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牡蛎天然活性肽对人胃腺癌B GC2823 细胞周期
与基因表达的调控Δ

李鹏 ,李祺福 3 ,石松林 ,梁盈

(厦门大学生命科学学院 ,细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室 ,福建 厦门 361005)

摘　要 :目的 比较研究牡蛎天然活性肽 (BPO)对人胃腺癌 B GC2823 细胞凋亡的生物学效应 ,并进一步探索

其对胃癌细胞的作用机制。方法 采用酸抽提、凝胶柱层析等方法 ,从牡蛎体内分离提取到牡蛎天然活性多肽

组分 BPO21 ,以姜黄素和 HMBA 处理组为平行对照 ,流式细胞仪检测细胞周期变化及以免疫细胞化学方法

检测相关癌基因、抑癌基因表达变化。结果 BPO21 能有效抑制 B GC2823 细胞增殖活动 ,出现亚 G1期细胞 ,细

胞进入凋亡现象。BPO21 ,姜黄素及其组合均能不同程度地上调 B GC2823 细胞 p16 ,c2myc ,Fas ,p21WAF1/ CIP1蛋

白表达 ,下调突变型 p53 ,bcl22 蛋白表达。结论 BPO21 对胃癌细胞具有显著的诱导凋亡作用。其诱导癌细胞

凋亡机制与其调节和干预 bcl22 ,c2myc 等癌基因和 p53 ,p16 ,p21WAF1/ CIP1等抑癌基因的表达有关。
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Regulation of bioactive peptides of oyster ( BPO) on the cell cy2
cle and gene expression of human gastric adenocarcinoma cell2
l ine BGC2823
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Abstract :Objective To investigate t he effect s and mechanism of bioactive peptides of oyster

(BPO) on t he apoptosis of human gast ric adenocarcinoma cell line B GC2823. Methods BPO21 ,

isolated f rom Ost rea cucul l at a by acid ext raction and gel chromatograp hy ,was used to t reat

t he B GC2823 cells. Curcumin and HMBA were used as cont rol . Cell2cycle was detected by

flow cytometer , some oncogene and t umor rep ressive gene were detected by lmmunocyto2
chemist ry analysis. Results BPO21 could effectively inhibit t he p roliferation of B GC 2823

cells ,induce cells into sub2G1 p hase. BPO21 ,curcumin and t heir combination could up2 regu2
late t he exp ression of gene p16 ,c2myc , Fas ,p21WAF1/ CIP1 ,and down2regulate gene p53 , bcl22.

Conclusion BPO21 could effectively induce B GC2823 cells into apoptosis , and t he apoptosis

effect involved to t he changes of oncogene and t umor rep ressive gene.

Key words :gast ric adenocarcinoma B GC2823 ; bioactive peptides of oyster ; cell2cycle ;onco2
gene and tumor rep ressive gene
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　　海洋天然活性物质抗肿瘤研究是抗肿瘤

药物研究的一个重要领域[1 ,2 ] ,但有关海洋

动物活性肽抗肿瘤作用研究则仍未得到足够

重视。我们的研究已表明 ,从进化地位低、具

有原始性特征的动物中 ,寻找能干预细胞信

号传导、调控细胞增殖分化的低分子活性肽

是一条可行途径[3 ,4 ] 。牡蛎是一种具有药用

价值的海洋经济贝类动物 ,国内外的相关研

究曾报道对牡蛎抗菌肽、特异蛋白和酶类的

分离纯化研究。我们则从牡蛎中分离出天然

活性肽 BPO21 组分[5 ] ,并鉴定了这一组分对

肿瘤细胞的生物学效应[6 ] 。为此 ,本文在这

一基础上进一步研究牡蛎天然活性肽对人胃

腺癌 B GC2823 细胞增殖分化、细胞周期及相

关基因表达的影响 ,以探索牡蛎天然活性肽

的抗肿瘤作用机制 ,为牡蛎天然活性肽在抗

肿瘤研究中的应用和海洋动物低分子活性肽

抗肿瘤的研究提供进一步的科学依据。

1 　材料与方法

1. 1 　牡蛎天然活性肽 BPO21 的分离提取

将鲜 活 的 僧 帽 牡 蛎 Ostrea cucullata

Born , (2～3 月采自厦门海域) ,加入 p H8. 0 的

Tris2HCl 溶液匀浆后离心 (AvanticTM J225

Centrifuge ,Beckman) ,取沉淀进行酸抽提 ,所

得粗提液过交联葡聚糖柱 Sephadex G250 进

行分级分离 ( HD2972I 型核酸蛋白检测仪 ,上

海康华) ,收集第一个洗脱峰 ,冷冻干燥 (Stop2
pering tray dryer ,Labconco)后得冻干粉末 ,命

名为 BPO21 ( bioactive peptides of oyster in

peak I) ,经测定含 95 %多肽成分。

1. 2 　细胞培养与诱导处理

BGC2823 细胞培养于 RPMI21640 ( Gibco)

培养液中 (内含 15 %热灭活小牛血清 ,100μg

·mL - 1青霉素 ,100μg ·mL - 1链霉素 ,50μg ·

mL - 1卡那霉素 ,p H7. 2) ,37 ℃,5 % CO2 培养

24h 后进行药物处理。将分离纯化冻干的

BPO21 溶解于 D2Hank’s 液中配制成 800μg ·

mL - 1浓度的母液 ,并以培养液配制成不同浓

度的作用液 (30 ,35 ,40μg ·mL - 1 ) 。实验组

细胞弃旧培养液换上含有 BPO21 的培养液 ,

对照组细胞同时换上不含 BPO21 的新鲜培

液 ,连续培养备用。分别以含有 10μg ·mL - 1

姜黄素和 5mmol ·L - 1 HMBA (六亚甲基双乙

酰胺)的培养液处理 B GC2823 细胞 ,以作为平

行对照组。并设立 3mmol ·L - 1 HMBA +

30μg ·mL - 1 BPO21 组合及 5μg ·mL - 1 姜黄

素 + 30μg ·mL - 1 BPO21 组合处理组 ,观察其

对细胞的生物学效应。

1. 3 　细胞生长曲线测定

取对数期细胞 ,制成 5 ×104 个 ·mL - 1

浓度的细胞悬液 ,以每瓶 2mL 的接种量接种

于一批 25mL 培养瓶中 ,每组 21 瓶。培养

24h 后加药 (BPO21) 处理 ,隔日换上新鲜培

养液 ,其中对照组细胞换上不含诱导物的新

鲜培养液 ,处理组换上含有不同浓度的新鲜

培养液。加药处理后逐日 (1～7d) 取对照组

和处理组细胞各 3 瓶 ,用台盼蓝排除法进行

活细胞计数 ,取平均值 ,绘制细胞生长曲线。

1. 4 　细胞周期测定

参照文献[7 ] 并加以修改 ,取对数期细胞 ,

以 10 ×104个 ·mL - 1的浓度接种于一批培养

瓶内 ,24 h 后加药处理进行培养 ,培养一定时

间后 ,消化收集细胞于离心管中 ,1 ,000 r ·

min - 1离心 5min 弃上清 ,用 D2Hanks 洗涤 3

次 ,细胞沉淀重新悬浮于 0. 5mL D2Hanks 中

并充分打散 ,迅速加入 5mL 预冷的 75 %乙醇 ,

置 4 ℃冰箱暂存待检。细胞周期检测时 ,先离

心去乙醇 ,0. 1mol ·L - 1 PBS洗 3 次 ,加入不含

DNAase 的 1. 0mg ·mL - 1 RNAase (PBS配制)

重悬细胞 ,37 ℃孵育 20min 以消化 RNA ,离心

后加入 0. 5mg ·mL - 1 的碘化吡啶 ( PI) 4 ℃染

色 3min。流式细胞仪对细胞中的 DNA 含量

作单参数测定 ,据所测得的 DNA 分布直方

图 ,用细胞周期分析软件 Coulter SystemⅡ进

行细胞周期统计分析。

1. 5 　癌基因、抑癌基因、免疫细胞化学检测

取分别长有对照组细胞和经不同诱导物处
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理(40μg ·mL - 1 BPO21 ,10μg ·mL - 1 姜黄素和

30μg ·mL - 1BPO21 + 5μg ·mL - 1 姜黄素) 的细

胞的盖玻片条 ,温 D2Hank’s 液漂洗 2～3 次 ,每

次 2～3min ,室温稍晾干 ,冷丙酮 4 ℃固定 10min

(可22 ℃暂存) ,0. 01mol ·L - 1 PBS 洗涤 3 次 ,每

次 5min ; 3 % H2 O2孵育 10min ,以消除内源性

过氧化物酶的活性 ,蒸馏水冲洗 ,0. 01 mol ·

L - 1 PBS漂洗 3 次 ,每次 5min ; 滴加适量 10 %

正常山羊血清 ( PBS 配制) , 室温孵育封闭

10min ;倾去羊血清 ,滴加一抗 (鼠抗人 mt p53 ,

bcl22 ,c2myc ,p16 等) (1 :100) 37 ℃孵育 60min 或

4 ℃孵育过夜 ,0. 01 mol ·L - 1 PBS漂洗 3 次 ,每

次 5min ; 滴加 50μL 生物素标记的二抗 ( IgG/

Bio) (1 :100) ,37 ℃孵育 10～15min ; 0. 01 mol ·

L - 1 PBS漂洗 3 次 ,每次 5min ; 滴加辣根过氧

化物酶标记的链霉卵白素 (1 ∶100) ,37 ℃孵育

10～15min ; PBS漂洗 3 次 ,每次 5min ; DAB 显

色剂室温显色 5～10min ; 入自来水中断显色并

在自来水充分冲洗 ,蒸馏水洗 1～2min ,乙醇系

列脱水 ,二甲苯透明 ,中性树脂封片 ,Olympus

BH22 型光学显微镜下观察拍照。实验过程中

以 PBS代替一抗(其它步骤相同)进行免疫细胞

化学染色作为阴性对照。

2 　实验结果

2. 1 　细胞生长曲线测定

图 1 　牡蛎天然活性肽 BPO21 对人胃腺癌

B GC2823 细胞生长的影响

Fig. 1 　Effects of BPO21 on the growth of human

gast ric carcinoma B GC2823 cells

细胞生长曲线测定结果显示人胃腺癌

B GC2823 细胞增殖速度较快 ,当接种细胞数为

5 ×104个·mL - 1时 ,连续计数至第 7d ,细胞数

为 82. 29 ×104个·mL - 1 ,为原来的 16. 46 倍。

经不同浓度的 BPO21 处理后 ,B GC2823 细胞

状态分别受到不同程度的抑制 ,其中 20μg ·

mL - 1BPO21 处理 7d ,细胞计数结果为 51. 46

×104个 ·mL - 1 ,细胞数为原来的10. 29倍 ,细

胞生长抑制率达 37. 46 %。30μg ·mL - 1 BPO2
1 连续处理 7d ,细胞减至 41. 04 ×104 个 ·

mL - 1 ,仅为原来的 10. 21 倍 ,细胞生长抑制率

为 50. 13 % ,与对照组细胞相比较 ,具有非常

显著性差异。而经 40μg ·mL - 1 BPO21 处理

7d 后 ,细胞计数结果为 29. 91 ×104 个 ·

mL - 1 ,细胞数仅为原来的 5. 98 倍 ,细胞生长

抑制率高达 63. 65 % (图 1) 。由于 30μg ·

mL - 1BPO21 对细胞生长的抑制率相对较低 ,

而 40μg ·mL - 1 BPO21 处理时细胞铺展已较

为明显 ,细胞生长受到明显抑制 ,因此本研究

选择 40μg ·mL - 1 BPO21 作为处理 BGC2823

细胞的适宜浓度。

2. 2 　细胞周期检测

应用流式细胞仪检测 BPO21 对人胃腺

癌 B GC2823 周期分布的影响。结果显示 ,

BPO21 抑制 B GC2823 细胞增殖过程分为两

阶段 :先使细胞停留在 G0 / G1 期 ;诱导 G0 期

细胞产生凋亡。即细胞周期出现标志 DNA

降解的亚 G1 期细胞 ,且随着 BPO21 浓度的

增加 ,亚 G1期细胞比例增多。

图 2 　流式细胞仪检测不同浓度 BPO21 处理
的人胃腺癌 B GC2823 细胞周期分布

Fig. 2 　Using the flow cytometer to analyse

the effect of different concentrations of BPO21

on cell2cycle dist ribution of human gast ric

adenocarcinoma B GC2823 cells
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表 1 　牡蛎天然活性肽 BPO21 对人胃腺癌 B GC2823 细胞周期分布的影响

Table 1 　Effect of BPO21 on cell2cycle dist ribution of human gast ric carcinoma B GC2823 cells

实验组
细胞周期 ( %)

亚 G1期 G1 / G0 S G2 / M

Control 0 45. 7 36. 1 17. 7

BPO21 20μg ·mL - 1 15. 4 45. 2 16. 8 17. 0

BPO21 30μg ·mL - 1 17. 6 50. 5 14. 1 13. 1

BPO21 40μg ·mL - 1 25. 1 49. 1 14. 0 11. 8

姜黄素 29. 0 42. 6 11. 5 15. 9

姜黄素 + BPO21 32. 1 41. 2 13. 3 13. 4

HMBA 0 64. 4 17. 1 16. 5

HMBA + BPO21 6. 7 54. 7 19. 0 18. 6

　　以 20μg ·mL - 1 BPO21 处理细胞 ,细胞周

期即发生明显的 G0 / G1 期阻抑 ,亚 G1 期细胞

比例上升为 15. 4 % ,而 G2 / M 期细胞比例则

无明显变化 ,细胞出现凋亡 ; 30μg ·mL - 1

BPO21 处理的细胞周期各时相的分布与其处

理 20μg ·mL - 1的相类似 ,亚 G1期细胞比例达

17. 6 % ,而 G2 / M 期细胞比例也无明显变化 ,

细胞仍被阻滞于 G0 / G1 期 ;40μg ·mL - 1 处理

的细胞周期各时相的分布也与 20μg ·mL - 1 ,

30μg ·mL - 1处理的相类似 ,亚 G1 期细胞比例

高达 25. 1 % ,但与对照组细胞相比 G2 / M 期

无明显区别 ,细胞很少 ,未发生明显变化。结

果显示BPO21 对 BGC2823 细胞的生长抑制作

用与细胞凋亡有关。经不同浓度 BPO21 处理

后 ,B GC2823 细胞周期均出现明显的亚 G1 期

(凋亡峰) ,并且随 BPO21 浓度增加逐渐比例

增大 ,而 G2 / M 期细胞比例则无明显变化。而

经 10μg ·mL - 1 的姜黄素处理的 BGC2823 细

胞 ,也出现了代表凋亡发生的亚 G1峰 ,且峰较

宽 ,达到了 29. 0 % ,但 G1 / G0 , G2 / M 期变化

不大。经 5μg ·mL - 1 姜黄素 + 30μg ·mL - 1

BPO21 处理的 BGC2823 细胞也出现了亚 G1

峰 ,为 32. 1 % , G1 / G0 , G2/ M 期与对照组相

比 ,变化不明显。

5mmol ·L - 1 HMBA 处理 B GC2823 细

胞 , G0 / G1期细胞比例高达 54. 1 % ,而 S 期细

胞比例进一步降低至 17. 1 % , G2 / M 期细胞

则有一定程度的增加 ,但占细胞总数的比例

不大 ,仅为 18. 5 % ,细胞也明显被阻滞于

G0 / G1期 ,但基本没有出现亚 G1 期细胞。

30μg ·mL - 1 BPO21 + 3mmol ·L - 1 HMBA

联合处理 B GC2823 细胞 ,细胞也出现 G0 / G1

期阻抑 , G0 / G1期细胞比例高达 54. 7 % ,并有

不明显的亚 G1 期 ,为 6. 7 % ,S 期细胞少 ,为

14. 0 % , G2 / M 期细胞比例也有所减少 ,与

BPO21 单独处理相比其效应要弱些 (表 1) 。

2. 3 　天然活性肽对相关癌基因表达的影响

2. 3. 1 　BPO21 对 B GC2823 细胞 bcl22 蛋白

表达的影响

B GC2823 细胞 bcl22 蛋白含量较高 ,免

疫显色反应呈强阳性 ,反应产物为深棕黄色

颗粒 ,大量分布于细胞质和细胞核内 ,分布较

为致密 ,尤其是球形细胞内 bcl22 蛋白遍布

整个细胞。

经 40μg ·mL - 1 BPO21 处理 , 细胞内

bcl22 蛋白仍呈阳性表达 ,与对照组相比其细

胞内尤其是核周边细胞质内有一定程度的降

低。10μg ·mL - 1姜黄素处理与 BPO21 处理

相类似 ,显色反应呈弱阳性 ,主要分布于细胞

核内 ,与对照组相比 ,细胞质内分布减少明

显。经 BPO21 与姜黄素联合诱导的细胞免

疫反应也呈阳性 ,黄色反应产物主要分布于

细胞核内 ,细胞质内也有少量分布 ,与对照组

相比 ,其细胞核内分布有所减少 ,细胞质内分

布减少更为明显。三者相比较 ,BPO21 处理

反应变化最为明显 ,联合诱导处理与姜黄素

单独处理效果相当 (见图 3 :1 ,7 ,13 ,19) 。
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图 3 　天然活性肽 BPO21 对相关癌基因和抑癌基因表达的影响
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2. 3. 2 　BPO21 对 B GC2823 细胞 c2myc 蛋白
表达的影响

检测结果显示 , c2myc 在对照组 B GC2
823 细胞尤其是球形细胞中表达较弱 ,免疫
显色反应呈弱阳性 ,反应产物为黄色颗粒 ,主
要分布于细胞核和核周边细胞质区域。

BPO21、姜黄素诱导处理均可显著促进
B GC2823 细胞 c2myc 蛋白表达。40μg ·
mL - 1 BPO21 处理组免疫细胞化学显色反应
为强阳性 ,反应产物为棕黄色颗粒 ,主要分布
于细胞核周边细胞质区域 ,细胞质内分布较
少。与此相类似 ,10μg ·mL - 1的姜黄素也可
显著增强细胞 c2myc 蛋白表达 ,细胞内显色
反应也较强 ,反应产物呈深黄色 ,细胞核和核
周边细胞质大量分布。BPO21 与姜黄素联
合诱导的细胞 c2myc 蛋白表达也明显增强 ,

反应产物为黄色 ,分布于细胞核和核周边区
域。三者相比较 ,BPO21 处理组 c2myc 蛋白
表达变化最大 ,联合处理的变化相对弱些 ,但
与对照组细胞相比 ,联合处理组细胞 c2myc

蛋白表达仍明显上升 (见图 3 :2 ,8 ,14 ,20) 。
2. 3. 3 　BPO21 对 B GC2823 细胞 Fas 蛋白表
达的影响

实验结果表明 , Fas 在对照组 B GC2823

细胞尤其是球形细胞中表达较弱 ,免疫显色
反应呈弱阳性 ,反应产物为黄色颗粒 ,主要分
布于细胞核和核周边细胞质区域。

BPO21、姜黄素诱导处理均可显著促进
B GC2823 细胞 Fas 蛋白表达。40μg ·mL - 1

BPO21 处理可诱导细胞 Fas 蛋白表达增强 ,其
免疫细胞化学显色反应为强阳性 ,反应产物为
深黄色颗粒 ,主要分布于细胞核周边细胞质区
域 ,细胞质内分布较少。与此相类似 ,10μg ·
mL - 1的姜黄素也可显著降低细胞 Fas 蛋白表
达 ,细胞内显色反应也较强 ,反应产物呈深黄
色 ,细胞核和核周边细胞质大量分布。BPO21

和姜黄素联合诱导的细胞 Fas 蛋白表达也明
显增强 ,分布于细胞核和核周边区域。三者相
比较 ,联合处理的变化最明显 ,而 BPO21 处理
组和姜黄素处理组细胞内的 Fas 蛋白含量变
化相当 (见图 3 :3 ,9 ,15 ,21) 。
2. 4 　天然活性肽对相关抑癌基因表达的影

响
2. 4. 1 　BPO21 对 B GC2823 细胞 p53 蛋白表
达的影响

实验观察显示 ,B GC2823 对照组细胞尤
其是球形细胞中 M Tp53 蛋白免疫显色反应
呈强阳性 ,反应产物为深棕黄色颗粒 ,主要分
布于细胞核和核周边细胞质区域 ,细胞质其
它区域分布相对较少。

经 BPO21 , 姜黄素及其组合处理后 ,

B GC2823 细胞中 M Tp53 蛋白表达量均明显
下降。其中 40μg ·mL - 1 BPO21 处理后 ,细
胞内 M Tp53 蛋白免疫细胞化学反应为弱阳
性 ,浅黄色反应产物仅少量分布于核周边细
胞质区域 ,细胞核内几乎没有分布。10μg ·
mL - 1姜黄素处理组和 BPO21 处理组的效果
相当 ,细胞核内仍有少量分布 ,细胞质内分布
则相对较为均匀。经 BPO21 与姜黄素联合
诱导的细胞免疫反应也呈弱阳性 ,黄色反应
产物均匀分布于细胞周边细胞质区域。三者
相比较 ,姜黄素单独处理与 BPO21 单独处理
的效果相当 ,而联合处理组的效果则相对弱
些 (见图 3 :4 ,10 ,16 ,22) 。
2. 4. 2 　BPO21 对 B GC2823 细胞 p16 蛋白表
达的影响

免疫细胞化学检测结果显示 ,对照组
B GC2823 细胞仍有相当程度的 p16 蛋白表
达 ,免疫显色反应呈阳性 ,反应产物为浅黄
色 ,主要分布于细胞核和核周边细胞质区域 ,

细胞质边缘区域分布相对较少。
经 40μg ·mL - 1 BPO21、10μg ·mL - 1姜黄

素处理后 ,细胞内 p16 蛋白表达均有明显上
升。其中 BPO21 处理组明显增强 ,深黄色反
应产物大量致密分布于细胞核内 ,细胞质内的
分布也有所增多 ,呈散在分布。经姜黄素处理
后 ,细胞内 p16 蛋白表达产物也显著增加 ,显
色反应为强阳性 ,细胞核内深棕黄色反应产物
分布也显著增加 ,细胞质内的分布略有增加也
呈散在分布。经 BPO21 与姜黄素联合诱导的
细胞免疫反应也呈强阳性 ,深黄色反应产物主
要分布于细胞核内和核周边区域 ,细胞质内也
有分布。三者相比较 ,姜黄素处理反应变化最
为明显 ,联合诱导处理与 BPO21 单独处理效
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果相当 (见图 3 :5 ,11 ,17 ,23) 。
2. 4. 3 　BPO21 对 B GC2823 细胞 p21WA F1/

CIP1 蛋白表达的影响
结果显示 , B GC2823 对照组细胞中

p21WA F1/ CIP1 蛋白免疫显色反应呈弱阳
性 ,反应产物为黄色颗粒 ,主要分布于细胞核
和核周边细胞质区域 ,细胞质其它区域分布
相对较少。

经BPO21、姜黄素及其组合处理后 ,BGC2
823 细胞中 p21WAF 1/ CIP1 蛋白表达量均明显
上升。其中 40μg ·mL - 1 BPO21 处理后细胞内
p21WAF 1/ CIP1 蛋白免疫细胞化学反应为阳
性 ,深黄色反应产物分布于核周边细胞质区域 ,

细胞核内少量分布。10μg ·mL - 1 姜黄素处理
后 p21WAF 1/ CIP1 蛋白表达也明显上升 ,细胞
核内有少量分布 ,细胞质内分布则相对较为均
匀。经BPO21 和姜黄素联合诱导的细胞免疫
反应也呈强阳性 ,棕黄色反应产物主要分布于
细胞核内和核周边区域 ,与对照组相比 ,其细胞
核内分布有所增多。三者相比较 ,联合诱导处
理反应变化最为明显 ,姜黄素处理与 BPO21 处
理效果次之(见图 3 :6 ,12 ,18 ,24) 。

3 　讨论
3. 1 　牡蛎天然活性肽 BPO21 对人胃腺癌
B GC2823 细胞增殖的抑制作用

对肿瘤细胞增殖活动的抑制是鉴定外源
性物质诱导肿瘤细胞凋亡作用的一项重要指
标。肿瘤细胞生长曲线、细胞周期以及相关
基因表达明显不同于正常细胞和凋亡细胞 ,

尤其凋亡细胞会出现凋亡峰和凋亡相关基因
的表达 ,这些指标成为鉴定外源性物质对肿
瘤细胞作用效应的重要判断依据[8 ] 。

本实验中细胞生长曲线显示 ,BPO21 处
理使原本快速增殖的 B GC2823 细胞的生长
受到明显抑制 ;细胞周期检测也显示经不同
浓度 BPO21 处理和姜黄素处理的 B GC2823

细胞均出现明显的亚 G1期 (凋亡峰) ,并且两
者都呈剂量 - 效应关系。姜黄素与 BPO21

联合处理的 B GC2823 细胞也出现了亚 G1

峰。而 HMBA 单独处理组和 BPO21 与
HMBA 联合处理组的 B GC2823 细胞则无明

显的凋亡期细胞。对相关凋亡基因表达的检
测结果显示 ,经BPO21、姜黄素及其组合处理
后 ,B GC2823 细胞中 P16 , P21 , C2myc , Fos

蛋白表达量均明显上升 ,M Tp53 及 Bcl22 表
达则明显下降。

细胞周期中凋亡峰的出现及相关基因表
达的变化是细胞凋亡的有力证据与常用鉴定
指标[8 ] 。姜黄素是一种已知的凋亡诱导
物[ 9 ] ,被广泛用于对胃癌等多种肿瘤细胞的
凋亡诱导研究。本研究结果显示 ,BPO21 处
理的 B GC2823 细胞的周期与相关基因表达
的改变类似于姜黄素等凋亡诱导物而不同于
分化诱导物 HMBA ,都出现了标志着细胞凋
亡的亚 G1期凋亡峰及有利于细胞凋亡的基
因表达变化。国内外的相关研究报导姜黄
素[ 10 ,11 ] ,生长因子β21 [12 ] ,三氧化二砷[13 ] ,52
氟尿嘧啶[ 14 ] 等凋亡诱导物诱导多种肿瘤细
胞增殖抑制时都发生了 G0 / G1 期阻滞、上调
p21WAF1/ CIP1 、野生型 p53 等基因表达、调控细
胞周期进入亚 G1期的现象 ,这些都与 BPO21

对 B GC2823 细胞的生物学效应相一致。
由此表明 ,牡蛎天然活性肽 BPO21 具有

与姜黄素等细胞凋亡诱导物和其它海洋活性
物质相同的抑制胃癌等肿瘤细胞增殖、诱导
胃癌细胞凋亡的显著作用。
3. 2 　BPO21 对 B GC2823 细胞相关癌基因、
抑癌基因表达的影响

细胞癌基因和抑癌基因对细胞增殖与凋
亡起正、负调控作用[15 ] ,某些癌基因与抑癌
基因产物作为细胞周期调控的关键蛋白 ,其
表达异常常常引起细胞增殖与凋亡异常 ,进
而导致肿瘤的发生[16 ] 。因而相关癌基因、抑
癌基因表达的变化成为鉴定外源物质抗肿瘤
作用的一个重要依据[17 ] 。

本研究结果显示 , BPO21 处理后 B GC2
823 细 胞 中 , 癌 基 因 c2myc 产 物、p16、
p21WAF1/ CIP1 抑癌基因产物表达明显增强 ,细
胞凋亡相关基因 Fas 表达上升 ,抗凋亡基因
bcl22 以及突变的 mt p53 癌基因蛋白表达水
平显著减弱。这一结果与姜黄素和姜黄素与
BPO21 联合处理组的观察结果是一致的。
在已有的肿瘤细胞凋亡诱导的研究报道中 ,
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也发现了相关基因表达的类似变化。如人参
皂苷诱导白血病 6 T2CEM 细胞凋亡[18 ] 出现
了 bcl22 的下调 ;苦参碱诱导人肝癌细胞系
Hep G 凋亡[19 ] 的研究发现有 Fas ,p16 ,p21

的上调与 bcl22 的下降 ;顺铂可降低人肝癌
SMMC27721 细胞 mt p53 基因表达[ ] ,三氧
化二砷可增强人胃腺癌 SGC27901 细胞 c2
myc 基因的转录[20 ] 。这些凋亡诱导物对人
肿瘤细胞基因产物表达变化的影响 ,与本研
究中的 BPO21 对人胃腺癌 B GC2823 细胞基
因表达的影响相类似。这表明 BPO21 与姜
黄素等凋亡诱导物对肿瘤细胞的作用机制相
类似 ,可有效抑制人胃腺癌细胞恶性增殖活
动 ,改变相关癌基因、抑癌基因表达 ,从而对
人胃腺癌细胞具有显著的诱导凋亡作用。

结合以上分析 ,我们认为牡蛎天然活性肽
BPO21 对肿瘤细胞的生物学效应主要是通过
凋亡的诱导而表现为对细胞增殖的抑制作用。
BPO21 使细胞阻滞于 G0 / G1 期 ,进而诱导 G0

期细胞产生凋亡 ,这一过程涉及细胞周期调控
与细胞凋亡信号传导等多个复杂的过程。
BPO21 可能通过膜受体产生特定的细胞信号 ,

对靶基因的表达进行调控 :下调 bcl22 ,mt p53 ,

上调 c2myc ,Fas ,p16 ,p21WAF1/ CIP1 等基因表达 ,

通过 Fas/ Fasl 途径以及其它途径 ,抑制 B GC2
823 细胞增殖 ,干预细胞周期等相关基因的表
达 ,使胃腺癌细胞发生 G0 / G1 期阻滞 ;进而促
进 DNA 水解酶表达 ,水解 DNA ,引发凋亡。
从而对人胃腺癌细胞增殖产生明显的抑制与
诱导凋亡作用。
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