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　　摘要　目的　探讨半枝莲碱Ａ对ＥＢ病毒阳性弥漫性大Ｂ细胞淋巴瘤（ＥＢｖｉｒｕｓｐｏｓｉｔｉｖｅｄｉｆｆｕｓｅ

ｌａｒｇｅＢｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ，ＥＢＶ
＋ＤＬＢＣＬ）细胞株Ｆａｒａｇｅ细胞增殖、凋亡及细胞周期的影响。方法　将

Ｆａｒａｇｅ细胞分为对照组和不同浓度半枝莲碱Ａ处理组，采用ＣＣＫ８法检测细胞增殖活性，流式细胞术

检测细胞凋亡和细胞周期分布，ＲＴｑＰＣＲ法检测半枝莲碱 Ａ作用于Ｆａｒａｇｅ细胞后细胞周期蛋白Ｄ３

（ｃｙｃｌｉｎＤ３）的ｍＲＮＡ表达以及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ｃｙｃｌｉｎＤ３蛋白表达。结果　ＣＣＫ８结果显示，与

对照组相比，半枝莲碱Ａ能够明显抑制Ｆａｒａｇｅ细胞增殖，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。流式细胞检

测结果显示，半枝莲碱Ａ诱导细胞凋亡呈剂量依赖性，且主要使细胞阻滞于Ｇ０／Ｇ１期。ＲＴｑＰＣＲ和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，半枝莲碱Ａ以剂量依赖形式使Ｆａｒａｇｅ细胞ｃｙｃｌｉｎＤ３的ｍＲＮＡ和蛋白表达减

少，差异具有统计学意义（犘均＜０．０５）。结论　半枝莲碱 Ａ具有抑制Ｆａｒａｇｅ细胞增殖并诱导其凋亡

的作用，可使细胞阻滞于Ｇ０／Ｇ１期，并可能通过下调ｃｙｃｌｉｎＤ３表达发挥抗肿瘤作用。

关键词　半枝莲碱Ａ；Ｆａｒａｇｅ细胞；细胞周期；凋亡；细胞周期蛋白Ｄ３
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　　ＥＢ病毒阳性弥漫性大Ｂ细胞淋巴瘤（ＥＢｖｉｒｕｓ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｄｉｆｆｕｓｅｌａｒｇｅＢｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ，ＥＢＶ
＋ＤＬＢＣＬ）是

源于淋巴造血系统的恶性肿瘤，多发生于非洲、亚洲

和拉丁美洲，也是我国弥漫性大Ｂ细胞淋巴瘤（ｄｉｆ

ｆｕｓｅｌａｒｇｅＢｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ，ＤＬＢＣＬ）的重要组成部

分［１］。目前对于ＤＬＢＣＬ的治疗，临床上主要根据患

者年龄、临床病理分期、国际预后指数评分以及耐受

性等进行个性化治疗，但对于部分复发／难治患者的

疗效仍不尽如人意。

半枝莲作为马唇形科黄芩属多年生草本植物，具

有清热解毒、化瘀利尿等功效。文献记载，半枝莲作

为抗肿瘤药物，常用于肝癌、胃癌、肺癌及宫颈癌等的

治疗［２］。在淋巴造血系统肿瘤的治疗中，也有报道将

其联合常规化疗方案用于ＤＬＢＣＬ的治疗
［３］。黄酮、

多糖、二萜等作为半枝莲中的有效成分，具有良好的

抗肿瘤活性［４］。且最近研究发现，半枝莲中的新克罗

烷型二萜具有显著的抗肿瘤活性［５］。本研究采用

ＥＢＶ＋ＤＬＢＣＬ细胞株 Ｆａｒａｇｅ在体外检测半枝莲二

萜———半枝莲碱 Ａ对Ｆａｒａｇｅ增殖、凋亡及细胞周期

的影响，并探讨半枝莲碱Ａ对细胞周期蛋白Ｄ３（ｃｙｃ

ｌｉｎＤ３）的潜在作用，现报道如下。

１　材料与方法

１１　实验材料和仪器

人ＥＢ病毒阳性弥漫性大Ｂ细胞淋巴瘤Ｆａｒａｇｅ

细胞株（德国微生物菌种保藏中心）；半枝莲碱 Ａ（云

南西力生物，货号：ＢＢＰ００８５３）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）

（赛默飞世尔科技，批号：Ｄ１２３４５）；ＣＣＫ８试剂盒

（Ｓｉｇｍａ，批号：９６９９２）；胎牛血清 （Ａｕｓｂｉａｎ，批号：

ＶＳ５００Ｔ）；ＤＭＥＭ 细胞培养基（Ｃｏｒｎｉｎｇ，批号：１０

０１３ＣＶＲ）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ 细胞凋亡检测试剂盒

（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，批号：８８８００７）；杜氏磷酸缓冲盐溶液

（ＤＰＢＳ）（武汉普诺赛，批号：ＰＢ１８０３２９）；碘化丙碇

（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）（Ｓｉｇｍａ，批号：Ｐ４１７０）；核糖核

酸酶Ａ（ＲＮａｓｅＡ）（赛默飞世尔科技，批号：ＥＮ０５３１）；

曲 拉 通 Ｘ１００ （Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ１００）（Ｓｉｇｍａ，批 号：

ＳＬＢＴ４５２４）；Ｔｒｉｚｏｌ试剂（上海普飞，批号：３１０１１００）；

ＲＩＰＡ裂解液（上海鼎国生物，批号：ＷＢ００７１）；ＢＣＲ

试剂盒 （上海碧云天生 物技术有限公司，批号：

Ｐ００１０Ｓ）；βａｃｔｉｎ（赛默飞世尔科技，批号：４３３３７６２Ｔ）；

ｃｙｃｌｉｎＤ３一抗（ＣＳＴ公司，１∶１０００稀释）。

引物由上海吉凯基因设计合成，ｃｙｃｌｉｎＤ３引物序

列为上游引物：５＇ＡＣＣＴＧＧＣＴＧＣＴＧＴＧＡＴＴＧＣ３＇，

下游引物：５＇ＧＡＴＣＡＴＧＧＡＴＧＧＣＧＧＧＴＡＣ３＇，扩增

产物１５８ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物序列为上游引物：５＇ＧＣＧＴ

ＧＡＣＡＴＴＡＡＧＧＡＧＡＡＧＣ３＇，下游引物：５＇ＣＣＡＣＧＴ

ＣＡＣＡＣＴＴＣＡＴＧＡＴＧＧ３＇，扩增产物２３６ｂｐ。

酶标仪（Ｔｅｃａｎｉｎｆｉｎｉｔｅ，型号：Ｍ２００９ＰＲ）；流式细

胞仪（ＢＤ，型号：Ｃ６Ｐｌｕｓ）；荧光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ，

型号：ＩＸ７１）；ｑＲＴＰＣＲ仪器（Ｒｏｃｈｅ，型号：ＬｉｇｈｔＣｙ

ｃｌｅｒ４８０Ⅱ）；ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳仪（上海天能，型

号：ＶＥ１８０）；蛋白转膜仪（上海天能，型号：ＶＥ１８６）。

１２　细胞培养、药物配制及实验分组

用１０％胎牛血清ＦＢＳ，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中

培养Ｆａｒａｇｅ细胞。半枝莲碱 Ａ 用 ＤＭＳＯ配制成１

ｍｇ／ｍＬ，４℃储存备用。将细胞分为对照组和半枝莲

碱Ａ预处理组。对照组加入ＤＭＳＯ培养液，预处理

组参照下述具体实验进行不同浓度梯度处理。

１３　犆犆犓８实验

将Ｆａｒａｇｅ细胞悬液接种于９６孔板中，待细胞沉

淀后，用不同质量浓度的半枝莲碱 Ａ（１０μｇ／ｍＬ、１５

μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ、３０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／ｍＬ、６０μｇ／ｍＬ、

８０μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ）进行干预，分别于２４ｈ、４８ｈ、

７２ｈ后，每孔加入１０μＬＣＣＫ８，培养２ｈ后，于酶标

仪４５０ｎｍ处测定各孔吸收光度值（Ａ），计算细胞活性

（％）＝（实验组Ａ／正常对照组Ａ）×１００％。

１４　流式细胞仪检测犉犪狉犪犵犲细胞凋亡率

将Ｆａｒａｇｅ细胞悬液接种于６孔板中，待细胞沉淀

后，用不同质量浓度的半枝莲碱 Ａ（２０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／

ｍＬ、６０μｇ／ｍＬ）进行干预。作用２４ｈ后，收集细胞并洗

涤，加入５μＬＰＩ染色，重悬细胞，再加入１０μＬＡｎｎｅｘｉｎ

ＶＡＰＣ染色，用流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况。

１５　细胞周期检测

将Ｆａｒａｇｅ细胞悬液培养于６ｃｍ 培养皿中，用不

同质量浓度半枝莲碱Ａ（２０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／ｍＬ、６０μｇ／

ｍＬ）处理细胞，培养２４ｈ后，以１３００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，经４℃ＤＰＢＳ洗涤，再次离心，并按ＰＩ∶ＲＮａｓｅ

Ａ∶ＤＰＢＳ∶ＴｒｉｔｏｎＸ１００＝２５∶１０∶１０００∶４０配比

进行细胞染色，用流式细胞仪检测并分析细胞周期。

１６　犚犜狇犘犆犚法检测犮狔犮犾犻狀犇３犿犚犖犃的表达

用不同质量浓度半枝莲碱 Ａ（２０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／

ｍＬ、６０μｇ／ｍＬ）处理Ｆａｒａｇｅ细胞２４ｈ后，收集细胞，

以２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清，细胞沉淀中加入１

ｍＬＴｒｉｚｏｌ，充分混匀静置后，转移至新的１．５ｍＬＥＰ

管中。每管加入２００μＬ氯仿，混匀并室温静置。于

４℃、１２８００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。吸取上层液体加入等

体积预冷异丙醇，混匀后４℃静置。再次离心弃上清。

加入１ｍＬ、７５％乙醇，洗涤沉淀。再多次离心弃上清，
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室温干燥。待ＲＮＡ沉淀透明时，加入ＲＮａｓｅｆｒｅｅ水

至完全溶解，用分光光度计分析测定所抽提ＲＮＡ的

浓度及质量。按逆转录试剂盒进行操作，将得到的逆

转录产物置于－２０℃保存备用。根据ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ

ＥｘＴａｑ试剂盒说明书加入相应试剂及样品，于９５℃５

ｓ，６０℃３４ｓ扩增４０个循环并分析结果。

１７　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋法检测犮狔犮犾犻狀犇３蛋白的表达

用不同质量浓度半枝莲碱 Ａ（２０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／

ｍＬ、６０μｇ／ｍＬ）处理细胞２４ｈ后，用预冷ＰＢＳ洗涤２

次细胞，加入ＲＩＰＡ裂解液并裂解１５ｍｉｎ。刮下细胞

并转移至ＥＰ管中，超声破碎细胞（功率４０ｗ，共２０

次，每次１ｓ，间隔２ｓ）。于４℃、离心力１２０００ｇ，离心

１５ｍｉｎ，取上清测定蛋白浓度。泳道中加入蛋白，进行

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，并转移至ＰＶＤＦ膜上。用含５％脱

脂牛奶的ＴＢＳＴ溶液室温封闭ＰＶＤＦ膜１ｈ，与ｃｙｃｌｉｎ

Ｄ３一抗孵育４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜；再与二抗室温孵

育１．５ｈ，ＴＢＳＴ洗膜。最后加入ＥＣＬ发光液曝光显

影，并检测ｃｙｃｌｉｎＤ３蛋白表达情况。

１８　统计学处理方法

采用ＩＢＭＳＰＳＳ２３．０软件进行数据分析，符合正态

分布的计量资料以均数±标准差（狓－±狊）表示，采用单因

素方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　半枝莲碱犃对犉犪狉犪犵犲细胞增殖的影响

随着作用时间和剂量的增加，半枝莲碱Ａ能够明显

抑制Ｆａｒａｇｅ细胞增殖。与对照组比较，半枝莲碱Ａ对

Ｆａｒａｇｅ细胞的增殖抑制率明显升高（犘均＜０．０５）。见

图１。

与对照组比较△犘＜０．０５。

图１　半枝莲碱Ａ对细胞增殖的影响

２２　半枝莲碱犃对犉犪狉犪犵犲细胞凋亡的影响

与对照组比较，２０μｇ／ｍＬ半枝莲碱Ａ处理组的早

期凋亡率明显增高（犘＜０．０５），晚期凋亡率和坏死率之

间差异无统计学意义（犘＞０．０５）；４０μｇ／ｍＬ半枝莲碱

Ａ处理组的早期凋亡率和坏死率明显增高（犘 均＜

０．０５），晚期凋亡率差异无统计学意义（犘＞０．０５）；６０

μｇ／ｍＬ半枝莲碱 Ａ处理组的早期、晚期凋亡率和坏

死率均明显增高（犘均＜０．０５）；各组细胞存活率随半

枝莲碱Ａ质量浓度的增加而逐渐降低，差异有统计学

意义（犘均＜０．０５）。见表１。

２３　半枝莲碱犃对犉犪狉犪犵犲细胞周期的影响

与对照组比较，２０μｇ／ｍＬ半枝莲碱 Ａ处理组处

于Ｇ０／Ｇ１期的细胞占比差异无统计学意义（犘＞

０．０５），处于Ｓ期的细胞占比增加（犘＜０．０５）、处于

Ｇ２／Ｍ期的细胞占比降低（犘＜０．０５）；４０μｇ／ｍＬ和６０

μｇ／ｍＬ半枝莲碱Ａ处理组处于Ｇ０／Ｇ１期的细胞占比

逐渐升高（犘均＜０．０５），处于Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期的细胞占

比显著降低（犘均＜０．０５）。见表２、图２。

表１　半枝莲碱Ａ对细胞凋亡的影响（狀＝３，狓－±狊）

质量浓度（μｇ／ｍＬ） 早期凋亡率（％） 晚期凋亡率（％） 坏死率（％） 存活率（％）

０ ３．０５±０．２６ ０．２０±０．０８ ０．０５±０．０１ ９６．７０±０．１８

２０ ５．３６±０．１３△ ０．２０±０．０１ ０．１１±０．０５ ９４．３３±０．１８△

４０ ５．９９±０．２１△ ０．３３±０．０７ ０．５８±０．０７△ ９３．１１±０．２１△

６０ ８．９６±０．２３△ ４．６８±０．０８△ ５．５６±０．３９△ ８０．８０±０．５７△

　　与对照组比较△犘＜０．０５。

表２　半枝莲碱Ａ对细胞周期的影响（狀＝３，狓－±狊）

质量浓度（μｇ／ｍＬ）
细胞周期分布（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

０ ３３．１８±０．６４ ４２．６２±０．５４ ２４．２１±０．７９

２０ ３２．９５±１．１２ ４８．７１±１．３０△ １８．３４±０．５０△

４０ ６２．０９±０．４６△ ３１．４８±０．２４△ ６．４２±０．２７△

６０ ７４．９３±０．５４△ １２．８２±０．７１△ １２．２６±０．９１△

　　与对照组比较△犘＜０．０５。

·６８１·



中西医结合研究２０２４年６月第１６卷第３期　犚犲狊犲犪狉犮犺狅犳犐狀狋犲犵狉犪狋犲犱犜狉犪犱犻狋犻狅狀犪犾犆犺犻狀犲狊犲犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犕犲犱犻犮犻狀犲犑狌狀２０２４，犞狅犾１６，犖狅３

图２　半枝莲碱Ａ对细胞周期的影响

２４　半枝莲碱犃对犉犪狉犪犵犲细胞犮狔犮犾犻狀犇３犿犚犖犃表

达的影响

　　与对照组比较，２０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／ｍＬ和６０μｇ／

ｍＬ半枝莲碱Ａ处理组ｃｙｃｌｉｎＤ３ｍＲＮＡ相对表达量

均降低，并呈剂量依赖性（犘均＜０．０５）。见表３。

２５　半枝莲碱犃对犉犪狉犪犵犲细胞犮狔犮犾犻狀犇３蛋白表达

的影响

　　不同质量浓度半枝莲碱 Ａ处理Ｆａｒａｇｅ细胞后，

均在３１ｋＤａ处检测到目标信号条带。与对照组比较，

２０μｇ／ｍＬ半枝莲碱 Ａ处理组ｃｙｃｌｉｎＤ３蛋白表达差

异无统计学意义（犘＞０．０５）；４０μｇ／ｍＬ和６０μｇ／ｍＬ

半枝莲碱 Ａ处理组ｃｙｃｌｉｎＤ３蛋白表达降低，并呈剂

量依赖性（犘均＜０．０５）。见图３、表４。

表３　半枝莲碱Ａ对ｃｙｃｌｉｎＤ３ｍＲＮＡ

表达的影响（狀＝３，狓－±狊）

质量浓度（μｇ／ｍＬ） ｃｙｃｌｉｎＤ３ｍＲＮＡ相对表达量

０ １．００２±０．０８４

２０ ０．６７３±０．０４２△

４０ ０．６１２±０．０３６△

６０ ０．５４７±０．０４３△

　　与对照组比较△犘＜０．０５。

表４　半枝莲碱Ａ对ｃｙｃｌｉｎＤ３蛋白

表达的影响（狀＝３，狓－±狊）

质量浓度（μｇ／ｍＬ） ｃｙｃｌｉｎＤ３蛋白相对表达量

０ ０．８９３±０．０４３

２０ ０．８５４±０．０２５

４０ ０．４７８±０．０３６△

６０ ０．２６３±０．０３１△

　　与对照组比较△犘＜０．０５。

图３　半枝莲碱Ａ对ｃｙｃｌｉｎＤ３蛋白表达的影响

３　讨论

ＥＢＶ＋ＤＬＢＣＬ作为亚洲、乃至我国ＤＬＢＣＬ的重

要组成部分，常规ＲＣＨＯＰ化疗方案的疗效较差，特

别是当出现ＥＢＶⅢ型潜伏感染以及在治疗中出现继

发性噬血细胞综合征时，预后更差［６７］。因此，积极探

寻有关ＥＢＶ＋ＤＬＢＣＬ的有效治疗手段显得意义重大。

半枝莲又名韩信草，为黄芩属植物，以干燥全草

入药。其性辛、且苦寒，多用于疔疮肿毒、跌扑伤痛、

水肿、黄疸及蛇虫咬伤等病症的治疗［８］。现代研究表

明，半枝莲有效成分包括黄酮、二萜、三萜、生物碱、甾

类、多糖等，其中黄酮、二萜、多糖等化合物具有良好

的抗肿瘤活性，对肺癌、肝癌、胃癌、结直肠癌、乳腺癌

和白血病等恶性肿瘤具有显著的抑制作用［４］。那么，

半枝莲碱Ａ作为二萜类化合物中的重要组成部分，是

否对ＥＢＶ＋ＤＬＢＣＬ细胞具有体外抑制作用，成为本研

究关注的重点。

从本实验结果来看，半枝莲碱Ａ能够从时间和剂

量上抑制ＥＢＶ＋ＤＬＢＣＬ细胞株Ｆａｒａｇｅ细胞增殖、并

诱导细胞凋亡，同时将细胞阻滞于Ｇ０／Ｇ１期，最终使

细胞周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ３表达降低。此外，在细胞生长

发育过程中，研究得最多的就是细胞周期蛋白和细胞

周期 依 赖 性 蛋 白 激 酶 （ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ，

ＣＤＫｓ）
［９］。Ｄ型细胞周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎＤ）作为细胞周

·７８１·
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期蛋白的一员，能够直接将生长因子信号与Ｇ１期进

展联系起来。另外，部分肿瘤的形成也与ｃｙｃｌｉｎＤ降

解有关［１０］。研究表明，ｃｙｃｌｉｎＤ家族能促进细胞增

殖，并加速细胞周期进程。其中，ｃｙｃｌｉｎＤ３是细胞周

期调控机制的重要组成部分，是 Ｇ１期ＣＤＫ４／ＣＤＫ６

的调节亚基，并参与Ｇ２／Ｍ期的调节
［１１］。在白血病的

研究中，ｃｙｃｌｉｎＤ３ＣＤＫ６磷酸化后使糖酵解途径关键

酶失活，使葡萄糖分解进入磷酸戊糖途径；使用ｃｙｃｌｉｎ

Ｄ３ＣＫＤ６抑制剂后，能增加肿瘤细胞内活性氧，从而

导致细胞凋亡［１２］。在我国淋巴瘤的研究中，ｃｙｃｌｉｎＤ３

是细胞周期蛋白中与非霍奇金淋巴瘤发病关系最密

切的蛋白，其表达水平与恶性程度呈明显正相关［１３］。

本研究检测半枝莲碱Ａ作用Ｆａｒａｇｅ细胞后ｃｙｃｌｉｎＤ３

的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平后发现，其以剂量依赖方

式使Ｆａｒａｇｅ细胞中ｃｙｃｌｉｎＤ３ｍＲＮＡ和蛋白表达降

低，推测ｃｙｃｌｉｎＤ３的表达下调可能与ＥＢＶ
＋ＤＬＢＣＬ

的发生、发展有关。

本研究以ＥＢＶ＋ＤＬＢＣＬ细胞株Ｆａｒａｇｅ细胞为研

究对象，发现半枝莲碱Ａ通过下调ｃｙｃｌｉｎＤ３表达，将

肿瘤细胞阻滞于Ｇ０／Ｇ１期并诱导凋亡。该结果不仅

为半枝莲及其有效成分抗肿瘤提供实验依据，还为

ＥＢＶ＋ＤＬＢＣＬ的治疗带来新的可能。
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