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丹参酮IIA对多房棘球蚴原头节体外活性及生长的影响*

彭妍1,贾云超1,卓怡呈1,多小勇1,张示杰2**

(1.石河子大学医学院,新疆石河子
 

832000;2.石河子大学医学院第一附属医院肝胆外科)

【摘要】 目的 探究丹参酮IIA对多房棘球蚴原头节体外活性及生长的影响。 方法 从沙鼠体内获取多房棘球蚴原

头节并在体外培养3d后分别与250、500、1000
 

μmol/L丹参酮IIA共培养7
 

d,以DMEM为空白对照组,DMSO为溶剂

对照组,显微镜下观察各组原头节形态及活性(活性良好的原头节不被伊红染色),计算存活率并绘制活力曲线;共培养

24
 

h后用活性氧(ROS)测定试剂盒测定各组原头节的ROS水平;共培养2d后用 Western
 

blot检测各组原头节凋亡相

关蛋白Bcl-2、Bax和Caspase-3相对表达量;扫描电镜观察共培养2
 

d时各组原头节表面显微结构。多房棘球蚴原头节

与大鼠肝癌细胞共培养8~9周形成多房棘球蚴囊泡,囊泡分别与两对照组、250、500、1000
 

μmol/L丹参酮IIA共培养2
 

d,扫描电镜观察囊泡生发层显微结构。 结果 原头节与250、500、1000
 

μmol/L丹参酮IIA共培养2
 

d,随着药物浓度

的升高原头节形态结构发生改变,虫体模糊不清且红染率升高,原头节活性受抑制;共培养2d时空白对照组、溶剂对照

组活力分别为100%、(98.53±0.503)%,250、500和1000
 

μmol/L组多房棘球蚴原头节活力分别为(81.00±3.606)%、
(63.97±3.275)%、(37.07±3.296)%(F=298.1,P<0.05);第7

 

d时空白对照组和溶剂对照组多房棘球蚴原头节活力

分别为(98.33±0.577)%、(93.90±0.529)%,250和500
 

μmol/L组多房棘球蚴原头节活力分别为(51.67±7.638)%、
(9.37±6.075)%,均低于对照组(P<0.05)。1000

 

μmol/L丹参酮IIA组杀伤作用最强,原头节均死亡。共培养24
 

h,

各浓度丹参酮IIA组原头节ROS水平显著高于对照组(均P<0.05);共培养2
 

d,随药物浓度增加,各浓度丹参酮IIA组

原头节Bcl-2表达减少,Bax和Caspase-3表达升高(均P<0.05)。扫描电镜观察各浓度丹参酮IIA组原头节显微结构

出现不同程度破坏甚至破裂,空白对照组和溶剂对照组原头节结构正常;不同浓度丹参酮IIA与囊泡共培养2d后扫描

电镜观察囊泡生发层显微结构,可见生发层细胞不同程度地出现脱落、破裂。空白对照组和溶剂对照组生发层细胞包膜

完整、形态饱满,并可见大量小的生发囊。 结论 丹参酮IIA对多房棘球蚴原头节体外活性及生长具有抑制作用,该
抑制作用可能与丹参酮IIA打破原头节抗氧化防御系统的平衡、诱导细胞凋亡及抑制生发层细胞生长有关。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

tanshinoneIIA
 

on
 

the
 

activity
 

and
 

growth
 

of
 

Echinococcus
 

multilocularis
 

protoscoleces
 

in
 

vitro. Methods The
 

protoscoleces
 

were
 

extracting
 

from
 

girbil
 

and
 

cultured
 

in
 

vitro
 

for
 

3
 

days,and
 

then
 

co-cultured
 

with
 

250,500,1000
 

mol/L
 

tanshinone
 

IIA
 

for
 

7days,by
 

using
 

DMEM
 

as
 

a
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

DMSO
 

as
 

solvent
 

control
 

group.
 

The
 

morphology,activity
 

of
 

protoscoleces
 

were
 

observed
 

through
 

a
 

microscope
(The

 

active
 

protoscoleces
 

did
 

not
 

stain
 

by
 

eosin),and
 

the
 

survival
 

rate
 

was
 

calculated.
 

The
 

ROS
 

were
 

tested
 

by
 

a
 

Reactive
 

Oxygen
 

Species
 

(ROS)
 

test
 

kit
 

after
 

24
 

hours.
 

Test
 

the
 

expression
 

of
 

apoptosisrelated
 

proteins
 

Bcl-2,Bax
 

and
 

Caspase-3
 

protein
 

in
 

each
 

group
 

by
 

western
 

blotting
 

after
 

2
 

days.
 

Scanning
 

electron
 

microscope
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

surface
 

microstructure
 

of
 

protoscoleces
 

after
 

2
 

days.
 

The
 

protoscoleces
 

were
 

co-cultured
 

with
 

rat
 

hepatoma
 

cells
 

for
 

8-9
 

weeks
 

to
 

form
 

E.multilocularis
 

vesicles,The
 

vesicles
 

were
 

co-cultured
 

with
 

blank
 

control
 

group,solvent
 

control
 

group,and
 

250,

500,1000
 

mol/L
 

tanshinone
 

IIA
 

groups
 

for
 

2
 

days,and
 

the
 

micros-tructure
 

of
 

The
 

germinal
 

layer
 

of
 

vesicles
 

was
 

observed
 

by
 

scanning
 

electron
 

microscope. Results Tanshinone
 

IIA
 

at
 

concentrations
 

of
 

250,500,and
 

1000
 

mol/L
 

changed
 

the
 

morphology
 

and
 

structure
 

of
 

protoscoleces,blurred
 

the
 

larvae
 

and
 

increased
 

the
 

red
 

staining
 

rate,and
 

inhibited
 

the
 

activity
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of
 

protoscoleces.After
 

co-cultured
 

for
 

2
 

days,the
 

viability
 

ofprotoscoleces
 

inthe
 

blank
 

control
 

group
 

was
 

100%
 

and
 

the
 

viability
 

ofprotoscoleces
 

in
 

the
 

solvent
 

control
 

group
 

was
 

(98.53±0.503)%,the
 

viability
 

ofprotoscoleces
 

in
 

250,500
 

and
 

1000
 

μmol
 

/L
 

groups
 

were
 

(81.00±3.606)%,(63.97±3.275)%
 

and
 

(37.07±3.296)%
 

(F=298.1,P<0.05).
 

On
 

day
 

7,the
 

viability
 

ofprotoscoleces
 

in
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

solvent
 

control
 

groupwere
 

(98.33±0.577)%
 

and
 

(93.90±
0.529)%

 

,and
 

than
 

in
 

the
 

250
 

and
 

500
 

μmol
 

/L
 

groups
 

were
 

(51.67±7.638)%,(9.37±6.075)%
 

,respectively,which
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).
 

The
 

1000
 

μmol/L
 

tanshinone
 

IIA
 

group
 

had
 

the
 

strongest
 

killing
 

effect,and
 

all
 

protoscoleces
 

died.After
 

co-cultured
 

for
 

24
 

hours,the
 

ROS
 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

protoscoleces
 

than
 

control
 

group.
 

After
 

co-cultured
 

for
 

2
 

days,Bcl-2
 

expression
 

decreased
 

as
 

the
 

concentration
 

of
 

the
 

drug
 

increase,while
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

increased(P <0.05
 

for
 

all).
 

Scanning
 

electron
 

microscope
 

showed
 

that
 

the
 

microstructure
 

of
 

prot-oscoleces
 

were
 

damaged
 

to
 

varying
 

degrees
 

or
 

even
 

ruptured,while
 

the
 

structure
 

of
 

protoscoleces
 

were
 

normal
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

the
 

solvent
 

control
 

group.
 

After
 

2
 

days
 

of
 

co-culture
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

tanshinone
 

IIA,the
 

microstructure
 

of
 

the
 

germinal
 

layer
 

cells
 

of
 

vesicles
 

were
 

observed
 

by
 

scanning
 

electron
 

microscope
 

show
 

that
 

the
 

germinal
 

layer
 

cells
 

were
 

exfoliated
 

and
 

ruptured
 

to
 

varying
 

degrees.
 

The
 

germinal
 

layer
 

cells
 

in
 

the
 

blank
 

and
 

the
 

solvent
 

control
 

group
 

had
 

complete
 

envelope,full
 

shape,and
 

a
 

large
 

number
 

of
 

small
 

germinal
 

vesicles. Conclusion Tanshinone
 

IIA
 

inhibited
 

the
 

activity
 

and
 

growth
 

of
 

the
 

E.multilocularis
 

protoscoleces
 

in
 

vitro,this
 

inhibitory
 

effect
 

may
 

be
 

related
 

to
 

tanshinone
 

IIA
 

breaking
 

the
 

balance
 

of
 

the
 

antioxidant
 

defense
 

system
 

of
 

protoscoleces,inducing
 

cell
 

apoptosis
 

and
 

inhibiting
 

the
 

growth
 

of
 

germinal
 

layer
 

cells.
【Key

 

words】 Echinococcus
 

multilocularis;protoscoleces;tanshinone
 

IIA;apoptosis

  多房棘球蚴病(alveolar
 

echinococcosis,AE)是一

种人兽共患寄生虫病,全球每年报道的新感染病例中

大多数在中国[1]。AE隐匿起病,初次感染常在10年

及以上才会有明显症状[2]。目前AE首选外科手术治

疗,但大多数患者就诊时已有较广泛的肝脏浸润及转

移而无法实施手术,需要药物治疗[3]。常用的抗 AE
药物为苯丙咪唑类药物,包括阿苯达唑等[4],但长期服

用此类药物会引发相关不良反应[5],且存在药物的肠

道吸收率低、起效时间长等问题,严重阻碍 AE的治

愈,因此亟待研发高效且不良反应小的抗AE药物。
中草药已经成为一种安全、无毒且易得的癌症治

疗药物来源[6],从植物中提取的某些物质可诱导癌细

胞凋亡[7]。丹参酮IIA(TanshinoneIIA,TanIIA)为植

物丹参提取物[8-9],在传统中医中被广泛采用并用于治

疗心血管疾病[10-12]。有充分证据表明,丹参酮IIA具

有抗炎活性[13-14]和抗氧化性能[15-16]。大量研究显示,
丹参酮IIA具有抗肿瘤作用,其机制主要有抑制肿瘤

细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡[17]等。本研究拟在体外

用丹参酮IIA与多房棘球蚴原头节共培养,观察药物

浓度对多房棘球蚴原头节活性及生长的影响,以期为

AE晚期患者的保守治疗,手术后预防复发及药物的

辅助治疗提供新思路。

材料与方法

1 材料

1.1 动物、细胞及多房棘球蚴原头节 长爪沙鼠购于

新疆维吾尔自治区疾控中心。多房棘球蚴原头节取自

本室腹腔保种的长爪沙鼠。大鼠肝癌细胞(H4-II-E-
C3)购于上海富衡生物科技有限公司。

1.2 主要试剂与仪器 丹参酮IIA(TanshinoneIIA,

TanIIA)、活性氧测定试剂盒和DMSO购自Solarbio
(北京)公司;DMEM 购自美国Life-Gibco公司;Bcl-2
(ab196495)和Caspase-3(ab184787)购自美国abcam
公司;Bax

 

(#2772)和 GAPDH(#5174)购自美国

CST公司。SU8010扫描电镜为日本日立公司生产。

2 方法

2.1 多房棘球蚴原头节的采集及体外培养 参考卓

怡呈等[18]的方法提取并提纯多房棘球蚴原头节,用完

全培养基培养3
 

d用于后续试验。

2.2 丹参酮IIA溶液配置 丹参酮IIA溶液需现用

现配。用DMSO溶解丹参酮IIA粉末,超声粉碎仪研

磨混匀,用完全培养基将其配成目标浓度,DMSO终

浓度不超过0.1%。

2.3 丹参酮IIA与多房棘球蚴原头节共培养试验 
试验分为空白对照组、溶剂对照组(DMSO浓度不超

过0.1%)和丹参酮IIA250、500、1000
 

μmol/L组,用
六孔板进行培养,每孔加5

 

ml培养液和5
 

000个原头

节,细胞培养箱中培养7
 

d,显微镜观察原头节的形态、
伊红染色情况并计算红染率,绘制活力曲线图。原头

节红染率(%)=(被染红的原头节数/原头节总数)×
100%。原头节活性率(%)=1-原头节红染率(%)。

2.4 原头节ROS检测 对照组及各浓度丹参酮IIA
组培养24

 

h后用PBS洗板3次,吸除PBS;荧光探针

根据活性氧试剂盒说明书稀释后加入每组原头节中,
于37

 

℃恒温箱中孵育30
 

min,PBS洗3次,荧光显微

镜观察各组原头节ROS水平。

2.5 Bax、Bcl-2、Caspase-3测定 采用 Western
 

blot
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法。丹参酮IIA作用48
 

h后用PBS清洗各组原头节

3次,提取原头节总蛋白,经SDS-PAGE电泳后湿转

膜,TBST(含5%脱脂奶粉)常温封膜2
 

h,洗涤;加入

相应一抗(兔抗鼠 GAPDH、Bax、Bcl-2均为1∶1000
稀释,兔抗鼠Caspase-3

 

1∶2000稀释),4
 

℃摇床上孵

育16
 

h,洗膜(TBST溶液)3次,每次5
 

min;加入二抗

(1∶20000稀释的山羊抗兔IgG),摇床孵育1
 

h,PBS
洗膜3次;滴加适量显影液(等量A、B液混匀),放入

显影仪显影,测定相应蛋白的表达,Image-J软件处理

条带,根据灰度值计算蛋白的相对表达量。

2.6 扫描电镜观察原头节表面及囊泡生发层显微结

构 与丹参酮IIA共培养48
 

h后的原头节和与丹参

酮IIA共培养48
 

h后的囊泡(原头节与大鼠肝癌细胞

共培养8~9周后长成囊泡)用PBS清洗3次,每次5
 

min;将原头节和囊泡分别置于EP管中,用5%戊二

醛固定液4
 

℃固定24
 

h,pH7.2、0.1
 

mol/L
 

PBS室温

冲洗浸泡3次,每次20
 

min,吸弃磷酸缓冲液;于4
 

℃
用递增浓度的乙醇脱水,每次20

 

min;标本置临界点

干燥仪充分干燥,固定于样品台上喷金,扫描电镜下观

察原头节及囊泡的显微结构。

2.7 统计学分析 所有试验均重复3次及以上,采用

GraphPad
 

Prism
 

9.4.0软件进行统计学分析,结果以

平均值±标准偏差(x±s)表示。多组间比较采用重

复测量方差分析和单因素方差分析(ANOVA);多个

实验组与对照组间比较采用Dunnett法。P<0.05为

差异有统计学意义。

结 果

1 丹参酮IIA对体外培养的多房棘球蚴原头节内

ROS的影响

250、500、1000
 

μmol/L丹参酮IIA与原头节共培

养24
 

h,使用ROS测定试剂盒对原头节进行染色,荧
光显微镜可见各组原头节均有荧光表达(图1),其中

实验组荧光较强,且荧光强度与丹参酮IIA浓度成正

比。对照组荧光强度较弱。

  A 空白对照组 B 溶剂对照组 C 250
 

μmol/L丹参酮IIA组

 D 500
 

μmol/L丹参酮IIA组 E 1000
 

μmol/L丹参酮IIA组

图
 

1 荧光探针检测不同浓度丹参酮IIA体外作用24h的

多房棘球蚴原头节ROS水平(50×)
 

A Blank
 

control
 

group B Solvent
 

control
 

group(DMSO) C 
250

 

μmol/LtanshinoneIIA D 500μmol/LtanshinoneIIA E 1000
 

μmol/LtanshinoneIIA
Fig.1 ROS

 

levels
 

in
 

different
 

concentrations
 

of
 

protoscoleces
 

of
E.multilocularis

 

treated
 

with
 

tanshinone
 

IIA
 

for
 

24
 

hours
 

in
 

vitro(50×)

2 丹参酮IIA对体外培养的多房棘球蚴原头节形态

的影响

空白对照组和溶剂对照组培养2
 

d,原头节多为顶

突凹陷呈圆形或椭圆形,小钩排列整齐,虫体边缘清晰

锐利,可见虫体内钙颗粒(图2A、2B)。不同浓度丹参

酮IIA与原头节共培养2
 

d,250
 

μmol/L组原头节部

分呈外翻型,虫体边缘尚清晰,原头节红染数量增加

(图2C);500
 

μmol/L组原头节外翻型比例增加,虫体

边缘开始变模糊(图2D);1000
 

μmol/L组原头节全为

外翻型,小钩排列紊乱,虫体模糊不清,伊红染色可见

红染数量明显增加(图2E)。

  A 空白对照组 B 溶剂对照组 C 250
 

μmol/L丹参酮IIA组

 D 500
 

μmol/L丹参酮IIA组 E 1000
 

μmol/L丹参酮IIA组
图

 

2 不同浓度丹参酮IIA体外作用2
 

d的多房棘球蚴
原头节形态

 

(伊红染色,100×)
A Blank

 

control
 

group B Solvent
 

control
 

group(DMSO) C 
250

 

μmol/LtanshinoneIIA D 500
 

μmol/LtanshinoneIIA E 1000
 

μmol/LtanshinoneIIA
Fig.2 Morphological

 

of
 

protoscoleces
 

of
 

different
 

concentrations
of

 

E.multilocularis
 

treated
 

with
 

tanshinone
 

IIA
 

for
 

2
 

days
 

in
 

vitro
(Eosin

 

staining,100×)

3 丹参酮IIA对体外培养的多房棘球蚴原头节活性

的影响

不同浓度丹参酮IIA处理多房棘球蚴原头节7
 

d
后,用0.1%伊红染色,观察原头节红染情况,计算原

头节的存活率并绘制活力曲线(图3)。试验第2
 

d空

白对照组、溶剂对照组活力分别为100%、(98.53±
0.503)%,250、500和1000

 

μmol/L组多房棘球蚴原

头节 活 力 分 别 为 (81.00±3.606)%、(63.97±
3.275)%、(37.07±3.296)%(F=298.1,P<0.05)。
第7

 

d时空白对照组和溶剂对照组多房棘球蚴原头节

活力分别为(98.33±0.577)%、(93.90±0.529)%,

250和500
 

μmol/L组多房棘球蚴原头节活力分别为

(51.67±7.638)%、(9.37±6.075)%,1000
 

μmol/L
组原头节均死亡(F=330.5,P<0.05)。表明提高丹

参酮IIA的浓度及延长药物作用时间其对原头节活性

的抑制作用增强。

4 丹参酮IIA对体外培养的多房棘球蚴原头节相关

凋亡蛋白表达的影响

不同浓度丹参酮IIA(250、500、1000
 

μmol/L)与
原头节共培养2

 

d后采用 Western
 

blot检测凋亡相关

蛋白表达情况,结果如图4。随丹参酮IIA浓度增加,

Bcl-2相对表达量逐渐降低且均低于空白对照组(F=
11.15,P<0.05),Bax、caspase-3相对表达量逐渐增

高且 均 高 于 空 白 对 照 组(F=11.23、6.375,P<
0.05)。空白对照组与溶剂对照组比较3种蛋白的相
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对表达量差异无统计学意义(P>0.05)。

图
 

3 不同浓度丹参酮IIA体外作用后的多房棘球蚴原头节活力曲线

Fig.3 Vitality
 

curve
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

tanshinone
 

IIA
treated

 

with
 

E.multilocularis
 

protoscoleces
 

in
 

vitro

图
 

4 多房棘球蚴原头节与不同浓度丹参酮IIA共培养2
 

d
Bcl-2、Bax、Caspase-3蛋白表达情况

Fig.4 Expression
 

of
 

Bcl-2,Bax,and
 

Caspase-3
 

proteins
 

in
 

2days
 

co-culture
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

tanshinone
 

IIA
 

with
 

E.multilocularis
 

protoscoleces

5 丹参酮IIA对多房棘球蚴原头节表面显微结构的

影响

扫描电镜观察培养2
 

d的空白对照组和溶剂组原

头节表面光整,顶突及顶突小钩结构正常、清晰,吸盘

对称分布且中央凹陷,微绒毛排列整齐(图5A、5B)。
原头节与不同浓度丹参酮IIA共培养2

 

d后扫描电镜

观察,250
 

μmol/L组虫体顶突结构开始瓦解,虫体粗

糙,微绒毛紊乱(图5C);500
 

μmol/L组虫体出现破

裂,顶突吸盘等结构消失,微绒毛消失(图5D);1000
 

μmol/L组虫体部分结构消失,失去正常形态(图5E)。

6 丹参酮IIA对多房棘球蚴囊泡生发层显微结构的

影响

多房棘球蚴原头节与大鼠肝癌细胞共培养8~9
周长成多房棘球蚴囊泡。扫描电镜观察培养2

 

d的空

白对照组和溶剂组多房棘球蚴囊泡生发层细胞包膜完

整、光滑圆润,可见大量小的生发囊(图6A、图6B)。

囊泡与不同浓度丹参酮IIA共培养2
 

d,250
 

μmol/L
组生发层细胞出现脱落,但仍可见少量小的生发囊存

在(图6C);500
 

μmol/L组部分生发层细胞出现脱落、
破裂,未见小的生发囊存在(图6D);1000

 

μmol/L组

生发层细胞全部破裂(图6E)。

  A 空白对照组 B 溶剂对照组 C 250
 

μmol/L丹参酮IIA 
D 500

 

μmol/L丹参酮IIA E 1000
 

μmol/L丹参酮IIA组
图

 

5 扫描电镜下观察不同浓度丹参酮IIA作用2d后多房棘球蚴
原头节表面微结构

A Blank
 

control
 

group B Solvent
 

control
 

group C 250
 

μmol/LtanshinoneIIA D 500
 

μmol/LtanshinoneIIA E 1000
 

μmol/LtanshinoneIIA
Fig.5 Scanning

 

electron
 

microscopy
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

surface
microstructure

 

of
 

E.multilocularis
 

protoscoleces
 

after
 

treatment
with

 

different
 

concentrations
 

of
 

tanshinone
 

IIA
 

for
 

2
 

day

  A 空白对照组 B 溶剂对照组 C 250
 

μmol/L丹参酮IIA组

 D 500
 

μmol/L丹参酮IIA组 E 1000
 

μmol/L丹参酮IIA组
图

 

6 扫描电镜观察不同浓度丹参酮IIA作用2
 

d后的多房棘球蚴囊泡
生发层显微结构

A Blank
 

control
 

group B Solvent
 

control
 

group C 250
 

μmol/LtanshinoneIIA D 500
 

μmol/LtanshinoneIIA E 1000
 

μmol/LtanshinoneIIA
Fig.6 Scanning

 

electron
 

microscopy
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
sMicroscopic

 

structure
 

of
 

the
 

germinal
 

layer
 

of
 

E.multilocularis
 

vesicles
after

 

treatment
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

tanshinone
 

IIA
 

for
 

2
 

days

讨 论

目前关于抗肿瘤药物用于治疗AE的研究倍受关

注。Hemer等[19]报道伊马替尼可杀灭多房棘球蚴原

头节、囊泡及生发层细胞。丹参酮ⅡA最初被用来治

疗心血管疾病,最近的研究表明该药有抗肿瘤作用,可
阻碍肿瘤细胞的增殖、促使肿瘤细胞发生凋亡、引起肿

瘤细胞分化、逆转肿瘤的耐药性等[20-21]。丹参酮ⅡA
与其他药物联合应用可提高化疗敏感性和疗效[22]。

Jung等[23]报道丹参酮ⅡA可与隐丹参酮协同促进人

白血病K562细胞凋亡。本研究结果显示,多房棘球

蚴原头节与丹参酮IIA共培养,其红染率随药物浓度

的增高及作用时间的延长呈上升趋势,活性呈下降趋

势。扫描电镜观察显示药物对原头节结构具有破坏作

用,而对照组原头节红染率及显微结构变化不明显,因
此排除了所用溶剂剂量对原头节活性的影响,表明丹

参酮IIA对原头节活性有抑制作用,与谭小武等[24]报

道的黄腐酚在体外可抑制原头节活性甚至杀死原头

节,且呈浓度和时间依赖的结果相似。
多房棘球蚴原头节活性的降低可能与丹参酮IIA
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诱导细胞凋亡有关。经典的线粒体和死亡受体凋亡途

径均会引起Caspase-3的活化而使细胞发生凋亡[25]。

Bcl-2家族中的抗凋亡蛋白Bcl-2、Bcl-w、Bcl-xL等和

促凋亡蛋白Bax和Bak等[26]在细胞凋亡中起关键作

用[27]。有研究发现在正常情况下Bcl-2/Bax处于动态

平衡,Bcl-2/Bax值高于动态平衡可促使细胞存活,反
之促使细胞发生凋亡[28]。本研究中丹参酮IIA作用

后的多房棘球蚴原头节Bcl-2蛋白表达被抑制,而Bax
和Caspase-3蛋白表达增加,且随药物浓度的提高该

抑制及增加作用更明显。Li等[29]报道丹参酮IIA浓

度高时可促使发生Caspase蛋白依赖性的细胞凋亡,
其机制与Bax/Bcl-2比值的增高、EGFR和LC3-2降

低、激活Caspase-8和Caspase-3等有关。以上表明丹

参酮IIA可能同时通过内源性和外源性细胞凋亡途径

抑制多房棘球蚴原头的节活性及生长,并促使其凋亡。
氧化应激同样对细胞凋亡起重要作用[24],当ROS

增多时可激活细胞凋亡[30]。内源或者外源性的细胞

毒性物质及小分子等同样会引起ROS的提高,丹参酮

IIA作为小分子化合物可能通过提高细胞内ROS水

平使细胞发生凋亡[31]。本研究中随着丹参酮IIA浓

度的增加ROS水平增高,表明丹参酮IIA可通过上调

ROS介导多房棘球蚴原头节凋亡,与Chiu等[32]报道

的丹参酮IIA可通过增加ROS的诱导导致非小细胞

肺癌A549细胞凋亡结果相一致。
多房棘球蚴的生发层中存在生发细胞,是唯一可

以增殖的细胞类型,可进行自我更新[33],多房棘球蚴

中所有分化的细胞都来源于生发细胞[34]。生发细胞

是多房棘球蚴泡囊和原头节生长发育的重要基础[35]。
本研究中随着丹参酮IIA浓度的增加,扫描电镜观察

到囊泡生发层网状纤维保护作用逐渐减弱、生发层细

胞数量减少、脱落、破裂,生发小囊数量减少或消失,这
将导致多房棘球蚴的增殖受抑制,与Cheng等[36]报道

的在生发层细胞的生长过程中使用酪氨酸激酶抑制剂

后生发层细胞增值减弱、凋亡增加的结果相近。Xue
等[37]的研究同样发现丹参酮IIA以剂量依赖的方式

抑制结肠癌SW620细胞增值。
本研究初步观察了不同浓度丹参酮IIA对多房棘

球蚴原头节活性及生长的影响,结果显示丹参酮IIA
对其活性及生长具有抑制作用,可能与丹参酮IIA激

活原头节细胞凋亡信号通路有关,其具体机制有待进

一步探讨。
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