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摘 要!$目的% 观察丹酚酸乙对乳腺癌
</=!&

细胞的生长抑制及诱导凋亡作用& $方法%

<@@

法观察丹酚酸乙对体外培养
</=!&

细胞的增殖抑制作用'

A(2503BCC!?%

荧光染色法观察细胞
凋亡的形态学变化'流式细胞仪检测丹酚酸乙作用于

</=!&

细胞
>%0

后细胞凋亡率和细胞周
期的变化'

D23B2*+ E-(B

检测
5,3F,32!C

蛋白表达的变化& $结果% 丹酚酸乙能明显抑制
</=!&

细胞的生长"呈剂量和时间依赖性'荧光染色结果显示"丹酚酸乙与
</=!&

细胞共培养
!>

(

>%

和
&!0

后"细胞呈现明显的核固缩(碎裂以及凋亡小体形成等细胞凋亡现象'流式细胞仪检测
结果显示"不同浓度的丹酚酸乙处理

</=!&

细胞
>%0

后"细胞凋亡率和
G

期细胞的比例逐渐
升高'

D23B2*+ E-(B

显示" 随着丹酚酸乙浓度的增加"

</=!&

细胞
5,3F,32!C

蛋白表达水平逐渐
升高& $结论% 丹酚酸乙对

</=!&

细胞具有明显的生长抑制和促凋亡作用"这种作用可能与上
调

5,3F,32!C

表达以及阻滞细胞于
G

期有关&
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丹酚酸乙是由
C

分子丹参素和
$

分子咖啡酸缩

合而成的酚酸类化合物$

$

%

& 有文献报道"丹酚酸乙具

有清除自由基(抑制脂质过氧化反应等功效&近年亦

有研究证实" 丹酚酸乙具有诱导细胞凋亡抗肿瘤的

作用$

!d>

%

& 本研究以人乳腺癌细胞系
</=!&

为模型"

观察丹酚酸乙对
</=!&

细胞的凋亡诱导效应"并通

过检测凋亡相关蛋白
5,3F,32!C

的表达变化"探讨丹

酚酸乙对
</=!&

细胞的作用机制&

$

材料与方法

010

材 料

$:$:$

细胞系来源

人乳腺癌细胞系
</=!&

引自中国科学院细胞

研究所&

?a%
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图
$

丹酚酸乙对
'()!&

细胞生长抑制的影响

$*$*!

药物与试剂

+,'- $./0

培养基为美国
1234567

公司产品!

胎牛血清购自杭州四季青生物材料工程有限公司!

噻唑蓝
8'99:

"丹酚酸乙"

;667<=6!>,-

双标试剂盒"

兔抗人
3?@A?@7!B

单克隆抗体和
1573C@DBB!E%

购自

美国
F=GH?

公司!其余试剂均为国产分析纯#

$*$*B

仪 器

9IB""

多功能倒置荧光显微镜
8

日本
J=K56

公

司
:

$

L(!M"

图像采集系统和图像分析软件
8

德国
N7=3?

公司
:

$

'5O74 EEM

酶标仪
8

美国
P=5!+?O

公司
:

$

)?3@

(?4=QRS

流式细胞仪 %美国
P73D56 L=3K=6@56 8PL:

公

司&$

(T

!

培养箱
8

美国
J?A35

公司
:

$

U7@D7S6 P45D

转

移装置'美国
P=5!+?O

公司(

!"#

实验方法

$V!V$

细胞培养

用含
$MW

胎牛血清"

$""XYH4

庆大霉素的
+,'-

#./M

培养液! 在
B&"

"

EW(T

!

培养箱中孵育
'()!&

细胞! 每
!/C

换液传代) 随机选取对数期生长的

'()!&

细胞分成
E

份!其中
/

份分别加入
(T

!

培养

箱中孵育
'()!&

细胞!每
!/C

换液传代)

#*!*! '99

比色法测定细胞增殖抑制率

将对数生长期的细胞用胰酶消化后配制成

###M

/ 个
YH4

!接种于
Z.

孔培养板!每孔加入细胞悬

液
$"""4

) 培养
$!C

后弃去孔内液体!分别加入终浓

度为
"*$HGYH4

"

"*/HGYH4

"

"*&HGYH4

和
$*"HGYH4

的无

菌丹酚酸乙!以不加丹酚酸乙的细胞作为对照组)分

别培养
!/

"

/%

和
&!C

后!向各孔加入质量浓度为
EHGYH4

的
'99 !""4

!培养
/C

后弃去孔内液体!加入
$E""4

L'FT

!振荡
$"H=6

!在酶标仪上测定波长
/Z"6H

处

的吸光度值 '

;

(! 按下式计算丹酚酸乙作用
!/

"

/%

和
&!C

时的细胞增殖抑制率)每组设
.

个平行复孔!

实验重复
B

次) 细胞增殖抑制率
8W: [8

对照组
;

值
\

实验组
;

值
>

对照组
;

值
:##00W

)

#V!VB 1573C@DBB!E%

荧光染料染色观察细胞核形态

用
0V&HG>H4

的丹酚酸乙分别作用
'()!&

细胞

!/

"

/%

和
&!C

后! 将不同时间点的细胞用
,PF

洗涤

并重悬! 加入
EHG>N

的
1573C@DBB!E%

荧光染料!室

温避光反应
#0H=6

! 荧光显微镜下观察细胞核形态

的变化并拍摄图像!同时设未加药的对照组)

#V!V/

流式细胞仪检测细胞周期与凋亡率

取对数生长期
'()!&

细胞!消化传代后待细胞

长到
&0W

满度时!吸弃旧培养液!加入含有丹酚酸

乙不同浓度的培养液继续培养
/%C

) 行流式细胞仪

检测) 丹酚酸乙处理的
'()!&

细胞为实验组!不加

药的
'()!&

细胞为对照组!

# 000S>H=6

离心
EH=6

收

集细胞!

&0W

冰乙醇固定
!C

! 离心后每样品管中加

0VEH4

碘化丙啶
8,-:

染液!

/"

避光染色
B0H=6

!上机检

测细胞周期与凋亡率) 实验重复
B

次)

#V!VE U7@D7S6 P45D

印迹法检测
3?@A?@7!B

蛋白的表达

取对数生长期
'()!&

细胞!消化传代后待细胞

长到
&0W

满度时吸弃旧培养液!加入含有丹酚酸乙

0V&HG>H4

的培养液继续培养
/%C

后! 细胞裂解液提

取细胞总蛋白!定量后取等量样本!进行
FLF!,;]I

电泳分离!然后将蛋白转移至
,^L)

膜上)将膜在封

闭液中封闭
!C

! 与
3?@A?@7!B

以及
#!?3D=6

的一抗于

/"

孵育过夜) 洗膜后!再与二抗室温孵育
$C

!化学

发光检测试剂检测
$H=6

后显像!成像) 蛋白的相对

表达量为目的蛋白的灰度值与内参
$!?3D=6

的灰度

值之比) 实验重复
B

次)

!"$

统计学处理

用
F,FF$$*"

软件完成统计学处理!实验数据以

均数
$

标准差
8!$@:

表示!组间分析比较采用
D

检验!

,_"*"E

表示差异有统计学意义)

!

结 果

#"!

丹酚酸乙对
'()!&

细胞增殖抑制作用

用
'99

法检测丹酚酸乙对
'()!&

细胞增殖抑制

作用!结果发现丹酚酸乙能明显抑制
'()!&

细胞的增

殖!其抑制作用呈现出剂量*时间依赖性!见图
$

)

#"#

丹酚酸乙对
'()!&

细胞凋亡形态学的影响

1573C@DBB!E%

荧光染色结果显示!对照组
'()!

!/C

/%C

&!C

" "*$ "*/ "*& $*"

"*%

"*&

"*.

"*E

"*/

"*B

"*!

"*$

"

丹酚酸乙浓度'

HGYH4

(

细
胞

增
殖

抑
制

率
'

%

(

E"Z
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&

细胞染色质均匀!核形态规则"

<:&=6>=-

丹酚酸乙

分别作用
!?0

#

?%0

以及
&!0

后! 均可见凋亡细胞!

即细胞体积缩小!细胞内出现空泡#染色质凝集和

碎裂等凋亡特征
@

图
!A

"

!"#

丹酚酸乙对
B/C!&

细胞凋亡和细胞周期的影响

B/C!&

细胞经过不同浓度的丹酚酸乙处理
?%0

后!流式细胞仪测得的典型亚二倍体凋亡峰随药物

剂量的增大而逐渐升高!其中
<:?=6>=-

#

<:&=6>=-

和

$:<=6>=-

的丹酚酸乙处理细胞的凋亡率明显高于对

照组
@DE<:<FG

!见表
$

$丹酚酸乙对
B/C!&

细胞周期

分布的影响见表
$

和图
H

! 与对照组
I

期细胞

!!:%HJ

相比! 丹酚酸乙处理组随着药物浓度的提

高 !

I

期 细 胞 比 例 明 显 增 高 ! 分 别 为
!K:$?J

#

HH:?%J

#

?$:<!J

#

?H:F$J

%

DE<:<F

&!而
L

!

>B

期#

L

<

>L

$

期细胞呈相对平稳和逐步下降趋势!提示丹酚酸乙

处理可导致
B/C!&

细胞的
I

期阻滞"

!"$ M23N2*+ O-(N

法检测丹酚酸乙作用前后
B/C!&

细胞内
5,3P,32!H

蛋白表达

不同浓度丹酚酸乙作用
B/C!&

细胞
?%0

后结

果显示!随着丹酚酸乙作用浓度的升高!细胞总
5,3!

P,32!H

蛋白的表达量明显增高!见图
?

"

H

讨 论

研究发现! 肿瘤的发生发展与自由基反应密切

相关!尤其与活性氧联系紧密!体内适当

的自由基对人体有益!但肿瘤内氧自由基

显著增加可导致肿瘤增殖分化!丹酚酸乙

可通过抑制活性氧的产生而抑制肿瘤细

胞的增殖和分化!也是其抗肿瘤的机制之

一'

F

(

"其次!丹酚酸乙可通过抑制肿瘤细胞

从宿主细胞中提取核酸的 )补救途径*来

!!

对照组
!?0

实验组

?%0

实验组
&!0

实验组

图
! <:&=6>=-

丹酚酸乙处理
B/C!&

细胞后细胞凋亡
形态变化

@"?<<G

表
#

丹酚酸乙对
B/C!&

细胞周期和凋亡的影响

组别
细胞周期

@JG

凋亡率
@JG

L

<

>L

#

I L

!

>B

对照组
<:#=6>=-

实验组
<:?=6>=-

实验组
<:&=6>=-

实验组
#:<=6>=-

实验组

Q<:!Q##:!Q

FQ:#K#!:<#

?K:&Q#!:!?

?#:!&##:K&

?<:?<##:FQ

!!:%H ##:?F

!K:#?##:Q%

R

HH:?%#!:$H

R

?$:<!#!:<?

R

?H:F$#$:&Q

R

$F:!Q#!:<F

$H:?!#$:KF

$F:Q%#$:?F

$Q:$?#$:H&

$F:<&#$:?!

!:&K#<:H!

H:&%#$:$!

Q:!K#<:&F

R

%:%<#$:%F

R

K:<!#$:F?

R

R

S

与对照组比较
D$<:<F

"

图
H

流式细胞仪检测图

!!!!!

对照组
<:$=6>=-

实验组

<:?=6>=-

实验组
<:&=6>=-

实验组

$:<=6>=-

实验组

F$<
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'

"

#

本研究结果显示$ 不同浓度的丹酚酸乙能有效

地抑制
()*!&

细胞增殖$并随丹酚酸乙浓度的增加

和作用时间的延长$ 细胞增殖抑制率也增加% 细胞

增殖是通过细胞周期的运转来实现的&其中
+

$

,-

期

和
+

!

,(

期是细胞周期中两个重要调控点%在本实验

中& 不同浓度的丹酚酸乙处理
()*!&

细胞
.%/

后&

经流式细胞仪检测发现&实验组
-

期细胞逐渐增多&

呈剂量依赖性% 这表明&丹酚酸乙能使
()*!&

细胞

的细胞周期阻滞于
-

期&使细胞不能进入
+

!

期最终

导致细胞生长抑制和死亡& 机制可能与其抑制肿瘤

细胞利用氧自由基与核酸合成有关%

细胞凋亡是受基因调控的' 主动的细胞死亡过

程# 本实验中&

0123/4566!7%

荧光染色结果表明&随

着药物浓度的增高&

()*!&

细胞凋亡数目也增多&同

时细胞出现皱缩'胞核固缩且碎裂'凋亡小体形成&

以及核分裂相随浓度增高而明显减少等现象# 而流

式细胞术检测也表明& 经丹酚酸乙处理
.%/

后&

()*!&

细胞的凋亡率明显增加&而且药物浓度越高&

细胞的凋亡率增加越明显& 这表明丹酚酸乙有促进

()*!&

细胞凋亡的作用&其机制可能与丹酚酸乙提

高乳腺癌细胞
-

期比例&使细胞周期阻滞在
-

期&进

一步引起细胞程序性凋亡有关#

细胞凋亡的发生和调控是一个极其复杂的系

统& 其机制尚未完全清楚# 但已证明受多个基因的

调控& 其中
3849842!6

基因及其表达的
3849842!6

蛋

白在凋亡的调控中具有重要的作用#

正常情况下胞质中的
3849842!6

以无活性的酶

原形式存在&当细胞接受凋亡刺激时&它被系列反应

激活&进而诱导细胞发生凋亡 !

&

"

# 众多研究证实&

3849842!6

蛋白在不同的癌细胞中表达率是不一样的&

如在前列腺癌中
3849842!6

蛋白表达是缺失的!

%

"

&在胃

癌组织和原发性肝细胞癌中表达量远低于癌旁和正

常组织!

:

&

$"

"

# 同样在乳腺癌组织中
3849842!6

的表达

与乳腺良性病变的表达比较也呈显著下调&并与乳

腺癌组织学分级呈负相关 !

$$

"

# 本实验证实 &

384!

9842!6

蛋白在乳腺癌
()*!&

细胞中阳性表达率非

常低#

3849842!6

作为凋亡的核心蛋白酶&其表达下

调和缺失& 可能使恶性肿瘤在形成过程中逃避集体

细胞凋亡的自我调节&得以不断增殖&最终形成恶性

肿瘤# 本实验通过
;2452<= >?15

法检测丹酚酸乙作

用前后
()*!&

细胞内
3849842!6

蛋白表达情况&结

果显示& 经丹酚酸乙作用的
()*!&

细胞
3849842!6

蛋白表达显著增加&呈剂量依赖性# 这表明&丹酚酸

乙能上调
()*!&

细胞内
3849842!6

蛋白表达量&进

而诱导
()*!&

细胞凋亡#

总而言之& 丹酚酸乙能抑制
()*!&

细胞的生

长& 其机制可能与上调细胞内
3849842!6

表达量'阻

滞细胞周期于
-

期'诱导细胞凋亡&进而抑制肿瘤细

胞增殖有关#
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