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鲜壁虎冻干粉诱导C6胶质瘤细胞凋亡的
血清药理学研究

宋 萍 王学美 谢 爽 卜定方 富 宏 刘庚信

919

摘要 目的探讨鲜壁虎冻干粉对C6胶质瘤细胞凋亡的影响。方法 将30只小鼠随机分为3组，分

别给予顺铂腹腔注射，口服鲜壁虎冻干粉及口服等量蒸馏水。20天后，取小鼠血清体外处理C6胶质瘤细

胞。通过形态学分析、流式细胞仪及TuNEL法，观察细胞凋亡情况；S．P免疫组化法检测细胞凋亡相关基

因bcl一2、bax的表达水平。结果 形态学变化、流式细胞仪分析和TUNEL法结果均证实含鲜壁虎血清在体

外可诱导C6胶质瘤细胞凋亡；鲜壁虎组与空白对照组比较，细胞内的bcl一2基因表达无明显变化，bax基因

表达升高。结论 含鲜壁虎血清能够诱导细胞凋亡，其机制可能与上调bax基因有关。
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Study on Sero-pharmacology of Fresh Gecko Swinhonis Gunther Freeze-dried Powder in Inducing Ce¨Apopto-

sis of C6 Glioma Ce¨s in Mice SONG Ping，WANG Xue—mei，Xie Shuang，et al T五e jors￡H矗sp?缸Z p，’P如?”g

Uniuersity，Be西i靴g 0 lo0034)

objective To explore the effect of Gecko Swinhonis Gunther freeze—dried powder(GFP)in inducing apop—

tosis of C6 glioma cells． Methods Thirty mice were randomly diVided into three groups and treated with in—

trape“toneally injection of cisplatin，orally taken GFP or distilled water respectively． After treatment for 20

days，the serum of mice was collected for treating the C6 glioma cells．The apoptosis state of cells was observed

by morphological examination，flow cytometry and TUNEL method，and the cell apoptosis related gene expres—

sion of bcI一2 and bax were determined by S—P immunocytochemical assay．Results The C6 glioma cell apoptosis

induction of GFP contained serum in vitm could be confirmed by morphological examination， flow cytometry

anaIysis and TUNEL method．Comparison between the GFP treated group and the bIank controI group on intra—

ceIlular bcl一2 gene expression showed no difference， but bax gene expression was higher in the GFP treated

group． Conclusion(；FP contained serum could induce C6 g“oma ceIl apoptosis，its mechanism might be related

with the up—regulation of bax gene．

Key words gecko Swinhonis Gunther，C6 91ioma ceH；cell apoptosis；bcl一2；bax

动物药，作为一种天然药物，已经逐渐成为近年来

抗肿瘤研究的热点。美国学者已从鲨鱼软骨中分离出

血管生成抑制因子，并已经进入临床研究阶段⋯。同

时，我国学者研究发现，蛇毒具有抑制肿瘤细胞增殖和

诱导细胞凋亡的作用心3。

壁虎在临床中主要用于治疗恶性肿瘤、淋巴结核、

慢性瘘管、骨髓炎、血栓性脉管炎，对肝癌、白血病、癌

性疼痛等方面效果尤为突出。但是，壁虎抑制肿瘤细

胞的机制尚不清楚。我们采用血清药理学方法，在体

外用含鲜壁虎冻于粉的血清，作用于c6胶质瘤细胞，
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观察了其对肿瘤细胞凋亡的影响。

材料与方法

1 主要药品与试剂 鲜壁虎(Gecko Swinhonis

Gunther)冻于粉由北京雅泉中药研究所提供。C6胶

质瘤细胞株由中国医学科学院神经外科研究所提供；

顺铂购自齐鲁制药厂；IMDM培养基，胰蛋白酶购自

美国GIBCO公司；胎牛血清购自中国医学科学院m液

研究所；碘化丙啶(PI)为美国SIGMA公司产品：

TUNEL试剂盒购自宝灵曼公司；兔抗小鼠bcl一2’bax

抗体购自美国santa Cruz公司。

2 鼠血清制备 30只雄性昆明小鼠(由北京大

学实验动物中心提供)，体重(30±2)g，随机分成3组。

顺铂组，腹腔注射顺铂1mg／kg，每4天1次；壁虎组，
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将鲜壁虎冻干粉36mg溶于0．5ml蒸馏水中，每日灌

胃；空白对照组，每日灌胃0．5ml蒸馏水。连续给药

20天。在未次给药后3h，下腔静脉采血，4℃下静置

2h，3 000r／min，离心10min，取上清，0．22pm膜过滤

除菌，一20℃冰箱保存备用。

3 细胞的形态学检测 C6胶质瘤细胞培养

48h，用各组血清处理72h，取50弘l离心至载玻片，采用

(；iemsa染色，在光学显微镜下观察细胞形态的变化。

余细胞收集后，D—Hank’s缓冲液清洗2次，以2．5％戊

二醛，1％锇酸双固定，用Epon812常规方法包埋，制

成半薄切片，甲苯胺蓝染色，光镜下定位。LKB一5型

超薄切片机切片，铀一铅双染色，透射镜下观察。

4流式细胞仪检测凋亡率 细胞处理如上。将

细胞收集后，D．Hank’s缓冲液清洗2次，用70％冷乙

醇固定24h。细胞再次清洗后，加入Rnase A(10mg／

m1)和PI(2 mg／m1)，37℃避光反应30min，用流式细

胞仪检测凋亡率，数据资料以Cell Quest软件分析。

5 TUNEL检测细胞凋亡率 按照试剂盒说明

步骤操作。随机选取5个高倍镜视野(>1 000个细

胞)，在光镜下分别计数凋亡细胞数和总细胞数，计算

凋亡率。凋亡率=(凋亡细胞数÷总细胞数)×100％。

6对bcl一2、bax基因蛋白表达的影响 采用S—P

免疫组化法。分别用3组10％的血清处理细胞72h

后，将细胞收集，PBS洗2次，离心至载玻片。用预冷

的丙酮固定细胞15min，PBS洗片后，与0．3％H202甲

醇溶液于室温下孵育30min，阻断内源型过氧化物酶，

然后用0．1％TritonX一100作用20min通透细胞。PBS

冲洗2次，样品加人封闭血清放置1h，甩去血清，加一

抗(稀释浓度均为1：100)，4℃过夜。次日PBS洗片

后，滴加有生物素标记的二抗(1：100)，30min后加入

辣根过氧化物酶标记的链霉素亲和素，作用30min，

DAB显色，苏木素复染，封片。用PBs代替一抗作为

阴性对照。

7统计学方法 采用SAS 6．0软件进行分析。

多组问数据比较，采用方差分析。两两比较采用￡

检验。

结 果

l形态学观察 壁虎组和顺铂组含药血清处理

72h，细胞开始收缩变小，逐渐由长梭形变短梭形，以至

圆形，细胞间连接中断，胞浆内空泡增多，最后部分细

胞漂浮。光镜下，观察到细胞皱缩，细胞膜无明显异

常，胞浆出现大量空泡变性，核固缩浓染及凋亡小体形

成。电镜下，核的变化突出，而细胞器未见明显损伤。

细胞核表现为染色质边集、核固缩、核碎裂，可见胞膜

包绕核碎片形成的凋亡小体。空白对照组血清处理

后，在形态学上没有明显变化。

2流式细胞仪检测各组细胞凋亡率比较 血清

浓度均为10％的情况下，72h后顺铂组的细胞凋亡率

最高，为(47．37±4．97)％，其次壁虎组，为(36．86±

3．19)％，与胎牛血清组比较，差异有显著性(P<

0．01)。空白对照组细胞凋亡率与胎牛血清组比较，差

异无显著性(P>0．05)。见表1。

3 TUNEL检测细胞凋亡率比较 10％壁虎血

清作用72h的细胞凋亡率为50．73％(P<0．01)，顺铂

组为59．03％(P<0．01)，空白对照组为2．13％。空

白对照组与胎牛血清组比较，细胞凋亡率无显著变化。

见表1。

表1 各组细胞凋亡率比较 (％，亍±s)

注：与10％胎牛血清组比较，“P<O．()l

4对bcl一2、baX基因蛋白表达的影响 见表2。

10％壁虎血清处理细胞72h后，bax蛋白表达有显著

升高(P<0．01)，而bcl～2的表达与空白对照组比较差

异无显著性(P>0．05)。

表2 10％含壁虎血清对bcl．2、bax蛋白

表达的影响 (％，j±s)

注：与空白对照组比较，”P<0．叭

讨 论

壁虎在临床应用时，通常取其干燥全体人药。曾

有报道，壁虎含有多种蛋白质、肽类、18种微量元

素∞1、17种氨基酸¨1。本实验结合“鲜者尤良”的理论，

采用了鲜壁虎的冻干粉，减少了干燥过程中有效成分

的丢失，使其药效能够得到充分地发挥。以鲜壁虎为

主要成分的金龙胶囊突出的抗肿瘤效果，也验证了鲜

动物药在临床上具有的显著疗效。我们曾经采用鲜壁

虎的提取物直接作用于c6胶质瘤细胞，发现可以抑

制肿瘤细胞的增殖，并可引起肿瘤细胞凋亡㈣。但日

本学者研究发现，有些中药粗制剂在体外有效，其含药

血清却无效，可能是有效成分未被吸收或在代谢过程

 万方数据



中网中阿阪结合杂志2()04年J!旦筻!!鲞箜!!塑蜊竖婴坚!Q!塑!竺!!!!!!!!：丝!堕!：!!

中失活㈨。而另一些中药，则是含药血清有效，但中药

粗制剂却无效，考虑可能是药物经过消化后有效部位

充分暴露或药物刺激机体产生的细胞因子变化所起的

作用∽1。因此，对中药这种多系统、多途径、多环节的

药理作用的研究，采用血清药理学方法更具可靠性。

血清药理学方法，是1988年由日本学者首先提出

的采用动物的含药血清进行体外实验的一种药理学实

验方法、8。。这种研究方法避免了中药粗制剂直接加入

体外实验系统造成的干扰，又因含药血清能反映药物

刺激后，体内各种细胞因子的变化，从而通过血清药理

学研究的结果更加接近于体内的药理作用。此次我们

采用含鲜壁虎冻干粉的小鼠血清处理C6胶质瘤细胞

后，从形态学、流式细胞仪检查和TuNEL检测，均说

明含壁虎冻干粉的小鼠血清能够诱导C6胶质瘤细胞

凋亡，与以往我们的研究结果一致。二者相结合，更加

有力地证实了壁虎具有抑制C6胶质瘤细胞增殖和诱

导肿瘤细胞凋亡的作用。

bcl一2是一种胞内膜蛋白，主要在线粒体、光面内

质网及核膜表达。在细胞凋亡的调控中，起抑制细胞

凋亡的作用”3。bax基因是bcl—2同源基因，其过表达

可拮抗bcl—2的保护效应而使细胞走向凋亡¨⋯。bcl一2

蛋白与bax蛋白的比值影响着细胞受到刺激后发生凋

亡的比率。我们的实验结果表明，bax基因蛋白的高

表达可能是鲜壁虎诱导C6胶质瘤凋亡的重要分子

机制。

尽管临床上疗效显著，但近10年来，关于其化学

成分，研究较少。究竟哪种是发挥抗肿瘤作用的成分，

需要继续进行药物化学方面的研究，此外是否是药物

单独起作用，还是结合其他细胞因子的调节作用，有待

于进一步论证。
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