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摘 要
!

"目的# 体外观察不同浓度的人工合成抗菌肽
+,-./0/1/,2 ,3./4/1-56/,2 787./98:

!

;<=:*

对口腔
肿瘤细胞系的增殖$侵袭抑制及促凋亡作用% "方法# 合成

;<=:

并配置溶液!将
;<=:

溶液&

("!>?

42@!""A>?42

'加至肿瘤细胞培养体系中!收获培养后细胞以流式细胞分析法&

;338B/3!C?=D

染色'进
行细胞凋亡检测!并通过

E-9F

掺入实验以及
<GH

法进行细胞增殖检测%通过细胞迁移以及侵袭实
验评价

;<=:

对口腔肿瘤细胞系迁移及侵袭能力的影响% "结果#

;<=:

可诱导口腔肿瘤细胞系
H;II!J$

及
G1,JKK$

凋亡% 在
;<=: !""!452?L

浓度! 中晚期凋亡比率分别为
+$$MJN"K%MOPQR

$

&$!SPO"K$S($*R

!高于
=EH

对照组的中晚期凋亡比率
&PS$P"KS)J*R

和
&(SO%"KSP$*R

&

=

均
#)S)(

'!同时
;<=:

对肿瘤细胞促凋亡作用的效果与其浓度呈剂量依赖特点%

E-9F

掺入实验及
<GH

法发现
;<=:

可显著性抑制口腔肿瘤细胞系
H;II!J$

及
G1,JKK$

的细胞增殖! 当
;<=:

浓度为
()!452?L

时对人口腔肿瘤细胞系
H;II!J$

和
G1,JKK$

细胞增殖活性有明显的抑制作用!

;<=:

对人口腔肿
瘤细胞系

H;II!J$

和
G1,JKK$

细胞增殖抑制作用的
DI

()

分别为
%)S$J!<

和
((S$(!<

% 低浓度
&

()!452?L

'

;<=:

还可显著性抑制
H;II!J$

和
G1,JKK$

细胞的迁移以及侵袭% "结论#

;<=:

体外
对口腔肿瘤细胞系

H;II!J$

及
G1,JKK$

有明显的促进凋亡作用!并抑制肿瘤细胞的增殖$迁移及
侵袭%
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抗菌肽
^,3./4/1-56/,2 787./98:Q

是一类具有较广 抗菌作用的多肽! 近年来作为新的有潜力的抗微生

物药物!已引起众多学者关注%目前研究表明抗菌肽

具有的共同特征是)分子量小$热稳定性强$水溶性

论 著 P%%



中国肿瘤
!"#$

年第
!!

卷第
%

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123++/4135

好!无免疫原性!无强碱性!抗菌谱广等 "

#

#

!

$

% 对于抗

菌肽的研究已进入人工合成阶段& 研究认为筛选出

的人工合成抗菌肽
&'()*+*,*'- '.)*/*,(01*'- 232)*435

&

67859

相比提取的天然抗菌肽具有更高效广谱的抗

菌活性"

$

$

% 我们在前期的研究中发现了两段具有广

谱抑菌作用的人工合成抗菌肽% 最近研究表明抗菌

肽不仅可作用于细菌和真菌& 对肿瘤细胞和一些原

虫也有作用 "

:

$

& 而且发现了几乎可作用于包括细

菌'真菌!病毒!原虫等在内的所有病原体及自身变

异细胞的抗菌肽"

:

$

( 本研究将已发现的
6785

体外

作用于口腔肿瘤细胞系
;6<<!=$

及
>,'=??$

& 观察

人工合成抗菌肽对上述肿瘤细胞增殖及凋亡方面的

影响(

?

材料与方法

!"!

材 料

实验用人工合成抗菌肽是通过化学合成法合

成& 序列为
@A6@@A6

合成由上海生物工程技术服

务有限公司完成& 多肽合成纯度大于
BCD

(

E87-

-%:F

培养基及胎牛血清为美国
G*1,0

公司产品(

%

孔培养板为丹麦
HIH<

公司产品(

6HHJKLHM8L

双

染试剂购自北京宝赛公司(

C!

溴脱氧尿嘧啶核苷)

C!

N(0/0!!"!430OP!Q(*4*.3

&

N(4I

*细胞增殖试剂盒购自

瑞士罗氏公司% 人口腔鳞状细胞癌
@N

'人涎腺腺样

囊性癌细胞系
;6<<!=$

和人舌鳞状细胞癌细胞系

>,'=##$

&由北京口腔医院研究所提供% 以上细胞均

在
$R#

'

CD<S

!

及饱和湿度条件下 & 培 养于含

#FF/-MA

胎牛血清的
E87- -%:F

培养液中%淋巴细胞

为实验室冻存&来自健康对照志愿者%流式细胞仪为

美国
NT

公司产品
&U6<; <'-*1Q(

+

N3,)0. T*,V*.50.

公司&美国
9

&分析软件采用
U-0WX0 CYF

)

>(335)'(

公

司&美国*%

!"#

方 法

#Y!Y# 6785

溶液配制

称取
6785

冻干粉& 将其溶于二甲基亚砜中后

再用
8N;

进行稀释&制备不同浓度的
6785

溶液+同

时以
8N;

稀释同体积的二甲基亚砜作为对照%

#Y!Y!

细胞系培养

口腔肿瘤细胞系
@N

'

;6<<!=$

和
>,'=##$

采用

含
#FD

胎牛血清的
E87- -%:F

培养基进行培养% 在

细胞传代
!:Z

后& 将不同浓度的
6785

溶液加至细

胞培养体系中& 使抗菌肽的终浓度分别在
!C

'

CF

'

#FF

'

!FF

和
:FF!/0-MA

% 以
8N;

稀释同体积的二甲

基亚砜作为阴性对照% 在细胞系加入
6785

后进行

培养& 收获细胞分别进行细胞凋亡检测及细胞增殖

检测%

#Y!Y$ 6..3O*.![M8L

标记及细胞凋亡检测

在培养细胞系中加入
6785

后& 培养
:=Z

后收

获细胞%取
!$#F

% 肿瘤细胞及健康人淋巴细胞)作为

对照*离心后加入
!FF!- 1*.4*.\ 1Q++3(

&并加入
C!-

6..3O*.![

室温共孵育
#C/*.

及
8L

抗体室温共孵育

C/*.

% 以流式细胞仪双色分别分析早期凋亡)

6.!

.3O*.![

单阳性细胞* 及中晚期凋亡细胞)

6..3O*.!

[

'

8L

双阳性细胞*占总细胞比例% 在细胞凋亡早期

磷脂酰丝氨酸)

2Z052Z')*4P-53(*.3

&

8;

*可从细胞膜的

内侧翻转到细胞膜的表面& 暴露在细胞外环境中%

6..3O*.![

是一种分子量为
$C]$%@T

的
<'

!^依赖性

磷脂结合蛋白& 能与
8;

高亲和力特异性结合% 将

6..3O*.![

进行荧光素)

UL><

'

8J

*或
N*0)*.

标记&以

标记了的
6..3O*.![

作为荧光探针& 利用流式细胞

仪或荧光显微镜可检测细胞早期凋亡的发生% 碘化

丙啶
&2(02*4*.3 *04*43

&

8L9

作为一种核酸染料&不能透

过完整的细胞膜& 但在凋亡中晚期的细胞和死亡细

胞中&

8L

能够透过细胞膜而使细胞核红染% 因此将

6..3O*.![

与
8L

匹配使用就可以将凋亡早晚期的细

胞以及死细胞区分开来% 上述凋亡检测重复
$

次%

#Y!Y: 7>;

实验检测
6785

对口腔肿瘤细胞的半数

抑制浓度

消化单层培养的肿瘤细胞&用含
#F%

胎牛血清

的
E87- #%:F

培养基制成
!YC$#F

:

M/-

的单细胞悬

液& 按
C$#F

$ 个细胞
!FF!-M

孔接种
B%

孔细胞培养

板%根据
#Y!Y$

中
6785

对口腔肿瘤细胞凋亡作用的

结 果 设 定
#F

个
6785

浓 度 )

FY!

'

FY:

'

FY=

'

#Y%

'

$Y!

'

%Y:

'

#!Y=

'

!CY%

'

C#Y!

和
#F!Y:!/0-MA

*&每组设
$

个平

行孔% 培养
!:Z

后&弃去原有培养基&分别加入不同

浓度的
6785

后培养基孵育&每
!4

换液
#

次% 培养

= 4

后& 每孔
#FF!-

培养基加
!F!- <3-->*)3( B%!

6_Q30Q5 S.3 ;0-Q)*0. E3'\3.)

)室温静止
BF/*.

&完

全溶解*&在
$R&

&

CD <S

!

的环境下孵育
#Z

% 在酶标

仪
:BF./

波长下测定各孔吸光度值% 以浓度为横坐

标& 吸光值为纵坐标绘制细胞生长曲线& 软件计算

论 著:%R
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!"#$%& ' ()* +,-,.-/"/ -0 123/4566!7-89:; .- <=>>!?@ +AB

CD+EFF@ -%+8 .$7-% D&88 8"A&/ GH I8-J DH.-7&.&%/

&'()

的半数抑制浓度 !

*+, -./-0-1234 52.56.137!

1-2.

"

89

*+

#$

#:!:* ;3<=

掺入实验检测肿瘤细胞增殖

培养肿瘤细胞系中加入半数抑制浓度
&'()

后

共培养
>%/

"在培养结束前
#!/

加入
;3<=

!终浓度

#+!'

%共同培养
#!/

后"终止反应"显色"在酶标仪

?*+.@

波长下读数"计算细胞增殖指数$ 增殖指数
A

!刺激孔
BCD

对照孔
BC

%

E

对照孔
BC

$

#:!:%

肿瘤细胞迁移及侵袭实验

F37.)G6HH!

迁移实验试验流程! 先将
F37.)G6HH

小室平衡至室温&准备细胞悬液"将细胞准备好后"

以
*"I+

*

56HH)E@H

的浓度重新悬浮于无血清培养基

中"

&'()

组在细胞培养中加入终浓度为
*+!'

的

&'()

"对照组加入
(;J

组&将上述细胞悬液'

I*+!H

%

加入侵袭小室" 尽量让细胞均匀地铺在小室内侧底

面$ 同时在外围小室中加入含
I+,K;J

的
*++!H

培

养基"在孵箱中培养
I! /

后"取出小室&用湿棉签反

复(轻柔(全面地擦去小室内侧底面的贴壁细胞"应

避免用力过大导致膜底面变形影响后续镜下观察"

同时应注意避免擦碰小室外侧底面的贴

壁细胞& 将小室放入含
$++!H

结晶紫染

色液的下室"室温染色
!+ @-.

后"转移

至其他含
*++!H (;J

的下室" 逐孔充分

漂洗直至漂洗液澄清& 风干后置相差显

微镜下观察(拍照(计数)

细胞侵袭实验! 使用美国
'-HH-L236

公 司 的
M9'F' 96HH 8.N7)-2. &))74

'

O9'**+

# 细胞侵袭检测试剂盒* 平衡

8.N7)-2.

小 室 及 实 验 用 品 至 室 温 "以

!:*"#+

*

56HH)E@H

的浓度重新悬浮于无血

清培养基中
P&'()

组在细胞培养中加入

终浓度为
*+!'

的
&'()

" 对照组加入

(;J

组&将上述细胞悬液'

$++!H

#加入侵

袭小室" 尽量让细胞均匀地铺在小室内

侧底面* 同时在外围小室中加入含
I+,

K;J

的
*++!H

培养基 " 在孵箱中培养

?Q/

后"取出小室&用湿棉签反复+轻柔(

全面地擦去小室内侧底面的贴壁细胞"

应避免用力过大导致膜底面变形影响后

续镜下观察" 同时应注意避免擦碰小室

外侧底面的贴壁细胞& 将小室放入含

$++!H

结晶紫染色液的下室"室温染色
!+ @-.

后"转

移至其他含
*++!H(;J

的下室" 逐孔充分漂洗直至

漂洗液澄清&风干后置相差显微镜下观察(拍照(计

数$

FK@

统计学处理

采 用
J(JJII:+

软 件 以 及
R37L/L7< (3-)@ *:+

,

R37L/L7<

公司"美国%进行数据统计分析"多组间

采用
K

分析"两组间比较采用双侧
1

检验"

(#+:+*

为

差异有统计学意义*

!

结 果

LMF

不同浓度下
&'()

对口腔肿瘤细胞系凋亡作用

将人工合成的抗菌肽作用于人口腔肿瘤细胞系

J&99!Q$

和
F57QII$

时" 发现
&'()

对人口腔肿瘤

细胞系有明显的促进肿瘤细胞凋亡的作用
SK-TU36 IV

"

并在一定程度上呈剂量依赖的特点* 在
&'()

低浓

度时,

!*!@2HEW

%"有约
*,XQ,

口腔肿瘤细胞系出现

早期凋亡"当抗菌肽作用浓度在
*"!@2HEW

时人口腔

论 著 ?%Q
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!)<%@"!><)

B

$%<@?"=?<?;

B
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肿瘤细胞系时! 约有
=HIJ!"I

细胞出现早期凋亡

"

'KK:L8K!M

阳性细胞群#$ 而当抗菌肽作用浓度达

到
=""!E63N9

以上时! 口腔肿瘤细胞系则均出现明

显的凋亡%其凋亡率可达
;"I

以上&%

O8PQ2: =

!

*,R3:

=

&' 当抗菌肽作用浓度达到
!HH!E63F9

以上时! 口腔肿瘤细胞系细胞均出现明

显凋亡!其中
&'((!)$

和
*+,)==$

中晚期

的凋亡率"

'KK:L8K!MF-S

双阳性细胞群&分

别达到
D$$C)@"=%C?>TI

(

D$!<>?"=$<;$TI

!

与阴性对照组的中晚期凋亡比率
U

"

><$>"

=<")

&

I

和"

;<?%"=<>$

&

IV

相比差异有统计

学意义 "

-

值分别为
HCHH!$

和
HCHH=@

&'

同时研究发现!

'/-0

对来自正常人的淋

巴细胞无显著性促进凋亡的作用'

AB= '/-0

对口腔肿瘤细胞增殖的影响

以药物处理细胞
)W

后!当
'/-0

浓

度为
;H!E63F9

时对人口腔肿瘤细胞系

&'((!)$

和
*+,)==$

细胞增殖活性有明

显的抑制作用!而在低于
=H!E63F9

剂量的其他组未

见明显抑制作用!其抑制作用呈剂量相关性"

O8PQ2:

!

&' 通过量效曲线得出
'/-0

对人口腔肿瘤细胞系

&'((!)$

和
*+,)==$

细胞增殖抑制作用的
S(

;H

分别

X Y' 07,78078+,334 08PK8Z8+,K7 W8ZZ:2:K+: +6E5,2:W [87\ +6K7263 P26Q5 D-.& P26Q5T] -^H_";<
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!

&'((!)$ = '789* &'((!)$ 1/,23 45.6 >"!7 '789 :;;<;

!

'

"

?6< @51/:.5,- :-:0A959 ,B '789 ,- ,/:0 .2@,/ +<009C

D

"

?6< 5-E:95,- :-:0A959 ,B '789 ,- ,/:0 .2@,/ +<009C

为
%FC$)!7

和
>>C$>!7

#

对于半数抑制浓度下
'789

作用口腔肿瘤细胞

系后不同时间点对肿瘤细胞增殖影响分析发现$

'789

作用肿瘤细胞系
!;

后与对照组相比$肿瘤细

胞的增殖开始出现显著性抑制%

G512/< $

&'以
&'((!

)$

为例( 肿瘤细胞体外培养
!;

时(

'789

作用组增

殖指数为
FC$H"FC!I

( 对照组增殖指数为
FC>J"FC$I

%

8KFCF#!#

&!肿瘤细胞体外培养
$;

时(

'789

作用组

增殖指数为
FCI!"FC$!

( 对照组增殖指数为
FC)J"

FCI$

%

8KFCFFI$

&!肿瘤细胞体外培养
I;

时(

'789

作

用组增殖指数为
FC%H"FC$H

( 对照组增殖指数为

#CI%"FCIH

%

8KFCFFF)

&'

;<= '789

对口腔肿瘤细胞迁移及侵袭作用的影响

根据研究结果所确定的
'789

对口腔肿瘤细胞

系凋亡及增殖作用浓度( 我们选择对口腔肿瘤细胞

系仅有较低促凋亡以及抑制增殖的浓度
>F!@,0LM

进行
'789

对口腔肿瘤细胞迁移及侵袭作用的影响

的评价' 研究结果发现(

'789

作用于口腔肿瘤细胞

&'((!)$

细胞后可显著性降低肿瘤细胞的迁移能力

%

G512/< I'

&' 同时(

'789

对口腔肿瘤细胞
&'((!)$

的 作 用 还 可 显 著 性 降 低 肿 瘤 细 胞 的 侵 袭 能 力

%

G512/< ID

&'

$

讨 论

近年国内外的有关抗菌肽研究发现其不仅可

以抑制细菌)真菌等微生物(还有很强的抗肿瘤活

性*

>

(

%

+

'目前相关研究主要围绕生物体产生的天然抗

&'((!)$ '789=&'((!)$

&'((!)$ '789=&'((!)$
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菌肽展开!该类抗菌肽的应用不仅受到来源的限制!

也受到免疫安全性等诸多问题的困扰"

&'($

#

!与天然抗

菌肽相比! 通过化学合成的人工合成抗菌肽具有可

大量生产及更高效$广谱的抗菌活性的优势%在前期

研究中已证实本实验中使用的人工合成抗菌肽可显

著性抑制口腔常见感染菌 "

()

#

!但对于口腔肿瘤细胞

是否也存在杀伤以及抑制增殖的作用尚不明确%

本研究着重探讨了
*+,-

体外对口腔肿瘤细胞

系的作用! 初步发现
*+,-

作用于人口腔肿瘤细胞

系
.*//!0$

及
1230(($

时!与对照组相比中晚期凋

亡比率差异具有统计学意义&

,""456

'!

*+,-

对上述

口腔肿瘤细胞系有明显的促凋亡作用! 并在一定程

度上呈剂量依赖性% 本研究也进一步证实
*+,-

可

显著性抑制口腔肿瘤细胞的增殖! 并且对细胞增殖

的抑制能力与
*+,-

的浓度也呈量效依赖的特点%

同时
*+,-

对健康人淋巴细胞的凋亡和增殖没有明

显影响作用!具备一定的生物安全性%

对于抗菌肽抑杀肿瘤细胞机制的探讨是目前研

究的热点!与杀菌机制不尽相同!抗菌肽抑杀肿瘤细

胞机制比杀菌机制更为复杂%一方面!它直接接触性

抑杀肿瘤细胞!主要从细胞膜$线粒体$核膜$细胞核

染色体和细胞骨架等方面来达到抑杀肿瘤细胞的效

果%除了对癌细胞的膜损伤外!还可能诱导核染色体

78*

断裂!并抑制染色体
78*

的合成!细胞骨架也

受到一定程度的损伤% 目前对于天然抗菌肽作用于

肿瘤细胞的机制研究初步认为! 天然抗菌肽可能主

要通过破坏肿瘤细胞内部结构发挥作用"

#6

!

#%

#

% 另一

方面 ! 抗菌肽还可以通过抑制
+*,9:;<9

以及

,=$9

通路促进肿瘤细胞凋亡或调动机体免疫机能!

从体液免疫方面来抵抗癌细胞的入侵"

(&'!">

% 我们的

研究发现人工合成抗菌肽可显著性抑制口腔肿瘤细

胞增殖!诱导口腔肿瘤细胞系凋亡!而对人体正常细

胞&如外周血单个核细胞'则无上述效应% 推测该作

用机制可能类似于抗菌肽作用于细菌的作用机制!

主要通过阳离子肽的作用在肿瘤细胞膜表面产生空

洞!进而影响细胞活性%

本研究除发现
*+,-

可直接抑制口腔肿瘤细胞

增殖以及促进肿瘤细胞凋亡之外 ! 同时也证实

*+,-

可显著性抑制口腔肿瘤细胞的迁移以及侵

袭%该效应的发挥可能与
*+,-

损伤细胞骨架相关%

本研究结果是基于体外细胞的模型研究! 对于进一

步机制的探讨仍需深入开展%

抗菌肽作为一种生物多肽类物质! 目前研究已

提示其对局部暴露的感染病原菌和肿瘤细胞作用效

果优于其抑制体内感染病原菌的效果% 本实验观察

到
*+,-

能够特异性抑制某些肿瘤细胞的生长!而

对正常人体细胞无害! 同时以往文献报道部分天然

抗菌肽还能促进白细胞的增殖! 调动人体的免疫系

统而起抗肿瘤作用%口腔作为一个开放的器官!其生

理构造和口腔生物菌群特点! 有利于抗菌肽局部应

用并有效发挥作用! 对于预防和治疗口腔微生物感

染或应用于口腔肿瘤治疗方面是非常有利的% 抗菌

肽在体外局部应用方面存在很大潜力! 对于防治口

腔感染或应用于肿瘤治疗提供了一种新的方法% 本

实验的相关研究结果初步显示了
*+,-

作为一种新

的口腔感染防治及肿瘤治疗药物的潜在价值!

*+,-

除可作为一种抑制口腔感染的药物外! 还可能对口

腔肿瘤细胞产生抑制或杀伤作用! 为进一步评价

*+,-

在口腔感染防治及肿瘤治疗上的应用! 提供

了一定的实验室研究基础%
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