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独角莲水提取物对肝癌细胞SMMC一7721基因表达的影响

王顺启1一，倪虹1，王同顺1，陈 力1+

(1．南开大学生命科学学院，天津300071；2．南昌大学生命科学学院，江西南昌 330047)

独角莲是一味传统中药，在中医临床中被广泛

用于治疗多种恶性肿瘤疾病，显示出较好的临床疗

效。不仅动物模型的研究显示独角莲可明显抑制肿

瘤生长口’2]，研究还发现独角莲具有阻滞肝癌细胞

SMMC一7721生长于S期，并诱导肿瘤细胞发生凋

亡[3]。为进一步研究独角莲这一作用的分子机制，本

实验利用肝癌cDNA抑制性消减文库构建的肝癌

相关基因微阵列，对独角莲作用于肝癌细胞

SMMC一7721后基因表达的变化进行了探讨。

1材料与方法

1．1 药材及其处理：本实验所用药材为河北迁西人

工种植。一年生根茎，经本室陈瑞阳教授鉴定为天南

星科犁头尖属植物独角莲Typhonium giganteum

En91．的根茎。新鲜独角莲根茎洗净去皮，切成厚度

l mm左右的薄片，20～30℃阴干，粉碎后用研钵

研成粉末。用双蒸水配成30 g／L的水溶液，液面上

部充N。密封，4℃浸泡1个月。0．22／xm微孔滤膜

滤过，4℃保存备用。

1．2 细胞培养：肝癌细胞系SMMC一7721由天津市

第三中心医院朱争艳医师惠赠。细胞培养用DMEM

培养基(购自美国Gibco公司)，含10％胎牛血清

(购自天津TBD公司)，100 mg／L链霉素(购自美

国HyClone公司)，1．0x105 U／L青霉素(购自美

国HyClone公司)；于37℃、5％CO。进行细胞培

养。细胞以5×105～6×105／mL密度接种于75 cm2

的细胞培养瓶(购自挪威NUNC公司)，每瓶27

mL细胞悬液，预培养12 h后，对照组细胞每瓶加

入3．0 mL灭菌双蒸水，加药组细胞每瓶加入30 g／

L的独角莲水提取物3．0 mL(前期研究表明此剂

量作用明显)。继续培养36 h，提取两组细胞的

RNA。

1．3微阵列膜制备

1．3．1微阵列设计：本实验室前期构建了肝癌组织

相对于癌旁组织的cDNA抑制性消减文库[4]，取其

中504个为检测基因，另设1个参考点(GAPDH

基因)，共计505个点。

1．3．2 微阵列制作：使用自行开发的Microarray

Ⅲ型点样仪(专利号：1322609)制作微阵列(膜尺

寸：2．7 cm×3．6 cm)。

1．4探针制备

1．4．1 RNA提取：依照TRIz01试剂(购自美国

Invitrogen公司)的方法提取细胞RNA。并分别利

用2．o％琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测

RNA的完整性及质量。

1．4．2 mRNA纯化：按mRNA纯化试剂盒

(PolyATtract@mRNA Isolation Systems噩，购自

美国Clontech公司)的说明书进行。纯化后用紫外

分光光度计检测mRNA浓度，并计算mRNA

产率。

1．4．3 反转录：取2弘g mRNA加入1肛L Oligo

(dT)，。(1 pg／弘L，购自上海生工生物公司)，按照

AMV反转录酶(购自美国Promaga公司)的说明

进行反转录。

1．4．4探针标记：取3弘L cDNA加入3 pL ddH20

混合，95℃热变性5 min，然后立即冰浴3 min。加

入3肛L RP Mix(购自美国Clontech公司)，1弘L

Klenow酶(4 U／,uL，购自美国Clontech公司)，于

37℃水浴过夜。

1．5微阵列膜杂交、洗涤、显影

1．5．1 杂交：65℃预杂交30 min，加入探针于

65℃杂交16 h。

1．5．2 洗涤：2×SSC／0．5％SDS和0．2×SSC／

0．5％SDS各洗2次，TNT溶液洗1次。

1．5．3显影：加封阻液37℃温浴30 min；加入抗

体(购自美国Roche公司)37℃温浴30 min；

TNT溶液洗2次；加显色剂(购自美国Roche公

司)显色2 h；显色结束用1×PBS终止反应。

1．6 图像分析：将微阵列杂交膜上的杂交信号扫描
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入计算机，用软件Chip一8．25对杂交信号结果进行

数字化检测与分析。

2结果

2．1 RNA及mRNA质量：用2．o oA琼脂糖凝胶

电泳检测表明RNA质量很高。如图1所示，28 S与

18 S能够达到2：1，5 S比较弱，mRNA比较完整。

RNA、mRNA在260、280 nm的吸光度(A)比值

比较理想(RNA A260。。／A280。=2．0，mRNA

A260。／A280。一2．o)；mRNA产率4．o％。

1一AEoTGE effect group

2-control group

圈1 RNA的琼脂糖凝胶电泳圈

Fig．1 Agar惦e gel electrophoretrogram of RNA

2．2微阵列稳定性验证：将肝癌细胞系SMMC一

7721细胞培养36 h后提取的mRNA反转录为

cDNA，利用随机引物法检测记cDNA为检测探针，

随后与两张微阵列膜进行平行杂交，微阵列杂交结

果如图2所示。在对数据进行分析时，分别以相对灰

度值相差1．5、2．0、2．3、3．0倍为评判阳性标准，对

所构建的微阵列膜的稳定性(假阳性率)进行统计

(表1)。

图2微阵列膜平行杂交

Fig．2 Parallel hybridization on microarray membrane

表1不同标准下的假阳性率

Table 1 False positive rate under different standards

2．3杂交结果：将培养36 h后的对照组细胞和独

角莲组细胞的mRNA分别反转录成cDNA后，用

随机引物标记法进行标记，分别与微阵列膜杂交，进

行洗膜和显色反应。其杂交结果如图3所示。将重

复杂交实验结果进行数据分析，以基因表达变化在

2．3以上为差异表达的标准；比较两次数据，当两次

杂交实验中差异都在2．3以上时假阳性率降低至

不足0．06％(2．38％×2．38％)。此时的结果表明：

共有18个基因的表达发生明显变化，其中16个基

因表达上调，2个基因表达下调。具体基因及其相关

功能如表2所示。

图3肝癌细胞cDNA与微阵列膜杂交

Fig．3 Hybridization on mieroarray membrane

by hepatocarcinoma cells cDNA

表2独角莲提取物作用肝癌细胞SMMC-7721

36 h后差异表达的基因

Table 2 Differentially expressed genes in SMMC一7721

cells treated by T．giganteum extract for 36 h

克隆编号 基因名称 表达变化
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3讨论

3．1 肝癌相关基因微阵列：本实验所用肝癌相关基

因微阵列的支持载体为尼龙膜，与目前商售基因微阵

列(高密度的又称基因芯片)相比，具有成本低廉，操

作与检测简单，不需要昂贵的荧光分析系统等优点。

目前商售基因芯片主要以密度差异2倍为基因差异

表达的标准，差异大于2倍的基因被认为表达水平是

有明显差异的。本研究所用微阵列的假阳性率如表1

所示，当差异倍数为2．0时，假阳性率为3．37％，略

高于商售芯片的假阳性率(≤3％)Is]。当差异倍数定

为2．3时，假阳性率为2．38％，低于文献通常报道的

2．5％的假阳性率。多次实验结果表明假阳性点的出

现具有随机性，两次重复试验假阳性率不到0．06％，

可确保差异表达基因的结果可靠。

3．2独角莲作用后表达下调的基因：微粒体环氧化

物酶(microsomal epoxide hydrolase，mEH)是下

调基因中的一个。mEH是癌变的诱因之一：在原发

性肝癌细胞培养中mEH水平受普通化学诱导的影

响；在啮齿动物中，原发性化学物可诱导mEH的高

表达；在敲除mEH的动物模型实验中，致癌物对动

物的致癌性明显减弱[6]。mEH底物广泛，参与化学

致癌剂、诱变剂及抗癌药物的代谢，与癌细胞的抗药

性有关，表达下调可增加癌细胞对抗癌药物的敏感

性，增强抗癌药物对癌细胞的生长抑制作用[6’7]。

另一个下调的基因是造血干细胞相关基因126

(hematopoitic stem and progenitor cell 1 2 6，HSPC

126)，该基因是研究造血干细胞时分离出来的，其具

体功能还有待进一步的研究。

3．3独角莲作用后表达上调的基因：上调基因中的

部分属于急性期反应蛋白，如纤维蛋白原(7多肽)，

血清淀粉样蛋白A，血清淀粉样蛋白A1，补体因子

B等，这些蛋白的上调是细胞培养时加入异源物质

后，细胞应答的一种表现。

上调基因中的部分属于能量代谢相关基因，主

要是线粒体相关的许多基因。线粒体上的呼吸链和

磷酸化系统由5个复合体构成：NADH泛醌／辅酶

Q氧化还原酶，琥珀酸盐／琥珀酸脂辅酶氧化还原

酶，辅酶细胞色素C氧化还原酶，细胞色素C氧化

酶和ATP合成酶；每一个复合物由多个酶体亚单

位构成[8]。其中有多个复合体的亚单位的基因表达

上调，推测是由于独角莲将肝癌细胞阻抑在细胞周

期的S期[3]，细胞需要较多能量用于合成代谢所致。

Cu／Zn超氧化物歧化酶表达升高可能与氧化代谢

旺盛产生大量氧自由基有关[9]。

上调基因中的部分属于蛋白代谢相关基因，如

与蛋白质降解相关的蛋白酶体亚单位a，与Fe代

谢、血红蛋白代谢及抗缺氧相关的铁蛋白重链多肽，

与蛋白质合成相关的真核转译延伸因子1等。这些

基因的上调与独角莲阻滞癌细胞生长于S期具有相

关性。

独角莲在将肝癌细胞阻抑在S期的同时，还诱

导了细胞凋亡的发生[3]。本研究中发现与代谢相关

多个基因表达升高，如细胞色素C氧化酶Ⅲ等，推

测独角莲阻滞肝癌细胞于细胞周期S期和诱导肝癌

细胞凋亡之间存在两种可能：一是将肿瘤细胞阻抑

在S期，延长了DNA检查和修复时间，启动细胞凋

亡机制；另一种可能是由于细胞被阻滞在S期后，代

谢相关基因的长时间高表达，细胞内氧化损伤加重，

引起细胞凋亡机制的激活。这些推测还需要今后进

一步的研究给予验证。

独角莲诱导一些基因表达上调的同时，还抑制

了一些基因的表达，这为独角莲影响肝癌细胞的多

基因表达提供了有力证据；独角莲作用肝癌细胞

SMMC一7721后，肝癌细胞生长被阻滞于S期，并被

诱导发生细胞凋亡[3]，与本研究中发现的基因表达

改变具有密切关系。本研究中发现的这些差异表达

基因不仅为今后进一步研究独角莲作用肝癌细胞的

分子机制提供了具体的线索；而且还可将这些差异

表达的基因作为独角莲作用的效应基因，用于独角

莲有效成分的筛选鉴定研究。
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参麦注射液对休克大鼠肝脏I-x Ba和白细胞介素一18

mRNA表达的影响．

刘淑杰1，李洪岩2，吕文伟3，袁兆新2，孙连坤2+

(1．白求恩医科大学制药厂，长春吉林130012；2．吉林大学基础医学院病理生理学教研室，吉林长春130021；

3．吉林大学基础医学院药理学教研室，吉林长春130021)

肠黏膜在机体受到如失血性休克等严重损伤

时，正常的机械屏障结构或功能受损造成细菌移位，

细菌和毒素通过门脉循环后，首先损伤肝细胞，引起

肝组织严重损伤和功能障碍[1]。

人参和麦冬是我国经典中药，对机体有着明显的

保护作用，具有毒性低等特点，较易进入组织发挥作

用。近些年的研究发现人参和麦冬合剂具有提高机体

免疫力、降低血脂、保护细胞的功能。本实验建立大鼠

“双击”模型(失血性休克+内毒素)，藉以模拟临床

中病人失血性休克后发生的细菌移位过程，通过测定

血清中NO和一氧化氮合酶(NOS)水平和肝组织

中I—KBa和白细胞介素一18(IL一18)mRNA的表达，

探讨参麦注射液的抗休克作用及其机制。

1材料与方法

1．1试剂与仪器：参麦注射液(正大青春宝制药有

限公司生产，批号031236)；大肠杆菌内毒素(LPS)

购于Sigma公司，血清型O m：B4，用生理盐水配

制。PCR相关试剂均购于Takara公司。

1．2实验动物分组及模型复制：健康Wistar大鼠，

由吉林大学基础医学院动物室提供，体重(250士

10)g，雌雄不拘，随机分为对照组，模型组，参麦注

射液大、小剂量(14．4、7．2 mg／kg)组，每组各

5只。

大鼠用水合氯醛(350 mg／kg)ip麻醉，手术分

离气管并插管，分离左侧颈总动脉，连接四导生理记

录仪(日本光电公司)记录平均动脉血压(MAP)，

分离左侧股动脉，连接放血插管。复制失血性休克模

型，10～15 min内经股动脉放血使MAP维持在40
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mmHg，10 min内血压不回升，失血性休克模型建

立，称为“第一次打击”。随即经舌下iv LPS 1．5

mg／kg，称为“第2次打击”。参麦注射液组在模型建

立后舌下iv给予参麦注射液，剂量分别为7．2、

14．4 mg／kg。4 h后处死动物，取血分离血清，并采

集肝脏组织冻于液氮。实验过程中动态观察并记录

血压变化。

1．3 血清NoS活性及No水平的测定：按NOS、

NO检测试剂盒(南京建成生物工程研究所提供，

批号20030813、20030829)方法操作。

1．4肝脏组织I—KBa和IL一18 mRNA的检测：参

照UltraspecTM一ⅡRNA Isolation System(Biotecx

Laboratories，INC)说明提取肝脏总RNA，逆转录

成cDNA，进行PCR反应。I—KBa引物序列为正义

链：5’GACGAGGATTACGAGCAGAT3’，反义链：

5
7
GACGAGGATTACGAGCAGAT37，PCR循环

条件为变性94℃、30 S；退火56℃、30 S；延伸

72℃、45 S。共35个循环，PCR产物为634 bp。IL一

18引物序列为正义链：5 7一TGGAGACTTG—

GAATCAGACC一37，反义链：5'-GGCAAGCTA—

GAAAGTGTCCT一37，PCR循环条件为变性94℃、

60 S；退火56℃、60 S；延伸72℃、60 S，共35个循

环，PCR产物为395 bp。GAPDH引物序列为正义

链： 5
7
GGGTGATGCTGGTGCTGAGTATGT3 7，

反义链：5’AAGAATGGGTGTTGCTGTTGAA—

GTC37，PCR循环条件为变性94℃、30 S；退火

58℃、30 S；延伸72℃、60 S，共25个循环，PCR产

物为700 bp。

  




