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摘要: 研究了文蛤多肽对体外培养的人肝癌 SMMC-7721 细胞的抑制作用, 结果表明, 经 5. 0 Lg / mL 文蛤多肽处理的

体外培养的人肝癌细胞( SMMC-7721)生长缓慢,倍增时间延长, 细胞生长抑制率达 89. 4% ;处理后的癌细胞形态发生明

显改变,处于 G 0/ G1 期的细胞明显增多,而 S 期和 M 期细胞减少, 出现明显的凋亡峰,凋亡率为 22. 3% . 实验结果表明,

文蛤多肽能有效地抑制体外培养肝癌细胞的增殖活动, 可通过改变肝癌细胞的形态及细胞周期而明显抑制细胞的增殖.
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  从海洋生物中寻找和研究具有抗肿瘤活性的天然

物质是目前海洋生物活性物质开发的一个重要领域,

也是抗癌药物研究的重要热点. 寻找能选择性地诱导

癌细胞凋亡、干预癌细胞信号传导、调控细胞增殖和分

化活动的低分子肿瘤抑制物是其中的重要方向
[ 1- 2]

.

海洋软体动物文蛤( M eretr ix mer etr ix Linnaeus)肉

质鲜美, 营养丰富,具有极高的药用价值[ 3] . 不仅我国

的众多医学专著中都记载有文蛤抗癌的功能,现代生

物学和医学的许多研究也表明文蛤中存在具有抗癌活

性的低分子物质 [ 4- 5] . 20世纪 60年代, Schmeer 等人

从文蛤抽提物中初步分离到一种对黑色素瘤小鼠和

Hela 细胞均有较强抑制作用的物质,他将这一活性物

质称为/ 蛤素0, 并指出该物质可能是分子量小于

10 000的多肽类物质 ) ) ) 糖肽或小分子的核蛋白[ 6] .

前人的报道主要集中在对文蛤初提物的研究上,对其

中的活性成分及其作用机制缺乏进一步的探讨.我们

从文蛤体内分离提取了分子量为 3 147 u的质谱单一

纯小分子多肽, 并发现它对体外培养的人胃癌细胞

BGC-823有较强的抑制作用
[ 7]
. 本文研究了该多肽对

体外培养的人肝癌 SMMC-7721 细胞增殖的抑制作

用,以期初步探讨文蛤多肽抗癌的作用机理.

1  材料与方法

1. 1  材  料
文蛤于 7、8月份在厦门大学白城市场购得.人肝

癌 SMMC-7721细胞株购自上海细胞所, 由厦门大学

生命科学学院细胞生物学实验室培养传代, RPMI-

1640培养基为 Invit rog en公司产品,新生牛血清为杭

州四季青生物工程材料有限公司产品.

1. 2  文蛤多肽的分离提取
提取方法参照文献[ 8] ,应用有机溶剂抽提、Seph-

adex G-25、HPLC等方法, 从文蛤体内分离提取文蛤

多肽.

1. 3  细胞培养和文蛤多肽的处理
SMMC-7721细胞培养在含 10%小牛血清和适量

青霉素、链霉素以及卡那霉素 RPM I-1640培养液中.

实验中收集对数生长期细胞以 1. 5 @ 10
4
细胞/ mL 的

浓度接种于培养瓶, 5% CO2、37 e 条件下培养 24 h后

用文蛤多肽处理.经分离纯化冻干的文蛤多肽溶解于

PBS液中配制成浓度为 100 Lg/ mL 的母液,并以培养

液配制成不同浓度的作用液.实验组细胞弃旧培养液

后换上含有文蛤多肽的培养液, 对照组细胞同时换上

不含文蛤多肽的新鲜培养液, 连续培养后备用.

1. 4  文蛤多肽抑制肝癌细胞的浓度效应测定
采用 Methyl T hiazoly ltet razo lium( MT T 法)测定

了文蛤多肽对体外培养的人肝癌 SMMC-7721的细胞

毒性.把培养好的肝癌 SMMC-7721细胞用完全培养

基制成单细胞悬浮液,血球计数板计数,按 1 @ 104 个/

mL 接种 200 LL 于 96孔平底细胞培养板, 置 CO 2 培



养箱中, 37 e 培养 1 d 后加入经完全培养基稀释的样

品液,继续培养 2 d 后取出, 每孔加入 5 mg/ mL 的

MT T 溶液(溶于 PBS) 10 LL, 37 e 反应 4 h,加入 200

LL DMSO溶液, 37 e 充分溶解后, 用酶标仪( M 3550

型)测量吸光度,测量波长为 570 nm.按下式计算抑制

率:

抑制率=
对照组 OD 值- 实验组 OD 值

对照组OD 值
@ 100%

抑制强度以抑制率为 50%时的样品浓度( I C50 )表示.

以上实验重复 3次, 取平均值绘制浓度效应图.

1. 5  肝癌细胞生长曲线测定
将传代培养 3 d的 SMMC-7721细胞以 1. 5 @ 104

细胞/ mL 接种于一批 10 mL 培养瓶中, 培养 24 h 后

分别以 5. 0 Lg/ mL 的文蛤多肽作用液处理.实验处理

1~ 7 d, 每隔 1 d从实验组和对照组各取 3 瓶细胞,用

苔盼蓝拒染法进行活细胞计数取平均值. 以上实验重

复 3次,取平均值绘制生长曲线.

1. 6  肝癌细胞形态及显微结构观察
同上法接种细胞于带洁净载玻片的培养皿中, 24

h后以 5. 0 Lg/ mL 的文蛤多肽作用液处理, 48 h后光

学显微镜下观察拍照. 将载玻片用 PBS 洗涤 2次, 经

2. 5% 戊二醛固定及系列乙醇脱水后, 在扫描电镜

( H it iach S-520)下观察细胞显微结构的改变.

1. 7  细胞周期检测
同上法接种细胞于一批 10 mL 培养瓶中, 24 h后

分别以 5. 0 Lg/ mL 的文蛤多肽作用液处理, 48 h后按

常规消化制备单细胞悬液, 1 500 r/ min 离心 5 min,

PBS洗 2次后加入- 20 e 预冷的 70% 乙醇固定, 4 e
过夜.次日再次以 PBS洗涤2~ 3次, 加入 0. 5 mL 100

Lg/ mL RNase A重悬细胞, 37 e 温育 20 min,之后加

入 PI 染液( 10 mg/ mL) 4 e 染色 30 m in, 350目绢筛过

滤除去成团细胞,在 Coulter EPICS XL 流式细胞仪上

测定细胞周期, 根据所测得的 DNA 分布直方图用

Cell FIT 软件进行细胞周期统计分析.

2  实验结果

2. 1  文蛤多肽抑制肝癌细胞的浓度效应
实验选用了 4个浓度梯度来研究文蛤多肽抑制肝

癌细胞的量效关系, 结果如图 1所示.当浓度为0. 625、

1. 25、2. 5、5. 0、10 Lg/ mL 时, 文蛤多肽对 SMMC-

7721 的抑制率分别达到 4. 9%、11. 8%、22. 3%、

51. 2%和 66. 1%. 该实验结果表明, 文蛤多肽对

SMMC-7721的抑制作用存在显著的剂量效应关系,

其抑制率随浓度的升高而升高. 在极低浓度多肽的作

 图 1  文蛤多肽对肝癌 SMM C-7721细胞生长的影响

a: 文蛤多肽浓度( mg / mL ) ; b: 抑制率( % )

F ig . 1  The influence of the polypept ides f rom M. mer e-

tr ix on the gr ow th of SMMC-7721 cells

 图 2  文蛤多肽对肝癌 SMM C-7721细胞生长的影响

a: 对照组; b: 文蛤多肽处理组

F ig . 2  The influence of the polypept ides f rom M. mer e-

tr ix on the gr ow th of SMMC-7721 cells

用下,癌细胞生长所受到的影响不大,但当文蛤多肽浓

度大于 5 Lg/ mL 时, 对癌细胞的抑制率便超过了

50% . 说明文蛤多肽对体外培养的人肝癌细胞

SMMC-7721的生长具有显著的抑制作用.

2. 2  文蛤多肽对肝癌 SMMC-7721 细胞生长

的影响

以 1. 5 @ 104 细胞/ mL 的密度接种癌细胞, 加入

文蛤多肽后连续处理7 d,苔盼蓝拒染法隔天计数检测

肝癌细胞 SMMC-7721经文蛤多肽处理前后生长曲线

的变化,结果如图 2所示. 对照组癌细胞增殖速度快,

呈现典型的指数增长模式,培养至第 7天,细胞数由原

来的 1. 5 @ 10
4
细胞/ mL 上升至 47. 25 @ 10

4
细胞/
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 图 3 文蛤多肽对人肝癌细胞 SMMC-7721 的形态的影响

a: 肝癌细胞 SMMC-7721; b: 经文蛤多肽处理后的肝癌细胞 SMMC-7721

Fig . 3  The influence o f the polypeptides fr om M. mer etr ix on t he mo rpho lo gy of SMMC-7721 cells

 图 4 文蛤多肽处理前后人肝癌细胞 SMMC-7721 的显微结构变化

a: 肝癌细胞 SMMC-7721; b: 经文蛤多肽处理后的 SMMC-7721

Fig . 4  The influence o f the polypeptides fr om M. mer etr ix on t he micr ostr ucture of SM MC-7721 cells

mL,为原来的 31. 5 倍, 倍增时间为 32. 4 h. 而经 5. 0

Lg/ mL 文蛤多肽处理 7 d后,癌细胞数仅为 5 @ 10
4
细

胞/ mL, 为原来 4. 2倍,倍增时间延长至 76. 8 h,为对

照组的 2. 37倍.和对照组相比, 5. 0 Lg/ mL 文蛤多肽

对 SMMC-7721的生长抑制率高达 89. 4%.

2. 3  细胞形态和显微结构的变化
倒置光学显微镜下观察到的 SMMC-7721细胞具

有人肝癌细胞典型的形态特征, 生长铺满时呈马赛克

状排列,密集区常为多边形扁细胞,而稀疏区细胞则呈

圆形、卵圆形或星形,同时较常见圆形和不规则形癌巨

细胞,细胞间无接触抑制, 多见分裂相细胞, 细胞核大

且不规则, 核内常见多个核仁; 而经 5. 0 Lg / mL 文蛤

多肽处理后的细胞外形变化明显, 呈梭形、三角形或不

规则形等,细胞体积变小, 趋于扁平铺展状态,细胞群

体数量显著稀疏,少见分裂相细胞,出现接触抑制现象

(如图 3 所示) . 显示文蛤多肽能有效改变人肝癌

SMMC-7721细胞形态学特征.

扫描电镜结果如图 4 所示, SMMC-7721 细胞具

有球形、梭形等多种形态, 各类型细胞表面微绒毛丰

富,细胞边缘丝状伪足较多, 片状伪足较少, 其中球形

细胞表面微绒毛相对更为丰富,边缘丝状伪足较长;而

经 5. 0 Lg/ mL 文蛤多肽处理后的细胞大多处于扁平

铺展状态,细胞体积减小, 呈棒状或颗粒状, 表面微绒

毛减少,边缘丝状伪足减少, 片状伪足增多. 表明肝癌

细胞经文蛤多肽作用后表现出了一定的凋亡特征.

2. 4  细胞周期的变化
利用流式细胞术检测文蛤多肽处理前后人肝癌细

胞 SMMC-7721的细胞周期变化,结果如图 5所示.由

图可知, SMMC-7721细胞经 5. 0 Lg/ mL 文蛤多肽处

理 48 h 后, G 0 / G 1 期细胞比例显著增加, 由原来的

49. 9%上升为 64. 1%. 出现明显的凋亡峰, 凋亡率为

22. 3%.而 S 期细胞和 M 期细胞的比例则分别由原来
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 图 5  文蛤多肽 3147对人肝癌 SMMC-7721 细胞周期分布的影响

a: 肝癌细胞 SMMC-7721; b: 经文蛤抗癌活性多肽处理后的 SMMC-7721

A :凋亡细胞; B: G0/ G1 期细胞; C: S 期细胞; D: M 期细胞

F ig . 5  Effect of t he polypeptides from M. meretr ix on the cell cycle distr ibut ion of human hepato ca rcinoma SMMC-

7721 cells

的 12. 6%和 22. 2%降为 7. 74%和 18. 6% ; 表明肝癌

细胞经文蛤多肽作用后细胞周期被明显阻滞于 G0 / G1

期,部分细胞发生凋亡.

3  讨  论

细胞凋亡现象与肿瘤的发生、发展及退化密切相

关,几乎所有的抗肿瘤药物都能诱导敏感肿瘤细胞的

凋亡,应用促进细胞凋亡的方法将是肿瘤治疗的主要

途径之一.因此,寻找能有效诱导凋亡或损伤癌细胞且

对正常细胞没有损害的药物成为现今研究的热点. 另

一方面,细胞持续分裂和不断增殖是癌细胞的重要特

征,考察对癌细胞增殖活动的抑制作用是鉴定外源性

物质抗肿瘤作用的一项主要指标. 有关文蛤的抗癌特

性,早在中国古代的众多医学宝典如5神农本草经6、
5本草纲目6、5卫济宝书6、5伤寒论6、5方脉正宗6等中

就有记载,许多现代医学生物学的研究也表明文蛤能

对延缓肿瘤发展和延长癌症患者生命起到一定的作

用[ 5] , 此外,许多研究报道还指出, 文蛤还有提高双向

免疫调节能力[ 10] 、降糖、降血脂[ 11] 等方面的作用.甚至

有研究发现,从文蛤中提取的一种新型的硫酸化 B-半

乳糖具有抗HIV 的活性
[ 4]
. 虽然 Schmeer早就报道过

文蛤提取物具有抗肿瘤活性,但迄今未见引起国际相

关学者的重视而有后续工作和系统研究报导.国内大

多数的研究还停留在对文蛤初提物的研究上,对其中

的有效成分尤其是多肽及其作用机理尚缺乏深入探

讨.

本文研究结果表明, 文蛤多肽在低浓度下就能对

肝癌细胞 SMMC-7721 的生长产生显著的抑制作用,

当其浓度为 5 Lg / mL 时,对癌细胞的抑制率便达到了

50% .其 I C50 ( 1. 6 Lmol/ L )虽比目前广泛使用的典型

抗癌药物紫杉醇的 I C50 ( 21. 6 nmo l/ L )高[ 12] , 但却远

低于其他的多肽类物质抑制癌细胞的 I C50 ,例如, 多数

抗菌肽在浓度低于 50 Lg / mL 时,对癌细胞几乎没有

作用,以目前已知的典型代表 ) ) ) 生物毒素蝎毒抗癌

多肽为例,其 I C50也达到 26 Lg / mL [ 9] . 生长曲线测定

结果显示,文蛤多肽能明显减缓体外培养的 SMMC-

7721细胞的生长, 延长其倍增时间. 同时急性毒性实

验结果显示,该多肽在最大耐受剂量法的小鼠实验中

表现无毒.这些结果充分表明,文蛤多肽对体外培养的

SMMC-7721细胞具有显著的增殖抑制作用而对正常

机体无毒性反应,从而为文蛤多肽抗肿瘤作用及其机

理的深入研究提供了重要依据, 也为文蛤多肽的开发

应用奠定了坚实基础.

采用光学显微镜、扫描电镜法及流式细胞技术等

方法,我们初步研究了文蛤多肽对体外培养的肝癌细

胞 SMMC-7721细胞的细胞形态、显微结构及其细胞

周期的影响,以期初步探讨文蛤多肽抗癌的分子机理.

结果发现,经文蛤多肽作用后的 SMMC-7721 不仅在

形态学出现了一些凋亡特征的改变, 而且其细胞周期

的正常移行也受到影响, 部分细胞发生了凋亡.结果显
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示,文蛤多肽可能通过引起细胞的凋亡,进而实现了其

对癌细胞的增殖抑制作用.
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Effect of the Polypeptides fromMeretrix meretrix Linnaeus on

Proliferation of Human Hepatocarcinoma SMMC-7721 Cells

LENG Bo, KANG Jin-he, HE Liang, FAN Cheng-cheng, WANG qin, CH EN Qing-xi
*

( Key Lab. o f the M inistry of Education fo r Cell Biolog y and Tumo r Cell Eng ineering, School of L ife Sciences,

Xiamen Universit y, Xiamen 361005, China)

Abstract: A peptide ( named as Mercenene) w as iso lated fr om Meretr ix mer etr ix L innaeu and used to treat the human hepato car-

cinoma SMMC-7721 cells to investigate its effects on their pr oliferat ion, micro st ructur e, and cel-l cy cle. The cell pro lifer ation and the

inhibition r ates w ere determined by cell counting methods and MTT methods, r espectiv ely . The micro structur es o f t he cells w ere ob-

serv ed by scan electron microscope. T he cell cycle was analyzed by flow cy tometr y. It w as found that the SMMC-7721 cells, after it

was tr eat ed by 5. 0Lg/ mL o f M ercenene, g rew slow er than the contr ol, their doubling time were postponed and the inhibito ry rate on

the cell g row th w as determined to be 89. 4% . In the mean time, flow cytomet ry analy sis showed that t he cell pr opor tions in G0 / G 1

phases w ere significantly increased and tho se in the S and M phase w ere decreased markedly . T he apopto sis rate w as up t o 22. 3% .

These r esults indicat that Mercenene can effectively inhibit the pro liferation of the human hepato carcinoma cell line SM MC-7721 in

vitr o and may act as an apoptosis inducer in its ant itumor effects via inducing mo rpho lo gical changes and cell cycle arr est.

Key words: Meretr ix meretr ix L innaeus; polypeptides; hepatocarcinoma SMM C-7721 cells; pro liferation inhibit ion
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