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摘要: 人胃癌 MGC 803 细胞经天然抗氧化剂 Isov erbascoside( 1sov )处理后, 细胞生长和增殖呈现

Iso v 浓度和处理时间依赖性抑制, 群体倍增时间也相应延长; 20 Lm ol/ L Isov 处理可使细胞形态和

超微结构发生正常化变化, 集落形成率受抑;胃癌分化标志酶碱性磷酸酶和乳酸脱氢酶活性均呈时

间依赖性下降, 周期表现为 G1 期阻滞. 表明 Isov 具有诱导 MGC 803 细胞分化的作用,并可能与细

胞周期阻滞有关.
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1soverbascoside( 1sov)是从中草药马先蒿( P edicular is strata)中分离纯化的苯丙素甙类化

合物,具有抗氧化作用[ 1] .我们的前期研究发现 Isov 对人胃腺癌 MGC 803细胞及人早幼粒白

血病HL-60细胞生长及超微结构均有明显影响
[ 2, 3] , 并可上调 MGC 803细胞 p53基因转录表

达和下调N -ras及 c-myc基因的转录表达,推测 Isov 可能具有诱导细胞分化的作用
[ 4] . 本文仍

以 MGC 803细胞为研究对象,着重探讨 Isov 对人胃癌 MGC 803细胞的诱导分化作用,并初

步探讨其作用机制.

1　材料与方法

1. 1　试　剂

RPM I 1640 购自美国 GIBCO 公司, 小牛血清为杭州四季青生物工程公司产品. 苏木色

精、伊红为 F1uka 公司产品, 碱性磷酸酶和乳酸脱氢酶活性检测试剂盒购自上海联阳生物技

术公司,其余均为国产分析纯试剂.
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1. 2　细胞培养及药物处理

按前文报道
[ 4]
.

1. 3　细胞计数及形态观察

常规台盼蓝拒染法计数细胞. 培养于盖玻片上的细胞以 HE染色后光镜观察并随机计数

1 000个细胞中的分裂相细胞,计算分裂指数.透射电镜样品制备及观察按常规方法.

1. 4　软琼脂集落试验

采用双层软琼脂法
[ 5]
, 实验于 24孔细胞培养板孔内进行, 每组 4孔, 继续培养 2～3周后

观察并计数阳性集落数,以细胞数大于 30个为阳性集落.

1. 5　流式细胞仪分析( FACS)

按前文报道 [ 6] .每样品取 1～2×104细胞. 流式细胞仪为 FACSot FCM (美国 BD公司) ,结

果分析软件为 CellFIT Cell-Cycle Analysis Version 2. 01. 2.

1. 6　碱性磷酸酶( AKP) 和乳酸脱氢酶( LDH)活性检测

实验组和对照组细胞的收集按前文报道方法[ 7] .匀浆离心上清的蛋白定量按文献报道方

法[ 8] . AKP 及 LDH 酶活性检测按试剂盒说明书略作如下修改: 酶活性检测程序基本不变, 检

测 AKP 时各试剂及样品加样量均减半,检测 LDH 时各试剂及样品加样量均减为五分之一,

检测反应于回收洗净的 24孔细胞培养板内进行, 反应后按说明书要求于 Backman DU640型

紫外/可见分光光度计(美国)测定光吸收值,并计算酶活性.实验均重复 3次,取平均值作图分

析.

表 1　天然抗氧化剂 Isov 对 MGC 803 细胞平均群体倍增时间的影响

Tab. 1　Effect of natural antio xidant Iso v on average double time of

cell population of MGC 803

Isov 浓度

( Lmo l/ L )

平均细胞群体倍增时间/ h

1 2 3 4 5 6( d) *

0 31. 4 28. 8 29. 5 29. 8 31. 7 33. 3

10 42. 4 36. 6 32. 6 33. 2 35. 6 37. 8

20 35. 4 36. 3 37. 5 36. 6 39. 3 43. 3

30 39. 7 45. 4 41. 8 42. 5 48. 0 49. 9

　　　* : 为 Isov 处理天数

2　结　果
2. 1　 1sov 对 MGC 803

细胞生长和分裂

的影响

以 10 Lmol/ L、20 Lmol/

L 及 30 Lmol/ L Isov 处 理

MGC 803细胞, 计数结果显

示: Isov 对 MGC 803 细胞生

长具有显著抑制作用, 并呈浓

度和处理时间依赖性(图 1) ,细胞平均群体倍增时间也呈相似的依赖性关系;处理至第 6 d, 10

Lmol/ L、20 Lmol/ L 和 30 Lmol/ L Isov 对 MGC 803细胞生长抑制率分别为 27. 7%、51. 3%及

67. 3% ,相应的细胞平均群体倍增时间也由对照组的33. 3 h 延长至37. 8 h、43. 3 h 和49. 9 h.

20 Lmol/ L Isov 处理后,分裂指数计数结果显示:分裂高峰由对照组的第 4 d前移至第 3 d, 分

裂高峰指数值由 47. 1‰降到 27. 7‰(见图 2) ,较对照组下降了 41. 2‰.

2. 2　Isov 对 MGC 803 细胞形态和集落形成率的影响

图 3所示为 MGC 803细胞经处理 6 d后光镜及电镜观察结果.除一些处于分裂阶段和衰

老退化而变圆的细胞, 各群落以及散在MGC 803细胞中,以多边形扁平状上皮样细胞居多,细

胞大小不一, 形状不规则,常见分裂相细胞、巨大癌细胞及多核细胞( 2～3个核) ;核质比大, 胞

质富含多聚核糖体,而粗糙型内质网少而短;线粒体多且呈区域性散乱分布, 常见肿胀、弯曲及
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　图 1　天然抗氧化剂 Isov 对 M GC 803 细胞生长

的影响

◆　 对照组; 　　 ■　 10 Lmol/ L ;

▲　 20 Lmol/ L ; ●　 30 Lmol/ L

　Fig . 1　Effect o f natural antiox idant Isov on cell

g rowth of MGC 803

　图 2　天然抗氧化剂 Isov 对 MGC 803 细胞分裂

指数的影响

◆　 对照组; ▲　 20 Lmol/ L

　Fig . 2　Effect o f natur al antiox idant Isov on cell

mitotic index o f MGC 803

长条形等畸形线粒体, 线粒体嵴少, 基质电子密度较高, 空泡化明显; 核形有卵圆、肾形及蹄形

等不规则核形, 核内异染色质团块较多, 核基质电子密度不均; 核仁数可多达 3～4 个,体积和

形状均不规则. 经 20 Lmol/ L Isov 处理后,细胞趋于铺展, 体积增大, 核质比例下降, 分裂相细

胞、巨大细胞及多核细胞均明显减少;胞内多聚核糖体明显减少,而粗糙型内质网趋于发达;同

时线粒体形状多呈棒状或椭圆形,线粒体嵴数量增多,排列较规则,基质电子密度较均匀,无明

表 2　天然抗氧化剂 Isov 对 MGC 803细胞集落形成的影响

Tab. 2　Effect of natural antiox idant Isov on cloning effic-

iency of MGC 803 cell

组别
克隆数

1 2 3 4*
抑制率

X±SD ( % )

Control 34 29 30 32 31. 3±00

20 Lmol/ L 18 20 23 21 20. 5±00 34. 5

表 3　天然抗氧化剂 Isov 对 MGC 803细胞周期分布的影响

Tab. 3　Effect of natur al antiox idant Isov on 8cycles distri-

bution of MGC 803 cell

组别 处理时间/ d
周期分布/ %

G 0/ G 1 S G 2/ M

Control 0 45. 5 49. 2 5. 4

2 51. 2 43. 2 5. 7

20 Lmol/ L 4 60. 6 30. 0 9. 3

6 66. 0 27. 4 6. 6

显空泡化; 细胞核畸形减少, 趋于圆

整,核内异染色质团块明显减少,基质

电子密度趋于均匀, 核仁数量及体积

均明显减少. 表明经 Isov 处理的

MGC 803 细胞形态趋向正常上皮细

胞形态.

　　在软琼脂上, 未处理MGC 803细

胞可形成集落, 经 20 Lmol/ L Isov 处

理后,细胞的集落形成率明显下降,仅

为对照组的 65. 5% (表 2) .

2. 3　Isov 对 MGC 803细胞周期

的影响

以 20 Lmol/ L Isov 处理 MGC

803细胞, 2 d、4 d 及 6 d 后取样检测

细胞周期分布, 结果见表 3,显示 Isov

以阻滞细胞 G1期为主.从细胞周期分
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对照组　　　　　　　　　　　　　　Isov 处理组

　图 3　Isov 对 MGC 803 细胞形态及超微结构的影响

A: 光镜观察( HE 染色, ×1 000) ; B、C: 透射电镜观察(×10 000)

　Fig . 3　Effects of Isov on morpholog y and ult rastr ucture of MGC 803 cell

布比例来看,经 20 Lmol/ L Isov 处理 6 d, S期细胞比例较对照组下降了 21. 6%, 而 G1期细胞

比例则上升了 20. 5%,差异显著, G 2/ M 细胞百分比则变化不大.

2. 4　Isov 对 MGC 803 细胞AKP 和 LDH 活性的影响

图 4为 AKP 及 LDH 酶活性检测结果.显示: 对照组 MGC 803细胞具有较高的基础 AKP

酶活性,在细胞培养过程酶活性波动不大;经 20 Lmol/ L Isov 处理后, AKP 酶活性明显下降,

且呈随处理时间依赖性持续下降关系,至第 6 d,处理组 AKP 活性降至 97. 2 IU / mg 蛋白, 仅

为对照组 238. 8 IU/ mg 蛋白的 40. 7%(图 4A) . LDH 在 MGC 803细胞中的基础酶活性为 58

～60 IU/ mg 蛋白左右,经 20 Lmol/ L Isov 处理后, LDH 酶活性也呈随处理时间依赖性持续下
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降趋势,至第 6 d, 酶活性较对照组下降了 39. 8% (见图 4B) .

　图 4　天然抗氧化剂 Isov 对 MGC 803 细胞 AKP( A )及 LDH( B)酶活性的影响

a: 对照组; b: 20 Lmol/ L Isov 处理组

　F ig . 4　Effects of natural antioxidant Isov on AKP( A ) and LDH( B) enzyme activity of MGC 803 cell

3　讨　论
恶性增殖是肿瘤细胞的基本特征之一, 因此抑制肿瘤细胞恶性增殖也就成为诱导分化的

前提条件;软琼脂集落形成试验则常用于观察诱导分化剂对癌细胞终末分化的诱导作用.实验

结果表明: Isov 不仅对 MGC 803细胞的生长速率和增殖指数有显著的抑制作用,也能抑制细

胞的软琼脂集落形成率. 细胞形态和超微结构观察表明: 20 Lmol/ L Isov 处理可明显诱导

MGC 803细胞形态和超微结构向正常上皮细胞形态变化(图 3) , 为 Isov 的诱导分化作用提供

了另一有力证据. AKP 酶活性在正常胃粘膜细胞呈阴性反应, 但胃粘膜细胞癌变后常出现

AKP 酶活性;因此, AKP 酶活性的高低可用作胃癌细胞诱导分化的一个指标
[ 9]
. LDH 则是细

胞糖酵解终产物丙酮酸形成乳酸的催化酶,生长旺盛的癌细胞多以糖酵解途径来获取能量;因

此, LDH 活性也较正常细胞高.本文的检测结果显示 MGC 803 细胞的 AKP 和 LDH 在 Isov

处理后均明显下降,由此表明 MGC 803细胞恶性增殖活动受到 Isov 抑制的同时走向分化.

许多文献指出[ 10] : 在细胞周期进程中, G 1→S 期之间存在一个周期转换点(也称限制点

“rest riction point”) ,该点是决定细胞继续进入 S期进行 DNA 复制,或让细胞周期在此终止并

转为 G0 细胞进而走向分化的关键点.本文实验表明: Isov 可使 MGC 803 细胞周期阻滞于 G 1

期,虽然尚不清楚 Isov调控细胞周期的确切机制,但可以肯定 Isov 诱导 MGC 803细胞分化作

用与G 1期阻滞有关.我们在前文报道中已证实 Isov 在上调 MGC 803细胞 p53基因转录表达

的同时可下调 c-myc基因的表达
[ 4] .已知 p53蛋白可直接调控细胞周期抑制基因 p21/ WAFl

的转录而参与对 G 1→S 期转换点的调控; 而作为原癌基因, 高表达的 C-myc蛋白则起到推进

细胞周期、促进细胞增殖和抑制细胞分化的作用 [ 10] .因此上述结果提示:通过诱导 p53基因表

达进而诱导 p21/ WAFl基因转录以及抑制 c-myc基因表达可能是 Isov 调控细胞周期的途径

之一.
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近年报道证实话性氧自由基( ROS)是维持肿瘤细胞恶性增殖的必要成分
[ 11]

. 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、羟自由基、过氧化氢等.

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,而不少化学结构各异的抗

氧化剂具有显著抑制癌细胞生长的作用, 而这些抗氧化剂大多兼具清除 ROS 的功能,因此有

人认为抗氧化剂的抑癌作用可能与其清除 ROS 的性质有关
[ 11, 12] . 本文所采用的 Isov 属多酚

类天然产物,不仅具有清除超氧阴离子自由基的作用 [ 1] , 还可诱导 MGC 803细胞内一些 II 期

抗氧化酶如超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和谷胱甘肽过氧化物酶的活性
[ 4]
,这些酶均为 ROS

的有效清除剂, 提示 Isov 对细胞生长的抑制作用可能与其清除胞内 ROS 作用有关, 但其清除

ROS作用与其诱导 MGC 803细胞恶性表型逆转作用是否相关,尚待进一步研究.
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Differentiation of Human Gastric Cancer MGC 803 Cell

Induced by Natural Antioxidant Isoverbascoside
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2, L I Li
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( 1. Cancer Res. Centr . of L ife Science College, Xiamen Univ. , Xiamen 361005, China;

2. Dept . of Biolog y of L ife Science College, Xiamen Univ . , Xiamen 361005, China)

Abstract : While t reated w ith natural ant iox idant lsoverbascoside ( Isov ) , the growth and

proliferation of human gast ric carcinoma MGC 803 cell w ere markedly inhibited and the average

cell populat ion double t ime w as correspondingly prolonged, w ith dependence on concentration

and treatment t ime of Isov. Compared with control group, the cell morpholog y changed tow ard

normality and cloning eff iciency on sof t-agar w as a1so inhibited w hile t reated w ith 20 Lmol/ L

Isov . As marker enzymes of dif ferent iat ion, the act ivities of alkaline phosphatase ( AKP) and

1actate dehydrogenase ( LDH ) w ere respect ively down regulated, depending on treatment t ime.

Detected by flow cytometer, the cell cycle dist ribut ion show ed G1 arresting . T hese results

suggested that differentiation of MGC 803 cell induced by natural antioxidant Isov and may

associate to cell cycle arresting .
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