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摘 要!$目的% 探讨双糖链蛋白聚糖
6,70852*

对大肠癌细胞
F&!!%

和
GHEI"

增殖抑制作用及其机制&

$方法% 采用
6.; C

法和细胞克隆形成实验检测
6,70852*

对大肠癌细胞
F&!!%

和
GHEI"

的增殖能力影
响'

F/(5':+

染色检测细胞凋亡情况'

H(:+(.* 60/+

法检测加药处理前后细胞内细胞周期相关蛋白
9850,*

J$

(

9850,*)

(

K!$

和
K!L

表达变化& $结果%

6,70852*

呈剂量依赖性的抑制大肠癌细胞
F&!!%

和
GHEI"

生
长!

$""*>/0MN 6,70852*

和
O" *>/0MN 6,70852*

浓度作用即可诱导
F&!!%

(

GHEI"

细胞凋亡& 经
6,70852*

处
理后!细胞内

9850,*J$

和
9850,*)

表达出现下调趋势!

K!$

和
K!L

表达有所增加& $结论%

6,70852*

可能抑制
大肠癌细胞

F&!!%

和
GHEI"

增殖!诱导细胞凋亡(下调
9850,*J$

和
9850,*)

表达和上调
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和
K!L

表达&
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大肠癌)

5/0/.(5+20 52*5(.

*是世界第三大恶性肿

瘤!尽管近年来在手术(放疗(化疗等方面已经取得

了很大的进展! 但大肠癌患者的
O

年生存率也仅为

E"Y

左右$

#

%

!所以!对大肠癌的有效治疗及作用机制

研究尤为重要& 本研究通过外源添加双糖链蛋白聚

糖
6,70852*

处理大肠癌细胞系
F&!!%

和
GHEIT

!检

测
6,70852*

对
F&!!%

和
GHEIT

细胞增殖能力的影

响! 并探讨相关分子生物学机制! 旨在初步阐明

6,70852*

在大肠癌发生发展中的作用!为确立
6,708!

52*

作为肿瘤治疗的新靶点提供更充分的科学依据&

#

材料与方法

!"!

材 料

J=4=

培养基(胎牛血清购自
F850/*(

公司'大

肠癌细胞
F&!!%

和
GHEIT

购自中科院上海细胞库'

6,70852*

购自
G,7>2

公司 '

9(00 -./0,1(.2+,/* 4N<G)

!

6.;C

试剂盒购自
P/5'(

公司'

F/(5':+QQ!OI

染色液

购自碧云天生物技术研究所!

9850,* J#

(

9850,* )

(

K!#

(

K!L

和
A)-JF

抗体购自
G2*+2 5.DZ

公司&

!"#

实验方法

#R!R#

细胞培养

大肠癌细胞
F&!!%

和
GHEIT

培养于含
#TY

胎

牛血清的
J=4=

培养液中!在
QL"

(

O#9[

!

(饱和湿

度条件下的细胞培养箱中培养&

#R!R! 6.; C

法检测
6,70852*

对大肠癌细胞增殖能力

的影响

将大肠癌细胞
F&!!%

和
GHEIT

以每孔
!TT!0

接种于
%V

孔培养板!细胞密度为每孔
!$#T

E 个!培养

#!'

!使其充分贴壁!然后换液为终浓度分别为
T

(

#T

(

!T

(

OT

(

#TT*>/0MN 6,70852*

的
J=4=

培养液培养!每

个浓度设
O

个复孔! 置
9[

!

培养箱中孵育
#!

(

!E

(

EI'

!采用
6.; C!4N<G)

方法检测各组细胞增殖情况!

用酶标仪测定
EOT*>

处吸光度)

)

*值!计算
6,70852*

对大肠癌细胞的增殖抑制率!增殖抑制率)

Y

*

\

)正常

孔
)

值
%

加药实验孔
)

值*

M

正常孔
)

值
$#TTY

&

#R!RQ

细胞克隆形成实验检测
6,70852*

对大肠癌细胞

增殖能力的影响

将大肠癌细胞
F&!!%

和
GHEIT

分别以
# TTT
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孔培养板! 培养过夜使其充分贴壁!

然后换液为终浓度分别为
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012.345+

的
6787

培养液培养! 每个浓度设
9

个复

孔!

*:';

换液
$

次!培养
!);

!形成细胞集落!

<)=

甲

醇固定"结晶紫染色!计数细胞克隆数并计算克隆形

成率#克隆形成率$

=

%

>

克隆数
?

接种细胞数
!$))=

&

$@!@9 A-B4CDE

染色法检测
012.345+

处理前后大肠癌

细胞凋亡情况

取
*!$(

9 个
AF"!%

和
GH9I)

细胞分别接种于

含盖玻片的细胞培养板中! 以
)

'

#)) +,-.&/ 012.3"

45+

处理大肠癌细胞
AF"!%

! 以
)

"

*) +,-.&/ 012.3"

45+

处 理 大 肠 癌 细 胞
GH9I) !9C

后 ! 行

A-B4CDEJJ!*I

染色!共聚焦显微镜下观察细胞核形态

变化!检测
012.345+

处理前后大肠癌细胞凋亡情况(

$@!@* HBDEBK+ 0.-E

法检测细胞内
L34.1+ 6$

!

L34.1+

M

!

N!$

和
N!<

蛋白表达水平

以
)

'

$)) +,-.O/ 012.345+

处理大肠癌细胞
AF"

!%

!以
"

'

*"+,-.&/ 012.345+

处理大肠癌细胞
GH9I"

!9C

后!胰蛋白酶消化收集细胞!

0LM

法进行蛋白质

浓度测定! 取
!"!2

等量蛋白质进行聚丙烯酰胺凝

胶电泳)

G6GPQMR8

%!免疫印迹法检测目标蛋白!采

用凝胶成像及分析系统测定细胞内
L34.1+ 6#

'

L3"

4.1+ M

'

N!#

和
N!<

灰度值(

!"#

统计学处理

采用
GQGG #'@(

软件进行数据分析! 数据以均

数
#

标准差)

!#D

%表示!组间差异比较采用单因素方

差分析(

QS(@(*

为差异有统计学意义(

!

结 果

$"! 012.345+

对大肠癌细胞的体外增殖抑制作用

012.345+

对大肠癌细胞的增殖抑制影响如图
#

和图
!

所示!

012.345+

作用于大肠癌细胞后!细胞增

殖能力明显受到抑制(

0K; T

结果显示!

#((+,-.O/

#((

I(

'(

9(

!(

(

#( !( *( #((

#((

I(

'(

9(

!(

(

#( !( *( #((

A
F
"
!
%

增
殖

抑
制

率
)

=

%

G
H
9
I
(

增
殖

抑
制

率
)

=

%

$%C

!9C

9IC

$%C

!9C

9IC

012.345+

浓度)

+,-.O/

%

012.345+

浓度)

+,-.O/

%

U

#与前一浓度梯度比较
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!

'(!!%
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!

'(!!%

%

$0"))*+,-.

&$

1

!

23456

%

6)*+,7.

&$

8

!

2345"

%

9")*+,-.

&

/:;,<=>)

作用
'(!!%

细胞
!4?

时 ' 增殖抑制率为

@6AB#C

' 而
90)*+,7. /:;,<=>)

作用
23450

细胞
!4?

时'增殖抑制率即达到
94A5$C

( 随着药物浓度的增

加'增殖抑制率均呈上升趋势'

/:;,<=>)

处理
'(!!%

细胞
!4?

时' 不同浓度作用组增殖抑制率比较差异

有显著性 %

DE$5A4!

'

FG6A66#

&$

/:;,<=>)

处理
23456

细胞
!4?

时' 不同浓度作用组增殖抑制率比较差异

有显著性%

DE@!A55

'

FG6A66#

&( 同
/HI J

实验结果相

一致'克隆形成率实验结果表明'随着
/:;,<=>)

浓度

的增加'大肠癌细胞
'(!!%

和
2345"

克隆形成率均

呈下降趋势 %

'(!!%

!

DEK$A4B

'

FG"A""$

$

2345"

!

DE

5BA59

'

FG"A""$

&(

!"! /:;,<=>)

处理前后大肠癌细胞凋亡情况

经
/:;,<=>)

加药处理后'

'(!!%

和
2345"

细胞

均 出 现 细 胞 核 固 缩 现 象 % 图
B

&' 表 现 为

'+L=?MNBB!95

染色着色较深'呈现致密浓染'说明在

$66)*+,7.

和
96)*+,7. /:;,<=>)

作用下'

'(!!%

细胞

和
23456

细胞均有凋亡情况发生(

!"# 1<=,:) 8$

!

1<=,:) &

!

O!$

和
O!K

表达水平

3LMNLH) /,+N

结果如图
4

所示'

/:;,<=>)

处理大

肠癌细胞后' 细胞周期蛋白
1<=,:)8$

和
1<=,:)&

的

蛋白表达均明显降低'与对照组比较'

/:;,<=>)

处理

'(!!%

细胞后'

1<=,:)8$

和
1<=,:)&

蛋白表达量分别

下降了
K6C

%

DE5KB%A!$

'

FG6A66$

&和
4%C

%

DE!$54A%!

'

FG6A66$

&$

/:;,<=>)

处理
23456

细胞后'

1<=,:)8$

和

1<=,:)&

蛋白表达量分别下降了
96C

%

DE9BA5@

'

FG

6A66$

&和
@$C

%

DE5%$A@%

'

FG6A66$

&(而
/:;,<=>)

处理

后' 细胞周期依赖性激酶抑制蛋白
O!$

和
O!K

表达

有所增加'

'(!!%

细胞
O!$

和
O!K

的蛋白表达分别

增加为对照组的
$A55

倍%

DE!9BAK5

'

FG6A66$

&和
!ABK

倍

%

DE!$%A!5

'

FG6A66$

&'

23456

细胞
O!$

和
O!K

的蛋白

表达分别增加为对照组的
BA9B

倍%

DE5@A4B

'

FG6A66$

&

图
B /:;,<=>)

对大肠癌细胞凋亡影响"

"$666

#

>
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!
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细胞$

=

)
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!

23456

细胞

>

!
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!
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!

6)*+,7. I

!

96)*+,7.

QR

与对照组比较
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(

图
4 3LMNLH) /,+N

检测大肠癌细胞周期相关蛋白变化

& / 1 8

& / 1 8
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和
!&!!

倍!

'()*&++

"

,-"&""$

#$ 说明经
./012345

处理

后"大肠癌细胞内周期蛋白调控有所改变$

+

讨 论

双糖链蛋白聚糖
./012345

是富含亮氨酸的蛋白

聚糖家族成员" 它由一个分子量为
+678

的核心蛋

白和葡萄糖氨聚糖共价连接组成 %

!

&

$ 研究表明"

./012345

参与骨形成" 可以促进骨前体细胞向成骨

细胞的分化 %

+

&

"并且"

./012345

与椎间盘疾病的发生

发展相关 %

9

&

'同时"

./012345

表达异常与胰腺癌和间

皮瘤等疾病密切相关%

*:;

&

"与正常的胰腺组织和慢性

胰腺炎组织相比 " 胰腺癌组织细胞基质外中的

./012345

表达显著上调$

<=>1?=5

等的研究表明"胶

原和
./012345

等蛋白聚糖可增加细胞外基质密度"

从而抑制大肠癌细胞的迁移和侵袭"

./012345

表达

上调与大肠癌的恶性程度密切相关" 可以作为一种

新的大肠癌分子标志物%

%

"

$@

&

$ 此外"外源性的
./012!

345

可以通过上调
A!;

和下调
<231/5 B

将胰腺癌细

胞阻滞在
C

$

期"从而抑制细胞增殖 %

*

&

$ 近年来 "

./012345

在恶性肿瘤中的作用日益受到关注$

本研究结果显示"

./012345

可显著抑制大肠癌

细胞
DE!!%

和
FG96H

增殖"同时"在
$""5I=1JK

和

*H5I=1JK ./012345

作用下"

DE!!%

细胞和
FG96H

细

胞均有凋亡情况发生$ 我们对
./012345

加药处理后

的大肠癌细胞内细胞周期相关蛋白
<231/58#

(

<2!

31/5B

(

A!#

和
A!;

进行了检测"

<231/58#

即细胞周期

素
8

#

是细胞周期的正调节因子"

<231/58#

蛋白过表

达可以加速细胞从
C

#

期向
F

期转化" 促使细胞增

殖"

<231/58#

在乳腺癌( 肺癌等多种肿瘤中过表达"

并且高表达患者的生存率明显低于低表达者" 可作

为判断肿瘤预后的重要指标 %

##

"

#!

&

$

<231/5 B

是一类

在哺乳动物细胞
F

期和
C

!

JL

期两个节点均有重要

作用的蛋白"它的异常表达可导致细胞增殖失控"基

因不稳定 %

#+

&

'

A!#

和
A!;

属于细胞周期素依赖性激

酶抑制因子"通过抑制
<8M

复合物的活性使细胞周

期停留在
C

#

期而抑制细胞增殖%

#9

"

#*

&

$ 本研究显示"

./012345

处理后" 大肠癌细胞中细胞周期蛋白
<2!

31/58#

和
<231/5B

出现下调趋势" 细胞周期依赖性

激酶抑制蛋白
A!#

和
A!;

的表达有所增加" 说明

./012345

可能通过下调
<231/58#

和
<231/5B

的表

达(上调
A!#

和
A!;

的表达抑制肿瘤细胞增殖"达到

肿瘤治疗的目的$
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