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细胞抑制和诱导凋亡作用' %方法& 采用
不同浓度的去甲斑蝥素(
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$作用于胃癌
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细胞"在扫描电镜下观
察其形态特点" 采用流式细胞术测定经

+>CD

作用后的细胞生长周期及凋亡率"

EFG@FA6!H15@

检测
I:1!!

)

J:1!;

)

I/K

的表达*%结果& 扫描电镜下可见"
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细胞出现凋亡形态学改变*

经去甲斑蝥素处理
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细胞后"实验组
=
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细胞明显多于对照组!
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和
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浓度去甲斑蝥素均能诱导胃癌
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细胞凋亡
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"其抑制率与
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浓度
及作用时间相关*

EFG@FA6!H15@

检测
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J:1!;

蛋白表达减少"

I/K

蛋白表达增加"呈明显的
剂量关系' %结论& 去甲斑蝥素对人胃癌
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细胞有抑制作用"可能与其阻滞细胞周期
诱导细胞凋亡有关'
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胃癌发病率居第
!

位"死亡率居第
(

位"严重威

胁着人们的生命健康' 近年来" 人们从祖国医学出

发"应用中医药及其提取物治疗胃癌"取得了一定成

效' 本研究应用去甲斑蝥素!

656:/6@4/A0B06
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+

作用于人胃癌
<=>!)?";

细胞" 通过观察其形态学

变化)对细胞生长周期的抑制)对凋亡相关蛋白表达

的影响"探讨
+>CD

诱导细胞凋亡的可能机制'

;

材料与方法

<B<

材 料

人胃癌
<=>!)?";

细胞株由河北医科大学基础

实验室惠赠 ' 去甲斑蝥素购自美国
<07./

公司 "

QMJV!;$S"

培养基购自美国
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公司" 四甲基偶
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氮唑蓝 !
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" 购自北京广源恒信科技发展有限公

司#

(&)*

购自美国
)+,-.

公司#胎牛血清购自杭州

四季青公司#

/0012+03!45'6

凋亡检测试剂盒购自北

京宝赛生物试剂有限公司#碘化丙锭
7859

为南京凯基

生物技术发展公司产品#兔抗人多克隆
:.2

抗体$兔

抗人
:;<!!

$兔抗人
&;<!#

$兔抗人
!!.;=+0

单克隆抗

体均购自美国
:+>?>@<A

公司%
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方 法

BC!C#

细胞培养

细胞培养于含
#DE

小牛血清的
F8&5!B$GD

培

养基内#置于饱和湿度
%E

孵育箱中培养#培养温度

为
HI"

#细胞贴壁生长% 取指数生长期的细胞进行

体外实验%

BC!C!

药物处理

去甲斑蝥素溶于
(&)*

#配成
BDD-,J-<

储存浓

度后冻存于
K!D"

备用#临用时采用细胞培养液配制

成工作浓度!

#D",J-<

和
!D",J-<

"%

#C!CH

扫描电镜观察细胞形态学变化

于加药后
!G

$

GL

$

I!M

收集各组细胞浸入
8:)

中漂洗细胞表面# 用
GE

戊二醛溶液
G"

固定
!M

#然

后吸出固定剂#用
8:)

浸洗
!

次#每次
#D-+0

#再用

G"

预冷的锇酸
G"

固定
!M

# 接着用
8:)

浸洗
!

次

!

#D-+0J

次"#然后用
%DE

$

IDE

$

N"E

$

B""E

丙酮梯度

脱水#每级
B"-+0

#完成后用
%"E

$

I"E

$

N"E

$

B""E

醋酸异戊酯置换#每级
B"-+0

#应用临界点干燥仪$

6*

!

液体进行干燥#真空喷镀法进行样品导电处理#

最后在扫描电镜下观察细胞形态%

BC!CG

流式细胞术检测细胞凋亡

取指数生长期细胞#制成悬液#分别加入
B"",J

-<

和
!"",J-<

浓度的
O6'(

# 于加药后
!GM

收集细

胞# 用
8:)

洗涤
!

次后加入冰预冷的
I"E

乙醇在

G"

条件下固定过夜#离心弃去固定液后用
H-< 8:)

重悬
B"-+0

#

G""

目筛网过滤
B

次#然后
L""3J-+0

离

心
%-+0

#弃去
8:)

后用
B""-P<JQ

碘化丙啶!

85

"染

色
%-+0

#

G"

避光
H"-+0

后混匀# 过
H""

目筛网#置

于流式管中上流式细胞仪检测#

QR)5)

软件分析细

胞凋亡率%

BC!C% /0012+0SJ85

染色检测
O6'(

对人胃癌
)T6!

IN"B

细胞凋亡的影响

以
B"

$

!"",J-< O6'(

处理胃癌
)T6!IN"B

细胞

!G

$

GL

$

I!M

后#分别消化收集各组细胞#调整细胞密

度至
B#B"

%

J -<

#

G" 8:)

洗涤
!

次后弃上清#然后加

入
B"""<

重悬细胞#置冰浴%加
B""< /0012+0S!45'6

和
B""< 85

于细胞悬液中#轻轻混匀#将试管置于室

温避光染色
B%-+0

#然后补加
G"""<

混悬细胞#流式

细胞仪检测凋亡细胞的百分率%

BC!C$ U1V=1@0 W<>=

法检测
:;<!!

!

&;<!B

!
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蛋白表达

收集对照组和药物组!

%

$

BD

$

!D

$

GD",J-<

"作用

!GM

后细胞#

8:)

洗涤
!

遍#分别加入
HDD"<

蛋白裂

解液#冰上作用
BM

#

B! DDD@J-+0

#离心
BD-+0

#取上清

液# 样品置于
KLD"

保存#

:@.AX>@A

法测定蛋白质浓

度# 每个样品孔加入
%D",

蛋白# 进行
B!E)()!

8/TY

分离蛋白#将蛋白转移到
8S(4

膜上#

BE:)/

HI"

封闭
B M

#加入
B$%DD

稀释的
:;<!!

$

&;<!B

和
:.2

多克隆抗体#室温振荡
%M

#洗膜后#荧光二抗!抗兔

5,T

"避光孵育
BM

#洗膜#发光%

!"$

统计学处理

采用
)8))BHCD

软件进行统计分析#计量数据用

!%V

表示#对各组数据均进行方差齐性检验#方差齐

时不同组间用单因素方差分析# 两两比较用
)OZ [

检验&方差不齐用
Z!U\

检验#两两比较用
O1-+0]

法% 检验水准
#&DCD%

%

!

结 果

#"!

细胞形态学变化

扫描电镜下# 未经
O6'(

处理的空白对照组细

胞形态正常# 细胞表面微绒毛舒展# 细胞间连接紧

密%经浓度为
BD",J-<

的
O6'(

处理
!GM

后#细胞固

缩变小#细胞表面微绒毛消失变得光滑#细胞间连接

稀疏#

GLM

后细胞表面更光滑#细胞间连接消失#

I!M

后胞核碎裂#胞浆溶解#细胞呈现凋亡状态 %经浓度

!D",J-<

的
O6'(

处理
!GM

后#胞核开始碎裂#胞浆

溶解#

GLM

后细胞溶解凋亡#

I!M

后细胞完全裂解凋

亡
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去甲斑蝥素对人胃癌
)T6!IND#

细胞周期的作用

经
#D",J-<

$

!D",J-<

去甲斑蝥素处理人胃癌

)T6!IND#

细胞后# 流式细胞仪分析结果显示'
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IND#

细胞
T

D
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#

期和
)

期细胞逐渐减少#

T

!

J&

期细

胞逐渐增多
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#
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去甲斑蝥素诱导人胃癌
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细胞凋亡

经
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及
!D",J-< O6'(

作 用 于 人 胃 癌

)T6!IND#

细胞均明显诱导其凋亡# 分别作用
!G

$

GL

$

I!M

后#

)T6!IND#

细胞受到不同程度地抑制#并

论 著
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3!?
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"
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!

.F2";

和
EAG

蛋白的表达

EF2"!

#
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EAG
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显的剂量关系!

&

讨 论

斑蝥"

'()*+,-.-/0

#在我国应用于消化道肿瘤及

肝炎等疾病的治疗已有近两千多年的历史$ 但由于

其对泌尿系统的毒副作用限制了其在临床的大规模

应用! 斑蝥素"

'()*+(,-.-)

$

123

#是从斑蝥的干燥虫

体中提取的有效活性成分$ 临床上可以用于治疗多

种肿瘤! 有研究发现$斑蝥素可以抗风湿%抗炎&

4

'

$也

可以升高白细胞&

!

'

$而且没有骨髓抑制作用&

&

'

!然而$

内服斑蝥素可以引起胃黏膜的炎症反应$ 损伤肾功

能 &

5

'

! 去甲斑蝥素"

)6)'()*+(,-.-)

$

7123

#为斑蝥素

的衍生物$ 是斑蛰素经人工合成的一种新型的抗癌

药物$其化学结构与斑蝥素相似$其毒副作用明显减

低$同时还有独特的升高白细胞作用$且保留了较强

的抗癌作用&

%

'

$抗癌谱较广$其抗癌作用机制为提高

癌细胞呼吸控制率及溶酶体酶活性$ 干扰癌细胞分

裂$抑制其
378

合成!

7123

作为斑蝥素衍生物具有很好的抗癌作

用! 近年来$诸多医家对
7123

研究发现其对肺癌%

肝癌%食管癌%结肠癌&

$94!

'等多种恶性肿瘤细胞均有

很好的抑制生长%诱导凋亡作用!

凋亡基因
!:(;

%

<'=!4

是反映细胞凋亡的重要指

标!

:(;

家族主要包括
:'=!!

$

:(;

%

:'=!;>

和
<'=!4

等! 其中
:'=!!

%

<'=!4

及
:'=!;>

抑制细胞凋亡$而

:(;

则促进凋亡!

:(;

是一个非常受关注的细胞凋亡

抑制基因$可以延长细胞存活期$抑制各种因素对细

胞凋亡的诱导$阻断引起细胞凋亡的最后通路$促使

肿瘤细胞异常生长! 当细胞
378

受损时$

:(;

能与

:'=!!

形成二聚体$拮抗
:'=!!

的抗凋亡功能$导致

细胞凋亡的发生! 髓样细胞白血病
!4 ?@A/=6-. '/==

=/BC/!=-(!4

$

<'=!4D

基因是
:'=!!

抗凋亡家族成员之

一$自
4EE&

年在研究髓白血病细胞系的过程中第一

次被发现后$人们发现
<'=!4

在多种细胞系中表达$

并且证实了它是凋亡调控分子家族重要成员之一$

该基因表达与肿瘤的发生发展有着密切的联系!

本研究应用不同浓度的去甲斑蝥素作用于人胃

癌
FG1!HEI4

细胞$用
J/0*/,)!K=6*

法检测抗凋亡蛋

白
<'=!4

%

:'=!!

及促凋亡蛋白
:(;

的表达$采用扫描

电镜及流式细胞分析$ 动态观察胃癌细胞的变化特

点! 结果表明$去甲斑蝥素处理
FG1!HE"4

细胞后$

抗凋亡蛋白
<'=!4

%

:'=!!

表达减少$促凋亡蛋白
:(;

表达增加$

7123

对细胞生长产生了明显的抑制作

用$细胞结构破坏%形态改变$生长周期停滞在
G

!

L<

期$细胞停止生长增殖$呈现凋亡状态$且其凋亡与

药物作用时间及药物浓度呈依赖性$ 随着作用时间

延长及去甲斑蝥素浓度的增加$ 细胞凋亡率逐渐升

高"

M"INI%

#$说明
7123

可以通过调控抗凋亡蛋白

<'=!#

%

:'=!!

及促凋亡蛋白
:(;

的表达来达到抑制

胃癌细胞增殖$诱导其凋亡的目的!

细胞凋亡进程是由多种因素% 多种基因参与的

复杂的生命过程!本实验研究证实$去甲斑蝥素可能

通过调控抗凋亡蛋白
<'=!#

%

:'=!!

及促凋亡蛋白

:(;

的表达来破坏细胞结构$阻断细胞生长$使细胞

的生长周期停滞在某一期$从而达到诱导细胞凋亡$

抑制细胞增殖和生长的作用$ 最终为临床上该疾病

的治疗提供新的思路与理论依据!
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