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"摘要#

!

目的
!

研究白藜芦醇对脑胶质瘤
e/-

细胞自噬的诱导作用及其可能的作用机制%方法
!

分别用不同浓度的白藜

芦醇处理脑胶质瘤
e/-

细胞
$1

&

10

&

0/?

后!采用四甲基偶氮唑蓝"

744

$法检测白藜芦醇对
e/-

细胞生长的抑制作用#电子显微

镜观察药物处理后
e/-

细胞自噬空泡的出现#逆转录
U3D

及
O:+H:M,R@"H

分别检测白藜芦醇作用后自噬相关基因微管相关蛋白

&

轻链
'

"

A3.'

$&抗
><K

交互作用因子"

>#I.$

$

;Dd6

及蛋白表达的变化%结果
!

随着药物浓度的增加及作用时间的延长!白藜芦

醇对
e/-

细胞的生长抑制作用逐渐增大%电镜检测发现未使用白藜芦醇处理的细胞未出现自噬空泡!而白藜芦醇处理过的细胞

出现明显的自噬空泡%白藜芦醇能剂量依赖性地增强自噬相关基因
A3.'

&

>#I.$;Dd6

及蛋白水平的表达%结论
!

白藜芦醇可

以通过诱导细胞自噬来抑制
e/-

细胞增殖!

A3.'

&

>#I.$

基因表达上调是其诱导自噬的可能机制%
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白藜芦醇$

M:+F:M<HM"@

&是含有芪类结构的非黄酮类多酚化

合物#广泛存在于葡萄*松树*花生等天然植物或果实当中#具有

调节脂质代谢*抑制血小板聚集*保护心血管*抗炎*抗肿瘤等多

种生物学活性'

$.1

(

)近年来研究发现#肿瘤细胞中的自噬活动可

以在一些治疗因素作用下被激活#过度自噬导致的细胞死亡可

以杀灭肿瘤细胞'

'.0

(

)白藜芦醇能否通过诱导自噬抑制脑胶质

瘤的生长尚未见报道)本研究以人脑胶质瘤
e/-

细胞为模型#

探讨白藜芦醇对脑胶质瘤
e/-

细胞的自噬诱导作用#并初步探

讨其作用机制#为白藜芦醇的抗肿瘤作用提供试验依据)

@
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材料与方法

@&@

!

材料
!

白藜芦醇购自
W#

P

;<

公司%

5787

培养基和胎牛

血清$

X>W

&购自美国
9#RJ"RM@

公司%

DU7V$)0%

培养基和
X>W

购自美国
9#RJ"RM@

公司%四甲基偶氮唑蓝$
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&购自
6;M:+.

J"

公司%

4M#Z"@

总
Dd6

抽提试剂购自
V,F#HM"

P

:,

公司%

9:,:DG.

@:M

47

$%%R

N

U@G+5d6A<!!:M+

购自
X:M;:,H<+

公司$试剂来源

见文献'

C

(&#引物由
W#

P

;<

公司合成%一抗
><K

交互作用因子

$

><K.#,H:M<JH#,

P

I<JH"M.$

#

>#I.$

&*

"

.<JH#,

*二抗辣根过氧化物酶

$

2DU

&标记的
V

P

9

抗体购于
W<,H<3MGZ>#"H:J?,"@"

PL

公司%微管

相关蛋白
&

轻链
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A3.'

&购自
3:@@W#
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,<@

公司)
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方法

@&A&@

!

细胞培养
!

脑胶质瘤细胞
e/-

细胞为本室传代保存#

培养于
CB3=

1

#

'-]

湿化孵箱中)培养基
5787

含
$%B

胎

牛血清$

X>W

&#

%&$e

"

A

青霉素#

%&$

P

"

A

链霉素#取对数生长

期细胞待用'

C

(

)

@&A&A

!

744

法测定
!

取对数生长期的
e/-

细胞接种于
()

孔细胞培养板中$每孔
1a$%

0

&#

$1?

后加入不同浓度的白藜

芦醇$

%

*

$1&C

*

1C&%

*

C%&%

*

$%%&%

*

$C%&%

*

1%%&%

%

;"@

"

A

&#每个

浓度设
)

个平行孔#继续培养
$1

*

10

*

0/?

#每孔加入
C

P

"

A

744

溶液
1%

%

A

%继续培养
0?

后加入
1%%

%

A

二甲基亚砜

$

57W=

&溶解#测定
744.

甲
!

化合物在
C-%,;

处的光密度

$

O:

&值#按公式!相对抑制率
`

$

$Y

试验组平均
O:

值"对照

组平均
O:

值&

a$%%B

计算细胞生长抑制率)

@&A&B

!

电镜观察细胞自噬小泡
!

e/-

细胞接种于
$1

孔板#细

胞密度
-%&%B

$

/%&%B

时#各孔分别加入不同浓度白藜芦醇处

理
$1?

#收集各组细胞#

/%%

P

离心
$%;#,

#冰磷酸盐缓冲液

$

U>W

&清洗细胞沉淀#

1&CB

戊二酸醛
0]

固定过夜#

%&CB

四氧
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重庆医学
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年
/

月第
0C

卷第
1'

期
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基金项目!湖北省自然基金面上项目$

1%$03X>)/1

&%宜昌市中心人民医院科研发展基金项目$
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作者简介!胡火军

$

$(-1Y

&#副主任医师#博士#主要从事脑肿瘤方面研究)
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通讯作者#
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化锇孵育
'%;#,

后#用含
1&%B

醋酸双氧铀的
C%&%B

乙醇着色*

脱水后#环氧树脂
/$1

包埋#

)%]

聚合
0/?

#

/%,;

切片后枸椽

酸铅染色#采用
b8=A$%%3f$$

透射电子显微镜观察拍照)

@&A&C

!

逆转录
U3D

$

D4.U3D

&检测自噬相关基因
A3'

和
>#I.

$;Dd6

的表达
!

收集经白藜芦醇处理的
e/-

细胞#用
4M#Z"@

按说明书提取总
Dd6

#

,<,"!M"

N

测定
Dd6

的水平#用逆转录

酶和
=@#

P

"

$

!4

&

1%

引物合成
J5d6

第
$

链#合成条件为
-%]

C;#,

*

'-]C;#,

*

01])%;#,

*

-%]$%;#,

)以反转录的

J5d6

为模板#所用引物#退火温度$

4;

&及产物长度见表
$

)

U3D

产物行
$&1B

琼脂糖凝胶电泳#紫外拍照分析)

表
$

!!

自噬相关基因引物序列

基因 引物序列$

CT.'T

&

4;

产物长度$

R

N

&

A3' X

!

966964943396344644396969 C) 1C1

D

!

63434364636334349696449

>#I.$ X

!

93694636364933364363 C) $-0

D

!

36334439349434966496

"

.<JH#, X

!

4993633369363664966 C) $/)

D

!

3466943646943393346966936

@&A&D

!

O:+H:M,R@"H

检测自噬相关基因
A3'

和
>#I.$

蛋白的

表达
!

按文献'

0

(的方法#离心收获细胞#加入适量的细胞裂解

液$临用前加入各种蛋白酶抑制剂&提取蛋白#调整蛋白水平#

加入等量
1a

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶$

W5W.U698

&

电泳加样缓冲液#置
(C

$

$%% ]

沸水中变性
C;#,

#行
W5W.

U698

垂直电泳#电转膜#加
C%

P

"

A

脂奶粉于
0]

冷库封闭过

夜)

U>W4

洗膜后#分别加相应一抗
'- ]

孵育
$?

#

U>W4

洗

膜%加相应二抗
'-]

孵育
$?

#

U>W4

洗膜#等量的电化学发光

$

83A

&发光液
6

和
>

混合后加至膜上
$;#,

#最后
f

线片

显影)

@&B

!

统计学处理
!

采用
WUWW1%&%

软件进行统计学分析#计

量资料以
/_B

表示#组间比较采用单因素方差分析#以
@

$

%&%C

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

744

法测定白藜芦醇对
e/-

细胞增殖的抑制作用
!

白

藜芦醇对
e/-

细胞的生长抑制作用随其浓度的增大而加强#

与
%

%

;"@

"

A

白藜芦醇#差异有统计学意义$

@

$

%&%$

&#见图
$

)

图
$

!!

不同浓度白藜芦醇作用
$1

'

10

'

0/?

对

e/-

细胞的增殖抑制作用

A&A

!

白藜芦醇对细胞自噬的影响
!

自噬是以细胞质空泡化为

特征的依赖于溶酶体的一种降解途径#在电子显微镜下可以观

察到自噬性空泡的出现)

%

%

;"@

"

A

白藜芦醇处理的
e/-

细胞

无明显自噬空泡#经
1C

%

;"@

"

A

白藜芦醇处理
$1?

的
e/-

细

胞开始出现自噬空泡#

C%

%

;"@

"

A

白藜芦醇处理
e/-

细胞后出

现的自噬空泡更为明显#见图
1

)

A&B

!

白藜芦醇对细胞自噬相关基因
;Dd6

的影响
!

D4.

U3D

检测发现#白藜芦醇能增强自噬相关基因
A3.'

*

>#I.$

;Dd6

表达水平#并具有剂量依赖性#见图
'

)

!!

6

!

%

%

;"@

"

A

白藜芦醇%

>

!

1C

%

;"@

"

A

白藜芦醇%

3

!

C%

%

;"@

"

A

白

藜芦醇)

图
1

!!

白藜芦醇对细胞自噬的电镜改变

图
'

!!

白藜芦醇对自噬相关基因
A3.'

'

>#I.$;Dd6

表达的影响$

D4.U3D

%

A&C

!

白藜芦醇对自噬相关蛋白的影响
!

O:+H:M,R@"H

检测发

现#白藜芦醇作用后可明显升高
A3'.

(

水平#

>#I.$

的表达也

逐渐升高#见图
0

)

图
0

!!

白藜芦醇对自噬相关蛋白
A3.'

'

>#I.$

表达的影响

$

O:+H:M;R@"H

%

B

!

讨
!!

论

脑胶质瘤是最常见的颅内原发性肿瘤#约占颅内肿瘤的

0)B

#具有侵袭性生长的特征#手术不易完全切除#术后复发率

高#积极研究有效的抗脑胶质瘤药物尤其必要'

)

(

)从天然药物

中寻找能够抑制肿瘤细胞生长的化合物单体或前体化合物#是

目前国内外肿瘤治疗药物研发的热点)白藜芦醇属于非黄酮

类多酚化合物#近年研究发现白藜芦醇对乳腺癌*前列腺癌*肝

癌*白血病*皮肤癌等多种肿瘤细胞的生长均具有显著的抑制

作用'

-

(

)白藜芦醇抑制肿瘤细胞生长的机制不尽相同#

A#G

等'

/

(研究发现白藜芦醇可通过
U48d

"

UV'c

"

6SH

和
O,H

"

"

.

J<H:,#,

信号通路抑制结肠癌细胞的生长)李明新等'

(

(研究发

现白藜芦醇能诱导黑色素瘤细胞发生凋亡#其发生机制与线粒

体膜电位破坏#半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
.'

$

3<+

N

<+:.'

&活性增

强及
>

淋巴细胞瘤
.1

基因 $

RJ@.1

&表达水平降低有关)

近年来#自噬性程序性细胞死亡吸引了越来越多科学家的

关注#有关自噬研究的文献在最近几年呈爆炸式增长#自噬性

程序性细胞死亡的研究可能会像细胞凋亡一样成为近几年科

$($'

重庆医学
1%$)

年
/

月第
0C

卷第
1'

期



技领域的热点之一'

$%.$$

(

)细胞自噬在维持细胞的正常生长*

发育中起着重要作用#自噬过度或自噬不足会导致疾病的

发生'

$1

(

)

自噬性程序性细胞死亡的形态学特征主要表现为细胞质

中出现大量包裹着细胞质和细胞器的空泡样结构#即自噬空

泡#同时伴有溶酶体对空泡内成分的降解)

A3.'

定位于前自

噬泡和自噬泡膜表面#是细胞自噬泡膜的通用标记物'

$'

(

)在

自噬泡形成的早期阶段#

A3.'

的主要形式是
A3'.

&

)在哺乳

动物
8$

泛素样酶
6H

P

-

和
81

泛素样酶
6H

P

'

的催化下#

A3'.

&

与位于自噬泡膜表面的磷脂酰乙醇胺$

U8

&结合形成
A3'.

(

)

A3'.

&

的相对分子质量为
$)a$%

'

#

A3'.

(

的相对分子质

量为
$0a$%

'

)

A3'

从
A3'.

&

到
A3'.

(

的转变是自噬发生的

标志之一#

A3'.

(

的水平或
A3'.

(

"

A3'.

&

的比例通常与细胞

中自噬空泡的数量呈正相关'

$0.$C

(

)

>#I.$

#又名
8,!"

N

?#@#,>$

#属于
8,!"

N

?#@#,

蛋白家族#它

首先在
><K

的绑定蛋白中被发现)最近研究发现#

>#I.$

介导

><K

构象变化#激活
><K

促凋亡功能#调控细胞凋亡通路'

$)

(

%

另一方面#

>#I.$

可通过
ê D69

蛋白与
>:J@#,.$

结合#从而激

活
ÛW'0

蛋白#参与调控细胞自噬的发生'

$-.$/

(

)

本研究用白藜芦醇处理脑胶质瘤
e/-

细胞#电镜下可见

明显的自噬空泡#且从
;Dd6

及蛋白水平均检测到自噬相关

基因
A3.'

和
>#I.$

表达水平的上调#表明白藜芦醇作用后可以

引发自噬过程的发生#诱导细胞自噬也是白藜芦醇发挥肿瘤抑

制作用的机制之一#有关白藜芦醇诱导凋亡及引发自噬的相关

关系尚待进一步研究)
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