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标准的研究。

　　吡咯里西啶生物碱 (pyrrolizidine alkaloids , PAs) 是

一类天然的植物性毒素 ,广泛存在于6 000多种高等植

物中[1 ] 。山冈橐吾碱 (clivorine) 是从菊科橐吾属药用

植物鹿蹄橐吾 ( Ligularia hodgsonii ) 中分离得到的

otonecine 型吡咯里西啶生物碱 ,橐吾属部分药用植物

的根及根茎在民间习称为山紫菀或川紫菀 ,常用来代

替紫菀 (Radix Asteris) ,治疗咳嗽、肝炎和其他炎症 ,并

收入四川 ,云南等省的地方标准。我们前期的研究已

对 clivorine 的肝细胞毒性及其机制进行了初步的探

讨[224 ]
,同时我们已经发现 clivorine 对人胚肾 HEK293

细胞有明显的毒性[3 ]
,然而其毒性机制并不十分明确。

谷胱甘肽 ( GSH) 被认为是细胞内最重要的抗氧化剂 ,

本实验主要观察 clivorine 对 HEK293 细胞内 GSH、氧化

型谷胱甘肽 ( GSSG) 含量及其 GSHΠGSSG比值的影响 ,

对 GSH相关的谷胱甘肽2S2转移酶 ( GST)和谷胱甘肽还

原酶 ( GR)酶活力的影响 ,从而探讨 GSH及其相关酶在

clivorine 所致的肾细胞毒性过程中的作用。

1 　材料与方法

111 　试剂与仪器 　HEK293 细胞 ( American Type

Culture Collection ,ATCC) ,GSH和 GSSG检测试剂盒 (江

苏碧云天 ) , GST 酶活力测定试剂盒 (南京建成 ) ,

Spectramax190 酶标仪 (Molecular Device) ,其余试剂为美

国 Sigma 公司产品。

112 　细胞培养 　HEK293 细胞培养于含体积分数为

10 %胎牛血清的 MEM 培养基中 ,常规加入青霉素 (100

kUΠL)与链霉素 (100 kUΠL) ,37 ℃,恒温培养。

113 　GSH、GSSG含量及 GSHΠGSSG的测定 　HEK293

细胞按 10
6 个每盘铺入 60 mm 培养皿中 ,12 h 后待细

胞贴壁生长状态良好时加入 clivorine (100μmolΠL) 作用

48 h ,或加入不同浓度的 clivorine 作用 48 h ,严格按照

试剂盒说明书中的方法收下细胞、测定 GSH、GSSG含

量 ,并计算 GSHΠGSSG的比值。

114 　GST酶活力测定　HEK293 细胞按 3 ×10
6 个每盘

铺入 100 mm培养皿中 ,12 h 后待细胞贴壁生长状态良

好时加入 clivorine (100μmolΠL) 作用 48 h ,然后将细胞

裂解于冰冷的细胞裂解液中 (含蛋白酶抑制剂)液氮和

37 ℃反复冻融 2 次 ,10 000 rΠmin ,4 ℃,离心 10 min ,取

上清 ,以小牛血清白蛋白 (BSA) 为标准用考马斯亮蓝

法测定蛋白浓度 ,按试剂盒方法测定并计算 GST 酶

活力。

115 　GR 酶活力测定 　GR 酶活力测定采用 Carlberg

和Mannervik
[5 ] 改良的还原型辅酶 (NADPH) 法。将正

常细胞和 clivorine 孵育 48 h 后的细胞溶于细胞裂解液

中 (含蛋白酶抑制剂 ) ,液氮和 37 ℃反复冻融 2 次

10 000 rΠmin、4 ℃,离心10 min ,取上清测定酶活力 ,反

应体系由磷酸钾缓冲液 (125 mmolΠL ,pH713) 、乙二胺

四乙酸 ( EDTA) ( 0125 mmolΠL ) 、GSSG ( 1 mmolΠL ) 、

NADPH(011 mmolΠL) 和上清样品组成 ,并以裂解液为

样品对照 ,混匀后测定 340 nm 处的吸光度 ( A ) 值 ,以

BSA 为标准用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度。GR 酶活

力计算如下 : GR活力 = [ [A340Πmin (样本)2A340Πmin (空

白) ]X稀释倍数 ]Π[0100622X蛋白浓度 (gΠL) ]

116 　统计学方法　所有数据以 �x ±s 表示。用 t 检验

检测各组间的差异。

2 　结果

211 　clivorine 对 HEK293 细胞内 GSH、GSSG含量的影

响 　不同浓度的 clivorine 与 HEK293 细胞孵育 48 h 后 ,

细胞内 GSH含量随 clivorine 浓度的增加而明显增加 ,

GSSG的含量略有增加 ,并不十分明显 (图 1) 。

212 　clivorine 对 HEK293 细胞内 GSHΠGSSG的影响 　

由图 2 可见 ,GSHΠGSSG的比值随着 clivorine 浓度的增

加而增加。
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与正常对照比较 , 3 3 P < 0101

图 1 　山冈橐吾碱对 GSH、GSSG含量的影响

与正常对照比较 , 3 P < 0105

图 2 　山冈橐吾碱对 GSHΠGSSG的影响

213 　clivorine 对 HEK293 细胞内 GST 和 GR 酶活力的

影响 　GST和 GSH2Rx , GR 在调节细胞内 GSH 含量的

过程中起重要作用 ,从图 3a 和 3b 可见 clivorine (100

μmolΠL)与 HEK293 细胞孵育 48 h 后 ,细胞内 GST 和

GR 酶活力明显增加 (图 3a ,b) 。

与正常对照组比较 , 3 P < 0105

图 3( a) 　山冈橐吾碱对 GST酶活力的影响

与正常对照组比较 , 3 P < 0105

图 3( b) 　山冈橐吾碱对 GR 酶活力的影响

3 　讨论

还原型 GSH 是广泛存在于细胞内的小分子三肽

化合物 ,具有维持细胞蛋白质结构和功能、抑制细胞凋

亡等方面发挥着重要作用[6 ]
,缺乏或耗竭 GSH 会促使

许多化学物质或环境因素产生中毒作用或加重其中毒

作用 ,因而 GSH量的多少是衡量机体抗氧化能力大小

的重要因素。GSSG为 GSH 的氧化形式 ,在氧化剂作

用下 GSH通过 GSH2Px 氧化成 GSSG,GSSG的量一般占

总 GSH 量的 1 %～10 %
[7 ] 。本研究结果显示 clivorine

处理 HEK293 细胞后 ,细胞内 GSH含量明显增加 ,相应

GSHΠGSSG的比例也增加 ,暗示 GSH 抗氧化系统参与

了吡咯里西啶生物碱 clivorine 的 HEK293 细胞毒性

作用。

GST可以催化 GSH 与药物的毒性代谢产物结合 ,

清除细胞内自由基 ,减轻药物的细胞毒性 ;还可通过氧

化还原反应而降低毒物过氧化的能力 ,使含巯基酶免

于被重金属和氧化剂激活或使已氧化的含巯基酶还原

而使其恢复活力。GSSG 通过 NADPH 供氢 ,在 GSH2
Rx ,GR 作用下又还原成 GSH ,二者构成一动态平衡水

平[7 ] ,从而构成一有效的抗氧化系统。图 3 的实验结

果表明用 clivorine 处理 HEK293 细胞 48 h 后 ,细胞内

GST和 GR 酶活力都有一定程度的增加 ,其活力的增

加可能与其参与调节细胞内 GSH 和 GSSG 的含量

有关。

细胞内 GSH 含量的增加被发现同许多物质诱导

的细胞癌变有密切的关系 ,如 DMBA、NDEA 加四氯化

碳等诱导的细胞癌变[829 ]
;在许多肝癌或其他癌变组织

中 GSH含量也明显增加[10213 ] 。早期已有实验报道发

现 clivorine 具有致癌、致突变的毒性作用[14216 ] ,本实验

结果提示 GSH 含量及其相关酶活力的增加可能有助

于拮抗 clivorine 的细胞毒性 ,而长期刺激造成 GSH 含
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量的增加又可能与 clivorine 的致癌作用有关 ,其具体

的调节机制有待进一步的研究。
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　　检测药物对肿瘤细胞作用活性的方法是抗肿瘤药 物筛选的基本途径。四甲基偶氮唑蓝 ( 32( 4 , 52
dimethyl22thiazoly ) 2 , 52diphenl22H2tetrazolium bromide ,

MTT)在不含酚红的培养液中溶解后呈黄色。活细胞

线粒体中琥珀酸脱氢酶能将 MTT 黄色溶液还原为紫
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