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雷公藤甲素对肿瘤坏死因子－α介导的ＨＣＭ心肌细胞
生长损伤保护作用研究

林芸芸 １，宋艳玲 １，蔡海云 ２，顾申红 １△

（１． 海南医学院第一附属医院，海南海口５７００００； ２． 海南医学院第一临床学院，海南海口５７００００）
摘要：目的探讨雷公藤甲素对肿瘤坏死因子－ α 牗 ＴＮＦ － α 牘介导的ＨＣＭ心肌细胞生长损伤的保护作用。方法采用四唑盐（ＭＴＴ）比色
法检测ＴＮＦ － α抑制ＨＣＭ细胞生长的半数抑制浓度（ＩＣ５０）及雷公藤甲素干预对ＨＣＭ细胞生长抑制率的影响；采用流式细胞术检
测ＴＮＦ － α联合雷公藤甲素对ＨＣＭ细胞凋亡率的影响；使用相应试剂盒检测细胞上清液中肌酸激酶（ＣＫ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）水
平。结果ＴＮＦ － α对ＨＣＭ细胞具有明显的生长抑制和凋亡诱导作用，且血清ＣＫ和ＬＤＨ表达明显升高；低质量浓度雷公藤甲素干预
后，ＴＮＦ － α对ＨＣＭ细胞的生长抑制和诱导凋亡作用均减弱（Ｐ ＜ ０． ０１），血清ＣＫ和ＬＤＨ表达呈下降趋势。结论低质量浓度雷公藤甲
素可减弱ＴＮＦ － α对ＨＣＭ细胞的生长抑制和凋亡诱导作用。
关键词：雷公藤甲素；肿瘤坏死因子－ α；人心肌细胞；生长损伤；细胞试验
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肿瘤坏死因子－ α（ＴＮＦ － α）是一种主要由巨噬细
胞和单核细胞产生的促炎细胞因子，除参与正常炎性反
应和免疫反应外犤１ 犦，还可作为独立因素参与心肌损伤犤 ２ 犦，
也可作为损伤心肌细胞的诱导剂。雷公藤甲素（ＴＷ）是
中药雷公藤的主要活性成分，具有抗炎、抗癌等多种药
理作用犤 ３ － ４ 犦。本研究中通过体外实验研究了ＴＷ干预
ＴＮＦ － α对ＨＣＭ心肌细胞的生长抑制和凋亡诱导作
用。现报道如下。
１ 材料与方法
１． １ 材料

细胞：人心肌细胞ＨＣＭ（美国模式培养物保藏中
心，ＡＴＣＣ，批号为ＢＮＣＣ３３７７１９ 牘。

仪器：ｃ１５０型ＣＯ２细胞培养箱牗德国Ｂｉｎｄｅ公司牘；

ＳＷ － ＣＪ型超净工作台（苏州净化设备公司）；Ａ１０型超
纯水仪（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；ＤＭＩ８型倒置显微镜（德国莱卡
公司）；ＭＤＦ － Ｃ８Ｖ１型－ ８０ ℃超低温冰箱（日本Ｓａｎｙｏ
公司）；ＦＣ５００ＭＣＬ型流式细胞仪（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）。

试药：高糖ＤＭＥＭ培养基（批号为１０５６９０１０），胰蛋
白酶（批号为２５２０００５６），乙二胺四乙酸牗 ＥＤＴＡ，批号为
ＡＭ９２６０Ｇ），磷酸盐缓冲溶液牗 ＰＢＳ，批号为１００１００２ 牘，胎
牛血清牗ＦＢＳ，批号为１００９９１４１牘，均购于美国Ｇｉｂｃｏ公
司；二甲亚砜牗Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ，批号为Ｄ２６５０牘，
ＴＷ（批号为３８７４８ － ３２ － ２，ＨＰＬＣ法纯度＞ ９８％），均购
于美国Ｓｉｇｍａ公司；ＴＮＦ － α（北京义翘神州生物科技有
限公司，批号为１０６０２ － ＨＮＡＥ）；ＭＴＳ细胞毒性检测试
剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司，批号为Ｇ３５８２）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ －

·研究·
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·研究·
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ＦＩＴＣ ／ ＰＩ凋亡测定试剂盒（美国Ｓｉｇｍａ － Ａｌｄｒｉｃｈ公司，
批号为ＡＰＯＡＦ － ２０ＴＳＴ）；肌酸激酶牗 ＣＫ牘活性检测试剂
盒（上海哈灵生物科技有限公司，批号为ＨＬ７００４７，
２０Ｔ）；乳酸脱氢酶牗 ＬＤＨ牘活性检测试剂盒（上海哈灵生
物科技有限公司，批号为ＨＬ２００４２，４８Ｔ）。
１． ２ 方法
１． ２． １ 细胞培养

人心肌细胞ＨＣＭ为贴壁细胞，使用含有１０％ ＦＢＳ、
１００ Ｕ ／ ｍＬ青霉素和１００ ｇ ／ Ｌ链霉素的高糖ＤＭＥＭ培养
基培养，置５％ＣＯ２，３７ ℃细胞培养箱中培养。待细胞生长
至约９０％时，弃去原培养基，用ＰＢＳ轻轻吹吸１ ～ ２次，
用０． ２５％胰蛋白酶消化，传代牗平均２ ｄ传代１次牘。
１． ２． ２ 四唑盐（ＭＴＴ）比色法检测细胞生长抑制

ＴＮＦ － α或ＴＷ：将ＨＣＭ细胞用０． ２５％胰蛋白酶
消化，制成单细胞悬液，按３ × １０４个细胞／孔的密度
均匀接种于９６孔板。第２天待细胞贴壁生长后弃去
培养基，用ＰＢＳ洗去未贴壁细胞，加入新鲜培养基。实
验组分别加入不同质量浓度（５０，１００，１５０，２００，２５０，
３００ ｎｇ ／ ｍＬ）的ＴＮＦ － α或不同质量浓度（１，３，１０，３０，
５０ ｎｇ ／ ｍＬ）的ＴＷ，对照组则加等量不含药物的培养液。
继续培养２４ ｈ，弃去培养上清液，每孔加ＭＴＴ ２０ μＬ和
不含血清培养基１００ μＬ，３７ ℃孵育０． ５ ～ １． ０ ｈ。最后用
酶标仪在４８０ ｎｍ波长处检测各孔吸光度值，并计算细
胞存活率。细胞存活率牗％ 牘 ＝ １ － 犤（实验组Ａ４９０ －校零
孔Ａ４９０ 牘 ／（对照组Ａ４９０ －校零孔Ａ４９０ 牘 犦 × １００％。

ＴＷ联合ＴＮＦ － α：将ＨＣＭ细胞用０． ２５％胰蛋白
酶消化，制成单细胞悬液，按３ × １０４个细胞／孔的密度
均匀接种于９６孔板。第２天待细胞贴壁生长后弃去培
养基，用ＰＢＳ洗去未贴壁细胞，加入新鲜培养基。处理
组加入２４５ ｎｇ ／ ｍＬ的ＴＮＦ － α进行处理，实验组分别加
入不同质量浓度（３，１０，３０，５０ ｎｇ ／ ｍＬ）的ＴＷ。继续培养
２４ ｈ，弃去培养上清液，每孔加ＭＴＴ ２０ μＬ和不含血清
培养基１００ μＬ，３７ ℃孵育０． ５ ～ １． ０ ｈ。最后用酶标仪在
４８０ ｎｍ波长处检测各孔吸光度值，并计算细胞存活率。
１． ２． ３ 流式细胞仪检测细胞凋亡

根据Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ － ＦＩＴＣ ／ ＰＩ凋亡检测试剂盒说明书
进行操作。将ＨＣＭ细胞用０． ２５％胰蛋白酶消化，制成
单细胞悬液，按２ × １０５个细胞／孔的密度均匀接种于６孔
板。第２天待细胞贴壁生长后弃去培养基，用ＰＢＳ洗去
未贴壁细胞，加入新鲜培养基。处理组加入２４５ ｎｇ ／ ｍＬ
的ＴＮＦ － α进行处理，实验组分别加入不同质量浓度
（３，１０，３０，５０ ｎｇ ／ ｍＬ）的ＴＷ。继续培养２４ ｈ，弃去培养
上清液，胰酶消化、离心、收集细胞，用２５０ μＬ结合缓冲
液重悬细胞并调整细胞浓度约为１ × １０６个细胞／ ｍＬ。
向细胞悬液中依次加入Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ － ＦＩＴＣ和ＰＩ溶液，

混匀后室温避光孵育１５ ｍｉｎ，加入４００ μＬ ＰＢＳ，混匀后
上流式细胞仪检测分析。
１． ２． ４ 试剂盒检测细胞上清液中ＣＫ和ＬＤＨ水平

将ＨＣＭ细胞用０． ２５％胰蛋白酶消化，制成单细胞
悬液，按２ × １０５个细胞／孔的密度均匀接种于６孔板。
第２天待细胞贴壁生长后弃去培养基，用ＰＢＳ洗去未
贴壁细胞，加入新鲜培养基。处理组加入２４５ ｎｇ ／ ｍＬ
ＴＮＦ － α进行处理，实验组则分别加入不同质量浓度
（３，１０，３０，５０ ｎｇ ／ ｍＬ）的ＴＷ。继续培养２４ ｈ后取细胞上
清液，按照相关试剂盒说明书进行操作，检测细胞上清
液中ＣＫ和ＬＤＨ水平。
１． ３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ １７． ０统计软件分析。计量资料以Ｘ ± ｓ
表示，组间比较行ｔ检验。Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学
意义。
２ 结果
２． １ ＴＮＦ －α或 ＴＷ对细胞生长的抑制作用

ＭＴＴ试验结果显示，与对照组相比，ＴＮＦ － α可抑
制ＨＣＭ细胞的生长，并呈浓度依赖性（Ｐ ＜ ０． ０１）。
ＴＮＦ － α的半数抑制浓度（ＩＣ５０）经Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ５． ０
软件计算，确定为２４５ ｎｇ ／ ｍＬ，详见图１ Ａ。经１． ０ ～
１０． ０ ｎｇ ／ ｍＬ的ＴＷ作用２４ ｈ后，ＨＣＭ细胞生长变化无
明显差异，而＞ ３０． ０ ｎｇ ／ ｍＬ质量浓度的ＴＷ处理可明
显抑制细胞生长（Ｐ ＜ ０． ０１），详见图１ Ｂ。

２． ２ ＴＷ联合 ＴＮＦ －α对细胞生长的抑制作用
用２４５ ｎｇ ／ ｍＬ的ＴＮＦ － α处理ＨＣＭ细胞的同时，

加入不同质量浓度的ＴＷ进行干预。２４ ｈ后ＭＴＴ结果
显示，３ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＷ和１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＷ实验组的ＨＣＭ细
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图１ ＴＮＦ － α或ＴＷ对ＨＣＭ细胞生长的抑制作用（ Ｐ ＜０． ０１）
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图２ ＴＷ联合ＴＮＦ － α对人心肌细胞生长的抑制作用（ Ｐ ＜ ０． ０１）
处理组 ３ １０ ３０ ５０
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表１ ＴＷ对ＴＮＦ － α处理后人心肌细胞的
凋亡诱导作用（Ｘ ± ｓ，％）

注：Ｑ２为晚期凋亡细胞比例，Ｑ３为早期凋亡细胞比例，Ｑ２ ＋
Ｑ３为总的凋亡细胞比较。与处理组比较，ａ Ｐ ＜ ０． ０１。

组别
处理组
ＴＷ ３ ｎｇ ／ ｍＬ组
ＴＷ １０ ｎｇ ／ ｍＬ组
ＴＷ ３０ ｎｇ ／ ｍＬ组
ＴＷ ５０ ｎｇ ／ ｍＬ组

Ｑ２
２８． ９ ± ２． ５
１５． ８ ± １． １ａ

２４． ３ ± ３． ２
２６． ７ ± １． ５
４２． ５ ± １． ５ａ

Ｑ３
６． ４ ± １． ８
３． ２ ± ０． ４ａ

３． ７ ± ２． １ａ

５． ３ ± ２． １
１０． ３ ± ２． ０ａ

Ｑ２ ＋ Ｑ３
３５． ３ ± ２． ３
１９． ０ ± １． ０ａ
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图３ ＴＷ联合ＴＮＦ － α对细胞上清液中ＣＫ和
ＬＤＨ水平的影响（ Ｐ ＜ ０． ０１）

Ａ
ＬＤＨ水平／ Ｕ·ｍＬ － １

ＣＫ水平／ Ｕ·ｍＬ － １胞抑制率明显低于处理组（Ｐ ＜ ０． ０１），而５０ ｎｇ ／ ｍＬ
ＴＷ实验组的ＨＣＭ细胞抑制率反而升高（Ｐ ＜ ０． ０１），
详见图２。

２． ３ ＴＷ对 ＴＮＦ －α处理后细胞的凋亡诱导作用
用２４５ ｎｇ ／ ｍＬ的ＴＮＦ － α处理ＨＣＭ细胞的同时，

加入不同质量浓度的ＴＷ进行干预。２４ ｈ后，流式结果
显示，３ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＷ和１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＷ实验组对ＨＣＭ细
胞的凋亡诱导明显低于处理组（Ｐ ＜ ０． ０１），而５０ ｎｇ ／ ｍＬ
ＴＷ实验组对ＨＣＭ细胞的凋亡诱导反而增强（Ｐ ＜０． ０１）。
详见表１。

２． ４ ＴＷ联合 ＴＮＦ －α对 ＣＫ和 ＬＤＨ水平的影响
与对照组相比，３ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＷ和１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＷ实

验组中ＣＫ和ＬＤＨ水平明显降低，差异有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０１）。而３０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＷ和５０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＷ实验组
对ＣＫ和ＬＤＨ的影响不明显。详见图３。
３ 讨论

ＴＮＦ － α是一种多功能细胞因子，在感染与炎性反
应、肿瘤细胞生长的抑制中发挥重要作用，与造血、心、
肝、肾、肌肉等系统功能及器官移植的排斥反应、败血
症、恶病质、心力衰竭等都密切相关。有研究发现，
ＴＮＦ － α对心肌细胞有诱导凋亡作用，其激活及表达
上调是导致心肌功能紊乱的重要因素。可能有以下途
径：１）ＴＮＦ － α通过与ＴＮＦ － α受体结合，激活ＪＮＫ信
号通路及下游转录因子，从而诱导心肌细胞凋亡犤 ５ － ６ 犦；
２）ＴＮＦ － α通过诱导一氧化氮的生成，与超氧阴离子结
合，发挥毒性作用，引起氧化还原系统失衡，对心肌细胞
发挥损伤作用犤 ７ 犦；３）ＴＮＦ － α通过诱导与细胞凋亡密切

相关的ｃ － ｌｏｓ，ｃ － ｊｕｎ，ｃ － Ｍｙｃ等原癌基因表达，从而诱
导心肌细胞凋亡犤 ８ 犦；４）ＴＮＦ － α可通过鞘氨醇依赖机制
诱导心肌细胞发生凋亡犤 ９ 犦。本研究结果显示，ＴＮＦ － α处
理后细胞生长受到明显抑制，细胞凋亡率明显增加，提
示ＴＮＦ － α有对人心肌细胞的损伤作用。

ＴＷ又称雷公藤内酯，是从卫矛科植物雷公藤中提
取的环氧二萜内酯化合物，具有抗炎、抗癌等多种药理
活性犤 １０ － １１ 犦，临床用于治疗炎性疾病、自身免疫疾病和肿
瘤，高浓度ＴＷ可调节细胞周期，通过线粒体凋亡途径
诱导心肌细胞发生凋亡犤 １２ － １３ 犦；此外，高浓度ＴＷ可呈剂
量依赖性地抑制人类ｅｔｈｅｒ － ａ － ｇｏ － ｇｏ相关基因
（ｈＥＲＧ）编码的钾通道，抑制心肌细胞复极化时钾离子
外向电流，导致动作电位时程延长，明显抑制心肌细胞
活性犤 １４ 犦。本研究结果发现，３０． ０ ｎｇ ／ ｍＬ以上质量浓度的
ＴＷ才会抑制心肌细胞生长和诱导其凋亡，并对产生损
伤作用；较低质量浓度的ＴＷ对心肌细胞生长无明显生
长抑制作用，与ＴＮＦ － α联用时，可降低ＴＮＦ － α对人心
肌细胞的生长抑制作用和凋亡诱导作用，可在一定程度
上降低ＴＮＦ － α对人心肌细胞的损伤作用。

综上所述，安全浓度的ＴＷ降低ＴＮＦ － α对人心肌
细胞ＨＣＭ细胞的生长抑制作用和凋亡诱导作用，心肌
细胞损伤标志物ＣＫ和ＬＤＨ也会有所降低，说明ＴＷ
对ＴＮＦ － α介导的ＨＣＭ心肌细胞的生长损伤有保护作
用，而具体的分子机制和参与信号途径尚未阐明，需要
进一步深入研究。
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