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探讨口虾蛄乙酸乙酯提取物对鼻咽癌
.C63)g

细胞的增殖及凋亡相关蛋白表达的影响$方法
!

用
:==

比

色法检测药物对细胞增殖的作用!流式细胞术和
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&

VB&KR#?,,)J<

荧光双染法检测细胞凋亡!

>&#?&'@A/B?

法检测用药前后凋亡

相关基因
AK/3)

'

A"O

蛋白表达的改变$结果
!

口虾蛄乙酸乙酯提取物对
.C63)g

细胞的增殖有显著抑制作用!且可诱导细胞凋

亡%随着口虾蛄乙酸乙酯提取物浓度升高!

A"O

蛋白的表达逐渐增多!而
AK/3)

蛋白表达改变不明显$结论
!

口虾蛄乙酸乙酯提取

物对
.C63)g

细胞有显著抗增殖及诱导凋亡作用!其诱导肿瘤细胞凋亡的可能机制与凋亡相关基因
AK/3)

&

A"O

蛋白比值下降有

关!但诱导凋亡不是主要机制$

关键词"口虾蛄%鼻咽癌%凋亡%
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海洋生物活性物质抗肿瘤研究是海洋生物活性物质开发

与抗癌药物研究的一个重要领域(

;3,

)

'然而#利用海洋生物抗

鼻咽癌的研究国内外报道极少'近年来#本室对一批海洋生物

进行抗鼻咽癌和抗
6A

病毒筛选#发现了一些既能抑制鼻咽癌

细胞生长也能抑制
6A

病毒繁殖的海洋生物#其中口虾蛄乙醇

粗提物抑制作用最为显著(

*3H

)

'本研究进一步用乙酸乙酯萃取

口虾蛄乙醇粗提物#观察口虾蛄乙酸乙酯提取物对鼻咽癌

.C63)g

细胞的增殖及凋亡相关基因的影响#为口虾蛄提取物

抗鼻咽癌作用及其机制的研究提供理论依据'
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材料与方法

BFB

!

材料

BFBFB

!

细胞培养
!

人鼻咽癌
.C63)g

细胞由广东医学院肿瘤

研究所提供'在
Ĵ .Y

)

*
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条件下#用含
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小牛血清*青

霉素$

;++

%

Q

"

0$

%*链霉素$

;++

%

Q

"
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5:943;H*+

培养液传

代培养#实验用细胞均处于对数生长期'

BFBFC

!

主要药品与试剂
!

口虾蛄$经广东海洋大学鉴定%购于

湛江港口#

59:43;H*+

培养基为
8E1KB

公司产品#小牛血清为

四季青公司产品#

:==

和二甲基亚砜$

%:7Y

%均为
D:5673

.Y

公司产品#

J3

氟尿嘧啶$

J3T/LB'BL'"KE/

#

J3!L

%购于上海旭东

海普药业有限公司$批号!

+;;+;)

%#
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为
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Q
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公司产品#

AK/3)

小鼠
4

Q

8

单抗*

A"O

兔
4

Q

8

多抗*辣根过氧化

物酶标记兔抗小鼠
4

Q

8

*辣根过氧化物酶标记山羊抗兔
4

Q

8

均

为
7DC8=D.5lg

公司产品#其余试剂均为分析纯'

BFC

!

实验方法

BFCFB

!

口虾蛄有效成分提取与配制
!

新鲜口虾蛄购于湛江港

口#用组织搅拌机搅碎后用
J++

目尼龙膜过滤去水#剩下的渣

用
GĴ

食用乙醇浸泡数次#使乙醇颜色变为无色澄清'每次

泡
)2

#将每次浸泡液混匀#然后用旋转蒸发器在
JH]

下蒸发

提纯'提取物呈褐色膏状#难溶于水'将提取物再用少量

GĴ

乙醇溶解后加入硅藻土适量拌匀#水浴挥干溶剂#制成硅

藻土混合物'然后用乙酸乙酯反复多次浸泡'每次加入溶剂

J++0$

#搅拌均匀#然后负压抽滤#至提取液颜色近无色时停

止#溶剂用量大约为样品的
;+

!

)+

倍'将提取液于旋转蒸发

器上浓缩并回收溶剂#浓缩液挥干溶剂后称重#计算得率'所

得的提取物用
%:7Y

配成
;

Q

"

0$

#分装于
*]

保存#临用时

用培养液稀释成所需浓度#并使各组所含
%:7Y

相同$终浓度

小于或等于
+F;̂

%'

BFCFC
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口虾蛄乙酸乙酯提取物对鼻咽癌细胞增殖的影响
!

取
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重庆医学
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年
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月第
,G

卷第
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"

基金项目!广东省重点学科资助项目$

8UG*+)

%&东莞市高校科研科技计划资助项目$
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对数生长期
.C63)g

细胞#用含
;+̂

胎牛血清的
59:43;H*+

培养液配成
Je;+

* 个"
0$

单细胞悬液#接种至
GH

孔板中#每

孔
;<+

%

$

#每组设
*

个平行孔#然后分别加入实验药物#终体

积为
)++

%

$

'实验分为
J

组#实验组!加入终质量浓度$生药%

为
)++

*

*++

*

H++

%

Q

"

0$

口虾蛄乙酸乙酯提取物&阳性对照组!

J3!L

终质量浓度为
)+

%

Q

"

0$

(

,3*

)

&空白对照组加等量生长液'

置于
,-]

*

Ĵ .Y

)

饱和湿度的温箱中培养
*<R

后取出#分别

加入
J+

%

$:==

温育
*R

#弃去培养基#加入
;J+

%

$%:7Y

#

在平板摇床上摇匀#在酶标仪
*GJ@0

读板#根据测得的吸光度

值计算抑制率'抑制率
`

$

;f

实验组吸光度值"对照组吸光度

值%

e;++̂

'
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!

流式细胞仪检测细胞凋亡及细胞周期情况
!

取处于对

数生长期细胞接种于
)J0$

细胞培养瓶中#

*FJ0$

"瓶#使得

每瓶为
,e;+

J 个细胞&置于
,-]

*

Ĵ .Y

)

*饱和湿度的温箱

中培养#待细胞贴壁后分别加入不同浓度的药物
+FJ0$

#使其

终浓度分别
)++

*

*++

*

H++

%

Q

"

0$

#空白对照组加等量生长液'

培养
*<R

后取出#胰酶消化脱壁后弃去培养液#离心后弃去上

清液#冷
9A7

洗
)

次#

f)+]

预冷的
-+̂

乙醇固定#置
*]

冰

箱过夜'取出细胞#离心除去乙醇#冷
9A7

洗
)

次#将细胞重

悬于
+F)0$

冷
9A7

#再加入
+FH0$94

染液#置
*]

冰箱中染

色
,+0E@

'尼龙网过滤后用流式细胞仪测定各组细胞的细胞

周期分布和凋亡率#每组均重复
,

次'

BFCFE

!

荧光双染法检测细胞凋亡情况
!

对照组及各药物组细

胞培养
*<R

后取出#胰酶消化脱壁后弃去培养液#离心后弃去

上清液#冷
9A7

洗
;

次#加入荧光染料
VB&KR#?,,)J<

及
94

至

终浓度分别为
;+

*

)+

%

Q

"

0$

#

,-]

避光
,+0E@

#取
;

滴细胞悬

液滴于载波片上#盖上盖玻片#紫外光激发#荧光显微镜下观察

细胞形态及颜色改变以区分出活的*凋亡及坏死细胞并照相'

在荧光显微镜下#活细胞呈弥漫均匀的蓝色荧光#出现细胞凋

亡时#细胞核或细胞质内可见多个浓染致密的颗粒块状强蓝色

荧光#如细胞核为均匀的红色荧光则为死亡细胞'

BFCFF

!

>&'#?&'@A/B?

法检测细胞凋亡相关蛋白的表达
!

收

集对数生长期细胞#调整细胞浓度至
;FJe;+

J 个"
0$

#分装于

;++0$

培养瓶中#每瓶
G0$

#置于
,- ]

*

Ĵ .Y

)

温箱中培

养#待细胞贴壁后分别加入不同浓度的药物
;0$

#空白对照组

加入等量的生长液#药物作用细胞
*<R

后#用冷
9A7

洗
)

次#

加入预冷的细胞裂解液
;++

%

$

#用细胞刮将细胞刮下#并转移

至经过冷却的
;FJ0$

离心管中#置于碎冰上冰浴
)+0E@

后#

于
*]

*

;)+++

Q

离心
;J0E@

'将上清液转移至另一
;FJ0$

69

管中#参照考马斯亮蓝法进行蛋白定量#蛋白样品和上样缓

冲液按
,_;

的比例混合#

;++]

水中煮沸
J0E@

使蛋白质变

性'

>&#?&'@A/B?

实验方法参考.分子克隆实验指南/#

7%73

9D86

电泳后电转移至
9a9!

膜上#

Ĵ

脱脂牛奶封闭后加入

第一抗体于室温孵育
)R

#用
=A7

缓冲液洗涤
,

次#每次
;+

0E@

#加入第二抗体于室温孵育
)R

#再用
=A7

缓冲液洗涤
,

次#每次
;+0E@

#加入发光试剂$

6.$

%显色#以
+

3"K?E@

作内参

照#用图像分析软件
8/

N

MBA"@27K"@

进行光密度积分值分析'

BFD

!

统计学方法
!

用
7977;;FJ

统计软件中的方差分析对所

得数据进行统计学处理'

C

!

结
!!

果

CFB

!

对鼻咽癌细胞增殖的影响
!

不同浓度的口虾蛄乙酸乙酯

提取物对
.C63)g

细胞作用
*<R

后#可以显著抑制
.C63)g

细

胞的生长#其抑制率分别为$

*JF+,b,FJ)

%

^

*$

J-F<Gb

)FHH

%

^

*$

<*F);b;F,-

%

^

#与对照组比较差异有统计学意义

$

G

&

+F+;

%#且增殖抑制率呈明显的量
3

效关系#见表
;

'

表
;

!!

口虾蛄乙酸乙酯提取物作用
.C63)g

细胞
*<R

!!

后对细胞的抑制作用#

Fb3

&

' ,̀

$

组别
Y%

抑制率$

^

%

空白对照组
+FJ-b+F+, +

实验组$

%

Q

"

0$

%

!

)++ +F,;b+F+J

"

*JF+,b,FJ)

"

!

*++ +F)*b+F+,

""

J-F<Gb)FHH

""

!

H++

+F+Gb+F+;J

""

<*F);b;F,-

""

阳性对照组
+F)Jb+F+,

""

JHF+)b,F*H

""

!!

与空白对照组比较#

"

!

G

&

+F+J

#

""

!

G

&

+F+;

'

表
)
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口虾蛄乙酸乙酯提取物作用
.C63)g

细胞
*<R

后细胞周期分布和凋亡的改变#

^

&

Fb3

&

' ,̀

$

组别
8

;

$

^

%

7

$

^

%

8

)

"

:

$

^

% 凋亡率$

^

%

空白对照组
J-FG+b;F<, ,)F<Jb)F); GF+,b)F;H +

实验组$

%

Q

"

0$

%

!

)++

J*F*,b+FHG

"

,-F-<b;F,J

"

-F<,b+F-G +

!

*++

*<F*<b)F;)

""

*HF;Jb,F+*

""

JF*+b;F),

""

JFHJb+F)G

"

!

H++

**F+,b)FH,

""

J,F*+b;F-)

""

)F*Jb+FHG

""

;+F*;b+FJ,

""

!!

与空白对照组比较#

"

!

G

&

+F+J

#

""

!

G

&

+F+;

'

CFC

!

细胞凋亡率
!

随着口虾蛄乙酸乙酯提取物的浓度升高#

.C63)g

细胞的
8

;

期和
8

)

"

:

期细胞比例依次下降#而
7

期

细胞比例依次增加#与空白对照组比较#差异均有统计学意义

$

G

&

+F+J

%'口虾蛄乙酸乙酯提取物浓度为
*++

%

Q

"

0$

时#流

式细胞术检测结果显示有凋亡峰的出现#并且随着提取物浓度

的升高#凋亡率也增高#与空白对照组比较#凋亡率差异有统计

学意义$

G

&

+F+J

%#表明高浓度的口虾蛄乙酸乙酯提取物可诱

导
.C63)g

细胞凋亡$表
)

%'

CFD

!

荧光双染法检测结果
!

浓度为
*++

%

Q

"

0$

的口虾蛄乙

酸乙酯提取物作用
.C63)g

细胞
*<R

#经
94

"

VB&KR#?,,)J<

双

重染色后#在荧光显微镜下#可见染成强蓝色#核呈固缩状或圆

珠状的凋亡细胞和染成红色的坏死细胞$彩插
#

图
;A

%#而空

白对照组以活细胞$细胞核染色质呈均匀分布的蓝色#见彩插

#

图
;D

%为主#未见凋亡细胞'

!!

D

!

+

%

Q

"

0$

&

A

!

)++

%

Q

"

0$

&

.

!

*++

%

Q

"

0$

&

%

!

H++

%

Q

"

0$

'

图
)

!!

口虾蛄乙酸乙酯提取物对
.C63)g

细胞
A"O

%

AK/3)

蛋白表达的影响
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CFE

!

对
AK/3)

*

A"O

蛋白表达的影响
!

不同浓度口虾蛄乙酸乙

酯提取物作用
.C63)g

细胞
*<R

后#用
>&#?&'@A/B?

法检测细

胞的
AK/3)

*

A"O

蛋白表达情况'所得条带的图像经
A"@27K"@

进行灰度积分分析#所得灰度值与
"K?E@

灰度值相比较'结果

显示#随着口虾蛄乙酸乙酯提取物浓度升高#

A"O

蛋白的表达

逐渐增多#而
AK/3)

蛋白表达改变不明显$图
)

!

*

%'

图
,

!!

口虾蛄乙酸乙酯提取物作用
*<R

后
.C63)g

细胞

A"O

蛋白变化的灰度扫描分析

图
*

!!

口虾蛄乙酸乙酯提取物作用
*<R

后
.C63)g

细胞

AK/3)

蛋白变化的灰度扫描分析

D

!

讨
!!

论

作者在前期研究中发现#口虾蛄乙醇提取物能抑制
.C63

)g

细胞裸鼠移植瘤的生长#并能降低
.C63)g

细胞体外侵袭

能力(

-3<

)

'在此基础上#作者采用系统溶剂法对口虾蛄乙醇粗

提物分别进行石油醚*乙酸乙酯和正丁醇萃取#发现口虾蛄抗

鼻咽癌的有效成分在乙酸乙酯提取物中(

G3;+

)

'近年来#许多研

究发现#传统的放射疗法*化学药物疗法和细胞因子疗法等除

了直接杀伤肿瘤细胞外#同时也可诱导肿瘤细胞凋亡而抑制肿

瘤的生长'因此#诱导肿瘤细胞凋亡已成为肿瘤治疗的研究热

点(

;;3;)

)

'本实验结果显示#口虾蛄乙酸乙酯提取物在浓度为

*++

%

Q

"

0$

时#流式细胞仪检测出细胞凋亡#并且随提取物浓

度升高#凋亡率也增加&

94

"

VB&KR#?,,)J<

荧光双染结果也显

示#在此浓度时有典型的凋亡小体出现#提示诱导细胞凋亡是

口虾蛄乙酸乙酯提取物抑制
.C63)g

细胞生长的机制之一'

AK/3)

基因家族在细胞凋亡过程中起着重要作用#其基因

家族蛋白之间的比例影响着细胞对各种凋亡刺激分子的敏感

性#决定
."#

(

"#&#

活化与否#从而决定细胞是否发生凋亡(

;,

)

'

以
AK/3)

与
A"O

为例#

AK/3)

"

A"O

比值决定了接受凋亡刺激后#

细胞发生凋亡的易感性'

AK/3)

过剩#细胞存活&而当
A"O

过

剩#形成
A"O

同源二聚体#细胞将易发生凋亡(

;*3;J

)

'本实验结

果显示#在各浓度实验组中#

AK/3)

蛋白表达没有发生明显的改

变#而
A"O

蛋白表达与空白对照组相比明显升高#导致
AK/3)

"

A"O

比值下降#这可能是口虾蛄乙酸乙酯提取物引起
.C63)g

细胞发生凋亡的原因'

比较口虾蛄乙酸乙酯提取物对
.C63)g

细胞生长与凋亡

的影响时发现#尽管口虾蛄乙酸乙酯提取物在
*++

%

Q

"

0$

时

可以诱导细胞凋亡#并且随着提取物浓度增高凋亡率也上升#

但提取物浓度在
H++

%

Q

"

0$

时#细胞凋亡的百分率仅为

;+F*;̂

#而在这个浓度时的口虾蛄乙酸乙酯提取物对
.C63

)g

细胞的生长抑制率是
<*F);̂

'可见#诱导凋亡不是口虾蛄

乙酸乙酯提取物抑制
.C63)g

细胞生长的主要机制'
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