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目的
!

探讨雷公藤甲素对
e1C$

细胞自噬活性的影响及机制%方法
!

采用四甲基偶氮唑蓝"

744

$法检测雷公藤甲

素对
e1C$

细胞的增殖抑制率&半数抑制浓度"

HC

C%

$#免疫荧光化学法测定细胞中
A3'.

(

表达!
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法测定
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&磷酸化
U-%

&磷酸化
8MS

&磷酸化
6c4

蛋白的表达%结果
!

雷公藤甲素作用于
e1C$

细胞后!细胞增殖受抑制!
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的
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%免疫荧光法测定
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后
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水平增高#
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法测定
A3'.
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水平&

A3'.
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A3'.
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比值随时间增高#
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水平增高!磷酸化
U-%

&磷酸化
8MS

表达降低&磷酸化
6c4

无明显变化%结论
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雷公藤甲素可抑制
e1C$

细胞增殖并促进自噬!并可通过上调
>:J@#,.$

表达和抑制
;4=D

的活性来促进自噬%
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胶质瘤是源于神经外胚层间质细胞的颅内恶性肿瘤#约占

颅脑肿瘤的
C%B

)其中多形胶质母细胞瘤是较常见的一种病

理类型#标准治疗为手术和术后放射治疗)其恶性程度高#治

疗效果差#接受标准治疗患者的中位生存期仅为
(

个月'

$

(

)近

年来#对该病治疗进展主要在替莫唑胺同步放化疗并联合化疗

或靶向治疗#但仍未能明显提高其疗效'

1

(

)因此#寻求有效的

治疗药物对于多形胶质母细胞瘤的治疗有着重要意义)雷公

藤甲素是中药材雷公藤的一种提取成分#具有抗炎*免疫抑制*

抗肿瘤*抗生育等多种作用'

'.)

(

)有文献表明雷公藤甲素可影

响胶质瘤细胞周期调控和促进凋亡'

-./

(

)雷公藤甲素作用于多

形胶质母细胞瘤细胞系
e1C$

细胞#发现其能促进细胞自噬和

抑制细胞增殖#本研究初步研究其发生机制#现报道如下)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

e1C$

细胞系由郑州大学附属肿瘤医院中心实验

室提供%雷公藤甲素标准品由福建汉堂生物制药公司提供%四

甲基偶氮唑蓝$
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&*免疫荧光试剂盒*细胞总蛋白提取试剂

盒为上海生物工程有限公司产品%鼠抗人单克隆抗体*兔抗鼠

酶标二抗为上海碧云天生物公司产品%

U8

标记单抗*流式细胞

仪$

X63W3<,H"

(

型&为美国
>5

公司产品%酶联免疫吸附实验

$

8AVW6

&比 色 仪!

7:H:MH:J?&

'

()%

型#蛋 白 电 泳 仪!

6$'

$$C0

型)

@&A

!

方法

@&A&@

!

细胞培养
!

实验选用含有
$%B

灭活小牛血清#青霉素

和链霉素各
$%%ce

"

A

的
DU7V.$)0%

培养液#将
e1C$

细胞加

入该培养液置于
'-]

*

CB3=

1

孵箱内悬浮培养)

@&A&A

!

细胞增殖抑制的检测
!

将处于对数生长期
e1C$

细胞

以
'a$%

/

"

A

浓度接种于
()

孔培养板#加入终浓度为
%

*

%&%$

*

%&$%

*

%&'%

*

%&C%

%

;"@

"

A

的雷公藤甲素#对照组加入等量的

DU7V.$)0%

培养液#各孵育
)%?

)每
$1?

收集各组
e1C$

细

胞#使用
744

法在
8AVW6

比色仪
C-%,;

处记录吸光度$

7

&

值#并计算出不同浓度组雷公藤甲素在各时间点对
e1C$

细胞

的增殖抑制率及半数抑制浓度$

HC

C%

&)每浓度组设
C

个平行

副孔测均值)增殖抑制率
`

$对照孔
7

值
Y

各浓度孔
7

值&"

对照孔
7

值
a$%%B

#

HC

C%

由线性回归方程求得)

@&A&B

!

免疫荧光法测定
e1C$

细胞
A3'.
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蛋白的表达
!

将加

入
%&1%

%

;"@

"

A

雷公藤甲素培养的
e1C$

细胞组设为实验组#

加入等量生理盐水的
e1C$

细胞设为对照组)培养
)

*

$1

*

10?

后收集各组细胞#上离心机以
'%%%M

"

;#,

分离细胞#用磷酸盐

(-$'

重庆医学
1%$)

年
/

月第
0C

卷第
1'

期
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基金项目!国家自然科学基金青年基金$
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作者简介!惠双$
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&#副主任医师#硕士#主要从事肿瘤的内科治疗及肿瘤的

分子病理学方面研究)



缓冲液$

U>W

&洗涤后于多聚赖氨酸玻片上进行细胞涂片%使用

0B

多聚甲醛固定
'%;#,

后#用
U>W

洗涤
'

次后晾干)置于

'-]

用山羊血清封闭
1%;#,

#加入鼠抗人
A3'.

(

一抗置
0]

冰箱过夜)再次用
U>W

洗涤
'

次后#加入荧光素标记兔抗鼠

二抗#置于
'-]

孵育
$C;#,

后#封片剂封片)荧光显微镜下

观察并摄像)

@&A&C
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法测细胞自噬相关蛋白的表达
!

分组及

培养方法同免疫荧光法)各组收集细胞
1a$%

-

#用细胞总蛋

白提取试剂盒#裂解细胞#

0]

离心机以
$1%%%

P

分离蛋白)

加入
U>W

液煮沸
C;#,

后上样#

$1B

聚丙烯酰胺凝胶进行电

泳)电转法转膜后#用
1B

牛血清清蛋白
.

磷酸盐缓冲液$

>W6.

U>W

&封闭过夜#次日加鼠抗人单抗于
'-]

孵育
0?

#

U>W

依次

冲洗
'

次#加辣根过氧化物酶$

2DU

&标记的二抗置
'-]

孵育

$?

#

U>W

再次冲洗
'

次#加电化学发光$

83A

&发光液显色#置

暗室曝光显影#用图像分析软件记录图片数据带灰度分析#用

该法测定实验组和对照组
A3'.

&

*

A3'.

(

*

>:J@#,.$

*磷酸化

U-%

*磷酸化
8MS

*磷酸化
6c4

蛋白的表达)

@&B

!

统计学方法
!

采用
WUWW$-&%

软件数据分析#计量资料

用
/_B

表示#组间比较采用
;

检验%计数资料用率表示#组间

采用
!

1 检验#检验水准
!

%̀&%C

#以
@

$

%&%C

为差异有统计学

意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

雷公藤甲素对
e1C$

细胞的增殖抑制
!

不同浓度雷公藤

甲素对
e1C$

细胞均存在增殖抑制作用#见表
$

*图
$

)

10

*

0/?

的雷公藤甲素对
e1C$

细胞的
HC

C%

为
%&-'

%

;"@

"

A

和
%&1-

%

;"@

"

A

)

图
$

!!

不同浓度雷公藤甲素对
e1C$

细胞增殖抑制率曲线

表
$
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不同浓度雷公藤甲素对
e1C$

细胞的增殖抑制作用$

/_B

%

组别
6

C)%

值$

,;

&

10? 0/?

抑制率$
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&

10? 0/?
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雷公藤甲素组
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A

雷公藤甲素组
%&))-_%&%)0 %&1/-_%&%)- 1'&)_0&) C1&'_)&(
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%
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A

雷公藤甲素组
%&-)'_%&%/C %&01'_%&%-% $1&C_1&- 1C&/_1&-
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A

雷公藤甲素组
%&/$'_%&%/C %&C$'_%&%-% )&/_1&- $'&0_'&$

%

%
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"

A

雷公藤甲素组
%&/)(_%&%)- %&C/$_%&%-1 %&0_%&$ $&-_%&C

对照组
%&/-1_%&%)- %&C($_%&%-1 % %

图
1

!!

免疫荧光法测定
e1C$

细胞中
A3'.

(

蛋白的表达

%/$'

重庆医学
1%$)

年
/

月第
0C

卷第
1'

期



图
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法测定
A3'.

&

和
A3'.

(

蛋白的表达

A&A

!

免疫荧光显微镜下观察细胞
!

将实验组和对照组细胞置

于荧光显微镜下发现#对照组细胞质中
A3'.

(

荧光信号极低

且随时间无明显变化#实验组细胞质
A3'.

(

荧光信号随时间

而明显增强#见图
1

)

A&B

!

O:+H:M,R@"H

法测定
A3'.

&

和
A3'.

(

蛋白的表达
!

随

时间延长#实验组
A3'.

(

蛋白表达明显增加#

A3'.

(

"

A3'.

&

比值也逐渐增高)对照组
A3'.

(

表达较低#随时间无明显变

化#见图
'

)实验组与对照组相比#在
)

*

$1

*

10?

后#

A3'.

&

相

对表达度*

A3'.

(

相对表达度*

A3'.

(

"

A3'.

&

比值差异有统

计学意义$

@

$

%&%C

&)

A&C

!

O:+H:M,R@"H

法测定
>:J@#,.$

*磷酸化
U-%

*磷酸化
8MS

*

磷酸化
6c4

蛋白的表达
!

用
O:+H:M,R@"H

法测定第
10?

的

实验及对照组各蛋白表达差异#发现实验组
>:J@#,.$

组较对照

组明显增高#而实验组磷酸化
U-%

*磷酸化
8MS

较对照组明显

降低#磷酸化
6c4

两组无明显差异#见图
0

)实验组与对照组

相比#

>:J@#,.$

*磷酸化
U-%

*磷酸化
8MS

蛋白相对表达度差异

有统计学意义$

@

$

%&%C

&#磷酸化
.6c4

蛋白相对表达度差异

无统计学意义$

@

%

%&%C

&)

图
0

!!
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法测定
>:J@#,.$

'磷酸化
.U-%

'

磷酸化
.8MS

'磷酸化
.6c4

蛋白的表达

B

!

讨
!!

论

细胞自噬是真核生物细胞内溶酶体依赖性的蛋白质或细

胞器降解过程#是细胞应激的一种表现)自噬与肿瘤的增殖调

控#能量代谢#凋亡调控#免疫逃逸#转移浸润#微环境改变等诸

多生物学行为密切相关'

(.$'

(

#研究肿瘤细胞的自噬属性对于肿

瘤的防治有着重要的意义)

微管相关轻链蛋白
'

$

A3'

&在自噬体的输送和与溶酶体

的融合过程起重要作用#其活性体
A3'.

(

定位于自噬体外膜#

A3'.

(

"

A3'.

&

比值是反映自噬强度的一个重要指标'

$'.$0

(

)

>:J@#,.$

在自噬体隔膜隔离和囊泡封闭过程中起重要作用#其

可与
UC'

蛋白*

>

细胞淋巴瘤
1

$

>J@.1

&蛋白家族等多种蛋白相

互作用而影响自噬'

$C

(

)雷帕霉素靶蛋白$

;4=D

&是自噬信号

转导通路的一个枢纽#活化型
;4=D

复合体通过抑制
eAc$.

XVU1%%.6H

P

$'

复合体激活从而抑制自噬#

U-%

是
;4=D

一个

重要底物#实验常以
U-%

数量反映
;4=D

活性'

(

#

$)

(

#

D<+

"

76Uc

"

8MS

"

;4=D

通 路 和
UV'cV

"

6c4

"

;4=D

通 路 是

;4=D

上游
1

个重要通路#由多种生长因子信号介导#通过激

活
;4=D

实现对自噬的抑制'

$).$-

(

)本实验发现雷公藤甲素可

诱导
e1C$

细胞自噬而抑制其生长#并明确了此作用的部分机

制!$

$

&增强
>:J@#,.$

表达%$

1

&下调
8MS

表达#从
D<+

"

76Uc

"

8MS

"

;4=D

通路抑制
;4=D

活性)

本研究为临床应用雷公藤甲素治疗胶质母细胞瘤提供了

理论依据和实验室数据)雷公藤甲素诱导
e1C$

细胞自噬的

其他机制#本课题组正在研究中并将陆续发表研究成果)
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一定的交互关系)本研究单独
75U

*

64U

刺激单核细胞后#

VA.$

"

*

VA.$/

的水平比较微弱表达#但与空白对照组相比较差

异有统计学意义)

75U

预处理后的单核细胞中加入
64U

#

8AVW6

测试后发现
VA.$

"

*

VA.$/

的水平显著高于空白对照组#

较二者单独刺激后有明显差异)但
VA.$

"

差异较显著#这可能

与它自身特性有关#胞外的
VA.$

"

与胞内的核因子
*

>

$

dX.

*

>

&*胞内的
dX.

*

>

与细胞质内的
d=51

构成两对正反馈环

路#从而放大最初的炎症信号#导致机体损伤及微循环障碍

加重'

$%

(

)

由
D:<@.H#;:U3D

结果猜想可能与以下因素有关!$

$

&采

纳的
75U

预处理时间与
dX.

*

>

达到峰值的时间相符%$

1

&

75U

所致
dX.

*

>

信号通路的活化#为大量炎症前体基因的转

录提供了前提条件)

3<+

N

<+:.$

的活化不仅是
64U

激活
dA.

DU'

的结果#而且是
75U

激活
dADU$

的结果#

3<+

N

<+:.$

是

二者联合刺激后产生效应的关键点'

$$

(

%$

'

&

75U

的预刺激既

提供了大量无活性的
dADU'

蛋白寡聚体又加强了
dADU'

对

64U

的敏感性#从而导致更多
3<+

N

<+:.$

的自身激活'

$1

(

%$

0

&

75U

激活
d=51

后促使正反馈环路形成#大量的
d=51

凭借

dADU$

这条途径切割
UM".3<+

N

<+:.$

#诱发大量
VA.$

"

*

VA.$/

分泌到细胞外#而细胞外
VA.$

"

的增多又促进了其上游因子间

正反馈环路的构成)

综上#

75U

*

64U

单独刺激单核细胞后
dADU'

及下游炎

症因子的表达很微弱#

75U

联合
64U

刺激细胞后可促进
dA.

DU'

及下游炎症因子的表达显著增加#二者之间存在促进及协

同作用#但产生协同效应的具体机制及信号途径的具体位点尚

不清楚#有待于进一步研究去证实)

dADU'

及炎症因子参与

了动脉粥样硬化的形成与发展#干预其下游因子及调控其信号

通路将为治疗动脉粥样硬化的形成提供新的方向)

参考文献

'

$

(

XGS<H<7

#

<̂;<!:F<,6W

#

6RM:G74&4"@@.@#S:M:J:

N

H"M+

$

4AD+

&

<,!d"!.@#S:M:J:

N

H"M+

$

dAD+

&

#,#,I@<;;<H"M

L

!#+"M!:M+

'

b

(

&W:;#,V;;G,"@

#

1%%(

#

1$

$

0

&!

101.1C'&

'

1

(

5G:Q:@@U

#

c","2

#

D<

L

,:Mcb

#

:H<@&dADU'#,I@<;;<.

+";:+<M:M:

g

G#M:!I"M<H?:M"

P

:,:+#+<,!<JH#F<H:!R

L

J?".

@:+H:M"@JM

L

+H<@+

'

b

(

&d<HGM:

#

1%$%

#

0)0

$

-1('

&!

$'C-.$')$&

'

'

(

O<,

P

A

#

EGU

#

[?<"b

#

:H<@&dADU'<,!!"Q,+HM:<;J

L

.

H"S#,::K

N

M:++#",:@:F<H:!#,H?:;","J

L

H:+"I

N

<H#:,H+

Q#H?J"M",<M

L

<MH:M

L

!#+:<+:

'

b

(

&6MJ?7:!WJ#

#

1%$0

#

$%

$

0

&!

-($./%%&

'

0

(

7<

L

"M6

#

7<MH#,",X

#

5:W;:!H4

#

:H<@&6JMGJ#<@IG,J.

H#","IW94$<,!2WU(%#,#,I@<;;<+";:<JH#F#H

L

@#,S+

;<;;<@#<,<,!

N

@<,H#,,<H:#;;G,:M:+

N

",+:+

'

b

(

&d<H

V;;G,"@

#

1%%-

#

/

$

C

&!

0(-.C%'&

'

C

(

O<,

P

A

#

EGU

#

[?<"b

#

:H<@&dADU'<,!!"Q,.+HM:<;J

L

.

H"S#,::K

N

M:++#",:@:F<H:!#,H?:;","J

L

"I

N

<H#:,H+Q#H?

J"M",<M

L

<MH:M

L

!#+:<+:

'

b

(

&6MJ?7:!WJ#

#

1%$0

$

$%

&!

-($.

/%%&

'

)

(

2":

P

:,4

#

4M:;:@d

#

c@:#,7

#

:H<@&4?:dADU'#,I@<;.

;<+";:J",HM#RGH:+H"RM<#,#,

*

GM

L

#,

N

,:G;"J"JJ<@;:,.

#,

P

#H#+<,!#+<JH#F<H:!H?M"G

P

?64U.!:

N

:,!:,H@

L

+"+";<@

J<H?:

N

+#,>M:@:<+:

'

b

(

&bV;;G,"@

#

1%$$

#

$/-

$

$%

&!

C00%.

C0C$&

'

-

(

U<MSb2

#

c#;\9

#

7J!",<@!3

#

:H<@&DV3c

"

DVU1;:!#.

<H:+#,,<H:#;;G,:M:+

N

",+:+#,!GJ:!H?M"G

P

?d"!$<,!

d"!1RGH,"H4AD+

'

b

(

&bV;;G,"@

#

1%%-

#

$-/

$

0

&!

1'/%.

1'/)&

'

/

(

WHM"R:MO

#

7GMM<

L

Ub

#

c#H<,#6

#

:H<@&W#

P

,<@@#,

PN

<H?Q<

L

+

<,!;"@:JG@<M#,H:M<JH#",+"Id=5$<,!d=51

'

b

(

&d<HD:F

V;;G,"@

#

1%%)

#

)

$

$

&!

(.1%&

'

(

(

XM<,J?#A

#

8#

P

:,RM"!4

#

dij:Z9&3GHH#,

P

:!

P

:

!

4dX.<@.

N

?<;:!#<H:++:,+#H#Z<H#",H"64U<,!+#@#J<F#<H?:dA.

DU'#,I@<;;<+";:#,H?:<R+:,J:"I;#JM"R#<@+H#;G@<H#",

'

b

(

&bV;;G,"@

#

1%%(

#

$/'

$

1

&!

-(1.-()&

'

$%

(

5#,<M:@@"36&6J@#,#J<@

N

:M+

N

:JH#F:"IVA.$

"

<+H?:

P

<H:.

S::

N

:M"I#,I@<;;<H#",

'

b

(

&8GMbV;;G,"@

#

1%$$

#

0$

$

C

&!

$1%'.$1$-&

'

$$

(

2+GA3

#

6@#WD

#

7J

P

#@@#FM<

L

W

#

:H<@&6 d=51.d6AU$

J";

N

@:K;:!#<H:+J<+

N

<+:.$.!:

N

:,!:,HVA.$R:H<+:JM:H#",

#,M:+

N

",+:H"><J#@@G+<,H?M<J#+#,I:JH#",<,!;GM<;

L

@

!#

N

:

N

H#!:

'

b

(

&UM"Jd<H@6J<!WJ#eW6

#

1%%/

#

$%C

$

11

&!

-/%'.-/%/&

'

$1

(

b<MM

L

6

#

<̂@@:HH:9

#

3<++<

P

,<G8

#

:H<@&V,H:M@:GS#,$<,!

#,H:M@:GS#,$R:H<J",F:MH#,

P

:,Z

L

;:

$

J<+

N

<+:$

&

:K

N

M:+.

+#",#,H?:?G;<,J"@",#J:

N

#H?:@#<@R<MM#:M&3<+

N

<+:$

!"Q,M:

P

G@<H#",#,J"@",J<,J:M

'

b

(

&9GH

#

$(((

#

0C

$

1

&!

10).

1C$&

$收稿日期!

1%$).%0.%$

!

修回日期!

1%$).%).1'

&

$上接第
'$/$

页&

!!

<,!J?:;"H?:M<

NL

M:+#+H<,J:

!

<

N

M";#+#,

P

H?:M<

N

:GH#JH<M.

P

:HI"MJ<,J:MHM:<H;:,H

'

b

(

&3:@@5:<H?5#+

#

1%$'

$

0

&!

:/'/&

'

$$

(

O?#H:8&5:J",F"@GH#,

P

H?:J",H:KH.!:

N

:,!:,HM"@:I"M<GH".

N

?<

PL

#,J<,J:M

'

b

(

&d<HD:F3<,J:M

#

1%$1

#

$1

$

)

&!

0%$.0$%&

'

$1

(

7<H?:QD

#

O?#H:8&6GH"

N

?<

PL

#,HG;"M#

P

:,:+#+<,!:,.

:M

PL

;:H<R"@#+;

!

IM#:,!R

L

!<

L

#

I":R

L

,#

P

?H

'

b

(

&3GMM

=

N

#,9:,:H5:F

#

1%$$

#

1$

$

$

&!

$$'.$$(&

'

$'

(

4<,#!<V

#

e:,"4

#

c";#,<;#8&A3'<,!6GH"

N

?<

PL

'

b

(

&

7:H?"!+7"@>#"@

#

1%%/

#

00C

$

$

&!

--.//&

'

$0

(

cG;<6

#

7<H+G#7

#

7#ZG+?#;<d&6

PP

M:

P

<H:+#,!:

N

:,!.

:,H"I<GH"

N

?<

PL

!

J<GH#",#,H?:#,H:M

N

M:H<H#","IA3'@".

J<@#Z<H#",

'

b

(

&6GH"

N

?<

PL

#

1%%-

#

'

$

0

&!

'1'.'1/&

'

$C

(

>@<,!:Mb7&6@",

P

.<Q<#H:!;:M

P

:M"IH?:

N

<H?Q<

L

+;:.

!#<H#,

P

?"+H!:I:,J:<,!

N

M"

P

M<;;:!J:@@!:<H?

'

b

(

&d<H

D:FV;;G,"@

#

1%$0

#

$0

$

(

&!

)%$.)$/&

'

$)

(

\<,

P

[X

#

c@#",+S

L

5b&7<;;<@#<,<GH"

N

?<

PL

!

J"M:;".

@:JG@<M;<J?#,:M

L

<,!+#

P

,<@#,

P

M:

P

G@<H#",

'

b

(

&3GMM=

N

#,

3:@@>#"@

#

1%$%

#

11

$

1

&!

$10.$'$&

'

$-

(

><:?M:JS:82&6GH"

N

?<

PL

!

!G<@M"@:+#,@#I:<,!!:<H?

0

'

b

(

&d<HD:F7"@3:@@>#"@

#

1%%C

#

)

$

)

&!

C%C.C$%&

$收稿日期!

1%$).%0.$)

!

修回日期!

1%$).%).1$

&

0/$'

重庆医学
1%$)

年
/

月第
0C

卷第
1'

期


