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　　摘　要：目的　探讨球药隔重楼中分离得到的球药隔重楼凝集素（ＰＦＬ）的肿瘤细胞毒性及其可能的机制。方法　用交换层

析法纯化ＰＦＬ同源二聚体；通过噻唑蓝（ＭＴＴ）法、形态学观察、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）法、糖蛋白阻断分析等方法分析ＰＦＬ对肿瘤细

胞增殖的抑制情况及其机制。结果　ＰＦＬ对宫颈癌 ＨｅＬａ、肝癌 ＨｅｐＧ２以及鼻咽癌ＣＮＥ２细胞增殖都有抑制作用。ＰＦＬ的糖结

合位点被甲状腺球蛋白阻断后对肿瘤细胞生长的抑制活性明显降低，表明ＰＦＬ是通过识别ＣＮＥ２细胞表面的糖链作用于细胞，

并诱导细胞凋亡。半胱氨酸蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）家族抑制剂的研究表明ＰＦＬ是通过经典的ｃａｓｐａｓｅ途径诱导ＣＮＥ２细胞凋亡。结

论　ＰＦＬ可通过ｃａｓｐａｓｅ途径诱导肿瘤细胞凋亡。
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　　凝集素在自然界中分布极为广泛，在生物体内发挥着重要

作用，他们与细胞间黏附、细菌感染宿主、受体介导的胞饮、胚

胎发育和机体代谢的调节控制、宿主清除入侵细菌、分子传递、

植物防御病原体等生理过程密切相关［１２］。近来，多种凝集素

还被证明具有血小板凝集、抗病毒、促进淋巴细胞分裂、抗菌和

保护造血干细胞的功能［３］，同时还具有抗肿瘤、诱导肿瘤细胞

凋亡和自噬的作用［４］。在抗肿瘤方面，植物凝集素体现在抑制

肿瘤细胞的增殖，抑制方式主要包括促肿瘤细胞凋亡和细胞毒

性［５６］。这些作用为凝集素在医学上的研究和应用指明方向，

开辟更广阔的领域。

重楼是多年生草本，具有清热解毒、消肿等功效。此外，还

有祛痰抑菌、抗癌止血的作用。重楼属植物是宫血宁、云南白

药和季德胜蛇药片等多种药物的主要原料。因为其突出的药

用价值，近年来成为研究重点和热点。目前研究较多的是重楼

的小分子物质：甾体皂苷，该物质具有止痛、止血、抗肿瘤、免疫

调节和阻孕等多种生理活性［７］。目前国内外对重楼活性成分

的研究主要集中于皂苷分子，而对活性蛋白的报道却很少。因

此，本研究分离得到球药隔重楼凝集素（ｐａｒｉｓｆａｒｇｅｓｉｉｆｒａｎｃｈｉｅｃ

ｔｉｎ，ＰＦＬ）的基础上，对其抗肿瘤活性进行详细分析，为其以后更

深入的研究和应用打下基础。本文所研究的球药隔重楼取自四

川彭州，主要生长于常绿阔叶林、竹林、杂木林或者灌丛中。

１　材料与方法

１．１　材料　球药隔重楼块状根茎采于四川彭州；鲜兔血采于

市场；宫颈癌细胞株 ＨｅＬａ，肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２和鼻癌细胞株

ＣＮＥ２均购自美国ＡＴＣＣ公司；离心机购自美国Ｂｅｃｈｍａｎ公

司；ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱购自 Ｗａｔｅｒｓ公司；电泳仪 Ｐｏｗｅｒ

Ｐａｃ３００购自ＢｉｐＲＡＤ公司。主要试剂：ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ，ＣＭ

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ，ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ１００均购自Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司；十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）低分子量蛋白购自

Ｔａｋａｒａ公 司；蛋 白 抑 制 剂 ｚＩＥＴＤｆｍｋ、ｚＤＥＶＤｆｍｋ 和 ｚ

ＶＡＤｆｍｋ购自Ｓｅｌｌｅｃｋ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＰＦＬ的分离纯化　球药隔重楼根茎打成粉末，用生理

盐水浸泡２４ｈ，过滤后离心（１００００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），收集上清

液。上清液用ｐＨ８．５，４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ充分透析并用此

ｐＨ条件ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ层析，用０～０．５ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ溶

液进行梯度洗脱。兔血细胞检测并收集活性部分，再用ｐＨ

４．８，２０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸钠缓冲液进行充分透析，以此ｐＨ 条件
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ＣＭＳｅｐｈａｒｏｓｅ离子交换层析，用０～０．５ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ溶液

进行梯度洗脱，洗脱过程同样以兔血细胞检测活性，收集活性

部分。活性蛋白溶液用ｐＨ７．０，２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）透析，并以相同的缓冲液平衡ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ１００凝胶过滤

柱。样品液以０．５ｍＬ／ｍｉｎ的流速上柱，以兔血细胞检测活

性，收集活性部分，透析，冷冻干燥。

１．２．２　分子量测定　用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱精确测定ＰＦＬ

的分子量；用ＳＤＳＰＡＧＥ进行不连续变性和非变性的Ｔｒｉｃｉｎｅ

ＳＤＳＰＡＧＥ，测定凝集素亚基的分子量。

１．２．３　蛋白基本性质　凝血活性的测定：用２０μＬ样品与２０

μＬ生理盐水进行倍比稀释，再加入红细胞悬液，震荡５ｍｉｎ，在

室温放置１ｈ后，显微镜观察结果。凝血活性的最高稀释倍数

的倒数为凝血活性单位［８］。糖抑制实验：将糖或糖蛋白用生理

盐水倍比稀释，加入ＰＦＬ，振荡混匀３０ｍｉｎ后，每孔依次加入

２％的兔血红细胞悬液，振荡３０ｍｉｎ，检测凝血活性。ＰＦＬ初

始量为８个凝集活性单位。

１．２．４　抗肿瘤活性　采用 ＭＴＴ方法，观察 ＰＦＬ对宫颈癌细

胞株 ＨｅＬａ，肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２和鼻癌细胞株ＣＮＥ２的细胞

毒性。取对数生长期的各种细胞，接种于培养板中，每孔１００

μＬ（１１０４ｃｅｌｌ／ｍＬ），培养２４ｈ，加入不同浓度的 ＰＦＬ（ＰＦＬ

组），置培养箱中４８ｈ。后每孔加入１０μＬ（５ｍｇ／ｍＬ）ＭＴＴ，培

养４ｈ。弃培养基，后在５７０ｎｍ处测吸光度（犃）值。细胞存活

率（％）＝ＰＦＬ组犃值／对照组犃值×１００％，其中，对照组为未

经任何处理的细胞。

１．２．５　乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活力测定　将ＣＮＥ２细胞接种于

孔培养板，１２ｈ后加入不同浓度的ＰＦＬ，培养２４ｈ收集细胞，

加入ＬＤＨ底物（ｐＨ８．２，０．２ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ１０ｍＬ中各组

分浓度为：ＰＭＳ０．２８ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｌ（＋）乳酸０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＩＮＴ

０．６６ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮＡＤ＋１．３ｍｍｏｌ／Ｌ），分别测定上清液中各指

数。坏死指数：ＬＤＨ 数量（ＬＤＨｎ）；凋亡指数：悬浮细胞中的

ＬＤＨ数量（ＬＤＨａ）；细胞内ＬＤＨ 指数：培养板中贴壁细胞中

的ＬＤＨ 数量（ＬＤＨｉ）。计算公式为：凋亡率（％）＝ＬＤＨａ／

（ＬＤＨａ＋ＬＤＨｎ＋ＬＤＨｉ）×１００％，坏 死 率 （％）＝ＬＤＨｎ／

（ＬＤＨａ＋ＬＤＨｎ＋ＬＤＨｉ）×１００％。

１．２．６　ＰＦＬ作用于肿瘤细胞后的形态观察　取处于对数生

长期的ＣＮＥ２细胞，接种于培养板中（１．０×１０４／ｍＬ），培养２４

ｈ后，在倒置显微镜下观察。对照组加培养基，实验组加入

ＰＦＬ（浓度２ｐｍｏｌ／Ｌ），培养２４ｈ，用碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏ

ｄｉｄｅ，ＰＩ）染色，荧光显微镜下观察。

１．２．７　糖蛋白抑制后的抗肿瘤活性　取对数生长期的ＣＮＥ

２细胞，接种于培养板（每孔１００μＬ，１×１０
４／ｍＬ），培养２４ｈ，

加入被糖蛋白抑制凝血活性后的ＰＦＬ（２ｐｍｏｌ／Ｌ），继续培养

２４ｈ，用 ＭＴＴ法测定犃值，计算细胞抑制率。

１．２．８　蛋白抑制剂对抗肿瘤活性的影响　取对数生长期的

ＣＮＥ２细胞，接种于培养板（每孔１００μＬ，１×１０
４／ｍＬ，培养２４

ｈ，加入蛋白抑制剂（ｚＩＥＴＤｆｍｋ、ｚＤＥＶＤｆｍｋ和ｚＶＡＤｆｍｋ）

作用１ｈ，加入ＰＦＬ，继续培养２４ｈ，用 ＭＴＴ法测定犃值。

２　结　　果

２．１　基本性质　Ｓ１００层析检测出天然状态ＰＦＬ表观分子量

约为 ３３×１０３，ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ 表 明 ＰＦＬ 的 分 子 量 为

１３．２×１０３ 和１９．１×１０３ 的２个亚基组成，质谱分析ＰＦＬ亚基

的分子量分别为１２．７５×１０３ 和１８．９９×１０３，结果综合表明该

凝集素是由两个不同分子量的亚基组成的同源二聚体，亚基间

以二硫键的形式连接。凝血活性研究 ＰＦＬ在浓度为０．０１

ｐｍｏｌ／Ｌ时仍能凝集兔红细胞，具有很强的凝血活性；糖抑制实

验结果显示甲状腺球蛋白能抑制该凝集素的凝血活性，且完全

抑制４个凝集活性单位的甲状腺球蛋白最低浓度为０．５８

ｐｍｏｌ／Ｌ。

２．２　抗肿瘤活性　ＰＦＬ对鼻癌细胞ＣＮＥ２细胞抑制活性更

强，在浓度为２ｐｍｏｌ／Ｌ时能达到４８．１％的抑制率；同浓度下

对宫颈癌 ＨｅＬａ细胞和肝癌 ＨｅｐＧ２细胞分别达到２８．３％和

１９．１％的抑制率，见图１。在所测定的细胞系中，ＰＦＬ对ＣＮＥ

２细胞抑制活性最强，故选取其作进一步的研究对象。

２．３　ＰＦＬ作用于肿瘤细胞后的形态观察　在细胞形态上，对

照组细胞连接紧密，大小均匀，发出均匀的荧光；而加ＰＦＬ组

的细胞变圆，细胞皱缩，荧光变得致密，细胞正处于形成凋亡小

体的过程中。说明ＰＦＬ可以诱导ＣＮＥ２细胞凋亡，见图２。

图１　　ＭＴＴ法测定ＰＦＬ的细胞毒性

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＰＦＬ组。

图２　　ＣＮＥ２细胞的形态观察

２．４　ＬＤＨ活性测定　细胞死亡的方式有坏死（ｎｅｃｒｏｓｉｓ）和凋

亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）两种。本研究通过测定不同时间后ＬＤＨ 的活

力，来确定ＰＦＬ诱导ＣＮＥ２细胞的死亡方式。测定的结果显

示，当培养２４ｈ，ＰＦＬ 的浓度为２ｐｍｏｌ／Ｌ，细胞凋亡率为

３５．２％，细胞坏死率为１３．５％；４８ｈ后，细胞的凋亡率为

５３．２％，而细胞的坏死率仅为１９．１％，见图３。可见，ＰＦＬ作用

于肿瘤细胞以诱导凋亡为主。

图３　　ＬＤＨ活性测定分析图

２．５　ＰＦＬ诱导细胞凋亡机理的初步研究

２．５．１　糖结合位点被阻断后对肿瘤细胞凋亡的影响　ＰＦＬ

的糖结合位点被甲状腺球蛋白抑制后对肿瘤细胞生长的抑制

活性如图４所示，当糖结合位点被糖蛋白半抑制后，ＰＦＬ对

０５５１ 重庆医学２０１４年５月第４３卷第１３期



ＣＮＥ２细胞生长的抑制活性明显降低，抑制率降为１３．２％，全

抑制后，抑制率仅为４．１％。可见，ＰＦＬ是通过识别ＣＮＥ２细

胞表面的糖链作用于细胞，并诱导细胞凋亡。

２．５．２　蛋白抑制剂对ＰＦＬ诱导的ＣＮＥ２细胞凋亡的影响　

ｃａｓｐａｓｅ８和ｃａｓｐａｓｅ３以及整个ｃａｓｐａｓｅｓ家族的抑制剂（ｚ

ＩＥＴＤｆｍｋ、ｚＤＥＶＤｆｍｋ和ｚＶＡＤｆｍｋ）对ＰＦＬ诱导的细胞凋

亡的影响如图５所示。分别加入ｃａｓｐａｓｅ８和ｃａｓｐａｓｅ３的抑

制剂 ｚＩＥＴＤｆｍｋ、ｚＤＥＶＤｆｍｋ 和 ｚＶＡＤｆｍｋ 后，ＰＦＬ 对

ＣＮＥ２细胞生长的抑制率明显降低，表明抑制剂的加入可抑

制细胞凋亡，就说明ＰＦＬ是通过激活ｃａｓｐａｓｅｓ家族而诱导细

胞凋亡的，ｃａｓｐａｓｅ８和ｃａｓｐａｓｅ３参与了ＰＦＬ诱导的 ＣＮＥ２

细胞的凋亡。

图４　　糖结合位点被阻断后的ＰＦＬ对ＣＮＥ２

细胞凋亡的影响

图５　　ｃａｓｐａｓｅ抑制剂对ＰＦＬ诱导的ＣＮＥ２细胞

凋亡的影响

３　讨　　论

重楼作为药用价值突出的中药材，成为近年来的研究重点

和热点。目前，国内外对于重楼的活性成分，特别是对甾体皂

苷做了充分的研究，证明其具有止痛、止血、抗肿瘤、免疫调节

和抗生孕等多种生理活性。然而，对重楼活性蛋白的报道却很

少见。本研究从球药隔重楼中分离得到一种活性蛋白ＰＦＬ。

该蛋白是由两个不同相对分子质量１２．７５×１０３ 和１８．９９×１０３

的亚基组成的同源二聚体，此结构在凝集素中较为罕见。由于

重楼属于百合科植物，曾有报道表明从百合科土茯苓根茎纯化

出来的土茯苓凝集素也分别是由相对分子质量为１５×１０３ 和

１７×１０３ 的２个亚基组成
［９］，这两种凝集素的分子亚基构成上

具有很大的相似性。凝血活性研究表明，ＰＦＬ在浓度为０．３６

μｇ／ｍＬ时仍能凝集兔红细胞，与其他凝集素相比，显示很强的

凝血活性；糖抑制实验结果显示甲状腺球蛋白能抑制该凝集素

的凝血活性。

最近的一些研究显示，植物凝集素具有显著的抗肿瘤活

性，这使得学术界对于凝集素抗癌的机制给予了更多的关注。

鉴于ＰＦＬ强凝血活性和特殊的分子结构，作者着重研究了其

抗肿瘤活性。ＭＴＴ法检测表明ＰＦＬ对宫颈癌 ＨｅＬａ株、肝癌

ＨｅｐＧ２株以及鼻咽癌ＣＮＥ２细胞株的生长都有抑制作用；而

对不同细胞系抑制作用的不同，可能与不同肿瘤细胞表面的糖

蛋白结构和构象的不同有关。ＰＦＬ对ＣＮＥ２细胞呈现明显的

细胞毒性，且能通过时间依赖性和剂量依赖性的方式引起

ＣＮＥ２细胞凋亡。当ＰＦＬ的糖结合位点被甲状腺球蛋白全抑

制后对肿瘤细胞生长的抑制活性明显降低，提示ＰＦＬ是通过

识别ＣＮＥ２细胞表面的糖链而作用于细胞，并诱导细胞发生

凋亡。

细胞凋亡在多细胞动物进化过程中扮演着极其重要的作

用。因此，如果能研究清楚抑制肿瘤生长的细胞凋亡分子机制

或信号通路，对于开发抗肿瘤药物至关重要［１０］。有研究显示，

凝集素的糖结合位点以及其他一些位点具有诱导细胞凋亡活

性［１１］。ＣｏｎＡ是第一个报道的具有抑制肿瘤细胞活性的豆类

凝集素。它能通过ｃａｓｐａｓｅ依赖途径和线粒体凋亡途径诱导

Ａ３７５细胞程序性死亡
［１２］。黄精凝集素作为甘露糖结合凝集

素，能通过线粒体介导途径诱发肿瘤细胞的凋亡和自噬［１３］。

本研究揭示ＰＦＬ能通过典型的ｃａｓｐａｓｅ依赖型的细胞凋亡诱

发肿瘤细胞，该过程有３个ｃａｓｐａｓｅ抑制因子参与，特别是

ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ８的抑制因子。ｃａｓｐａｓｅｓ激活级联反应在

凋亡调控中占核心作用，它有２条主要途径：线粒体依赖途径

和死亡介导途径［１４］。不同刺激信号经各自途径启动不同的

ｃａｓｐａｓｅｓ级联反应，进而激活下游的效应ｃａｓｐａｓｅｓ，诱发细胞凋

亡。不过，鉴于ＰＦＬ本身结构和性质的特殊性，其诱发肿瘤细

胞凋亡的机制目前还不如甘露糖结合凝集素或豆类凝集素清

楚。因此，后续的研究应该关注于阐述该凝集素诱导凋亡的具

体过程。
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房和（或）左房伞盘开始持续的压迫心房壁或主动脉壁。至于

发生压迫原因可能是由于，伞盘开始失去可塑性，另外，封堵后

心房容积减小，这些可能是导致影响接触型到间断压迫型改变

的原因。但是新的内膜形成可以阻止患者主动脉磨损，认为间

断压迫的危险性较低。仍然存在争议的是什么形状的封堵器

带来磨损的危险性。在较大的主动脉边缘患者中，一些作

者［１１１４］认为主动脉边缘张开，那么磨损的危险性降低，在选择

的主动脉边缘缺乏，由于封堵器较大，磨损的危险性就较大。

本组研究中，主动脉侧张开的形状随时间推移变为紧贴

型。这些病例可能比刚置入时就紧贴的封堵器较日后的磨损

危险性大，刚置入时封堵器在主动脉侧呈张开形状，可以减少

对冠状静脉窦壁的磨损，但它可能增加上方心房壁的磨损。如

果置入即刻封堵器会持续压迫心房壁和（或）主动脉壁，就要换

小一点的封堵器。因此在封堵器置入后，对封堵器和主动脉壁

和心房壁关系的观察是必要，这样才能预防封堵器对心房壁、

主动脉壁的磨损。
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