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摘要：目的 从细胞水平研究大黄素对顺铂引起

ＷＩ３８细胞凋亡的影响。方法 采用ＭＴＴ法检测细
胞毒性，用形态学观察、ＤＮＡ凝胶电泳及流式细胞
仪检测细胞凋亡。结果 ＷＩ３８细胞经大黄素和顺
铂同时处理２２ｈ后，３０ｍｇ·Ｌ－１大黄素可明显减轻顺
铂引起的细胞毒性，其 ＩＣ５０值由（１６±３）ｍｇ·Ｌ－１增加
至（３４±６）ｍｇ·Ｌ－１；可明显抑制顺铂引起的细胞形态
学改变、核异染色质边集和 ＤＮＡ片段化，使顺铂 １０
和３０ｍｇ·Ｌ－１导致的细胞凋亡率由 ３５．５６％和
３３．９９％降至９．２１％和 １０．２５％，Ｓ期细胞百分数由
６２．６６％和４８．４６％降至４８．６７％和３６．１８％。结论
大黄素可对抗顺铂所致 ＷＩ３８细胞凋亡，可能与其
对细胞周期的影响有关。
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顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ｃｉｓｄｉａｍｉｎｅｄｉｃｈｌｏｒｏｐｌａｔｉｎｕｍ）是当
前临床使用的主要抗癌药物之一，治疗卵巢癌、睾丸

癌、膀胱癌及头颈部癌等有很好的疗效［１］。但是，顺

铂作为一种细胞毒药物，在治疗肿瘤的同时，亦可对

肾脏、周围神经等正常组织造成损害［２］，其中肾毒性

是限制其临床用药剂量的主要因素。大黄素

（ｅｍｏｄｉｎ）又叫朱砂莲甲素，是中药朱砂七、大黄和何
首乌中的有效成分，有抗菌、止咳和抗肿瘤作用［３］。

据报道［４］，大黄素能增强正常细胞经顺铂所致

ＤＮＡ损伤的修复，起到保护作用。至于其对顺铂细
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胞毒性的其他影响，作者尚未见报道。本文旨在从

细胞水平探讨大黄素对抗顺铂引起细胞凋亡的作用

及其可能的作用机制，以拓宽大黄素临床应用领域，

为研制降低顺铂毒副作用而又不影响其治疗作用的

化学药剂提供实验依据。

１ 材料与方法

１．１ 主要试剂

顺铂由冶金部云南贵金属研究所提供，纯度＞
９６％；大黄素购自复旦大学药学院天然药物研究所，
纯度 ＞９５％；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自 Ｇｉｂｃｏ公司；小
牛血清购自杭州四季公司；二甲亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆ
ｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购自上海化学试剂一厂；噻唑蓝〔３（４，
５ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏ
ｍｉｄｅ，ＭＴＴ〕购自Ｆｌｕｋａ公司；琼脂糖购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司；碘化吡啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．２ 仪器

ＣＯ２培养箱为美国 ＦｏｒｍａＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品，

３５５０型酶标仪为日本 ＢｉｏＲａｄ公司产品，ＣＫ２型倒
置显微镜为日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品，日立 Ｈ３００型
透射电镜，电泳仪为美国 ＢｉｏＲａｄ公司产品，Ｅ１５９１
型流式细胞仪为美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司产品。
１．３ 人胚肺成纤维细胞培养与处理

将ＷＩ３８细胞（购自中国科学院上海生物学研
究所）接种于２５ｃｍ２培养瓶中，加入含１２％小牛血
清及青霉素、链霉素各 １００ｋＵ·Ｌ－１的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基，于３７℃，５％ＣＯ２条件下按常规传代培养，待
细胞处于对数生长期时，按以下３种方式处理：①加
入不同终浓度的顺铂，作用时间为１２，２２和３５ｈ；②
加入不同终浓度的顺铂，欲用大黄素干预时，加入顺

铂前先用终浓度为１５和３０ｍｇ·Ｌ－１大黄素预处理，
处理时间为２２ｈ；③加入１０，３０或５０ｍｇ·Ｌ－１顺铂，
欲用大黄素干预时，加入顺铂前用终浓度为３０ｍｇ·
Ｌ－１大黄素预处理，接触时间为 ２２ｈ。同时设相应
溶剂（ＤＭＳＯ）对照组。处理结束后，用０．５％胰酶消
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化收获细胞。

１．４ ＭＴＴ法检测细胞毒性
在９６孔培养板中接种１×１０４ＷＩ３８细胞，经前述

处理后，每孔加入终浓度为０．５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ，３７℃放置
４ｈ后，弃上清并加入溶解液（５０％二甲基甲酰胺，
２０％十二烷基硫酸钠）２００μＬ，４ｈ后酶标仪检测５７０
ｎｍ对 ６５０ｎｍ的吸光度值（Ａ）［５］。抑制率计算方法
为：（对照组 Ａ－实验组 Ａ）／对照组 Ａ×１００％。
１．５ 细胞形态学观察

接种于２４孔板中生长的 ＷＩ３８细胞经处理 ２２
ｈ后，倒置显微镜观察并拍片。
１．６ 透射电镜观察

将细胞收集于 ５ｍＬ试管内，２０００×ｇ离心 ５
ｍｉｎ，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）ｐＨ７．２漂洗２次，经２５ｇ·
Ｌ－１戊二醛固定后按常规制备电镜标本。
１．７ ＤＮＡ提取及琼脂糖凝胶电泳

细胞收集于１ｍＬ离心管内，按以下步骤进行：
加８０μＬＤＮＡ提取液（１０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０，
０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，２０ｍｇ·Ｌ－１胰ＲＮＡ酶，０．５％十二
烷基硫酸钠）重悬细胞，３７℃温育１ｈ；加１０μＬ蛋白
酶Ｋ，终浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１，５０℃温育２ｈ；加 １０μＬ
水饱和酚，充分混匀，５７００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，上层水
相移至新Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管内；加氯仿和酚各５０μＬ，充分
混匀，５７００×ｇ离心５ｍｉｎ，上层水相即含细胞ＤＮＡ；
取２０μＬ样品进行 １．８％琼脂糖凝胶电泳（５３Ｖ，１
ｈ），紫外线下观察并拍照。
１．８ 流式细胞仪测定细胞凋亡

收集细胞于ＰＢＳ（ｐＨ７．４）中，制成单细胞悬液，
２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，去上清。加入７０％冷乙醇固定
过夜，２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入ＰＢＳ１８０μＬ，
混匀后，加入１ｇ·Ｌ－１ＲＮＡ酶２０μＬ，３７℃水浴３０ｍｉｎ
后，加入７００μＬＰＢＳ，混匀后加入１００μＬＰＩ（８００ｍｇ·
Ｌ－１），４℃避光染色２０ｍｉｎ，３００目滤膜过滤，上机测
试，应用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件获取细胞１００００个，进行凋
亡细胞计数。以 ＭｏｄＦｉｔ软件进行凋亡峰拟合及细
胞周期分析。

１．９ 数据均为珋ｘ±ｓ，用 ｔ检验进行统计学显著性
分析。

２ 结果

２．１ 顺铂所致ＷＩ３８细胞毒性的量效和时效关系
顺铂给药后１２，２２和 ３５ｈ，对 ＷＩ３８细胞的抑

制率均随顺铂浓度的增加而增加，呈明显的量效关

系，且在给药２２ｈ后，顺铂对ＷＩ３８细胞的抑制率均
明显高于１２和３５ｈ（图１），可见，顺铂在 ２２ｈ表现
出最大的毒性作用，可作为顺铂毒性研究的最佳时

间点。

Ｆｉｇ１． ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｔｏＷＩ３８ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ
ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＭＴＴｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｌ
ｍｅｔｈｏｄ．（○）１２ｈ，（●）２２ｈ，ａｎｄ（△）３５ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．

２．２ 大黄素对顺铂所致ＷＩ３８细胞毒性的影响
经不同浓度大黄素和顺铂处理２２ｈ后，顺铂对

ＷＩ３８细胞抑制率随着大黄素浓度的增加而减少
（图２），其中，３０ｍｇ·Ｌ－１大黄素＋顺铂组 ＩＣ５０值显著
高于顺铂组（Ｐ＜０．０５），可见，３０ｍｇ·Ｌ－１可作为大黄
素对抗顺铂引起ＷＩ３８细胞毒性研究的给药浓度。

Ｆｉｇ２． Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｙｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｔｏ
ＷＩ３８ｃｅｌｌｓｂｙｅｍｏｄｉｎ．ＷＩ３８ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｃｉｓ
ｐｌａｔｉｎａｎｄｅｍｏｄｉｎｆｏｒ２２ｈ．Ｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｗａｓｄｅｔｅｒ
ｍｉｎｅｄｂｙＭＴＴｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｌｍｅｔｈｏｄ．（○）ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＩＣ５０（１６±３）ｍｇ·
Ｌ－１；（●）ｃｉｓｐｌａｔｉｎ＋１５ｍｇ·Ｌ－１ｅｍｏｄｉｎ，ＩＣ５０（２４±４）ｍｇ·Ｌ－１；
（△）ｃｉｓｐｌａｔｉｎ＋３０ｍｇ·Ｌ－１ｅｍｏｄｉｎ，ＩＣ５０（３４±６）ｍｇ·Ｌ－１．珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３．

２．３ ＷＩ３８细胞形态学变化
正常细胞排列紧密，为细长梭形，轮廓不清
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Ｆｉｇ３． ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＷＩ３８ｃｅｌｌｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｏｒｃｉｓｐｍａｔｉｎ＋ｅｍｏｄｉｎｆｏｒ
２２ｈ．Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：３０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；Ｃ：５０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；Ｄ：３０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓｐｌａｔｉｎ＋３０ｍｇ·Ｌ－１ｅｍｏｄｉｎ；Ｅ：５０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓ
ｐｌａｔｉｎ＋３０ｍｇ·Ｌ－１ｅｍｏｄｉｎ．

Ｆｉｇ４． ＵｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＷＩ３８ｃｅｌｌｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｃｉｓｐｌａｔｉｎｏｒｃｉｓｐｌａｔｉｎ＋ｅｍｏｄｉｎｆｏｒ２２ｈ．Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ；ＢａｎｄＣ：
５０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；Ｄ：５０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓｐｌａｔｉｎ＋３０ｍｇ·Ｌ－１ｅｍｏｄｉｎ．

（图３Ａ），经３０和５０ｍｇ·Ｌ－１顺铂处理２２ｈ后，细胞
逐渐圆化，胞膜边界清晰（图 ３Ｂ和 ３Ｃ），经 ３０ｍｇ·
Ｌ－１大黄素干预后，与相应顺铂组比较，细胞质逐渐
伸展（图３Ｄ和３Ｅ）。
２．４ ＷＩ３８细胞超微结构变化

正常细胞形态规则，细胞表面无突起或较少突

起，细胞膜和核膜完整，核仁清晰可见（图４Ａ）。经
５０ｍｇ·Ｌ－１顺铂处理２２ｈ后，部分细胞表面形成较大
的胞质突起，胞质内含有大大小小的空泡，核内异染

色质边集于核膜，但质膜及核膜完整（图４Ｂ）；部分细
胞质膜破裂，胞浆内有大量空泡形成（图４Ｃ），３０ｍｇ·
Ｌ－１大黄素干预后细胞无明显形态学异常（图４Ｄ）。
２．５ 琼脂糖凝胶电泳

ＷＩ３８细胞经１０，３０和５０ｍｇ·Ｌ－１顺铂处理２２ｈ
后，呈现典型１８０～２００ｂｐ整数倍的梯形条带，并随
浓度增加条带愈加明显（图 ５Ｃ，５Ｄ和 ５Ｅ），３０ｍｇ·
Ｌ－１大黄素干预后，梯形条带几乎消失（图５Ｂ）。
２．６ 流式细胞仪检测

ＷＩ３８细胞经１０或３０ｍｇ·Ｌ－１顺铂作用２２ｈ

Ｆｉｇ５． ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＤＮＡｆｒｏｍＷＩ３８ｃｅｌｌｓｉｎ
ｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｒｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｏｒ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎ＋ｅｍｏｄｉｎｆｏｒ２２ｈ．Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｂ：５０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓ
ｐｌａｔｉｎ＋３０ｍｇ·Ｌ－１ｅｍｏｄｉｎ，Ｃ：１０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，Ｄ：３０ｍｇ·
Ｌ－１ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，Ｅ：５０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓｐｌａｔｉｎ．

后，与对照组相比，Ｓ期细胞百分数明显增加，Ｇ０／Ｇ１
期细胞百分数明显减少，凋亡发生率分别为

３５．５６％和３３．９９％。３０ｍｇ·Ｌ－１大黄素干预后，与

·８７２· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００３ Ａｕｇ；１７（４）



Ｆｉｇ６． ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃａｓｓａｙｏｆＷＩ３８ｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｉｓｐｌａｔｉｎｏｒｃｉｓｐｌａｔｉｎ＋ｅｍｏｄｉｎｆｏｒ２２ｈ．ＡＰ：ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｐｅａｋ．ＤＮＡｏｆＷＩ３８ｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｐｒｏｍｉｄｅｉｏｄｉｎｅ，ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙＤＮＡａｎａｌｙｓｉｓｓｏｆｔｗａｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｐｒｏ
ｇｒａｍ．Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：１０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；Ｃ：１０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓｐｌａｔｉｎ＋３０ｍｇ·Ｌ－１ｅｍｏｄｉｎ；Ｄ：３０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；Ｅ：３０ｍｇ·Ｌ－１ｃｉｓｐｌａｔｉｎ＋
３０ｍｇ·Ｌ－１ｅｍｏｄｉｎ．

相应顺铂组相比，Ｓ期细胞百分数明显减少，Ｇ０／Ｇ１
期细胞百分数明显增加，凋亡发生率明显下降，分

别为９．２１％和１０．２５％（图６，表１）。

Ｔａｂ１． Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｍｏｄｉｎｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｃｙｃｌｅ
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎＷＩ３８ｃｅｌｌｓ
Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ
／ｍｇ·Ｌ－１

Ｅｍｏｄｉｎ
／ｍｇ·Ｌ－１

Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ／％
Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

０ ０ ４８．５１ ３３．８５ １７．６３
１０ ０ ２９．５２ ６２．６６ ７．８２
３０ ０ ３９．０８ ５８．４６ ２．４６
１０ ３０ ５１．３３ ４８．６７ ０
３０ ３０ ６０．８７ ３６．１８ ２．９５

ＷＩ３８ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎ
ａｎｄｅｍｏｄｉｎｆｏｒ２２ｈ．ＣｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓｉｎＳｐｈａｓｅ
ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓｉｎＧ０／Ｇ１ａｎｄＧ２／Ｍ．Ｅｍｏｄｉｎｄｅｐｒｅｓｓｅｄ
ｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓｏｆＳｐｈａｓｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｉｓｐｌａｔｉｎ．

３ 讨论

有关顺铂细胞毒性的机制尚未完全阐述清楚，

一种观点认为［６，７］，脂质过氧化和氧化应激是顺铂

细胞毒性机制之一；另一种观点认为［８］，顺铂可与

细胞内ＤＮＡ结合生成 ＰｔＤＮＡ加合物引起 ＤＮＡ损
伤，而这些加合物如何损伤细胞尚不清楚，诱导细胞

凋亡可能是一种重要的作用机制。

研究表明，多数化疗药物导致细胞死亡的机制

是细胞凋亡而不是细胞坏死［９］。但是，化疗药物如

顺铂在治疗肿瘤过程中，亦可能导致正常细胞凋亡

而对正常组织造成损害。因此，寻找能减少正常组

织的细胞凋亡而又不影响疗效的新药具有重要意

义。大黄素是从大黄中提纯的蒽醌类衍生物，主要

包括大黄素、芦荟大黄酸、大黄酸、大黄素甲醚和大

黄酚等 ５种成分。据报道［４］，大黄素能提高切除修
复基因ＥＲＣＣ１和ＸＰＧ的表达，降低顺铂所致的细胞
毒性。本实验通过 ＭＴＴ法得出大黄素对抗顺铂细
胞毒性的相同结论，同时又通过形态学及生物化学

研究证实顺铂可引起细胞凋亡，表现为核异染色质

边集、胞质空泡化及琼脂糖凝胶电泳时出现的梯状

ＤＮＡ。大黄素可降低细胞凋亡率，对顺铂诱导的细
胞凋亡起到防护作用，这为其作为一种预防顺铂毒

副作用的化学药剂的临床应用提供了实验证据。

细胞凋亡的发生同细胞周期密切相关，对细胞

周期的调控也能阻止或促进细胞凋亡的发生［１０］，如

原癌基因（ｃＭｙｃ，Ｒａｓ，Ｒａｆ，Ｂｃｌ２）和肿瘤抑制基因
（ｐ５３，Ｂａｘ）表达的蛋白能同时影响细胞周期进程和
细胞凋亡的发生。顺铂可通过对细胞周期检验点

Ｇ０／Ｇ１，Ｓ和 Ｇ２／Ｍ的调节而影响细胞凋亡的发
生［１１］。本实验表明顺铂可使 ＷＩ３８细胞顺利通过
Ｇ０／Ｇ１检验点，导致 Ｇ０／Ｇ１期细胞数减少而 Ｓ期细
胞数相对增多，可能是因为顺铂对 ＷＩ３８细胞 ＤＮＡ
损伤较重，超出了机体细胞正常存在的损伤修复调

控体系的修复能力。在大黄素干预下，细胞阻滞于

Ｇ０／Ｇ１期，是因为大黄素能增强切除修复基因的表
达，使ＷＩ３８细胞很快启动其 ＤＮＡ损伤修复调控体
系，抑制细胞周期运转，使其阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期，直到
ＤＮＡ损伤完全修复为止，从而降低细胞凋亡率，说
明大黄素对抗顺铂诱导的细胞凋亡的发生可能与其

对细胞周期的调节有关。

此外，氧化应激可引起“死亡基因”表达改变而

诱导细胞凋亡发生，已证实顺铂可促使细胞产生氧

自由基，耗竭细胞内还原性谷胱甘肽，抑制抗氧化物

酶的活性而诱发氧化应激［６，７］，顺铂很有可能通过

·９７２·中国药理学与毒理学杂志 ２００３年８月；１７（４）



这一途径来诱导 ＷＩ３８细胞凋亡［１２］而大黄素对抗
细胞凋亡也可能是其抗氧化作用的结果，关于大黄

素对抗顺铂诱导细胞凋亡的机制尚需进一步探讨。
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