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摘要 :我们已从文蛤肉中提取得到 1种具有抗癌活性的多肽 ,命名为 Mer2. 本文报道 Mer2对体外培

养的肺癌 A549细胞的生物学效应. 采用溴化二苯偶氮盐 (MTT)法检测 Mer2对肺癌 A549细胞的

抑制效果 ,并应用细胞形态观察法、Hoechst荧光染色和流式细胞术等方法 ,探讨了 Mer2对细胞形

态、细胞周期的影响. 结果表明 ,Mer2对体外培养的肺癌 A549细胞的生长有较强的抑制作用 ,对作

用含量和时间均具有一定的依赖性. Mer2使细胞形态发生明显变化 ,明显地出现凋亡峰 ,但并没有

出现明显细胞周期阻滞现象. 这表明文蛤多肽可能通过诱导细胞凋亡从而抑制癌细胞的生长.
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目前 ,我国城市和农村肺癌的发病率一直持续上升 ,肺癌以其高发病率、高转移率、高致死率 ,已成为危

害人们身体健康最主要的疾病之一. 肺癌的常规治疗包括 :手术治疗、放射治疗、药物化疗、免疫治疗等 ,但其

治疗效果没有显著地提高. 其中主要原因是肺癌生物学特性十分复杂且恶性程度高 , 80%的肺癌患者在确诊

时已属晚期. 此外 ,越来越多的证据表明 ,肿瘤生长的主要原因不是肿瘤细胞大量增殖 ,而是凋亡抑制蛋白或

肿瘤促进蛋白 (例如 Bcl22蛋白 )等延长了已转化细胞生存期限的结果 [ 1 ]
. 因此 ,利用药物有效诱导细胞凋亡

是治疗肺癌的必选措施之一. 目前临床常用肺癌化疗药物具有毒副作用较大等缺点 ,因此 ,开发毒副作用小

且能够有效启动肺癌细胞凋亡信号传导途径的药物是目前应解决的问题. 本实验室已从文蛤中提取得到了

1种具有抗癌活性的多肽 ,发现它在体外对人胃癌 BGC2823细胞、人肝癌 SMMC27721细胞均有显著的抑制

作用 ,并能激活与癌细胞生长发育有关的 SOD酶、碱性磷酸酶 ,能明显地抑制酪氨酸酶和 N2乙酰 2β2D2氨基

葡萄糖苷酶的活力 [ 2 - 4 ]
. 目前 ,尚未见有关文蛤多肽对人肺癌效应的研究报道. 本文研究了文蛤 (M eretrix

m eretrix)多肽对体外培养的人肺癌 A549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 ,为

其在抗肺癌药物中的应用提供理论依据.

1　材料与方法
1. 1　材料

文蛤 (M eretrix m eretrix)购于厦门大学白城市场 ,肺癌 A549细胞株购自上海细胞研究所细胞库. RPM I2
1640细胞培养基购自 Gibco公司 ,小牛血清购自 Hyclone公司.

1. 2　文蛤多肽的制备

文蛤多肽的提取方法参照文献 [ 5 ] ,从文蛤体内分离提取得到文蛤多肽 Mer2.

1. 3　细胞培养

细胞培养方法参照文献 [ 3 ].

1. 4　MTT法检测 Mer2对肺癌 A549细胞的抑制作用

参照文献 [ 3 ]的方法 ,将对数生长期的 A549细胞以 1 ×104 个 / cm3 的密度分别接种于 96孔板中 ,每孔
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200mm
3

,在 37℃条件下培养 24h. 加入不同含量的 Mer2溶液 ,继续培养至一定时间后 ,每孔加入 20mm
3 含量

为 5mg/cm3 的 MTT溶液 ,在 37℃条件下放置 4h. 然后 ,加入 150mm3 DMSO溶液 ,在 37℃下充分溶解后测定

OD570nm值. 实验重复 3次 ,取平均值. 按下式计算抑制率 :

抑制率 ( % ) = [ (OD对照 - OD实验 ) /OD对照 ] ×100

1. 5　肺癌 A549细胞形态观察

以 1. 5 ×10
4 个 / cm

3 的细胞密度 ,接种对数生长期的 A549细胞于培养皿中. 培养 24h后 ,以不同含量的

Mer2溶液处理. 对照组则以相应体积的 PBS溶液处理 , 48h后在光学显微镜下观察细胞.

1. 6　Hoechst染色

接种对数生长期的 A549细胞于带洁净盖玻片的六孔板内. 培养 24h后 ,分别加入含量为 10、20、30

μg/cm
3的 Mer2溶液. 处理至预定时间后 ,用 PBS溶液洗涤. 加入少量固定液 (甲醇 ∶冰乙酸 = 3∶1) ,固定

15m in. 经 PBS溶液洗涤后 ,滴加 10μg /cm
3

Hoechst 33258液 ,在室温孵育 10m in,滴加少量甘油 ,于荧光显微

镜下观察并拍照. 实验重复 3次.

1. 7　测定细胞生长曲线

以 5 ×10
4 个 / cm

3 的细胞密度接种细胞于培养瓶中 , 24h后加入 Mer2溶液. 隔日换上新鲜培养液 ,其中

处理组中的新鲜培养液含有相应含量的 Mer2溶液. 加药处理后 7d内每天分别取 3瓶对照组和处理组细胞 ,

应用苔盼蓝染色法进行细胞计数 ,取平均值.

1. 8　细胞周期检测

以 1 ×10
5 个 / cm

3 的细胞密度将对数生长期细胞接种于一批培养瓶中. 24h后分别加入 10、30μg/cm
3 的

Mer2溶液 ,同时以加入同体积的 PBS溶液作为对照. 培养一定时间后获取细胞 ,用 PBS溶液洗涤. 加入 70%

(V /V )冷乙醇固定后重新收集细胞 ,用 PBS溶液洗去固定液. 加入含量为 100μg /cm
3 的 RNase A溶液 1cm

3
,

在 37℃下放置 30m in. 然后 ,加入 P I染液 ,使其终含量为 50μg/cm3 ,在 4℃下放置 30m in,经 300目绢筛过滤.

用流式细胞仪测定细胞周期 ,采用 Cell F IT软件统计分析.

2　实验结果
2. 1　Mer2对肺癌 A549细胞的抑制作用

当 Mer2的含量分别为 10、20、30、40、50、60μg/cm3 时 ,不同含量的 Mer2对肺癌 A549细胞不同时间后

的增殖抑制率 ( % )见图 1. 结果表明作用时间为 48h时 ,当 Mer2的含量为 40μg /cm3 ,其对肺癌 A549细胞的

抑制率便超过了 50% ;而当 Mer2的含量为 60μg/cm
3

,抑制率达到 79. 73% ;当 Mer2的含量为 60μg/cm
3

,分

别作用 24、48、72h后 ,对细胞的抑制率分别为 44. 61%、79. 73%、91. 98%. 可以看出 Mer2对肺癌 A549细胞
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的抑制作用具有一定的时间依赖性 ,其抑制强度对 Mer2的含量也存在着一定的依赖性. 当 Mer2含量升高和

作用时间延长时 , A549细胞的存活率显著下降 ( p < 0. 05).

2. 2　细胞形态的变化

我们通过倒置光学显微镜对肺癌 A549细胞形态进行了观察 ,实验结果表明 Mer2对 A549细胞有一定

的杀伤作用 (图 2). 在未给药组 ,细胞形态完整 ,大小均匀 ,轮廓清晰 ,生长旺盛 ,均为贴壁生长 ,细胞之间没

有接触抑制现象 ,说明细胞状态很健康. 而经含量为 30μg/cm
3的 Mer2溶液处理 48h后 ,可以发现 A549细胞

形态明显发生改变 ,细胞体积减小 ,出现变圆、皱缩等现象 ,细胞数量急剧减少 ,视野中几乎没有活细胞存在.

光镜结果表明肺癌 A549细胞能被 Mer2有效地抑制生长 ,并且形态发生明显变化.

图 2　Mer2对肺癌 A549细胞形态的影响 (48h, ×100)

Fig. 2　Morphology change of lung adenocarcinoma A549 cells treated with Mer2

A:对照组 , B:Mer2含量为 30μg/cm3

2. 3　Hoechst染色细胞形态的观察

我们采用 DNA特异结合染料 Hoechst 33258,在荧光显微镜下观察了肺癌 A549细胞经含量为 30μg/cm
3

的 Mer2溶液处理 48h后细胞核的变化 ,用于鉴定细胞是否发生凋亡 ,结果如图 3所示. 经 Hoechst 33258染

色后 ,未经 Mer2处理的对照组细胞呈弥散均匀的蓝色荧光 ,没有观察到染色质凝聚的现象. 而经 Mer2处理

的细胞核染色质浓缩、凝聚 ,密度升高 ,细胞核被致密浓染 ,出现发白的颜色 ,提示细胞死亡经历了凋亡的

过程.

图 3　Mer2对肺癌 A549细胞核染色质形态变化的影响 (48h, ×400)

Fig. 3　Morphology change of lung adenocarcinoma A549 cells treated with Mer2

A:对照组 , B:Mer2含量为 30μg/cm3

2. 4　肺癌 A549细胞生长曲线的测定

细胞生长曲线检测结果如图 4所示. 未经 Mer2处理的对照组细胞呈现指数增长 ,以较快速度生长 ,当接

种细胞数为 5 ×10
4 个 / cm

3 时 ,到第 7天 ,细胞数目扩大了 25. 55倍 ,增长至 127. 75 ×10
4 个 / cm

3
. 当 Mer2的

含量为 30μg/cm
3 时 ,肺癌 A549细胞生长状态受到明显的抑制 ( p < 0. 05) ,实验组的细胞数明显低于同一时
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间点的对照组细胞数 ,到第 7天时 ,细胞数增长至 40. 50 ×10
4 个 / cm

3
. 这一结果说明 Mer2对肺癌 A549细胞

生长有显著的抑制作用.

2. 5　细胞周期的检测结果

肺癌 A549细胞经 Mer2作用后 , G1 期前出现亚二倍体峰即凋亡峰 ,且明显高于对照组 (表 1). 与对照组相

比 ,当 Mer2含量为 10μg/cm3 和作用时间分别为 24、48、72h时 ,随着处理时间的延长 , G0 /G1 期细胞减少 ,其占

比从原来的 68. 2%分别降至 59. 4%、45. 8%、37. 0% ( p < 0. 05) ;亚 G1 峰的峰面积逐渐增加 ,凋亡率从 7. 76%分

别上升至 18. 0%、25. 5%、28. 5% ( p < 0. 05).当 Mer2含量为 30μg/cm3 和作用时间分别为 24、48、72h时 , G0 /G1

期细胞占比也随着处理时间的延长而降低 ,由对照组的 68. 2%分别降至 45. 9%、21. 9%、14. 0%;凋亡率也不断

提高 ,由对照组的 7. 76%分别上升至 21. 7%、6215%、75. 0% ( p < 0. 05).这表明肺癌 A549细胞经 Mer2作用后 ,

周期发生了明显变化 ,当 Mer2的含量增高和作用时间延长时 ,细胞凋亡率也不断增高 ,但并没有出现明显的细

胞周期阻滞现象.这表明 Mer2可能通过诱导细胞凋亡从而抑制癌细胞的生长.

表 1　M e r2对肺癌 A549细胞周期的影响

Tab. 1　Effect of Mer2 on the cell cycle of lung adenocarcinoma A549 cells

Mer2含量 /μg·cm - 3 作用时间 / h
细胞周期 /%

亚 G1 期 G1 /G0 S G2 /M

0 (对照组 ) 48 7. 76 ±1. 5 68. 2 ±1. 3 12. 0 ±1. 5 10. 8 ±1. 8

10

24 18. 0 ±2. 3 59. 4 ±2. 3 10. 3 ±2. 6 11. 2 ±3. 5

48 25. 5 ±1. 5 45. 8 ±3. 6 17. 7 ±3. 4 10. 1 ±3. 6

72 28. 5 ±5. 3 37. 0 ±4. 8 11. 2 ±3. 5 13. 8 ±2. 6

30

24 21. 7 ±1. 5 45. 9 ±1. 8 10. 3 ±1. 9 21. 6 ±2. 5

48 62. 5 ±3. 6 21. 9 ±4. 5 4. 94 ±4. 2 9. 48 ±4. 5

72 75. 0 ±5. 2 14. 0 ±5. 1 5. 63 ±4. 5 5. 06 ±4. 9

3　讨论
细胞凋亡能够维持组织恒定性 ,在细胞生理调控上起着很重要的作用. 细胞凋亡在正常细胞分裂情况下

能除去损伤、分裂不完全及老化的细胞 ,免疫过程中能清除活化参与免疫反应的淋巴细胞. 同时 ,细胞凋亡也

会清除不正常增生细胞及突变的细胞 ,以对抗肿瘤的形成 [ 6 ]
. 细胞凋亡现象与肿瘤的发生、发展与消退关系

密切 ,诱导癌细胞走向凋亡对于癌症的预防及治疗具有非常重要的意义. 诱导肿瘤细胞凋亡已成为寻找抗肿
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瘤药物的新靶点和评价疗效的一项新指标. 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

的药物成为当今研究的热点之一.

我们实验室已有的实验结果表明 ,经含量为 10μg/cm
3 的文蛤活性肽 (Mer2)作用 48h后 , BGC2823细胞

数量减少 ,细胞生长抑制率达 50%. SMMC27721细胞经含量为 5μg/cm
3 的文蛤活性肽处理后 ,细胞生长缓

慢 ,倍增时间延长 ,细胞生长抑制率达 89. 4% ,细胞生长周期也发生变化 ,出现凋亡峰 ,凋亡率为 22. 3% ;且

这 2种细胞的形态和结构均出现明显改变. 本文研究结果表明 ,Mer2对肺癌 A549细胞具有较好的抑制作

用 ,并且该抑制作用具有一定的时间依赖性 ,对 Mer2的含量也存在着一定的依赖性. Mer2对 A549细胞抑制

作用随着含量的增加和作用时间的延长而不断地增强. 生长曲线测定结果显示 ,Mer2能明显地减缓体外培

养的 A549细胞的生长. 光学显微镜、Hoechst荧光染色和流式细胞术等的研究结果也表明 ,经 Mer2处理后

的肺癌 A549细胞的体积变小 ,出现变圆、皱缩等现象 ,细胞数量急剧减少 ,视野中几乎没有活细胞存在 ,经

Hoechst染色时其核染色质浓缩、凝聚 ,密度升高 ,细胞核被致密浓染 ,呈现发白的颜色 ,出现凋亡特征. 流式

细胞术的检测发现了凋亡峰 ,说明部分 A549细胞已发生了凋亡 ,但是未出现明显的细胞周期阻滞现象. 这

说明 Mer2对癌细胞的抑制作用具有一定的广谱性 ,能诱导细胞凋亡. 推测 Mer2可能是通过诱导细胞的凋

亡 ,从而对癌细胞的增殖产生抑制作用. 这些结果为进一步研究文蛤活性多肽抗肿瘤的作用机理奠定了基

础 ,也为文蛤活性多肽的开发应用提供了重要依据.
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Ab s trac t: An anticancer pep tide named as mer2 was purified from M eretrix m eretrix. In this paper, we investigated

its biological effect on the lung adenocarcinoma A549 cells. The effect of Mer2 on the growth of A549 cells was

detected by MTT assay, and the morphology and the cell2cycle of cells were detected by op tical m icroscope, Hoechst

staining and flow cytometry. The results showed that Mer2 inhibited the growth of A549 cells in a dose2and time2
dependent manner and cellmorphology changed distinctly, showing an obvious apop totsis p roperties. It indicated that

the inhibitory effect of the pep tide on cells had a relationship with the cell apop totsis.
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