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目前对肿 瘤的治疗基于 两种基 本策略
:

(1 ) 传统的细胞毒杀伤疗法
。

其缺点是选择性

差
,

毒副作用强
.

(2 ) 诱导分化疗法
,

即诱导

肿瘤细胞向正常细胞转变
。

后者具有选择性好
,

副作用低等优点
。

其中最成功的例子是全反式

维 A 酸用于治疗人早幼粒白血病 tl1
。

应用纯的

中药提取物筛选新的肿瘤诱导分化剂或细胞毒

药物具有理论研究意义和临床应用前景
。

异毛

蕊花昔 (is o v e r b a s e o sid e
,

Is o v ) 是从中草药马

先篙 (P e d ic u la r i: s tr ia ta ) 中分离提取到的夭

然产物
,

为苯丙素贰类化合物图
,

分子式为
:

1 . 0 , . r b已 . 心0 . 土d .

Is ov 具有抗病毒
、

抗血小板凝集的作用 [,1
,

它还是一种很好的天然抗氧化剂[’, 习
。

Is o v
对

人 胃腺癌 M G o 8 0
一3 细胞[e]

、

人早幼粒白血病

H L
一

6。细胞图的生长有抑制作用
。

本文以 H L
-

6 0 细胞为模型
,

进一步探讨 Iso v
对 H L

一

60 细

胞的生物学效应及其可能作用机理
.

M卜 1 6 4 。培养液
.

药物处理在细胞接种 24 h 后进行
.

对

照组加 D
口

Han ks 液
.

处理组 Iso
v
浓度范围为 10 一 35

卜m ol / L
.

Is o v (由兰州大学生物系提供 ) 经 DM SO 预

溶后 用 D
一

Ha
n k。 液 配 成 5 00 拌mo l/ L 母 液 贮 存 于

一 2 0 ℃
。

二
、

生长曲线测定

采用活细胞吸收中性红分光光度分析法 [.]
.

简述

如下
:

向待测细胞中加入 4 0 尸g / m L 中性红水溶液
,

培

养 3h 后
,

收集细胞
,

加入 lm l裂解液 (1 % 乙酸
一

50 %

乙醉)
。

所得裂解液以 0
.

Zm l/ 孔加于 96 孔板上
,

在微

孔板读数仪 (B io R a d 4 5 0 )上读数
。

吸收波长入二 5 40n m
。

根据 ls ov 不同浓度处理 。一 6 天各组和对照组细胞的

吸收值绘制细胞生长曲线
。

三
、

细胞毒作用检测

采用 。
.

02 写台盼蓝对各处理组和对照组细胞染色

smi n ,

在 200 X 视野下计数 2 00 个细胞
,

得出细胞死亡

率
。

实验重复 3 次
.

于透射电镜下观察细胞死亡形态
。

四
、

细胞形态结构样品的制备和观察

处理组和对照组细胞涂片后
,

用 G ie m sa 染色
,

于

光镜下观察
。

超微结构样品制备按常规透射电镜样品

制备方法进行
,

于 JEM
一
l ooc x 【型透射电镜下观察

.

五
、

细胞吞噬能力的测定

采用化学发光法t.]
.

发光体系如下
:

督米诺 (l『
令

m o l/ L ) 2 0 0严l
,

醉母多糖 (Zm g / m L ) 2 0 0川
,

PBS 5 0 0闪
,

HL
一

60 细胞或正常人血单个核细胞 1 00 川
.

空白对照

材 料 与 方 法

一
、

细胞培养和药物处理

H L
一

6 0 细胞培养于含 15 %灭活小牛血清的 R P
-
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受
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感谢汕头大学医学院中心实验室梅品超老师对细

胞周期测定所给予的技术上的帮助
。

感谢本中心颜江

华alJ 研究员对本实验的帮助和支持
.
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以 2。。川PBS 代替酵母多糖
。

样品于液体闪烁仪 (Mod
-

e l 1 9 0 0 T R Pa e k a rd )上测量
。

采用单光子计数方式
,

每

6 m in 测 9 5 的化学发光 1 次
,

进行 25 个循环
。

实验重复

3 次
。

六
、

裸小鼠异种移植成瘤试验

接种处理组 (2 0 IL m o l/ L Iso v ,

处理 4 天 ) 和对照

组 H L
一

60 细胞各 l x 10
‘
个于裸小鼠左右铃部皮下

,

14

天后统计成瘤情况
。

共接 种 5头 4 一 5周龄 的S PF级

B A L B / C 裸小鼠 (本中心医学实验动物室提供)
。

七
、

细胞周期时相的测定

不同处理的细胞经碘化丙锭 (PI ) 一步染色 [l0 J后
,

于 F A CSo
r t 型流式细胞仪 (Be

e to n
玖

e k in so n ,

U SA )

上检测
.

根据所得 D N A 分布直方图
,

用 Cell fit 软件进

行细胞周期统计分析
。

0 D 5 40

〔)
.

4

2 4 6
一

天

结 果

一
、

15 0 ,
对 H L

一

60 细胞增殖的影响

细胞生长曲线 (图 1) 表明
:
Iso v

能抑制

H L
一

6 0 细胞的增殖
,

且随处理时间的延长和处

理浓度的提高而增强
。

2 0 一 2 5拜m o l/ L Is o v 对

H L
一

60 细胞处理 6 夭后
,

细胞增殖抑制率为 59

一 6 8%
,

3 0 一 3 5拜m o l/ L Is o v
能在 2 一 3 天 内完

全杀死 H L
一

60 细胞
。

台盼蓝染色显示
: 镇25

卜m o l/ L Is o v
无显著杀伤作用

,

而) 3 0拼m o l/ L

Is o v
有强烈的细胞毒效应

。

二
、

Is ov 对 H L 一

60 细胞形态结构的影响

显微和超微结构观察表明
;
20 一 25 拜m ol / L

Is o v
诱导 H L

一

6 0 细胞向粒系方向分化
,

即从早

幼粒阶段向中幼粒
、

晚幼粒
、

成熟粒细胞 (杆

状
、

分叶核细胞 ) 方向分化
。

在形态上表现为
:

细胞核质比降低
; 细胞核形 由圆

、

椭圆转变为

肾形
、

杆状
、

分叶
;
细胞质颗粒由初级颗粒转

图 1 生长曲线
1

.

对照组 2
.

2 0拜m o l/ L Is o v

处理组 3
.

2 0严m o l/L

ls o v

处理组 4
.

2 5尸m o l/ L Iso v
处理组

5
.

3 0严m o l/ L Iso v
处理组 6

.

3 5产m o l/ L Is o v
处理

组

Fig
.

1 G r owt h c u r ve s

1
.

e o n tr o l
,

2 一 6
.

HL
一
6 0 e e lls t r e a te d w ith Is o v a t

th e c o n e e n t r a tio n s o f 1 0拌m o l/L
,

2 0尸m o l/ L
,

2 5尸m o l/L
,
3 0拜m o l/ L

,
3 5尸m o l/ L

r e sp e e tiv e ly
·

变为特异性颗粒 (图版 I
,

图 1一 4)
。

光镜下统

计 2 0 一 2 5拜m o l/ L Is o v 处理 H L
一

6 0 细胞 3 天后

的各个分化阶段的细胞
,

其总诱导分化率为

71 % 一 8 3 % (其中成熟粒细胞约占 50 % ) (表

1 )
。

3 0 一 3 5拜m o l/ L Is o v 导致 H L
一

6 0 细胞死亡
,

主要表现为细胞肿胀破裂或核固缩 (图版 l
,

图

5 )
。

三
、

150 ,
对 H L

一

60 细胞吞噬能力的影响

2 0 一 2 5拼m o l/ L xs o v
可明显提高 H L

一

6 0 细

胞的吞噬能力
,

且随处理时间的延长而增强
。

处

表 1 Iso
v

处理 7 2 h 对 H L
一

60 细胞的诱导分化率 (% )

T a bl e 1 T h e r a te o f d iffe r e n tia tio n o f H L
一
6 0 e e lls in d u e e d b y Is o v in , Z h

分化阶段 S ta g e s o f d ifre r e n tia tio n

组别 G r o u p s

早幼粒细胞
Pr o m ye lo e yte

中幼粒细胞
M y e lo e yte

晚幼粒细胞
M

e ta m ye lo e y te
成熟粒细胞

M
a t u r e g r a n u lo e y te

对照组 C o n tr o l

20拜m o l/ L Is o v

2 5尸m o l/ L Iso v

1 5士 3

1 0 士 2

1 5士 1

1 2 士 3

53士 5

4 8土 2
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理 72 h 后
,

H L
一

60 细胞的吞噬指数提高了 2
.

28

一 2
.

7 8 倍 (图 2 )
。
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对照组 H L
一

60 细胞接种裸 鼠成瘤率为 1 00 %
,

平均瘤重 1
.

63 士 。
.

3 29 ; 处理组 H L
一

60 细胞裸

鼠成瘤率为 80 %
,

平均瘤重 1
.

05 士 0
.

3 7 9
。

处

理组比对照组成瘤率降低了 20 %
,

平均瘤重降

低了 36 %
。

经配对数据 t 检验表明
:

处理组 比

对照组成瘤性显著降低
.

(表 2)

五
、

Is o v
对 H L 一

60 细胞周期的影响

2 0“m o l/ L Is o v
处理 H L

一

6 0 细胞不同时间

长度 (1 2 h
、

2 4 h
、

7 2 h
、

1 2 0 h )
。

处理组 H L
一

6 0

细胞在 12 h 时间点上呈现 G
,

期 阻滞
,

在 7 2h

时间点上呈现 G
:

/ M 期 阻滞
,

而在 24h
、

1 2 0h

时间点上无明显的细胞周期时相的改变 (图 3 ,

表 3 )
。

n吕\已d
‘

讨 论

0 4 8 7 2

() 2 0

4 8 7 2 h 人血
2 5 1‘m o l/L 单个核细胞

图 2 ll L
一

‘O 细胞 (处理组和对照组 ) 吞噬指数

F ig
.

2 Ind e x es o f Pba g砚yto sis o f H L
一
6 0 e e lls

(tr ea tm e 时 & eo n tr o l)

四
、

15 0 ,
对 H L 一6 0 细胞裸鼠成瘤率的影响

H L 一 6 0 细胞的分化诱导剂种类很多
,

主要

有
:
(1) 佛波醇及其衍生物

,

诱导 H L 一

60 细胞

向单核 / 巨噬方 向分化
。

(2 ) 维生素类 (包括维

生素 A 酸
,

维生素 D
3

及其衍生物 )
,

诱导 H L
-

60 细胞向粒系方向分化 [ll 〕
。

2 0 一 2 5拜m o l/ L ls o v
可抑制 H L

一

6 0 细胞的

表 2 处理组和对照组 (2 0协m ol / L
,
4 天 )I IL

一

60 细胞裸鼠成瘤情况

T a b le 2 T u m o r ig e n e s is o f H L
一

60 e e lls (tre a tm e n t 乙 e o n tr o l) in n u d e m ie e

组别 G r o u p s

瘤重 X i W
e igh t o f tu m o r (g )

对照组 C o n tr o l

Iso v
处理组 T r e a tm e n t

2 0 拌m o l/ L 9 6h

1 2 3 4 5

0
.

4 4 1
.

8 2 1
.

7 2 2
.

6 5 1
.

5 2

平均瘤重又士 s烈g )

A v e ra g e w e ig ht o f tu m o r
配对数据 t检验
Pa ir e d

一t te s t

1
.

6 3 士 0
.

3 2

P( 0
.

0 5
0

_

0
.

1 9 1
.

2 9 2
.

0 9 1
.

6 7 1
.

0 5士 0
.

3 7

表 3 Isov 对 H L
一
‘0 细胞周期时相分布的影响

T a b le 3 T h e e ffe e t o f Iso v o n the d is tr ibu t io n o f e ell e ye le Ph as e s o f H L
一
6 0 e e lls

组 别 G r o u p s
各细胞周期时相百分率 (% )C e ll e界le ph a s e s

甘吸八j7
.

八6
.

⋯
8
口口40

,曰,曰Q口O口对照 Co
n tr o l

1 2h 2 0科m o l/ L Iso v

2 4 h 2如m o ] / L Is o v

7 2 h 2 0拌m o l/ L Iso v

1 2 0 h 2 0拜m o l/ L Is o v

4 8
.

1

5 7
.

8
’ .

4 8
,

2

4 5
.

6

4 6
.

2 3 6
.

8

1 7
.

1

2 3
.

7
. “

1 7
.

0

注
:

r 检验 二 : P< 0
.

0 1
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图 3 对照组和 2 0日n 一0 1/ L l、o v
处理组 H L

一
6 0 细胞

的 D N A 分布直方图

1
.

对照组
,

2一 5
.

2 0科m o l/ L Iso v
处理组 ( 2

:
1 2h

,

3
:
2 4 h

,
4

:
7 2h

,

5
:
1 2 0 h )

。

Fig
.

3 D N A h is to g ra m s o f IIL
一
6 0 e e lls

1
.

eo n tr o l
,

2 一 5
.

H L
一
6 0 e e lls t r e a te d b y 2 0 产m o l/ L

Is o v r e s p e e tiv e ly fo r 1 2 h
,
2 4 h

,
7 2h

,
1 2 0 h

.

期阻滞程度并不高
。

Iso v 对细胞周期的影响以

及这种影响与 Is ov 诱导 H L
一

60 细胞分化的关

系有待于进一步研究
。

中性粒细胞及单核 / 巨噬细胞可吞噬异物
,

测定其吞噬能力可作为白血病细胞诱导分化的

指标
。

传统方法是在显微镜下观察 H L
一

60 细胞

在诱导分化前后对墨汁或聚苯乙烯乳胶颗粒的

吞噬作用
。

采用化学发光法检测具有可定量
、

自

动化等优点
,

可用于实验研究和 白血病分化疗

法的临床监测闭
。

总之
,

Is o v
作为一种新的肿瘤分化诱导剂

和细胞毒药物
,

具有理论研究意义和潜在的临

床应用前景
。

进一步研究 Iso v 对基因表达
、

细

胞信号传递 系统
、

细胞周期阻滞的作用以及它

们之间的关系是揭示其诱导分化机理的关键
。

进一步研究 Iso v
体内和体外的毒理作 用将为

其临床应用提供理论依据
。

增殖
,

诱导其形态上向粒系方向分化
,

分化成

熟的粒细胞吞噬能力增强 (诱导其功能分化 )
,

裸鼠成瘤性降低表明 Ioov 诱导 H L
一

60 细胞恶

性度降低
,

提示 ls o v
可作为新的肿瘤分化诱导

剂 ; 3 0 一 3 5拌m o l/ L Is o
v

有强烈杀伤 H L
一

6 0 细

胞的作用
,

高浓度下也是一种细胞毒药物
。

H L
一

6 0 细胞被诱导分化过程中常有
。一s r c 、

e 一fm s
表达的增强

, e 一

m ye
、 e 一

m y b 表达的降低
,

c 一fo s
表达的变化则因 H L

一

60 细胞的分化途径

和诱导剂种类而异 [ll 〕
。

蛋白激酶 C (P K C ) 对

H L
一

6 0 细胞的分化诱导也起着重要作 用 [12 〕
。

Is o v 在 H L
一

60 细胞分化诱导过程 中对基因表

达变化和细胞信号传递系统影响的分子事件有

待于进一步研究
。

2 0拼m o l/ L Is o v
可在 1 2h 时 间点上 引起

H L
一

6 0 细胞发生 G
,

期 阻滞
,

在 72 h 时间点上

引起 G
Z

/ M 期 阻滞
,

但 ls ov 对 H L
一

60 细胞周

摘 要

不同时间
、

不同浓度的 is o v e r b a s e o sid e 体

外处理 H L
一

60 细胞
,

以形态改变 (光镜和透射

电镜观察)
、

功能分化 (化学发光检测吞噬能

力)
、

恶性度降低 (裸鼠成瘤试验 ) 等指标观察

其诱导分化作用
; 以台盼蓝拒染作用和电镜下

形态变化确定其细胞毒作用
; 用流式细胞术测

定 其 对 H L
一

60 细胞 周 期 的 影 响
。

2 0 一 25

拼m ol / L Iso v l一 3 夭诱导 H L
一

60 细胞向粒系

方向分化
,

细胞吞噬能力提高
,

裸 鼠成瘤性降

低
.

3 0 一 3 5拌m o l/ L Is o v Z一 3 天对 H L
一6 0 细胞

有强烈的细胞毒作用
。

2 0拼m o l/ L Iso v
处理 1 2h

可引起 H L
一

60 细胞的 G
,

期阻滞
,

在 72 h 时引

起 H L
一

60 细胞的 G : / M 期的阻滞
。

关键词
:

异毛蕊花普 (is o v er b as e“id e ) H L
一
‘0

细胞 诱导分化 细胞毒作用 细胞周

期阻滞
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图 版 说 明

图 版 I

图 1 对照组 H L
一

60 细胞群体基本为早幼粒白血病细胞 (光镜 x 4 20)

图 2 2 0 一 25 升m ol / L ls o v
处理组 H L

一

60 细胞表现出粒系分化的形态 (光镜 x 4 2。)

图 3 对照组 H L
一

60 细胞表现为早幼粒白血病细胞的形态 (透射电镜 X 15
,
3 0 0)

图 4 2。一 25 产m ol / L 殆。v
处理组 于几

一

60 细胞出现终末分化 (分叶核粒细胞 ) (透射电镜火 1 1
,
9。。)

图 5 5 0 一 3 5 卜m o L/ L ls o v
处理组 1几

一

6 0 细胞死亡 (透射电镜 x 14
,
7 0 0 )

a :

中幼粒细胞 b
:

分叶核粒细胞
c :

杆状核粒细胞

N u :
核仁 M t :

线粒体 R E R :

粗面内质网 G p
:

初级颗粒 份
:

特异顺粒 M
v :

微绒毛 N :

核

E X P L A N A T IO N O F F IG U R E S

PL A T E I

F ig
.

1 H L
一
6 0 e e lls w itllo

u t t r e a tm e n t w e r e a ltno
st p r o m yelOC yte s (by lig ht m ie ro sc o p y X 4 20 )

F ig
.

2 G r u n u la r d iffe r e n t ia tio n o f H L
一
6 0 ee lls w a s in d u ee d b y Is o v a t 2 0 一 2 5 产mo l几 (b y lig h t m ie r o s e o p y X

4 20 )

F ig
.

5 H L
一
6 0 e e ll w itllo u t t r e a tm e n t sh o w e d the m o r p ho lo g y o f p r o m y elo e yt e (b y t r a n s m is s io n e le e tr o n m j

-

e r o se o p y X 1 5
,
3 0 0 )

F ig
.

4 T e rm in a l d iffe r e n tia tio n w a s s ee n in H L
一
6 0 ee ll t r ea te d by Is o v a t 2 0 一 25尸m o l/L (by tra n sm is s io n ele e

-

tr o n m ie r
os

eo Py X 1 1
,
9 0 0 )

Fig
,

5 Ce ll de a th w as ind
u e e d in H L

一
6 0 ee ll tr e a te d by ls o v a t 3 0 一 3 5Pn 、0 1/ L (by t r a ns m iss io n e lec tr o n m i

-

e r o s e o p y X 1 4
,
7 0 0 )
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m ye loc yt
e b : p o lym o

印h o n u e le a r g r a n u lo e yte e :

ba n d
一

fo r m ed g r a n u loc yte

N u : n u ele o lu s
M t : m itoc h on d r ia R E R : r o u g h e n d o p la s m ie r e tie u lu m M

v :

m ier o v illi G p : Prim a r y g r a n u le G s :

s p ee ia l g r a n u le N
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