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作用%
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法检测不同浓度
Z+6

作用
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后
_,3('

细胞的

增殖抑制率!流式细胞术检测
"%.

后
_,3('

细胞的凋亡情况%结果
!

随着
Z+6

药物浓度的增加!其对
_,3('

细胞的增殖抑制

率逐渐增高!呈时间
3

剂量依赖效应关系#

Z+6

在低浓度"

"''

#

M

(

F,

$时可引起少量的细胞发生凋亡!随着
Z+6

浓度的增加!细胞

凋亡率也在不断增加!呈明显的量效关系%结论
!

Z+6

可在体外抑制
_,3('

细胞的增殖!并诱导
_,3('

细胞凋亡%

关键词"白血病#原花青素类#
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白血病$

BDLKDF=A

&是临床上常见的血液系统恶性肿瘤#是

严重危害人类健康的恶性疾病之一#近年发病率呈上升趋势#

在儿童中尤为明显*有关白血病的治疗和发病机制研究一直

很受关注*随着骨髓移植'靶向性治疗等手段应用#已使白血

病的缓解率大大提高#部分病例甚至可治愈*但目前白血病的

治疗仍以化疗为主#而化疗药物的非特异细胞毒性#在杀伤白

血病细胞的同时#不加选择地对正常造血细胞和组织细胞造成

损害#引起严重的不良反应*近年来#国内外学者对葡萄原花

青素$

M
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E<H
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#

Z+6

&进行了大量实验#研究表明

Z+6

在预防和治疗人类疾病方面有独特的作用(

!3"

)

*本研究

以
Z+6

对人白血病细胞$

_,3('

细胞&的凋亡作用进行研究#

以期为
Z+6

治疗白血病提供实验依据*
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材料与方法
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主要试剂
!

)+*V!(%'

培养基购于
Z=JH<

公司%小牛血

清购于杭州四季青公司%荧光素标记的连接素
&

$

2@@DQ=@

&
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#

2@@DQ=@[3UV16

&和碘化吡啶$

I

E<3

I

=;=LF=<;=;D

#

+V

&双染凋亡检测试剂盒购于嘉美生物有限责

任公司%二甲基亚砜$

;=FDG.

C

B?LBN<Q=;D

#

0*T̂

&购于成都科龙

化工试剂厂%

#3

$

%

#

53

二甲基噻唑
3"

&

3"

#

53

二苯基四氮唑嗅盐

$

*11

&为
210

公司产品%提取
Z+6

的酿酒葡萄皮渣来源于

河北省昌黎县凤凰酒庄#采用
('c

乙醇溶剂浸提法提取#紫外

分光光度计测定#

I

_

值示差法计算提取率#用
023"'!

型大孔

吸附树脂纯化%其余试剂均为国产分析纯%

_,3('

细胞系本院

风湿免疫研究所传代保存*

?$@

!

主要仪器
!

二氧化碳培养箱$

_DABU<EHD_U7'

&'生物安

全柜$

_DABU<EHD_UT2U/3!"'

&'电子分析天平$

2 #̀"'

&'酶

标仪$

\D@H.FAEK\V̂3)20

&'流式细胞仪$

\/6W*24 Y,3

*6,

&'冷冻离心机$

V,DGG=H.b4V[/)T26!()

&'低速离心

机'荧光倒置显微镜$

,̂e*+bT6W%'

&'水平摇床'加样枪'

7(

孔板'

!"

孔板'一次性滤器*

?$A

!

试剂配制

?$A$?

!

Z+6

的配制
!

准确称取
Z+65''F

M

于烧杯中#加入

!'F,

二甲基亚砜$

0*T̂

&稀释#配制成浓度为
5'F

M

"

F,

的

Z+6

母液#

'$""

#

F

滤膜过滤后#分装入干净玻璃瓶中#

%-

避

光保存*

?$A$@

!

*11

!

准确称取
*11"5'F

M

于烧杯中#加入
'$'!

F<B

"

,

#

I

_&$%

的
+\T5'F,

稀释#配制成浓度为
5F

M

"

F,

的

*11

溶液#

'$""

#

F

滤膜过滤后#分装入干净玻璃瓶中#

%-

避
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表
!
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Z+6

对
_,3('

细胞增殖抑制率的影响$

Mg5

&

(a(

%

组别
"%.

0̂

值 抑制率$

c

&

%8.

0̂

值 抑制率$

c

&

&".

0̂

值 抑制率$

c

&

实验对照组
'$8""g'$!" : !$!7(g'$!% : !$!8g'$!& :

实验组$

#

M

"

F,

&

!

!'' '$8%#g'$!% :"$5! !$!"g'$'( :"$"' '$#&g'$'8 :!5$7%

!

"'' '$(#g'$'7 "#$5& '$7!g'$'& !($&7 !$!'g'$!! &$"!

!

#'' '$5"g'$'7 #&$"! '$&!g'$'5 #5$(" '$88g'$!! "5$#%

!

%'' '$%(g'$'7 %#$7' '$%%g'$!' 57$(5 '$(#g'$'7 %($&#

!

5'' '$'7g'$'5 87$"" '$'7g'$'# 7!$7( '$'#g'$'% 78$(#

!!

:

!表示此项无数据*

光保存*

?$B

!

细胞培养

?$B$?

!

复苏细胞
!

调节水浴箱温度为
%!-

#并提前在试管内

放置
!'

倍培养液#使培养液温度与室温一致*

!F=@

内融化细

胞#移取至试管内#

!'''E

"

F=@

#离心
5F=@

#弃上清液*

?$B$@

!

细胞培养
!

加入含
!'c

小牛血清的
)+*V3!(%'

培养

基#转入培养瓶中#并加入双 抗 $

!''Vb

"

F,

青 霉 素#

!''

Vb

"

F,

链霉素&*

#&-

'体积分数为
5 c

的
6̂

"

培养箱中培

养#每隔
"%.

观察细胞#如有抱团现象则换液#

"

"

#;

#传代
!

次*

?$F

!

*11

法检测细胞增殖抑制率
!

收集对数生长期
_,3('

细胞#加入含
!'c

小牛血清的
)+*V3!(%'

培养基#调整细胞

浓度为
!9!'

5

"

F,

左右*种
#

个
7(

孔板#每板设
!

个实验对

照组和
5

个药物浓度实验组#以及
!

个空白对照组和
5

个药物

浓度空白对照组#每组设
(

个复孔%其中实验对照组和
5

个药

物浓度实验组每孔加入
!''

#

,

细胞浓度为
!9!'

5

"

F,

的培

养液#空白对照组和
5

个药物浓度空白对照组每孔加入含

!'c

小牛血清的
)+*V3!(%'

培养基
!''

#

,

*置
#&-

#

5c

6̂

"

培养箱中孵育
"%.

#倒置显微镜下观察细胞*实验对照组

和空白对照组每孔加入含
!'c

小牛血清的
)+*V3!(%'

培养

基
!''

#

,

%

5

个药物浓度实验组和
5

个药物浓度空白对照组分

别加入
Z+6

药物浓度为
"''

'

%''

'

(''

'

8''

'

!'''

#

M

"

F,

的培

养基
!''

#

,

#使孔内药物浓度分别为
!''

'

"''

'

#''

'

%''

'

5''

#

M

"

F,

*置
#&-

#

5c6̂

"

培养箱孵育
"%.

#倒置显微镜下

观察*

每孔加入
"'

#

,*11

溶液$

5F

M

"

F,

#即
'$5c *11

&#

继续培养
%.

*

!'''E

"

F=@

#离心
5F=@

#小心吸掉上清液#每孔

加入
!5'

#

,0*T̂

#置摇床上低速振荡
!'F=@

#使结晶物充分

溶解*在酶联免疫检测仪
%7'@F

处$

(#'@F

校准&测量各孔

的吸光值$

0̂

&*增殖抑制率
a!:

$实验组
0̂

值
:

空白组

0̂

值&"$对照组
0̂

值
:

空白组
0̂

值&

9!''c

*

?$G

!

流式细胞仪检测细胞凋亡及周期
!

收集对数生长期
_,3

('

细胞#调整细胞浓度至
!9!'

5

"

F,

#接种于两个
!"

孔板#每

孔
5''

#

,

#置
#&-

#

5c6̂

"

培养箱孵育
"%.

*实验对照组加

入含
!'c

小牛血清的
)+*V3!(%'

培养基
5''

#

,

#

5

个药物实

验组 分 别 加 入
Z+6

药 物 浓 度 为
"''

'

%''

'

(''

'

8''

'

!'''

#

M

"

F,

的培养基
5''

#

,

#每组设
%

个复孔#使孔内药物

浓度分别为
!''

'

"''

'

#''

'

%''

'

5''

#

M

"

F,

#置
#&-

#

5c6̂

"

培养箱孵育*将各孔内细胞转入流式管中#

!'''E

"

F=@

#离心

5F=@

#弃培养基*用
%-

预冷的
+\T

重悬细胞
!

次#

!'''E

"

F=@

#离心
5F=@

#弃上清*用去离子水将
!'9\=@;=@

M

\LNNDE

稀释成
!9\=@;=@

M

\LNNDE

#每管加入
#''

#

,!9\=@;=@

M

\LNNDE

悬浮细胞*

2@@DQ=@[3UV16

标记!加入
5

#

, 2@@DQ=@[3

UV16

#轻轻混匀#避光#室温孵育
!5F=@

*

+V

标记!加入
5

#

,

+V

后轻轻混匀#避光#室温孵育
5 F=@

*补加
#''

#

,!9

\=@;=@

M

\LNNDE

*用流式细胞仪检测正常细胞'凋亡细胞和坏

死细胞*

?$H

!

统计学处理
!

采用
T+TT!($'

统计软件进行单因素方差

分析#以
E

%

'$'5

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@$?

!

*11

法检测
_,3('

细胞增殖抑制率结果
!

不同药物浓

度的实验组处理
"%

'

%8

'

&".

后细胞增殖抑制率见表
!

%随着

Z+6

药物浓度的增加#其对
_,3('

细胞的增殖抑制率逐渐增

高#呈时间
3

剂量依赖效应关系#见图
!

*

图
!

!!

Z+6

对
_,3('

细胞增殖率的影响

@$@

!

_,3('

细胞凋亡的检测
!

_,3('

细胞经不同浓度的

Z+6

处理
"%.

#用流式细胞仪检测
Z+6

诱导的
_,3('

细胞凋

亡%结果显示#

Z+6

在低浓度$

"''

#

M

"

F,

&时可引起少量的细

胞发生凋亡*随着浓度的增加#

Z+6

的细胞凋亡率也在不断

增加#呈明显的量效关系*见图
"

*

图
"

!!

Z+6

对
_,3('

细胞凋亡的影响

A

!

讨
!!

论

目前白血病的治疗仍以化疗为主#引起严重的不良反应#

因此寻找新的不良反应小的抗白血病药物非常重要*从天然

植物中寻找毒性低'疗效高#与其他化疗药物配伍使用的抗癌

活性成分是抗肿瘤药物的重要来源之一*这些抗癌活性成分

可提高抗肿瘤药物的抗肿瘤活性或降低其毒性#且其本身也具

有一定的抗肿瘤活性#具有广阔的应用前景*

!'7!

重庆医学
"'!"

年
&

月第
%!

卷第
!7

期



Z+6

由不同数目的黄烷
3#3

醇或黄烷
3#

#

%3

二醇聚合而成*

Z+6

广泛存在于葡萄'山楂'松树'银杏'花生'番荔枝'野草

莓'可可豆等植物中#尤其以葡萄皮'籽中含量最多*近年来#

国内外许多学者的研究表明#

Z+6

在预防和治疗人类疾病方

面有独特的作用*

/@

M

等(

#

)从红葡萄酒中提取出
Z+6

的
\

二

聚体#发现这种成分可以使实验鼠的乳腺癌瘤变小*用红葡萄

酒中提取的
Z+6

的
\

二聚体对乳腺癌不如人工合成药物的效

果明显*

T.=.

等(

%

)研究发现#

Z+6

不仅可以抑制胃腺癌细胞

的增殖#而且可以诱导其凋亡*

6.D@

等(

5

)发现桑葚中的花青

素矢车菊
3#3

葡萄糖甙和矢车菊
3#3

芸香甙对人类肺癌细胞

25%7

的转移和入侵具有阻止作用*

UD@

M

等(

(

)发现黑树梅中

的花青素矢车菊
3#3

芸香甙对血癌细胞
_,3('

有杀灭作用而对

正常细胞无影响*杀灭作用机制为矢车菊
3#3

芸香甙刺激
d4W

激酶#由
d4W

激酶蛋白调节癌细胞的凋亡程序而杀死癌细胞*

国内学者研究发现#

Z+6

具有抗氧化'抗自由基损伤'抗突变'

抗肿瘤'抗病毒'抗炎'抗衰老'保护心血管系统等多种生理'药

理功效(

&

)

*多项实验研究表明#

Z+6

体外对前列腺癌细

胞(

837

)

#人肝癌细胞 (

!'3!!

)

#肺癌细胞(

!"

)等都有明显的增殖抑

制和诱导肿瘤细胞凋亡的作用#张海晖等(

!#

)同时研究了莲房

Z+6

对肺癌
,/1+3"

细胞'胃腺癌
TZ63&7'!

细胞'黑色素瘤

2#&5

细胞的作用#得出莲房
Z+6

体外对此
#

种细胞均有显著

性抑制作用*池余刚等(

!%

)还通过
+6)

检测发现
Z+6

可以明

显降低
?LER=R=@

的
F)42

和蛋白水平的表达#可能通过降低

?LER=R=@

的表达#在体外抑制
TŴ [#

细胞增殖#并促进其凋

亡*高爱霞等(

!5

)的体内研究表明
Z+6

能明显抑制肺癌细胞

46V3_%('

细胞的增殖'诱导细胞凋亡和抑制裸鼠肿瘤的生

长*虽然现在国内外在
Z+6

对白血病细胞#特别是
_,3('

细

胞的作用研究还很少#但从上述研究中可以看出#

Z+6

在对肿

瘤细胞的增殖抑制和促凋亡作用是非常明显的#这也为作者提

供了大量的参考资料和实验依据*

本研究采用
*11

法检测细胞增殖抑制率#通过实验结果

可以看出#不同浓度
Z+6

对
_,3('

细胞的生长具有明显的抑

制作用#随着
Z+6

浓度的增加和作用时间的延长#其对
_,3('

细胞增殖抑制率逐渐升高#

Z+6

可显著抑制
_,3('

细胞体外

生长#并呈时间
3

剂量效应%同时
2@@DQ=@[3UV16

和
+V

双染#

采用流式细胞术检测以不同浓度
Z+6

作用
"%.

后
_,3('

细

胞的凋亡#发现
Z+6

具有诱导
_,3('

细胞凋亡的能力#并且

随着
Z+6

药物浓度的增加#

_,3('

细胞发生凋亡的比例也随

之增加*

综上所述#葡萄皮渣中提取的
Z+6

在体外可明显抑制增

殖
_,3('

细胞的增殖并诱导其凋亡#且抑制细胞增殖作用呈

时间
3

剂量依赖效应*

Z+6

为白血病治疗的新药物选择提供了

新的参考#但尚需进一步研究其抗肿瘤的机制及其在体内的详

细药理过程*
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