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#摘要$

!

目的
!

检测雷公藤内酯醇的细胞内定位!探讨其在细胞内的作用位点'方法
!

采用
0.

溴甲基
.-.

甲氧基香豆素标记

雷公藤内酯醇!与人肝癌细胞孵育$并与细胞核染料
UO

或细胞质膜染料
4#O

行双色荧光染色!用荧光显微镜观察'结果
!

与对照

相比!香豆素标记在紫外激发下呈特异性的淡蓝色荧光$与
4#O

共定位显示!香豆素标记在细胞质"膜%存在$与
UO

共定位显示!香

豆素标记在细胞核存在!且荧光强于细胞质"膜%'结论
!

雷公藤内酯醇在细胞内主要位于细胞核!其次是细胞质"膜%!提示雷公

藤内酯醇可能主要在细胞核内起作用!其次是在细胞质"膜%上起作用'
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雷公藤属于卫予科多年生藤本植物#在我国广泛分布*作

为传统中药的瑰宝之一#其应用于临床已有
1%%%

年的历史*

中国医学最早利用其根茎提取物治疗风湿性疾病#如类风湿性

关节炎'

$

(

)系统性红斑狼疮'

1

(等*从上世纪
/%

年代开始#在大

量临床观察的基础上#雷公藤的适应证开始不断得以拓展#目

前在皮肤科)眼科)肾内科)消化科等领域均有切实的临床应

用*基础研究表明#雷公藤除了抗炎作用以外'

'

(

#近年来的研

究发现其对多种血液系统肿瘤)实体性肿瘤也具有较强的抗肿

瘤活性#甚至对临床一些难治性或常规化学治疗药物耐药的肿

瘤亦显示出明确活性'

0

(

*

研究表明#雷公藤是通过几种活性单体协同而发挥其药理

学活性的#其中一种二萜类化合物+++雷公藤内酯醇$

B9#

@

B"A.

#!>

&为活性最强的单体'

2

(

*遗憾的是#作为一种具有悠久历史

的)已被广泛使用的药物#绝大多数的研究主要局限在雷公藤

作用后细胞的功能性改变上#即雷公藤作用结果的观察上#而

由于技术手段和研究方法的局限性#对雷公藤的细胞内起作用

的位点还未获得足够的认识#导致对其作用机制研究未获突

破*因此#对困扰临床的适应证问题和毒副作用问题目前仍不

能准确阐释#对于药物的进一步改性也无从着手*为此#本研

究首先从雷公藤内酯醇在细胞中起作用位点入手#通过
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溴
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甲氧基香豆素标记雷公藤内酯醇#于荧光显微镜下观

察雷公藤内酯醇在细胞中的定位#为下一步分析雷公藤内酯醇

的作用靶蛋白奠定研究基础*
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方法
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细胞培养
!
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细胞培养于含
$%[

胎牛血清的

4aTa

培养基中#辅加
$[

青"链霉素混合液*细胞置于
'-<

含有
2[ 8]

1

的培养箱中培养#

(%[

融合时用
%&12[

胰蛋白

酶传代*
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甲氧基香豆素标记雷公藤内酯醇的制备
!

参照文献#取雷公藤内酯醇
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#溶解在
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的二氯甲烷中%用三乙胺
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%在磁力搅拌器的搅拌下#温室反应
10C

%用

大量温水洗涤反应物#将其中有机相烘干得到淡黄色晶体
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加入
$D3

的丙酮溶剂中#在磁力搅拌器的搅拌下#

'-<

#反应

$C

%用大量热水洗涤产物#取有机相#烘干即得黄色的香豆素

标记的雷公藤内酯醇*
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香豆素标记雷公藤内酯醇的细胞内定位
!

处于对数生

长期的
5>

@

FA.)

细胞#制备成
$_$%

2 个"
D3

的细胞悬液#接种

于含有盖玻片的六孔板内%

10C

后加入香豆素标记雷公藤内

酯醇和
4#O

#使二者的终浓度分别为
0

(

D"A

和
2

(

D"A

#置于
'-

<

培养箱中孵育
'%D#,

%或者取出香豆素标记雷公藤内酯醇

孵育后的细胞#
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多聚甲醛固定
$%D#,

#置于
0

(

D"A

的
UO

溶

液中孵育
'%D#,

%孵育后的细胞用
U\R

清洗
'

次#于甘油中封

片#荧光显微镜$

]A

K

D

@

L+e2$

&下观察#

ODF

I

>.U9"UAL+)&%

软

件$

a>!#F8

K

J>9,>B#E+

#

O,E&

&拍照*

@

!

结
!!

果

@&?

!

香豆素标记雷公藤内酯醇的细胞观察
!

采用香豆素标记

雷公藤内酯醇与细胞孵育#荧光显微镜观察显示#香豆素在紫

外光激发下产生淡蓝色荧光%而只孵育香豆素的对照未见荧

光#表明香豆素可以特异性标记雷公藤内酯醇%基于细胞形态

的初步观察表明#雷公藤内酯醇主要累积于细胞核内#其次是

累积于细胞质$膜&中#见图
$

*
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!

香豆素标记雷公藤内酯醇与
4#O

的共定位
!

为进一步明

确雷公藤内酯醇的细胞分布#采用特异性染料
4#O

标记细胞质

膜*与香豆素标记的共定位显示#香豆素的淡蓝色荧光与
4#O

的红色荧光在细胞质中重叠成紫色#表明雷公藤内酯醇在细胞

质中的确存在#见图
1
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!只孵育香豆素的对照%

\

!香豆素标记雷公藤内酯醇孵育后*

图
$
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香豆素标记雷公藤内酯醇的细胞观察
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香豆素标记雷公藤内酯醇与
UO

的共定位
!

进一步采用

细胞核特异性染料
UO

标记细胞核#与香豆素标记的共定位显

示#香豆素的淡蓝色荧光与
UO

的红色荧光在细胞核中重叠成

紫色#表明雷公藤内酯醇在细胞核中的确存在$图
'

&*
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!香豆素标记%

\

!

4#O

标记%

8
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;

和
\

的叠加*

图
1
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香豆素标记雷公藤内酯醇与
4#O

的共定位
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!香豆素标记%

\

!

UO

标记%
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和
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的叠加*

图
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香豆素标记雷公藤内酯醇与
UO

的共定位
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雷公藤内酯醇是卫矛科植物雷公藤的主要药效成分#是一

类环氧化二萜内酯化合物#具有广泛的药理作用#包括抗炎)免

疫调节)抗肿瘤等#应用于各种炎症性疾病和肿瘤的治疗#提高

了患者的生活质量*一种化合物具有如此广泛的药理作用#必

定有其多种作用机理*近来的研究表明#雷公藤内酯醇主要通

过
WX.
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)

a;Û
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D6]=

等信号传导通路以及影响血管

生成)细胞凋亡)肿瘤细胞增殖等生物学过程起作用'

).-

(

#但其

在细胞中具体是通过哪些作用靶点而引起这些生物学效应的#

一直没有得以充分阐明*本研究的结果提示雷公藤内酯醇的

主要作用方式是在细胞核内直接调控基因转录#与其他研究者

的结果相吻合'

/.(

(

#合理解释了为什么雷公藤内酯醇具有如此

广泛而强大的药理作用*本研究结果同时还表明#雷公藤内酯

醇可能通过作用于细胞质内的靶蛋白或细胞膜受体参与细胞

功能的调控*

香豆素及其衍生物是一类具有荧光特性的化合物#在荧光

染色和标记等领域具有重要的作用*作为一种较新的荧光标

记试剂#
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甲氧基香豆素具有荧光强度高)色彩明亮

等优点#已被广泛应用于样本的痕量分析'

$%

(

*且其最大激发

波长
'1%,D

#最大发射波长
'(/,D

#在紫外激发下发出明亮的

淡蓝色荧光#在本研究中可以很好地与另外
1

种红色荧光染料

$

4#O

和
UO

&实现区分和共定位*本研究的结$下转第
'2)$
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改善宫颈癌前病变及宫颈癌的预后*而对于高危型
5Uc

感

染的人群#是否能够更加积极的监测及治疗生殖道感染#改善

宫颈及阴道微环境的状态#从而通过人体自身清除高危型

5Uc

的感染#有待进一步的研究来证实*
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果也表明#

0.

溴甲基
.-.

甲氧基香豆素标记的淡蓝色荧光与红色

荧光重叠后成紫色#与细胞核特异性染料
UO

的共定位显示香

豆素标记主要位于于细胞核#与细胞质膜系统特异性染料
4#O

的共定位显示香豆素标记在细胞质$膜&也存在#但弱于细胞

核*本实验以加入未标记雷公藤内酯醇的香豆素为阴性对照#

结果未观察到淡蓝色荧光#说明香豆素标记为特异性标记#结

果可信*

总之#本实验通过
0.

溴甲基
.-.

甲氧基香豆素标记雷公藤

内酯醇#检测到雷公藤内酯醇主要位于细胞核#其次是细胞质

$膜&*提示雷公藤内酯醇的药理作用可能是主要通过直接调

控基因转录#其次是通过调控细胞质内的细胞因子或与细胞膜

表面受体结合参与信号转导实现的*本研究为基于荧光标记

的雷公藤内酯醇靶蛋白研究奠定了研究基础*
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