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雷公藤红素对Ｒａｊｉ细胞表面超微结构与增殖活性的影响
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　　［摘要］　目的　研究雷公藤红素对Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤细胞株Ｒａｊｉ的表面超微结构及其增殖活性的影响。方法　选用不同
浓度（０．５、１．０、１．５、２．０μｇ／ｍｌ）的雷公藤红素作用于Ｒａｊｉ细胞，用ＣＣＫ８法测定细胞增殖情况，用原子力显微镜观察细胞形貌

和表面超微结构变化，用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色及流式细胞仪检测细胞的凋亡，用流式细胞仪检测细胞周期的改变。结

果　ＣＣＫ８测定表明，经不同浓度的雷公藤红素作用２４ｈ后，细胞存活率从（８０．６７±２．０８）％下降至（３８．５３±２．２５）％，４８ｈ
后，细胞存活率从（７４．１７±３．２０）％下降至（３３．２２±１．６４）％，雷公藤红素对Ｒａｊｉ细胞存活率的影响呈时间和浓度依赖性。原

子力显微镜扫描示：正常Ｒａｊｉ细胞呈圆形，表面光滑，经浓度为２．０μｇ／ｍｌ的雷公藤红素处理２４ｈ和４８ｈ后，Ｒａｊｉ细胞开始坍

塌，超微结构显示细胞膜表面粗糙、凹凸不平。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色可见凋亡细胞；流式细胞术检测显示不同浓度的雷公藤红

素作用Ｒａｊｉ细胞２４ｈ后，细胞凋亡率从（３．５０±１．７３）％增加到（３８．２７±６．０５）％，雷公藤红素对Ｒａｊｉ细胞凋亡率的影响呈浓

度依赖性。流式细胞术对细胞周期的检测表明１．５μｇ／ｍｌ雷公藤红素作用Ｒａｊｉ细胞２４ｈ，可使Ｓ期细胞增加，与对照组比较

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　雷公藤红素可改变Ｒａｊｉ细胞膜超微结构，可通过诱导Ｒａｊｉ细胞凋亡而抑制其增殖。
　　［关键词］　雷公藤红素；伯基特淋巴瘤；超微结构；细胞凋亡；细胞周期
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（８）：８５６８５９］

　　雷公藤红素（ｔｒｉｐｔｅｒｉｎｅ）又名南蛇藤素，主要存
在于卫矛科雷公藤属及南蛇藤属植物中，是治疗类

风湿病的雷公藤片、雷公藤多苷片等制剂的主要有
效成分之一。文献报道雷公藤红素具有抑制免疫反
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应和抗炎症作用［１３］。自２００６年中美科学家联合发
现雷公藤红素通过抑制癌细胞的蛋白酶体活性进而

诱发癌细胞凋亡的抗癌新机制［４］以来，引发了对雷
公藤红素抗癌活性的研究热潮。体外实验发现雷公
藤红素可以抑制实体肿瘤细胞的增殖以及引起细胞

凋亡［５６］，但雷公藤红素是否可以抑制淋巴瘤细胞的
增殖尚未见报道。本研究拟探讨雷公藤红素对Ｂｕｒ
ｋｉｔｔ淋巴瘤Ｒａｊｉ细胞增殖的抑制作用，为雷公藤红
素用于抗淋巴瘤药物的开发研究提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　药品与试剂　雷公藤红素（纯度９８％以上）购

自广州齐云生物技术有限公司；ＲＰＭＩ１６４０培养液

为Ｇｉｂｃｏ公司产品；胎牛血清购自杭州四季青生物

工程材料有限公司；ＣＣＫ８试剂盒购于日本同仁化

学研究所；细胞周期检测试剂盒由南京凯基生物科

技发展有限公司提供；多聚甲醛购于Ｓｉｇｍａ公司；实

验室用水为三蒸水。

１．２　细胞培养　Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤细胞株Ｒａｊｉ（暨南大

学血液病研究所提供）用含１０％胎牛血清、青霉素

（１００Ｕ／ｍｌ）、链霉素（１００μｇ／ｍｌ）的ＲＰＭＩ１６４０培

养液在５％（体积分数）ＣＯ２、饱和湿度的培养箱内培

养。实验所用细胞均采用对数生长期细胞。

１．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖情况　将细胞密度调
整至０．７×１０６／ｍｌ，并接种于９６孔板中，设未加药细
胞组、雷公藤红素组（分为０．５、１．０、１．５、２．０μｇ／ｍｌ
４个浓度）和空白对照组。每组设３个复孔，每孔接
种７０μｌ细胞，并确保每孔终体积为１００μｌ。实验设
两个平行组，分别培养２４ｈ和４８ｈ。培养液与

ＣＣＫ８试剂的体积比为１０∶１（ＣＣＫ８试剂１０μｌ），置
于摇床上摇匀，放入培养箱孵育细胞４ｈ后在４５０
ｎｍ波长下用美国ＢｉｏＴＥＫ酶标仪测定各孔的光密
度（Ｄ）值，并计算细胞存活率。细胞存活率（％）＝
（加药组Ｄ 值－空白对照组 Ｄ 值）／（未加药组 Ｄ
值－空白对照组Ｄ值）×１００％。

１．４　 原子力显微镜 （ａｔｏｍｉｃｆｏｒｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，

ＡＦＭ）观察细胞表面超微结构　用０．０２５ｍｇ／ｍｌ的
多聚赖氨酸浸泡已消毒的盖玻片４ｈ，室温晾干后将
其置于６孔板中，并接种生长状态良好的Ｒａｊｉ细胞，
调整细胞密度为０．７×１０６／ｍｌ，每孔１．５ｍｌ；加入雷
公藤红素（终浓度为２．０μｇ／ｍｌ）培养细胞２４ｈ，之后
吸出培养液，每孔加入１ｍｌ４％多聚甲醛溶液固定
细胞１ｈ，再弃多聚甲醛溶液，用超纯水洗涤盖玻片３
次。将制备好的样品置于 ＡＦＭ（美国 ＴｈｅｒｍｏＭｉ
ｃｒｏｓｃｏｐｅｓ公司）的ＸＹ扫描台上，用监视器定位所要

扫描的样品区域，在空气中室温下利用接触模式成
像。用ＡＦＭ自带软件（ＩＰ２．１）对图像进行平滑处
理，以消除扫描方向上的低频背景噪音。

１．５　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察凋亡细胞　将 Ｒａｊｉ
细胞种于６孔板中，细胞密度为０．７×１０６个／ｍｌ，每
孔１．５ｍｌ，分别加入终浓度为０、０．５、１．０、１．５、２．０

μｇ／ｍｌ的雷公藤红素。孵育２４ｈ后，离心收集细胞，

ＰＢＳ洗涤１次，滴加至载玻片上，固定，滴加０．５ｍｌ
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次。
滴一滴抗荧光淬灭封片液于载玻片上，盖上一洁净
盖玻片，荧光显微镜下可检测到呈蓝色的细胞核。

１．６　流式细胞术检测凋亡率和细胞周期　将 Ｒａｊｉ
细胞种于６孔板中，细胞密度为０．７×１０６个／ｍｌ，每
孔１．５ｍｌ，分别加入终浓度为０、０．５、１．０、１．５、２．０

μｇ／ｍｌ的雷公藤红素。孵育２４ｈ后，离心收集细胞，

ＰＢＳ洗涤１次，用１ｍｌ５％的无水乙醇４℃固定过
夜，再用ＰＢＳ洗涤细胞２次，加２００μｌ碘化染料重悬
细胞，３７℃孵育１５ｍｉｎ后上流式细胞仪（美国Ｂｅｃｋ
ｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）检测亚二倍体凋亡峰和细胞周
期。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
学分析。实验数据以珚ｘ±ｓ表示，多组间比较采用完
全随机区组设计和完全随机设计的单因素方差分

析，组间的比较选用可进行多个样本均数间每两个
均数比较的ｑ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　雷公藤红素抑制Ｒａｊｉ细胞的生长　由图１可
见，当浓度为０．５、１、１．５、２μｇ／ｍｌ的雷公藤红素分
别 作 用 Ｒａｊｉ 细 胞 ２４ ｈ，细 胞 存 活 率 从

（８０．６７±２．０８）％下降至（３８．５３±２．２５）％，作用４８
ｈ时，细胞存活率从 （７４．１７±３．２０）％ 下降至
（３３．２２±１．６４）％，不同浓度间的细胞存活率相比差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且雷公藤红素对 Ｒａｊｉ
细胞的作用呈时间和浓度依赖性。

图１　不同浓度雷公藤红素作用Ｒａｊｉ细胞

２４ｈ和４８ｈ细胞的存活率

Ｆｉｇ１　ＳｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｒｉｐｔｅｒｉｎｅｆｏｒ２４ｈａｎｄ４８ｈ

ＡＮＯＶＡ，Ｐ＜０．０５；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．２　雷公藤红素改变Ｒａｊｉ细胞表面超微结构　经

ＡＦＭ扫描成像，获得了对照组和雷公藤红素作用２４、

４８ｈ的Ｒａｊｉ细胞的形态结构图。选取明显诱导Ｒａｊｉ
细胞凋亡的２．０μｇ／ｍｌ雷公藤红素组为例，对照组细
胞表面整体较为均一平滑，细胞饱满，形态完整，细胞
边缘无突起物（图２Ａ１Ａ３），从ＡＦＭ随机附带的颗
粒分布图可以看出，颗粒直径主要分布在２０～１００ｎｍ
（图２Ａ４）。Ｒａｊｉ细胞经２．０μｇ／ｍｌ雷公藤红素处理２４

ｈ，膜表面变粗糙、凹凸不平，细胞开始坍塌，高度下
降，可看出细胞膜表面出现了膜孔结构（图２Ｂ１Ｂ３），
颗粒直径主要分布在５０～１５０ｎｍ（图２Ｂ４）。作用时
间增加到４８ｈ时，细胞坍塌比２４ｈ更明显，细胞膜孔
结构更加丰富（图２Ｃ１Ｃ３），其颗粒直径分布增加到

１５０～２５０ｎｍ（图２Ｃ４）。结果表明经雷公藤红素作用
后细胞颗粒直径增大，说明细胞膜结构发生了明显变
化，且该变化随雷公藤作用时间的延长而增大。

图２　雷公藤红素（２．０μｇ／ｍｌ）作用Ｒａｊｉ细胞２４ｈ和４８ｈ的原子力超微结构

Ｆｉｇ２　ＵｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓ２４ｈａｎｄ４８ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ２．０μｇ／ｍｌｔｒｉｐｔｅｒｉｎｅａｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｂｙａｔｏｍｉｃｆｏｒｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｓｃａｎ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｒｉｐｔｅｒｉｎｅｆｏｒ２４ｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｒｉｐｔｅｒｉｎｅｆｏｒ４８ｈｇｒｏｕｐ．Ａ１，Ｂ１，Ｃ１：２ＤｍａｐｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓ；Ａ２，

Ｂ２，Ｃ２：３ＤｍａｐｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓ；Ａ３，Ｂ３，Ｃ３：４μｍｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｍａｐｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓ（５００ｎｍ×５００ｎｍ）；Ａ４，Ｂ４，Ｃ４：Ｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｄｉｓ

ｔｒｉｂｕｔｉｏｎｍａｐｏｆＡ３，Ｂ３，ａｎｄＣ３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．３　雷公藤红素促进Ｒａｊｉ细胞凋亡　经雷公藤红
素作用Ｒａｊｉ细胞４８ｈ，通过 Ｈｏｅｃｈｓｔ染色后均可见
凋亡细胞：核膜完整，体积变小，核质固缩；而未加药
细胞组未见或仅见少量凋亡细胞（图３）。０、０．５、

１．０、１．５、２．０μｇ／ｍｌ的雷公藤红素作用Ｒａｊｉ细胞２４
ｈ，流式细胞仪检测其凋亡率分别为 （３．５０±
１．７３）％、（１１．０±２．８６）％、（１７．１０±２．０８）％、
（３０．１３±５．７１）％、（３８．２７±６．０５）％，不同浓度间的
凋亡率比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且凋亡
率呈浓度依赖性。

２．４　雷公藤红素改变Ｒａｊｉ细胞周期　不同浓度雷
公藤红素（０、０．５、１．０、１．５、２．０μｇ／ｍｌ）作用于Ｒａｊｉ
细胞２４ｈ后细胞周期的改变见表１。与对照组比
较，１．５μｇ／ｍｌ雷公藤红素组Ｓ期细胞明显增加，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图３　雷公藤红素作用于Ｒａｊｉ细胞４８ｈ的
形态学改变（Ｈｏｅｃｈｓｔ染色）

Ｆｉｇ３　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈｔｒｉｐｔｅｒｉｎｅｆｏｒ４８ｈ（Ｈｏｅｃｈｓｔｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ； Ｂ：１．０ μｇ／ｍｌｔｒｉｐｔｅｒｉｎｅ ｇｒｏｕｐ． Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｏｎ：×４００
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表１　不同浓度雷公藤红素作用Ｒａｊｉ细胞

２４ｈ对细胞周期的影响

Ｔａｂ１　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｒｉｐｔｅｒｉｎｅｆｏｒ２４ｈ

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，％

Ｇｒｏｕｐ Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６１．４８±３．５１ ３２．２６±２．６７ ６．１８±１．３３
ＴｒｉｐｔｅｒｉｎｅρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

０．５ ６３．６０±４．１１ ３１．０６±２．３５ ４．８２±１．７４
１．０ ５６．０６±４．４５ ３６．８０±５．８８ ７．０８±３．０４
１．５ ５４．７４±１．８５ ３８．８２±１．４４ ５．９６±２．６２
２．０ ５５．６２±７．３３ ３３．９８±３．８５ １０．３２±４．２３

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　目前，弥漫性大Ｂ细胞淋巴瘤的治疗主要以放
化疗为主，但其带来的不良反应也是显而易见的，因
此，具有较低毒性甚至无毒性药物的开发显得十分
重要。研究证明雷公藤红素具有广泛而显著的抗癌
活性，对多种癌细胞都有显著的杀灭作用［７］。

　　本研究利用ＡＦＭ对Ｒａｊｉ细胞的形貌和细胞膜
表面纳米结构进行了可视化研究，结合ＣＣＫ８实验
和流式细胞术分析雷公藤红素对细胞凋亡和细胞周

期的影响，探讨了其对Ｒａｊｉ细胞的抑制作用。ＡＦＭ
是从纳米水平测量细胞机械特性的一种敏感工具，
因其超高分辨率、对样品无损伤及制样简单等优点
已广泛应用于生物医学领域［８９］。利用 ＡＦＭ 可对
加药前后细胞形貌及细胞膜超微结构进行分析，将
细胞形态结构与生理功能相联系，为研究各种生理
及病理机制提供可视化依据［１０１１］。本研究发现经雷
公藤红素作用的Ｒａｊｉ细胞的表面超微结构相对于
未处理细胞有明显的变化。未处理组细胞呈大致圆
形，细胞饱满，细胞膜表面比较光滑平整；雷公藤红
素作用组细胞变形，细胞出现坍陷，细胞膜表面出现
孔洞，颗粒分布直径随着药物作用时间逐渐增大，与
文献报道［１２１６］一致。细胞增殖实验结果表明，雷公
藤红素能够明显抑制Ｒａｊｉ细胞的生长，且呈时间、
浓度依赖性。细胞凋亡检测显示雷公藤红素能促进

Ｒａｊｉ细胞凋亡，且凋亡率和雷公藤红素浓度增加呈
依赖关系。上述结果表明雷公藤红素可抑制肿瘤细
胞的增殖，并可诱导肿瘤细胞凋亡，与文献报
道［６，１５１７］一致。流式细胞仪检测细胞周期发现，以

１．５μｇ／ｍｌ雷公藤红素作用Ｒａｊｉ细胞２４ｈ，可使Ｓ
期细胞增加，与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），提示雷公藤红素可通过诱导Ｒａｊｉ细胞凋亡
而抑制细胞增殖。但本实验仅在细胞增殖、凋亡和
周期上做了初步分析，有待在分子水平上对雷公藤
红素抗淋巴瘤的作用机制进行深入研究。
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