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摘 要!$目的% 探讨红树莓提取物抑制肝癌
1GG2!++!#

细胞增殖的具体机制" 为红树莓提
取物预防并治疗肝癌提供理论依据&$方法% 体外培养

1GG2!++!#

细胞"应用
22H%

方法及集
落形成实验检测不同浓度的红树莓提取物对肝癌

1GG2!++!#

细胞增殖活性的影响' 通过流
式细胞术检测

1GG2!++!#

细胞经不同浓度的红树莓提取物作用
+!?

后细胞周期的变化'应
用

ICJKC@: A9LK

方法检测红树莓提取物处理
1GG2!++!#

细胞
+!?

后细胞周期相关蛋白的表
达变化" 以及红树莓提取物对肝癌细胞

-HM

通路的影响& $结果% 红树莓提取物能够抑制
1GG2!++!#

细胞的增殖活性'不同浓度红树莓提取物处理
1GG2!++!#

细胞
+!?

后"与对照组
相比"随着浓度的增高"

N

"

ON

#

期细胞数比例降低(

P"&E&(

#"

1

期细胞数比例升高)

P"&E&(

*'红
树莓提取物能够降低周期相关蛋白

FQF98:-

及
24H!

的表达)

P"&E&#

*'同时使
P!-HMR1C@*+=S

表达下降)

P""B"T

*+ $结论% 红树莓提取物能够抑制肝癌
1GG2!++!T

细胞的增殖"这种抑制作
用可能与

-HM

通路调控的
FQF98:-!24H!

介导的
1

期阻滞相关&

关键词!红树莓提取物'肝肿瘤'细胞周期阻滞
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原发性肝癌)

Y@867@Q ?CY7K8F F7@F8:L67

*是世界

范围内常见的恶性肿瘤之一" 其病因迄今尚未完全

阐明& 目前认为肝癌的发生是多因素- 多步骤的过

程"与肝炎病毒-黄曲霉毒素-饮水污染关系较密切"

长期过量饮酒和遗传性肝病- 肝硬化可能与肝癌的

发生有关$

Tb*

%

+近年来肝癌的诊治水平有了明显提高"

并形成了以手术切除为主"化学药物治疗-各种介入

论 著T((
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治疗!免疫治疗!生物治疗和中医中药治疗为辅的综

合治疗方案"

&

#

$ 针对肝癌的总体疗效虽有了明显改善%

但大多数患者就诊时已属中晚期%失去了手术机会$

红树莓&

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

'含有大量的活性物质%如

酚酸类!黄酮类!原花青素!鞣花酸!苯乙烯!木脂素!

三萜和甾醇等"

/

%

0

#

( 其中原花青素和鞣花酸对于肿瘤

有一定的预防及治疗作用"

%

%

$

#

( 目前%国内针对红树

莓的研究大部分集中于有效成分的鉴定及生物活性

物质的分离等方面 "

1"

%

11

#

%而对其抗癌的具体机制研

究相对较少( 因此% 本研究旨在探讨红树莓提取物

抑制肝癌细胞增殖的具体机制% 在饮食方面做到一

级预防或者通过饮食抑制肝癌生长% 为肝癌的预防

和治疗提供新的思路% 同时为红树莓医用药品的应

用开发研究提供理论基础(

1

材料与方法

!"!

材 料

223%

购于日本同仁实验室) 胎牛血清购自

456(75( 2(88

公司)

9:;:

培养液购自美国
<6-5=

公

司 )兔抗人
>3?

!

@!>3?A4('B0CD

!

5.5867>

!

293!

及

!!*5E67

购买于美国
24?

公司)细胞周期检测试剂盒

购买于北京四正柏公司(

!"#

红树莓的来源及提取方法

新鲜红树莓的成熟果实来自黑龙江省尚志市农

场( 取红树莓果实
1""F

放在预冷的烧杯内%在烧杯

中加入
CG"H8 %"I

预冷乙醇&

#"CJKL

'并用搅拌机搅

拌
CH67

% 然后使用乳化匀浆器继续匀浆搅拌
&H67

(

将红树莓匀浆液转移至放置有
!

号
MN*EH*7

过滤

纸的连接着真空泵的过滤瓶中( 收集的滤过物置于

旋转蒸发器中%在
B&#

条件下旋转蒸发
B&H67

%收集

的红树莓提取物置于
O%G$

保存(

!"$

方 法

1PCP1

细胞培养

肝癌细胞株
4::2!00!1

由哈尔滨医科大学肝

脾外科教育部重点实验室提供( 细胞常规培养于

9:;:

培养液中&含
1"I

胎牛血清'%于
C0$

!含
&I

2Q

!

的培养箱中培养% 用含
"P!&I ;9?>

的胰酶消

化细胞并传代(

1PCP!

细胞增殖活性测定

取对数生长期细胞%

@R4

清洗
!

次%用含
"P!&I

;9?>

的胰酶消化
CH67

% 血球计数板计数后% 每孔

BP"%1"

C 个细胞接种在
$/

孔板%设置
&

个复孔%细胞

贴壁
!BN

后% 分别加入浓度为
1

!

&

!

1"

!

!&

!

&"

!

0&

!

1""

!

!""HFKH8

的红树莓提取物%培养
0!N

后%弃培

养液% 每孔加入
1""8 223%

溶液及
$""8 9:;:

培

养液% 孵育箱孵育
!N

后于酶标仪
B&"7H

波长测定

Q9

值%并计算细胞存活率(

1PCPC

集落形成实验

取
!""

个对数生长期的
4::2!00!1

细胞接种

于
/

孔板中%

!)

后加入浓度分别为
1"

!

!&

!

&"HFKH8

的红树莓提取物%培养
1B)

后%终止培养(

@R4

清洗

!

次后%用
BI

多聚甲醛室温固定
!"H67

%

@R4

清洗
!

次%应用结晶紫染色%照相计数(

1PCPB

检测细胞周期的变化

取对数生长期的
4::2!00!1

细胞&

1P&%1"

B 个'

接种于细胞培养瓶中%细胞贴壁后%换无血清!无双

抗的
9:;:

培养液培养
!BN

% 对照组换正常培养

液% 实验组换成浓度分别为
1"

!

!&

!

&"HFKH8

的红树

莓提取物%作用
0!N

后收集细胞%预冷的
@R4

洗涤%

经
C""

目的滤网过滤后% 用
0"I

乙醇固定过夜%

1"""',H

离心
1"H67

去除乙醇% 再用预冷
@R4

洗涤

1

次%

@S

染色%

C0$

避光孵育染色
C"H67

后% 用流式

细胞仪检测细胞周期时相的分布%实验重复
C

次(

1PCP& M(+E('7 -8=E

方法检测蛋白的表达

常规培养
4::2!00!1

细胞%按
1%1"

&

K

孔接种于

/

孔板中%不同浓度的红树莓提取物&终浓度分别为

1"

!

!&

!

&"HFKH8

'处理肝癌
4::2!00!1

细胞
0!N

后%

收集各组细胞% 加入细胞裂解液裂解细胞进行蛋白

提取%上样量为
C""F

%应用
1"I

聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离并将蛋白转移至
@T9U

膜上%

&I

脱脂奶粉溶

液室温封闭
1N

%分别加入
1"1"""

稀释倍数的
>3?

!

@!>3?A4('B0CV

!

5.5867>

!

293!

及
!!*5E67

一抗于
B$

条件下孵育过夜)第二天
?R4?

洗涤
C

次后%加入

1"!"""

稀释的辣根过氧化物酶标记的兔二抗% 室温

孵育
1N

) 用
?R4?

洗膜后应用化学发光法检测目的

条带%并进行条带灰度分析%实验重复
C

次(

!"%

统计学处理

实验数据采用
<'*,N@*) @'6+H /P"1

统计分析

软件进行单因素方差分析% 所有数值以均数
&

标准

差表示%以
@W"P"&

为差异有统计学意义%各实验组

均重复
C

次(

论 著 1&/
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!

结 果

!"#

红树莓提取物对
&''(!))!*

细胞增殖活性及

形态学的影响

细胞过度增殖是恶性肿瘤的一个显著特征!因

此! 我们首先用
((+%

方法检测不同浓度红树莓提

取物对肝癌
&''(!))!*

细胞的影响"

&''(!))!*

细胞经过不同浓度红树莓提取物作用
)!,

后!从

!-./0.1

的浓度起! 可剂量依赖性抑制
&''(!))!*

细胞的生长!

2(

-3

为
4$54-./6.1

" 而
*

#

-

#

*"./6.1

低

浓度的红树莓提取物对细胞增殖没有明显的抑制作

用$

78/9:; *

%" 集落形成实验证实!

*3./6.1

的低浓

度红树莓提取物没有对集落的形成造成明显影响!

在
!-./6.1

浓度红树莓提取物处理组中! 集落数目

减少!在
-3./6.1

浓度红树莓提取物处理组中!没有

集落形成$

78/9:; !

%" 倒置显微镜下观察!对照组细

胞生长旺盛!细胞大小基本均一&经红树莓提取物处

理后的实验组随着提取物浓度增加! 细胞数目明显

减少! 并且细胞出现不规则形态! 部分细胞呈漂浮

状!细胞碎片随浓度的增大而增多$

78/9:; <

%"

!"!

红树莓提取物对
&''(!))!*

细胞周期的影响

与对照组相比!随着红树莓提取物浓度的增高!

=

3

6=

*

期细胞数比例降低!从对照组到
-3./6.1

处理

组
=

3

6=

*

期细胞比例$

>

%分别为
-%?$)"!54<

#

-<5!$ "

!5)$

#

-!5!%"!5@%

#

4!5!%"!5$)

"

&

期细胞数比例升高!

且具有一定的浓度依赖性! 从对照组到
-"./0.1

处理

组
&

期细胞比例$

>

%分别为
<-5%<"!54<

#

<%5$"!5%<

#

4"5"@ "*5<-

#

4$5"4 "!5@)

! 差 异 具 有 统 计 学 意 义

$

78/9:; 4

%"为了进一步研究红树莓提取物促进肝癌

&''(!))!*

细胞发生
&

期阻滞的具体机制!我们应

用
A;BC;:D E1FC

方法检测了
GHG18DI

及
(J+!

的表

达! 发现随着红树莓提取物浓度的增高!

GHG18DI

及

(J+!

的表达逐渐降低$

78/9:; -

%"

!"$

红树莓提取物对
I+K

信号通路活性的影响

I+K

信号通路能够通过调节
GHG18DI

及
(J+!

的表达与活性!调节肿瘤细胞周期!而
I+K

信号通

路的活性是由其磷酸化水平所决定的"因此!我们应

用 了
A;BC;:D E1FC

方 法 检 测 了
I+K

及
L!I+K

M&;:4)<N

的蛋白表达水平"红树莓提取物可以使肝癌

&''(!))!#

细胞的
L!I+K M&;:4)<N

表达下降 !而

I+K

表达水平没有发生明显变化$

78/9:; @

%"

<

讨 论

红树莓在医用研究中有较多的用途!对肿瘤#糖

尿病#心脑血管性疾病等具有一定的疗效"我国是红

%&'()* # +,* -().&./0 )/1* 23 4556!77!# 8*00-

1)*/1*9 :&1, 9&33*)*;1 82;8*;1)/1&2;- 23 )*9 )/-<=*))>

*?1)/81 32) 7!,

OFC;

'

GF.PQ:;R S8C, GFDC:F1 /:F9P

!

TT

'

LU"V"*V

* - *" !- -" )- *"" !""GFD

*-"

*""

-"

"

(
;
1
1
W
8
Q
E
8
1
8
C
H
M
X
N

Y;R :QBPE;::H ;ZC:QGCM./0.1N

Y;R :QBPE;::H ;ZC:QGC

*"./0.1 !-./0.1 -"./0.1(FDC:F1

%&'()* ! 6202;> 32)@/1&2; /--/>

%&'()* $ +,* @2)<,202'> 23 4556!77!A 8*00- 1)*/1*9

:&1, 9&33*)*;1 82;8*;1)/1&2;- 23 )*9 )/-<=*))> *?1)/81

*./0.1 -./0.1

*"./0.1 !-./0.1 -"./0.1

)-./0.1 *""./0.1 !""./0.1

(FDC:F1
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树莓的多产国之一!且黑龙江地区拥有丰富的红树

莓资源! 但对红树莓的应用研究却不够系统和深

入!因此应该更多地注重这方面的研究!尤其是医

用药品的应用开发"

红树莓果汁或者

提取物在体内# 外抑

制肿瘤生长已经得到

证实$

#!

!

#8

%

"张善玉等$

#9

%

给小鼠接种
:;%"

肉

瘤细胞后! 分别以不

同剂量的红树莓成熟

果实果汁和未成熟果

实水提液灌胃 !

;"

天

后观察瘤重#体质量#

脾脏和胸腺的变化 "

结果显示不同剂量红

树莓成熟果实果汁及

未成熟果实水提液对

小鼠
:;%"

肉瘤均 有

抑制作用" 并且各剂

量组小鼠的胸腺和脾

脏指数改变不明显 "

!";"

年我们课题组的

研究发现 $

;<

%

!应用丙

酮提取红树莓后 !以

低#中#高浓度 &

"=><

#

;=<"

#

8=""4?@4

'对二乙

基亚硝胺&

ABC

'诱导

的肝损伤大鼠灌胃
!D

周! 结果发现红树莓

提取物可以呈剂量依

赖性地 抑 制
ABC

诱

导的大鼠肝结节状再

生性增生! 阳性对照

组#低剂量组#中剂量

组及高剂量组对应的

发生率分别为
9<=DE

#

9"="E

#

!<="E

和
<="E

&

F!D=D<

'(并且研究发

现随着红树莓提取物

剂量的增加! 发生肝

癌的比率呈下降的趋势"实验结果提示!红树莓提取

物不但可以缓解二乙基亚硝胺&

ABC

'诱导的肝损伤!

也可以降低肝癌的发生率" 本次我们的实验结果表

明!红树莓提取物在体外对肝癌
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增殖具有明显的抑制作用! 并且随着提取物浓度的

增加!抑制作用愈明显"

研究表明! 红树莓中的多酚类化合物可以通过

影响细胞信号通路! 阻止或者延缓慢性炎症的相关

疾病!如糖尿病#心血管疾病和癌症$

#&

%

"近年来!关于

红树莓抗癌的研究更倾向于化学成分抗癌的具体分

子机制!包括信号通路#氧化应激#细胞周期阻滞#凋

亡及血管生成等研究$

'()'$

%

"

*++

等$

!,

%研究结果表明红

树莓成分
-./0122/ 3!&

&

43!&

'能够抑制卵巢癌细胞

5!(%,

增殖"

43!&

诱导卵巢癌细胞出现明显凋亡的

形态学变化!激活了
6.-7.-+-

及
859:-

!同时分解

了
95;9

!而对细胞周期没有产生影响" 实验结果提

示! 红树莓提取物
43!&

能够通过
9<%

#

85;:

及

=.-7.-+!%

依赖的
>?@

分解途径来诱导卵巢癌细胞

5!(%,

凋亡" 我们课题组前期工作中也探究红树莓

抗癌的具体机制!以
,A(B

#

'AB"

#

<A""0CD0

三种浓度的

红树莓提取物对
@EF

诱导的肝损伤大鼠灌胃
!"

周! 实验发现在肝损伤的组织中红树莓能够抑制细

胞增殖和血管内生因子
GEHI

的表达! 并且诱导凋

亡"实验结果表明!在
@EF

诱导肝损伤的大鼠中!红

树莓能够抑制细胞增殖#血管形成!并诱导凋亡 $

!'

%

"

我们本次的实验结果表明! 红树莓提取物能够降低

=J=K2/5

及
6@:!

的表达水平!促进肝癌
4886!((!'

细胞发生
4

期阻滞!从而抑制肝癌细胞增殖"

9?<:L5:M

通路在肿瘤中起着重要的作用!控制

了多种与肿瘤相关的生物进程!活化的
5:M

具有多

种生物学活性!能够调节肿瘤细胞增殖#细胞周期#

凋亡#侵袭和转移#血管生成等$

!!)!B

%

" 磷酸化的
5:M

能够抑制
6@:

的活性 ! 从而抑制细胞周期的进

程 $

!&

!

!(

%

" 有研究表明!雌激素可能通过调节
5:M

信

号通路活性抑制肝癌细胞侵袭转移$

!%

%

" 大黄素通过

调控
5:M

信号途径诱导肝癌
31N(

细胞的凋亡 $

!$

%

"

我们的实验结果也证实!红树莓提取物可以降低
9!

5:MO4+PQ(<R

的表达水平" 因此!红树莓提取物可能

通过调控
5:M

信号通路来调节
=J=K2/!6@:

的活

性! 使得肝癌细胞发生
4

期阻滞! 从而抑制肝癌

4886!((!'

细胞增殖"

综上所述! 本研究结果表明红树莓提取物可能

以
5:M

信号通路为靶点诱导肝癌
4886!((!'

细胞

发生周期阻滞" 为红树莓提取物治疗肝癌提供了理

论依据! 并且为红树莓的开发及应用提供了新的理

论基础"
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