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　　摘　要：目的　探讨白花蛇舌草对人骨肉瘤 ＭＧ６３细胞Ｂａｘ基因表达的影响。方法　采用 ＭＴＴ法检测一定浓度白花蛇舌

草注射液对 ＭＧ６３细胞作用６、１２、２４、４８ｈ后的细胞增殖抑制率，实时荧光ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测细胞内Ｂａｘ基因的表达情况。结

果　白花蛇舌草注射液能明显抑制 ＭＧ６３细胞增殖，浓度为１００μＬ／ｍＬ时，随着作用时间的延长，Ｂａｘ基因表达明显升高（犘＜

０．０５）。结论　白花蛇舌草注射液可能通过上调Ｂａｘ基因表达诱导人骨肉瘤 ＭＧ６３细胞凋亡。
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　　骨肉瘤是儿童与青少年常见的起源于间叶组织的恶性肿

瘤。随着化学治疗、手术及骨重建等治疗手段的发展，有资料

研究显示目前５年总体生存率为５５％～７５％
［１２］，但仍是病死

率极高的恶性肿瘤。因此，研究新的抗肿瘤药并应用于临床是

提高骨肉瘤疗效的重要途径之一。本试验通过测定白花蛇舌

草注射液对骨肉瘤 ＭＧ６３细胞Ｂａｘ基因表达的影响，为进一

步开发白花蛇舌草抗骨肉瘤的药用价值奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞株　人骨肉瘤细胞株 ＭＧ６３细胞为广西医科大

学科学实验中心惠赠，引自中国科学院上海细胞库。

１．１．２　药物与试剂　白花蛇舌草注射液购自安徽凤阳科苑药

业有限公司（国药准字号Ｚ３４０２０５９５，批号１２０６０１）；ＭＴＴ、二

甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。胎牛血清、高糖

ＤＭＥＭ培养基购自Ｇｉｂｉｃｏ上海立菲生物技术有限公司；ＰＢＳ

（１×）、胰蛋白酶购自北京索莱宝公司；细胞培养瓶、９６孔板、

１５ｍＬ离心管购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司；引物合成由宝生物工程（大连）有限公司完成；逆转录试

剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；ＭａｒｋｅｒⅠ、２×ＴａｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ

（ＫＴ２０１０１）、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ试剂盒购自ＴｉａｎＧｅｎ公司；８联管

购自美国Ａｘｙｇｅｎ公司。

１．１．３　仪器　ＣＯ２ 细胞培养箱 ＭＣＯ１８ＡＩＣ、超低温冰箱

ＭＤＦＵ７２Ｖ购自日本ＳＡＮＹＯ公司；生物安全柜ＢＨＣ１３００Ⅱ

Ａ／Ｂ３购自苏净集团安泰公司；电热恒温水槽ＤＫ８Ｄ型购自上

海精宏实验设备有限公司；台式离心机购自上海安亭科学仪器

厂；酶标仪（ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３Ｔｈｅｒｍｏ），ＰＣＲ仪（ＢＩＯＲＡＤ），倒

置显微镜（Ｌｅｉｃａ型号ＤＭＩＬ）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　将人骨肉瘤 ＭＧ６３细胞接种于培养瓶，加

入体积分数为１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基（以下简称培养

基）５ｍＬ，置于５％ＣＯ２、３７℃细胞培养箱中常规培养，每２ｄ

传代１次，取对数生长期的细胞用于实验。

１．２．２　ＭＴＴ法检测细胞增殖抑制　取对数生长期的细胞用

０．２５％胰酶消化后加培养基５ｍＬ吹打成混悬液，计数后调整

细胞浓度，取１５０μＬ（５×１０
３ 个）接种于９６孔板。将白花蛇舌

草注射液与培养基配制成５０、１００、２００、３００、４００μＬ／ｍＬ不同

浓度含药液，现配现用。待细胞贴壁后，弃去培养基，加入不同

浓度的含药液，并设空白对照组（只加相同量培养基），每组５

个复孔。培养２４ｈ后，加入２０μＬ的５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ，继续培

养４ｈ后弃去含药液，加入１５０μＬＤＭＳＯ，３７℃恒温摇床震荡
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１０ｍｉｎ，待结晶完全溶解后，在酶标仪上４９２ｎｍ波长测定吸光

度（犃）值，取平均值，计算细胞抑制率。计算公式：细胞增殖抑

制率（ＲＩ）＝（对照组 犃 值－药物组 犃 值）／对照组 犃 值×

１００％。

１．２．３　Ｂａｘ基因表达

１．２．３．１　总ＲＮＡ提取　取对数生长期细胞，调整为１×１０５

个／ｍＬ，接种于培养瓶，待细胞贴壁后加１００μＬ／ｍＬ含药培养

基５ｍＬ，分别培养６、１２、２４、４８ｈ，按照Ｔｒｉｚｏｌ提取试剂说明书

进行总 ＲＮＡ 提取。紫外分光光度计测定总 ＲＮＡ 浓度，取

犃２６０／犃２８０在１．８０～２．２０之间用于ＲＴＰＣＲ。

１．２．３．２　ｃＤＮＡ合成　参照逆转录试剂盒说明ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ

ＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＲＲ８２０Ａ），将ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。

１．２．３．３　ＲＴＰＣＲ检测　参照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ

ＷｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）（ＲＲ０４７Ａ）试剂盒说

明。２５．０μＬ反应体系包括ＳＹＢＲＰｅｒｍｉｘＥｘＴａｑⅡ１２．５μＬ，

上下游目的及内参（βａｃｔｉｎ）引物（表１）各０．５μＬ，ｃＤＮＡ１．０

μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ。将２５．０μＬ体系设３个复孔，加入８联

管中，使用ＰＣＲ仪进行扩增，９５℃变性３０ｓ，９５℃ＰＣＲ反应５

ｓ、６３℃退火３０ｓ，共计４０个循环的ＰＣＲ反应，重复实验３次。

反应结束后得到扩增曲线和溶解曲线，计算２－△△Ｃｔ值。

表１　　ＲＴＰＣＲ引物

基因名称 引物

Ｂａｘ

　上游引物 ５′ＧＴＧＴＧＴＧＧＡＧＡＧＣＧＴＣＡＡＣＣ３′

　下游引物 ５′ＡＡＡＡＧＣＣＡＣＣＣＣＡＣＴＴＣＴＣＴ３′

βａｃｔｉｎ

　上游引物 ５′ＡＴＣＣＣＡＧＣＣＴＣＣＧＴＴＡＴＣＣＴ３′

　下游引物 ５′ＧＡＣＣＡＡＡＡＧＣＣＴＴＣＡＴＡＣＡＴＣＴＣＡ３′

１．３　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计量

资料采用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　白花蛇舌草注射液对 ＭＧ６３细胞增殖抑制作用　ＭＴＴ

法检测结果示：（１）白花蛇舌草注射液对 ＭＧ６３细胞的抑制作

用呈浓度依赖，当白花蛇舌草注射液浓度为２００μＬ／ｍＬ、作用

２４ｈ可见绝大部分细胞变圆、脱落、死亡。浓度在５０μＬ／ｍＬ

时抑制作用不明显（犘＞０．０５），而浓度为１００μＬ／ｍＬ时有明显

的抑制作用（犘＜０．０５）。取浓度为１００μＬ／ｍＬ进行下一步实

验，见表２。（２）倒置显微镜下观察浓度为１００μＬ／ｍＬ白花蛇

舌草注射液对 ＭＧ６３细胞不同作用时间的细胞形态。空白对

照组细胞狭长、形态多样，较紧密地贴壁生长，加药组（加药６ｈ

组、１２ｈ组、２４ｈ组及４８ｈ组）细胞随着药物作用时间的延长，

细胞逐渐皱缩、细胞间间隔变大，增殖被抑制，见图１。

２．２　Ｂａｘ基因的表达水平　ＲＴＰＣＲ检测结果显示，Ｂａｘ基因

溶解曲线无非特异扩增和引物二聚体，见单一峰，无杂峰，结果

可信，见图２。取１００μＬ／ｍＬ白花蛇舌草注射液分别作用于

ＭＧ６３细胞６、１２、２４、４８ｈ后，Ｂａｘ基因表达水平明显高于空

白对照组（犘＜０．０５），组间差别有统计学意义（犘＜０．０５），且呈

时间依赖性，提示白花蛇舌草注射液抑制细胞增殖可能是通过

上调Ｂａｘ基因表达而实现，见表３。

表２　　不同浓度白花蛇舌草注射液对 ＭＧ６３

　　　细胞的增殖抑制比较（狓±狊）

白花蛇舌草注射液浓度（μＬ／ｍＬ） 抑制率（％）

０ ０

５０ １５．４２±０．４３

１００ ６７．２１±０．２７

２００ ９５．３８±０．３１

３００ ９８．７３±０．５６

４００ ９８．４６±０．４３

　　Ａ：空白对照组细胞；Ｂ：加药６ｈ组；Ｃ：加药１２ｈ组；Ｄ：加药２４ｈ组；Ｅ：加药４８ｈ组。

图１　　倒置显微镜观察的结果（×２００）
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　　Ａ：Ｂａｘ基因溶解曲线；Ｂ：Ｂａｘ基因扩增曲线；Ｃ：βａｃｔｉｎ基因溶解曲线；Ｄ：βａｃｔｉｎ基因扩增曲线。

图２　　ＲＴＰＣＲ检测结果

表３　　Ｂａｘ基因的表达水平（狓±狊）

组别 Ｂａｘ基因

空白对照组 １．００±０．００

加药６ｈ组 ５．３９±０．３８８

加药１２ｈ组 ７．７３±０．２９１

加药２４ｈ组 １６．９１±０．４１４

加药４８ｈ组 ２３．４２±０．３３５

３　讨　　论

细胞凋亡是在凋亡信号作用下，由基因调控细胞主动死亡

的过程，其形态主要表现为细胞固缩、染色质凝聚边集及形成

凋亡小体［３］，现代研究认为肿瘤的药物治疗主要通过诱导细胞

凋亡而达到治疗目的［４］。Ｂａｘ基因是属于犅犮犾２基因家族中调

节细胞凋亡的促进基因，表达于多种肿瘤细胞中，其抗肿瘤的

机制是通改变线粒体膜通透性，使细胞色素Ｃ及钙离子和小

分子物质进入细胞质中，激活 Ｃａｓｐａｓｅ３，使与细胞周期及

ＤＮＡ修复等相关蛋白或激酶失活，导致细胞凋亡
［５］。当Ｂａｘ

基因过度表达则形成ＢａｘＢａｘ二聚体，诱导细胞凋亡；而Ｂｃｌ２

基因表达增高形成ＢａｘＢｃｌ２二聚体时细胞凋亡被抑制，因此

Ｂａｘ基因与Ｂｃｌ２基因的比例在一定程度上决定着细胞是否凋

亡［６］。中药提取物作为抗肿瘤药物是目前研究的热点，Ｍｏｕ

ｓａｖｉ等
［７］研究发现乳腺癌细胞在浓度为２００～２０００μｇ／ｍＬ的

红花提取物中增殖受抑制，Ｂａｘ基因表达增高。Ｔｓａｉ等
［８］研究

也表明，樟芝提取物可通过提高Ｂａｘ基因表达，降低Ｂｃｌ２基

因表达而达到诱导口腔癌细胞ＯＣＥＭ１和ＯＣ２凋亡。

白花蛇舌草属于茜草科草本植物的全草，具有清热解毒、

活血散结、利水消肿的功效。近年来研究发现，白花蛇舌草的

主要成分为蒽醌类、熊果酸、齐墩果酸、三萜类、多糖类、香豆素

类及甾醇类等，具有抗菌、抗氧化、增强免疫功能，并通过调控

Ｒａｓ、Ｃｍｙｃ、Ｂｃｌ２等基因表达而具有不同的抗肿瘤作用
［９１２］。

白花蛇舌草注射液为中药白花蛇舌草提取制成的单味药灭菌

水溶液。本实验发现浓度为１００μＬ／ｍＬ的白花蛇舌草注射液

作用６ｈ后，倒置显微镜观察可见 ＭＧ６３细胞逐渐皱缩变小、

核深染，随着时间延长，细胞变圆、悬浮死亡，与 Ｗｉｌｄｅ等
［１３］报

道一致。ＰＣＲ结果显示促凋亡的Ｂａｘ基因高表达，说明白花

蛇舌草注射液对骨肉瘤 ＭＧ６３细胞具有抑制作用的机制可能

是通过上调Ｂａｘ基因的表达来实现的。

综上所述，本实验立足于本地区丰富的中药资源，对白花

蛇舌草作用于骨肉瘤细胞的机制进行部分研究，有利于白花蛇

舌草的药用开发及研制抗骨肉瘤的新药提供实验依据。
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