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摘要# 目的!研究芝麻素 "N1N5468# 对高糖所致人神经母细胞瘤 ">D*>T)T# 细胞损伤的保护作用及其机制& 方法
!>D*>T)T细胞接种于含 "&& 44<2MJ葡萄糖的培养基并与 "&’ #&’ ’& #4<2MJ芝麻素共同孵育 +( W% ‘..法测定细
胞存活率% 比色法测定细胞培养液乳酸脱氢酶 "J?D# 水平% 3JI>E检测 ?CE片段及半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶*+
"-5NQ5N1*+# 活性& #o% %o*二氯荧光黄双乙酸盐 "?-HD*?E# 探针法检测细胞中活性氧 "KA># 的水平% 试剂盒检测
细胞内丙二醛 "‘?E#’ 超氧化物岐化酶 ">A?#’ 过氧化氢酶 "-E.# 和还原型谷胱甘肽 "S>D# 活性& 光度法检
测细胞烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 "CE?GD# 氧化酶活性% 实时荧光定量检测 CE?GD氧化酶亚基 B>;B*$24KCE表
达& l1NY1X8 [2<Y法检测 Q’%QW<\蛋白表达& 结果!芝麻素可增加高糖作用下 >D*>T)T细胞的存活率% 抑制细胞 J?D

释放% 阻止高糖诱导的?CE断裂% 降低-5NQ5N1*+活性& 同时芝麻素能够增加高糖作用下 >D*>T)T细胞内 >A?’ -E.

和S>D的活性% 清除细胞内的KA>% 抑制CE?GD氧化酶活性及 Q’%QW<\4KCE和蛋白的表达& 结论!芝麻素对高糖
诱导 >T)T细胞损伤具有保护作用% 其机制可能与抗氧化和抑制CE?GD氧化酶活性有关&
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76YW<UYN1N5468 YX15Y418Y$:<8@A98!.W1YX15Y418Y<Z>D*>T)T;122N76YW N1N5468 75N5NN<;65Y1@ 76YW 5
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!!葡萄糖是哺乳动物大脑的主要能量来源% 同时
也是维持正常脑功能必不可少的物质& 但是葡萄糖
比例的失衡又会引起很多感觉’ 运动和自主神经系
统方面的问题& # 型糖尿病是根源于遗传因素% 与
生活方式密切相关的代谢性疾病& 其中高血糖症是
# 型糖尿病导致神经病变和演化为不可控制的糖尿
病的罪魁祸首)"* & 长期的暴露于高血糖的环境中
会导致中枢神经系统的损伤)#* & 最新研究表明%
糖尿病与神经退行性疾病例如帕金森病之间有密切
的关系& 流行病学显示% 在众多引起帕金森发生的
外源性原因中% # 型糖尿病的个体患帕金森病的风
险是一般人的 # 倍)+*’* &

高糖环境所诱发的持续的氧化应激% 会导致细
胞的凋亡& 过多的活性氧 "X15;Y6_1<\̂R18% KA>#
的生成会破坏细胞结构% 进而在自由基的攻击下会
加剧脂类% 蛋白质% ?CE的损伤& 同时高糖会促进
线粒体过氧化物的产生% 进而激活一氧化氮合酶%
二者进而融合成强大的氧化剂*过氧亚硝酸盐))* &

芝麻素 "N1N5468# 是从芝麻中提取的活性成
份% 具有降脂’ 降压和明显的抗氧化效果)(* & 芝
麻素能纠正高脂’ 高糖诱导大鼠糖脂代谢异常% 并
抑制血压升高’ 改善血管重构)%* & 研究还发现芝
麻素还具有神经保护作用% 能对抗 R*甲基*E*天冬
氨酸 "C‘?E# 所致原代培养小鼠皮层神经元损
伤)0* & 芝麻素对酒精导致的肝损伤和鱼藤酮诱导
的多巴胺神经元损伤都有保护作用)/*"&* & 本实验利
用高糖诱导的 >D*>T)T细胞模型% 检测凋亡及氧
化应激功能相关指标% 探讨芝麻素的神经保护作用
及其机制% 期望能为糖尿病周围神经症的预防和治
疗提供可能有效的方法&
FG材料和方法
"L"!细胞! 试剂与仪器 !芝麻素 " h/0!# "上

海纯优生物科技有限公司% 批号 "’""#+% -E> 为
(&%*0&*%#( >D*>T)T细胞购自中国科学院上海细
胞生物研究所( ‘..购自德国西格玛 ">6R45# 公
司( -122?15YW ?1Y1;Y6<8 3JI>EQ2UN购自瑞士罗氏公
司( 细胞CE?GD氧化酶活性检测光度法定量检测
试剂盒购自上海一基实业有限公司( 活性氧’ 乳酸
脱氢酶 "J?D# 细胞毒性’ -5NQ5N1*+ 活性检测试
剂盒 "批号依次为 ")&+#&’ ")&(#"’ "’"&"%# 均
购自碧云天生物技术有限公司( -E.’ >A?’ S>D’
‘?E活性检测试剂盒购自南京建成生物技术研究
所 "批号依次为 #&"’""#&’ #&")&’#"’ #&")&+"#’
#&")&##+#( .X6j<2"总 KCE抽提试剂#’ F1̂<K.
;?CE第一链合成试剂盒 "KC5N1D# "批号依次
为 ")&+&)’ "’""#"# 由碧云天生物技术研究所提
供( 热启动荧光定量 G-K核心试剂盒购自上海闪
晶分子生物技术研究所( Q’%QW<\抗体购自美国圣
克鲁斯生物科技 " >58Y5-XUj# 公司( EFI%+&&
K152*.641G-K> N̂Y14 "美国应用生物系统 )EFI*
公司#( 酶标仪 ".W1X4<‘U2Y6N]U8 ‘]+% 美国赛默
飞世尔科技公司#&
"L#!细胞分组! 活力测定及 J?D检测 !将 >D*
>T)T细胞分为对照组 "无血清培养基培养细胞 +(
W#’ 高糖组 "含 "&& 44<2MJ葡糖糖的无血清培养
基培养 +( W#’ 药物组 "含 "&& 44<2MJ葡糖糖的
无血清培养基与 "&’ #&’ ’& #4<2MJ芝麻素共同孵
育 +( W#&

细胞接种于 /( 孔培养板% 每孔 &L" 4J培养
基% #’ W 后细胞贴壁% 更换培养液% 按上述分组%
分别进行相应处理& 每孔加 ‘.. " ) 4RM4J#
#& #J% ’ W后% 吸净培养液% 加入 ?‘>A")& #J%
振荡 "& 468% 使结晶充分溶解% 酶标仪测量’/& 84
波长的吸光度值 "E#&
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J?D检测采用乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂
盒& 各组细胞经相应处理后% 吸取细胞培养上清液
"#& #J% 加入到一新的 /( 孔板相应孔中% 各孔分
别加入 (& #JJ?D检测工作液% 室温 "约 #) c#%
避光孵育 +& 468% 然后在 ’/& 84处测定吸光度&
"L+!?CE片段及 -5NQ5N1*+ 活性检测! ?CE片段
检测使用-122?15YW ?1Y1;Y6<8 3JI>EQ2UN检测试剂盒%
严格按试剂说明书操作& -5NQ5N1*+ 检测应用
-5NQ5N1*+ 活性检测试剂盒& 药物处理细胞后% 裂
解细胞% 取上清& FX5@Z<X@ 法测定蛋白质量浓度%
调整蛋白质量浓度为 # 4RM4J& 取待测样品)& #J%
加入 -5NQ5N1*+ 显色底物 E;*?3a?*QCE "& #J
"# 44<2MJ#% 检测缓冲液 ’& #J后混匀& +% c孵
育 "#& 468% 测定 ’&) 84处吸光度&
"L’!细胞内 KA> 水平检测 !细胞内活性氧的水
平检测应用活性氧检测试剂盒% 依照说明书要求操
作& >T)T细胞 ") f"&(# 与 "& #4<2MJ#o% %o*二
氯荧光黄双乙酸盐 "?-HD*?E# 探针 +% c孵育
+) 468% 然后 GF> 洗 + 遍洗去未结合的探针&
?-HD*?E进入细胞内后% 可以被细胞内的酯酶水
解生成二氯氢化荧光素 "?-HD#% 进而被细胞内
的活性氧氧化生成有荧光的 #o% %o*二氯荧光素
"?-H#& 荧光分光光度计检测 ?-H的荧光可反映
细胞内活性氧的水平&
"L)!细胞内 >A?! -E.! S>D! ‘?E活性测定 !
( 孔板培养 >D*>T)T细胞% 细胞经相应处理后收
集% 超声细胞破碎后离心% 吸取上清 #&& #J% 分
别在 ))&’ #’&’ ’"#’ )+# 84波长下% 按照 >A?’
-E.’ S>D’ ‘?E检测试剂盒说明书操作测定
E值&
"L(!细胞 CE?GD氧化酶活性检测 !使用细胞
CE?GD氧化酶活性检测光度法定量检测试剂盒%
按试剂说明书操作& 步骤如下! 细胞裂解后% 置冰
浴 +& 468% ’ c "( &&& f’ 离心 ) 468% 取上清液&
使用FX5@Z<X@法进行蛋白定量检测% 调整样品蛋白
质量浓度为 " #RM#J& 移取试剂盒内缓冲液’ 反应
液’ 底物液到新的比色皿% +& c培养箱静置
+ 468% 加入 "&& #J待测样品% 上下倾倒数次% 混
匀 "+ N之内#% 即刻放入分光光度仪检测% 此为
样品总活性读数! "+’& 波长读数# & 468 e "+’&
波长读数# ) 468&
"L%!实时荧光定量检测 B>;B*$24KCE表达! 采
用.X6j<2法提取细胞内总KCE% 使用F1̂<K.;?CE
第一链合成试剂盒将总 KCE进行逆转录反应& 以

转录后 ;?CE为模板% 管家基因 VK)EC为内参%
使用 D<Y>Y5XYH2U<X1N;18YG-K-<X1K15R18Y,6Y对
B>;B*$2基因进行荧光定量 G-K扩增& 反应体系!
D<YNY5XYH2U<*G-K46\"" f# #) #J% G-KH<X75X@
GX641X"#) Q4<2M#J# &L0 #J% G-KK1_1XN1QX641X
"#) Q4<2M#J# &L0 #J% ;?CE# #J% 无菌去离子
水 #"L’ #J% 总体积 )& #J& 引物序列! B>;B*$2正
向为 )o*SE-E--..-E.--S.-E-E.-*+o% 反向为
)o*SSEE-.-S.ESE.-.-SS.SEE*+o( VK)EC 正
向为 )o*--E.S..-S.-E.SSS.S.SEE--E*+o% 反
向为 )o*S--ES.ESESS-ESSSE.SE.S..-*+o& 反
应条件! /’ c预变性 ’ 468( 变性 /’ c +& N% 退
火延伸 (& c +& N% 重复 +) 个循环& 实验重复 +
次& 各基因相对表达量用 # e,,-Y表示&
"L0!l1NY1X8 [2<Y法检测 Q’%QW<\蛋白表达! 细胞
按 " f"&( M孔接种于 ( 孔培养板% 细胞分组及处理
同前& 收 集 细 胞% KIGE 裂 解 液 裂 解 细 胞%
"# &&& XM468% ’ c离心 ) 468% 取上清% F-E法进
行蛋白定量& "#!十二烷基硫酸钠*聚丙烯酰胺
">?>*GES3# 电泳% 转膜% )!脱脂奶室温封闭
(& 468& 加入 Q’%QW<\抗体 "" d’&&#% ’ c孵育过
夜% 洗膜后加入二抗室温孵育 " W& 3-J显影& 凝
胶成像分析系统扫描后以 Q’%QW<\与 "*E;Y68 条带
灰度的比值表示 Q’%QW<\的相对表达&
"L/!统计学处理!数据以均数 b标准差 "2b6#
表示& 统计分析采用 >G>> "/L& 软件% 组间比较采
用单因素方差分析% 以 )g&L&) 为差异有统计学
意义&
HG实验结果
#L"!‘..检测芝麻素对 >D*>T)T细胞的保护作用
!‘..结果显示高糖组 >D*>T)T的增殖较正常组
明显降低 ")g&L&"#& 而 "&’ #&’ ’& #4<2MJ芝
麻素与高糖共同作用下的 >D*>T)T增殖活性显著
高于高糖组 ")g&L&)% )g&L&"#& 结果见表 "&
#L#!芝麻素对培养液中 J?D水平! ?CE片段及
-5NQ5N1*+ 活性的影响!高糖组 J?D水平’ ?CE片
段量和 -5NQ5N1*+ 活性较正常组显著升高 ")g
&L&"#( 与高糖组比较% 芝麻素中’ 高剂量组 J?D
水平的含有量明显降低 ")g&L&)% )g&L&"#% 但
低剂量组作用不明显 ")h&L&)#& 芝麻素低’ 中’
高剂量组 ?CE片段量也明显减少% -5NQ5N1*+ 活性
也明显降低% 与高糖组相比有统计学意义 ")g
&L&)% )g&L&"#& 结果见表 "&
#L+!芝麻素对细胞内 KA> 的影响!与正常组相
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!! 表 FG芝麻素对细胞活力$ ?B6片段$ A?=水平$ 2+43+4)KI及:>8活性的影响 %!L"’ #\I&
9+1MFG<&&)*.4"&4)4+N#%"%*)’’Q#+1#’#.R’?B6&/+VN)%.+.#"%’A?=/)’)+4)’2+43+4)KI +*.#Q#.R +%!:>8V)%)/+.#"%#%8=K

8DYD*)’’4)-3"4)!." ,#V,V’(*"4)%!L"’ #\I&

组别 剂量M"#4<2+Je"# E ?CE片段M"!正常组# J?DM"!正常组# -5NQ5N1*+M"!正常组# KA>M"!正常组#
正常组 e &L)/ b&L&( "&&! "&&! "&&! "&&!
高糖组 e &L+# b&L&)ss #+(L)0 b+/L+)ss #0/L+% b#/L)’ss #0(L’’ b#0L+#ss #+’L+# b+"L"+ss

芝麻素低剂量组 "& &L’" b&L&(! "0)L#" b#%L+)! #’%L+’ b"(L#+ ##+L)" b#/L’"! "0/L#’ b#"L+%!

芝麻素中剂量组 #& &L’% b&L&)! "(’L)# b#"L)#! #""L’# b#’L+’! "/%L+’ b"/L#"! "%0L++ b"0L’#!

芝麻素高剂量组 ’& &L)’ b&L&(!! "’’L0+ b"/L#+!! ")(L%0 b#"L)"!! "(#L+% b"(L)#!! "+(L’+ b"/L)%!!

!!注! 与高糖组比较%!)g&L&)%!!)g&L&"( 与正常组比较%ss)g&L&"

比% 高糖组细胞内 KA> 活性显著升高 ")g
&L&"#& 而芝麻素低’ 中’ 高剂量组均能明显能减
少高糖诱导的 KA> 表达 ")g&L&)% )g&L&"#&
结果见表 "&
#L’!芝麻素对细胞内 S>D! >A?! ‘?E! -E.的
影响!与正常组比较% 高糖组 ‘?E的活性明显增

强 ")g&L&"#% S>D’ >A?’ -E.活性明显下降
")g&L&"#& 而芝麻素中’ 高剂量组能明显降低细
胞内的‘?E的活性 ")g&L&)% )g&L&"#% 芝麻
素低’ 中’ 高剂量组能明显增强 S>D’ >A?’ -E.
的活力 ")g&L&)% )g&L&"#% 其中芝麻素高剂量
组作用最强& 结果见表 #&

表 HG芝麻素对细胞内 8̂=$ 8>?$ ;?6$ 269的影响 %!L"’ #\I&
9+1MHG<&&)*.4"&4)4+N#%"% 8̂=’ 269’ 8>?+*.#Q#.R +%!.,)’)Q)’"&;?6#%8=K8DYD*)’’4)-3"4)!." ,#V,V’(*"4)

%!L"’ #\I&

组别
剂量M

"#4<2+Je"#

‘?EM

"84<2+4RQX<Ye"#

S>DM

"4R+RQX<Ye"#

>A?M

"O+4RQX<Ye"#

-E.M

"O+4RQX<Ye"#
正常组 e &L#’% b&L&#" #L/+’ b&L’#’ "/L0#+ b+L)++ "L0%) b&L’+"
高糖组 e &L)#) b&L&#’ss "L’/% b&L+#’ss /L"’# b"L+0(ss &L0(’ b&L"#"ss

芝麻素低剂量组 "& &L’#+ b&L&#" "L%+’ b&L##+! ""L’(0 b"L0%+! "L")0 b&L")(!

芝麻素中剂量组 #& &L+#" b&L&#(! #L#)( b&L#0’!! "+L%’) b#L""(! "L+(% b&L#"+!

芝麻素高剂量组 ’& &L#/’ b&L&++!! #L)++ b&L’)+!! "(L+0( b#L(’)!! "L(#0 b&L#’’!!

!!注! 与高糖组比较%!)g&L&)%!!)g&L&"( 与正常组比较%ss)g&L&"

#L)!芝麻素对CEG?D氧化酶活性及 Q’%QW<\4K*
CE和蛋白表达的影响!高糖组 CEG?D氧化酶活
性’ Q’%QW<\4KCE及蛋白表达均较正常组显著升
高 ")g&L&"#& 与高糖组比较% 芝麻素低’ 中’

高剂量组均能明显能降低 CEG?D氧化酶活性并减
少 Q’%QW<\4KCE及蛋白的表达 ")g&L&)% )g
&L&"#& 结果见表 +&

表 IG芝麻素对B6?W=氧化酶活性及3X‘3,"- N:B6和蛋白表达的影响 %!L"’ #\I&
9+1MIG<&&)*.4"&4)4+N#%"%B6?W="-#!+4)+*.#Q#.R’ 3X‘3,"- N:B6+%!3/".)#%)-3/)44#"%#%8=K8DYD*)’’4)-3"4)!."

,#V,V’(*"4)%!L"’ #\I&

组别 剂量M"#4<2+Je"# CE?GD活性M"! 正常组# B>;B*$24KCEM"! 正常组# Q’%QW<\M"*E;Y6<8
正常组 e "&&! "&&! &L#’ b&L&)
高糖组 e ##0L++ b#0L##ss "0(L+) b"0L’(ss &L)’ b&L&0ss

芝麻素低剂量组 "& "0#L’) b#/L+’! ")"L%) b"/L)+! &L+0 b&L&(!

芝麻素中剂量组 #& ")%L)) b#’L)+! "+0L%( b"(L0+! &L#0 b&L&(!!

芝麻素高剂量组 ’& "’"L’’ b"%L#0!! "#(L)) b"%L0’!! &L#( b&L&%!!

!!注! 与高糖组比较%!)g&L&)%!!)g&L&"( 与正常组比较%ss)g&L&"

IG讨论
本研究发现不同浓度的芝麻素能明显减少高糖

诱导的 >D*>T)T细胞的凋亡% 且具有浓度依赖性&
乳酸脱氢酶 "J?D# 主要存在细胞内% 属胞浆酶%
细胞破裂时% J?D释放到基质中% 因此测定 J?D
活性可以推断细胞损伤程度& 本研究发现高糖诱导
>D*>T)T损伤的模型组细胞培养液中 J?D水平明

显增加% 而经不同浓度芝麻素作用后细胞培养液中
J?D水平明显减少% 且存在浓度依赖性& 由此可
见% 芝麻素可减轻高糖所致 >D*>T)T细胞损伤&
-5NQ5N1*+ 是凋亡的最终执行蛋白% 诱导神经细胞
凋亡& 一旦 -5NQ5N1*+ 被激活% 细胞凋亡不可避
免)""* & 本研究可见% 高糖会引起 -5NQ5N1*+ 的过度
激活% 促进 >D*>T)T细胞死亡& 但是芝麻素处理
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后% >D*>T)T细胞内 -5NQ5N1*+ 表达量显著下降%
因此抑制-5NQ5N1*+ 的活性是芝麻素保护 >D*>T)T
细胞的机制之一& ?CE碎片裂是晚期凋亡的重要
特征& 在本研究中% 高糖组 ?CE碎片量明显高于
正常组% 芝麻素能明显阻止高糖诱导的 ?CE断裂
进而对 >D*>T)T起到保护作用&

高血糖症可引起全身尤其神经元的氧化应激%
进而导致周围神经损伤& 高糖诱导生成的 KA> 在
糖尿病神经病变的发生发展中起着关键性的作
用)"#* & KA> 能够使细胞膜上的脂类氧化% 产生
‘?E% 从而造成细胞损伤并引发凋亡& 为了减轻
氧化应激所带来的压力% 细胞通常会利用抗氧化防
御系统去清除 KA>& >A?’ -E.和 S>D是很重要
的内源性抗氧化酶% 能够直接清除 KA>& 研究发
现% 高糖处理组% 细胞内 KA> 的量明显增加%
‘?E的量也相应上升% 而 >A?’ -E.和 S>D的含
有量下降& 而芝麻素作用后% 细胞内 KA> 的量明
显降低% ‘?E的量也明显下降% >A?’ -E.和
S>D的含有量明显增高& 说明芝麻素能对抗高糖
所致的氧化损伤% 这是芝麻素减少高糖诱导 >T)T
细胞凋亡的重要机制&

本研究还发现高糖组 CE?GD氧化酶活性和
Q’%QW<\4KCE及蛋白的表达均明显高于对照组
>D*>T)T细胞& CE?GD氧化酶是一个可诱导的电
子传输系统% 能通过黄素类将还原当量从 CE?GD
传递到氧分子% 进而生成活性氧)"+* & 现已被证实
高糖通过CE?GD氧化酶依赖性活性氧产生引起氧
化应激)"’* & Q’%QW<\是CE?GD氧化酶细胞质内的
亚基& 许多研究都证实它在糖尿病中起着重要作
用& 例如% Q’%QW<\缺失可减轻糖尿病诱发的肾小
球损伤和"细胞功能障碍)")* & 此外% 还发现缺失
了 Q’%QW<\亚基的小鼠及神经细胞% 其过氧化氢的
生成和神经元的死亡都明显减少)"(* & 本研究结果
表明芝麻素可抑制 CE?GD氧化酶活性及 Q’%QW<\
4KCE和蛋白的表达% 这可能与芝麻素减少高糖诱
导 >T)T细胞凋亡有密切关系&

综述所述% 芝麻素对高糖诱导 >T)T细胞损伤
具有保护作用% 可增加高糖作用下 >T)T细胞的存
活率% 抑制细胞J?D释放% 阻止高糖诱导的 ?CE
断裂% 降低-5NQ5N1*+ 活性& 同时芝麻素能够增加
高糖作用下 >T)T细胞内 >A?’ -E.和 S>D的活
性% 清除细胞内的KA>% 抑制 CE?GD氧化酶活性
和B>;B*$24KCE的表达% 从而减少高糖所致氧化
应激所诱导的 >T)T细胞的凋亡% 实现保护 >T)T

细胞的效果& 芝麻素对神经细胞的保护作用有望为
糖尿病周围神经症的预防和治疗提供可能有效的
方法&

参考文献!

) " * !FX<78211‘$F6<;W146NYX̂58@ 4<21;U25X;122[6<2<R̂<Z@65[1Y6;

;<4Q26;5Y6<8N)P*$R+7J,&% #&&"% ’"’"(0()#! 0"+*0#&$

) # * !.<4268N<8 ?K% S5X@681XCP$S2U;<N181UX<Y<\6;6Ŷ)P*$R+7

A&5R&J,$6.3% #&&0% /""#! +(*’)$

) + * !DU S%P<UN625WY6G%F6@12>%&7+%".̂Q1# @65[1Y1N58@ YW1X6N]

<ZG5X]68N<80N@6N15N1)P*$E3+D&7&6#+,&% #&&%% +& " ’ #!

0’#*0’%$

) ’ * !a586Y52261.F$G5X]68N<8 @6N15N1! GX645;̂<Z5R15N5X6N] Z5;*

Y<XZ<X46Y<;W<8@X652@ N̂ZU8;Y6<8 )P*$8&7+D$%36-% #&&0% )%

">UQQ2##! >)&*>))$

) ) * !>j5[<-$‘U2Y6Q21Q5YW75̂N<ZQ1X<\̂86YX6Y1;̂Y<Y<\6;6Ŷ)P*$
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结合斑蝥素对人肝癌 =)3̂ H 细胞增殖和凋亡的作用

刘!流"! !郭!侃"! !刘!云#!+! !裴!显"! !张!沛’! !李晓飞"!#!

""$遵义医学院基础医学院! 贵州 遵义 )(+&&+# #$贵州省普通高等学校特色药物肿瘤防治特色重点实验
室! 贵州 遵义 )(+&&+# +$遵义医学院医学与生物学研究中心! 贵州 遵义 )(+&&+# ’$贵州省柏强制药有
限公司! 贵州 贵阳 ))&&&"$

收稿日期! #&"(*&#*&#

基金项目! 国家自然科学基金 "0"#(&’00#( 贵州省科技厅中药现代化项目 "黔科合 VT字 )#&"+* +&"##( 贵州省教育厅特色重点实

验室建设项目 "黔教合,T字 )#&"’* #"##

作者简介! 刘!流 ""/%($#% 女% 硕士% 副教授% 从事昆虫资源开发与利用研究& .12!"&0)"# #0(&/(’%% 3*4562! ’&++()’%0:

==$;<4

!通信作者! 李晓飞 ""/%/$#% 男% 教授% 博士% 硕士生导师% 主要从事药用昆虫及昆虫毒素方面的研究工作& .12! "&0)"#

#0(&/(’%% 3*4562! 26\65<Z16+):R4562$;<4

摘要# 目的!研究贵州罗甸地区南方大斑蝥 "8/%+D,36B*+%&,+7+ G5225N# 和黄黑小斑蝥 "8/%+D,36.3.*$,33J68851UN# 体
内的结合斑蝥素 ";<89UR5Y1@ ;58YW5X6@68# 对人肝癌D1QS# 细胞增殖和凋亡的影响& 方法!采用两种斑蝥三氯甲烷提
取物的水浸液获取结合斑蝥素& 运用磺酰罗丹明染色法 ">KF# 检测结合斑蝥素对D1QS#细胞增殖的作用& 利用E8*
81\68 a*HI.-MGI双染法检测结合斑蝥素对D1QS#细胞凋亡的影响& 应用倒置相差显微镜’ 透射电子显微镜观察凋亡细
胞的形态学变化& 结果!两种结合斑蝥素对D1QS# 细胞的增殖均有显著的抑制作用% 呈剂量依赖性% 其半数抑制浓
度 "I-)&# 分别为 &L/&’ &L0) 4RMJ& 流式细胞术结果显示% 以 &L/& 4RMJ的南方大斑蝥结合斑蝥素和 &L0) 4RMJ黄黑
小斑蝥结合斑蝥素作用D1QS#细胞 #’ W后% 细胞呈典型的凋亡形态特征% 凋亡率分别为 ""&L) b"L’)#!和 ""#L0 b
"L)+#!( 结论!两种来源斑蝥体内结合斑蝥素均可抑制肝癌D1QS#细胞的增殖并促进其凋亡&

关键词! 结合斑蝥素( 南方大斑蝥( 黄黑小斑蝥( 肝癌D1QS#细胞( 增殖( 凋亡
中图分类号! K/((!!!!!文献标志码! E!!!!!文章编号! "&&"*")#0"#&"(#&0*"(0+*&(
!"#!"&L+/(/M9$6NN8$"&&"*")#0L#&"(L&0L&&)

<&&)*.4"&*"%P(V+.)!*+%.,+/#!#%"%.,)3/"’#&)/+.#"%+%!+3"3."4#4"&,)3+."N+
*+/*#%"N+ =)3̂ H *)’’4

JIOJ6U"% !SOA,58"% !JIOTU8#%+% !G3IB658"% !VDECSG16’% !JIB65<*H16"%#!

"!"),&.%313.+%8&93.31&0.*$$%% \J1/38&93.+%#$%%&’&% \J1/3N?P==P% #*31+( <"VJ3F*$J ),$531.3+%#$%%&’&@D+6&9 M&/L+D($,UJ-$,),&5&173$1 +19

U,&+7-&17]37* E36731.735&8&93.31&6% \J1/3N?P==P% #*31+( P"8&93.+%+19 I3$%$’3.+%A&6&+,.* #&17&,% \J1/38&93.+%#$%%&’&% \J1/3N?P==P% #*31+(

>"VJ3F*$J I+3[3+1’ )*+,-+.&J73.+%#$"% L79"% VJ3/+1’ NN===!% #*31+#

6789:629! 6$;!.<68_1NY6R5Y1YW168Z2U18;1<Z;<89UR5Y1@ ;58YW5X6@68 ZX<48/%+D,36B*+%&,+7+ G5225N( 8/%+@
D,36.3.*$,33J68851UN% ;<221;Y1@ ZX<4JU<@658 ?6NYX6;Y% SU6jW<U GX<_68;1% <8 YW1QX<26Z1X5Y6<8 58@ 5Q<QY<N6N<ZWU*
458 W1Q5Y<45D1QS# ;122N$;<9=>?8!-<89UR5Y1@ ;58YW5X6@68 75N<[Y5681@ ZX<475Y1XN<2U[2145YY1X<ZYX6*
;W2<X<41YW5811\YX5;YN<ZY7<N<UX;1N<Z8/%+D,36">KF5NN5̂75NUN1@ Y<NYU@ ŶW11ZZ1;YN<Z;<89UR5Y1@ ;58YW5X6@68
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