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摘要：目的 探讨青蒿琥酯对人脐静脉内皮细胞

（ＨＵＶＥＣ）的诱导凋亡作用，以及这种诱导作用与内
皮细胞增殖及细胞内游离 Ｃａ２＋的关系。方法 采

用 ＭＴＴ比色法测定青蒿琥酯对 ＨＵＶＥＣ增殖的影
响，Ｆｕｒａ２／ＡＭ荧光标记法测定 ＨＵＶＥＣ胞内游离
Ｃａ２＋浓度（［Ｃａ２＋］ｉ），应用吖啶橙／溴化乙啶荧光双
染色、ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳、流式细胞术检测细胞
凋亡。结果 青蒿琥酯可抑制ＨＵＶＥＣ增殖，明显诱
导ＨＵＶＥＣ凋亡，并呈浓度依赖性和时间依赖性效应
关系。在发生凋亡的同时伴有［Ｃａ２＋］ｉ显著升高。
结论 青蒿琥酯可诱导ＨＵＶＥＣ凋亡，其机制可能与
［Ｃａ２＋］ｉ升高有关。
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青蒿素（ａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ）是我国科学家首次从菊科
植物黄花蒿（ＡｒｔｅｍｉｓｉａａｎｎｕａＬｉｎｎ）中提取的具有新
型结构的倍半萜内酯，临床用于对氯喹耐药的恶性

疟的治疗和脑型疟的抢救。随后，青蒿琥酯（ａｒｔｅ
ｓｕｎａｔｅ）等抗疟活性更强的青蒿素衍生物相继问世。
近１０年来，青蒿素类药物的抗肿瘤活性受到国内外
学者的特别关注。其机制除了诱导多种肿瘤细胞凋

亡外［１～４］，还影响血管新生［５，６］。抑制血管新生是

否与诱导内皮细胞凋亡有关，则未见报道。本文基

于人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
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ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）体外培养模型，研究青蒿琥酯对于
ＨＵＶＥＣ的诱导凋亡作用，以及这种诱导作用与
内皮细胞增殖及细胞内游离 Ｃａ２＋浓度（［Ｃａ２＋］ｉ）的
关系。

１ 材料与方法

１．１ 药品与试剂

青蒿琥酯为广西桂林第二制药厂产品，用 ５％
ＮａＨＣＯ３注射液溶解；Ｌ谷胺酰胺 （Ｌｇｌｕｔａｍｉｎｅ）、噻
唑蓝（ＭＴＴ）、碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ）、Ｆｕｒａ２／ＡＭ、
蛋白酶Ｋ（ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ）、ＲＮａｓｅＡ为Ｓｉｇｍａ产品；吖啶
橙（ａｃｒｉｄｉｎｅｏｒａｎｇｅ）、溴化乙啶（ｅｔｈｉｄｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ）为
Ｆｌｕｋａ产品；二甲亚砜（ＤＭＳＯ）、胰酶（ｔｒｙｐｓｉｎ）、Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００为 Ａｍｅｒｉｓｃｏ产品；Ⅰ型胶原酶为 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ产品；重组人血管内皮细胞生长因子（ｒｅ
ｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ｒｈＶＥＧＦ）为Ｂｅｎｄｅｒ产品；Ｍ１９９培养基为 Ｇｉｂｃｏ产品；
兔抗人Ⅷ因子相关抗原多克隆抗体为 ＳａｎｔａＣｒｕｚ产
品；琼脂糖（ａｇａｒｏｓｅ）为 ＢＢＩ产品；胎牛血清（ｆｅｔａｌｃａｌｆ
ｓｅｒｕｍ，ＦＣＳ）为杭州四季青生物工程材料有限公司
产品。

１．２ 实验材料和仪器

细胞培养瓶（２５ｃｍ２）、９６孔细胞培养板、２４孔细
胞培养板，丹麦 Ｎｕｎｃ公司；ＣＯ２培养箱、层流超净工
作台，美国 Ｆｏｒｍａ公司；荧光倒置相差显微镜，德国
Ｌｅｉｃａ公司；Ｅｌｘ８００型酶标仪，美国 Ｂｉｏｔｅｋ公司；台式
高速离心机，美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＧｅｌＤｏｃ２０００凝胶成像
系统，美国ＢｉｏＲａｄ公司；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪，美
国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司产品；双波长荧光分光光度
计，德国Ｔ．Ｉ．Ｌ．Ｌ．公司产品。
１．３ 细胞培养

新鲜健康的新生儿脐带取自浙江大学医学院附

属妇产科医院，参照 Ｊａｆｆｅ等［７］的方法消化收集
ＨＵＶＥＣ，接种于２５ｃｍ２细胞培养瓶，用含２０％ ＦＣＳ，
１０ｎｇ·Ｌ－１ｒｈＶＥＧＦ，２ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｌ谷胺酰胺及１００
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ｋＵ·Ｌ－１青霉素和 １００ｍｇ·Ｌ－１链霉素的 Ｍ１９９培养
液，置３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，隔天换液１次。
用兔抗人Ⅷ因子相关抗原多克隆抗体行间接免疫荧

光鉴定［７，８］后取第３～６代细胞供研究用。
１．４ ＭＴＴ比色法测定细胞增殖率

ＨＵＶＥＣ５×１０７Ｌ－１接种于 ９６孔培养板，每孔
１００μＬ，３７℃、５％ＣＯ２培养４８ｈ，加入不同浓度的青
蒿琥酯，每组１２个复孔，并设５％ＮａＨＣＯ３溶剂对照
组，实验重复３次。孵育２４～４８ｈ，ＭＴＴ比色法测定
细胞增殖率。于测定前 ４ｈ，每孔加入 ２０μＬ（５ｇ·
Ｌ－１）ＭＴＴ，３７℃、５％ＣＯ２培养 ４ｈ后吸弃培养液，每
孔加入１００μＬＤＭＳＯ，培养板振荡１０ｍｉｎ，用酶标仪
（λ＝５７０ｎｍ）测定各孔吸光度值（Ａ５７０ｎｍ）。按下述公
式计算细胞生长抑制率：抑制率（％）＝（对照组
Ａ５７０ｎｍ－给药组 Ａ５７０ｎｍ）／对照组 Ａ５７０ｎｍ×１００％。采
用上海医科大学编写的药理学统计计算程序 ＧＷ
Ｂａｓｉｃ，按Ｌｏｇｉｔ法计算抑制细胞增殖５０％的药物浓度
（ＩＣ５０）。
１．５ 吖啶橙／溴化乙啶荧光双染色

ＨＵＶＥＣ接种于 ２４孔培养板，加入不同浓度的
青蒿琥酯作用２４或４８ｈ后，按文献方法［９］，各孔加
入１００ｍｇ·Ｌ－１吖啶橙和１００ｍｇ·Ｌ－１溴化乙啶，于暗
室混合染色 ５ｍｉｎ，荧光倒置显微镜下观察细胞形
态。

１．６ 细胞ＤＮＡ提取及琼脂糖凝胶电泳
３２μｍｏｌ·Ｌ

－１青蒿琥酯作用于 ＨＵＶＥＣ４８ｈ后，
各组收集５×１０６个细胞，冰冷磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ，ｐＨ６．８）离心洗涤１次，去
上清。加入５００μＬ细胞裂解液（１０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１Ｔｒｉｓ·
ＨＣｌ，ｐＨ８．０，１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，
１００ｍｇ·Ｌ－１蛋白酶 Ｋ，０．５％ＳＤＳ），混匀，５５℃水浴震
荡３０ｍｉｎ至溶液变得澄清透明。加入６００μＬ氯仿，
摇匀，１００００×ｇ离心５ｍｉｎ，吸取上清，加入１ｇ·Ｌ－１

ＲＮａｓｅＡ３μＬ，３７℃水浴震荡 １ｈ。加 １／１０体积的 ３
ｍｏｌ·Ｌ－１乙酸钠和２倍体积的冷无水乙醇，置－２０℃
１０ｍｉｎ。１００００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃去上清，７０％乙醇
洗涤，晾干，用１００μＬＴＥ缓冲液（１０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１Ｔｒｉｓ·
ＨＣｌ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）溶解 ＤＮＡ。取 １０

μＬＤＮＡ样品液与上样缓冲液混匀，在含０．５ｍｇ·Ｌ
－１

溴化乙啶的１％琼脂糖凝胶和ＴＢＥ缓冲液（８９ｍｍｏｌ·
Ｌ－１Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ，８９ｍｍｏｌ·Ｌ－１硼酸，２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，
ｐＨ８．０）４０Ｖ恒压电泳５ｈ。电泳结束，以凝胶成像
系统观察ＤＮＡ带型并摄片。

１．７ 流式细胞仪测定细胞凋亡率和细胞周期

细胞接种于２５ｃｍ２培养瓶，待细胞生长至亚融
合状态时，加入不同浓度青蒿琥酯孵育。于给药后

２４和４８ｈ，各组细胞经胰酶消化，ＰＢＳ离心洗涤 １
次，调整细胞数至１×１０９Ｌ－１，缓慢滴加７０％冰冷乙
醇固定，置 ４℃过夜。已固定的细胞经 ＰＢＳ离心洗
涤２次，加入 ５０ｍｇ·Ｌ－１碘化丙啶，０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ
１００，３７ｇ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，５０ｍｇ·Ｌ－１ＲＮａｓｅＡ，室温下避光
进行ＤＮＡ染色（３０ｍｉｎ），过３００目尼龙网筛，２４ｈ内
上流式细胞仪测定，ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ３．１ｆ软件（美国 Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）获取直方图，ＭｏｄＦｉｔ３．０软件（美国 Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）计算细胞凋亡率及分析细胞周期相分布，
按下述公式计算细胞增殖指数（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｉｎｄｅｘ，
ＰＩ）。ＰＩ＝（Ｓ＋Ｇ２Ｍ）／（Ｇ１＋Ｓ＋Ｇ２Ｍ）×１００％。
１．８ 测定细胞［Ｃａ２＋］ｉ

在２４孔培养板上用盖玻片作细胞爬片培养，待
细胞生长至亚融合状态时，避光测定［Ｃａ２＋］ｉ［１０］：各
孔加入２μｍｏｌ·Ｌ

－１的 Ｆｕｒａ２／ＡＭ，３７℃孵育 ４５ｍｉｎ。
细胞均分为两部分，一部分在胞外液含钙条件下测

定［Ｃａ２＋］ｉ，另一部分在胞外液无钙条件下测定
［Ｃａ２＋］ｉ。含钙条件下测定［Ｃａ２＋］ｉ：用 Ｈａｎｋｓ液洗涤
２次，取出盖玻片，细胞面向上放入装有１ｍＬＨａｎｋｓ
液的测定槽中，间隔１ｍｉｎ累积给药，共给４次，使青
蒿琥酯终浓度分别达到 ４，８，１６和 ３２μｍｏｌ·Ｌ

－１。

激光激发荧光（激发波长３４０ｎｍ和３８０ｎｍ，发射波
长５００ｎｍ），于给药前和给药后连续用双波长荧光
分光光度计测定荧光强度（Ｆ），由微机测试系统直
接输出。用比例法计算［Ｃａ２＋］ｉ。［Ｃａ２＋］ｉ＝Ｋｄ×
（Ｒ－Ｒｍｉｎ）／（Ｒｍａｘ－Ｒ）×（Ｓ１／Ｓ２）。Ｒ＝Ｆ３４０ｎｍ／Ｆ３８０ｎｍ，

Ｋｄ＝２２４ｎｍｏｌ·Ｌ－１；Ｓ１和 Ｓ２分别为零钙和饱和钙时
激发波长３８０ｎｍ时的荧光强度。

无钙条件下测定［Ｃａ２＋］ｉ：用 ＤＨａｎｋｓ液洗涤 ２
次，取出盖玻片，细胞面向上放入装有１ｍＬＤＨａｎｋｓ
液的测定槽中，给药方法和测定方法同上。

１．９ 统计学处理

数据均以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ（Ｖｏｌ
１０．０）统计软件进行方差分析和 Ｄｕｎｎｅｔｔ检验，百分
率样本值先进行平方根反正弦转换后再行检验。

２ 结果

２．１ ＨＵＶＥＣ观察和鉴定
相差显微镜下，可见细胞呈扁平多角形或短梭
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体积明显增大，发不均匀的红色荧光，但无凋亡小体

结构，表现为坏死细胞的核形态与染色特征。

２．４ ＤＮＡ裂解片段分析
如图２所示，５％ＮａＨＣＯ３溶剂对照组和青蒿琥

酯组在靠近加样孔处均有一亮带，是未裂解的基因

组ＤＮＡ条带。３２μｍｏｌ·Ｌ
－１青蒿琥酯作用４８ｈ可见

典型的“梯形”条带，条带的位置恰为２００ｂｐ的整数
倍（２００，４００，６００，８００，１０００ｂｐ）。

Ｆｉｇ２． ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄ
ｆｒｏｍＨＵＶＥＣｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ３２μｍｏｌ·Ｌ－１ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ
ｆｏｒ４８ｈ．

２．５ 细胞凋亡率和细胞周期相分布

流式细胞仪分析结果显示，ＤＮＡ直方图上，４～
３２μｍｏｌ·Ｌ

－１的青蒿琥酯作用于ＨＵＶＥＣ２４～４８ｈ后，
Ｇ１峰前均出现了代表凋亡细胞的亚二倍体峰（图

３）。且青蒿琥酯浓度越大，作用时间越长，细胞凋亡
率越高，青蒿琥酯各剂量组（４～３２μｍｏｌ·Ｌ

－１）与５％
ＮａＨＣＯ３溶剂对照组比较，均有显著性差异（表２）。

Ｔａｂ２． ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎＨＵＶＥＣｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｒｔｅ
ｓｕｎａｔｅ
Ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ
／μｍｏｌ·Ｌ

－１
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ／％

２４ｈ ４８ｈ
０ ３．５±０．７ ４．１±１．０
４ ８．０±１．１ １６．１±１．３

８ ８．４±１．３ １７．１±１．４

１６ ２５．３±４．２ ３２．９±３．６

３２ ３１．５±４．６ ５６．９±６．５

ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎＨＵＶＥＣｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｒｔｅｓｕｎａｔｅｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄ
ｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌ（０μｍｏｌ·Ｌ

－１）．

Ｆｉｇ３． Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｄｅｓｔａｉｎｅｄＨＵＶＥＣｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｒｔｅｓｕｎａｔｅｆｏｒ２４
ｈ．Ａ：ｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ（１６μｍｏｌ·Ｌ－１）．

细胞周期分析结果显示，４～３２μｍｏｌ·Ｌ
－１的青

蒿琥酯作用于ＨＵＶＥＣ２４～４８ｈ后，与５％ＮａＨＣＯ３溶
剂对照组比较，Ｇ１期细胞增多，Ｓ期和 Ｇ２／Ｍ期细胞
减少，而且药物浓度越高，作用时间越长，该作用越

强；相应的，细胞增殖指数随青蒿琥酯的浓度增加及

作用时间的延长而降低（表３）。
２．６ 青蒿琥酯对ＨＵＶＥＣ［Ｃａ２＋］ｉ的影响

在胞外液含钙条件下测定［Ｃａ２＋］ｉ，与正常对照
组比，给予５％ＮａＨＣＯ３后，［Ｃａ２＋］ｉ没有显著性差异
（Ｐ＞０．０５），即溶剂对［Ｃａ２＋］ｉ测定没有影响；给予
青蒿琥酯，在浓度低于 １６μｍｏｌ·Ｌ

－１时［Ｃａ２＋］ｉ没有
显著性差异（Ｐ＞０．０５），浓度高于 １６μｍｏｌ·Ｌ

－１时

［Ｃａ２＋］ｉ显著升高（表 ４）。表明含钙环境中青蒿琥
酯浓度为１６μｍｏｌ·Ｌ

－１以上时，可使 ＨＵＶＥＣ［Ｃａ２＋］ｉ
显著升高。在胞外液无钙条件下测定［Ｃａ２＋］ｉ，无论
给予 ５％ＮａＨＣＯ３或青蒿琥酯（４～３２μｍｏｌ·Ｌ

－１），

［Ｃａ２＋］ｉ均没有显著性变化（Ｐ＞０．０５）。表明在无
钙环境中青蒿琥酯对ＨＵＶＥＣ［Ｃａ２＋］ｉ没有影响。

·７９２·中国药理学与毒理学杂志 ２００４年８月；１８（４）



Ｔａｂ３． Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｈａｓｅｓａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｉｎｄｅｘ（ＰＩ）ｉｎＨＵＶＥＣｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｒｔｅｓｕｎａｔｅ

Ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ
／μｍｏｌ·Ｌ

－１
Ｔｉｍｅ
／ｈ

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅ／％

Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ
ＰＩ
／％

０ ２４ ７３．５±１．６ １５．５±１．１ １１．０±１．０ ２６．５±１．６
４ ７６．０±１．１ １７．７±１．９ ６．３±１．１ ２４．０±１．１
８ ７６．６±１．９ １４．０±１．３ ９．４±１．２ ２３．４±１．９
１６ ７６．７±２．０ １３．５±１．５ ９．８±１．３ ２３．３±２．１
３２ ８０．８±２．４ １０．６±２．０ ８．６±１．２ １９．２±２．４

０ ４８ ７３．２±１．７ １８．３±１．４ ８．５±１．２ ２６．８±１．７
４ ８３．７±２．３ ９．７±２．０ ６．６±１．７ １６．３±２．３

８ ８６．２±２．２ ８．９±２．１ ４．９±１．４ １３．８±２．２

１６ ９１．１±２．７ ４．９±１．６ ４．０±１．３ ８．９±２．７

３２ ９４．３±２．５ ２．１±１．０ ３．６±１．１ ５．７±２．５

ＴｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｈａｓｅｓａｎｄＰＩ〔（Ｓ＋Ｇ２Ｍ）／（Ｇ１＋Ｓ＋Ｇ２Ｍ）×１００％）〕ｉｎＨＵＶＥＣｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｒｔｅｓｕｎａｔｅｆｏｒ２４ｏｒ４８ｈｗｅｒｅ
ａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌ（０μｍｏｌ·Ｌ

－１）．

Ｔａｂ４． Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｆｒｅｅｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（［Ｃａ２＋］ｉ）ｏｆＨＵＶＥＣｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｒｔｅｓｕｎａｔｅ

Ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ／μｍｏｌ·Ｌ
－１ ［Ｃａ２＋］ｉ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １１３±６

０ １１４±７

４ １１７±７

８ １１７±７

１６ ３３５±１９

３２ ３５０±２８

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ：Ｈａｎｋｓｓｏｌｕｔｉｏｎ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝８． Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ．

３ 讨论

本文通过对ＨＵＶＥＣ的形态学观察，发现在青蒿
琥酯作用的不同时段，ＨＵＶＥＣ表现出一系列凋亡特
异性形态变化。如细胞收缩变圆，细胞核浓缩边缘

化，凋亡小体形成等。结合 ＤＮＡ电泳呈现的典型梯
状条带，表明青蒿琥酯能诱导ＨＵＶＥＣ凋亡。通过流
式细胞仪定量分析细胞凋亡率，显示青蒿琥酯在４～
３２μｍｏｌ·Ｌ

－１浓度范围诱导ＨＵＶＥＣ凋亡呈浓度依赖性
和时间依赖性。其中，３２μｍｏｌ·Ｌ

－１青蒿琥酯作用于

ＨＵＶＥＣ４８ｈ，凋亡率可达５６．９％。并且，青蒿琥酯在
该浓度范围能特异性地抑制 ＨＵＶＥＣ进入 Ｓ期和／或
Ｇ２／Ｍ期，使细胞停留在 Ｇ１期，同样表现出浓度依赖

性和时间依赖性。结果提示青蒿琥酯主要诱导

ＨＵＶＥＣ的Ｓ期和／或 Ｇ２／Ｍ期细胞凋亡，抑制了细胞
的ＤＮＡ合成，从而抑制ＨＵＶＥＣ分裂增殖。

细胞凋亡是由基因严密调控的自主性并且依赖

能量的有序死亡。当细胞接受凋亡信号，通过一系列

的信号传递，如 Ｃａ２＋变化，效应酶的激活，影响凋亡
相关的正负调节基因的表达，最终导致细胞凋亡。现

已明确，Ｃａ２＋既是凋亡途径的起始信使，又参与凋亡
执行阶段多种Ｃａ２＋活化的蛋白酶（半胱天冬酶家族、
ｃａｌｐａｉｎ、核支架蛋白酶等）与 Ｃａ２＋依赖性核酸内切酶
的激活。细胞外钙内流和细胞内钙池释放是［Ｃａ２＋］ｉ
升高的两条重要途径。一般认为，细胞内钙池释放只

能引起［Ｃａ２＋］ｉ短暂升高，并不能导致细胞凋亡，甚至
可能抑制细胞凋亡；凋亡的触发不仅需要［Ｃａ２＋］ｉ达
到一定的阈值，而且必须持续较长的时间（＞２ｈ）［１１］。
本实验发现，当ＨＵＶＥＣ处于含钙环境中时，１６μｍｏｌ·
Ｌ－１青蒿琥酯即可迅速持久地（＞３ｈ）显著升高 ＨＵ
ＶＥＣ的［Ｃａ２＋］ｉ。当 ＨＵＶＥＣ处于无钙环境，４～３２

μｍｏｌ·Ｌ
－１青蒿琥酯对 ＨＵＶＥＣ的［Ｃａ２＋］ｉ没有影响。

由此推断青蒿琥酯引起 ＨＵＶＥＣ的［Ｃａ２＋］ｉ迅速持续
升高主要来源于外钙内流，这可能是青蒿琥酯诱导细

胞凋亡的触发因子；同时内流的 Ｃａ２＋还可能参与细
胞凋亡的下游机制。对于青蒿琥酯诱导凋亡有关的

酶激活，正负调节基因的表达以及信号转导等调控机

制作者正在深入研究。

现代肿瘤病理学研究证明，原发肿瘤的生长和转

移依赖于源自即存血管的新生血管生成［１２］。抗新生

血管生成已成为国际上近年来抗肿瘤生长和转移治

疗的一个有效的新策略［１３］。内皮细胞被视为血管新

生的物质基础，是抑制血管新生的最佳靶点之一。本

课题组的前期研究发现，青蒿琥酯在体外可明显抑制

·８９２· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００４ Ａｕｇ；１８（４）



ＨＵＶＥＣ的增殖、迁移及小管形成［５］，在体内可有效地
抑制鸡胚绒毛尿囊膜、大鼠主动脉环无血清培养模型

上的新生血管生成［６］。本研究作为后续研究，发现青

蒿琥酯可特异性地抑制ＨＵＶＥＣ进入Ｓ期和／或Ｇ２／Ｍ
期，明显诱导ＨＵＶＥＣ凋亡，这可能是青蒿琥酯抑制新
生血管生成的重要机制。
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［９］ ＧｏｒｍａｎＡ．Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ａ］．Ｉｎ：

ＣｏｔｔｅｒＴＧ，ＭａｒｔｉｎＳＪ，ｅｄ．Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｉｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ａｕｓｅ′ｓ
ｇｕｉｄｅ［Ｍ］．Ｌｏｎｄｏｎ：ＰｏｒｔｌａｎｄＰｒｅｓｓＬｔｄ．，１９９６．７－９．

［１０］ ＧｒｙｎｋｉｅｗｉｃｚＧ，ＰｏｅｎｉｅＭ，ＴｓｉｅｎＲＹ．Ａｎｅｗｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆ
Ｃａ２＋ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｗｉｔｈｇｒｅａｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，１９８５，２６０（６）：３４４０－３４５０．

［１１］ ＷｈｙｔｅＭＫ，ＨａｒｄｗｉｃｋＳＪ，ＭｅａｇｈｅｒＬＣ，ＳａｖｉｌｌＪＳ，Ｈａｓｌｅｔｔ
Ｃ．Ｔｒａｎｓｉｅｎｔｅｌｅｖａｔｉｏｎｓｏｆｃｙｔｏｓｏｌｉｃｆｒｅｅｃａｌｃｉｕｍｒｅｔａｒｄｓｕｂ
ｓｅｑｕｅｎｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，

１９９３，９２（１）：４４６－４５５．
［１２］ ＦｏｌｋｍａｎＪ，ＫｌａｇｓｂｒｕｎＭ．Ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，

１９８７，２３５（４７８７）：４４２－４４７．
［１３］ ＦｏｌｋｍａｎＪ．ＳｅｍｉｎａｒｓｉｎＭｅｄｉｃｉｎｅｏｆｔｈｅＢｅｔｈＩｓｒａｅｌＨｏｓｐｉ

ｔａｌ，Ｂｏｓｔｏｎ．Ｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｒｅｓｅａｒｃｈｏｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，１９９５，３３３（２６）：１７５７－１７６３．

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｒｔｅｓｕｎａｔｅ

ＷＵＧｕｏＤｏｎｇ，ＺＨＯＵＨｕｉＪｕｎ
（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅ，ＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００３１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＡＩＭ Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｉｆｔｈｅａｎｔｉｔｕｍｏｒ
ｅｆｆｅｃｔｏｆａｒｔｅｓｕｎａｔｅｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．ＭＥＴＨＯＤＳ Ｔｈｅ
ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆａｒｔｅｓｕｎａｔｅｗｅｒｅｅｖａｌ
ｕａｔｅｄｏｎｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
（ＨＵＶＥＣ）ｂｙｍｅａｎｓｏｆＭＴＴｖｉｔａｌｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｈｅ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙａｃｒｉｄｉｎｅｏｒ
ａｎｇｅ／ｅｔｈｉｄｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅｄｕａｌｓｔａｉｎｉｎｇａｓｗｅｌｌａｓ
ＤＮＡｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．Ｔｈｅｒａｔｉｏｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎ
ＨＵＶＥＣａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｈａｓｅｓｗｅｒｅ
ａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｆｒｅｅ
ｃａｌｃｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（［Ｃａ２＋］ｉ）ｏｆＨＵＶＥＣｗａｓ
ａｓｓａｙｅｄｗｉｔｈｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｃａｎａｌｙｓｉｓ．

ＲＥＳＵＬＴＳ ＡｒｔｅｓｕｎａｔｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄＨＵＶＥＣｐｒｏ
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＵＶＥＣ，ｃｈａｎｇｅｄ
ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｈａｓｅｓ，ａｎｄｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄ［Ｃａ２＋］ｉｒｅｍａｒｋａｂｌｙ．ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ
ＡｒｔｅｓｕｎａｔｅｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｔｏｓｉｓｏｆＨＵＶＥＣ，ｗｈｉｃｈ
ｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆ［Ｃａ２＋］ｉ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ；ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ，ｖａｓｃｕｌａｒ；
ｃｅｌｌｓ，ｃｕｌｔｕｒｅｄ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｃａｌｃｉｕｍ，ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ
ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＰｒｏｖｉｃｅ（Ｍ３０３８４２）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．

（本文编辑 董立春）

·９９２·中国药理学与毒理学杂志 ２００４年８月；１８（４）


