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　　补骨脂素（ｐｓｏｒａｌｅｎ，ＰＳＯ）是中药补骨脂中的主要成分。

研究表明自中药补骨脂中提取的 ＰＳＯ 加长波紫外线

（ＵＶＡ），即ＰＵＶＡ对人白血病细胞 ＮＢ４、Ｋ５６２、ＨＬ６０的生

长均有抑制作用［１２］，并可诱导白血病细胞凋亡。本研究应

用析因设计观察ＰＵＶＡ对ＮＢ４细胞线粒体膜电位（ΔΨｍ）的

影响，以探讨ＰＵＶＡ诱导其凋亡的作用机制。

１　材料和方法

１．１　细胞株　ＮＢ４细胞株由大连医科大学惠赠。

１．２　药品及主要试剂　ＰＳＯ为大连理工大学及本院共同由

纯中药补骨脂中提取和制备，纯度９８．５％。二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）购自北京化工厂。ＲＰＭＩ１６４０培养液和胎牛血清

为Ｇｉｂｃｏ产品。ＪＣ１为 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅ公司产品。

１．３　仪器和设备　流式细胞仪购自美国贝克曼库尔特公

司，ＧＬＹ１０型光量子血液平衡治疗仪由徐州华卫医疗设备

公司研制。

１．４　细胞培养　ＮＢ４细胞常规培养于含１０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养基（含硫酸庆大霉素０．０２５Ｕ／ｍｌ）中，于

３７℃、体积分数为５％ＣＯ２饱和湿度培养箱中进行连续

培养。　　　

１．５　流式细胞术早期凋亡试剂盒测定ＰＵＶＡ２４ｈ后 ＮＢ４
细胞的凋亡情况　取浓度为４．０×１０５／ｍｌ、处于对数生长期

的ＮＢ４细胞株５ｍｌ，分别加入补骨脂素０、５、１０、２０、４０μｌ，使

反应体系中的ＰＳＯ终浓度分别为０、１０、２０、４０、８０μｇ／ｍｌ，放

入石英比色皿中，在ＧＬＹ１０型光量子血液平衡治疗仪（λ＝

３６０ｎｍ）上以１Ｊ／ｍ２辐射量边照射边震荡，照射时间分别为

０、５ｍｉｎ。处理后各实验组细胞继续培养２４ｈ后，取１ｍｌ样

品以３００×ｇ的转速离心３ｍｉｎ，弃去上清液，用ＰＢＳ洗２次，

加１００μｌ含钙ＰＢＳ静置１０ｍｉｎ，加５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤ，１０μｌＰＩ，

避光１５ｍｉｎ，上机待测，以未经处理的ＮＢ４细胞为阴性对照，

于流式细胞仪（ＦＣＭ）上进行荧光检测，并给出相应阳性表达

率。

１．６　透射电镜下观察细胞超微结构特点　收集浓度为

５．０×１０５／ｍｌ，经ＰＵＶＡ（ＰＳＯ８０μｇ／ｍｌ＋ＵＶＡ５ｍｉｎ）处理

的ＮＢ４细胞１０ｍｌ，用ＰＢＳ清洗２次，转入２．０ｍｌ离心管，离

心（２０００×ｇ）３ｍｉｎ，弃上清，缓缓加入２．５％戊二醛２ｍｌ，

４℃冰箱静置２ｈ以上。磷酸缓冲液冲洗，锇酸固定，水洗、

脱水，浸透、包埋，制定超薄切片，透射电镜下观察。

１．７　流式细胞术测定ＰＵＶＡ２４ｈ后ＮＢ４细胞ΔΨｍ的变化

情况　试验分组及处理方法同前。收集１×１０６个细胞，重悬

于１ｍｌＰＢＳ中，加入２００μｍｏｌ／ＬＪＣ１１０μｌ，３７℃、体积分数

为５％ＣＯ２ 孵育１５～３０ｍｉｎ，２ｍｌＰＢＳ洗１次，室温下离心

（５００×ｇ）３ｍｉｎ，弃上清，加５００μｌＰＢＳ，轻摇试管使细胞重

悬，上机检测，用５０ｍｍｏｌ／ＬＣＣＣＰ１μｌ，３７℃孵育５ｍｉｎ，进

行荧光标准补偿，并记录荧光强度。

１．８　统计学处理　所有实验结果均来自至少３组平行或３

次重复实验。计量资料以珚ｘ±ｓ表示，采用２×５析因设计的

方差分析；所有统计采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件完成。

２　结　果

２．１　细胞凋亡　ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染早期凋亡试剂盒检测

ＰＵＶＡ后２４ｈ，ＮＢ４细胞的凋亡率见表１。析因设计的方差

分析结果显示，ＰＵＶＡ可上调 ＮＢ４细胞的凋亡率，两因素不

同水平间的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），各因素之间有交

互作用（Ｐ＜０．０１）。

２．２　细胞ΔΨｍ的变化　应用流式细胞仪检测ＰＵＶＡ后

２４ｈＮＢ４细胞ΔΨｍ的相对荧光强度的变化，见表２。ＰＵＶＡ

可下调ＮＢ４细胞ΔΨｍ水平，两因素不同水平间的差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０１），各因素之间有交互作用（Ｐ＜０．０１）。

２．３　超微结构的改变　透射电镜下观察ＰＵＶＡ后 ＮＢ４细

胞出现胞体缩小，胞质浓缩，胞核体积减小，裂解成一个或数

个致密体，可见核小体碎裂，核染色质聚集或边集，部分染色
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质致密成斑块状或沿核膜收缩成新月体状，整个细胞可裂解 成大小不一凋亡小体。见图１。

表１　ＰＵＶＡ后２４ｈＮＢ４细胞凋亡率
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

辐照时间
ｔ／ｍｉｎ

ＰＳＯρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

０ １０ ２０ ４０ ８０
０ ７．８８±０．６４ ９．３７±０．６６ ９．５６±０．４８ １１．０１±２．０３ ２２．９７±１．５９
５ １２．０３±１．２６ １５．４４±１．０１ ３０．７４±１．５５ ３８．１６±１．２５ ４２．１０±１．５４

表２　ＰＵＶＡ后２４ｈＮＢ４细胞株相对荧光强度的变化
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

辐照时间
ｔ／ｍｉｎ

ＰＳＯρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

０ １０ ２０ ４０ ８０
０ ５８３．３３±２．１５ ４３６．９０±３．１８ ３７６．８０±５．９１ ３３３．４０±７．０１ ３２３．５３±６．９８
５ ２３７．１０±８．５１ ２１０．４３±６．４０ ２０６．８３±５．３９ ２００．７３±８．７８ １８２．２７±８．５９

图１　ＮＢ４细胞ＰＵＶＡ后超微结构的改变

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２５００（Ａ）；×６０００（Ｂ）

３　讨　论

　　研究表明在波长范围为３２０～３６０ｎｍ之间的紫外光照射

下，可激发ＰＳＯ的动力效应，增强其抗肿瘤及抗白血病的作

用［１６］。本实验在３６０ｎｍＵＶＡ 照射条件下，流式细胞术检测

结果显示ＮＢ４细胞的凋亡率随着ＰＳＯ浓度的增加、ＵＶＡ 照射

时间的延长而增加，呈现剂量时间依赖性；不同浓度的ＰＳＯ、

不同照射时间的 ＵＶＡ 对 ＮＢ４细胞的凋亡率有显著性差异

（Ｐ＜０．０１），且ＰＳＯ浓度与ＵＶＡ照射时间呈现交互作用（Ｐ＜

０．０１）。透射电镜下观察到ＰＵＶＡ后ＮＢ４细胞的超微结构呈显

出凋亡的形态学改变。研究结果表明ＰＳＯ可诱导ＮＢ细胞的

凋亡，加用ＵＶＡ照射可明显增强ＰＳＯ诱导细胞凋亡的作用。

当ＰＳＯ浓度为８０μｇ／Ｌ、ＵＶＡ 照射时间为５ｍｉｎ时，ＮＢ４细胞

的凋亡率达最高值为（３４．９±０．３０）％。

　　研究已表明线粒体在细胞凋亡的过程中起枢纽作用，而

ΔΨｍ降低被认为是细胞凋亡级联反应过程中最早发生的事

件，出现在细胞核变化（染色质浓缩、ＤＮＡ断裂）之前［７８］，一

旦ΔΨｍ剧变，则细胞凋亡将不可逆转。本实验采用流式细

胞术检观察到 ＮＢ４细胞的ΔΨｍ的水平随着ＰＳＯ浓度的增

加、ＵＶＡ照射时间的延长而下降，呈现剂量－时间依赖性；

不同浓度的ＰＳＯ、不同照射时间的ＵＶＡ对ＮＢ４细胞的ΔΨｍ

影响有显著性差异（Ｐ＜０．０１），且ＰＳＯ浓度与 ＵＶＡ照射时

间呈现交互作用（Ｐ＜０．０１），表明ＰＳＯ可降低 ΔΨｍ，且与

ＵＶＡ有协作用，加用 ＵＶＡ照射可明显增强ＰＳＯ的作用强

度。当ＰＳＯ浓度为８０μｇ／Ｌ、ＵＶＡ时间为５ｍｉｎ时，ＮＢ４白

血病细胞株ΔΨｍ达最低值为（１８２．２７±８．５９）。

　　由此可见，ＰＵＶＡ降低 ＮＢ４细胞的ΔΨｍ是诱导 ＮＢ４细

胞凋亡的作用机制之一。
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