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摘 要:目的 观察芒果苷、高良姜素对BCBL-1细胞形态及其分泌IL-4的影响。方法 将培养的BCBL-1细胞分为不

加药物的空白对照组、0.1%二甲基亚砜(DMSO)组、芒果苷组和高良姜素组,观察药物作用24h对细胞形态的影响;收
集不同时间段的各处理组的细胞培养上清液,利用ELISA法检测细胞培养上清液中白细胞介素-4(interleukin-4,IL-4)

的浓度。结果 与相应的对照组相比,BCBL-1细胞培养液中加入药物后,芒果苷组细胞形态无明显变化,细胞培养液中

IL-4蛋白含量有上升的趋势(P<0.01);高浓度高良姜素组(25μmol/L)细胞出现细胞皱缩、折光度下降、数量变少,细
胞培养液中IL-4蛋白含量在低浓度时有上升的趋势(P<0.05或P<0.01),而在高浓度时有下降的趋势(P<0.01)。

结论 芒果苷、高良姜素可以调节BCBL-1细胞分泌IL-4。
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  Abstract: Objective ToobservetheeffectsofmangiferinandgalanginonBCBL-1cellconfigurationsand
itsIL-4secretion. Methods TheculturedBCBL-1cellsweredividedintoablankcontrolgroupwithoutgiv-
ingdrugs,a0.1%DMSOgroup,amangiferingroupandagalangingroup.Cellmorphologicfeatureswereob-
servedwithmicroscopyin24hoursafterdrugadministration.Thecellculturesupernatantsineachadministra-
tiongroupatdifferenttimewerecollectedandanenzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA)wasperformed
todetecttheconcentrationsofinterleukin-4(IL-4)incellculturesupernatants. Results Bycomparingwith
correspondingcontrolgroup,cellsconfigurationsinthemangiferingrouphadnoobviouschangesafterthe
BCBL-1cellsculturewereaddedwithdrugs,andtheamountofIL-4proteinincellculturestendedtoincrease
(P<0.01).Cellsinthehighconcentrationgalangin(25μmol/L)groupshowedwizened,andthatthediopter
declinedandcellsamountdecreased.TheamountofIL-4proteinincellsculturebytreatingwithlowconcen-
trationofgalangintendedtoincrease(P<0.05orP<0.01),buttendedtodecreasebytreatingwithhighcon-
centration(P<0.01). Conclusion MangiferinandgalanginplayaroleofregulationofBCBL-1cellsinIL-4
secretion.
  Keywords: mangiferin;galangin;BCBL-1;IL-4

  卡波西肉瘤相关性疱疹病毒(Kaposisarcoma-as-
sociatedherpesvirus,KSHV)又称人类疱疹病毒8型

(HHV-8),是一类疱疹病毒,感染后可以导致卡波西

肉瘤(Kaposisarcoma,KS)、多中心性卡斯特莱曼病

(multicentricCastlemandisease,MCD)和原发性渗出

性淋巴瘤(primaryeffusionlymphoma,PEL)等。艾
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滋病患者易感染KSHV等致瘤病毒,可引起艾滋病相

关的卡波西肉瘤(AID-KS)等肿瘤。在我国,艾滋病病

毒(HIV)感 染 人 群 中 同 时 感 染 KSHV 的 比 例 是

39%,而艾滋病人群中有12%死于AID-KS[1];同样在

北美地区 AIDS患者中同时患有 AID-KS的比率为

20%[2]。BCBL-1细胞是从PEL组织中分离出来的、

KSHV呈阳性、EB病毒呈阴性、B淋巴细胞源性的细

胞系,是KSHV和KS相关研究的常用细胞系。白细

胞介素4(IL-4)是一种多功能性的细胞因子,参与免

疫系统的调节,可以对B细胞、T细胞、巨噬细胞等多

种细胞的生长、增殖、分化产生重要的影响。芒果苷是

芒果叶中含量丰富的双苯吡酮类黄酮化合物,高良姜

素是一种主要从姜科植物高良姜中提取黄酮类的天然

化合物,两者都具有抗病毒、抗肿瘤、抗氧化、抗炎等生

物作用。目前芒果苷和高良姜素对BCBL-1细胞的作

用报道很少。本实验从形态学观察芒果苷、高良姜素

对BCBL-1细胞的影响,并用ELISA试剂盒检测其对

IL-4蛋白分泌的影响。

1 实验材料与方法

1.1 主要试剂 芒果苷(美国Sigma公司)、高良姜

素(上海源叶生物技术公司)、RPMI1640基础培养基

(美国Gibco公司生产)、胎牛血清FBS(美国Gibco公

司生产)、二甲基亚砜(DMSO,美国 Sigma公司)、

ELISA试剂盒(武汉伊莱瑞特生物科技有限公司)。

1.2 主要仪器 CO2 培养箱(香港力康生物医疗科

技控股集团)、倒置光学显微镜(德国Leica公司)、酶
标仪(ThermoElectronCorporation)。

1.3 药物溶液配置 利用DMSO溶液和RPMI1640
基础培养基配置成20% DMSO混合液,再利用其溶

解芒果苷,配置成浓度为67.57mg/ml。直接用DM-
SO溶液溶解高良姜素,分别配置药物浓度为:6.76
mg/ml、3.38mg/ml、1.69mg/ml和0.84mg/ml。

1.4 BCBL-1细胞株及细胞培养 BCBL-1细胞株是

本实验室长期保存的细胞株,取传代稳定的BCBL-1
细胞用10%灭活的胎牛血清、链霉素(100μg/ml)、青
霉素(100U/ml)和L-谷氨酰胺(2mmol/L)的RPMI
1640培养基,置于37℃、5%CO2 的培养箱中进行培

养。并用倒置光学显微镜观察细胞生长情况。

1.5 ELISA试剂盒检测细胞培养液中的IL-4蛋白

含量 实验前一天对BCBL-1细胞进行换液,使其处

于对数生长期。用无血清的RPMI1640基础培养基

培养BCBL-1细胞24h使细胞周期同步化。同步化

后用新配置的10% FBS完全培养基重悬细胞,调整

细胞浓度约为1×106 个/ml,将细胞接种于六孔板中

(2ml/孔)。芒果苷实验:空白对照组;0.1% DMSO
组;芒果苷组,终浓度调节为800μmol/L。高良姜素

实验:空白对照组;0.1% DMSO组,每孔加入2μl的

DMSO溶液;高良姜素组,终浓度为25μmol/L、12.5

μmol/L、6.25μmol/L和3.125μmol/L。将加入相

应浓度药物的BCBL-1细胞分别于CO2 培养箱中培

养不同的时间后,于倒置显微镜下观察细胞形态,并离

心收集上清液进行ELISA检测IL-4含量,最后立即

用酶标仪在450nm 波长测量各孔的 OD 值(光密

度)。

1.6 统计学方法 利用SPSS17.0统计学软件进行

分析,采用单因素方差分析。P <0.05表示差异有统

计学意义。

2 实验结果

2.1 在倒置光学显微镜下观察芒果苷和高良姜素对

BCBL-1细胞形态学的影响 如图1所示,药物作用

24h后当芒果苷浓度为800μmol/L时,与对照组相

比,细胞密度、细胞形态无明显变化;而当高良姜素浓

度为25μmol/L时,细胞密度明显减少,细胞皱缩变

小破碎,细胞折光率下降变黑,大量的细胞出现死亡。

图1 芒果苷组、高良姜素组作用24h时

BCBL-1细胞形态学改变

注:a为0.1%DMSO对照组;b为800μmol/L芒果苷组;c为

25μmol/L高良姜素组

2.2 芒果苷对BCBL-1细胞的IL-4蛋白分泌的影响

 如表1所示,本实验中各组的IL-4随着细胞培养时

间的增加(12h、24h),其浓度也在不断升高。在同一

个培养时间段中,空白对照组与0.1% DMSO 组比

较,差异无统计学意义(P >0.05),提示本研究所用

的药物溶剂对IL-4表达无明显影响;芒果苷组与

0.1%DMSO组IL-4分泌水平比较有上升的趋势,差
异有统计学意义(P<0.01)。

表1 芒果苷对BCBL-1细胞表达IL-4
的影响 (췍x±s,n=3)

组别
IL-4(pg/ml)

12h 24h

空白对照组 182.26±8.48 399.45±29.45
0.1%DMSO组 175.20±9.04 395.06±20.56
芒果苷组(800μmol/L) 290.03±4.96a 534.15±23.31a

 注:与0.1%DMSO组相比,a:P<0.01
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2.3 高良姜素对BCBL-1细胞的IL-4蛋白分泌的影

响 如表2所示,在24h和48h时间段中,空白对照

组与0.1% DMSO组比较差异无统计学意义(P >
0.05),提示本研究所用的药物溶剂对IL-4表达无明

显影响。高良姜素作用时间为24h时,空白对照组、

0.1% DMSO 组、3.125μmol/L高良姜素组、6.25

μmol/L高良姜素组、12.5μmol/L高良姜素组各组之

间IL-4表达水平差异无统计学意义(P>0.05);而当

高良姜素浓度为25μmol/L时,与0.1% DMSO组相

比差异有统计学意义(P<0.01),IL-4蛋白分泌有下

降的趋势。当高良姜素作用时间为48h时,与0.1%
DMSO组相比,3.125μmol/L高良姜素组和6.25

μmol/L高良姜素组IL-4蛋白分泌有上升的趋势,差
异有统计学意义(P <0.05或 P <0.01);而12.5

μmol/L高良姜素组和25μmol/L高良姜素组的IL-4
蛋白分泌有下降的趋势,差异有统计学意义(P <
0.01)。

表2 高良姜素对BCBL-1细胞表达

IL-4的影响 (췍x±s,n=3)

组别
剂量

(μmol/L)

IL-4(pg/ml)

12h 24h

空白对照组 - 372.94±17.43 1005.91±85.59
0.1%DMSO组 - 362.49±11.45 1095.41±77.97
高良姜素组 3.125 349.81±26.69 1281.82±79.96a

6.25 369.00±25.02 1565.18±65.43b

12.5 391.41±31.92 472.39±35.40b

25 196.86±44.20b 295.14±43.81b

 注:与0.1%DMSO组相比,a:P<0.05,b:P<0.01

3 讨论

感染人类免疫缺陷病毒1型(humanimmunode-
ficiencyvirus,HIV-1)容易诱发特殊类型的肿瘤,大多

数与致癌病毒感染有关,其中就包括 KSHV,可诱发

KS等肿瘤疾病,其属于嗜淋巴细胞的γ-2型疱疹病

毒。芒果苷和高良姜素都可从多种植物中提取,自然

界含量丰富。近年来,由于其具有抗病毒、抗肿瘤、免
疫调节等方面的作用,成为研究的热点。如国内外报

道芒果苷具有抑制流感病毒、单纯性疱疹病毒(HSV-1
和HSV-2)的作用;TakedaT等[3]研究表明,芒果苷

通过抑制NF-κB诱导激酶(NIK)的激活而阻断 NF-
κB通路,从而抑制肿瘤的增殖和迁移。高良姜素不仅

具有抗菌、抗炎、抗氧化的作用,而且其抗肿瘤的生物

学作用受到关注,可以使肿瘤细胞发生凋亡、抑制肿瘤

细胞的侵袭等[4]。IL-4是T细胞产生的一种细胞因

子,可以调控多种淋巴细胞,调节免疫系统的作用。有

研究表明:KSHV可以抑制IL-4对B淋巴细胞增殖

分化的激活作用[5],同时在体内IL-4可抑制AID-KS
肿瘤的细胞增殖作用[6]。IL-4在体内外还具有抑制

其他一些肿瘤的作用,如急性淋巴母细胞性白血病、髓
母细胞白血病等。BCBL-1细胞也是B淋巴细胞源性

的肿瘤细胞,因而通过本研究来检测芒果苷和高良姜

素对BCBL-1细胞表达IL-4的影响。本实验结果显

示芒果苷和高良姜素都能够调节BCBL-1细胞IL-4
的表达。芒果苷可正向调节BCBL-1细胞IL-4的表

达,但其细胞毒作用较弱。高良姜素对BCBL-1细胞

有较强的损伤作用,细胞密度减少,高良姜素在低浓度

时IL-4表达有上升的趋势,但在高浓度时IL-4表达

有下降的趋势,推测可能是由于高浓度药物导致细胞

出现大量死亡,从而IL-4的含量出现显著下降。因此

本文使用的芒果苷和高良姜素均调节BCBL-1细胞

IL-4的表达,均有抑制肿瘤细胞的作用。此外,这两

种药物对BCBL-1细胞凋亡、自噬及BCBL-1细胞携

带的KSHV抑制作用还需进一步研究探索。

参考文献:
[1] 王岚,王璐,丁正伟,等.中国1995~2009年艾滋病哨点

监测主要人群艾滋病病毒感染流行趋势分析[J].中华流

行病学杂志,2011,32(1):20-24.
[2] MoorePS,GaoSJ,DominguezG,etal.Primarycharacter-

izationofherpesvirusagentassociatedwithKaposi’ssar-
coma[J].JVirol,1996,70(1):549-558.

[3] TakedaT,TsubakiM,SakamotoK,etal.Mangiferin,a
novelnuclearfactorkappaB-inducingkinaseinhibitor,

suppressesmetastasisandtumorgrowthinamouseme-
tastaticmelanomamodel[J].ToxicolApplPharmacol,

2016,306:105-112.
[4] CaoJ,WangH,ChenF,etal.Galangininhibitscellinva-

sionbysuppressingtheepithelial-mesenchymaltransition
andinducingapoptosisinrenalcellcarcinoma[J].Mol
MedRep,2016,13(5):4238-4244.

[5] CaiQ,VermaSC,ChoiJY,etal.Kaposi’ssarcoma-asso-
ciatedherpesvirusinhibitsinterleukin-4-mediatedSTAT6

phosphorylationtoregulateapoptosisandmaintainlaten-
cy[J].JVirol,2010,84(21):11134-11144.

[6] MilesSA,TestaM,HuangJ,etal.Lackofantitumor
activityandintoleranceofinterleukin-4inpatientswith
advancedHIVdiseaseandKaposi’ssarcoma[J].JInter-
feronCytokineRes,2002,22(11):1143-1148.

收稿日期:2016-11-14;修回日期:2016-12-15

—565—

2016年             右江民族医学院学报              第6期


