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摘要: 探讨 Ex foliazone对肝癌细胞 H epG2 增殖及凋亡的影响.采用细胞培养技术, 用不同浓度的药物在一定的时间内

处理细胞株,应用 MT T 比色法检测 Exfo liazone对 H epG2细胞体外生长的抑制作用; 4 , 6 二脒基 2 苯基吲哚( DAPI)荧

光染料染色,显示凋亡细胞形态; 用Western Blo tting 检测聚腺苷二磷酸核糖聚合酶( PARP )蛋白的表达; Annex in V / P I

双染检测 Exfo liazone对 H epG2 细胞凋亡的影响. Ex foliazone可抑制 H epG2细胞的生长, 并呈现剂量和时间的抑制, 在

药物处理 24、48和 72 h 后,半数细胞抑制浓度 ( I C50 )分别为 35、16 和 8 mo l/ L .进一步研究表明, Exfo liazone 可诱导

PARP 切割,细胞出现核质浓集和凋亡小体等典型的凋亡形态学特征, Annex in V / P I 染色证实 Ex fo liazone 能诱导

HepG2 细胞凋亡,并且以早期凋亡为主. Ex foliazone 可能通过诱导 H epG2 细胞凋亡抑制癌细胞的生长.

关键词:海洋药物; Exfo liazone;肝癌; 凋亡

中图分类号: R 963 文献标识码: A 文章编号: 0438 0479( 2010) 03 0423 05

肝癌是我国一种常见的恶性肿瘤, 目前除了少数

早期的小肝癌可以通过手术的办法进行治疗外,绝大

部分的肝癌患者将死于肿瘤的快速恶化 [ 1] .因此,人们

积极寻找新的能够降低肝癌死亡率的方法.

细胞凋亡与肿瘤的发生、发展密切相关, 是现今肿

瘤分子生物学研究的热点问题之一 [ 2] . 细胞凋亡是细

胞自身调节的主动性死亡过程,不引起炎症反应, 机体

不会因此发生不良反应, 因而利用细胞凋亡原理寻找

新的抗癌药物是肿瘤治疗研究的一个重要领域[ 3] .

目前,天然抗肿瘤药物的研制和开发受到国内外

学者们的极大关注, 而海洋生物资源在天然药物资源

中是保留最完整,来源最丰富,最具有抗肿瘤新药开发

潜力的领域[ 4] .生物碱是中草药及海洋生物中抗肿瘤

的主要活性成分,从海洋生物中发现了多种生物碱在

体外或动物实验中显示了很好的抗肿瘤活性,其中不

少都具有临床应用的前景[ 5 6] . 本研究报道的 Ex folia

zone(图 1)是从海洋生物中提取的一种生物碱, Shin

suke等
[ 7]
的研究表明, Exfoliazone对鼠肝细胞系具有

促生长作用, 但未见其对癌细胞作用的报道. 本文以

HepG2 细胞为体外模型, 研究 Ex fo liazone 对肝癌细

胞增殖抑制及其诱导该细胞凋亡的能力, 以求为肝癌

的治疗寻求新的有效方法、策略,提供基础研究资料.

图 1 Exfo liazone的化学结构

F ig. 1 Chemical str ucture o f Ex fo liazone

1 材 料

1. 1 细胞株

人肝癌细胞株 HepG2来源于美国 A TCC( Amer

ican Type Culture Co llect ion) .

1. 2 药品与试剂

Exfoliazone为北京大学医学部林文翰教授的实

验室分离和鉴定;四甲基偶氮唑蓝( M TT )、4 , 6二脒

基 2苯基吲哚( DAPI)、紫杉醇( T axol)为 Sigma公司

产品; DMEM 培养基为 H yclone 公司产品; 小牛血清

为杭州四季青生物工程材料研究所产品; 聚腺苷二磷



酸核糖聚合酶( PARP)抗体和 GAPDH 抗体购自San

ta Cruz公司;山羊抗鼠二抗和 ECL 均购自 Pirece 公

司; Annex in V FITC Apoptosis Detect ion 试剂盒购

自 BD公司.

1. 3 仪器设备

CO 2 培养箱( Thermo) ;冷冻及常温离心机( Beck

man) ; Model 3550酶标仪( T hermo ) ; Pow erPac200电

泳仪( BIO RAD) ; 荧光显微镜( Zeiss) ; Epics Alt ra 流

式细胞仪( Backman Coulter) .

2 方 法

2. 1 细胞培养

HepG2细胞采用含 10% (体积比 )小牛血清的

DMEM 培养基 , 含 100 U / mL 链霉素和青霉素, 置

于 37  含 5% (体积比) CO 2 的细胞培养箱中培养.

2. 2 凋亡细胞形态观察

HepG2细胞传代至 24孔板中, 每孔 2 ! 104 个细

胞,加 0. 5 mL 培养基, 24 h 后更换含 Ex fo liazone 无

血清新鲜培养基,药物终浓度为 30 mo l/ L ,继续培养

24 h, 吸去培养基,进行 PBS 洗涤. 细胞经 0. 04 g/ mL

多聚甲醛固定 10 m in, PBS 洗 3 次, 加入 50 g/ mL

DAPI 避光染色 10 min, 在荧光显微镜下观察并分析

细胞凋亡情况.

2. 3 MT T 检测

HepG2细胞以 1 ! 104 /孔接种于 96 孔板 , 5%

(体积比) CO 2、37  条件下培养 24 h后, 加入浓度

为 1、10、20、30 和 40 mol/ L 的 Ex foliazone, 以溶

剂 DMSO 作为对照组, 每组均设置 6 个复孔. 药物

分别处理 24、48和 72 h后, 加 MT T 液( 5 mg/ mL,

20 L/孔 ) , 孵育 4 h后加 DMSO( 150 L/孔) , 振荡

5 min,显色 . 用酶标仪在波长 490 nm 下读取吸光

度,采用公式: 细胞生存率= (实验组吸光度平均

值/对照组吸光度平均值) ! 100% , 计算细胞生存

率.

2. 4 Western Blo tt ing 分析

HepG2 细胞用蛋白裂解液 ( 50 mmo l/ L Tris

Hcl , pH 7. 4; 150 mmol / L NaCl; 5 mmo l/ L EDT A;

1% ( 体积比 ) NP 4 0 ; 0. 005 g / mL 脱氧胆酸钠 ;

0. 001 g / mL SDS)冰上裂解 30 m in, 12 000 r/ m in离

心 15 min, 取上清液,酶标仪 570 nm 进行蛋白浓度定

量后置- 20  备用. 灌制 0. 08 g/ mL SDS 聚丙烯酰

胺凝胶,蛋白质 100  变性 10 min, 常规电泳分离蛋

白质,转移到 PVDF 膜上, 经脱脂奶粉封闭 1 h, 加

PARP一抗 4  孵育过夜, T BST 洗涤 3 次, 每次 10

min, 加二抗,室温孵育 1 h, TBST 洗涤 3 次, ECL 孵

育 2 min, X 片压片和显影.图像以 BIO RAD图像分

析系统分析, 用目的蛋白条带的平均光强度值与

GAPDH 条带的平均光强度值的比值表示该蛋白表达

的相对强度.

2. 5 流式细胞仪细胞凋亡分析

HepG2 细胞用 1、10 或 20 mol/ L Exfoliazone

处理 24 h, 以 100 nmol/ L 紫杉醇( T axol )为阳性对

照, Annex in V/ PI染色,采用流式细胞仪分析结果.

3 结 果

3. 1 Exfoliazone对 HepG2 细胞生长的抑制作

用

为了研究 Exfoliazone 是否对肝癌细胞的生长

具有抑制作用, 我们用不同浓度的 Ex fo liazone处理

HepG2细胞, 结果表明, Ex foliazone 可显著抑制

HepG2细胞的生长, 这种作用呈现剂量依赖性和时

间依赖性的关系(图 2) , 在药物处理 24、48和 72 h

后,半数抑制浓度 ( I C50 )分别为 35、16 和 8 mo l/

L.

图 2 Exfo liazone对 H epG2 细胞生长的抑制作用

F ig. 2 Ex foliazone induces g rowth inhibition of H epG2

3. 2 Exfoliazone诱导细胞凋亡的形态变化

HepG2 细胞经 30 mol/ L Ex fo liazone 处理 24

h, 用 DAPI 观察细胞核形态,结果表明, 对照组细胞界

限清晰,胞浆丰富,细胞核呈圆形或椭圆形,饱满, 染色

质均匀分布, 而Ex foliazone处理后, 细胞核变圆、缩
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图 3 DAPI染色观察 Ex foliazone处理 24 h 后 H epG2细胞核的形态变化

Fig . 3 DAPI staining for analysis of Ex foliazone induced apoptosis of HepG2 cells after 24 h tr eatment

图 4 Ex foliazone诱导 H epG2细胞 PARP 蛋白切割

A. Western Blott ing分析; B. PARP 活化蛋白表达的半定量分析

Fig . 4 Exfo liazone induces PARP cleavage in HepG2 cells

小,染色质浓缩呈斑块状, 呈现典型的凋亡形态学特

征, 初步说明了Ex fo liazone能够诱导HepG 2细胞凋

亡(图 3) .

3. 3 Exfoliazone对 HepG2细胞 PARP蛋白表

达的影响

PARP 广泛存在于真核细胞内,是一种高度保守

的核酶,分子质量为 116 ku, 在细胞中以非活性形式

存在.在存在 DNA 链缺口或游离 DNA 末端时被激

活,以尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸( NAD
+
)为底物,对蛋

白进行翻译后修饰, 即聚腺苷二磷酸化作用( PAR) ,

以 Act ive PARP 形式存在,被认为是细胞程序死亡的

一个早期分子标志. H epG2 细胞经 5、10和 20 mol/

L Exfoliazone分别处理24 h后, Act iv e PARP 的表达

增加,半定量分析表明, 这种作用呈剂量依赖关系(图

4) .

3. 4 Exfoliazone对 HepG2细胞凋亡的影响

我们进一步采用 Annexin V/ PI双染检测 Ex fo li

azone 对 HepG2 细胞凋亡的影响. 流式 Annexin V

FIT C/ PI双参数图(图 5) ,早期凋亡细胞位于右下象

限( FITC+ / PI- ) , 晚期凋亡细胞位于右上象限

( FIT C
+
/ PI

+
) ,左下象限为活细胞( F IT C

-
/ P I

-
) , 左

上象限为坏死细胞( FITC
-
/ PI

+
) . 紫杉醇( Taxo l)是

治疗肿瘤的药物,常见其诱导肝癌细胞凋亡的报道[ 8] ,

本研究以紫杉醇为阳性对照. 结果表明, 用 100 nmol/

L 的紫杉醇处理HepG2细胞24 h,可引起大量细胞死

亡,细胞的早期凋亡率和晚期凋亡率分别为 42. 4%和

15. 9%.而用 Exfoliazone处理 HepG2细胞,细胞主要

表现为早期凋亡, 并且呈明显的剂量依赖关系,用 1、

10和 20 mol/ L 分别处理细胞 24 h后, 细胞的早期

凋亡率分别为 1. 1%、10%和 44. 2%,而晚期凋亡率则

分别为 3. 4%、4. 9%和 9. 7% , 坏死细胞几乎检测不

到,这表明 Ex foliazone能够诱导 HepG2细胞凋亡,而

不是坏死.

4 讨 论

细胞凋亡是一种由基因调控的细胞主动性、程序
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图 5 Annex in V / P I双染检测 Ex foliazone对 H epG2 细胞凋亡的影响

Fig . 5 Annex inV/ PI staining for analysis of Ex foliazone induced apoptosis of H epG2 cells

性死亡的过程, 是机体保持组织细胞平衡的一种重要

机制[ 3] .细胞凋亡功能的抑制与肿瘤的发生发展有密

切关系,恢复肿瘤细胞的凋亡调控机制可有效抑制肿

瘤的生长,业已证明,目前大多数抗肿瘤药物都可诱导

敏感肿瘤细胞凋亡, 并且其效能与肿瘤细胞在药物诱

导下发生细胞凋亡的内在活性有关
[ 2]
.因而,利用细胞

凋亡原理寻找新的抗癌药物是肿瘤治疗研究的一个重

要方向.

当前,肝癌已成为严重威胁我国人民健康的头号

敌人,迄今,手术切除治疗仍是肝癌的主要治疗方法,

临床上仍缺乏有效的治疗药物, 我国肝癌的死亡率居

高不下[ 1] .因而, 寻找新的肝癌治疗方法已迫在眉睫.

在本研究中, 我们利用体外培养的肝癌细胞 HepG2,

从海洋天然产物中寻找和筛选能够诱导 HepG2凋亡

的化合物, 以发现潜在抗肝癌药物. 我们报道的 Ex fo l

iazone是从海洋生物中分离的一种生物碱, 能够显著

抑制 HepG2 细胞体外生长, 诱导 PARP 切割, 并使

HepG2细胞出现核质浓集和凋亡小体等典型的凋亡

形态学特征.另外, Annexin V/ PI双染检测进一步证

明了 Ex fo liazone 能诱导 HepG2细胞凋亡, 而不是坏

死.据此, Ex foliazone可能通过诱导 HepG2细胞的凋

亡,从而抑制癌细胞的生长.

细胞凋亡调控机制非常复杂, 至少涉及两套系统,

一是通过细胞膜死亡受体,即由肿瘤坏死因子相关凋

亡诱导配体 ( T NF related apoptosis inducing lig and,

TRAIL)的受体所引发的[ 9] , 另一个是通过调控线粒

体 Bcl 2家族的表达及功能所引发的 [ 10] .尤其是,激活

线粒体死亡途径是许多化学药物的重要机制,我们最

近的研究表明, 某些天然和合成的药物可诱导核受体

如 Nur 77[ 11]出核,通过作用于线粒体而诱导癌细胞的

死亡.我们将在后续的研究中, 继续探讨 Exfoliazone

及其类似物诱导肝癌细胞死亡是否也通过这种分子机

制,为发展特异性的抗肝癌药物奠定基础.
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Exfoliazone Inhibits the Growth of HepG2

Cells by Inducing Apoptosis
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Abstract: This study is to investigate the anti pr oliferat ion effect o f Ex foliazone on liver cancer cell line HepG2 by inducing apopto

sis. The test o f anti pro lifer ation effect w as perfo rmed by MT T assay, apoptot ic cells w ere identified by DAPI staining and Annex

inV / PI staining. The expression o f the poly ADP r ibose polymerase protein and its activ ated fragment w ere detected by West ern Blot

t ing assays. Ex foliazone t reatment significantly inhibited the gr ow th of HepG2 cells in a t ime and do se dependent manner. The IC50

for Ex foliazone was about 35, 16 and 8 mol/ L after tr eatment fo r 24, 48 and 72 h, respect ively. Exfo liazone tr eatment could gr eatly

induce apopto sis o f HepG2 as indicat ed by DAPI st aining, PARP cleavage and AnnexinV / PI staining. Exfo liazone inhibits the gr ow th

of H epG2 cells by inducing apoptosis.

Key words: marine drug; Ex fo liazone; liver cancer; apoptosis
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