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摘 要 用二 色桌片参(材‘ns a m a ri a int erc e
de

n : )酶解液处理转化的 人肛肺

成纤维细 胞(H L F )后
,

细 胞生长受到 显著抑制
,

抑制率达 64
.

84 %
,

光镜下 细胞透光

性加 强
,

铺展较好
,

细胞核形 更为规则
,

核崎形现象减少
; 线拉休结构趋于正常 ;软惊

脂集落实验表明
,

细胞集落形成率由 23 X I『
5

下降至 1 2
.

5 火 10--
5 ,

裸小 鼠致 瘤实验

显示抑瘤率为 82
.

39 %
,

差异显著 (P< 5 % )
。

结果提示
,

二色桌片参酶解液可 能逆转

转化 的 H L F 细胞的恶性表型
,

对其有一 定的诱导分化作用
。

关键词 二色桌片参 转化细胞 成纤维细胞 杭癌效应

中国图书分类号 Q 5 56

海参不 仅营养丰富
,

还含有一些生理活性物质
,

即所谓的功能物质
。

自 60 年代以来
,

各国

对海参的药学价值所做的研究表明
,

海参的药理活性包括抗凝血
、

抗辐射
、

抗病毒
、

降血脂
、

抗

肿瘤
、

抗真菌等川
,

尤其在抗肿瘤方面
,

可使荷瘤小鼠的瘤体缩小
、

体质改善
,

并可抑制癌细胞

的转移
仁乙 3 J 。

二 色桌 片参「M
尸n s a , , : a ri a i, : re , c e d e n s (L a m p a r t ) ]是一种大量存在于福建沿岸的低值海

参
,

其可能存在的药理活性未见文献报道
。

本文工作是利用复合蛋白酶对二色桌片参进行水

解
,

以酶解液处理转化细胞
,

观察了其生物学效应
,

并探讨二色桌片参的可能作用机理
,

试图为

这种海参的开发利用提供理论依据
。

1 材料与方法
1

.

1 材料

1
.

1
.

1 细胞系 人胚肺成纤维细胞 (H L F )
:

购自中国科学院上海细胞生物学研究所细胞库
,

经本实验鉴定为转化细胞
。

1
.

1
.

2 海参酶解液 5 0 09 海参干粉加入 9 IO0c m
3

蒸馏水中
,

加复合蛋 白酶水解
,

经脱腥脱

臭处理
,

并经过高温高压 (7 又 1 04 Pa
,

1 1 O C
,

30 m in) 灭菌
,

在这种条件下蛋 白酶已经完全失活
。

每 lo o c m
’

酶解液合海参干粉 5
.

59
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 试样处理 以海参酶解液为试样
,

为确定较适宜的试样浓度
,

先 以 0
.

1 %一 5 % (V / V )
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的 5 种浓度处理细胞
,

选定细胞能够生长的 l%和 2 %浓度处理 H L F 细胞
。

试样再以 0
.

22 拜m 孔径的微孔滤膜过滤除菌后加入培养液 中
,

配成所需浓度
,

以此培养液

对细胞作连续培养
,

对照组细胞培养液加 2 % (V / V )D
一

H a n k
‘s 液

。

1
.

2
.

2 生长曲线的测定 按文献「4 ]
,

稍做改进
。

H L F 培养 2d 后消化收集细胞
,

制成单细胞悬液
,

用 2 x 1 0 一 ‘

终浓度 (V / V )的苔盘蓝 (
‘

fr y
-

p a n Blu e ,

进 口分装 )染色计算活细胞数后
,

接种于 2 4 孔板
,

每组 1 4 孔
,

每孔 (约 3
.

1 4e m
Z
)含

H L F 细胞 2 x l护 个
,

体积 1。m
,

/孔
,

3d 后换液
,

每天每组取 2 孔消化后用苔盘蓝染色计活细

胞数
,

取其均值绘制生长曲线
。

1
.

2
.

3 形态观察 l) 光镜观察
:

取生长成单层的细胞于倒 置相差显微镜 (DI A PH O T
一

3 00
,

N IK O N
,

JA PA N )下观察并拍照
。

2) 透射电镜观察
:

按常规方法
。

1
.

2
.

4 软琼脂中集落形成率的测定 参考文献 [ 5
,

6〕方法

1
.

2
.

5 裸小鼠异种移植 按文献 [ 7〕方法
。

取 H L F 对照组和 2肠处理组细胞
,

苔盘蓝染色计数活细胞数后以全培液制成 1 0 ,

个 / c m
,

的细胞悬液
,

分别接种于 8 只 4一 5 周龄的 S PF 级 B A L B / c
裸小鼠 (厦门大学抗癌中心实验动

物室提供 )左右后肢皮下
,

每部位接种 5 x 1 0 6

个细胞
,

饲养 6 周后观察结果
。

将癌瘤解剖下来并称重
,

取瘤组织及周围肌肉组织与培养细胞一起做乳酸脱氢酶同工酶

电泳
,

以证实癌瘤与培养细胞同源
。

按下式计算抑瘤率
:

抑瘤率 ~
对照组平均瘤重一 处理组平均瘤重

对照组平均瘤重
火 1 0 0 %

1
.

2
.

6 乳酸脱氢酶同工酶 (L D H )的检测 按文献[ 8〕方法
。

1
.

2
.

7 数据的统计学处理 各组数据 以 t 值检验差异的显著性
,

其中裸 鼠瘤重做配对资料的

t 值检验
。

2 结果
2

.

1 细胞的生长状况

从生长曲线(图 l) 可以看 出
,

细胞经处理后
,

生长受到不 同程度的抑制
。

其中
,

2 %处理组

的抑制作用更为明显
。

2
.

2 细胞的形态观察

2
.

2
.

1 光镜观察 光镜观察表明
,

对照组 H L F

细胞排列紊乱
,

铺展性和透光性差
,

而经海参酶

解液处理后
,

细胞铺展较好
,

排列较有方向性
,

透

光性也 明显加强 (图版 卜 1 )
,

这些特征都提示

H L F 细胞经处理后恶性程度有所下降
。

2
.

2
.

2 电镜观察 在电镜下可 见
,

H LF 细胞核

膜凹陷
,

有多个核仁
,

有的核内有假包涵体
;细胞

质中线粒体结构不完整
; 经处理后

,

细胞核形较

规则
,

核膜 凹陷减少
,

核膜清晰
、

连续
,

线粒体有

的较完整 (图版 I
一

2 )
,

说明该海参酶解液对诱导

这种转化细胞的逆转有一定作用
。

2 00
.

0 2卜~
H LF。

:

对照组
HL F 细胞

80
.

0 2 ~
H L FI

:
1% 浓度

6 0
。

0 2

40
,

0 2

处理组 H L F 细胞

H LFZ
:

2% 浓度
处理组 H LF 细胞

2 0
.

0 2

(,xoz�截界留
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图 I H L F 细胞的生长曲线

F 19
.

1 G r o w th e u r v e o f H LF e e ll
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3 在半固体琼脂中的集落形成效率 从表 2 可看 出
,

H LF 细胞都可在软琼脂 中形成集

落 (图版 l
一

3 )
,

其中 1 %处理组的集落形成率与对照组无显著差异
,

而 2 %处理组则比对照组

小
,

差异极显著 (P < 1 % )
。

表明这种细胞经海参酶解液处理后在软琼脂中形成集落的能力有

所下降
,

即停 泊依赖性有增强
,

提示其恶性程度有所下降
。

表 1 日LF 细胞在软琼脂中形成的集落数及集落形成效率

T a b
.

1 C o lo n y n u m be r a n d e ffie ie n e y o f H L F ee ll fo r m e d in s o ft a g a r

组组别
‘‘

重 复 样 本 号号 又士 S DDD 集落形成效率 (% )))

11111 2 3 4 5 6666666

HHH I FOOO 2 1 2 3 2 6 2 9 1 9 2 000 2 3 0 士 3
.

999 0
,

0 2 333

HHH I FIII 2 0 2 1 2 5 2 9 2 0 2 111 2 2
.

7士 3
.

666 0 02 2 777

HHH I F ZZZ 1 2 14 1 3 10 1 1 1555 12
.

5士 1
.

6
’ ““

0
.

0 12 555

注
: ·
同图 l ;

一 P( 1 %

2
.

2 .4 裸小鼠异种移值 取 8 只裸小鼠
,

分别将对照组和 2 % 浓度处理组细胞注入每只裸小

鼠左右后肢皮下
,

饲养 6 周后观察结果
,

除死亡一 只
,

一只没有生瘤外
,

其余小 鼠均 可生瘤
,

L D H 同工酶 电泳证实与培养细胞同源
。

它们各自的处理组与对照组的生瘤率没有差异 (图版

l
一

4 )
。

但细胞经处理后生瘤的瘤重 比对照组有明显下降
,

抑瘤率为 82
.

39 %
,

平均瘤重差异显

著 (p ( 5 % )(表 2 )
。

表 2 H L「细胞致瘤的瘤重
’

T a b
.

2 W
e ig ht o f tu m o r ea u s e d by H L F e e ll

组组别别 重 复 样 本 号号 X 士 S DDD 抑 瘤率(% )))

11111 2 3 4 5 6666666

对对照组组 0 2 8 1 3 3 1 3 8 7 3 8 6 1 1 58 7 2 7 0 000 1 3 7 6士 1 4 4 222 8 2
.

3 999

处处理组组 0 2 2 1 12 9 1 5 2 3 8 3 1 5 9 444 2 4 2
.

3 士 3 1 7 二二二

注
: ‘

心重单位
: m g ; , · P < 5 %

3 讨论
以上结果表明

,

H L F 细胞经本海参酶解液处理后
,

尤其是在 2写浓度处理组 中
,

细胞生长

受到显著抑制
,

抑制率达 64
.

84 %
,

表明此海参酶解液具有抑制 H L F 细胞生长的作用
。

海参除含有丰富的一般营养成分外
,

还存在 多种抗肿瘤活性物质
,

已分离鉴定的有海参皂

贰(海参毒素
、

海参素 )和酸性粘多糖
。

据报道
,

从刺参 St ic hoP us ja Pon icu :
Se le n

ka 体壁经酶解

提取的刺参酸性粘多糖在小鼠中对 M A
一

7 37 乳腺癌的疗效可达 88 写
,

对肉瘤 S
一

180 抑制率达

5 5 %一 61 %
,

对淋巴肉瘤 Li o 一

1 和小 鼠肉瘤 S
一

37 的抑制率分别为 51 肠和 49 写
,

若在接种癌株

前给药
,

还可使转移灶明显减少
,

瘤体缩小
。

从阿氏辐肛参 A ct 伍。
力ga

a

ga ss izi 得到的海参素

(H ol ot h盯in )也可抑制小鼠肉瘤 S
一

1 80 和 K re b s 一

2 腹水瘤的生长
,

并可显著延长小 鼠的存活时

间[l]
。

在 70 年代末
,

美国肿瘤研究所选用 P
一

3 88 鼠淋巴性白血病与 9
一

K B 细胞培养系统以及

P
一

38 8 与 L 1 2 10 细胞培养系统
,

筛选 出了三种具有较强的细胞毒和抗肿瘤作用的海参皂贰
,

它

们对细胞的 E D
S。

从 1
.

5陀 /c m
,

到 2
.

9拜g /c m
,

不等f9]
。

我们的实验结果也显示
,

二色桌片参中

的某种成分对转化细胞 H L F 的生长有明显的抑制作用
,

软琼脂集落实验和裸 鼠致瘤实验进一
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步证实它对 川
J

F 细胞的恶性表型有逆转作用
。

关于海参活性物质对体内外癌细胞的作用机制
,

还没有见到很深入的报道
。

由于海参皂贰

的毒性很高
,

尤其是海参素 A 具有高度阻止蛋白质合成的能力
,

所以推测它们主要是通过细

胞毒作用来抑制细胞生长
,

而酸性粘多糖则毒性较低
,

它们对体内肿瘤转移和生长的抑制作用

可能是基于其抗凝血机能和对机体免疫能力的增强作用〔’0〕
。

从本 实验 结果来看
,

我 们选定 的 1 %和 2 %浓度二色 桌 片参酶解 液对体外培养 的转 化

H LF 细胞可能有一定的诱导分化作用
,

这一点尚未见有文献报道
。

从光镜下看
,

经二色桌片参

酶解液处理的细胞生长缓慢
,

但未见细胞固缩
、

脱落死亡等现象
,

细胞呈铺展状态
,

由此表明二

色桌片参酶解液对转化细胞的可能作用机制是通过诱导细胞分化的途径来进行的
。

许多细胞

毒药物如亚硒酸钠
、

抗癌抗生素 [ ” ]
、

苔鲜虫素 l (B r yo s a t in l ) [” ]等在高浓度下对细胞有毒
,

而

在低浓度时则可作为外源性的诱导分化剂而起作用
。

可见
,

细胞毒药物也可能有诱导细胞分化

的作用
,

是否海参中的活性物质确有此功能
,

还有待于将来更深入的工作来阐明
。

二色桌片参酶解液中是否含有以上所述的几种活性物质
,

这种海参酶解液中是否对其池

培养细胞 系有效
,

是哪种或哪几种物质起作用
,

在进一步的动物模型中的结果又会如何
,

这都

是将来值得探究的课题
,

其中关键之处是对海参酶解液的活性物质的测定及分离
。

总之
,

这种

海参的药学价值是值得进一步研究的
。
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n s 5 0 !u tio n

o n tra n s fo rm e d H u m a n L u n g Fib r o b la s t C e ll

C l
i e n Z h e n g m in g

,

C he n Y u q ia n g
’ ,

C a o S h u n d a ,

W u Q ia o a n d S u W e n iin

(,l
’

he S z a te L a b
.

fo
r 了

’

u , n o r Ce ll 艺, : 9 1, : e e ri , : 9 oj X ia m e , : U , : iv eo it少
,

X ia , n e n ,

3 6 1 0 0 5 )

‘ (,I
’

he 1 7 4 th H
o sPira l of l

,
L A

,

X ia ; n e , : ,

3 6 1 0 0 3 )

A b s tr 8 C t

T h e t r a n sfo r m e d H u m a n L u n g Fib ro b la s t (H L F ) e ell lin e w a s u s e d t o s tu d y th e a n t i
一
tu

-

m o r effe e t s o f M e n s a m a r ia in te rc e d e , : s (L a m P a r t )
.

T he r e s u lts in d ie a t e th a t th is s e a e u e u m
-

be r e n z ym e 一

d ig e s te d s o lu t io n h a s e ffe e ts o n th is e e ll lin e
.

T h e g r o w th in h ib it io n p e r e e n ta g e o f th e t r e a t e d H L F e e ll w a s 6 4
.

8 4 %
.

T he e e ll b e e a m e

m o r e t r a n s p a r e n t a n d b e t te r s p re a d
·

T he n u c le u s w a s o v a l w ith e le a r a n d c o n tin u o u s n u c le a r

m e m b r a n e
.

T he e o lo n y e ffie ie n ey in s o ft a g a r d e e re a s ed fr o m 2 3 x lo 一 5 t o 1 2
.

5 又 10 一 ”
.

T h e t u -

m o r w e ig h t e a u s e d in t he n u d e m ie e d e e r e a s e d b y 8 2
.

3 9 %
,

w it h a s ig n ifie a n t d iffe r e n e e (P<

5环)
.

A ll th e s e s u g g e s t th a t th e e n z ym e 一

d ig e s t e d 材e n s a m a ri a in te rc e
山

n s s o lu t io n h a s th e in
-

hibit io n g e ffe e t o n t h e e a n e e ro u s p he n o t yp e a n d e a n s o m ew ha t in d u e e the d iffe r e n t ia t io n o f

the e e ll lin e
.

H o w e v e r ,

w h e th e r it a ffe e t s o the r e a n e e r e e ll lin e s a n d it s m e e ha n is m s h o u ld b e

fu r the r s t u d ie d
.

K E YW O R D S M e , : sa m a r ia in r erc e d e n s ,

T r a n s fo r m e d e e ll
,

H u m a n L u n g Fib ro bla s t
,

A n t i
-

e a n e e r e ffe e ts


