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熊果酸体外抗胃癌细胞SGC7901机制的研究

张奕颖1，邓 涛1，胡志芳2，张秋萍2，江华2

(1．武汉大学人民医院消化内科，湖北武汉430060；2，武汉大学医学院免疫系，湖北武汉430071)

摘要：目的探讨熊果酸(ursolic acid，UA)体外抑制胃癌细胞SGC7901生长的作用机制。方法体外培养人

胃癌细胞株SGC7901，MTT法观察不同浓度UA作用不同时间对细胞生长的影响；不同浓度UA(o～40／tmol／

L)处理SGC7901细胞24 h后，倒置显微镜观察细胞形态变化；荧光染料Hoechst 33258染色和流式细胞仪检测

细胞凋亡情况；Western Blotting法检测凋亡相关蛋白Bcl一2和Bax的表达。结果 20～40 pmol／L UA可抑制

SGC7901的生长，并呈浓度和时间依赖性，其作用12、24、36、48 h的Ic∞分别为(57．50±1．18)、(34．28士2．05)、

(27．54±1．11)、(24，83土1．02)pmol／l。。20～,10t．tmoi／LuA作用24 h后．SGC7901细胞变圆，出现不同程度的漂

浮；同时细胞被阻滞于G。／G，期并发生凋亡，随药物浓度升高，凋亡率增加，凋亡相关蛋白Bcl一2表达减少．Bax无

明显变化。结论熊果酸对SGC7901细胞具有较强的抗肿瘤活性，其机制可能与细胞毒作用、增殖抑制作用眦及

下调凋亡相关蛋白Bcl一2表达而促进凋亡有关。
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Antitumor mechanism of ursolic acid on human gastric cancer cell lines SGC7901 in vitro

ZHANG Yi—yin91，DENG Ta01，HU Zhi—fan92，ZHANG Qiu—pin92，JIANG Hua
2

(1．Department of Gastroenter0109y，People。s Hospital，Wuhan University，Wuhan 430060，China；

2．Department of Immunology，Medical College，Wuhan University·Wuhan 430071，China)

Abstract：Objective To investigate the potential mechanism of inhibition of ursolic acid(UA)on

growth of human gastric cancer cell Iines SGC7901 in vitro．Methods SGC7901 cells were cultured in vit

FO，MTT assay was used tO observe the effect of UA on growth of SGC7901 cells in various concentrations

for different times．After SGC7901 cells were treated bv 0—40 umol／L UA for 24 h．morphological

changes were observed by inverted microscope．Apoptotic changes were detected by fluorescence mi—

croscopy and flow cytometry(FCM)．Protein expressions of Bcl一2 and Bax were determined by Western

blotting．Results UA(20—40 pmol／L)could significantly inhibit t,he growth of SGC7901 cells in a

dose—and time dependent manner，the ICsn value of UA for SGC7901 c,ells for 12，24，36，and 48 h were

(57．50±1．18)，(34．28土2．05)，(27．54±1．11)，and(24．83土1．02)p．mol／I，，respectively．After UA

(20 40 umol／L)treatment for 24 h，SGC7901 cells turned round and floated at different levels；SGC7901

cells were arrested at Go／Gl phase and apoptosis was induced，and the apoptotic rate was increased along

with the increase of UA concentration．Meanwhile Bcl一2 protein expression decreased，whereas Bax pro

rein expression unchanged．Conclusion UA has a stronger antitumor effect on SGC7901 cells．Cytotoxic

effect，proliferation inhibition，and apoptosis may be involoved in the mechanism of UA，and the apoptosis

caused bv UA may be enhanced by decrease of Bcl 2 protein expression．

Key words：ursolic acid(UA)；gastric cancer cell lines SGC7901；cytotoxicity；proliferation；apopto—

sis：Bcl一2

熊果酸(ursolic acid，UA)又名乌索酸、乌苏

酸，属于三萜类化合物，广泛分布于熊果、白花蛇舌

草等多种天然植物中。UA可抑制多种肿瘤细胞增

殖并诱导其凋亡”“，但其作用机制尚不十分清楚。

本研究旨在观察UA体外对人胃癌细胞SGC7901

的影响，进一步探讨uA的抗癌作用机制。
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1材料

小牛血清为三利公司产品，RPMI 1 640培养基

为Hycolone公司产品。UA[质量分数>90％，用二

甲基亚砜(DMSO)溶解，并调整DMSO终体积分

数为0．06％]、碘化丙啶(PI)和Hoechst 33258染

料均为Sigma公司产品。四甲基偶氮唑蓝(MTT)

为Amresco公司产品。小鼠抗人Bcl 2单克隆抗

体、小鼠抗人Bax单克隆抗体分别为Neomarkers

公司和Santa Cruz公司产品。ECI。化学发光试剂盒

为Kirkegaard Perry Laboratories公司产品。

xDs一1B倒置显微镜为重庆光电仪器有限公司产

品。GENiOS VA200荧光酶标仪为澳大利亚Tecan

公司产品。BX51荧光显微镜为日本Olympus公司

产品。EPICS A1．TRAⅡ流式细胞仪为美国Beck—

mail公司产品。

2方法

2．1细胞培养：胃癌细胞株SGC7901购自上海细

胞研究所。将SGC7901细胞接种于含10％小牛血

清的RPMI—l 640培养基中，置37 C、5％CO。培养

箱中培养，取对数生长期细胞用于实验。

2．2 MTT法检测细胞生长抑制率：将SGC7901

细胞制成2×104／mI．的细胞悬液，以每}L 200“L

接种于96}L培养板。待细胞贴壁后，加入UA使其

终浓度分别为0、10、20、30、40 gmol／L，每个药物浓

度组各设3个平行孔。于UA作用12、24、36、48 h

时分别加人MTT，4 h后离心弃上清液，每孔均加

入DMSO 100“I。，混匀后置于酶标仪于570 Ilm波

长处测吸光度(A)值。计算生长抑制率[抑制率一

(1—4ⅫⅫ／A目月Ⅱ)×100％]，并采用Bliss法计算

半数抑制浓度(IC。。)。实验重复3次。

2．3 倒置显微镜观察细胞形态变化：SGC7901细

胞用0、10、20、30、40 gmol／I，UA分别处理24 h

后，倒置显微镜下观察细胞形态变化并进行摄影。

2．4 Hoechst 33258染色检测凋亡细胞：用0、20、

40 t_￡mol／I。UA分别处理SGC7901细胞24 h，胰酶

消化后，1 500 r／min离心5 min，收集细胞．加入固

定液[甲醇一冰醋酸(3：1)]4 C固定15min，离心

弃固定液，加入Hoeehst 33258染液37 C避光染色

40 rain。离心弃染液，PBS洗涤2次后，滴片，紫外光

激发下荧光显微镜观察并拍照。实验重复3次。

2．5流式细胞术检测细胞凋亡及细胞周期的改变：

0、10、20、30、40／』mol／L UA分别处理sGC7901细

胞24 h后，收集2×106个细胞，用70％乙醇4 c

固定12 h。离心弃乙醇，加入RNA酶(1 mg／mI。)，

37 C水浴30rain后，加入PI综合染液(PI质量

浓度为124 pg／mI。，TritonX 100体积分数为

0．124％)l ml。，4 c避光染色30 min，流式细胞仪

进行检测。实验重复3次。

2．6 Western Blotting检测Bcl 2、Bax蛋白表达：

分别收集0、10、20、30、40 pmol／I。uA作用24 h的

细胞3×106个，加入裂解液100”I。、冰浴30 rnin

后，离心提取上清液，并用荧光酶标仪测定蛋白浓

度。以SDS—PAGE电泳分离蛋白(每泳道150 ug)

后，4(1、60 mA转印过夜至硝酸纤维素(NC)膜，

封闭后分别加入一抗(Bcl一2、Bax)孵育2 h，漂洗后

用辣根过氧化物酶标记的二抗孵育1 h，再次漂洗

后用ECI。化学发光试剂盒进行检测。结果进行灰

度扫描后，Quaillily One分析软件测定平均吸光

度。实验重复3次。

2．7统计学处理：所有数据均以j±5表示，采用

SPSS 1 2．0统计软件对数据进行f检测。

3结果

3．1 UA对SGC7901细胞生长的影响：与对照组

(0／*mol／L UA组)相比，20～40 txmol／I，UA呈剂

量和时间依赖性地抑制SGC7901生长，而10

／tmol／l。UA无抑制作用，见图l。UA作用1 2、24、

36和48 h的IC。。分别为(57．50土1．18)、(34．28士

2．05)、(27．54±1．11)、(24．83±1．02)gmol／I。。
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图l UA对SGC7901细胞的生长抑制作用(月一3)

Fig．1 Inhibition of UA on growth

of SGC7901 cells“一3)

3．2 UA对SGC7901细胞形态的影响：对照组(0

pmol／I。UA组)与10 pmol／I，UA组细胞生长旺

盛，成多边形，胞膜光滑，轮廓明显，状态良好；20、30

pmol／I。UA组细胞生长均轻度抑制，部分细胞变圆

漂起，胞膜皱缩，但胞膜完整；40 pmol／I。UA组细

胞生长重度受抑，绝大部分细胞漂起、变圆、肿胀或

缩小，细胞体积大小不一致，并有细胞碎片形成，见

图2。

3．3 UA对SGC7901细胞凋亡的影响：荧光显微
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⋯一0、10、20、30、40 pmol／I，UA

图2不同浓度UA作用24 h后SGC7901细胞形态的改变

Fig．2 Morphologic change of SGC7901 cells after UA treatment for 24 h in various concentrations

镜观察发现：不同浓度uA作用24 h后，0 pmol／L

UA作用组染色质分布均匀，呈弥散均匀蓝白色荧

光；而20 bLmol／L UA作用组部分细胞染色质呈浓

染的块状或颗粒状，聚集于核周边或裂解成碎片，并

出现凋亡小体；40 pmol／I。UA作用组较多细胞胞

内染色质分布不均，形成荧光斑点，呈凋亡特征性

改变。

3．4 UA对SGC7901细胞周期和凋亡率的影响：

流式细胞仪分析表明，不同浓度UA作用24 h后，

与对照组(0 Fmol／L UA)相比，20、30、40 umol／L

UA可使G。／G、期细胞比例随UA浓度增加而逐渐

增加，而s期和G：／M期细胞比例下降，同时细胞

凋亡率逐渐升高，差异均具有显著性(P<O．05)；而

10 pmol／L UA则与对照组差异无显著性(P>

0．05)，见表l。

表l不同浓度UA作用24 h对SGC7901细胞周期和

凋亡率的影响(』±j．n一3)

Table j Effect Oil cell cycle and apoptotie rate of SGC7901

cells after UA treatment for 24 h in various

concentrations(i士s，n一3)

0(对照)

10

20

30

1 47士0 25

1 63士O 25

9 10±2．39。+

26 30±l 25’+

35 20土2 26。’

与0 pmoI／I，UA组比较：’P<0 05一P<0．01

‘P<ZO-05 一P<0 01"j 0／Jmo L／[。UA group

3．5 UA对SGC7901细胞Bcl一2、Bax蛋白表达的

影响：Western Blotting结果表明，不同浓度UA作

用24 h后，20～40 ttmol／I．UA组Bcl一2蛋白表达

水平下降，并呈浓度依赖性，与对照组相比差异具有

显著性(P<0．01)，而Bax的表达无明显改变；10

pmol／I。UA组两种蛋白的表达与对照组相比差异

均无显著性(P>0．05)，见表2。

4讨论

近年来UA抗肿瘤作用日益受到重视，研究发

表2不同浓度UA作用24 h对SGC7901 Bcl一2和Bax

蛋白表达的影响(x±s，n一3)

Table 2 Effect on Bcl一2 and Bax protein expressions

of SGC7901 cells after UA treatment for 24 h

in varlous concentrations(i±s，"一3)

UA浓度／ 平均吸光度

0．9 45士0 06 7

0．58l士0，1 36+。

0．304士0 042‘‘

与0／’mol／i—UA组比较；一J’<0 0】

一，<0Ⅲ01 0 pmol／I，UA group

现UA对人结肠癌细胞系HT 29、人白血病细胞系

Hl。60、人肺癌细胞系A549、人表皮样癌细胞系

A431等多种肿瘤细胞系均有较强的抗肿瘤活

性口*-43。本研究发现uA对人胃癌细胞系SGC7901

也有较强的抑制作用，并呈浓度和时间依赖性，uA

作用24 h的Ic。。为(34．28±2．05)pmol／I。。用低

于IC50的UA(20～30 Fmol／1．)处理SGC7901细

胞24 h后，细胞生长受到抑制，但形态完整，同时

G。／G。期细胞增多，s期及G：／M细胞减少．细胞凋

亡率增加；而用高于Ic。。的UA(40 itmol／L)作用

相同时间后，细胞除发生G。／G期阻滞和凋亡外，还

有较多细胞出现肿胀以及细胞碎片形成等坏死表

现，提示UA可通过细胞毒、增殖抑制和诱导凋亡

作用抑制SGC7901细胞的生长。

细胞凋亡是由凋亡相关基因进行调控的细胞自

主性死亡过程，凋亡相关基因包括凋亡抑制基因，如

Bcl一2、P53和凋亡促进基因如Bax、Fas等，通过其

相应蛋白产物发挥调控凋亡的作用。Bcl 2和Bax

同属于Bel 2家族，Bcl一2蛋白通过维持线粒体完整

性抑制细胞色素C(cytoehrome C，cyt—C)释放、拮

抗Bax等凋亡促进蛋白的作用以及调节内质网内

Ca2+流动进而影响细胞内Ca 2}水平来抑制细胞凋

亡。Bcl一2／Bax升高，细胞不易凋亡，反之则易于凋

亡口羽。本研究证实随UA浓度增加．Bcl 2蛋白的
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表达逐渐减弱，Pax蛋白的表达无明显变化，Bcl 2／

Bax逐渐降低，细胞凋亡率逐渐增加。有学者认为

uA通过抑制Bcl一2表达并同时增加Bax表达而促

进肿瘤细胞凋亡：“⋯，这与本实验结果不尽相同。由

此推测：uA对凋亡相关基因的影响可能因细胞不

同而有所差异，UA可能通过下调凋亡抑制基因

Bcl 2表达，进而下调Bcl一2／Bax，从而促进

SGC7901细胞凋亡。

综上所述，本研究证实UA对胃癌细胞

SGC7901有明显的生长抑制作用，其具体机制可能

与细胞毒作用、干扰细胞周期而抑制细胞增殖以及

下调凋亡相关蛋白Bcl一2的表达促进凋亡有关。
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女贞子对去卵巢大鼠钙代谢及维生素D依赖型基因表达的影响

张岩“2，黄文秀2一，陈斌3，梁秉中5，昊春福1，姚新生3

(1．沈阳药科大学药学院，辽宁沈阳110016；2．中药及分子药理国家重点实验室，广东深圳518057

3．沈阳药科大学中药学院，辽宁沈阳11001 6}4．香港理工大学应用生物与化学技术系，香港；

5香港中文大学矫形外科及创伤学系，香港)

摘 要：目的 研究补肾中药女贞子对去卵巢大鼠钙代谢及维生素D依祯型基因表达的影响。方法 太鼠去卵巢

手术处理4周后，19给药治疗t4周。血清、尿液及粪便中钙水平采用比色法测定。RT—PCR技术分析小肠及肾脏

基因表达。结果大鼠去卵巢后体内钙流失显著增加，表现在血钙F降，尿钙及粪钙排泄增加。女贞子可“有效舫

止尿钙及粪钙排泄增加，并恢复血钙水平。RT—PCR分析表明雌二醇和女贞子都可以抑制去卵巢引起的小肠维生

素D受体(VDR)mRNA表达下降。女贞子对肾脏25羟基维生素D 1一羟化酶(1一OHase)及2j一羟基维生素D 24一

羟化酶(24一OHase)mRNA无明显作用，但却可以提高肾脏钙结合蛋白9k(CaBP一9k)及钙结合蛋白28 k

(CaBP 28k)的基因表达。结论女贞于能够改善雌激素缺乏所引起的钙失衡状态，主要是通过提高小肠对活性维

生素D的敏感性及加强肾脏对钙的重吸收而发挥作用的。
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