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!!'摘要(!目的!探讨重组可溶性()'&配体!*+,-./012134-56/5+()'&507218&*4()'&9"对汉黄芩素诱导的

抗肿瘤作用的影响及其作用机理)方法!采用乳酸脱氢酶!9):"释放实验检测*4()'&9与汉黄芩素共处理对卵

巢癌细胞株;<=>#的细胞毒作用#吖啶橙*溴化乙锭双重染色后荧光显微镜下观察处理后细胞形态学改变#采用

?+43+*1/5-3检测细胞凋亡相关分子,24@24+AB+,24@24+A#+多聚C)D核糖聚合酶的变化&在此基础上&加入,24@24+

抑制剂EA>C)AFG<和肿瘤坏死因子!!36.-*1+,*-404H2,3-*!&IJFA!"中和抗体&采用9):释放实验&进一步

检测阻断这些信号通路对肿瘤细胞死亡的影响)结果!*4()'&9可增强汉黄芩素对;<=>#细胞的杀伤作用

!!$&$&K")随着汉黄芩素剂量的增加&对肿瘤细胞的杀伤作用也随之增强!!$&$&K")经*4()'&9与汉黄芩素

共处理的;<=>#细胞呈现典型的凋亡形态学改变#,24@24+信号通路被显著活化&且,24@24+抑制剂EA>C)AFG<

可抑制增强的细胞毒作用)IJFA!中和抗体也可抑制这一增强的细胞毒作用)结论!*4()'&9可增强汉黄芩素

诱导的肿瘤细胞死亡&其机理与增强肿瘤细胞凋亡及诱导IJFA!的自分泌有关&提示将*4()'&9和汉黄芩素合用

具有潜在的抗肿瘤作用价值)

'关键词(!重组可溶性()'&配体!*4()'&9"!汉黄芩素!细胞凋亡!增强的细胞毒作用
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# 通讯作者&MA.205$501,L621502-"4,6$+86$,1

!!()'&属于肿瘤坏死因子受体!36.-*1+,*-404

H2,3-**+,+@3-*&IJFV"超家族&主要表达于不同分

化阶段的Y细胞+造血前体细胞+I细胞+单核*巨
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嗜细胞+树突状细胞以及多种不同组织来源的肿瘤

细胞)()'& 配体 !()'&9"属于 IJF 超家族)

()'&与其配体()'&9结合&为I细胞和Y细胞活

化提供必需的第二信号&广泛地参与了细胞免疫+体

液免疫和炎症反应的调节
/!&"0)而肿瘤细胞表面的

()'&与()'&9结合后&对不同类型的肿瘤细胞发

挥不同的调控作用&在许多肿瘤细胞可阻止细胞的

生长&诱导肿瘤细胞的凋亡&因而()'&9具有潜在

的抗肿瘤应用前景
/#&'0)

汉黄 芩 素 !K&W 二 羟 基AB 甲 氧 基 黄 酮&

?-7-101"是传统中草药黄芩中提取出来的一种活

性成分)大量研究表明&汉黄芩素具有广泛的生物

活性&包括抗氧化作用+抗病毒+抗血栓和抗炎症等

作用
/K W0)近年来&汉黄芩素的抗肿瘤作用引起关

注&体内外研究表明&其对肿瘤的生长具有抑制作

用&并能有效杀伤肿瘤细胞/B !&0)

基于()'&9和汉黄芩素在肿瘤治疗上均具有

潜在应用前景&本研究采用重组可溶性 ()'&9

!*4()'&9"激活()'&&以卵巢癌细胞株;<=>#为

研究对象&通过比较*4()'&9+汉黄芩素单用和两

者合用对 ;<=># 细胞杀伤作用的不同&探讨

*4()'&9对汉黄芩素抗肿瘤作用的影响&并通过荧

光染色观察细胞凋亡+酶联免疫吸附!M9U;C"检测

肿瘤坏死因子!!IJFA!"和免疫蛋白印记技术

!?+43+*1/5-3"检测凋亡信号通路相关蛋白的表达

等考察其作用机理)

1!材料和方法

1L1!细胞株和主要试剂

人卵巢癌细胞株;<=>#购自美国 C.+*0,21

IP@+(6536*+(-55+,30-1公司#高糖)GMG!Z0/,-

公司"#胎牛血清!:P,5-1+"#汉黄芩素!中国药品生

物制品检定所"#吖啶橙*溴化乙锭!C=*MY"购于美

国 ;07.2 公 司#@21A,24@24+ 制 剂 EA>C)AFG<

!(25/0-,L+.公司"#(P3-I-RX%%V
非放射性细胞毒

性检测试剂盒!D*-.+72公司"#抗,24@24+A#抗体

!M@03-.0,4公司"#抗,24@24+AB抗体及抗多聚C)D

核糖聚合酶!@-5PC)DA*0/-4+@-5P.+*24+&DCVD"

抗体购于 Y)Y0-4,0+1,+公司#IJFA!中和抗体+

*4()'&9+抗$A2,301抗体!D*-3+01I+,L公司"#化

学发光底物液!G0550@-*+")

1L/!方法

1L/L1!细胞培养!;<=>#培养于高糖)GMG 培

养基!含!&[的胎牛血清"中&在K[ (="+#W\+饱

和湿度下培养&细胞长满B&[时!#%'8"&用

&$"K[胰蛋白酶液消化后进行传代)

1L/L/!实验分组!生长良好的;<=>#细胞过夜

培养后&分为加入*4()'&9!#7*.9!细胞死亡率

测定*4()'&9为加入&$K+!$&+"$&#7*.9"&或者

汉黄芩素!&#.-5*9!细胞死亡率测定汉黄芩素为

加入K+!&+!K#.-5*9"单药组&以及加入这两种药

物的联合用药组&同时设立对照组&每个药物浓度均

设'复孔)

1L/L2!细胞死亡率的测定!将;<=>#细胞接种

在X%孔板&按!$"$"分组加入不同药物后&继续培

养W"L&按照(P3-I-RX%%V
试剂盒说明书检测培养

上清中乳酸脱氢酶!9):"活性&测定细胞死亡率)

分别检测细胞培养上清吸光度!C"值和细胞最大释

放C值)按下列公式计算细胞死亡率$

细胞死亡率!["]
细胞培养上清C值
细胞最大释放C值

!̂&&[

1L/L3!C=!MY染色检测细胞凋亡!将;<=>#细

胞接种于'B孔板中过夜培养&按!$"$"分组加入不

同药物后&继续培养"'L&移去上清&用DY;液轻柔

清洗并移去后&加入终浓度均为K&#7*.9的C=*

MY染液&K.01后弃去&加入少量DY;&置于荧光显

微镜下观察并拍照)早期凋亡细胞的核染色质着绿

色呈固缩状或圆珠状&晚期凋亡细胞的核染色质为

橘红色并呈固缩状或圆珠状)

1L/L6!?+43+*1/5-3检测凋亡信号通路相关蛋白

的表达!将;<=>#细胞接种于'B孔板中过夜培

养&按!$"$"分组加入不同药物后&分别于加药后

!'L和"'L用DY;洗涤后收集细胞&加入G"裂解

液裂解细胞&冰上孵育#&.01&'\离心&收集上清

即获细胞裂解液)用YU=AVC)@*-32012442P试剂

测定蛋白浓度后&取等量!大约K&#7"细胞裂解液

加入上样缓冲液&煮沸'.01&然后采用!"&7*9

;);聚丙烯酰胺凝胶进行电泳)电泳后进行D>)F

膜转印)将转印后的膜放入含K[脱脂奶粉的

DY;AI中!含&$![ IQ++1"&的DY;溶液"室温封

闭!L后&与相应一抗!,24@24+A#抗体!_K&&#

,24@24+AB抗体!_K&&#DCVD 抗体!_!&&&#

$A2,301抗体!_"&&&"抗体的DY;室温振摇"L或

'\过夜孵育&用DY;AI 洗膜后&加入相应辣根过

氧化物酶标记的二抗室温孵育'&.01&DY;AI洗膜

后&加入化学发光底物液&凝胶成像系统检测特异性

蛋白条带)

1L/L4!M9U;C检测IJFA!水平!将;<=>#细胞

&%B



第%期 周玉琼等$()'&配体对汉黄芩素抗肿瘤作用的影响及其机理探讨

接种于'B孔板中过夜培养&按!$"$"分组加入不同

药物&于!"L后收集上清液&通过 :6.21IJFA!

@*+,-23+8M9U;CS03试剂盒检测细胞培养上清中

的IJFA!水平)

1L/LM!EA>C)AFG<+IJFA!中和抗体对*4()'&9

和汉黄芩素联用引起的肿瘤细胞死亡率的影响!本

课题 组 在 前 期 研 究 中 发 现&*4()'&9 可 诱 导

;<=>#细胞自分泌IJFA!
/!!0&而另一项研究发现

汉黄芩素与IJFA!合用可协同杀伤肿瘤细胞
/!"0&

为了研究肿瘤细胞自分泌的IJFA!在联合用药组

所导致的细胞死亡中的作用&我们用IJFA!中和抗

体!!#7*.9"预处理 ;<=>#细胞!L后&再加

入!#7*.9 *4()'&9 `!& #.-5*9 汉 黄 芩 素

!*4()'&9`?-7-101`2130AIJF组"&并以加入非

特异 抗 体 为 对 照 !*4()'&9` ?-7-101`2130A

,-13*-5组"&以不加任何药物为阴性对照&以加入

*4()'&9 !!#7*.9"与!&#.-5*9 汉黄苓素为

*4()'&9` ?-7-101组)此外&用"&#.-5*9EA

>C)AFG<预先处理细胞#&.01&再用*4()'&9

!!#7*.9"̀ !& #.-5*9 汉 黄 芩 素 处 理 细 胞

!*4()'&9`?-7-101`EA>C)AFG<组"&加药后

W"L后按!$"$#方法&测定细胞死亡率)

1L/L5!EA>C)AFG<对*4()'&9和汉黄芩素联用

引起的肿瘤细胞凋亡及凋亡信号通路活化的影响!

按!$"$'和!$"$K方法检测!$"$W中阴性对照组+

*4()'&9`?-7-101组+*4()'&9`?-7-101`EA

>C)AFG<组细胞凋亡变化和凋亡信号通路活化

的变化)

1L/L7!统计学方法!数据以&2a?表示&多组之间的

比较采用-1+AQ2PCJ=>C 分析&两组之间的比较采

用@检验&!$&$&K为差异有统计学意义)并根据两

药联用时的EL-6AI25252P公式计算协同指数!(U")

/!结果

/L1!FB8930@对汉黄芩素诱导的细胞毒作用的影

响

由表!可见&;<=>#细胞经过*4()'&9处理

W"L后&即使最高浓度*4()'&9!"#7*.9"也只导

致少量细胞!!'$'[a&$W["死亡!*4()'&9单药

组组间比较!'&$&K"&浓度为!K#.-5*9的汉黄芩

素可导致大约"'$B[a"$%[的细胞死亡!汉黄芩

素单药组组间比较!$&$&K"&而*4()'&9和汉黄

芩素联合用药组的细胞死亡率较单药组增加&差异

有统计学意义!与相同剂量汉黄芩素单药组比较

!$&$&K&与相同剂量*4()'&9单药组比较 !$

&$&!")当固定*4()'&9浓度!!#7*.9"&加入不

同浓度的汉黄芩素&;<=>#细胞的死亡率随着汉

黄芩素浓度的增加而增加!合药组组间比较!$

&$&K&差异有统计学意义")(U分析&(U值均小于

!&即*4()'&9增强汉黄芩素诱导的抗肿瘤作用属

表1!不同浓度FB8930@与16!<;?!@汉黄芩素及不同浓度汉黄芩素与1!A!<@FB8930@作用于"JHN2细胞诱导的细胞死亡率!O&!P2"

Q'=?,1!"JHN2$,??-,'>%#(-&$,-=G-#RR,F,(>$;($,(>F'>#;(B;RFB8930@'(-16!<;?!@C;A;(#(&'(--#RR,F,(>$;($,(>F'>#;(B;RC;A;(#('(-

1!A!<@FB8930@!O&!P2"

Z*-6@ (+558+23L![" Z*-6@ (+558+23L!["

(-13*-5 & (-13*-5

?-7-101!!K#.-5*9" "'$Ba"$% *4'&()'&9!!$&#7*.9" !#$Ka&$'

*4()'&9!&$K#7*.9" W$Ba!$" ?-7-101!K#.-5*9" %$'a&$"

*4()'&9!&$K#7*.9"̀ ?-7-101 '%$Ba#$#"&# *4()'&9`?-7-101!K#.-5*9" "!$"a#$!&&(

*4()'&9!!$&#7*.9" !#$Ka&$' ?-7-101!!&#.-5*9" !"$'a"$X)

*4()'&9!!$&#7*.9"̀ ?-7-101 K#$"a!$W"&# *4()'&9`?-7-101!!&#.-5*9" #!$KaK$B&&(

*4()'&9!"$&#7*.9" !'$'a&$W ?-7-101!!K#.-5*9" "'$Ba"$%)&*

*4()'&9!"$&#7*.9"̀ ?-7-101 K'$Xa#$!"&# *4()'&9`?-7-101!!K#.-5*9" K#$"a!$W&&(

!!" !$&$&K&O4$ ?-7-1017*-6@##!$&$&!&O4$*4()'&925-1+013L+42.+,-1,+13*230-17*-6@#&!$&$&K&O4$*4()'&97*-6@#(

!$&$&K&O4$ ?-7-10125-1+013L+42.+,-1,+13*230-17*-6@#) !$&$&K&O4N?-7-101K#.-5*9#* !$&$&K&O4N?-7-101!&#.-5*9

于协同作用)

/L/!FB8930@ 和汉黄芩素单独及联合作用对

"JHN2细胞凋亡的影响

由图!可见&对照组细胞未见凋亡细胞&单药组

可见少量早期凋亡和晚期凋亡细胞&*4()'&9和汉

黄芩素共同处理组可见大量的凋亡细胞)

/L2!FB8930@ 和汉黄芩素单独及联合用药对

"JHN2细胞胞内凋亡信号通路蛋白活化的影响

见图")*4()'&9和汉黄芩素联合用药促进了

细胞凋亡因子,24@24+AB!相对分子质量为KK̂ !&#"

的活化及降解为不同的片段!'&^!&#&#%^!&#&

"#̂ !&#"&并且促进了,24@24+A#!相对分子质量为

!%B
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#"̂ !&#"的活化!降解为相对分子质量!Ŵ !&#"&以

及其底物DCVD蛋白!相对分子质量为!!#^!&#"

切割为小片段!相对分子质量为BX^!&#"&较对照

组和单药组均有明显区别)

/L3!FB8930@ 和汉黄芩素合用对"JHN2细胞

QSTD"分泌表达的影响

对照组+*4()'&9组+汉黄芩素组+*4()'&9`

汉黄芩素组上清液中IJFA!水平!@7*.9"分别为

%$'Wa&$%+%!$X!a"$'+K$#Wa&$'+KX$&&a!$%&

*4()'&9单用及*4()'&9和汉黄芩素合用增加

图1!EH!.U双重染色后荧光显微镜下观察"JHN2细胞凋亡)V100

T#A1!EH!.UB>'#(#(A;R"JHN2$,??B'R>,F>F,'><,(>K#>%FB8930@;FC;A;(#(;F'$;<=#('>#;(;RFB8930@'(-C;A;(#(L V100

C$(-13*-5#Y$!#7*.9*4()'&925-1+#($!&#.-5*.9?-7-10125-1+#)$2,-./01230-1-H!#7*.9*4()'&9218!&#7*.9?-7-101

图/!C,B>,F(=?;>检测用药后"JHN2细胞中$'BW'B,D5+$'BW'B,D2

和XE:X的表达

T#A/!Q%,,YWF,BB#;(;R'W;W>;>#$WF;>,#(B$'BW'B,D5&$'BW'B,D2&'(-

XE:X#("JHN2$,??B'R>,F>F,'><,(>-,>,$>,-=GC,B>,F(=?;>

!b"$(-13*-57*-6@

;<=>#细胞IJFA!的分泌!与对照组比较&!均$

&$&!"&汉黄芩素单用未增加IJFA!的分泌!与对照

组比较&!'&$&K")

/L6!ZDNE9DT+J+QSTD"中和抗体对FB8930@和

汉黄芩素联用引起的肿瘤细胞死亡率的影响

如表#所示&EA>C)AFG< 预处理后可抑制

*4()'&9和汉黄芩素合用所导致的细胞死亡!!$

&$&!")IJFA!中和抗体预处理;<=>#细胞后&可

抑制*4()'&9和汉黄芩素合用药的抗肿瘤作用)

/L4!ZDNE9DT+J对FB8930@和汉黄芩联用引起

的肿瘤细胞凋亡及凋亡信号通路活化的影响

由图#可见&*4()'&9和汉黄芩素联合处理组

细胞可见大量的凋亡细胞&即核染色质着绿色或橘

表2!$'BW'B,抑制剂ZDNE9DT+J和QSTD"中和抗体对FB8930@

和汉黄芩素合用所导致的肿瘤细胞死亡的影响!O"

Q'=?,2!Q%,,RR,$>;RW'(D$'BW'B,#(%#=#>;FZDNE9DT+J'(-QSTD"

(,&>F'?#[#(A'(>#=;-G;($,??-,'>%#(-&$,-=GFB8930@'(-

C;A;(#($;>F,'><,(>!O"

Z*-6@ ,
(+558+23L

!["

J+7230O+,-13*-5 ' &

*4()'&9`?-7-101 ' 'K$#a&$"

*4()'&9`?-7-101̀ EA>C)AFG< ' !!$!a&$X"

*4()'&9`?-7-101̀ 2130A,-13*-5 ' '#$"a!$B

*4()'&9`?-7-101̀ 2130AIJF ' "B$Xa!$""&(

!!" !$&$&!&O4$*4()'&9`?-7-1017*-6@#(!$&$&K&O4$

*4()'&9`?-7-101̀ 2130A,-13*-57*-6@

红色&呈固缩状或圆珠状&而用EA>C)AFG<预处

理细胞后可抑制*4()'&9和汉黄芩素联合作用所

诱导的细胞凋亡&视野下未见大量凋亡细胞)

图2!EH!.U染色后荧光显微镜下"JHN2细胞的凋亡)V100

T#A2!EH!.UB>'#(#(A;R"JHN2$,??BL V100

C$J+7230O+,-13*-5#Y$*4()'&9`?-7-101#($*4()'&9`

?-7-101`EA>C)AFG<

!!由图'可见&*4()'&9和汉黄芩素合用促进了

细胞凋亡因子,24@24+AB的活化及降解为不同的片

段&并且促进了 ,24@24+A# 的活化&以及其底物

DCVD蛋白切割为小片段&这与图"所示结果相符&

"%B
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而EA>C)AFG<预处理组则抑制了上述信号通路

的活化)

图3!C,B>,F(=?;>检测用药后"JHN2细胞中凋亡蛋白$'BW'B,D5+

$'BW'B,D2和XE:X的表达

T#A3!Q%,,YWF,BB#;(;R'W;W>;>#$WF;>,#(B$'BW'B,D5&$'BW'B,D2&'(-

XE:X#("JHN2$,??B-,>,$>,-=GC,B>,F(=?;>

2!讨论

化疗目前仍是临床上治疗许多恶性肿瘤的主要

手段&虽然已有种类繁多的化疗药物在临床上广泛

使用&但是仍存在患者对药物耐受或者药物毒副作

用大等问题&寻找新的高效低毒的抗肿瘤新药物和

新策略已成为国内外肿瘤研究的重点)

近年来&许多研究表明&活化()'&*()'&9信

号通路可发挥抗肿瘤作用)一方面&由于 ()'&*

()'&9信号通路在获得性免疫应答的调控中发挥

重要作用&通过活化这一信号通路&可增强机体的特

异性抗肿瘤免疫应答
/!#0#另一方面&由于()'&分

子也在许多肿瘤细胞表面表达&与()'&9结合活化

后&可向细胞传递促凋亡信号&导致许多肿瘤细胞凋

亡)还有研究表明&同时活化肿瘤细胞表面的

()'&&可增强肿瘤细胞对肿瘤坏死因子相关凋亡诱

导配体 !36.-*1+,*-404H2,3-**+523+82@-@3-404

0186,017507218&IVCU9"+F24配体以及许多化疗药

物的敏感性
/!'&!K0)汉黄芩素作为一种具有抗肿瘤

作用的天然化合物&在对肿瘤细胞发挥杀伤作用的

同时&对正常细胞的毒性相对较小&因而具有诱人的

应用前景
/B&X0)本研究结果显示&将*4()'&9与汉

黄芩素合用&可增强对肿瘤细胞的杀伤&肿瘤细胞死

亡率增加&形态上表现为典型的凋亡特征&且机制

主要是增强了细胞内凋亡信号通路的活化!,24@24+A

B和,24@24+A#的活化和 DCVD的切割均显著增

加")而,24@24+抑制剂EA>C)AFG<可显著抑制

联合用药组细胞的死亡&这一结果进一步支持

*4()'&9和汉黄芩素合用主要通过增强肿瘤细胞

凋亡而促进细胞死亡)*4()'&9与汉黄芩素协同

分析显示&(U值均小于!&即*4()'&9增强汉黄芩

素诱导的抗肿瘤作用&属于协同作用)

!!()'&作为IJFV家族的成员&与该家族的其

他成员不同&在其胞内区没有死亡结构域&因此不能

直接活化细胞死亡信号通路&而是通过诱导产生其

他具 有 细 胞 毒 性 因 子 如 F24 配 体+IJFA! 和

IVCU9而导致细胞死亡
/!%0)我们在前期研究/!!0

中

发现&卵巢癌细胞株;<=>#表面表达()'&分子&

*4()'&9可通过诱导该细胞自分泌IJFA!&从而增

强;<=>#细胞对顺铂的敏感性)而我们在另一项

研究中发现&汉黄芩素与IJFA!合用可促进肿瘤细

胞的凋亡&其机理与汉黄芩素可阻断IJFA!诱导的

JFA'Y信号通路活化有关
/!!0)在本研究中&我们也

发现*4()'&9单独处理组以及*4()'&9与汉黄芩

素共同处理组细胞培养上清中IJFA!浓度均显著

增加&并且采用 IJFA! 中和抗体可显著抑制

*4()'&9与汉黄芩素合用诱导的细胞毒作用&提示

*4()'&9通过自分泌IJFA!从而增强汉黄芩素的

抗肿瘤作用)

综上所述&本研究结果提示*4()'&9与汉黄芩

素合用可能成为有效杀伤肿瘤细胞的新策略&但有

待动物体内实验的进一步研究)
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