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摘 　要 :目的 观察BPO21 对人胃腺癌B GC2823 细胞形态与超微结构的影响 ,以探索BPO21 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 ,以细

胞凋亡诱导物姜黄素和癌细胞分化诱导物 HMBA 为平行对照 ,用光镜、透射电镜观察 BPO21 处理细胞的形

态和超微结构变化。结果 经处理后的 B GC2823 细胞体积缩小、染色质凝聚、线粒体空泡化、内质网腔扩大和

出现凋亡小体等多种典型的细胞凋亡形态和超微结构特征。结论 牡蛎天然活性肽 BPO21 对人胃腺癌 B GC2
823 细胞凋亡的诱导具有显著作用。
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Abstract :Objective To st udy t he effect s of bioactive peptides f rom oyster on the morp hology

and ult rast ructure changes of human gast ric adenocarcinoma cell line B GC2823 and it s mecha2
nism. Methods BPO21 was isolated f rom Ost rea cucul l at a by acid ext raction and gel chroma2
tograp hy , and was used to t reat t he B GC2823 cells. Curcumin and HMBA were used as con2
t rol . The morp hology and ult rast ruct ure of the cells were examined by light microscopy and

t ransmission elect ron microscopy. Results After t reatment wit h BPO21 , typical apoptosis

characteristics of t he morp hology and ult rast ruct ure could be observed on B GC2823 cells.

Conclusion BPO21 could effectively inhibit t he p roliferation of B GC2823 cells and induce B GC2
823 cells to apoptosis.

Key words :gast ric adenocarcinoma cells ;oyster bioactive peptides ;apoptosis ;morp hology and

ult rast ruct ure

　　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

动物肽抗肿瘤活性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

·6·

Chin J M ar D rugs , 2007 October ,V ol . 26 N o. 5 中国海洋药物杂志 2007 年 10 月第 26 卷第 5 期

3 Δ基金项目 :福建省科技计划重点资助项目 (2003N0052)

　作者简介 :石松林 ,男 ,博士研究生　3 通讯作者 : E2mail :chifulee @xmu. edu. cn



原始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

条新的可行途径[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 ,但目前对牡蛎抗肿瘤活性物质的

分离提取与抗肿瘤机理研究报道较少。我们

则已从牡蛎中分离出天然活性肽 BPO21 组

分[5 ] ,并观察到这一组分对肿瘤细胞的生物

学效应[6 ] 。本研究则进一步研究牡蛎天然活

性肽对人胃腺癌 B GC2823 细胞形态与超微

结构的影响 ,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

究中的开发和应用提供进一步的实验依据。

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 ( Ost rea cucul l at a

Born ,采自 2～3 月的厦门海域 ,由厦门大学

海洋与环境学院周时强教授鉴定 ) 加入

P H8. 0 的 Tris2HCl 溶液匀浆后离心 ,取沉

淀进行酸抽提 ,所得粗提液过葡聚糖柱进行

分级分离 , 收集第一个洗脱峰 (Bioactive

Peptides of Oyster in Peak Ⅰ,BPO21) ,冷冻

干燥后备用。

1. 2 　细胞培养与诱导处理

B GC2823 细胞培养于 RPMI21640 ( Gib2
co) 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。经分离纯

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

配制成合适浓度的作用液 (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

新鲜培养液 ,连续培养备用。分别以含有

10μg ·mL - 1 姜黄素和 5mmol ·L - 1 HMBA

的培养液处理 B GC2823 细胞作为平行对照

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 　光学显微镜样品制备与观察

将对照组细胞和经不同诱导物处理的处

理组细胞分别以 10 ×104 mL - 1 的细胞浓度

接种于放有盖玻片条的小青霉素瓶中 ,培养

处理后取出长有细胞的盖玻片条 , 温 D2
Hank’s 洗涤 2～3 次 ,Bouin2Hollande 液固

定过夜 , 70 %乙醇洗涤 ,常规苏木精2伊红

( Hematoxylin2Eosin , H E) 染色 , Olymp us

B H22 型光学显微镜下观察拍照。

1. 4 　透射电镜样品制备与观察

取对数生长期细胞 ,以 10 ×104 个 ·

mL - 1的细胞浓度接种于 50mL 培养瓶中 ,接

种 24h 后进行加药处理。对照组细胞和处理

组细胞分别经温 D2Hank’s 液洗涤 2～3 次 ,

用橡皮刮刀推下细胞移入离心管中 ,1 ,500 r

·min - 1离心 10min ,弃上清液 ;细胞沉淀用

2. 5 %戊二醛 4 ℃预固定 2h , PBS 漂洗 3 次 ,

1 % 四氧化锇 4 ℃后固定 2h ,乙醇系列脱水 ,

环氧树脂 812 包埋 ,醋酸双氧铀和柠檬酸铅

双染色后 ,于 J EM1002CX Ⅱ型透射电镜下观

察拍照。

2 　实验结果

2. 1 　光学显微镜观察

光镜下 ,B GC2823 细胞具有人胃腺癌细

胞典型的形态特征 ,呈上皮样、圆形、梭形、肾

形等不规则形态 ,同时较常见癌巨细胞、多核

细胞以及多极分裂相等。细胞体积较小 ,细

胞核大 ,核形不规则 ,常见畸形核 ,核内常见

多个核仁 ;细胞质较少 , H E 染色不均匀 ,着

色深浅不一 (图版 I - 1) 。

经 40μg ·mL - 1 BPO21处理的 B GC2823

细胞 ,群体细胞形态较一致 ,排列规则 ,固缩

细胞较多 , H E 染色较深 ,细胞多见胞质突

起 ,细胞核变小 ,核仁减少 ,有些细胞发现有
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明显的核凝聚现象 (图版 I - 2) 。

经 10μg ·mL - 1姜黄素处理的 B GC2823

细胞形态变化类似于 BPO21 处理细胞 ,群体

细胞形态呈一致 ,细胞皱缩 ,染色很深 ,常见

的处于分裂期的癌细胞减少 ,多见胞质突起

和圆形的固缩细胞 ,核仁数目减少 ,染色质凝

聚 (图版 I - 3) 。

经 HMBA 处理后 ,B GC2823 细胞出现

了细胞体积增大 ,细胞形态较为一致等明显

变化。细胞趋于铺展 , H E 染色较为均匀 ,细

胞核较小 ,形状较为规则 ,核仁数量减少 (图

版 I - 5) 。

5μg ·mL - 1 姜黄素 + 30μg ·mL - 1

BPO21组合处理的 B GC2823 细胞形态变化

(图版 I - 4) 类似于 BPO21 处理细胞 ;而经

HMBA + BPO21 组合处理的 B GC2823 细胞

形态 (图版 I - 6) 变化与对照组细胞较为相

似。

2. 2 　透射电镜观察

透射电子显微镜观察结果显示 ,对照组

B GC2823 细胞体积较小 ,形状不规则 ,核质

比例大。细胞核较大 ,形态不规则 ,核膜向核

内有不同程度的凹陷 ,核内有大小不一多个

核仁 ,还可见核仁内大小不一的核仁小泡。

细胞核内异染色质多 ,除核膜内缘较多外 ,还

有一些呈团块地散在分布。在细胞质内 ,线

粒体体积小 ,形状不规则 ,常可见呈深色负

染 ,有些还呈空泡化 ,线粒体嵴数量较少 ,基

质的电子密度也不均匀。高尔基体少见 ,体

积较小 ,高尔基囊数目少排列不规则 ,极性不

明显 ,高尔基囊腔有明显的膨胀现象 ,甚至呈

泡状化。粗糙内质网不发达 ,数量少 ,长度相

对较短 ,呈散在分布。细胞质多聚核糖体较

多 ,游离核糖体较少。有些细胞还有少量的

分泌颗粒 ,溶酶体少见 ,细胞表面还有较多的

微绒毛突起 (图版 II - 1、2) 。

经过 40μg ·mL - 1 BPO21 处理后的

B GC2823 细胞的超微结构均产生了明显的

变化。主要表现为细胞体积变小 ,细胞形态

较为一致 ;细胞核内的异染色质块增多 ,一些

较大的团块边聚 ,使核内出现了透明区域 ,有

些细胞可见明显的致密核和核残体 ;细胞质

变得较为致密 ,细胞膜皱缩但完整 ,有小泡形

成 ,基质的电子密度增高 ,细胞质体积缩小 ,

细胞器数目减少 ,线粒体空泡化明显 ,内质网

网腔扩大 ,但都可辨认 ;透射电镜下可见体积

小、数目多的凋亡小体 (图版 II - 3、4) 。

经 10μg ·mL - 1姜黄素处理的 B GC2823

细胞超微结构变化类似于 BPO21 处理细胞。

主要表现为体积变小 ,形态一致 ;核内的异染

色质增多 ,异染色质团块边聚 ,使核内出现了

透明区域 ,可见明显的致密核 ;细胞质缩小而

电子密度增高 ,细胞膜皱缩但完整 ,有小泡形

成 ,细胞器数目减少 ,线粒体肿胀明显 ,内质

网网腔扩大 ;可见凋亡小体 (图版 II - 5、6) 。

经 HMBA 处理后 ,B GC2823 细胞体积

变大 ,核质比例减小。细胞核形状较为规则 ,

核内异染色质团块减少而常染色质增多 ,核

仁数目减少 ,核仁体积变小 ;细胞质内线粒体

结构较为典型 ,嵴丰富 ,粗糙内质网较为丰

富 ,多聚核糖体较少 ,游离核糖体较多 (图版

II - 9、10) 。

经姜黄素 + BPO21 组合处理的 B GC2
823 细胞形态超微结构变化 (图版 II - 7、8)

类似于 BPO21 处理细胞 ; 而经 HMBA +

BPO21 组合处理的 B GC2823 细胞形态超微

结构 (图版 II - 9、10)则与对照组细胞较为相

似。

3 　讨论

细胞凋亡具有不同于其它细胞的典型形

态与超微结构特征 ,因而观察细胞形态与超

微结构变化是鉴定细胞凋亡最重要的依据之

一[ 7 ] 。凋亡细胞主要表现为细胞体积变小 ;

细胞核内的染色质块增多 ,异染色质团块边

聚 ;细胞质变得较为致密 ,细胞膜皱缩但完

整 ,有小泡形成 ,基质的电子密度增高 ,线粒

体空泡化明显 ,内质网网腔扩大 ;出现凋亡小

·8·

Chin J M ar D rugs , 2007 October ,V ol . 26 N o. 5 中国海洋药物杂志 2007 年 10 月第 26 卷第 5 期



体等形态与超微结构特征。前人[8～10 ] 在胃

癌等不同肿瘤细胞凋亡的研究中 ,均以这一

系列形态与超微结构变化作为鉴定细胞凋亡

的依据。

本研究的光镜与透射电镜观察结果显

示 ,B GC2823 细胞形态不规则 ,核质比较大 ;

核内常见多个核仁 ,异染色质多 ;细胞质内细

胞器体积小而数量少 ,线粒体嵴较少而基质

的电子密度不均匀 ;高尔基体囊数目少而排

列不规则 ,囊腔膨胀甚至呈泡状化 ;粗糙内质

网不发达 ;溶酶体少见 ,细胞表面还有较多的

微绒毛突起。这些形态与超微结构具有典型

的肿瘤细胞恶性表型特征。而经 BPO21 处

理的 B GC2823 细胞则细胞体积变小、细胞核

内异染色质增多 ,异染色质团块边聚 ;细胞质

变得较为致密 ,胞膜皱缩但完整并有小泡形

成 ,基质的电子密度增高 ,线粒体空泡化 ,内

质网网腔扩大 ;并可见体积小、数目多的凋亡

小体等凋亡细胞的形态与超微结构典型特

征。

经凋亡诱导物姜黄素处理的 B GC2823

细胞形态学特征变化与 BPO21 处理细胞相

似。而经分化诱导物 HMBA 处理后细胞出

现了细胞体积变大 ,常染色质增多 ,细胞质内

线粒体嵴丰富 ,游离核糖体较多等特征 ,明显

不同于 BPO21 单独处理组。由此显示

BPO21对胃癌细胞的效应不同于肿瘤细胞诱

导分化物 HMBA ,而与姜黄素相似 ,即 BPO2
1 对胃癌细胞凋亡具有显著的诱导作用。

经过 BPO21 与姜黄素组合处理的 B GC2
823 细胞也出现了趋向凋亡的形态与超微结

构改变 ,且作用效果更为明显。HMBA 与

BPO21 组合处理的 B GC2823 细胞的形态特

征类似于对照组 B GC2823 细胞而不同于分

化诱导物 HMBA 单独处理组。BPO21 与姜

黄素联合处理使胃癌细胞向凋亡的方向发展

且作用效果具有加成作用 ,以及 BPO21 与

HMBA 组合不能促使细胞分化的现象更进

一步证实了 BPO21 对胃癌细胞的生物学效

应是一种细胞凋亡作用。

姜黄素是一种已知典型的凋亡诱导

物[ 11 ,12 ] ,在肿瘤细胞凋亡研究中得到广泛应

用。前人有关应用姜黄素、三氧化二砷[ 13 ] 、

顺铂[14 ] 、52氟尿嘧啶[15 ]等凋亡诱导物对人胃

癌 B GC2823、M Gc8023、SGC27901、白血病

HL260 等肿瘤细胞凋亡的研究中 ,均报道细

胞发生了异染色质增多 ,异染色质团块边聚

使核内出现了透明区域 ,可见明显的致密核 ;

细胞膜皱缩但完整 ,基质的电子密度增高 ,细

胞质体积缩小 ,细胞器数目减少 ,线粒体肿胀

明显 ,内质网网腔扩大 ;可见凋亡小体等变

化。这与本文应用 BPO21 处理 B GC2823 细

胞的形态与超微结构变化特征完全一致 ,这

更进一步印证了 BPO21 对人胃癌细胞的细

胞凋亡作用。

本文观察结果提示了牡蛎天然活性肽

BPO21 对人胃腺癌 B GC2823 细胞的生物学

效应 ,并进一步证实 BPO21 对人胃癌凋亡具

有显著的诱导作用。因此 ,进一步的深入研

究工作不仅对于 BPO21 在抗肿瘤方面的应

用 ,同时对于海洋动物天然活性肽的研究均

具有重要意义。
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图版 Ⅰ:1. B GC2823 ;2. 40μg ·mL - 1BPO21 处理的 B GC2823 ;3. 10μg ·mL - 1姜黄素单独处理组细胞 ;

4. 5μg ·mL - 1姜黄素 + 30μg ·mL - 1BPO21 组合处理的 B GC2823 细胞 5. HMBA 处理后 B GC2823 ;

6. 3 mmol ·L - 1 HMBA + 30μg ·mL - 1BPO21 处理的 B GC2823 细胞
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图版 Ⅱ: (N :核 ;Nu :核仁 ;Mi :线粒体 ; ER :内质网 ;)

1～2 : BGC2823 细胞 ;3～4 : 40μg ·mL - 1处理的 BGC2823 细胞 ;5～6 :10μg ·mL - 1姜黄素单独处理组细胞 ;

7～8 :5μg ·mL - 1姜黄素 + 30μg ·mL - 1BPO21 组合处理的 BGC2823 细胞 ;

9～10 : HMBA 处理后BGC2823 细胞 ;11～12 :3 mmol ·L - 1 HMBA + 30μg ·mL - 1 BPO21 处理的BGC2823 细胞
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