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　　［摘要］　目的　研究夏枯草对淋巴瘤细胞（Ｒａｊｉ细胞）生长的影响及可能的机制。方法　参考临床常用剂量，采用５０
ｇ／Ｌ夏枯草（夏枯草组）、５０ｇ／Ｌ夏枯草＋２０μｍｏｌ／ＬＪＮＫ特异抑制剂ＳＰ６００１２５（ＳＰ６００１２５组）、５０ｇ／Ｌ夏枯草＋１μｍｏｌ／ＬＡｋｔ
特异抑制剂 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组）处理Ｒａｊｉ细胞，以同体积生理盐水作为对照组，应用 ＭＴＴ法检测各组的细胞增殖

率，蛋白免疫印迹法检测各组的ＪＮＫ和Ａｋｔ磷酸化水平。结果　夏枯草组细胞增殖率低于对照组（Ｐ＜０．０５），ＳＰ６００１２５组
细胞增殖率比夏枯草组增高（Ｐ＜０．０５），Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组细胞增殖率比夏枯草组降低（Ｐ＜０．０５）；ＪＮＫ磷酸化水平在夏枯草组

中明显升高（Ｐ＜０．０５），ＳＰ６００１２５可以抑制其磷酸化（Ｐ＜０．０５），Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ不能抑制其磷酸化（Ｐ＞０．０５）；Ａｋｔ磷酸化水平

在夏枯草组中降低（Ｐ＜０．０５），ＳＰ６００１５及 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ均可抑制其磷酸化（Ｐ＜０．０５）。结论　夏枯草可以明显抑制Ｒａｊｉ细
胞的生长，这种抑制作用可能是通过激活ＪＮＫ信号转导通路，抑制Ａｋｔ通路激活实现的。
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　　夏枯草为唇形科植物夏枯草ＰｒｕｎｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓＬ．的干

燥成熟果穗，具有散结消肿之功效。体外实验提示该药能诱

导人胃癌ＳＧＣ７９１０细胞株凋亡［１］，并对人肺癌细胞 Ａ５４９
具有显著细胞毒作用［２］。本课题组先前曾证明夏枯草具有

良好的体外抗淋巴瘤增殖［３］和诱导淋巴瘤细胞凋亡的作

用［４］。许多研究表明，ＪＮＫ通路和 Ａｋｔ通路与细胞凋亡密

切相关，本研究以人Ｂ淋巴瘤白血病细胞系Ｒａｊｉ为靶细胞，

研究夏枯草对其增殖的影响，并观察ＪＮＫ通路和 Ａｋｔ通路

在其中的作用，为临床应用夏枯草治疗淋巴瘤提供一定的实

验依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　人Ｂ淋巴瘤Ｒａｊｉ细胞株（中国科学院细胞

研究所）；夏枯草注射液（上海中医药大学附属曙光医院药厂

提供，为单味夏枯草经水煎醇沉法制成的注射液，含生药３

ｇ／ｍｌ，符合《中华人民共和国药典》注射剂项下有关规定，批

号为沪卫药剂９１１２１，实验时用生理盐水稀释，调ｐＨ 值至

７．０）；ＭＴＴ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；兔抗人ＪＮＫ抗体、兔抗人ｐ

ＪＮＫ（Ｔｈｒ１８３／Ｔｙｒ１８５）抗体、兔抗人 Ａｋｔ抗体、鼠抗人ｐＡｋｔ
（Ｓｅｒ４７３／５８７Ｆ１１）抗体（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司）；辣根过氧

化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ、辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠

ＩｇＧ（北京中杉金桥生物技术有限公司）。

１．２　实验分组　配制１０００ｇ／Ｌ的夏枯草溶液，实验时用生

理盐水稀释，分为夏枯草组（５０ｇ／Ｌ夏枯草）、ＳＰ６００１２５组

（５０ｇ／Ｌ夏枯草＋２０μｍｏｌ／ＬＪＮＫ特异抑制剂ＳＰ６００１２５）、

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组（５０ｇ／Ｌ夏枯草＋１μｍｏｌ／ＬＡｋｔ特异抑制剂

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ）及对照组（同体积生理盐水）。

１．３　细胞培养　用含１０％胎牛血清的培养液常规培养Ｒａｊｉ
细胞株，培养条件为３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度，每２ｄ换液

１次。　　　
１．４　ＭＴＴ法检测Ｒａｊｉ细胞的生长变化　取对数生长期的

细胞经常规消化后制成单细胞悬液，调整细胞密度为２．５×

１０４／ｍｌ，接种于９６孔板中，每孔０．２ｍｌ，３７℃、５％ＣＯ２培养箱

中培养２４ｈ待细胞贴壁，按实验设计处理细胞（每组设６个

复孔，独立重复３次），随后放回３７℃、５％ＣＯ２培养箱继续培

养４８ｈ；每孔加入５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ液２０μｌ，继续孵育４ｈ，取

出培养板，弃去 ＭＴＴ液，每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ，微量震荡

器震荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解，ＤＭＳＯ调零后，在４９２

ｎｍ波长下用酶联免疫检测仪检测每孔的光密度值，按下列

公式计算细胞生长增殖率：细胞生长增殖率＝（实验组平均

光密度值／对照组平均光密度值）×１００％。

１．５　蛋白印迹法检测ＪＮＫ和 Ａｋｔ磷酸化水平　各组细胞

离心收集，将约１×１０６个细胞置于细胞裂解液（３０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＨＣＯ３，０．１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，０．５ｍｍｏｌ／

Ｌ苯甲基磺酰氟，２ｍｇ／Ｌ抑肽酶）中，在冰水浴中反复吹打

使其破碎，４℃，１１２５５×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液，即为细

胞提取液。进行总蛋白定量，调整蛋白浓度一致后，进行

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后转移至硝酸纤维素膜，分别以兔抗人

ＪＮＫ抗体、兔抗人ｐＪＮＫ（Ｔｈｒ１８３／Ｔｙｒ１８５）抗体、兔抗人Ａｋｔ
抗体和鼠抗人ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３／５８７Ｆ１１）抗体为一抗，再分别以
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辣根过氧化物酶标记山羊抗兔和抗小鼠ＩｇＧ为二抗，进行免

疫印迹分析，ＥＣＬ显色后，应用ＧｅｎｅＴｏｏｌ图像分析软件进行

定量分析。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０对数据进行分析，数据

以珚ｘ±ｓ表示，计量资料多组间比较采用单因素方差分析，

ＬＳＤ法进行多重比较，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　各处理因素对细胞生长的影响　ＭＴＴ法检测各组细

胞增殖率，以对照组为１００％，夏枯草组、ＳＰ６００１２５组和

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组分别为（６７．３２±１．９６）％、（９７．１４±１．２５）％、

（４５．１８±０．３６）％；与夏枯草组比较，ＳＰ６００１２５组细胞增殖

率增高，Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组下降，差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），说明夏枯草可明显抑制 Ｒａｊｉ细胞增殖，ＪＮＫ和 Ａｋｔ
在其中起到一定作用。

２．２　各组ＪＮＫ磷酸化水平的变化　各组在不同因素处理细胞

后，采用蛋白印迹法检测ＪＮＫ磷酸化水平，结果如图１所示，夏

枯草组ＪＮＫ的磷酸化水平（０．４８±０．０３）明显高于对照组

（０．４２±０．０１，Ｐ＜０．０５），加入ＳＰ６００１２５后，ＪＮＫ磷酸化水平下降

（０．４３±０．００２，与夏枯草组比较Ｐ＜０．０５），加入 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ则

无明显变化（０．４７±０．０５，与夏枯草组比较Ｐ＞０．０５）。

图１　各组ＪＮＫ的磷酸化水平

１：对照组；２：夏枯草组；３：ＳＰ６００１２５组；４：Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组

２．３　各组Ａｋｔ磷酸化水平的变化　各组在不同因素处理细

胞后，采用蛋白印迹法检测 Ａｋｔ磷酸化水平，结果如图２所

示，夏枯草组Ａｋｔ的磷酸化水平（０．７３±０．０２）低于对照组

（１．６３±０．０１，Ｐ＜０．０５）；加入ＳＰ６００１２５后，Ａｋｔ的磷酸化水

平进一步降低（０．６８±０．０１，与夏枯草组比较Ｐ＜０．０５）；加

入 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ后，Ａｋｔ的磷酸化几乎被完全抑制（０．００±

０．００，与其他组比较Ｐ＜０．０５）。

图２　各组Ａｋｔ的磷酸化水平

１：对照组；２：夏枯草组；３：ＳＰ６００１２５组；４：Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组

３　讨　论

　　淋巴瘤的治疗以化疗为主，但大部化疗药物的疗效不尽

如人意。细胞凋亡是机体免疫自稳和免疫监视功能的重要

组成部分，对肿瘤的发生、发展及药物治疗有重要影响。诱

导细胞凋亡是目前中草药抗肿瘤机制的研究热点。目前已

经有多篇专利报道抗癌中成药的主要成分是夏枯草［５７］。本

研究采用 ＭＴＴ实验观察了夏枯草对Ｒａｊｉ细胞增殖的影响。

结果表明，夏枯草可明显抑制Ｒａｊｉ细胞的增殖。

　　蛋白激酶介导信号转导通路的活化是细胞对周围环境

变化的主要反应之一。蛋白激酶ＪＮＫ，静止时位于细胞质，

相对分子质量为５４０００，一旦被激活，ＪＮＫ便由细胞质进入

细胞核［８］。ＪＮＫ蛋白的磷酸化标志着ＪＮＫ信号转导通路的

激活［９］，本实验结果显示，ＪＮＫ信号转导通路被激活，并可被

该通路的抑制剂抑制。

　　Ａｋｔ是ＰＩ３Ｋ信号途径的下游效应分子之一，是ＰＩ３Ｋ最

主要的靶酶。Ａｋｔ蛋白上的苏氨酸磷酸化位点（Ｔｈｒ３０８）和

丝氨酸磷酸化位点（Ｓｅｒ４７３）磷酸化而使其活化。激活后的

Ａｋｔ蛋白通过一系列的底物磷酸化，达到保护细胞生存和抗

凋亡的重要作用［１０］，在恶性肿瘤发生、发展过程中常可见

到［１１］。另外，多种细胞的生存、凋亡信号通过激活 ＰＩ３Ｋ／

Ａｋｔ信号途径进行转导［１２］，二者是促进细胞生存和维持细胞

正常功能的关键信息分子。本实验中可以看出 Ａｋｔ通路受

到抑制，Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ可以完全抑制其磷酸化，ＳＰ６００１２５可

以部分抑制其磷酸化水平，结合 ＭＴＴ结果认为，夏枯草可

以抑制Ａｋｔ通路，导致细胞增殖率下降，Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ使得

Ａｋｔ通路的活性完全被抑制，从而使得细胞增殖率进一步降

低，证明夏枯草可以抑制 Ａｋｔ通路的激活，提示夏枯草抑制

淋巴瘤细胞增殖可能与抑制Ａｋｔ通路活化有关。

　　研究表明，细胞信号转导通路之间可以相互调节［１３］。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 ＭＡＰＫ通路作为与细胞生命活动密切相关的

两条通路，可以交叉激活［１４］。在内皮细胞，抑制 Ａｋｔ后，

ＪＮＫ信号转导通路激活被上调［１５］。小鼠胚胎成纤维细胞、

３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞等的研究证实，ＪＮＫ激活能磷酸化胰岛素

受体底物１（ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｂｓｔｒａｔｅ１，ＩＲＳ１）Ｓｅｒ３０７位点，

进而反馈性抑制胰岛素刺激的 Ａｋｔ通路的活化［１６］。Ｙｕａｎ
等［１７］研究发现，活化的Ａｋｔ２通过磷酸化细胞凋亡激活激酶

（ＡＳＫ１）的Ｓｅｒ８３位点，阻断 ＡＳＫ１对ＪＮＫ／Ｐ３８的活化和促

凋亡蛋白Ｂａｘ基因构象的活性转化，在诱导卵巢癌细胞对顺

铂耐药中发挥重要作用，Ａｋｔ２、ＡＳＫ１、ＪＮＫ／Ｐ３８级联途径反

映了胞内信号转导通路的“ｃｒｏｓｓｔａｌｋ（交谈）”效应。刘云峰

等［１８］研究证实，内皮细胞ＪＮＫ信号转导通路对 Ａｋｔ通路存

在调节作用。本研究显示ＪＮＫ通路抑制剂ＳＰ６００１２５可以

部分抑制ｐＡｋｔ的水平，但 Ａｋｔ通路抑制剂 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ却

不能抑制ｐＪＮＫ的水平。目前各个通路之间关系的研究，尚

无定论，不同条件下，各通路之间存在不同的关系。本研究

证明夏枯草可以激活ＪＮＫ信号转导通路，抑制Ａｋｔ通路，导

致细胞凋亡的发生，同时发现，在夏枯草治疗淋巴瘤的过程

中，ＪＮＫ信号转导通路的激活可以调节 Ａｋｔ通路的活化状

态。
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　　综上所述，ＪＮＫ信号转导通路和 Ａｋｔ通路在夏枯草诱

导淋巴瘤细胞凋亡中都起到了重要作用，而且ＪＮＫ信号转

导通路的激活对Ａｋｔ通路的活化状态有调节，但其在诱导凋

亡中的具体作用仍需要进一步研究。
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