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【摘　要】　目的　探讨不同浓度松果菊苷 (ECH)对１Ｇ甲基Ｇ４Ｇ苯基Ｇ吡啶离子 (MPP＋ )损伤的人神经母细胞瘤 (SHＧ
SY５Y)细胞存活率的影响.方法　体外培养SHＧSY５Y细胞,以不同浓度 (浓度分别为１０μg/mL、２０μg/mL、４０μg/mL、

８０μg/mL)的松果菊苷与１mmol/LMPP＋ 共同孵育,四甲基偶氮唑盐法测定 (MTT)法检测各组细胞存活率.结果　
MPP＋ 可明显降低SHＧSY５Y细胞存活率,不同浓度的松果菊苷对 MPP＋ 损伤后的SHＧSY５Y细胞存活率均有一定程度的提

升,以４０μg/mL和８０μg/mL组增加明显 (P＜０􀆰０５).结论　松果菊苷对 MPP＋ 损伤的SHＧSY５Y细胞有保护作用,可考

虑将４０μg/mL和８０μg/mL浓度松果菊苷作为后续实验浓度.
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　　帕金森病 (parkinson̓sdisease,PD)作为全

球第二大神经退行性疾病,其主要的病理特征是中

脑黑质多巴胺能神经元的大量丢失[１].中医理论认

为 “肾虚髓空”是PD的发病机制,“补肾益髓”是

治疗的关键.本课题组前期研究已表明补肾中药肉

苁蓉能改善PD模型动物的行为学[２Ｇ４],增加PD模

型大鼠脑内多巴胺的含量[５],对神经细胞具有保护

作用;但具体机制尚不明晰.松果菊苷 (echinacoＧ
side,ECH)是肉苁蓉的主要成分,具有抗氧化、
抗炎、抗肿瘤等多种药物活性[６Ｇ７],对氧化损伤的

肝细胞、心肌细胞均有保护作用[８Ｇ９],那么,松果

菊苷是否能够保护损伤的多巴胺能神经细胞,其具

体机制如何,尚需实验证实.本实验拟通过探讨不

同 浓 度 松 果 菊 苷 对 １Ｇ甲 基Ｇ４Ｇ苯 基Ｇ吡 啶 离 子

(MPP＋ )损伤的人神经母细胞瘤 (SHＧSY５Y)细

胞的存活率的影响,为进一步的实验提供依据.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:１)实验细胞:SHＧSY５Y 细胞 (购自

中国科学院上海细胞库).２)药材试剂:松果菊

苷、MPP＋ (sigma公 司,货 号:０７６６８、D０４８),

MTT (上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司,货 号:

ST３１６),DMSO、青/链霉素 (上海碧云天生物技

术有限公司),９６孔板、１５mL离心管、１０cm 培

养皿 (CorningIncorporated 公司),胰 酶、PBS、
胎牛血清、培养液 (Hyclone公司).３)仪器:超

净工 作 台 (苏 州 净 化 设 备 有 限 公 司, 型 号:

AIRTECH)、倒置显微镜 (日本尼康公司,型号:

TS１００)、离心机 (长沙湘仪离心机仪器有限公司,
型号:TDZ４AＧWS)、 二 氧 化 碳 培 养 箱 (美 国

Thermo,型号:HF２１２UV)、电子天平 (奥豪斯

仪器有限公司,型号:CP２１４)、酶标仪 (美国宝

特,型号:BioＧTEKELx８００).

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　细胞培养:

１􀆰２􀆰１􀆰１　细胞复苏:将保存在―８０℃中的细胞冻

存管置于３７℃水浴锅中溶化,转移到１５mL离心

管中,加入１０mL细胞培养液,１０００rpm 离心５
min,弃上清,加４mL细胞培养液重悬细胞,转

移到培养瓶中,３７ ℃、５％CO２ 饱和湿度条件下

培养.

１􀆰２􀆰１􀆰２　细胞传代:取对数生长期的细胞,用２
mLPBS洗１遍,加１mL胰酶消化１min后,加

入３mL细胞培养液,轻轻吹打后,将细胞培养液

转移到１５mL离心管,１０００rpm 离心５min,弃

上清,加８mL细胞培养液重悬细胞,转移到２个

培养瓶中,３７ ℃、５％CO２ 饱和湿度条件下培养,
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用于后续实验.

１􀆰２􀆰１􀆰３　 含 MPP＋ 培养液的配制:取 １０ mg的

MPP＋ 粉末溶于３３􀆰６μL纯水配制成浓度为１mol/

L母液,４ ℃冰箱保存.实验时用 DMEM/F１２培

养基稀释成含不同浓度 MPP＋ 的培养液 (终浓度分

别为０􀆰１、０􀆰２５、０􀆰５、１、２mmol/L),阴性对照

为新鲜配制的培养液.

１􀆰２􀆰１􀆰４　含松果菊苷培养液的制备:取７􀆰８６mg
的松果菊苷粉末溶于１mL 的纯水配制成浓度为

７􀆰８６mg/mL的松果菊苷母液,４ ℃冰箱保存.实

验时用 DMEM/F１２培养基稀释成含不同浓度松果

菊苷的培养液 (终浓度分别为０、１０、２０、４０、８０、

１６０μg/mL),阴性对照为新鲜配制的培养液.

１􀆰２􀆰２　MTT法测定细胞活性:取对数生长期的细

胞,取５×１０４ 的细胞接种至９６孔板中,取５０mg
的 MTT 粉末加１０mL 的 PBS,终浓度为５mg/

mL,每孔加入５mg/mL的 MTT 溶液２０μL,避

光培养４h,弃上清,每孔加入１５０μL的 DMSO
溶液,震荡１０min,自动酶标读数仪比色 (主波长

４９０nm,次波长６３０nm),测定其吸光值,计算各

组细胞的存活率.细胞存活率 (％)＝实验组吸光

值/阴性对照组吸光度均值×１００％.

１􀆰３　统计学分析:采用 SPSS２５􀆰０对实验数据进

行分析,实验结果以均值±标准差的形式表示,各

组间比较用单因素方差分析,组间两两比较,方差

齐则 采 用 LSD 检 验;方 差 不 齐 则 采 用 GamesＧ
Howell.P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　不同浓度松果菊苷对SHＧSY５Y细胞存活率的

影响:为了确定 ECH 的无毒剂量,将不同浓度

ECH 与SHＧSY５Y细胞共同孵育２４h,MTT法检

测细胞存活率,结果如表１所示:浓度为１０μg/

mL、２０μg/mL、４０μg/mL、８０μg/mLECH 处理

２４h后,和空白组比较,SHＧSY５Y 细胞存活率差

异无统计学意义;然而当ECH 浓度增加到１６０μg/

mL时,差异具有统计学意义 (P＜０􀆰０５).因此选

用１０μg/mL、２０μg/mL、４０μg/mL、８０μg/mL
的ECH 作为后续实验浓度.

２􀆰２　不同浓度 MPP＋ 对SHＧSY５Y细胞存活率的影

响:将 ０􀆰１ mmol/L、０􀆰２５ mmol/L、０􀆰５ mmol/

L、１mmol/L、２mmol/LMPP＋ 与SHＧSY５Y细胞

共同孵育２４h,与空白组比较,不同浓度的 MPP＋

对SHＧSY５Y细胞存活率有抑制作用 (P＜０􀆰０１),
且随着 MPP＋ 浓度的升高,抑制作用更明显.当

MPP＋ 浓度为１mmol/L时,细胞存活率大约降为

正常的一半,故选用１mmol/L MPP＋ 为细胞损伤

浓度.见表２.

表１　不同浓度松果菊苷对SHＧSY５Y细胞

存活率的影响 (x±s)

　　组别 A 值 细胞存活率/％

空白组 ０􀆰３９±０􀆰０４ １００
１０μg/mLECH 组 ０􀆰３８±０􀆰０３ ９７􀆰１９±８􀆰２４
２０μg/mLECH 组 ０􀆰４３±０􀆰０５ １１０􀆰２７±１５􀆰３０
４０μg/mLECH 组 ０􀆰４４±０􀆰０６ １１２􀆰４３±１６􀆰０３
８０μg/mLECH 组 ０􀆰４４±０􀆰０３ １１３􀆰５５±７􀆰７８
１６０μg/mLECH 组 ０􀆰４８±０􀆰０５ １２２􀆰７１±１３􀆰３０∗

　　注:与空白组比较,∗ P＜０􀆰０５.

表２　不同浓度 MPP＋ 对细胞存活率的影响 (x±s)

　　组别 A 值 细胞存活率/％

空白组 ０􀆰６１±０􀆰０２ １００
０􀆰１mmol/LMPP＋ 组 ０􀆰４３±０􀆰０４ ７０􀆰４０±７􀆰２３∗

０􀆰２５mmol/LMPP＋ 组 ０􀆰４１±０􀆰０４ ６７􀆰２０±８􀆰１７∗

０􀆰５mmol/LMPP＋ 组 ０􀆰３６±０􀆰０５ ６０􀆰００±８􀆰３７∗

１mmol/LMPP＋ 组 ０􀆰３３±０􀆰０５ ５３􀆰４０±８􀆰６８∗

２mmol/LMPP＋ 组 ０􀆰２５±０􀆰０４ ４２􀆰２０±７􀆰８６∗

　　注:与空白组比较,∗P＜０􀆰０１.

２􀆰３　不同浓度的松果菊苷对 MPP＋ 作用的 SHＧ
SY５Y细胞存活率的影响:为了检测不同浓度的

ECH 对 MPP＋ 损伤的 SHＧSY５Y 细胞存活率的影

响,将 １０、２０、４０、８０μg/mL 的 ECH 与 SHＧ
SY５Y细胞共同孵育２４h后再用１mmol/L MPP＋

处理２４h,MTT法检测各组细胞活性.与空白组

比较,MPP＋ 处理后细胞存活率较正常组降低 (P＜
０􀆰０５);与模型组比较,不同浓度ECH 处理后细胞

存活率均有所增加,其中４０μg/mL和８０μg/mL
ECH 组增加明显 (P＜０􀆰０５).

表３　不同浓度ECH对 MPP＋ 作用的SHＧSY５Y
细胞存活率的影响 (x±s)

　　组别 A 值 细胞存活率％

空白组 ０􀆰４７±０􀆰０４ １００
模型组 ０􀆰３２±０􀆰０２ ６９􀆰６５±２􀆰３８∗

１０μg/mLECH 组 ０􀆰４０±０􀆰１０ ８５􀆰４７±２１􀆰５５
２０μg/mLECH 组 ０􀆰３９±０􀆰０６ ８３􀆰０６±１１􀆰９１
４０μg/mLECH 组 ０􀆰４５±０􀆰０７ ９５􀆰９２±１４􀆰８１＃

８０μg/mLECH 组 ０􀆰４４±０􀆰０４ ９３􀆰６７±８􀆰６３＃

　　注:与空白组比较,∗P＜０􀆰０１;与模型组比较,＃P＜０􀆰０５.
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３　讨论

目前帕金森病主要是以西药左旋多巴替代疗法

为主,但长期使用会出现疗效减退以及剂末现象、
开关现象等并发症[１０].中药在改善PD症状,缓解

并发症上具有一定优势[１１].中医理论认为 “肾主

骨生髓通于脑”,而帕金森病的发病之本为 “肾虚

髓空”,若能使 “肾藏精生髓,肾精充沛,滋养补

充脑髓,则髓海充盈,脑之功能正常”,故 “补肾

益髓”是治疗帕金森病的重要思路[１２].肉苁蓉是

常见的补肾中药,为肉苁蓉属植物干燥带鳞叶的肉

质茎,具有补肾阳、益精血、润肠通便的功效[１３].
本课题组前期在动物实验中发现肉苁蓉能改善 PD
模型大鼠行为学,增加PD模型大鼠脑内多巴胺的

含量,对神经细胞起到保护作用.但由于中药成分

多样,具体是肉苁蓉中的哪种成分起作用以及具体

机制如何,尚需进一步的细胞实验证实.
松果菊苷是肉苁蓉中提取的有效单体,是肉苁

蓉最主要的有效成分.已有研究表明松果菊苷对氧

化损伤的肝细胞、心肌细胞均有保护作用.本实验

采用的 MPP＋ 复制PD细胞模型的造模方法是一种

常用的PD造模方法.MPTP具有高度脂溶性,易

通过血脑屏障,在单胺氧化酶的作用下转化为离子

化的１Ｇ甲基Ｇ４Ｇ苯基吡啶 (MPP＋ ),由 DA 转运体

转入DA神经元内造成神经细胞的毒性损伤,同时

MPP＋ 能产生明显的 DA 能通路病理及生化损伤,
能复制出大部分PD病理及生理损害特征,在临床

前评价药效方面具有一定的优势.因此 MPP＋ 常被

用于实验室复制 PD 细胞模型[１４].神经母细胞瘤

(NB)是一种分化程度低且具有恶性度的实体瘤,

NB常见的细胞是 SHＧSY５Y 细胞,因其具有独特

的自行消退逆转的生物学特性和多巴胺能神经元的

特性,被广泛用来建立 PD细胞模型[１５].MTT 法

是经典的检测细胞存活和生长的方法,其原理为活

细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶可将黄绿色的 MTT
降解为不溶于水的蓝紫色结晶甲瓒并沉积在细胞

中,DMSO进一步将甲瓒溶解成溶液,通过自动酶

标读数仪比色 (主波长４９０nm,次波长６３０nm),
测定其吸光值,从而间接检测活细胞数量.死细胞

则无此功能.在一定细胞数范围内,MTT 结晶形

成的量与细胞数成正比.因其操作简单,灵敏度

高,被广泛应用于细胞活力的检测[１６].本实验体

外培养SHＧSY５Y 细胞,采用 MPP＋ 复制 PD 细胞

模型,通过 MTT法检测不同浓度松果菊苷干预后

各组细胞的存活率,结 果 发 现 松 果 菊 苷 能 增 加

MPP＋ 损伤后SHＧSY５Y 细胞的存活率,以４０μg/

mL和８０μg/mL组最明显,对 SHＧSY５Y 细胞具

有保护作用.本研究为进一步探讨补肾中药肉苁蓉

治疗帕金森病的机制提供了一定的实验依据.
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白花蛇舌草抗骨肉瘤的有效部位筛选及对BclＧ２和Bax细胞
因子表达的影响
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【摘　要】　目的　考察白花蛇舌草提取物对骨肉瘤细胞生长及BclＧ２和 Bax细胞因子的影响.方法　对白花蛇舌草进

行不同部位的分离提取,提取物分为 A、B、C、D４组,采用 MTT法检测各组对 MG６３细胞活性的影响;同时用不同部位

提取物喂养裸鼠 (骨肉瘤胫骨原位移植瘤模型),采用 RTＧPCR 和 Westernblot分别检测移植瘤细胞中 BclＧ２和 Bax因子

mRNA和蛋白表达水平.结果　白花蛇舌草的多部分提取物均能显著抑制 MG６３骨肉瘤细胞的生长 (P＜０􀆰０５),促进肉瘤

裸鼠模型瘤细胞中促凋亡蛋白Bax因子 mRNA 和蛋白的表达 (P＜０􀆰０５),抑制凋亡蛋白 BclＧ２因子 mRNA 和蛋白的表达

(P＜０􀆰０５),其中C组的效果最明显,与其他组比较有显著改变 (P＜０􀆰０５),A、B、D组间无显著变化 (P＞０􀆰０５).结论

　白花蛇舌草提取物具有抑制 MGＧ６３细胞成长,促进Bax因子、抑制BclＧ２因子表达的作用.
【关键词】白花蛇舌草;骨肉瘤;细胞凋亡;细胞周期

【中图分类号】R７３８􀆰１　 【文献标识码】A　 【文章编号】１００２Ｇ２６００(２０２０)０３Ｇ０１１９Ｇ０３

　　骨肉瘤是青少年最常见的原发恶性骨肿瘤,发

病率约为３/１００万[１].该瘤恶性程度高,预后差,
给家庭和社会带来极大负担.１９７０ 年之前,骨肉

瘤的治疗采用高位截肢或关节夹层治疗,给患者的

身心造成了极大的创伤.随着新辅助化疗的广泛推

广,骨肉瘤的５年生存率达到６０％~８０％.在过去

的３０年中,骨肉瘤研究领域尚未有明确的新药,
治疗计划也无较大进展.手术是目前骨肉瘤最有效

的治疗方法,但患者心理、肉瘤位置、术后转移和

经济负担会影响患者治疗效果,因此寻找其他经

济、安全的保肢治疗方案尤为重要.有临床研究报

道证实,中医也可为骨 肉 瘤 治 疗 提 供 有 效 的 方

法[２].如黄金昶等[３]采用自制骨瘤消胶囊结合中药

汤剂治疗骨肉瘤２２ 例,取得了良好效果.本项目

拟对白花蛇舌草不同部位作提取分离,采用 MTT
法检测不同提取物对 MG６３细胞活性的影响,同时

用不同部位提取物喂养骨肉瘤胫骨原位移植瘤裸

鼠,采用RTＧPCR和 Westernblot分别检测移植瘤

细胞BclＧ２和Bax因子的 mRNA 和蛋白表达水平,
探讨不同提取物的抗肿瘤作用机制.
１　材料与方法

１􀆰１　材料:人骨肉瘤 MGＧ６３细胞株 (南京科佰生

物科技有限公司),BALB/C裸鼠 [体质量 (１８±
２)g,吴氏实验动物中心,生产许可证号:SCXK
(闽)２０１６－０００３],白花蛇舌草 (福建省医学科学

研究院药物研究所),胎牛血清 (FBS)、DMEM 培

养基 (美国 Hyclone公司),噻唑蓝 (MTT,美国

Sigma公司),RIPA 裂解液、BCA 法蛋白定量试

剂盒、UltraECL底物化学发光检测试剂盒 (美国

Invitrogen公司),鼠抗人BclＧ２、Bax及内参 GAPＧ
DH 一抗、羊抗鼠辣根过氧化物酶 (HRP)标记二

抗 (英国 Abcam 公司).

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　白花蛇舌草分离提取:取５kg白花蛇舌

草,粉碎,５倍８０％乙醇浸泡２４h,每次在乙醇综

合提取器中提取２h,共提取２次.将两次提取液

合并混匀,回收乙醇,将得到的浸膏溶于水∶乙醇

(２∶１)混合液.采用如下方法作进一步分离提取:

A组:石油醚萃取５次,浓缩得石油醚提取部位;

B组:三氯甲烷萃取５次,浓缩得三氯甲烷提取部

位;C组:乙酸乙酯萃取５次,浓缩得乙酸乙酯提

取部位;D组:正丁酸萃取５次,浓缩得正丁酸提

取部位.
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