在铺板前先经无血清1640培养基诱导周

期同步化，BA作用48 h收获各组细胞，PBS洗涤1

次(250 g，5 min)，用体积分数为70％乙醇在4℃

下固定30 min，再用PBS洗涤细胞2次(250 g，5

min)，PI染液(50 mg／L PI、体积分数为0．1％7脯ton

x—100、0．1 mm彬L ED’rA及50 mg／L RNase A)避
光染色30 min，流式细胞术分析细胞周期分布及凋

亡率。

1．7’H∞cl塔t33342／PI染色荧光显微镜观察凋亡

细胞形态

BA作用细胞48 h后，各孔加入Hoech8t33342

(终质量浓度为5“g／mL)，混匀后37℃、体积分数

为5％的CO：培养箱中蔽光孵育10 min，加入PI染

液(50 mg／L)，混匀后避光孵育15 min，PBs洗涤2

次，重悬，在荧光显微镜下观察。

1．8数据分析与统计

实验结果用统计学软件包SPSS lO．O for win—
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dows进行处理，以(均数±标准差)(元±s)表示，多

组样品间采用One—way ANOVA分析，两组样品间的

比较用非配对Student’s￡一test检验。

2 结果

2．1 BA对Jllrkat细胞增殖的影响

BA可明显Jurkat细胞增殖，且呈时效和量效关

系(表1)，不同质量浓度BA作用下，细胞增殖抑制

率均明显高于对照组，差异有统计学意义(P<

O．01)。

表1 Baicalin对Jurkat细胞增殖抑制率

(j±j，n=5)的影响 ％

2．2 BA对Jllrkat细胞[Ca2+]；浓度的影响

在不同浓度BA处理细胞后，Flu04／AM染色，

以平均荧光强度(mean nuorescence intensity，Mn)

来表示[ca2+]i浓度，[ca2+]i浓度与荧光强度成正

比，发现两时间点实验组细胞[Ca2+]i浓度均显著高

于对照组(见图1)，差异有统计学意义(P<o．01)。
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1)与对照组比较，Jp<0．01

图l BA作用Jurkat细胞不同时间对

[ca2+]；(面±s，n=5)的影响

2．3 BA对J叫kat细胞线粒体跨膜电势(A蚝)的
影响

DiOc。(3)是一种亲脂性荧光染料，其与线粒体

的结合依赖于线粒体的负膜电位，当△蛾降低时

Dioc。(3)可染性下降，MFI降低。在不同质量浓度

BA作用细胞24 h后发现线粒体膜电势显著低于对

照组(P<o．01)，即MFI降低(见图2)。

20 OOO
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5 000

0

对照组 50 m∥LBA lOO m∥LBA 200 mg几BA

1)与对照组比较，P<0．01

图2 BA作用Jurkat细胞24 h对线粒体膜

电势(i±s，n=5)的影响

2．4 BA对Jurkat细胞周期分布及凋亡率(APO％)

的影响

经不同质量浓度BA作用后，Jurkat细胞逐渐被

阻滞在s期，在DNA直方图中出现明显的亚二倍体

凋亡峰，凋亡率随药物剂量增加而增高，与对照组相

比有显著差异(尸<0．01，见表2)。

表2 BA作用Jllrl【at细胞48 h后的细胞周期分布及

凋亡率(i±s。^=S) ％

分组／周期 对照组
_p(BA)／(mg·L一1)

50 100 200

1)P<O．05，2)尸<0．叭与对照组比较

2．5 BA对Jurkat细胞形态学的影响

Hoechst33342能透过胞膜完整的细胞，嵌入细

胞核DNA，使之发出明亮的蓝色荧光。PI仅能透过

胞膜受损的细胞，嵌入核DNA，发橘红色荧光；染色

质凝聚是凋亡细胞典型的细胞形态学变化之一。不

同质量浓度BA作用Jurkat细胞48 h后，经Hoe—

chest33342／PI染色，荧光显微镜下观察，100、200

m∥L BA处理组可见细胞核固缩、核碎裂、染色质

凝聚，细胞核或细胞质内出现浓染致密的块状或颗

粒状荧光，200 mg／L BA处理组可见坏死的细胞被

染成红色(图3)，50 mg／L BA处理组细胞与对照组

无明显差别。
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A：对照组；B：50 mg／L BA处理组；c：100 mg／L BA处理组；D：200 mg／I。BA处理组细胞经Hoechs03342／PI双染，在荧光显微镜下观察

(×200)，A，B，c组为UV激发光，D组为488 nm激发光

图3 BA作用48 h后Jurkat细胞核形态学变化

3讨论

细胞凋亡作为一种基本的生命现象，贯穿于个

体生长、发育、死亡的整个生命过程中。研究表明，

许多人类恶性肿瘤都是其细胞的凋亡过程严重受

阻，而使肿瘤细胞在数量上无限制恶性增生的结

果。4j，所以增殖与凋亡的动态平衡在维持机体组织

器官正常的形态与功能中起着重要的作用。近年

来，随着人们对细胞凋亡机制研究的深入，发现目前

临床应用的大多数抗肿瘤药物具有诱导肿瘤细胞凋

亡的作用，而且其抗肿瘤作用与药物作用下细胞凋

亡发生密切相关旧1。

本研究选用广泛用于抗肿瘤药物筛选的M1Tr

法，测定黄芩苷对Jurkat细胞的增殖抑制率，结果表

明，黄芩苷可明显抑制Jurkat细胞的增殖，且具有剂

量、时问依赖性。利用流式细胞术检测黄芩苷诱导

Jurkat细胞凋亡，发现凋亡早期胞内[ca2+]，上升，

线粒体膜电势△虬降低，细胞周期被阻滞在s期，

凋亡率随药物浓度增高而显著增多，Ma等∞1通过

异甘草素(isoliqu胁igenin)诱导人胃癌MGc803细

胞凋亡，也发现此现象，胞内[ca2+]。升高和线粒体

跨膜电位的下降在凋亡细胞都以剂量依赖性方式进

行。钙离子是细胞内的一种重要胞内信使，在各种

生命现象的信号传导过程中处于枢纽地位，细胞

[ca2+]。增加可启动细胞凋亡【7‘8 J，其机制多种多

样，其中细胞[ca2+]；增多可引起线粒体△眈的降

低，在细胞凋亡中，线粒体起着中心调控作用一。1⋯；

线粒体跨膜电位(△蛾)的下降，被认为是细胞凋亡

级联反应过程中最早发生的事件，发生在细胞核凋

亡特征如染色质浓缩、DNA断裂等出现之前，一旦

线粒体崩溃，则细胞凋亡不可逆转⋯J，△蛾下降
时，一方面从线粒体外室释放的凋亡诱导因子(印一

optosis—inducing factor，AIF)激活caspase3；另一方面

线粒体内贮钙会进一步释放，引起胞内[ca2+]i持

续增加以及DNA断裂，而线粒体△％的降低，还影
响了能量代谢过程，造成脂质过氧化而引起凋亡。

应用两种荧光染料Hoechst33342／PI同时进行

活体标本染色，通过荧光显微镜观察BA对肿瘤细

胞凋亡的影响，具有快速、易识别的优点，本实验发

现未经BA处理的细胞染成蓝色，核呈正常结构，经
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BA(100 mg／L)处理的细胞染成蓝色，核呈明显的固

缩状或圆珠状，经高质量浓度BA(200 mg／L)处理

的细胞已发生晚期凋亡或坏死，可被活细胞拒染的

PI染成红色。

综上，黄芩苷能够阻止Jurkat细胞增殖，通过胞

内钙离子和线粒体途径诱导其发生凋亡，有直接抗

肿瘤的作用，为黄芩苷发展成抗肿瘤药物、更准确地

选择抗肿瘤靶点提供了一定的实验依据。
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