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维生素Ｃ联合硼替佐米对人Ｔ细胞淋巴瘤细胞株

Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡的应用
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　　［摘要］　目的　研究维生素Ｃ联合硼替佐米对人Ｔ细胞淋巴瘤细胞株Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡相关蛋白Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）与

Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）表达调节的影响。方法　采用３０ｎｍｏｌ／Ｌ的硼替佐米组，１００μｇ／ｍＬ的维生素Ｃ组及联合组分别作用于

Ｊｕｒｋａｔ细胞２４、４８、７２ｈ，设立未加药物的对照组，应用倒置显微镜观察细胞的生长方式，免疫组织化学检测Ｂａｘ及Ｂｃｌ２的表达，

ＣＣＫ８及流式细胞技术检测Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡率和细胞周期。结果　维生素Ｃ使Ｊｕｒｋａｔ细胞的生长方式从对照组的局部聚集向

近乎均匀分散变化；维Ｃ组及联合组在２４ｈ至４８ｈ期间，Ｂｃｌ２的表达降低较硼替佐米组快，Ｂａｘ表达升高的亦快，且维Ｃ组２４～

４８ｈ对Ｂａｘ的表达增量远超过硼替佐米组。ＣＣＫ８检测发现，在７２ｈ时维Ｃ组、联合组、硼替佐米组Ｊｕｒｋａｔ细胞的抑制率分别为

２５．７２％、７５．２３％、５６．８１％；流式检测凋亡率在７２ｈ分别为８１．７３％、６７．０６％与８１．５０％；维生素Ｃ组的早期凋亡率大于晚期凋

亡率，而硼替佐米组与联合组均为早期凋亡率低，但维生素Ｃ的添加，联合用药组细胞的早期凋亡率得到了大约１５．２６％的提高。

结论　维生素Ｃ抑制Ｔ细胞淋巴瘤细胞株Ｊｕｒｋａｔ细胞的增殖，尤其是促进Ｊｕｒｋａｔ细胞早期凋亡，且细胞凋亡调控蛋白Ｂａｘ与

Ｂｃｌ２参与了维生素Ｃ诱导Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡机制。

［关键词］　Ｊｕｒｋａｔ细胞；淋巴瘤，Ｔ细胞；细胞凋亡；抗坏血酸；凋亡调控蛋白
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　　近年来，人们认识到维生素Ｃ在心血管系统疾病及癌症

预防和治疗中可能发挥重要作用［１８］。而硼替佐米对 Ｔ细胞

淋巴瘤细胞的凋亡、增殖等方面研究颇多［９１１］，且人Ｔ细胞淋

巴瘤细胞株Ｊｕｒｋａｔ细胞在国内外已经广泛地用于白血病的研

究，而药物诱导细胞凋亡疗法已经成为治疗白血病的主要途

径。本课题组用Ｊｕｒｋａｔ细胞为靶细胞，观察维生素Ｃ、硼替佐

米、维生素Ｃ联合硼替佐米（简称联合组）分别对人Ｔ细胞淋巴

瘤细胞株Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡的差异，同时研究凋亡相关蛋白Ｂ淋

巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，

Ｂａｘ）和细胞周期、细胞凋亡的变化，探讨维生素Ｃ能否成为治

疗或预防癌症的常规辅助药物，为临床治疗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　硼替佐米（西安杨森制药有限公司），维生素Ｃ注

射液（上海现代哈森药业有限公司），ＡｎｎｅｘｉｎＶ异硫氰酸荧光

素（ＦＩＴＣ）／碘化丙啶（ＰＩ）试剂盒（美国ＢＤ公司），细胞周期试

剂盒（上海凯基生物），ＣＣＫ８（日本Ｄｏｊｉｎｄｏ公司），Ｂａｘ、Ｂｃｌ２
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单克隆抗体（美国ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司），Ｊｕｒｋａｔ细胞（中科院上

海细胞库），ＤＭＥＭ 培养液（美国Ｇｉｂｃｏ公司），９６孔和６孔培

养板（美国 ＴｈｅｒｍｏＮｕｎｃ公司），胎牛血清（新西兰 ＰＡＡ 公

司），流式细胞仪（德国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＥｐｃｉｓＸＬ公司），全波

长分光光度计（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。

１．２　方法

１．２．１　实验分组及细胞生长方式观察　实验组分别为３０

ｎｍｏｌ／Ｌ的硼替佐米组，１００μｇ／ｍＬ的维生素Ｃ组（后简称维Ｃ

组）及联合组（两种药物的浓度不变），分别作用于Ｊｕｒｋａｔ细胞

２４、４８、７２ｈ；对照组未加药物。观察比较各组细胞的生长方式。

１．２．２　药物对细胞的增殖抑制实验　制备Ｊｕｒｋａｔ细胞悬液，

将细胞调整浓度为１×１０８／Ｌ，接种于９６孔培养板上，每孔１００

μＬ。３７℃培养箱中培养２４ｈ后，分别加入３０ｎｍｏｌ／Ｌ的硼替

佐米，１００μｇ／ｍＬ的维生素Ｃ及联合组药物，作用２４、４８、７２ｈ。

检测前加入１０μＬ的ＣＣＫ８，然后培养１～４ｈ，通过全波长分

光光度计测定４５０ｎｍ波长的吸光度值（犃 值）。实验设置复

孔，抑制率＝［１－实验孔犃值／对照空犃值］×１００％。

１．２．３　流式细胞术检测细胞凋亡　用含１０％胎牛血清

ＤＭＥＭ培养液将细胞制成细胞悬液，计数，接种于６孔板，每

孔细胞数１×１０６，加药方法同抑制试验，３７℃、５％ＣＯ２ 培养

４８ｈ，用冷磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）离心洗涤２次，用５００μＬＢｉｎｄ

ｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬，转移到流式分析管中，加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ

１５μＬ避光反应１５ｍｉｎ，再加入ＰＩ５μＬ避光反应５ｍｉｎ，立即

用流式细胞仪检测。

１．２．４　流式细胞术分析细胞周期　将细胞接种于６孔板，每

孔细胞数为１×１０６，细胞培养处理方法同上，培养４８ｈ，收集

细胞，用冷ＰＢＳ４℃离心洗涤２次，加入清洗液１ｍＬ 混匀，

４℃离心去除，加入固定液１ｍＬ混匀，４℃放置１６ｈ，４℃离

心去除，加入缓冲液５００μＬ和ＰＩ２０μＬ混匀，暗室反应４５

ｍｉｎ后用流式细胞仪检测。

１．２．５　免疫法检测Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达情况　制备Ｊｕｒｋａｔ细

胞悬液，将细胞调整浓度为１×１０８／Ｌ，接种于放置盖玻片的６

孔培养板上，每孔２ｍＬ。３７℃培养箱中培养２４ｈ后，加药方

法及培养时间同上述实验，采用一步聚合物法检测，加入１∶

２００稀释的Ｂａｘ、Ｂｃｌ２单抗孵育结合，结合羊抗兔酶标二抗后

应用化学染色法判定结果，采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ中文版６．０软

件分析结果。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计数资料用率表

示，组间采用χ
２ 检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞生长方式　倒置荧光显微镜观察实验组和对照组

２４、４８、７２ｈ，Ｊｕｒｋａｔ细胞生长方式显示：对照组和硼替佐米组

Ｊｕｒｋａｔ细胞呈“堆落”生长，而维Ｃ组及联合组细胞生长方式为

“堆落”散开，均匀或比较均匀地呈散细胞生长，见图１。

图１　　硼替佐米、维Ｃ及二者联合对Ｊｕｒｋａｔ细胞生长状态的影响

　　Ａ：对照组；Ｂ：维Ｃ组；Ｃ：硼替佐米组；Ｄ：联合组。

图２　　各组７２ｈ的流式凋亡图
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　　Ａ：对照组；Ｂ：维Ｃ组；Ｃ：硼替佐米组；Ｄ：联合组。

图３　　各组７２ｈ细胞周期检测结果

图４　　实验组Ｊｕｒｋａｔ细胞内Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达情况
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表１　　各组诱导２４、４８、７２ｈＢｃｌ２、Ｂａｘ蛋白染色阳性的积分光密度（犐犗犇）值比较（狓±狊）

组别
Ｂｃｌ２

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

Ｂａｘ

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

硼替佐米组 ２１１．４５±０．６６ １２．３４±０．２８ ９５．４２±３．１７ ９１．２１±１．０４ ９６．５１±２．３７ １２７．００±４．１６

维Ｃ组 １０５．１９±２．３５ ７．０６±１．８７ ３０．４４±０．７３ ４．７８±０．６９ ６０．５３±０．６２ ６７．９４±１．６５

联合组 ２６８．８５±１７．２３ １０．６４±０．８１ ３３．７６±１．７８ １６１．８１±１．５１ ８４．４９±２．２８ ８６．８５±０．２８

２．２　药物对细胞的生长抑制率　联合组、硼替佐米组及维Ｃ

组对Ｊｕｒｋａｔ细胞的生长抑制依次降低，ＣＣＫ８同样也验证了

这一点，３组在７２ｈ的抑制率分别为７５．２３％、５６．８１％、

２５．７２％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　流式细胞术凋亡检测　实验组（维Ｃ组、硼体佐米组、联

合组）与对照组的流式细胞术凋亡率分别为８１．７３％、８１．５０％、

６７．０６％与２８．５１％，实验组较对照组细胞凋亡率明显增高，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）；维Ｃ组较对照组早期凋亡率大于晚

期凋亡率，其早期凋亡率占凋亡率的近６０．００％，而硼替佐米组

与联合组比较，早期凋亡率低，但联合组的早期凋亡率较硼替佐

米组约增高１５．２６％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图２。

２．４　细胞周期结果　对照组Ｇ１ 期５５．６９％，Ｓ期３６．３１％，Ｇ２

期８．００％；维Ｃ组Ｇ１ 期６６．８３％，Ｓ期３１．０９％，Ｇ２ 期０．５８％；

硼替佐米组Ｇ１ 期６２．０５％，Ｓ期３７．９５％，Ｇ２ 期无；联合组Ｇ１

期６４．０１％，Ｓ期３５．９９％，Ｇ２ 期无，与对照组相比，Ｇ１ 期比例

升高，而Ｓ期和和Ｇ２ 期细胞比例下降。各组间 Ｇ１ 期和Ｓ期

细胞比例差异无统计学意义（犘＞０．０５），Ｇ２ 期差异有统计学

意义（犘＜０．０１），见图３。

２．５　实验组Ｂｃｌ２和显微镜下对各组细胞爬片染色结果　细

胞染色棕黄色即阳性表达。每组选５个非重复视野，通过Ｉｍ

ａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ中文版６．０软件分析其系列图片，蛋白表达见表

１。关于Ｂｃｌ２，２４ｈ组间差异有统计学意义（犘＜０．０５）；４８ｈ

组间差异有统计学意义（犘＜０．０５）；７２ｈ硼替佐米组与其他两

组差异有统计学意义（犘＜０．０５），而其他两组间差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。Ｂａｘ蛋白与Ｂｃｌ２在２４ｈ相同；４８ｈ维Ｃ组

与其他两组差异有统计学意义（犘＜０．０５），其他两组差异无统

计学意义（犘＞０．０５）；７２ｈ硼替佐米组与其他两组差异有统计

学意义（犘＜０．０５），见图４。

３　讨　　论

临床上硼替佐米治疗Ｔ细胞淋巴瘤价格高昂并对神经末

梢细胞存在毒性，而维生素Ｃ价格低廉且是普通常见药物，且

近年来维生素Ｃ在癌症的预防及治疗中作用日益受到人们重

视［１］，加之其对正常细胞无不良反应，且能一定程度上提高机

体的免疫力。这与文献［２８］将维生素Ｃ应用辅助治疗卵巢

癌、乳腺癌、骨转移抗放疗的患者、大剂量维生素Ｃ辅助治疗

化疗晚期患者是一致的。而维生素Ｃ的作用不止表现在提高

免疫力一方面，且对细胞凋亡有作用，本文对其做了研究并给

出了解释。

Ｂｃｌ２是抗凋亡蛋白，在许多白血病细胞中高表达，Ｂａｘ是

促凋亡蛋白，其表达增加，可以导致细胞凋亡［１１］。Ｂｃｌ２、Ｂａｘ

同为Ｂｃｌ２家族成员，Ｂｃｌ２是细胞凋亡研究中最受重视的癌基

因之一，Ｂａｘ为细胞凋亡调控基因。该文实验结果表明维生素

Ｃ组及联合组在２４～４８ｈ时，Ｂｃｌ２的表达降低较硼替佐米组

快，Ｂａｘ表达升高的也快，表明维生素Ｃ在这个时间段降低了

抗凋亡蛋白的表达，提高了促凋亡蛋白表达，实验结果验证了

Ｂａｘ水平增加与促进细胞凋亡相关，而Ｂｃｌ２蛋白水平增加与

抗凋亡相关，且表明细胞凋亡可能是通过Ｂａｘ这一途径实现

的。但维Ｃ组及联合组４８ｈ后的作用不及硼替佐米组，这为

临床建议４８ｈ后补充服用维生素Ｃ奠定基础。

在细胞增殖抑制及流式凋亡实验中维Ｃ组的抑制率近乎

硼替佐米组的１／３，但维生素Ｃ的添加使细胞的早期凋亡率得

到了大约１５．２６％的提高。细胞周期分析表明３组药物Ｇ１ 期

细胞增加，联合组与硼替佐米组的 Ｇ２ 和Ｓ期细胞下降，维Ｃ

组与联合组的Ｇ２ 期和Ｓ期细胞降低，硼替佐米组Ｓ期细胞相

对照组没有明显变化，Ｇ２ 期细胞亦明显减低，各组间Ｇ１ 期和

Ｓ期细胞比例差异无统计学意义（犘＞０．０５），Ｇ２ 期差异有统计

学意义（犘＜０．０１），但毫无疑问细胞增殖被阻滞在了Ｇ１ 期，使

细胞无法完成ＤＮＡ的复制，作用的效果与抗生素类化疗药相

似。而维Ｃ组的Ｇ１ 期比其余两组细胞增加的高些，这是否与

早期凋亡所占比例大有关，还有待于研究。总之，该研究结果

表明了维生素Ｃ添加对Ｊｕｒｋａｔ肿瘤细胞的早期凋亡的提高，

不同于一些抑癌药物对晚期凋亡率影响大［９１０］，而早期凋亡率

很小。如果维生素Ｃ对提高肿瘤细胞早期凋亡率具有普遍

性，该研究就无疑为临床上应用维生素Ｃ作为肿瘤治疗的辅

助药物奠定一定的基础。
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