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　　摘　要：目的　利用脂多糖刺激家蝇胚胎细胞产生并提取抗菌蛋白，对比研究家蝇胚胎细胞抗菌蛋白和高三尖杉酯碱

（ＨＨＴ）对人髓样白血病细胞Ｋ５６２和正常人体细胞的抑制杀伤作用。方法　采用含２０ｍｇ／Ｌ脂多糖的无血清Ｍ３培养基作用于

处于对数生长期的家蝇胚胎细胞１６ｈ，提取上清液中的抗菌蛋白，将抗菌蛋白配制为４０、８０、１６０、３２０和６４０μｇ／ｍＬ５个浓度组，

采用 ＭＴＴ法测定各浓度抗菌蛋白对Ｋ５６２和人脐静脉血管内皮细胞的抑制作用。将处于对数生长期的Ｋ５６２细胞和人脐静脉

血管内皮细胞配制成相同浓度的 ＨＨＴ组、家蝇胚胎细胞抗菌蛋白组，两种细胞均采用自身设置对照组。采用流式细胞术测定

Ｋ５６２细胞和人脐静脉血管内皮细胞３组药物的有效杀伤率。结果　ＭＴＴ法检测显示，５种浓度抗菌蛋白对Ｋ５６２细胞均具有明

显抑制作用，各浓度抗菌蛋白对人脐静脉血管内皮细胞均无抑制作用。对照组、ＨＨＴ组及家蝇胚胎细胞抗菌蛋白组对Ｋ５６２细

胞的有效杀伤率分别为（２８．１６±２．１４）％、（８１．４１±１．９５）％和（８２．９０±３．０３）％；对人脐静脉血管内皮细胞的有效杀伤率分别为

（４１．１３±２．５１）％、（８２．２０±２．５７）％和（３６．６８±１．８６）％。结论　家蝇胚胎细胞抗菌肽与常用的白血病化疗药物相比，优点在于

能有效杀伤白血病细胞又不损伤正常人体细胞。
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的凋亡来抑制并杀伤白血病细胞［１］。临床证明其对急性粒细

胞性白血病，急性单核细胞性白血病和慢性粒细胞性白血病等

有良好的疗效［２］。但同时 ＨＨＴ对正常人体细胞具有极强的

毒性作用，可导致骨髓抑制，限制了化疗剂量的增加。在常规

的剂量下 ＨＨＴ常见的不良反应有骨髓抑制、心脏毒性、低血

压及消化系统常见的恶心、呕吐等症状［３］。抗菌肽是一种小分

子阳离子多肽，具有抗结核的作用［４］，更具有高效的杀菌能力

以及广谱的抗病毒、抗肿瘤及抗菌活性。抗菌肽连续４８～７２ｈ

对正常哺乳动物细胞及昆虫细胞进行体外培养，均无不良影

响，对肿瘤细胞却有选择性杀伤作用。本研究检测家蝇胚胎细

胞抗菌蛋白和 ＨＨＴ对 Ｋ５６２和人脐静脉血管内皮细胞的有

效杀伤率，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　家蝇胚胎细胞 ＭＤＥＣ０７１１４由遵义医学院寄生

虫学教研室自行建立［５］，人髓样白血病细胞Ｋ５６２和人脐静脉

血管内皮细胞均由遵义医学院生化教研室惠赠。ＲＰＭＩ１６４０

和ＰＩ、脂多糖、Ｍ３培养基购自Ｓｉｇｍａ公司。噻唑蓝（ＭＴＴ）、

二甲亚砜（ＤＭＳＯ）购自 Ａｍｒｅｓｃｏ。ＨＨＴ由哈尔滨三联药业有

限公司生产，国药准字 Ｈ２００３０９３６。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　参考贺莉芳等
［５］的方法，家蝇胚胎细胞采

用 Ｍ３培养基，２８℃，５％ ＣＯ２ 条件培养；人髓样白血病细胞

Ｋ５６２细胞、人脐静脉血管内皮细胞１６４０培养基，３７℃、５％

ＣＯ２ 条件培养。

１．２．２　抗菌肽的诱导和提取　参考刘晖等
［６］的方法，用２０

ｍｇ／Ｌ的脂多糖诱导处于对数生长期的家蝇胚胎细胞１６ｈ收

集上清液，０．４５μｍ抽滤器抽滤，１０％三氯醋酸冰浴１０ｍｉｎ，

１００００ｒ／ｍｉｎ高速离心１０ｍｉｎ沉淀蛋白，去上清液，丙酮∶水

洗涤（９∶１），１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清液，真空抽干，

－２０℃保存备用。

１．２．３　ＭＴＴ法测定抗菌蛋白对白血病细胞 Ｋ５６２和人体正

常细胞的抑制作用　将处于对数生长期的白血病细胞 Ｋ５６２

和人脐静脉血管内皮细胞配制成２．５×１０５ 个／ｍＬ的细胞悬

液，具体操作步骤参考文献［７］。

１．２．４　流式细胞仪检测药物对Ｋ５６２和人脐静脉血管内皮细

胞的有效杀伤率　将处于对数生长期的 Ｋ５６２细胞和人脐静

脉血管内皮细胞制成细胞悬液，浓度分别为５×１０５ 个／ｍＬ和

２．５×１０５ 个／ｍＬ，各９瓶，每瓶４ｍＬ，培养２４ｈ。Ｋ５６２细胞和

人脐静脉血管内皮细胞去上清液，３瓶加入５００μＬ１ｍｇ／ｍＬ

的 ＨＨＴ，另３瓶加入１ｍＬ用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）配制的６４０

μｇ／ｍＬ的家蝇胚胎细胞抗菌蛋白，使药物的最终浓度均为１２５

μｇ／ｍＬ，剩余３瓶为对照组。继续培养４８ｈ收集细胞，ＰＢＳ洗

涤，去上清液，加入２０μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ，避光室温放置２０

ｍｉｎ，加入少量ＰＢＳ，１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ，去上清液，加入５００μＬ

ＰＢＳ制成细胞悬液，１ｈ内上机检测。细胞增殖指数（ＰＩ）阳性

的细胞为被杀伤的靶细胞，除以靶细胞总数，即为杀伤率。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，采用单因素方差分析，Ｄｕｎｃａｎ复极差进行

两两比较，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ法测定不同浓度抗菌蛋白对 Ｋ５６２细胞和人体正

常细胞的抑制作用比较　白血病细胞 Ｋ５６２各浓度组与对照

组比 较，差 异 有 统 计 学 意 义 （犘＜０．０５），最 高 浓 度 组

（６４０μｇ／ｍＬ组）与其他浓度组比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。各浓度组家蝇胚胎细胞抗菌蛋白对正常人体细胞抑制

率极低，各浓度组与对照组比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表１。

２．２　ＨＨＴ和家蝇胚胎细胞抗菌蛋白对 Ｋ５６２细胞和人脐静

脉血管内皮细胞的有效杀伤率比较　ＨＨＴ组和家蝇胚胎细

胞抗菌蛋白组对Ｋ５６２细胞的有效杀伤率与对照组比较，差异

有统计学意义（犘 ＜０．０５）；ＨＨＴ对人脐静脉血管内皮细胞的

有效杀伤率与对照组及家蝇胚胎细胞抗菌蛋白组比较差异有

统计学意义（犘 ＜０．０５），家蝇胚胎细胞抗菌蛋白组与对照组比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

表１　　各浓度家蝇胚胎细胞抗菌蛋白对Ｋ５６２和人脐静脉

　　　血管内皮细胞的抑制作用（狀＝６）

组别
Ｋ５６２

（犗犇值）

人体正常

细胞（犗犇值）

Ｋ５６２

抑制率（％）

人体正常细胞

抑制率（％）

对照组 ０．６０４±０．０４２ ０．４１４±０．０３０ － －

４０μｇ／ｍＬ组 ０．４１６±０．０４０ ０．４１３±０．０２５ ２８．５９６ ０．２５５

８０μｇ／ｍＬ组 ０．４３７±０．０３１ ０．４０９±０．０２１ ２１．９６８ １．１０３

１６０μｇ／ｍＬ组 ０．４６５±０．０９０ ０．４１９±０．０２５ ２１．３４７ １．１５８

３２０μｇ／ｍＬ组 ０．４３７±０．０７０ ０．４０６±０．０２２ ２６．５１４ ０．８９５

６４０μｇ／ｍＬ组 ０．３１５±０．０４０ ０．４１５±０．０１１ ４２．１７３ １．０１１

　　－：表示此项无数据。

表２　　ＨＨＴ和家蝇胚胎细胞抗菌蛋白对Ｋ５６２细胞和正常

　　　人体细胞的有效杀伤率（狀＝３，％）

组别 Ｋ５６２细胞 人脐静脉血管内皮细胞

对照组 ２８．１６±２．１４ ４１．１３±２．５１

ＨＨＴ组 ８１．４１±１．９５ ８２．２０±２．５７

家蝇胚胎细胞抗菌蛋白组 ８２．９０±３．０３ ３６．６８±１．８６

３　讨　　论

ＨＨＴ是一种从三尖杉植物中提取的生物活性碱，是有效

抗白血病的药物，其不但能抑制蛋白质合成的起始阶段，也直

接干扰ＤＮＡ聚合酶ɑ的活性
［８］。其可诱导白血病细胞 Ｋ５６２

等发生编程性细胞死亡。抗菌肽是生物防御系统产生的一类

对抗外源性病原体的肽类物质，能有效防范病原体的入侵。众

多研究发现，抗菌肽广泛存在于昆虫、鱼类、两栖动物、被囊动

物、鸟类、哺乳动物甚至人类［９］。一方面，抗菌肽直接接触性抑

杀肿瘤细胞，主要从细胞膜、细胞核、染色体线粒体、核膜及细

胞骨架等方面来抑杀肿瘤细胞；另一方面，它可以调动机体免

疫机能，从体液免疫方面来抵抗癌细胞的入侵 ［１０］。

本研究采用治疗人类白血病的常用药物 ＨＨＴ和脂多糖

诱导后产生的家蝇胚胎细胞抗菌蛋白来分析２种对髓样白血

病细胞Ｋ５６２和人体正常细胞的杀伤作用，结果显示 ＨＨＴ对

Ｋ５６２细胞的有效杀伤率为（８１．４１±１．９５）％，家蝇胚胎细胞抗

菌蛋白对Ｋ５６２细胞的有效杀伤率为（８２．９０±３．０３）％，对照

组有效杀伤率仅为（２８．１６±２．１４）％，ＨＨＴ组和家蝇胚胎细

胞抗菌蛋白组与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），

说明２种药物对 Ｋ５６２细胞均有良好的杀伤作用。在对人脐

５４４４重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３３期



静脉血管内皮细胞的作用中，对照组有效杀伤率为（４１．１３±

２．５１）％，ＨＨＴ组的有效杀伤率为（８２．２０±２．５７）％，家蝇胚

胎细胞抗菌肽组的有效杀伤率为（３６．６８±１．８６）％。ＨＨＴ组

分别与对照组及家蝇胚胎细胞抗菌蛋白组比较，差异均有统计

学意义（犘＜０．０５），家蝇胚胎细胞抗菌蛋白组与对照组相比，

差异无统计学意义（犘＞０．０５），结果表明 ＨＨＴ对人脐静脉血

管内皮细胞具有明显的杀伤作用而家蝇胚胎细胞抗菌蛋白不

杀伤人脐静脉血管内皮细胞，而且家蝇胚胎细胞对白血病细胞

的杀伤作用还略强于 ＨＨＴ，对人脐静脉血管内皮细胞的作用

略低于对照组，显示家蝇胚胎细胞抗菌蛋白对人体正常细胞可

能具有一定的保护作用，关于这点还有待更多的实验数据来证

实。采用 ＭＴＴ法测定家蝇胚胎细胞抗菌蛋白对Ｋ５６２细胞和

正常人体细胞的抑制研究发现，低浓度即可抑制Ｋ５６２细胞生

长，各浓度组对人体正常细胞无抑制。进一步验证家蝇胚胎细

胞抗菌蛋白对肿瘤细胞具有选择性杀伤作用。笔者的研究表

明，家蝇胚胎细胞抗菌蛋白引起Ｋ５６２细胞Ｇ０／Ｇ１ 期百分比的

上升，引起ＰＩ的下降，对Ｋ５６２细胞有抑制杀伤作用而对正常

人体细胞无抑制作用［７］。贺莉芳等［１１］利用家蝇幼虫抗菌肽作

用于子宫内膜癌细胞ＪＥＣ和黑色素瘤细胞 Ａ３７５以及健康人

牙周膜细胞，结果显示家蝇幼虫抗菌肽对ＪＥＣ细胞和Ａ３７５细

胞具有抑制作用而对牙周膜细胞无抑制作用。程瞡侠等［１２］研

究发现，家蝇幼虫抗菌肽需要一定的浓度和时间作用才能发挥

抑制Ｋ５６２细胞生长的最佳活性，表明家蝇抗菌肽可能通过直

接杀伤作用抑制Ｋ５６２细胞生长。众多研究结果表明，家蝇胚

胎细胞抗菌蛋白能有效抑制人体肿瘤细胞的生长，而不损伤正

常人体细胞［１３］。这与我们的实验结果相一致。

综上所述，本研究发现家蝇胚胎细胞抗菌蛋白在治疗白血

病细胞方面优于传统的化疗药物，提取纯化家蝇胚胎细胞抗菌

蛋白并制成相应药剂将有利于促进白血病的治疗，这些将有待

于进一步的研究。
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瘤炎症细胞因子表达 ［Ｊ］．中华医学杂志，２０１３，９３（３１）：

２４９９２５０２．

［１１］ＭｏｒｉＭ，ＴａｋｅｓｈｉｍａＨ，ＫｕｒａｔｓｕＪ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕ

ｋｉｎ６ｉｎｈｕｍａｎｃｒａｎｉｏｐｈａｒｙｎｇｉｏｍａｓ：ａｐｏｓｓｉｂｌｅｉｎｄｕｃｅｒｏｆ

ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，２００４，

１４（４）：５０５５０９．

［１２］ＳｕｌｌｉｖａｎＮ，ＳａｓｓｅｒＡ，ＡｘｅｌＡＥ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ｉｎ

ｄｕｃｅｓａｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｈｅｎｏｔｙｐｅｉｎ

ｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００９，２８（３３）：

２９４０２９４７．

（收稿日期：２０１４０６２５　修回日期：２０１４０８１５）
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