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浙江蝮蛇毒诱导人白血病Jurkat细胞

凋亡的体外实验研究+
董庆华郑树吕庆华何立明

内容提要 目的：研究浙江蝮蛇毒诱导人白血病JurkaL细胞凋亡的作用及机理。方法：采用M’IvI、法测

定IG。值及生长曲线，流式细胞仪(FcM)Annexin V FITc／PI法检测细胞凋亡发生率，PI染色法检测细胞

周期，同时用流式细胞汁FcM及western-blot检测Bcl一2蛋白表达。结果：浙江蝮蛇毒能抑制Jurkat细胞生

长，且呈剂量依籁关系，并能诱导人白血病Jurkat细胞凋亡，48h时作用最强，此时Bcl一2蛋白表达下降，随后

此作用减弱，低浓度作用下细胞逐渐恢复生长。结论：浙江蝮蛇毒能诱导凡白血病jurkat细胞凋亡，且呈静l

量依聿；j关系，此作用与Bcl一2蛋白表达下调有关。

关键词浙江蝮蛇毒人白血病Jurkat细胞 凋亡Bcl—2蛋白表达
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objective：To study the effeft and mcchanism of snake vendm of A幽i，，r(“Ⅲ?f如b，s Pallas in Z}1ejiang in

induclIlg human leukemic Jurkat cell apoptosis Methods：IGo and growth cun7e of Jurkat cells were delcctcd I沙

MTT；percentage。f apoptotic cells was analyzed by flow cyt。metry(FCM)using Annexln V FITC／PI staining

method；cell cycle was also detected by FCM and protein expression of B小2 gene was detected by FCM and

western小loT R酷ults：zhcJiang viper venom could lnhlblt the growth ofJ urkat cells duse—dependently，induce

the ceU apoptosis，with the Bcl一2 prolcin expression down—regulated．The strongest effecl was shown at 48 hrs，

it weakened gradually， and the Jurkat cells resl。red slowly in low concentratlon of snake venonl_ Conclusion：

Zhejiang viper venom could induce apoptosis。f human Ieukem记Jurkat cellin d05；e—d。pendent manncr，Ihe efrec L

ls related to thP down—rPgulation of Bd．2 protein expression
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蛇毒含有多种酶类和不同生理与药理活性蛋白。

国内外许多研究证实，金环蛇、银环蛇、眼镜蛇等蛇毒

具有抗肿瘤作用，能对多种肿瘤细胞有杀伤和抑制生

长的作用．其中以眼镜蛇毒的研究最多，有关蝮蛇毒的

研究较少“‘“。自从1993年Araki s等首次报道蛇毒

能诱导血管内皮细胞凋亡以来，陆续有研究报道蛇毒

能诱导肺瘤细胞凋亡，并试图分离其中的有效成

分”’“。有关蝮蛇毒诱导白血病细胞凋亡的研究未见

报道。我们研究浙江蝮蛇毒诱导白血病细胞凋亡，并

探讨其可能的作用机理。

材料与方法

1 药物及试剂 浙江蝮蛇(A时缸rodon Ha协
Pallas in zhej—ang)蛇毒(AsV)由浙江龙图蛇业集团有

‘浙江省卫生厅资助课题(No．2002A106)；浙江省科委资助课题

No 2002D3007)

浙江大学附属第二医院肿瘤研究所【杭州310009)

限公司提供，一20℃保存；MTT及碘化丙啶(PI)为

sigma公司产品；RPMI 1640为美国Hyclone公司产

品；Annexin V FITc／PI试剂及鼠IgGl—FITc同型对

照为Immunotech公一J产品；BcI一2，FITc为美国Ancell

公司产品；鼠抗Bcl—2购自Boehringcr Mannheim Bio—

chemica公司；羊抗鼠Igc．HRP购自华美公司；蛋白浓

度分析液购自BbRad公司。

2细胞系及培养Jurkat细胞购自上海细胞生

物所，细胞入含有10％小牛血清、5％c()2、37℃孵箱

中常规培养。

3 主要仪器 wallac酶标仪；美国BD公司

FAcscan流式细胞仪。

4 Ic。。值及生长曲线测定 采用MTT法。取对

数生长期细胞，接种于96孔培养板内，设6个复孔，每

孔3×104／ml细胞，加入不同浓度的Asv(0～50“g／

ml，用无血清培养基临用前配制1mg／ml储存液)，总

体积200“l，培养48h后，每孔加入1mg／ml MTT工作
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液50出，37℃放置4h，2000r／min，离心5min，弃上清，

每孔加八150“l DMsO，震荡溶解结晶，在570nm波长

比色，求出半数抑制浓度I岛。。测生长曲线则设空白

孔和加药孔(4pg／ml、8pg／m1)，连续测7天，检测前4h

加MTT。

5细胞凋亡检测1×105／ml细胞悬液1ml用

PBs洗2次后．加入缓冲液490扯l、Annexin—v 5弘l和PI

5Ⅱl，暗处冰上反应10min，上机检测，cellQuest软件分

析。另取2×106细胞，70％冰乙醇固定，24h后PBS

洗2次，加入200“l RNase A(1mg／m1)，37℃水浴

30min，再加PI染色液避光反应30m-n，上机检测，

Multicvcle软件分析。

6 Bcl一2表达检测取2×106细胞用PBs洗2

次，加入0．25％甲醛固定15min，75％甲醇1h破膜后

按试剂盒说明操作，同时用鼠Igcl一FITc设立阴性同

型对照，上机检测．ceuQuest软件分析。

7细胞总蛋白的提取采用westem-blot方法，

蛋白浓度测定按试剂说明操作，测OD7so值，以牛血清

白蛋白(BsA)为标准样品绘制标准曲线。电泳上样蛋

白总量为30”g，200mA 3h转膜，转膜后凝胶染色证实

转膜完全，一抗、二抗反应后EcL盒显色拍照。

结 果

l Asv细胞毒作坩 见图1。正常Jurkat细胞

生长迅速，在第6天增殖倍数可达12倍。经AsV处

理后，细胞增殖受到明显抑制，且呈明显剂量依赖关

系。第1、2天细胞数略有升高后，第3天降至最低。

随后．经4“g／ml Asv处理的细胞逐渐恢复生长，增殖

速度较快，而8pg／m1 Asv处理的细胞生长速度依然

较慢。48h I岛。值为(9．78 1 O．38)“g／m1。

2 Annexin V／PI双染色法分析Jurkat细胞凋亡

正常Jurkat细胞自发凋亡率低(约5％)。ASV 5“g／

ml作用1天后，凋亡发牛率略有升高；作用2天后早

期凋亡细胞率达到68．76％，晚期凋亡细胞达到

15．44％，此时显微镜下可见部分细胞形成凋亡小体；

作用3天后活细胞比率升高，达到39．89％，早期凋亡

细胞率降低为53．16％，晚期凋亡细胞率降低为

6．42％；作用4天后活细胞率进一步升高为79．80％，

早期凋亡细胞率和晚期凋亡细胞率明显降低，总计为

9．18％，死细胞达到11．02％(图略)。

3 Asv作用后JurkaL细胞周期变化 见图2。

瓢g／ml Asv作用后，细胞s期水平随着作用时间的

延长而逐渐降低，由未加药的53．3％降为26．2％。同

时G。／G】期比率逐渐增高，G2／M期比枣变化不大。
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4 Asv作用后Jurkat细胞Bcl一2蛋白表达变化

正常Jurkat细胞Bcl—2蛋白表达量为22．25％，加Asv

5“∥m1作用48h后，表达量降低为2．19％。western—

blot结果亦表明AsV 5旭／ml作用48h后Bcl—2蛋白

表达明显降低
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图2 5p∥ml AsV作用后Jurkat细胞周期变化

讨 论

肿瘤的发生是细胞增殖与细胞凋亡平衡失调的结

果4’，通过诱导肿瘤细胞凋亡可能达到治疗肿瘤的目

的。蛇毒含有多种酶类和生理与药理活性蛋白，如心

脏毒素(cardiotoxin)、直接溶解因子(direct lytic fac—

tor)、细胞毒素(cytotoxin)等。近年来，国内外对蛇毒

抗肿瘤作用的研究日趋重视”’，其中对眼镜蛇毒的研

究最多，而对蝮蛇毒的研究报道较少。

我们应用浙江蝮蛇毒作用于人白血病JurkaI细

胞，发现浙江蝮蛇毒具有强烈的抑制自血病细胞增殖

的作用，能明显抑制细胞生长，且呈时效、量效依赖关

系。检测5p∥ml浙江蝮蛇毒作用不同时间细胞周期

变化，细胞s期比率下降明显，表明细胞生长明显受抑

制。同时检测细胞凋亡率，5pg／m1作用48h达到峰

值．随后细胞凋亡率逐渐减低，两者结果相符。因为细

胞早期凋亡时，最早发生的分子事件之一有细胞膜上

磷脂酰丝氦酸(Ps)外翻，可与Anne Xin—V结合从而被

FcM检测到，此时细胞膜仍完整”’。作用5天后幸存
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细胞恢复生长，此时Annexin—V法检测到的凋亡细胞

率为9．18％，与正常对照5％相差不多。从本实验结

果看，低浓度作用后Jurkat细胞虽有凋亡特征出现，

如Ps外翻，但幸存细胞能恢复生长，提示加药时间以

72h为周期，可达到较好杀肿瘤效果。

凋亡抑制基因Bd一2不仅能抑制多种凋亡信号引起

的细胞凋亡，而且能抑制药物引起的细胞凋亡，其表达

产物主要定位于线粒体外膜，参与在线粒体膜上形成离

子传导通路“’，当Bd一2过量表达时，可干扰传导途径的

形成，抑制凋亡；BcL2表达降低后．可能改变对线粒体

的调控，导致凋亡相关活性物质释放，激活唧ase酶系
而促进凋亡。’。浙江蝮蛇毒作用后儿uk“细胞Bd．2蛋

白表达明显降低是引起细胞捌亡的原因之一。

(致谢：浙江龙图蛇业集团有限公司)
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自拟清肠饮加减辅助治疗肛窦炎100例
成桂明1韩英2

1998年3月～2001年3月，笔者用自拟清肠饮加减辅助

西药治疗肛窦炎100例，并与单用西药治疗的100例作对照，

现报告妇r‘。

临床资料

1病例选择肛窦红肿，轻压肛窦有少量分泌物溢出，其

周围充血；排除直肠后间隙脓肿，直肠粘膜下|l丧肿及直肠癌=

2一般资料全部病倒均为门诊患者，按就诊顺序随机

分为两组。治疗组100倒，男42倒，女58倒；年龄23～41岁．

半均31 5岁；病程3天～1年，平均176天。对照组100倒．男

44例，女56例；年龄21～45岁，平均32 4岁；病程2天～11个

月，甲均157天。两组资料比较，差异无显著性，具有可比性。

治疗方法两组患者在治疗期间均口服环丙抄星o，59，每

天2次，甲硝唑0 4g’每天3次．连续7灭为1个疗程。治疗组

同时用白拟清肠饮：金银花249当归尾9E地榆159玄叁

159薏荫f二159黄芩109枳壳109黄苠159升麻、柴胡

各39乳香、没药、麦甘草各6骱随证加减：湿莺去皇参，加茯

苓、泽泻；热重加牛膝、黄柏、栀子；热毒盛加白芷、石膏、炒皂角

刺；阴虚内热去薏苡仁、金银花、黄芩，加生地、麦冬、沙参、鳖

甲、地骨皮；气虚下陷去黄芩、金银花、薏苡仁．重用黄芪、升麻、

1攀枝花武警医院(四川617000)；2攀枝花钢铁总医院

柴胡，加党参、白术。每天1剂，连续7天为1个疗程，两组一

般用1～3个疗程。治疗期间忌食辣椒、酒等辛辣刺激食物，每

天便后及睡前温水坐浴。

结果

1疗效标准治愈：症状消失，肛窦无充血肿胀，无分泌

物溢出；有效：症状基本消失，肛窦轻度充血．无分泌物溢出；无

效：未达到有教标准。

2疗教治疗组治愈81例．有效17例，无效2倒，总有

技率98％；对照组治愈66例，有效13例，无教2l例，总有效率

79％。两组总有效率比较，差异有显著性(Y2=15．92，P<

O．叭)。治疗组未见不良反应。

讨论中医学认为本病发生多心饮食不节、过食膏粱厚

味及辛辣刺激食物所致；或因肠燥热结，便秘蕴热肛门；或凶湿

毒热结、下注肛门所致。方中君药金银花清热解毒、瘴血消痈；

臣药黄芩清热燥湿、泻火解毒．薏苡仁清热利湿；佐药玄参、地

榆滋阴凉血止血，黄芪、枳壳、升麻、柴胡益气升阳，当归尾、乳

香、没药活血行气、祛瘀消肿；使药炙甘草调和药性。诸药台

用．共奏清热泻火、解毒化湿、凉血滋阴、益气升阳、行气活血、

化瘀消肿等功效。同时配合西药抗菌消炎．发挥中西药的协同

作用，标本兼治．可提高疗效，缩短疗程．值得基层推广应用。

(收稿：2002-05一12修回：2002—07—15)
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