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木犀草素对
(&J

脾细胞和
K#6"

肉瘤细胞

双向调节作用的实验研究

廖月霞#

"孔桂美!

"吴克艳%

"陶文华!

"卜"平!

摘要"目的"研究木犀草素对正常
(&J

小鼠脾细胞和
K#6"

肉瘤细胞活力的调节作用! 方法"木犀草

素浓度为
8"

"

#""

"

!""

"

$"" !0-4IL

作用于
(&J

小鼠脾细胞和
K#6"

肉瘤细胞后#采用
+))

法检测木犀草

素对脾细胞和
K#6"

细胞增殖作用的影响$碘化丙啶单染流式检测细胞凋亡情况#流式细胞仪检测细胞内活

性氧浓度#羟自由基"

FMMN

自由基清除实验测定木犀草素清除自由基活性! 结果"与溶媒对照组比较#

!""

"

$"" !0-4IL

木犀草素作用
(&J

小鼠脾细胞后细胞活力增加%

M O"

!

"8

&#

#""

"

!""

"

$"" !0-4IL

木犀草

素作用小鼠
K#6"

肉瘤细胞后细胞活力下降%

M O"

!

"#

&$

!""

"

$"" !0-4IL

木犀草素
KC1

$

P

#

期脾细胞比例

减少%

M O"

!

"8

&#

!""

"

$"" !0-4IL

木犀草素
KC1

$

P

#

期
K#6"

细胞比例增加%

M O"

!

"8

&! 与溶媒对照组比

较#

8"

"

#""

"

!""

及
$"" !0-4IL

木犀草素作用
(&J

小鼠脾细胞后内活性氧水平均升高%

M O"

!

"8

&#不同浓

度木犀草素作用
K#6"

细胞后内活性氧水平均降低%

M O"

!

"8

&! 木犀草素有对羟自由基及
FMMN

自由基清

除活性的作用#且成一定量效关系! 结论"木犀草素能促进小鼠脾细胞活力#抑制脾细胞凋亡和抑制
K#6"

细胞活力#促进
K#6"

细胞凋亡的双向调节作用#具有进一步研究开发价值!

关键词"木犀草素$细胞活力$细胞凋亡$活性氧
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"

<>Z<1<R<>? RZ/ .<;1<4<RA -S K#6"

E/44T
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;>D =2-0-R<>? ;=-=R-T<T -S K#6" E/44T
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4CR/-4<>

&

E/44 .<;1<4<RA

&

;=-=R-T<T

&

2/;ER<./ -UA?/> T=/E</T

""木犀草素$

%

%"

$

%"

8

"

7

#四羟基黄酮"

LCR/-4<>

%广

泛存在于蔬菜'水果'中草药等天然植物中"具有低毒'

无诱变性'抗氧化'细胞保护'抗炎'镇静和抗肿瘤等多

种生物学作用"对过敏'肿瘤'呼吸道疾病治疗和维护

心血管健康有积极意义"在我国富含木犀草素的植物

被广泛应用于治疗炎症性疾病'高血压病和癌症(

#

#

8

)

*

有研究显示"木犀草素可能通过自身氧化'抑制相关酶

类活性以及清除或减少自由基产生等途径发挥抗氧化

活性"通过抑制致癌物质活化'抑制肿瘤细胞增殖'抑

制肿瘤血管生成及抗转移等途径发挥抗肿瘤作用"通

过抑制炎症因子产生及其相关信号通路产生抗炎活

性(

H

)

* 为进一步探索其生物学活性及机制"本实验将

木犀草素作用于正常
(&J

小鼠来源脾细胞及小鼠

K#6"

肉瘤细胞"观察其对脾细胞活力'细胞凋亡及细

胞内活性氧水平的影响"分析其抗羟自由基'

FMMN

自

由基清除活性"为进一步合理开发提供实验依据*

材料与方法

#

"细胞及动物"小鼠
K#6"

肉瘤细胞购自中国

科学院上海细胞库&

$ ]H

周龄
KM^

级
(&J

小鼠购自

江苏省比较医学中心$合格证号为
!"!%$H9

%"常规

饲养*

!

"主要试剂"木犀草素$

4CR/-4<>

"

NML& _98`

"

)&+"!6

#

"9"8##

"南京替斯艾么中药技术研究所%"溶

解于
!" 00-4IL

碳酸钠溶液中现配现用&

+))

$

#"" 0?

"

K<?0;

公司%&水合硫酸铁$

#"" ?

"
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公

司%&水杨酸粉剂$
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"
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公司%&
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:

$
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$
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$

!

"
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"
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"

6

$

R/R2;0/RZA4EZ2-0;>

$

!

$

E;21-UA4<E ;E<D

"

)2-4-U

"

# ?

"

K<?0;

公司%&碘化丙啶$

#" 0?

"

K<?0;

公司%&活

性氧检测试剂盒$

K""%%

"碧云天生物技术研究所%"胎

牛血清$

#"" 0LI

瓶"杭州四季青公司%&

JM+( #H$"

培

养基$

8"" 0LI

瓶"

P<1E-

公司%*

%

"主要仪器"

Q<-)/a KA>/2?A!

多功能酶标仪

$

Q<-)/a

"美国%"

+-D/4 H6"

酶标仪$

Q<-

$

J;D

"美国%"

KY3

$

!#!"

分光光度仪$

K&(,&G

"韩国%"

^V&K&;4<

$

1C2

分析型流式细胞仪$

Q/ER-> F<a<>T->

"美国%*

$

"方法

$

!

#

"细胞培养"小鼠脾细胞分离及培养#

$ ] H

周
KM^

级
(&J

小鼠脱颈处死"

78`

乙醇浸泡
#" 0<>

"

无菌操作取小鼠脾脏"放在装有预冷
MQK

的平皿中漂

洗去血渍剔除外膜* 用
MQK

溶液冲洗两遍"轻柔碾

碎"

!""

目金属细胞滤网过滤"收集细胞悬液"加入红

细胞裂解液"静置
8 0<>

后"用
MQK

溶液洗涤
%

次"调

整细胞浓度
8

&

#"

8

I0L

"培养于完全
JM+( #H$"

培养

基$含
#"`^QK

"

#"" (YI0L

青霉素和
#"" !?I0L

链

霉素%"置于
%7

''

8`&G

!

孵箱中培养*

小鼠
K#6"

肉瘤细胞#

K#6"

细胞培养于完全
JM+(

#H$"

培养基 $含
#"` ^QK

"

#"" (YI0L

青霉素和

#"" !?I0L

链霉素%"取对数生长期
K#6"

细胞"调整细胞

浓度为
8

&

#"

$

I0L

"置于
%7

''

8`&G

!

孵箱中培养*

$

!

!

"

+))

检测细胞活力"将与溶媒对照组$碳

酸钠
! 00-4IL

%'浓度为
8"

'

#""

'

!""

'

$"" !0-4IL

木

犀草素及阳性对照脂多糖$

8"" !?I0L

%或
8

氟尿嘧

啶$

8

$

^C

%浓度为
#"" !0-4IL

"孵育细胞培养
$6 Z

后"每孔加入
#" !L +))

$

8 0?I0L

%工作液"

%7

'"

8` &G

!

孵育箱中培养
$ Z

"离心去上清"每孔加入

#"" !L

二甲基亚砜 $

F+KG

%" 于振荡器上振荡

#" 0<>

"检测吸光度" 并计算细胞增殖率* 细胞增殖

抑制率$

`

%

b#

#$实验孔
V

均值 #空白孔
V

均值%

I

$溶媒空均值 #空白孔
V

均值% &

#""`

* 每组实验

设平行
H

复孔"重复
%

次*

$

!

%

"碘化丙啶单染检测细胞凋亡"以
8`

血清培

养基重悬细胞"同上细胞浓度种板"

!$ Z

后收集细胞*

以
MQK

重悬细胞"加入 #

!"

'预冷的
78`

乙醇中固

定*

$

'过夜后
MQK

重悬细胞
8 0<>

*

!""

目筛网收

集细胞* 加入
# 0L

碘化丙啶染色液$

8" !?I0L

%"

$

''避光孵育
$8 0<>

* 流式细胞仪分析
#" """

个细

胞中
KC1

$

P

#

细胞百分率"实验重复
%

次*

$

!

$

"细胞内活性氧浓度测定"细胞培养于完全

JM+( #H$"

培养基$含
#"`^QK

"

#"" (YI0L

青霉素

和
#"" !?I0L

链霉素%"应用不同浓度木犀草素刺激

脾细胞和
K#6"

细胞
!$ Z

后"调整
K#6"

细胞浓度为

!

&

#"

H

I0L

"脾细胞浓度
8

&

#"

7

I0L

"参照文献(

7

)方

法"按照
#

(

# """

用无血清培养液稀释
F&^N

$

FV

"使

终浓度为
#" !0-4IL

* 细胞收集后悬浮于稀释好的

%7

' 二氯荧光二乙酸盐中
$8 0<>

"用无血清细胞培

养液洗涤细胞
%

次* 收集细胞后流式细胞仪检测"使

用
$66 >0

激发波长"

8!8 >0

发射波长"检测荧光的



!!"#(%! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./01/2 !"#$

"

3-45 %$

"

,-

!

##

强弱"应用
*<>+F( !

!

9

分析软件分析门内细胞平均

荧光强度"实验重复
%

次*

$

!

8

"木犀草素清除自由基实验

$

!

8

!

#

"羟自由基清除实验"参照参考文献(

6

)

方法"以超纯水配置
H 00-4IL N

!

G

!

"

H 00-4IL ^/

$

KG

$

"乙醇配置
H 00-4IL

水杨酸* 实验时试剂以

#

(

#

(

#

混合"设乙醇空白对照组"水溶性维生素
:

阳性

对照组"待测样品组每个浓度样品设
%

复孔"加样室温

避光
%8 0<>

"多功能酶标仪
8#7 >0

波长下读取吸光

度"计算自由基清除能力
b

(

#

#$

V

<

#

V

[

%

IVE

) &

#""`

各组自由基清除率* 式中
VE

为加入自由基后

空白对照的平均吸光值&

V

<

为加入自由基后样品液或

阳性对照的平均吸光值&

V

[

为未加入自由基时样品液

或阳性对照的平均吸光值"实验平行操作
%

次*

$

!

8

!

!

"

FMMN

自由基清除实验"参考文献(

9

)

实验方法"乙醇现配
#"" !0-4IL FMMN

工作液"以乙

醇为空白对照组"水溶性维生素
:

为阳性对照组"

#

(

!

加入样品和
FMMN

"每个浓度样品设
%

复孔"室温避光

%" 0<>

"多功能酶标仪
8#7 >0

波长下读取吸光度"同

上方法计算自由基清除能力"实验平行操作
%

次*

$

!

H

"统计学方法"采用
KMKK #%

!

"

软件进行

统计学分析* 计量资料以
U

)

T

表示"多组间均值的比

较用单因素方差分析"组间两两比较采用
LKF

检验*

M O"

!

"8

为差异有统计学意义*

结""果

#

"各组小鼠脾细胞及
K#6"

细胞活力比较

$表
#

%"与溶媒对照组比较"浓度
!""

'

$"" !0-4IL

木

犀草素及
8"" !?I0L

脂多糖组
(&J

小鼠脾细胞数均

增加"差异有统计学意义$

M O"

!

"8

"

M O"

!

"#

%* 与溶

媒对照组比较"浓度为
#""

'

!""

'

$"" !0-4IL

木犀草

素及
#"" !0-4IL 8

$

^C

组
K#6"

肉瘤细胞细胞数均减

少"差异有统计学意义$

M O"

!

"#

%*

表
#

%各组小鼠脾细胞及
K#6"

细胞活力比较"$

U

)

T

%

组别
>

细胞活力

脾细胞

$

8

&

#"

8

I0L

%

K#6"

细胞

$

8

&

#"

$

I0L

%

溶媒对照
H 99

*

7$

)

"

*

H9 99

*

$%

)

#

*

"6

木犀草素
8" !0-4IL H 97

*

$$

)

H

*

!! 69

*
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)

6

*

#%

#"" !0-4IL H #"9

*

!!

)

7

*
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HH

*

$H

)

7

*
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!!

!"" !0-4IL H

#!#

*
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)

6

*
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!
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*

H8

)

9

*

"#

!!

$"" !0-4IL H

#!%

*

6H

)

9

*

!#

!

!H

*
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)
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*

"8

!!

脂多糖
8"" !?I0L H

#H6

*

9H

)

7

*

6"

!!

+

8

$

^C #"" !0-4IL H

+

%7

*

8H

)

H

*

$8

!!

""注#与溶媒对照组比较"

!

M O"

*

"8

"

!!

M O"

*

"#

""

!

"各组小鼠脾细胞及
K#6"

细胞凋亡的比较

$表
!

%"与溶媒对照组比较"浓度为
!""

'

$"" !0-4IL

木犀草素组
KC1

$

P

#

期
(&J

小鼠脾细胞比例减少"

#"" !0-4IL 8

$

^C

组脾细胞比例增多"差异均有统计学

意义$

M O"

!

"8

%&与溶媒对照组比较"浓度为
!""

'

$""

!0-4IL

木犀草素组及
#"" !0-4IL 8

$

^C

组
KC1

$

P

#

期

K#6"

细胞比例均增加"差异有统计学意义$

M O"

!

"8

%*

表
!

%各组小鼠脾细胞及
K#6"

细胞
KC1

$

P

#

期

细胞比例比较"$

U

)

T

%

组别
>

KC1

$

P

#

期细胞比例

脾细胞

$

8

&

#"

8

I0L

%

K#6"

细胞

$

8

&

#"

$

I0L

%

溶媒对照
% #H

*

$

)

#

*

% %

*

"

)

"

*

8

木犀草素
8" !0-4IL % #H

*

"

)

!

*

! H

*

H

)

%

*

H

#"" !0-4IL % #8

*

H

)
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*

7 6

*

H

)

%

*

"

!"" !0-4IL %

#!

*

H

)
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*

!
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9

*

7

)

%

*
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$"" !0-4IL %
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*

"
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*
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!

#"

*
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$

^C #"" !0-4IL %

!!

*

7

)

!

*

8

!

##
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%

)

%

*

"

!

""注#与溶媒对照组比较"

!

M O"

*

"8

%

"各组小鼠脾细胞及
K#6"

细胞内活性氧浓度

比较$表
%

%"与溶媒对照组比较"不同浓度木犀草素组

及阳性对照组
(&J

小鼠脾细胞内活性氧水平均升高"差

异有统计学意义$

M O"

!

"8

"

M O"

!

"#

%"且成一定量效

关系&不同浓度木犀草素组作用的
K#6"

细胞内活性氧

水平均降低"阳性对照组水平升高"差异有统计学意义

$

M O"

!

"8

"

M O"

!

"#

%"与剂量相关性不明显*

表
%

%各组小鼠脾细胞及
K#6"

细胞

内活性氧浓度比较"$

U

)

T

%

组别
>

细胞内活性氧浓度$

F&^

荧光强度%

脾细胞

$

8

&

#"
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I0L

%
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细胞
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!

&

#"

H

I0L

%

溶媒对照
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)

H

*

8 96
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7

木犀草素
8" !0-4IL %
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#$

*
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!!
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#79
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*
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$

"木犀草素自由基清除作用$图
#

%"木犀草素

及水溶性维生素
:

均具有对羟自由基及
FMMN

自由

基清除活性的作用"且成一定量效关系*

讨""论

木犀草素是半枝莲'野菊花等天然植物中的活性

黄酮(

#"

"

##

)

"具有抗肿瘤'心血管保护'免疫调节'抗炎等
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图
#

%木犀草素对羟自由基及
FMMN

自由的基清除作用

生物学活性(

#!

)

* 实验结果显示木犀草素对脾细胞和

K#6"

细胞具有双向调节细胞活力'细胞凋亡'细胞内

活性氧作用和抗氧化活性*

研究显示"木犀草素能增强淋巴细胞转化能

力(

#%

)

"降低小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬功能及体内溶菌

酶活力(

#$

)

"也能抑制多种恶性肿瘤细胞增殖(

#8

)

"本次

实验中木犀草素促进脾细胞活力'抑制其凋亡"抑制

K#6"

肉瘤细胞活力'促进其凋亡* 这些结果提示木

犀草素对小鼠脾细胞和
K#6"

细胞活力及细胞凋亡具

有双向调节作用"提示木犀草素可能通过抑制小鼠脾

细胞凋亡促进其细胞活力"通过促进小鼠
K#6"

细胞

凋亡抑制其细胞活力*

由超氧离子'过氧化氢和羟自由基组成的活性

氧是细胞代谢的副产品"在细胞增殖'分化和凋亡中

具有调控作用(

#H

)

* 研究证实"低微水平的活性氧升

高可促进细胞增殖"而较高水平的活性氧则引发细

胞凋亡"更高水平的活性氧则直接导致细胞坏

死(

#7

)

* 本次实验中木犀草素可升高脾细胞内活性氧

水平"并促进脾细胞活力'抑制其凋亡"推测木犀草

素可能是通过升高脾细胞内活性氧水平"调控细胞

活力和凋亡* 肿瘤细胞本身具有较高的氧化压力"

轻度氧化应激可促进肿瘤发生发展"重度氧化应激"

可以增强瘤细胞对药物促凋亡的易感性(

#6

)

* 本次实

验中木犀草素降低了
K#6"

肉瘤细胞内活性氧水平"

却抑制其细胞活力'促进细胞凋亡"提示木犀草素通

过影响脾细胞和
K#6"

细胞内活性氧水平"减轻了肿

瘤细胞的氧化压力可能是其调控
K#6"

肉瘤细胞增

殖和凋亡的机制之一*

^/>R->

反应是生物体内产生羟自由基的主要反

应(

6

)

"

FMMN

自由基结构简单"性质稳定"反应容易控

制"是抗氧化剂自由基清除活性筛选的首选试剂(

#6

)

*

本次实验显示木犀草素可剂量依赖地清除这两种自由

基"其抗氧化性与
K#6"

细胞内活性氧水平降低一致"

而与脾细胞内活性氧水平升高不一致"提示木犀草素

可能不是直接进入细胞内发挥抗氧化作用"对不同细

胞内活性氧双向调节的机制可能不一致*

本次实验结果显示木犀草素具有促进脾细胞活

力'抑制其凋亡'促进细胞内活性氧产生"抑制
K#6"

细胞活力'促进其凋亡'降低细胞内活性氧产生的双向

调节作用"提示其具有免疫调节和抗肿瘤作用"具有进

一步开发和利用价值*
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沉痛悼念本刊编委周文泉教授

我国著名中医学家"老年病医学家#享受国务院政府特殊津贴专家#中央保健委员会中央保健

会诊专家#本刊编委周文泉教授于
!"#$

年
#"

月
##

日因病去世#享年
7$

岁!

周文泉教授出生于
#9$"

年
9

月
!%

日#吉林省吉林市人#中共党员!

#9H%

年
7

月毕业于长春

中医药大学医疗系#毕业后分配到重庆中医研究所#

#97H

年
H

月调入中国中医科学院西苑医院#一

直工作至今! 周文泉教授参与创建了老年病研究室"老年病科"老年医学研究所#担任老年病科主

任#主任医师#教授#博士生导师!

周文泉教授为国家中医药管理局全国中医老年病医疗中心学术带头人#清宫医案研究室研究

员#首批国家中医药管理局传承博士后合作导师#全国老中医药专家学术经验继承工作指导老师!

曾担任中国药膳研究会会长"荣誉会长$世界中医药学会联合会老年病专业委员会会长$中国中西

医结合学会养生学及康复医学专业委员会主任委员"名誉主任委员$中国中医科学院学术委员会委

员及高级职称评审委员会委员!

周文泉教授一生致力于中医药事业#躬耕杏林! 主持起草了'延缓衰老临床观察规范及实验研

究规程(#至今仍被广泛采用! 主持国家级"部级课题等
#"

余项#获得多项科研成果奖#曾获国家

银牌奖和国际尤里卡奖! 发表学术论文
!""

余篇#编撰论著
!"

余部#培养研究生"经验继承人
%"

余人#为我国培养出了大批优秀临床和科研人才!

周文泉教授学术精湛"学识广博"治学严谨"德高望重"为世人所敬仰#一生锲而不舍#为中医药

事业的发展做出了杰出贡献! 周文泉教授虽然离开了我们#但是他对事业执着热爱"工作精益求精

的优秀品质将永远激励我们为中医药事业的发展而奋斗#我们永远怀念他)

%中国中医科学院西苑医院供稿&


