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抗氧化剂 Isoverbascoside对 MGC80-3细胞
抗氧化酶活性和癌基因表达的影响

¹
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摘要　以苔酚蓝拒染法、核黄素-NBT 还原法、DTNB 还原法及 RNA 斑点杂交分析法分别对经

不同浓度 Isov erbascoside( Isov )处理的 M GC 80-3细胞的生长速率、II 期抗氧化酶(超氧化物歧化酶、

谷胱甘肽过氧化物酶和过氧化氢酶 )活性和 N-ras、C-myc及 p53基因表达作了检测. 结果显示:经 Isov

处理后, 细胞生长明显受抑; II 期抗氧化酶活性较处理前明显上升; 癌基因 N-ras、C-myc的表达较处理

前下降, 而抑癌基因p53表达上升. 表明 I so v 的抑癌作用与诱导 II期抗氧化酶活性升高和癌基因表达

改变有关.
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近年研究发现一些抗氧化剂具有抑制癌细胞生长的作用
[ 1]
. 我们的前期研究也证实中草药

马先蒿( P edicularis striata)中提取的天然抗氧化剂 Isoverbasco side( Isov)具有抑制人早幼粒白

血病株 HL-60和人胃腺癌 MGC80-3 细胞生长的作用
[ 2, 3] . 本文以 MGC80-3细胞为材料, 研究

Isov 对其胞内 II 期抗氧化酶活性及 p53、N-ras和 C-myc基因表达的影响, 以期为阐明 Isov 的

抑癌作用机理提供依据.

1　材料与方法

1. 1　细胞及试剂

细胞株及培养条件: 人胃腺癌细胞 MGC80-3株由厦门大学抗癌研究中心保存, 培养条件同

文献[ 3] .

试剂和仪器: 氯化硝基四唑氮蓝( NBT)、5, 5′-二硫对硝基苯甲酸( DT NB)、还原型谷胱甘肽

( GSH)、甲硫氨酸、核黄素、蛋白酶 K、鲑精 DNA 均为 Sigma 公司产品, p53、N-ras及 C-myc cD-

NA 探针购自北京天象人公司,地高辛 DNA 标记检测试剂盒购自 Boehringer Mannhein公司,

硝酸纤维膜为 Amershan 产品, Isov 及其配制同文献[ 3] , 其余均为国产分析纯试剂. 吸光值均

以 DU 640紫外/可见分光光度计( BECKMAN 公司)测定.

1. 2　药物处理及细胞收集

Isov 处理方法同文献[ 3]报道. 苔酚蓝拒染法同时计数活及死亡细胞. 药物处理组及对照

组细胞经胰酶消化后 800 g 离心 10 min 收集, 0. 1 mol/ L、pH7. 4 PB洗涤两遍, 0. 5 mL PB 重悬
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细胞并置于冰浴中超声破碎, 10 000 g 离心 20 m in 收集上清, Low ry 法
[ 4]
测蛋白浓度后以 PB将

各样品调至相同蛋白浓度备测定酶活性. 实验均重复 3次, 取平均值. 酶活性均以 unit / mg 表

示.

1. 3　超氧化物歧化酶( SOD) 活性测定

核黄素-NBT 还原法 [ 5]测定.

1. 4　谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-Px )活性测定

DT NB还原法 [ 5]测定.

1. 5　过氧化氢酶( CAT )活性测定

紫外吸收法[ 6]测定.

1. 6　RNA 斑点杂交分析

探针标记及 RNA 斑点杂交均按前文报道[ 7] .

2　结　果
2. 1　Iso v 对 MGC80-3细胞增殖的影响

由图1A 结果可见, 活细胞计数显示 Isov 对 MGC80-3细胞生长有明显抑制作用,并具药物

浓度和处理时间依赖关系. 死亡细胞计数结果(见图 1B)显示在 5～20 mol / L 范围内, Isov 对

MGC80-3细胞生长的抑制作用并非来自细胞毒杀伤作用.

　　　图 1　I so v 对 MGC80-3 细胞生长( A )及死亡( B)的影响

-●-5 Lmol/ L Isov　　　 -□- 10 Lmol/ L Isov

-■-20 Lmo l/ L I so v　　　-○-30 Lmo l/ L I so v

-◆-对照组

　　　Fig . 1　Effect of I so v on cell gr ow th( A ) and cell death( B) o f MGC80-3

2. 2　Iso v 对 MGC80-3细胞 SOD、GSH-Px 及CAT 酶活性的影响

结果见图 2.经 10和 20 Lmol/ L 终浓度的 Isov 处理后 MGC80-3细胞的 SOD、GSH-Px 及

CAT 酶活性均有上升, 且在处理时间内酶活性随着 Isov 浓度提高和处理时间延长而提高.
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图 2　 Isov 对 MGC80-3 细胞 SOD、GSH-Px 和

CAT 酶活性的影响

a. 对照组 b. 10 Lmol/ L c. 20 Lmo l/ L

* 与对照组比有显著差异( p< 0. 05)

* * 与对照组比有极显著差异( p< 0. 005)

F ig . 2　Effect of I so v on SOD, GSH-Px and CAT

enzyme activity o f MGC80-3

2. 3　Iso v 对 MGC80-3细胞 p53、N-ras及 C-myc基因表达的影响

MGC80-3细胞经 20 Lmol/ L Isov 处理 2 、8 、24 、48 h 后,每组再分别以的 1×104、5×104

及 1×105个细胞点膜. 膜经处理后分别与 p53、N-ras 及 C-myc 探针进行杂交, 结果见图 3. 显

示抑癌基因 p53在 Isov 处理后转录表达加强, 24 h 达高峰, 48 h 有所下降. 癌基因 C-myc 和 N-

ras在 Isov 处理后转录水平均下降; C-myc 的表达在 Isov 处理 2 h 后即有明显下降, N-ras 则在

处理 8 h 后显著下调.

3　讨　论
近年的研究成果显示活性氧自由基 ( ROS )是维持肿瘤细胞增殖及恶性表 型的必需成

分
[ 1, 8]

. ROS 是氧分子还原成水时产生的许多活性中间体的统称, 包括超氧阴离子自由基

(
.
O2

-
)、羟自由基(

.
OH)、过氧化氢( H2O 2 )等, 有证据表明 ROS 在胞内可能作为第二信使起转导

生长信号的作用 [ 1, 8] , 并认为抗氧化剂的抑癌作用可能与其清除 ROS 的性质有关[ 1, 9] . 本文所采

用的 Isov 是从中草药马先蒿中提取的多酚类天然产物,已被证实具有清除超氧阴离子自由基( .

O2-)的作用
[ 9]
, 并具有抑制 HL-60及 MGC80-3细胞生长作用

[ 2, 3]
. 本文的实验结果进一步显

示:在 5～20 Lmol/ L 范围内, Iso v 对 MGC80-3细胞生长的抑制作用与细胞毒杀伤作用无关;

当 Isov 浓度为 30 Lmo l/ L 时死亡细胞显著增高, 光镜观察可见坏死细胞与凋亡细胞并存, 但
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　图 3　Isov 对 MGC80-3 细胞 p53( A )、N-

ras( B)及 C-myc( C)基因表达的影响

　F ig . 3　Effect o f Iso v on p53( A ) , N-ra s

( B) and C-myc ( C ) g ene expres-

sion on MGC80-3cells

DNA 电泳未能显示出梯形带(结果未显示) .

　　有报道表明从绿茶中提取的多酚类抗氧化剂茶多

酚可诱导癌细胞内抗氧化酶活性升高 [ 10] . 我们的结果

也显示: 经 Isov 处理 MGC80-3 细胞 24 h 及 72 h 后,

SOD 酶、GSH-Px 酶、CAT 酶活性均上升. 细胞内的抗

氧化体系主要由 SOD、GSH-Px、CAT 等具有清除ROS

及过氧化物的酶和生物活性物质组成,癌细胞的抗氧

化酶活性低下, 致使胞内 ROS 积累, 形成促进细胞增

殖的微环境 [ 1, 8] . 已有报道表明[ 11] , 诱导转染的 Mn-

SOD 表达, 可显著抑制癌细胞的恶性增殖. 因此诱导

提高癌细胞内抗氧化酶活性, 消除 ROS 的积累, 促使

细胞增殖减缓, 可能也是抗氧化剂抑制癌细胞生长的

作用途经之一.

C-myc 作为早期反应基因及核转录因子, 其表达

下降常与细胞下调增殖相关基因及启动分化相关基因

表达相关[ 12] . N-ras基因表达产物是细胞内 ras生长信

号转导通道的起点, 其表达下降可引起该信号通道所

调控的基因表达改变
[ 13]

, 作用可能比 C-myc 更广泛及

持久. p53 基因作为抑癌基因, 是细胞周期、生长分化

及细胞凋亡调控的关键点, 并被认为是一种分化因子,

其表达上调是细胞生长速率放慢及走向分化的信号[ 14] . 对 Isov 处理的 MGC80-3细胞 C-myc、

N-ras 及p53基因转录产物所作的检测结果表明 Isov 可下调 C-myc和 N-ras基因的表达及上调

p53基因表达, 提示在 20 Lmol/ L 浓度以下的 Iso v 的抑癌效应可能主要来自诱导分化途经,有

关工作尚待进一步研究.
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Abstract　The grow th of MGC80-3 cell w as inhibited after t reatment w ith dif fer ent

concentrat ion of Isoverbascoside f rom one to six day s, respect ively. T he act ivities of II phase

ant iox idant enzymes( SOD, GSH-Px and CAT ) w ere up induced while MGC80-3 cell w as t reat-

ed w ith 10 Lmol/ L and 20 Lmol/ L Isoverbasco side from tw o to six day s. Also, the N-ras and

C-myc oncogenes w ere regulated down and the p53 gene was regulated up, which w as detected

by in situ N orthern hybridizat ion, after t reating MGC80-3 cell w ith same procedure. These re-

sults suggest that the inhibit ion ef fect on Isoverbascoside on cancer cells may be associated w ith

the induce effects on II phase ant iox idant enzymes and its ef fects on the oncogenes' t ranscrip-

tion regulation.

Key words　MGC80-3, Iso verbascoside, Ant iox idant enzymes, Oncogenes
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