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雷公藤红素对白血病 ＨＬ６０和 Ｊｕｒｋａｔ细胞增殖及凋亡的影响
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摘　要　探讨雷公藤红素对人急性髓性白血病 ＨＬ６０细胞、急性 Ｔ淋巴细胞白血病 Ｊｕｒｋａｔ细胞增殖及凋亡的影响。
采用ＭＴＴ法、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法、ＰＩ染色法、透射电镜观察不同浓度雷公藤红素作用于两种细胞后对其生长增殖、
凋亡、周期及形态等方面的影响。结果表明雷公藤红素能显著抑制 ＨＬ６０细胞、Ｊｕｒｋａｔ细胞的增殖，降低其存活率。给药
２４ｈ后，半抑制浓度（ＩＣ５０）分别为（０４６±１０５）μｍｏｌ／Ｌ和（０８８±１１３）μｍｏｌ／Ｌ。以剂量依赖方式诱导两种细胞凋亡，细
胞周期分布Ｇ１期比例增加，Ｓ期比例降低（Ｐ＜００５），且伴有典型的细胞凋亡形态学改变。雷公藤红素能显著抑制 ＨＬ６０
细胞、Ｊｕｒｋａｔ细胞的生长增殖，并诱导细胞凋亡。
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　　雷公藤（ＴｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｗｉｌｆｏｒｄｉｉＨｏｏｋｆ）系卫矛
科雷公藤属木质藤本植物，其味苦、有大毒，具有活

血通络、祛风除湿、消肿止痛等功效，广泛应用于系

统性红斑狼疮、肾病综合征、类风湿性关节炎、器官

移植排斥反应等疾病［１］。雷公藤红素（ｃｅｌａｓｔｒｏｌ，结
构式见图１）又名南蛇藤素，是从雷公藤属及南蛇
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藤属植物中分离出的五环三萜类物质，具有较强的

抗炎、免疫抑制及抗肿瘤等药理活性［２］。２００６年，
中科院武汉植物园与美国科学家联合证实了雷公

藤红素的抗肿瘤机制［３］，引发了对其抗肿瘤活性

的研究热潮。有文献报道，在体外较低剂量的雷公

藤红素即可抑制多种肿瘤细胞的生长，包括白血

病、乳腺癌、肺癌、肝癌、胃癌、结肠癌、前列腺癌等

相关肿瘤细胞［４－６］。

白血病是造血系统常见的恶性肿瘤，目前治疗

白血病的方法主要是化疗，通过诱导白血病细胞凋

亡，是化疗药物作用的主要机制之一。本文以人急

性髓性白血病 ＨＬ６０细胞、急性 Ｔ淋巴细胞白血
病Ｊｕｒｋａｔ细胞为研究对象，采用 ＭＴＴ法、流式细胞
术和透射电镜，探讨雷公藤红素对两种白血病细胞

的增殖和凋亡效应，希望通过对雷公藤红素抗肿瘤

机制的深入研究，使雷公藤红素成为新的用于白血

病治疗的有效药物。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｅｌａｓｔｒｏｌ

!

　材　料

１１　药物与试剂
雷公藤红素（纯度大于９９％，成都植标化纯技

术有限公司），使用前用 ＤＭＳＯ配成母液，临用前
用细胞培养液配成所需浓度；改良型 ＲＰＭＩ１６４０
培养基（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；胎牛血清（浙江天杭
生物科技有限公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检
测试剂盒，ＰＩ／ＲＮａｓｅ染色液（美国 ＢＤ公司）；ＭＴＴ
试剂盒（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；柔红霉素（美国 Ｐｈａｒ
ｍａｃｉａ＆Ｕｐｊｏｈｎ公司）。
１２　仪　器

ＴｅｃｎａｉＳｐｉｒｉｔ透射电镜（美国 ＦＥＩ公司）；ＦＡＣ
ＳＣａｌｉｂｕｒ分析型流式细胞仪（美国ＢＤ公司）；Ｓｐｅｃ
ｔｒａＭａｘＭ２酶标仪（美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司）；
ＥｃｌｉｐｓｅＴＳ１００倒置荧光显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）。
１３　细胞系和培养条件

两种白血病细胞系（ＨＬ６０、Ｊｕｒｋａｔ）均购自中

国科学院上海生物化学与细胞生物学细胞库。细

胞用含１０％灭活胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，
在３７℃，５％ＣＯ２及饱和湿度条件下培养。每１～
２天传代１次，培养至对数生长期，供实验用。

'

　方　法

２１　ＭＴＴ法检测对细胞的生长抑制作用
取对数生长期的ＨＬ６０、Ｊｕｒｋａｔ两种细胞，以每

毫升２×１０５个细胞的密度分别接种于９６孔板，每
孔加细胞悬液１００μＬ，每组设３复孔。实验组分
别加入不同浓度的雷公藤红素（０１２５，０２５，０５，
１０，２０，４０，８０μｍｏｌ／Ｌ）。对照组加入等体积
ＲＰＭＩ１６４０溶液，另设空白组（不加细胞）作为凋
零孔。药物分别作用 ２４，４８ｈ后，加入 ５ｍｇ／ｍＬ
ＭＴＴ试剂２０μＬ，３７℃继续孵育４ｈ，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，弃上清液，加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
１５０μＬ，低速振荡，使甲瓒结晶完全溶解，于酶标仪
上测定４９０ｎｍ波长处的吸收度。计算细胞的生长
抑制率及ＩＣ５０。以上实验重复３次。
２２　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双标法检测细胞凋亡

按试剂盒说明书进行操作，设空白对照组、阳性

对照组（１８９μｍｏｌ／Ｌ柔红霉素）和实验给药组。收
集不同浓度雷公藤红素（０２５，０５，１０μｍｏｌ／Ｌ）
作用后的 ＨＬ６０、Ｊｕｒｋａｔ两种细胞及其对照组细
胞，用预冷的 ＰＢＳ洗涤，将细胞混悬于１×结合缓
冲液３００μＬ中，依次加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ、ＰＩ各
２５μＬ，混匀，室温下避光反应１５ｍｉｎ，用流式细
胞术检测细胞凋亡情况。

２３　ＰＩ染色法检测细胞周期
收集不同浓度雷公藤红素（０２５，０５，１０

μｍｏｌ／Ｌ）处理后的 ＨＬ６０、Ｊｕｒｋａｔ两种细胞及其对
照组细胞，加预冷７５％乙醇 －２０℃固定，用 ＰＢＳ
洗去固定液，加入ＰＩ／ＲＮａｓｅ混合染料，室温避光孵
育１５ｍｉｎ。混匀，过３００目筛网，置流式管中检测
细胞周期。

２４　透射电镜观察
取０５μｍｏｌ／Ｌ雷公藤红素处理的 ＨＬ６０细

胞、１０μｍｏｌ／Ｌ雷公藤红素处理的 Ｊｕｒｋａｔ细胞，离
心弃去上清，沉淀用预冷的 ＰＢＳ洗涤２次，２５％
戊二醛缓冲液４℃固定过夜，常规后固定、脱水、包
埋、聚合超薄切片、染色后用透射电子显微镜在观

察其超微结构。

０９



第４６卷第１期 张晓玲等：雷公藤红素对白血病ＨＬ６０和Ｊｕｒｋａｔ细胞增殖及凋亡的影响

２５　统计学分析
所得结果均表示为 珋ｘ±ｓ，应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ

５统计软件进行分析，指标比较采用ＯｎｅｗａｙＡＮＯ
ＶＡ，组间比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ检验，Ｐ＜００５则认为
差异具有统计学意义。

$

　结　果

３１　雷公藤红素对细胞增殖的影响
由图２所示，随着给药剂量和时间的增加，雷

公藤红素对肿瘤细胞的生长抑制率显著上升，呈一

定的剂量时间依赖关系。在给药２４ｈ后，ＨＬ６０
的 ＩＣ５０为（０４６±１０５）μｍｏｌ／Ｌ，Ｊｕｒｋａｔ的 ＩＣ５０为
（０８８±１１３）μｍｏｌ／Ｌ；给药４８ｈ后，ＨＬ６０的 ＩＣ５０
为（０５５±１０２）μｍｏｌ／Ｌ，Ｊｕｒｋａｔ的 ＩＣ５０为（０５０±
１１２）μｍｏｌ／Ｌ。由图可以看出，随着给药剂量和时
间的增加，２４ｈ和４８ｈ对细胞的抑制率差异并不
明显。因此，后续实验均给药２４ｈ处理细胞。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｅｌａｓｔｒｏｌｏｎＨＬ６０ｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

３２　雷公藤红素对细胞凋亡的影响
用０２５，０５，１０μｍｏｌ／Ｌ雷公藤红素、１８９

μｍｏｌ／Ｌ柔红霉素分别处理 ＨＬ６０和 Ｊｕｒｋａｔ细胞
２４ｈ后，收集细胞，以 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ染色，采
用流式细胞术检测细胞凋亡情况。结果如图３所
示，随着雷公藤红素浓度增加，细胞凋亡率也随之

增加，ＨＬ６０细胞凋亡率（％）分别为（１０２０±
２４５）、（４３５３±１８８）和（９８７７±０４４），与空白
对照组相比，０５，１０μｍｏｌ／Ｌ剂量组差异均有统
计学意义（Ｐ＜００００１）；Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡率（％）分
别为（１５８６±０８８）、（２６２６±４１６）和（４４８７±
４４７），与空白对照组相比，０５，１０μｍｏｌ／Ｌ剂量组
差异均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜００００１）。
３３　雷公藤红素对细胞周期的影响

用０２５，０５，１０μｍｏｌ／Ｌ雷公藤红素分别处理
ＨＬ６０和 Ｊｕｒｋａｔ细胞２４ｈ后，收集细胞，ＰＩ／ＲＮａｓｅ
混合染料染色，流式细胞术检测细胞周期，结果如图

４所示。通过与对照组比较发现，用０２５，０５，１０
μｍｏｌ／Ｌ雷公藤红素分别处理的 ＨＬ６０和 Ｊｕｒｋａｔ细
胞，Ｓ期细胞比率较对照组下降，Ｇ１期细胞比率较对
照组增加，两组比较，有显著性差异（Ｐ＜００１），结
果见表１。上述数据表明雷公藤红素对 ＨＬ６０和
Ｊｕｒｋａｔ细胞周期中的Ｇ１期具有阻滞作用。

３４　细胞形态学观察结果
正常ＨＬ６０、Ｊｕｒｋａｔ细胞均呈较为均一的圆形

或椭圆形，细胞核、线粒体等细胞器清晰可见。

用 ０５μｍｏｌ／Ｌ雷公藤红素处理 ＨＬ６０细胞、
１０μｍｏｌ／Ｌ雷 公 藤 红 素 处 理 Ｊｕｒｋａｔ细 胞，
１８９μｍｏｌ／Ｌ柔红霉素处理两种细胞，２４ｈ后可
见细胞体积变小，细胞质浓缩；凋亡的细胞核内

染色质高度盘绕，出现许多称为气穴现象的空泡

结构；细胞核的染色质高度凝聚、边缘化，形成新

月形等典型的细胞凋亡形态学改变，部分细胞核

内出现凋亡小体（图５）。

(

　讨　论

细胞增殖和（或）凋亡异常是导致肿瘤发生的

最根本原因，现已发现许多抗肿瘤药物能通过修复

或改变细胞周期的检验点达到治疗作用。

本实验以人急性髓性白血病 ＨＬ６０细胞、急
性Ｔ淋巴细胞白血病Ｊｕｒｋａｔ细胞为实验材料，研究
雷公藤红素体外抗白血病的作用。经初步研究发

现，雷公藤红素能显著抑制人白血病细胞的生长增

殖，促进肿瘤细胞凋亡，并阻滞细胞周期于 Ｇ１期。
研究结果表明，雷公藤红素通过诱导 ＨＬ６０、Ｊｕｒｋａｔ
细胞凋亡发挥对肿瘤细胞的生长抑制作用，具有浓
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩａｓｓａｙｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＬ６０ｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓ（Ｂ）ｔｒｅａｔｅｄｂｙｃｅｌａｓｔｒｏｌｔａｋｉｎｇｄａｕｎｏｒｕｂｉｃｉｎ（１８９μｍｏｌ／Ｌ）ａｓｐｏｓｉ
ｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００１， Ｐ＜００００１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｃｅｌａｓｔｒｏｌｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＨＬ６０ｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓ（Ｂ）
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Ｔａｂｌｅ１　Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｃｙｃｌｅｗｉｔｈｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｅｌａｓｔｒｏｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ／（μｍｏｌ／Ｌ）
ＨＬ６０ｃｅｌｌｓ

Ｇ１ｐｈａｓｅ／％ Ｓｐｈａｓｅ／％
Ｊｕｒｋａｔｃｅｌｌｓ

Ｇ１ｐｈａｓｅ／％ Ｓｐｈａｓｅ／％
Ｃｏｎｔｒｏｌ ２８４４±２７５ ６２７１±０２７ ３０１４±３５０ ５８８７±２８７
Ｃｅｌａｓｔｒｏｌ ０２５ ３０２４±３２３ ４５８５±４０１ ４３２４±２０５ ４８９６±３６０

０５ ３６８３±２２４ ３９３１±５１２ ５２１２±２０８ ３４２３±５６７

１０ ３８７４±７２２ ３２５９±６２３ ５５４５±３８６ ２７８１±３５８
Ｐ＜００１， Ｐ＜００００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＨＬ６０ｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓ（Ｂ）ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄａｎｄｐｏｓｔｔｒｅａｔｅｄｂｙｃｅｌａｓｔｒｏ１（×２００００）

度和时间依赖性。同时，透射电镜检测发现经雷公

藤红素处理的 ＨＬ６０、Ｊｕｒｋａｔ细胞核固缩，质凝聚，
边缘化，核膜裂解，出现凋亡小体。雷公藤红素抑

制ＨＬ６０、Ｊｕｒｋａｔ细胞生长、诱导其凋亡的具体机制
还不十分清楚［８－１１］，有待今后进一步研究。
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