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摘要!目的!研究白花蛇舌草乙酸乙酯提取液对多药耐药白血病细胞"#$%&'()*的抑制作用及其机制" 方法!采用122比色

试验观察白花蛇舌草乙酸乙酯提取液对多药耐药细胞"#$%&'()*的抑制作用#"#$%&'()*的耐药倍数为 ,&. 倍$" 采用光

镜%电镜技术观察细胞形态结构的改变&利用流式细胞术#341$检测细胞凋亡率" 结果!白花蛇舌草乙酸乙酯提取液能明显

抑制"#$%&'()*细胞的生长&药物浓度相当于生药 .+/%0 56'57时&即具有显著的抑制作用&抑制率呈剂量和时间依赖性&半

数抑制浓度#849&$相当于生药 0&/.+56'57" 流式细胞学证实白花蛇舌草乙酸乙酯提取液&能诱导多药耐药细胞"#$%&'()*

凋亡&凋亡率也呈时间和剂量的依赖性" 结论!白花蛇舌草对多药耐药细胞 "#$%&'()*的生长具有极强的抑制作用&诱导其

凋亡是其机制之一"

关键词!白花蛇舌草乙酸乙酯提取液'多药耐药'"#$%&'()*'凋亡
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!!多药耐药问题是白血病化疗失败和复发的根

源$是临床迫切需要解决的一大难题$多药耐药是指

白血病细胞一旦对某种药物产生耐药$同时对其它

结构和作用机制不同的多种化疗药物也产生交叉耐

药性) 如何解决这一问题* 中草药对多药耐药白血

病细胞是否有效* 曾有人报道蟾蜍治愈淋巴细胞白

血病++ W,,

) 白花蛇舌草也有抗肿瘤的作用$但是$其

抗白血病的报道较少$而且白花蛇舌草抗粒细胞性

多药耐药白血病细胞$迄今为止$国内外尚无报道)

我们以白花蛇舌草乙酸乙酯提取液作用于粒细胞性

多药耐药白血病细胞"#$%&'()*$研究白花蛇舌草

抑制"#$%&'()*细胞的机制$现报道如下&

+!材料和方法

+/+!药品!白花蛇舌草购于黄庆仁栈华氏大药房$

生产许可证号&皖 X,&&9&&--"产地&江西"批号

&%++&&+"生产日期 ,&&% 年 ++ 月 : 日$亳州市中信

中药饮片厂) 白花蛇舌草经江西中医药研究院中药

所鉴定)

白花蛇舌草乙酸乙酯提取液的制备如下&取白

花蛇舌草 +&& 6加水煎煮 , 次$每次 + H 合并煎液$

浓缩$醇沉$使其含醇为 0&Y$静置过夜$取上清液$

挥去乙醇调整为 +&& 57$即含生药 +/& 6'57) 取水

提液 ,& 57加 乙酸乙酯 ,& 57$提取 , 次$合并乙酸

乙酯液$水浴蒸干$加蒸馏水 +& 57溶解$即得白花

蛇舌草乙酸乙酯提取液) 浓度以含生药计算$相当

于含生药 ,/& 6'57)

阿霉素购于江西省肿瘤医院$规格&+& 56'瓶"

性状&为橙红色疏松粉末"核准日期&,&&% 年 +& 月

,9 日"生产企业&深圳万乐药业有限公司) 噻唑蓝

!122#$二甲基亚砜!)1Z;#为 ZA65K公司产品)

+/,!细胞培养!多药耐药细胞"#$%&'()*为阿霉

素诱导的$急性早幼粒白血病细胞多药耐药株$来源

于中国医学科学院'天津血液学研究所) 培养基为

*[18$+%.& \+&Y胎牛血清)

*[18$+%.& 为进口分装产品$血清为杭州产的

四季青胎牛血清) 并加入双抗!青霉素 +&&

!

'57和

链霉素 +&&

!

6'57#$在 -0 ]'9Y4;

,

饱和湿度的培

养箱中培养) 实验前做细胞生长曲线$掌握细胞生

长特性$取对数生长期细胞进行实验)

+/-!122比色试验!试验细胞用台盼蓝拒染法进

行细胞计数$活细胞数大于 R9Y$调整细胞浓度$将

细胞接种于 R% 孔培养板) 每孔加入 , +̂&

. 个细

胞$分别进行实验)

+/-/+!"#$%&'()*对阿霉素的耐药倍数的测定!

每孔加入 , +̂&

. 个 "#$%& 敏感细胞$9 个复孔) 设

细胞空白对照和药物空白对照) 实验组每孔加入阿

霉素!

!

6'57#+%/%%0':/---'./+%%',/&:-'+T&.+'

&/9,+'&/,%&'&/+-&'&/&%9+'&/&-,% 共 +& 个梯度$

测出"#$%& 半数抑制浓度!84

9&

# _!&/&R+9 &̀/&,#

!

6'57$类似方法求出 "#$%&'()*的半数抑制浓度

!84

9&

# !+:/%0 .̀/-%#

!

6'57$耐药倍数 ! %# _

+:/%0

&/&R+9

_,&.!倍#

!

+&& 倍$为高度耐药)

+/-/,!用白花蛇舌草乙酸乙酯提取液作用"#$%&'

()*!将细胞接种于 R% 孔培养板每孔加入 , +̂&

.

个细胞$实验组分别加入 +, 种不同浓度的提取液$

每孔药物浓度相当于含生药 !56'57# ---/--'

+%%T%0':-/--'.+/%0',&/:-'+&/.,'9/,+',/%&'

+T-&'&T%9'&/--'&/+%) 对照组分为细胞对照组和

药物对照$细胞对照为 +:&

!

7细胞悬液加 ,&

!

7生

理盐水"药物对照为 +:&

!

7培养基 \,&

!

7提取液$

每个梯度的药物浓度做相应浓度的药物对照) 每组

9 个复孔$培养于 - 个时间段!,.'.:'0, H#于终止

培养前 . H加入122!9 56'57#,&

!

7$继续培养 . H

后$离心!+ 9&& J'5AI$+&5AI#弃上清液$每孔加入

)1Z;+9&

!

7$避光振荡 +& 5AI$立即用自动酶标仪

测 .R, I5处的吸光度!(

.R,

#值)

抑制率 !Y# _

对照组(值V实验组(值

对照组(值
^

+&&Y

+/.!形态学观察

白花蛇舌草乙酸乙酯提取液作用于 "#$%&'

()*细胞不同时间和浓度$用 122比色实验测定$

倒置显微镜下观察实验组和对照组 "#$%&'()*细

胞的情况) "#$%&'()*细胞涂片$瑞氏染色$油镜

下观察细胞形态"取相当于生药 :-/-- 56'57和

.+/%0 56'57的提取液$作用 .: H 后$饿酸固定$制

成超薄切片$经重金属铀和铅染色后$在透视电子显

微镜下观察细胞超微结构$形态上出现核染色质浓

集'边聚'凋亡小体$核固缩或核碎裂等$典型的凋亡

形态学改变)

+/9!流式细胞术分析

白花蛇舌草乙酸乙酯提取液 - 个浓度$.+/%0'

:-/--'+%%/%0 56'57$作用于"#$%&'()*三个时间

段!,.'.:'0, H#后$利用凯基 (II>MAIS$3824细胞

凋亡检测试剂盒$利用流式细胞仪$检测细胞凋亡

率)

+/%!统计学分析

采用双侧@检验$求(值$(a&/&9 差异有显著

性)

(&%(
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,!结果

,/+!白花蛇舌草乙酸乙酯提取液对多药耐药细胞

"#$%&'()*生长的影响

不同时间和剂量$提取液对"#$%&'()*细胞作

用见表 +) 相当于 :-/-- 56'57生药的白花蛇舌草

乙酸乙酯提取液$即可显著抑制"#$%&'()*细胞的

生长$半数抑制浓度!84

9&

#相当于 0&/.+ 56'57生

药$从表 + 中可以看出$乙酸乙酯提取液对 "#$%&'

()*细胞的抑制作用具有时间和剂量依赖性)

表 +!白花蛇舌草乙酸乙酯提取液对多药耐药细胞"#$%&'()*生长的影响

组别 样本数
吸光度!(

.R,

#

,.H .:H 0,H

!

抑制率!Y#

,.H .:H 0,H

细胞对照 9 &/,9+ &̀/&+: &/%%R &̀/&,% +/&:& &̀/&-&

.+/%056'57!生药# 9 &/,-& &̀/&+: &/9%0 &̀/&,R

&/:RR &̀/&-9

$

:/,9 +9/,9 +%/0%

:-/--56'57!生药# 9 &/,&, &̀/&,&

&/-R9 &̀/&,9

$

&/..+ &̀/&,%

$

+R/9, .&/R% 9R/+0

+%%/%056'57!生药# 9

&/+00 &̀/&,&

$

&/+0: &̀/&,+

$

&/+R: &̀/&,+

$

,R/.: 0-/-R :+/%0

!!注&与对照组比较$

$

(a&/&+)

,/,!细胞形态学变化

,/,/+!光镜!倒置显微镜下可见&对照组!图 +#$

细胞均一透亮'有侧凸'细胞浆无颗粒'成堆生长$给

药组!图 ,#细胞数量减少$细胞固缩$体积变小$且

高剂量细胞数更少) 涂片'瑞氏染色'油镜观察$对

照组!未加药#"#$%&'()*$细胞着色深$大小基本

一致$圆形'核大'核浆比失调$有些细胞之间有丝状

物相联接) 实验组细胞体积显著缩小$大小不等$浓

染)

,/,/,!电镜!可见对照组细胞!图 -#"#$%&'()*

细胞圆形$胞浆丰富$核不规则$核模清楚$核仁粗

大) 给药组!图 .#$形态上出现核染色质浓集$边

聚'凋亡小体$核固缩或核碎裂等$典型的凋亡形态

学改变)

,/-!流式细胞仪测定"#$%&'()*细胞凋亡率的情

况

白花蛇舌草乙酸乙酯提取液诱导细胞凋亡率存

在时间和药物浓度依赖性$随药物浓度的增加和时

间延长$凋亡率也增加$见表 ,)

表 ,!白花蛇舌草乙酸乙酯提取液诱导"#$%&'()*细胞凋亡率

浓 度
4'56(57

V+

!生药#

不同时间细胞凋亡率!Y#

,.H .:H 0,H

& &/%9 &/:9 +/&R

.+/%0 .&/90 %0/9% %R/%0

:-/-- .%/&, 0,/+9 0./&9

+%%/%0 9./.: R./.. R0/%-

-!讨论

白花蛇舌草乙酸乙酯提取液$作用多药耐药细

胞"#$%&'()*后$能显著抑制其生长$抑制率具有

时间和剂量依赖性$当提取液相当于生药 +%%T%0

56'57作用 .: H$凋亡率达 R./..Y$光镜显示$细

胞体积缩小$核固缩) 细胞数量与对照组比大为减

少) 电镜证实$经药物作用过的 "#$%&'()*细胞$

形态呈现典型的凋亡特征改变) 总之$白花蛇舌草

乙酸乙酯提取液作用 "#$%&'()*后$经流式细胞

仪'电子显微镜证实$能诱导其凋亡) 这些方法是确

认细胞凋亡的十分可靠的方法+-,

)

白血病是一类造血干细胞的恶性克隆性疾病$

其克隆中的白血病细胞增殖失控分化障碍$凋亡受

阻$而停滞在细胞发育的不同阶段) 在白血病的治

疗过程中$白血病细胞会产生耐药$对化疗药物产生

多药耐药性是白血病化疗失败和复发的主要原因)

如何诱导白血病多药耐药细胞凋亡$是临床上迫切

需要解决的问题) 肿瘤细胞的多药耐药指肿瘤细胞

对一种抗肿瘤药物出现耐药的同时$对其它结构各

异$作用机制不同的抗肿瘤药物产生交叉耐药现

象+. W9,

) 白血病的联合化疗$已取得长足的进展$绝

大部分病人可以完全缓解$然而$几乎都以化疗失败

而告终) 这是因为1)*的发生几乎均伴随着细胞

(+%(

尹小明等&白花蛇舌草提取液

诱导多药耐药白血病细胞"#$%&'()*凋亡的研究

http://www.ajutcm.com
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黄竹清脑颗粒对痰热腑实证脑出血急性期大鼠血清
1)(及血浆 2U3$

"

的影响"

#

!刘淑霞+

""

!任惠锋,

!石春明,

!白雅,

!!+/陕西中医学院!咸阳 0+,&.%",/陕西中医学院硕士研究生

!咸阳 0+,&.%#

摘要!目的!探讨黄竹清脑颗粒对脑出血急性期大鼠血清中1)(及血浆中2U3$

"

的影响" 方法! 0& 只 Z)大鼠随机分为空白

组%模型组%二陈汤组%鲜竹沥组%黄竹清脑颗粒大%中%小剂量组&造模成功后&开始灌胃给药&日 + 次&连续 0 F" 然后抽取血

样&测定血清中1)(及血浆中2U3$

"

的含量" 结果! 84"大鼠脑内血肿形成后&动物均有神经系统症状'模型组与空白组相

比&血浆中2U3$

"

及血清中1)(明显升高&提示造模成功'黄竹清脑颗粒大%中剂量明显优于二陈汤组和鲜竹沥组" 结论!黄

竹清脑颗粒具有抗氧化&抑制炎性反应&保护脑出血急性期脑神经细胞的作用&并对中风病痰热腑实证有明显改善作用"

关键词!黄竹清脑颗粒'脑出血'丙二醛'肿瘤坏死因子$

"
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凋亡抑制现象) 绝大多数常规抗癌药物很难诱导

1)*细胞凋亡) 为解决这一问题$我们用白花蛇舌

草乙酸乙酯提取液$作用于粒细胞性白血病"#$%&'

()*的多药耐药细胞株$结果显示$很小的剂量就

可以诱导其凋亡)

白血病细胞耐药机制很复杂$其机制有很多种$

如[$糖蛋白![$6O#的过表达$多药耐药相关蛋白

!1*[#等等) "#$%&'()*的耐药机制为 1*[) 调

控该蛋白的基因为多药耐药相关蛋白基因 +

!1*[+#位于 +% 号染色体短臂 + 区三带一亚带
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#$白花蛇舌草乙酸乙酯提取液$主要含有黄

酮类化合物$可上凋 O

9-及下调b?7$, 和U3$

#

b![
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#

蛋白的表达+% W0,

$对白血病细胞敏感株!cR-0#细胞

有抑制其增殖和诱导其凋亡作用+:,

$能预防和阻止

白血病细胞!d9%,#耐药形成$并能逆转耐药细胞的

耐药性+R,

) 其如何作用 1)*细胞的多药耐药相关

基因$还在研究当中) 白花蛇舌草乙酸乙酯提取液$

成份复杂$药理作用广泛$或许可以通过多部位$多

靶点$作用 1)*细胞$其中诱导 1)*白血病细胞

凋亡$是此药物发挥作用的重要机制) 为临床上治

疗多药耐药粒细胞性白血病提供了可靠的实验依

据)
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