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摘要 :采用硫酸铵沉淀、有机溶剂分离、Sephadex G225分子筛层析等实验方法 ,从文蛤肉中提取了一

种低分子量的多肽 ,命名为 Mer2. 本文以溴化二苯偶氮盐 (MTT)法检测 Mer2对体外培养的癌细胞

的抑制作用. 结果表明 Mer2对体外培养的人肝癌细胞株 (HepG2 )、宫颈癌细胞株 (Hela)、胆管癌细

胞株 (QBC939)、肺癌细胞株 ( SPC2A21和 LTEP2a22)的生长均有很强的抑制作用 ,且抑制效果随着

Mer2含量的增高和处理时间的延长而增强 ,证明 Mer2具有广谱的抗癌活性. 其中 Mer2对人肝癌

HepG2 细胞株抑制作用最为显著 ,光学显微镜观察经 Mer2细胞培养液处理后的细胞形态发生明显

的改变 ,流式细胞仪实验的结果表明处理后的细胞周期发生明显的改变 ,并在 G0 /G1 期前出现凋

亡峰.
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癌症又称恶性肿瘤 ,是严重危害人类健康的一类疾病 ,现有的抗肿瘤药物对多数肿瘤的治疗具有一定疗

效 ,但都不可避免地伴随着效率低、选择性差、毒副作用大等诸多弊端. 因此 ,从自然界中筛选出高效、低毒副

作用的抗癌天然活性成分 ,已成为抗癌新药物研究的热点. 由于海洋物种资源丰富 ,各国学者已从多种海洋

生物中分离和鉴定出了多种具有抗肿瘤活性的天然物质 [ 1 ]
. 从海洋生物及其代谢产物中筛选和提取具有抗

癌活性的天然物质成为抗肿瘤新药物的重要来源. 本实验选取的海洋生物文蛤 (M eretrix m eretrix)是一种营

养丰富的海洋软体动物. 它具有清热利湿、化痰、散结的功效 ,对肿瘤细胞有明显的抑制作用 ,还具有降血糖、

降血脂、抗衰老、抗突变和抗艾滋等多种生理功能 [ 2 - 8 ]
. 其药用价值已受到越来越广泛地关注. 文蛤肽是我们

实验室提取出来的一种低分子量的多肽 ,实验已经证明其对肝癌和胃癌细胞有明显的抑制作用 ,并对与癌细

胞生长发育有关的 SOD酶、碱性磷酸酶有激活作用 ,对酪氨酸酶和 N2乙酰 2β2D2氨基葡萄糖苷酶有明显的抑

制作用 [ 9 - 10 ] . 本文在此基础上对文蛤多肽的抗癌机理进行了更深一步的研究 ,为阐明文蛤多肽抗癌作用机

理 ,以及对文蛤药用价值的进一步开发提供理论依据.

1　材料与方法
1. 1　材料

文蛤 (M eretrix m eretrix)购于厦门同安养殖场. 人肝癌细胞株 (HepG2 )、宫颈癌细胞株 (Hela)和肺癌细胞

株 ( SPC2A21和 LTEP2a22)均购自上海细胞研究所细胞库 ,由厦门大学生命科学学院细胞生物学实验室培养

传代. 胆管癌细胞株 (QBC939)是第三军医大学王曙光教授赠送 ,由本实验室培养传代. RPM I21640培养基和

DMEM培养基为 Gibco公司产品 ,小牛血清为 Hyclone公司产品.

1. 2　文蛤多肽的分离提取

文蛤多肽的分离纯化方法参照文献 [ 9 ] ,经过硫酸铵沉淀、有机溶剂抽提、Sephadex G225分离等步骤 ,从
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文蛤肉中分离提取文蛤多肽命名为 Mer2.

1. 3　细胞培养

QBC939、SPC2A21、LTEP2a22细胞培养在 RPM I21640培养液中 [含 10% (V /V )小牛血清和 100U /cm3 链

霉素、青霉素 ] , HepG2、Hela细胞培养在 DMEM培养液中 [含 10% (V /V )小牛血清和 100U /cm
3 链霉素、青霉

素 ]. 实验中收集对数生长期细胞以 1. 0 ×105 个 / cm3 的含量接种于细胞培养瓶中 ,在 37℃和 5% (V /V ) CO2

条件下培养过夜后用 Mer2细胞培养液处理.

1. 4　文蛤多肽 Mer2抑癌作用的时效和量效测定

对 MTT法 [ 7 ]加以改进 ,取对数生长期的 HepG2 癌细胞株 ,配制成 1. 0 ×105 个 / cm3 单细胞悬液 ,接种于

96孔培养板 ,每孔接种细胞 100mm
3

,培养约 24h后 ,弃去培养液 ,然后设阴性对照、Mer2组 ,每孔加入新鲜的

培养液 100mm
3
. 阴性对照组补加培养液 100mm

3
. Mer2组每孔加入不同含量的 Mer2培养液 100mm

3
. 以

200mm
3 培养液作为空白调零组 ; Mer2用培养液逐步稀释至终含量分别为 80、40、20、10、5μg/cm

3
,每个含量

设 3个平行孔. 在 37℃和 5% (V /V ) CO2 条件下分别培养 24、48、72h后 ,弃去细胞培养液 ,每孔加 180mm3 新

鲜细胞培养液和 5mg/cm
3

MTT液 20mm
3

,继续培养 4h. 弃细胞培养液 ,加 DMSO溶液 200mm
3

/孔 ,在 37℃下

充分溶解紫色结晶后 ,用 M3550型酶标仪测量 490nm的光密度值. 按下式计算抑制率 :

抑制率 ( % ) =
对照组 OD值 - 实验组 OD值

实验组 OD值
×100

1. 5　Mer2的抗癌瘤谱筛选

按照“1. 4节 ”的方法测定 Mer2对人源性癌细胞株 HepG2、Hela、QBC939、SPC2A21、LTEP2a22生长的抑

制作用. 本实验采用 5个含量 (80、40、20、10、5μg/cm3 ) ,培养时间均为 48h,实验重复 3次.

1. 6　肝癌细胞 HepG2 形态观察

同上法接种细胞于带洁净载玻片的培养皿中 ,培养 24h后 ,用含 20μg/cm
3 的文蛤多肽 Mer2细胞培养

液处理 48h,在光学显微镜下观察其形态并拍照.

1. 7　细胞周期检测

同上法接种细胞于培养瓶中 ,培养 24h后 ,分别更换含量为 10、20、40μg/cm
3的 Mer2培养液 ,培养 24、

48、72h后用 0. 25% (m /V )的胰酶消化制备单细胞悬液 ,以 1 200 r/m in离心 5m in, PBS液洗 1次后加入 70%

(V /V )乙醇固定 , 4℃保存备用 (可保存 1周 ). 待细胞全部固定后再以 PBS液洗涤 2～3次 ,加入 980mm
3

100μg /cm
3的 RNaseA液重悬细胞 , 37℃孵育 20m in;之后加入 20mm

3
P I染液 ( 5mg/cm

3 )在 4℃染色 30m in,

200目绢筛过滤除去成团细胞 ,用流式细胞仪 (Coulter EP ICS XL)测定细胞周期 ,用 Cell F IT软件对所测得的

DNA分布直方图进行细胞周期统计分析.

统计学处理 :所有数据用平均值 ±标准偏差 (X ±SD )表示 ,采用方差分析进行组间比较分析.

2　实验结果
2. 1　文蛤多肽抑制肝癌细胞的时效和量效

实验选用 5个含量梯度 (80、40、20、10、5μg/cm3 )来研究文蛤多肽抑制肝癌细胞 HepG2 的量效关系 ,结果如

图 1所示.可以看出其 24、48、72h的 IC50值分别是 50. 5、18. 2、6. 8μg/cm
3
. 该实验结果表明 ,文蛤多肽 Mer2对

HepG2 有明显的时间和剂量效关系 ,即随着 Mer2作用时间和剂量的增加 ,其抑制作用也明显地增强.

2. 2　Mer2的抗癌瘤谱筛选

抗癌瘤谱实验表明 Mer2对 5种人源性癌细胞株均有不同程度的抑制作用. 实验发现 Mer2对肝癌细胞

株 HepG2、宫颈癌细胞株 Hela和胆管癌细胞株 QBC939生长的抑制较强 ,加药含量为终含量 (20μg/cm3 )时 ,

生长抑制率均已达 51%以上 ,对 2种肺癌细胞株 ( SPC2A21和 LTEP2a22)相对较弱一些. 对 5种人源性瘤株

体外生长抑制作用结果见图 2. 高含量 ( 80μg/cm
3 ) Mer2对人源性癌细胞 HepG2、Hela、QBC939、SPC2A21均

有很强的抑制作用 ,高含量抑制率分别达到了 78. 3%、72. 9%、67. 6%、53. 2%. 对 LTEP2a22细胞株影响最
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弱 ,高含量的抑制率仅为 48. 2%. 故我们选择 HepG2 进行了光学显微镜的形态观察和流式细胞术的细胞周

期实验.

2. 3　细胞形态的变化

在倒置光学显微镜下观察到未经 Mer2液处理的肝癌 HepG2 细胞生长旺盛 ,为上皮样细胞 ,密集成片生

长 ,铺满整个细胞瓶瓶底 ,轮廓较清晰 ,细胞形状因相互拥挤而呈不规则的多边形 ,细胞并未因相互接触而停

止生长. 而经 20μg/cm3 文蛤抗癌多肽 Mer2液处理 48h后的细胞外形变化明显 ,细胞变小变圆 ,贴壁细胞数

量减少 ,出现了单个细胞的悬浮生长 ,细胞的集落化程度降低 ,细胞群体数量显著降低 ,且可出现台盼蓝拒染

的圆形的凋亡小体 (图 3) [ 11 ]
. 光镜结果表明 ,Mer2能有效地抑制癌细胞的生长 ,并能改变人肝癌 HepG2 细

胞形态学特征.

2. 4　细胞周期的变化

利用流式细胞仪检测文蛤活性多肽

Mer2对人肝癌 HepG2 细胞周期分布的

影响. 与对照组相比 , 经不同含量的

Mer2细胞培养溶液分别处理不同时间

后 ,人肝癌 HepG2 细胞周期分布的变化

结果汇总于表 1. 结果显示 , HepG2 细胞

经含 10μg/cm
3

Mer2细胞培养溶液分别

处理 24、48、72h后 ,随着作用时间的延

长 ,亚 G1 峰增高、增宽 ,出现了明显的凋

亡峰 ,凋亡率从 2183%分别上升为 5.

49%、1119%、1211% ;经含 20μg/cm
3

Mer2细胞培养溶液分别处理 24、48、72h后 ,随着作用时间的延长 , G0 /

G1 期细胞比例明显减少 ,由原来的 71. 7%分别下降为 66. 2%、55. 5%、4410% ,亚 G1 峰增高、增宽 ,出现明

显的凋亡峰 ,凋亡率从 2. 83%分别上升为 6. 36%、13. 4%、21. 4% ;经含 40μg /cm
3

Mer2细胞培养溶液分别

处理 24、48、72h后 ,随着作用时间的延长 ,亚 G1 峰增高、增宽 ,出现明显的凋亡峰 ,凋亡率从 2183%分别上

升为 9. 15%、18. 2%、38. 5%. 这表明随着 Mer2溶液作用含量的增高和作用时间的延长 ,人肝癌 HepG2 细胞

周期发生明显变化 ,细胞凋亡率也随着增大 ,但细胞周期未出现明显阻滞现象 ,可见 Mer2对癌细胞生长的抑

制可能是通过诱导细胞凋亡而发挥作用的.
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表 1　M e r2对肝癌细胞 Hep G2 细胞周期的影响

Tab. 1　Effect ofMer2 on cell cycle of liver cancer HepG2 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 )
48 2. 8 ±1. 5 71. 7 ±1. 7 7. 5 ±1. 1 18. 1 ±1. 2

10

24 5. 5 ±1. 1 64. 0 ±1. 5 17. 3 ±1. 7 13. 6 ±1. 4

48 11. 9 ±1. 9 62. 2 ±2. 3 15. 3 ±4. 5 11. 0 ±2. 5

72 12. 1 ±1. 2 66. 5 ±3. 5 8. 8 ±3. 7 12. 7 ±5. 0

20

24 6. 4 ±1. 7 66. 2 ±3. 3 14. 9 ±4. 2 12. 5 ±2. 2

48 13. 4 ±1. 3 55. 5 ±4. 3 20. 7 ±2. 3 10. 7 ±3. 1

72 21. 4 ±2. 5 44. 0 ±3. 7 19. 2 ±3. 5 15. 7 ±4. 5

40

24 9. 2 ±1. 6 49. 7 ±5. 0 12. 8 ±2. 4 28. 8 ±2. 9

48 18. 2 ±1. 5 57. 8 ±3. 2 14. 2 ±3. 6 10. 1 ±3. 1

72 38. 5 ±2. 4 36. 0 ±4. 1 16. 8 ±2. 2 9. 43 ±4. 2

3　讨论
文蛤主要产于沿海一带 ,其经济价值高、营养丰富、肉质鲜美 ,是滩涂养殖的主要贝类之一. 文蛤提取物

能提高机体免疫 ,抑制肿瘤细胞的生长 [ 12 ]
. 对哮喘、慢性气管炎、甲状腺肿大、淋巴结核等病也有明显疗效.

文蛤多肽 Mer2为本实验室提取的具有抗癌活性的多肽物质. 本文系统地报道了文蛤多肽 Mer2对多种肿瘤

细胞增殖的抑制效果. 实验结果表明 ,文蛤多肽 Mer2能对肝癌 HepG2、子宫颈癌 Hela细胞、胆管癌 QBC939

细胞和肺癌细胞 ( SPC2A21、LTEP2a22)等多种癌细胞产生抑制作用 ,抑制效应存在着显著的剂量依赖关系和

时间依赖关系 ,其抑制作用随 Mer2含量的升高及时间的延长而增强. 光学显微镜观察结果显示 ,经不同含量

的 Mer2溶液作用后的肝癌 HepG2 细胞均出现体积变小、细胞贴壁能力下降 ,许多细胞脱落呈悬浮状态 (存

活或死亡 ) ,细胞集落生长特性明显降低 ,呈单个生长 ,并出现台盼蓝拒染的圆形小体 ———凋亡小体. 这与用

牡蛎和姜黄素等处理肿瘤细胞后的形态学改变一致 [ 13 - 14 ]
. 流式细胞测定结果表明 ,细胞周期出现凋亡峰 ,部

分细胞发生了凋亡 ,由此推测 Mer2可能是通过引起细胞的凋亡 ,进而实现其对癌细胞增殖的抑制作用. 这些

结果充分表明 ,文蛤多肽 Mer2能有效地抑制体外培养的癌细胞的增殖 ,具有较好的抗癌效果和广谱性. 为

此 ,更深入地研究文蛤多肽 Mer2抗肿瘤作用机理 ,对于文蛤低分子活性肽在癌症防治中的应用及海洋天然

抗癌活性物质的研究均具有重要的意义.
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Antitumo r activity of pep tide from Me re trix m e re trix in vitro
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Ab s trac t: An anti2cancer pep tide was purified from M ercenaria (M eretrix m eretrix ) by methods of fragmentation,

organic p recip itation and column chromatogram ( Sephadex G225). Finally, the anticancer pep tide was obtained and

named asMer2. The antitumor activity and stability ofMer2 were p relim inarily determ ined byMTT method in vitro.

It shows thatMer2 inhibited significantly the growth of human cancer cells including HepG2 , HeLa, QBC939, SPC2
A21 and LTEP2a22 in a dose2dependent manner in vitro, and had a more remarkable inhibitory effect on liver cancer

cell strain HepG2. The cell morphology of HepG2 treated by the pep tide Mer2 was changed distinctly under the LM

and the p roliferation of HepG2 cells through induced2apop tosis was changed clearly showed by flow cytometry.

Key wo rd s: marine biology; cell;M eretrix m eretrix pep tide; antitumor;MTT colorimetry; apop tosis
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