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5．0％)，而一般用于在体肠循环的KR液的pH为

7．4。人体正常生理状况下小肠液的pH为5～7，为

保证试验过程中药物的稳定性并尽量贴近人体小肠

的环境，笔者采用pH值为6．0的KR液作为灌流

液进行试验，汉防己甲素在pH值为6．0的空白循

环液中稳定性较好，可以说明在体肠循环中药物质

量浓度的降低是汉防己甲素被肠道吸收的结果。

4．3药物不同质量浓度对汉防己甲素在大鼠小肠

全肠段的吸收无显著影响，且以肠内剩余药量的对

数lnX对取样时间t作图，所得直线的相关系数均

大于0．9，可以初步确定汉防己甲素在小肠的吸收

呈一级动力学过程，吸收机制为被动扩散。药物的

K。和平均每小时吸收量回肠段大于十二指肠、空肠

和结肠；这是由于回肠的环境pH值大于十二指肠

和空肠，汉防己甲素在回肠的解离度小于十二指肠

和空肠，且回肠的面积最大，故吸收较其他肠段好。

本实验中P。。。定义为单位时间单位面积的表观吸收

速率，各肠段P。，。差异无显著性，且均大于1×

10一，说明汉防己甲素在小肠各段和结肠段均有较

好的吸收[8]，适合制备成缓释制剂。

4．4 由于本实验中空白循环液的pH略小于肠道

环境的pH，而汉防己甲素为一种生物碱，所以测得

的K。偏小，吸收半衰期较人体实际值略大，尽管测

定的结果为表观吸收速率常数，但对制剂的开发仍

有一定的指导意义。

4．5研究中药有效成分口服时的吸收特性，是中药

制剂现代化和提高中药口服给药生物利用度的基

础，可以减少剂型设计的盲目性，为剂型的开发提供

科学依据。本实验证明汉防己甲素在小肠各肠段均

有较好的吸收，适合制备成缓释给药系统。
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西兰花中葡萄糖异硫氰酸盐诱导人胃腺癌
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摘要：目的探讨对西兰花中葡萄糖异硫氰酸盐(91ucosinolates，GS)诱导人胃腺癌SGC一7901细胞凋亡的作

用及其可能机制。方法不同质量浓度GS处理人胃腺癌SGC一7901细胞，通过SRB法、细胞形态学观察、流式细

胞仪和激光共聚焦显微镜实验，观察GS对SGC～7901细胞的抑制率，对细胞凋亡和细胞周期的影响。结果 1、10、

100、1 000,ug／mL的Gs作用于SGC一7901细胞72 h后，抑制了sGC～7901细胞的增殖，其IC50为187．723 pg／

mL；300／lg／mL的GS作用SGC一7901细胞24 h后，细胞出现早期凋亡的形态；300、600、1 200 btg／mL的GS作用

于SGC一7901细胞24 h后，可见细胞凋亡率分别为(14．54±6．69)％、(10．11±6．25)％、(34．12±13．29)％，并且

G2期细胞数目减少至0，对细胞周期有影响；100、200、300 pg／mL的GS作用于SGC一7901细胞24 h后，细胞内的

Ca”浓度升高，且随着GS给药剂量的增加而升高。结论GS能够促进人胃腺癌SGC一7901细胞凋亡，影响细胞周

期，此作用可能是GS升高细胞内Ca2+的浓度而达到的。
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Abstract：Objective To investigate the effect of glucosinolates(GS)in broccoli on apoptosis of

human gastric adenoma cells SGC一7901 and its possible mechanism．Methods SGC一7901 cells were

treated with different concentrations of GS．SRB Assay，fluorescence microscope，flow cytometry，and

1aser confocal microscopy were used to observe the inhibitory rate。apoptosis rate．and cell cycle of SGC一

7901 cells by GS．Results 1，10，100，and 1 000弘g／mL of GS affected on SGC一7901 cells for 72 h，GS

inhibited proliferation of SGC一7901 cells，and its IC50 was 187．723>g／mL；300 pg／mL of GS affected on

SGC一7901 cells for 24 h，cells appeared the modality of early apoptosis；300，600，and 1 200／19／mL of GS

affected on SGC一7901 cells for 24 h，the apoptosis rates were(14．54±6．69)％，(10．114-6．25)％，and

(34．124-13．29)％，a'nd the number of G2 cycle cells decreased to zero；100，200，and 300 ug／mL of GS

affected on SGC一7901 cell for 24 h，the variation of Ca抖in cells‘was increased。and it can be raised with

the increase of dose．Conclusion GS could promote the apoptosis of SGC一7901 cells and affect cell cycle。

its mechanism may be to increase the Ca抖in cells．

Key words：broccoli；glucosinolates(GS)；apoptosis；Ca抖

葡萄糖异硫氰酸盐(glucosinolates，GS)也称

硫代葡萄糖苷，是广泛存在于十字花科植物中的含

硫次级代谢产物，是一类抗癌特性成分[1]。英国科学

家1997年初的一次抗癌蔬菜研究结果表明，西兰花

Brassica oleracea L．var．botrytis L．中含有十分丰

富的GS，可阻碍早期癌细胞的生长，并有助加强人

体对癌细胞的抵抗能力，降低患癌症的危险[2]，但关

于GS抗癌机制的研究较少，本实验主要通过体外

研究探讨西兰花中GS对人胃腺癌SGC一7901细胞

的影响。

1 材料

1．1 癌细胞株：SGC一7901人胃腺癌细胞株，由哈

尔滨商业大学药物研究所提供。

1．2 主要试剂：GS(质量分数52．6％)，由哈尔滨

商业大学药物研究所提供。阿霉素，浙江海正药业股

份有限公司，批号200506。Fluo一3／AM荧光探针，

美国Molecular probe公司。RPMI一1640培养基于

粉，美国Gibco公司。胰蛋白酶、磺酰罗丹明B

(Sulforhodamine B，SRB)、二甲基亚砜(DMSO)、

溴化丙啶(PI)和RNA酶，Sigma公司。Hoechst

33258(一20℃保存)，上海华舜生物工程有限公

司。小牛血清，美国Gibco公司。

1．3 主要仪器：流式细胞仪，美国Beckman—Coulter

公司。激光共聚焦扫描显微镜，德国Leica公司。CO：

恒温培养箱，日本三洋公司。奥林巴斯CKX一41—32

荧光倒置显微镜，日本Olympus公司。酶标仪，美国

Bio—rad公司。超净工作台，苏净集团。

2方法

2．1 细胞培养：人胃腺癌SGC一7901细胞常规复苏

后，培养于含有10％胎牛血清的RPMI一1640培养

液中，置于Co：培养箱(37‘C，5％Co：，相对湿度

95％)培养。2～3 d传代1次，取对数生长期细胞进

行实验。

2．2将对数生长期的细胞接种于96孔板中，细胞

浓度为5×104／mL，每孔加100弘L培养液，置37

℃、5％CO。培养箱中。24 h后加入不同质量浓度的

GS，使其终质量浓度分别为1、10、100、1 000 pg／

mL；阳性对照组阿霉素的终质量浓度为0．01、0．1、

1、10 ug／mL；阴性对照组加相同体积的培养液，每

个剂量设6个平行孑L。置于37℃、5％CO：培养箱

中。72 h后，加50％冷三氯乙酸(TCA)液，置4℃

冰箱中固定1 h，倒掉固定液，用去离子水洗5遍，

干燥后，加4 mg／mL SRB染液，室温放置30 min；

倒掉染液，用1％醋酸洗5遍，过夜干燥，加10

mmol／L Tris缓冲液150弘L，10 rain后测定吸光度

(A)值，波长为490 nm。计算药物对肿瘤细胞的抑
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制率，并按中效方程计算IC舯

抑制率一塑里塑至譬导最墨葛丢|}薯盏掣X 100％

2．3 荧光倒置显微镜观察GS对SGC一7901细胞

形态的影响：先将6孔培养板内放上盖玻片，取对

数生长期细胞接种于6孔培养板中，细胞浓度为

3×105／mL，每孔加1 mL细胞培养液，置于37℃、

5％CO。培养箱中。24 h后加入不同质量浓度的

GS，使其终质量浓度分别100、200、300 tlg／mL；阳

性对照组加阿霉素，药物质量浓度为5弘g／mL；阴

性对照组加相同体积的培养液。24 h后细胞用胰酶

消化，加PBS洗1遍，置4℃冰箱中12 h以上，固

定[甲醇一冰醋酸(3：I)]10 rain后，加入质量浓度

为5 mg／L的荧光探针Hoechst 33258，置于37。C、

5％CO。培养箱中孵育15 min，将孔中的盖玻片取

出，盖在已滴好甘油的载玻片上，置于荧光倒置显微

镜上观察细胞形态并照相。

2．4 流式细胞仪检测GS对SGC一7901细胞凋亡

的影响：将对数生长期细胞接种于6孔培养板中，细

胞浓度为l×106／mL，每孔加1 mI，细胞培养液，置

于37℃、5％CO。条件培养箱中，24 h后加入不同

质量浓度的GS，使其终质量浓度分别为300、600

和1 200 gg／mL；阳性对照组的阿霉素，药物终质量

浓度为5弘g／mL；阴性对照组加相同体积的培养

液。24 h后细胞用胰蛋白酶消化，PBS洗2次，70％

冷乙醇固定，置人4 C冰箱中12 h以上，离心，用

PBS液除尽乙醇，离心后的细胞重悬于质量浓度为

50 tlg／mL PI染液，37℃避光温育30 rain，300目

尼龙网滤过后上机检测，检测细胞数为1×104个。

激发波长488 nm，发射波长630 nm。

2．5 激光共聚焦显微镜检测GS对SGC一7901细

胞内钙离子浓度的影响：先将6孔培养板内放上盖

玻片，取对数生长期细胞接种于6孔培养板中，细

胞浓度为2×105／mL，每孔加1 mL细胞培养液，置

于37℃、5％CO：培养箱中。24 h后加入不同质量

浓度的GS，使其终质量浓度分别100、200、300肛g／

mI．；阳性对照组加阿霉素，药物质量浓度为10弘g／

mL；阴性对照组加相同体积的培养液。24 h后吸出

培养皿中的培养液，加胰酶消化，用无钙台氏液洗1

遍，加入质量浓度为4 pg／mL Fluo一3／AM荧光探

针200弘I。，37℃避光温育30 rain，将孑L中的盖玻片

取出，盖在载玻片上，避光，激光共聚焦显微镜扫描

观察。激发波长488 nm，发射波长540～570 nlTl。观

察细胞内Ca2+的变化，并记录细胞的荧光强度，以

细胞的荧光强度反映Ca抖的浓度。

2．6统计学处理：组间数据采用t检验，由SPSS

11．5软件处理，各组数据以z±5表示。

3 结果

3．1 GS对SGC一7901细胞增殖的影响：1、10、100、

1 000 pg／mL的GS作用于SGC一7901细胞72 h

后，GS各剂量组SGC一7901细胞生长受到抑制，该

抑制作用随着GS质量浓度的增大而增强，见表1，

其IC5。为187．723弘g／mL。

表1 GS对SGC一7901细胞增殖的影响(甩一6)

Table 1 Effect of GS on proliferation

of SGC一7901 cells(万一6)

与对照组比较：一P<O．Ol

’。P<O．01 VS control group

3．2 GS对SGC一7901细胞形态的影响：结果显示，

正常细胞发蓝色荧光，且较弱，较均匀，染色质均匀

分布，且细胞呈贴壁状；而经300 I—g／mL的GS作

用24 h后，SGC一7901细胞变圆，细胞核固缩，并可

见致密强荧光，呈早期细胞凋亡的细胞形态。

3．3 GS对SGC一7901细胞凋亡的影响：300、600、

1 200 t*g／mL的GS作用于SGC一7901细胞24 h

后，GS具有在一定程度上的诱发细胞凋亡的作用，

与对照组比较差异显著(P<0．01)，见表2，可见

GS能促进SGC一7901细胞凋亡；GS可使G：期细胞

数目减少至0，对细胞周期有较明显影响。

3．4 GS对SGC一7901细胞内Ca2+浓度的影响：

100、200、300 pg／mL的GS作用于SGC一7901细胞

24 h后，SGC一7901细胞内Ca抖的浓度显著升高

(P<o．05、0．01)。SGC一7901细胞内Ca抖浓度随着

GS质量浓度的升高而升高，见表3。

4讨论

胃癌是世界上第二常见的癌症口]。有报道显示，

工业化国家约35％的癌症与膳食有关。最近世界

癌症研究基金会证实膳食是全球许多类型癌症的一

种主要决定因素，并强调食用蔬菜水果可降低许多

类型癌症的危险[4]。近几年，西兰花越来越受到人们

的重视，不仅是因为西兰花味道鲜美、口感脆嫩，而
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表2 GS对SGC一7901细胞凋亡和细胞周期的影响(j±s，n一6)

Table 2 Effect of GS on apoptosis and cell cycles of SGC一7901 cells(j±s。撑一6)

与对照组比较：一P<0．01

。’P<0．01 v5 control group

表3 GS对SGC一7901细胞内Ca2+浓度的影响

(工±S，n一9)

Table 3 Effect of GS on Ca2+concentration

in SGC一7901 cells(工±S，露一9)

与对照组比较：。P<O．05～P<O．01

’P<0．05”’P<0．01"us control group

且是因为它对人体有很好的保健作用。

本实验通过SRB法检测GS对SGC一7901细

胞的生长具有抑制作用，其抑制作用随着GS质量

浓度的增大而增强，作用较明显，其IC。。为187．723

t-g／mL。用荧光倒置显微镜观察，GS作用SGC一

7901细胞24 h后，该细胞呈早期细胞凋亡的形态，

提示GS作用后SGC一7901细胞发生了凋亡的形态

学改变。为了进一步观察GS对SGC一7901细胞的

作用，本研究采用流式细胞仪检测GS作用于SGC一

7901细胞24 h后，细胞出现凋亡，且作用较明显，

与剂量有关，但不一定是随着GS的剂量增大而增

强的。在细胞周期方面，正常细胞多数处于静止期，

即G。期，一旦进入生长期(G，)，细胞RNA和蛋白

质不断增加，再进入DNA合成期(S)和一个短的

合成后期(G。)，最后进入细胞有丝分裂期(M)，此

后，细胞离开循环进入静止期或继续经循环再分

裂[5]。本研究发现GS作用后G，期细胞减少，S期细

胞增加，表明其细胞生长受到抑制，DNA合成增加，

但G。期细胞先稍增加后减少至0，表明细胞分裂受

到抑制。给药组细胞大部分停留在S期，阻碍了细胞

的增殖，说明GS对细胞周期也有较明显影响。

细胞内Ca2十是一种重要的第二信使，参与调节

细胞膜的通透性，影响环核苷酸及磷酸肌醇代谢．调

控酶活性以及DNA合成等。有资料表明，【1。 ．f，J

变化对细胞凋亡起重要作用[6]。因此为了观察GS

诱导细胞凋亡而抗肿瘤的作用机制，本实验采用激

光共聚焦显微镜观察了GS对SGC一7901细胞内

Ca2+浓度的影响，同时使用新一代荧光探针Fluo一

3／AM。Fluo一3／AM为一种脂溶性钙荧光指示剂，可

穿越细胞膜进入细胞内，与细胞内游离Ca2+结合，

根据荧光强度变化表示细胞内Ca2+浓度[7]。研究表

明，与对照组相比，给药组细胞内的Ca2+浓度升高

(P<0．05、0．01)，且随GS的剂量的增加而升高。

Ca2+浓度的变化可能激活了细胞凋亡机制，从而诱

导SGC一7901细胞发生凋亡。细胞内Ca2+具有两个

来源，一是细胞外钙内流；二是细胞内钙库释放。由

于SGC一7901细胞处理过程中已用无钙台氏液处

理，细胞外无Ca抖，因此细胞内Ca2+的升高只能来

源于细胞内钙的释放豳]。

综上所述，西兰花中GS对人胃腺癌SGC一7901

细胞有一定的抑制作用，能促进SGC一7901细胞凋

亡并对细胞周期有一定的影响，其作用机制可能是

升高SGC～7901细胞内Ca2+浓度。关于GS诱导人

胃腺癌SGC一7901细胞凋亡的作用机制还有待于进

一步研究。
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