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摘 要!$目的% 观察辣椒素对
?@AB!

细胞增殖和凋亡的影响及其分子机制& $方法% 采用
CC1$

法观察辣椒素对
?@AB!

细胞增殖的影响 " 流式细胞术和
-C!'

探针检测辣椒素对
?@AB!

细胞凋亡率和线粒体膜电位的影响"采用
DCE?!DF

探针联合高内涵分析仪检测氧化
应激表达水平的变化& $结果% 辣椒素可剂量依赖性抑制

?@AB!

细胞增殖' 诱导细胞凋亡&

!**!4>7GH

辣椒素作用
!.I

可引起
?@AB!

细胞明显坏死'脱落和漂浮&相比对照组"

!""!4>7GH

辣椒素明显降低
?@AB!

细胞线粒体膜电位红绿荧光表达量比值 !

$=<,""='!!JK!.=!<"*=*.

(&

!**!4>7GH

辣椒素可引起
?@AB!

细胞内氧化应激水平上调
'=%$

倍& 使用还原剂维生素
C

抗
氧化可恢复细胞活力"减轻凋亡& $结论% 辣椒素剂量依赖性诱导人肝癌

?@AB!

细胞凋亡"其
机制与氧化应激水平过激活相关&
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肝细胞癌是全世界第三位癌症相关的致死病因$

'

%

"

因其高复发率' 高转移率和高死亡率而引起广泛重

视"由于化疗药物耐药性的迅猛发展"开发更有效的

肝癌治疗药物具有迫切意义&

近年来" 越来越多的研究致力于从天然饮食中

提取毒性低'有功效的抗肿瘤化合物 $

!

"

<

%

& 辣椒素是

辣椒果实的主要辛辣成分"具有广泛的生物学效应"

长期以来被用作香料'食品添加剂和药物&辣椒素是

EDF

批准的临时用于缓解轻微疼痛的药物"并可用

论 著 .%*
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于治疗带状疱疹后遗神经痛! 痛性糖尿病神经病

变 "

'

#

$目前%越来越多的研究发现辣椒素在体外可抑

制多种恶性肿瘤的生长"

()%

#

%导致细胞周期阻滞和凋

亡$ 因此%辣椒素可能是一种潜在的抗肝癌药物$

大多数细胞正常代谢时会产生内源性的含有活

性氧基团&

*+,-./0+ 1234+5 67+-/+6

%

89:

'或活性氮基

团&

*+,-./0+ 5/.*14+5 67+-/+6

%

8;:

'的化学反应性分

子( 这些分子参与调节多种生理过程%包括增殖!迁

移!肥大!分化!细胞骨架动力学和代谢(但是当过量

产生和堆积时%它们会与脂质!蛋白质和核酸反应%

从而改变靶分子的结构和功能% 进而导致广泛的组

织功能障碍(

89:

也作为信号分子在癌症中发挥重

要作用%导致异常的细胞生长!转移!血管生成以及

分化阻滞( 长期以来%大量研究揭示了
89:

与癌症

之间的关系"

$

%

<

#

( 肿瘤细胞的遗传改变能促进活性氧

的持续! 大量产生%

89:

产生的同时又有助于癌症

基因组的不稳定性和
=;>

损伤%这与肿瘤细胞的耐

药性以及高复发率密切相关(然而%肿瘤细胞产生毒

性水平的
89:

将引起氧化应激过激活进而导致癌

细胞死亡( 因此%提高
89:

的方法可能是潜在有效

的癌症治疗方法(

目前% 暂无从氧化应激角度探讨辣椒素对肝癌

作用的研究 ( 本研究旨在揭示辣椒素对人肝癌

?+7@!

细胞的促凋亡能力%以及氧化应激在其中的

作用%拟为肝癌的治疗提供新策略(

A

材料与方法

!"!

细胞培养

人肝癌
?+7@!

细胞由中国医学科学院基础医

学研究所提供(

?+7@!

细胞以
8BCDA&'"

完全培养

基&内含
A"E

胎牛血清!

AFG!4HIJ

青霉素和
#GG!4HIJ

链霉素'%在
K%!

!

(EL9

!

培养箱中培养%每
!

天换

液%当细胞的汇合度达到
%GE)$GE

时用胰蛋白酶消

化传代或用于实验(

!"#

主要试剂

8BCD#&'G

培养基!胎牛血清!

BM:

!青霉素)链

霉素溶液
N#GG" O

!

PL#A

探针 !

=>BD

试剂购自美国

@/Q/-1

公司*

>55+2/5 "#RDSLHBD

细胞凋亡检测试剂

盒购自美国
M=

公司*辣椒素+维生素
L

!

=LR?#=>

探针购自美国
:/4I,

公司*

LLT$

细胞活力检测试剂

盒购自日本同仁*

$

孔细胞培养腔室载玻片购自德

国
C+*-U

公司(

!"$ LLT$

检测细胞活力

取对数生长期的
?+7@!

细胞
N("AG

( 个
HIJO

%接

种到
<&

孔板%每孔
!GG!J

培养基(分为空白对照组!

药物组和本底对照组% 待
!'V

细胞贴壁后加入不同

浓度辣椒素%空白组细胞加入完全培养基%放置细胞

培养箱
!'V

后% 每孔加入含
#G!J LLT$

和
<G!J

培

养基%共
#GG!J

混合试剂%轻轻摇匀%孵育
!V

后%用

酶标仪
N

波长
'(G5IO

检测每孔吸光度
N>O

%计算细胞

生长活性, 细胞存活率
W

"

N>6X>QOHN>-X>QO

#

"AGGY

%

>6

,实验孔&含有细胞的培养基!

LLT$

!辣椒素'%

>-

,

对照孔&含有细胞的培养基!

LLT$

%无辣椒素'%

>Q

,

空白孔&不含细胞和辣椒素的培养基!

LLT$

'(

!"%

流式细胞术检测细胞凋亡

将
?+7@!

细胞调整至浓度为
("A"

(

HIJ

%接种在

&

孔板%培养
!'V

%在加入不同浓度辣椒素的培养基

培养
!'V

后%

BM:

洗
!

次% 胰蛋白酶消化收集细胞%

按
>55+2/5 "#RDSLHBD

试剂盒说明书
AV

内经流式

细胞仪检测%使用
RJ1Z[1

软件分析细胞凋亡情况(

!"& =LR?#=>

探针染色检测氧化应激水平

!$

%

%$#

二氯荧光素二乙酸酯
N =LR?#=> O

是一种

针对细胞内活性氧类物质的特异性荧光探针% 可以

特异性地与氧自由基结合并发出荧光% 通过检测荧

光强度可间接反应细胞内氧化应激水平(

?+7@!

细

胞预培养
!'V

% 经辣椒素处理
!'V

后收集细胞%

BM:

洗涤之后装载
AG!I1JH\

的
=LR?#=>

荧光探针和

=>BD

试剂%

K%!

孵育
KGI/5

% 预冷
BM:

洗涤细胞
!

次去除未进入细胞内的
=LR?#=>

(荧光显微镜下观

察&激发波长
'$$5I

'

89:

的分布情况或使用高内涵

分析仪对荧光表达量进行定量分析(

!"' PL#A

探针染色检测线粒体相关凋亡

?+7@!

细胞接种于细胞培养腔室载玻片培养

!'V

% 加辣椒素孵育后 %

BM:

洗细胞
!

遍 % 加入

AG!I1JH\

的
PL#A

荧光探针和
=>BD

试剂在培养箱

孵育
KGI/5

后
BM:

洗细胞
!

遍%使用高内涵分析仪

扫描%使用
C+.,]7*+66

高内涵分析系统设定细胞参

数并自动运算分析得出各项指标(

!"(

数据分析

采用
:B::A%^G

软件进行统计学分析%定量资料

以均数
%

标准差
N!%6O

表示%对所有的实验数据进行

论 著'%A
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)*

)!

)(

+,-!./0 12+31

检验分析! 进行三次独立的实验!

以
45"6"7

为差异具有统计学意义"

!

结 果

!"#

辣椒素抑制
8-9:!

细胞活力

细胞活力检测是衡量细胞损伤的一个基本指标#

'"

$

"

使用
;;<$

检测不同浓度辣椒素 %

'""

&

!""

&

(""

&

*""!=>?@A

'处理
!*B

!细胞活力分别下降到对照组

的
$*6%"C

&

%!D"7C

&

7E6*(C

和
*!6&'C

! 且差异显著

F45"6"'G

" 随着浓度的增加!辣椒素对
8-9:!

细胞抑

制作用逐渐增强!辣椒素可剂量依赖性抑制
8-9:!

细胞活力%

HIJKL- '

'"

!"!

辣椒素对肝癌
8-9:!

细胞形态学变化的影响

8-9:!

细胞形态通过倒置相差显微镜观察" 正

常
8-9:!

细胞排列紧密!堆积生长!呈不规则形状!

胞质均匀
FHIJKL- !1G

"

!""!=>?@A

辣椒素作用
'!B

!

8-9:!

细胞呈梭形!部分缩小变圆坏死
FHIJKL- !MG

"

!""!=>?@A

辣椒素作用
!*B

!

8-9:!

细胞呈圆点状!

贴壁形态异常!培养液中细胞明显坏死&脱落和漂浮

FHIJKL- !;G

"

!"$

辣椒素诱导
8-9:!

细胞凋亡

1,,-NI, "!HOP;Q4O

双染法经流式细胞分析仪

分析! 结果提示辣椒素可明确诱导
8-9:!

细胞凋

亡! 并且随辣椒素浓度的增加细胞凋亡率显著增加

FHIJKL- (G

"

!%&

辣椒素对肝癌
8-9:!

细胞线粒体膜电位的影响

我们接着使用
R;!'

探针验证辣椒素可引起

8-9:!

细胞凋亡" 采用
!""!=>?QA

的辣椒素干预
8-9:!

'()*+, - ./, ,00,12 30 14564(1(7 37 2/, 8,59! 1,::

;(4<(:(2= >,2,12,> <= ??@A 46 2/, (7>(142,> >36, 03+ !&/

;>,SL>? '"" !"" ("" *""

;/9T/IUI,F!=>?QAG

'67

'6"

"67

"

3
I
/
V
I
?
I
S
0

1

(

;>,SL>? JL>K9

'()*+, $ ./, ,00,12 30 14564(1(7 37 2/, 4535236(6 30 8,59! 1,::6 >,2,12,> <= B77,C(7 "DEF 624(7(7)

'()*+, ! ./, (7G*+= 30 14564(1(7 37 2/, H3+5/3:3)= 30 8,59! 1,::6

!

!!IJ

"

<4+K!J!H

#

;

(

!W"!=>?QA U/9T/IUI, X>L !*BM

(

!""!=>?QA U/9T/IUI, X>L '!B

;/9T/IUI, X>L !*B

;>,SL>? !""!=>?QA (""!=>?QA *""!=>?QA

*Y7E

#W

(
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!
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!
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(
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细胞
'!(

! 实验组红色荧光向绿色荧光转变上调

"

)*+,-. /0

#!提示线粒体膜电位下降$ 通过高内涵

分析仪对红绿荧光表达量进行定量分析! 结果显示

辣椒素明显降低
1.23!

细胞线粒体膜电位红绿荧光

表达量比值
4$567!85'! 9: /5!6!858/;

!进一步证实辣

椒素可诱导
1.23!

细胞线粒体途径凋亡
4)*+,-. /<=

$

!"#

辣椒素对
1.23!

细胞氧化应激的影响

上述研究提示辣椒素诱导
1.23!

细胞凋亡可

能与线粒体相关! 同时氧自由基作为线粒体的主要

产物与癌症也密切相关$ 我们接着使用
>?)1">0

荧光探针标记法检测辣椒素对细胞氧化应激水平的

影响$ 采用
!88!@ABCD

的辣椒素干预
1.23!

细胞

'!(

!实验组探针荧光高强度表达
E)*+,-. F0=

!通过

高 内 涵 分 析 仪 对 荧 光 表 达 量 统 计 分 析 显 示 !

!88!@ABCD

辣椒素可引起
1.23!

细胞内氧化应激水

平上调
'G%$

倍"

)*+,-. F<

%$

!"$

维生素
?

可恢复辣椒素对
1.23!

细胞的损伤

上述研究发现辣椒素在诱导
1.23!

细胞凋亡

的同时引起氧化应激过激活! 为了研究辣椒素是否

通过氧化应激介导
1.23!

细胞的损伤!我们使用还

原剂维生素
?

抗氧化!通过流式细胞术"

)*+,-. &0

%&

??H$

"

)*+,-. &<

%和
I?"'

探针"

)*+,-. &?

%检测维生

素
?

对辣椒素所介导的
1.23!

细胞损伤的影响!发

现细胞凋亡率减少!细胞活力恢复至
$$G&J

!线粒体

膜电位下降也发生恢复
4 $G67!"G'!!9: /G!6!"G"/!9:

&G!/!"G"7 =

$ 实验进一步证实辣椒素对
1.23!

细胞

的损伤是通过氧化应激过激活导致的$
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很多研究者致力于从自然界中寻找抗肿瘤的天

然药物以期突破癌症治疗的瓶颈! 辣椒素作为天然

提取物质在鼻咽癌" 乳腺癌和卵巢癌等多种癌症中

已证实具有明确的抗肿瘤活性#

(()('

$

% 为了研究辣椒

素在肝癌中的效应! 我们使用
**+$

法检测发现辣

椒素可剂量依赖性抑制
,-./!

的细胞活力% 使用

!""!01234

的辣椒素培养
,-./!

细胞
!56

! 细胞出

现明显坏死"脱落和漂浮!这些结果证实辣椒素可明

确引起肝癌细胞的损伤% 凋亡是细胞死亡的重要途

径! 我们进一步通过
788-9:8 "!;<=*3><

流式实验

分析辣椒素对
,-./!

细胞凋亡情况的影响%结果提

示! 随着辣椒素浓度的上升!

,-./!

细胞凋亡率增

加!证实辣椒素可通过凋亡途径造成
,-./!

细胞的

损伤%

线粒体膜电位的下降是细胞早期凋亡的一个标

志性事件#

(5

$

%

?*!(

是一

种广泛用于检测线粒

体膜电位的理想荧光

探针#

(@

$

% 在线粒体膜电

位较高时!

?*!(

聚集在

线粒体的基质中!形成

聚合物!可以产生红色

荧光&当线粒体膜电位

较低时!

?*!(

不能聚集

在线粒体的基质中!此

时
?*!(

为单体! 会产

生绿色荧光%通过
?*!(

探针标记的方法检测

从红色荧光到绿色荧

光的转变可以反应细

胞膜电位的下降% 接着

我们通过
?*!(

探针标

记的方法再次验证上

述凋亡机制!联合高内

涵分析仪对红绿荧光

表达量进行高通量"定

量 分 析 ! 结 果 显 示

!A"!01234

辣椒素作用

!56

可明确引起线粒

体相关凋亡事件的发生! 进一步验证辣椒素对肝癌

的促凋亡作用%

虽然已有研究证实辣椒素在多种肿瘤细胞株中

均具有抗癌特性! 然而我们对辣椒素发挥其抗癌效

果的确切分子机制仍然知之甚少%

?*!(

探针实验提

示我们辣椒素对肝癌的促凋亡作用与线粒体密切相

关!

BCD

作为线粒体的重要产物同时也在癌症中发

挥重要作用#

(&)($

$

%

BCD

累积会引起细胞氧化应激过

激活!产生细胞毒性!导致细胞内大分子如功能蛋白

或
EF7

的损伤而引起细胞凋亡%为了深入探讨辣椒

素诱导
,-./!

细胞凋亡的机制是否与
BCD

相关!

我们使用
E*;,!E7

荧光探针标记氧自由基并联合

高内涵分析仪对荧光表达量进行统计分析! 发现

!G"!01234

辣椒素即可引起
,-./!

细胞内氧化应激

水平急剧上调% 这些结果提示辣椒素诱导
,-./!

细

胞产生
BCD

并造成细胞内
BCD

累积! 过多的
BCD

产生细胞毒性! 推测氧化应激在辣椒素诱导的肝癌
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细胞凋亡进程中发挥重要作用! 为了验证
'()

在辣

椒素诱导的肝癌细胞凋亡中的作用" 我们使用还原

剂维生素
*

抗氧化"实验结果发现经维生素
*

处理

后辣椒素对
+,-.!

细胞的损伤减轻!

综上所述" 本研究发现辣椒素通过调控氧化应

激诱导
+,-.!

细胞凋亡"使用维生素
*

可减轻辣椒

素对
+,-.!

细胞的损伤! 因此"辣椒素有望开发成

为天然抗肝癌药物"为肝癌治疗提供新思路!
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