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野西瓜多糖诱导人肝癌HepG2细胞凋亡的实验研究
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摘 要：目的 观察野西瓜多糖诱导人肺癌HepG2细胞凋亡作用。方法 通过MTT法测定野西瓜多糖对HepG2

细胞的细胞毒作用；倒置显微镜观察野西瓜多糖对HepG2细胞形态的影响；AO／EB双染，激光共聚焦扫描显微镜

观察野西瓜多糖对HepG2细胞形态的影响,PI染色法，流式细胞术检测细胞凋亡率。结果MTT结果显示野西

瓜多糖对HepG2细胞有抑制作用，IC50为471．53 mg／L；倒置显微镜、激光共聚焦扫描显微镜下观察细胞形态，表

现为细胞皱缩、碎裂、甚至出现凋亡小体；流式细胞术检测到野西瓜高剂量组凋亡率为74．926％。结论野西瓜多

糖具有诱导HepG2细胞凋亡的作用。
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Apoptosis induced by Capparis spionosa poIysaccharide in human HepG2
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Abstract：Objective To investigate the apoptosis of CappaHs spionosa polysaccharide(CSPS)on

human HeDG2．Methods MTT was adopted to determine if CSPS had cytotoxic effect to HepG2．The

alteration of HepG2
7
s morphology was observed by invert microscope．Morphology of HepG2 changed

with dosage of CSPS was detected by AO／EB and laser confocal scanning microscope．Flow cytometry

(FCM)was used to detect the apoptosis index with PI labeling method．Results The result of MTT

showed that CSPS could inhibit the growth of HepG2，IC50was 471．53 mg／L；The morphology of eell was

observed by invert microscope and laser confocal scanning microscope in cell collapsed，break to pieces，

even appearance of apoptosis body．The apoptosis rate in high dose group was 74。926 oA，detected by

FCM．Conclusion This consequence indicates that CSPS could induce human HepG2 apoptosis．
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野西瓜Capparis spinosa L．为白花菜科山柑仔

属植物，又称刺山柑、老鼠瓜、瓜儿菜、褪果藤、菠里

克果等，其叶、果、根皮均可入药，具有祛风、除湿、通

鼻窍、散瘀消肿、止痛活血之功效；外敷患处治风湿

性关节炎和疮毒。化学研究发现，野西瓜含有多种活

性成分：挥发油、糖配基、葡萄糖异硫氰酸盐、生物碱

等口]。现代药理学研究表明，野西瓜具有杀虫、抗菌、

抗炎、抗氧化、保肝、降血糖、调血脂等作用，野西瓜

多糖是其有效成分之一。近年来，越来越多的研究表

明许多植物多糖具有良好的抗肿瘤作用[2叫]。本实

验先通过MTT法证实野西瓜多糖可以抑制人肝癌

HepG2细胞的生长，然后应用倒置显微镜、激光共

聚焦显微镜、流式细胞仪等仪器观察野西瓜多糖对

HepG2肿瘤细胞凋亡的诱导作用，为其抗肿瘤作用

提供依据。

1实验材料

1．1 细胞与药物：HepG2人肝癌细胞株(黑龙江

省肿瘤医院肿瘤研究所)；阿霉素(浙江海正药业股

份有限公司)；野西瓜多糖(新疆万邦生物科技有限

公司，质量分数为66．42％)。

1．2 试剂与仪器：RPMI一1640细胞培养基

(HyCLone Laboratories公司)，胎牛血清(杭州四

季青生物工程材料有限公司)，胰酶(Gibio公司)，噻

唑蓝(MTT，美国Molecular Probe公司)；激光共聚

焦扫描显微镜(德国Leiea公司)，COz培养箱(美国

NBS公司)，倒置显微镜(日本Olympus)，超净工作

台(中国苏州苏净集团公司)，流式细胞仪FACS—

Calibur(美国Beckman—Coulter公司)。

2方法

2．1 细胞培养：HepG2细胞培养于含10％胎牛血

清的RPMI一1640培养液中，置C02培养箱(37℃，

5％CO：条件下培养，相对湿度95％)培养，每2～3

d传代1次，取对数生长期细胞进行实验。

2．2 MTT法测定肿瘤细胞的抑制率：将对数生长

期的细胞用胰酶消化后配制成浓度为1×104／mL

的细胞悬液，按1 000个／孔接种于96孔板，每孔加

100弘L。次日加入野西瓜多糖(终质量浓度分别为

1、10、100、1 000 mg／mL)、阿霉素(终质量浓度分

别为0．01、0．1、1、10 mg／mL)，阴性对照组加入

RMPI一1640培养液，每孔加100 pL，每组设6个平

行孔，给药后于37℃继续培养72 h，弃上清液，每

孔加lOO pL新鲜配制的含0．5 mg／mL MTT的无

血清培养基，继续培养4 h，弃上清液，每孔加200

肛L DMSO溶解，用微型振荡器振荡混匀，用MK3

型酶标仪在参考波长490 nm，检测波长570 nm条

件下测定吸光度(A)值，以溶剂对照处理的肿瘤细

胞为对照组，计算药物对肿瘤细胞的抑制率，并按中

效方程计算IC。。[5]。实验重复3次。
‘

抑制率=(1一给药组A值／对照组A值)×100％

2．3分组与给药：分为5组，分别为：阴性对照组，

加入等量的RPMI一1640细胞培养液；阳性对照组，

lO g／L阿霉素加入对照组细胞，终质量浓度为

5 mg／L；实验组，野西瓜多糖加入各组细胞，终质量

浓度分别为100、500、1 000 mg／L。

2．4倒置显微镜观察HepG2细胞形态学：取对数

生长期的肿瘤细胞，加入适量0．25％胰蛋白酶液

消化细胞，使贴壁细胞脱落。用含10％胎牛血清的

培养基制备成浓度为3×105／mL的细胞悬液，接种

于5 mL培养瓶中。将培养瓶置于37℃、5％CO：培

养箱，24 h后加入不同质量浓度的野西瓜多糖，阳

性对照组加入阿霉素，阴性对照组加入相同体积的

培养液，48 h后置于倒置显微镜下观察，拍照。实验

重复3次。

2．5激光共聚焦扫描显微镜检测：取对数生长期

HepG2细胞，调整细胞浓度为5×104／mL，加入

5 mL培养瓶中，培养24 h使之贴壁，24 h后加入

不同质量浓度的野西瓜多糖，阳性对照组加入阿霉

素，阴性对照组加入相同体积的培养液，继续培养

48 h，培养终止，用0．25％的胰酶消化成细胞悬液，

1 000 r／min离心5 min，弃上层液，95弘L PBS混匀

细胞，加吖啶橙(AO)／溴化乙啶(EB)染液(100

ttg／mL AO和100 tlg／mL EB，用PBS配制)5弘L

进行双染，使终质量浓度为5 t-g／mL，37℃下孵育

5～10 min，30 min之内激光共聚焦扫描显微镜下

观察细胞形态，测定采用双通道激发，PMTl(AO)

激发波长488 nm，发射波长500～520 nm；PMT2

(EB)激发波长543 nm，发射波长600一--700 nm[6]，

PinhoLe<1．5。

2．6 流式细胞术观察细胞凋亡；给药组及对照组细

胞胰酶消化，加PBS 1 000 r／rain离心3 min洗细

胞2次，弃上清液，沉淀用PBS溶解，调整细胞浓度

至1×106／mL；加70％冷乙醇固定，4℃放置过夜

(固定时间大于12 h)。检测前离心除去乙醇，PBS

洗2次，加1 g／L RNase A(核糖核酸酶A，Sigma)

200弘L，37℃水浴消化细胞30 min；力Ⅱ800 pL PI

染液(100 mg／L PI，1％TritonX-100，9 g／L

NaCI)混匀，4℃避光染色30 min；流式细胞仪进

行检测，激发光波长为488 nm[7]。实验重复3次。
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2．7 统计学处理：数据以z士s表示，采用SPSS

11．5软件进行统计。

3结果

3．1 MTT法测定肿瘤细胞的抑制率：MTT实验

结果表明，随着剂量增大，野西瓜多糖对HepG2细

胞的抑制作用增强，野西瓜多糖及阿霉素处理

HepG2细胞72 h的IC5。值分别为471．53 mg／L及

52 pg／L。

3．2倒置显微镜观察结果：在倒置显微镜下可以看

到，阴性对照组细胞排列紧密，细胞呈菱形；阳性对

照组细胞数量明显减少，细胞不规则；野西瓜多糖组

细胞随着剂量增大，细胞数量和形态呈明显变化，数

量由多至少，形态由菱形至圆形。结果见图1。

3．3激光共聚焦扫描显微镜检测结果：用荧光染料

AO和EB对细胞染色后，用激光共聚焦扫描显微

镜对野西瓜多糖作用的HepG2细胞进行形态学观

察，从图2可以看到，阴性对照组细胞形态规则，着

色均匀，外形较圆，能够被AO染色发出绿色荧光，

而不能够被EB染色；阳性对照组细胞出现了凋亡

小体；野西瓜多糖低剂量组细胞通透性增大，颜色为

黄绿色，有少量细胞出现微弱的皱缩，抱团现象；野

西瓜多糖中剂量组细胞形态呈明显的固缩状，部分

细胞核出现碎片和凋亡小体；野西瓜多糖高剂量组

细胞出现大量凋亡小体。

图1 倒置显微镜观察野西瓜多糖作用HepG2细胞48 h后形态学变化

Fig．1 Morphological changes of HepG2 cells treated with CSPS for 48 h observed by invert microscope

图2激光共聚焦检测野西瓜多糖作用HepG2细胞48 h结果

Fig．2 Confocal result of HepG2 cells treated with CSPS for 48 h
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3．4流式细胞术观察细胞凋亡结果：野西瓜多糖作

用于HepG2细胞48 h后，肿瘤细胞有明显的凋亡

峰出现，细胞凋亡随着药物剂量增加而增加，凋亡率

由(6．84士0．31)％上升至(23．26士1．25)％，说明

野西瓜多糖对HepG2的抑制作用与诱导细胞凋亡

有关，见表1。

寰1野西瓜多糖对HepG2细胞凋亡的影响(；士s，n一3)

Table 1 Effect of CSPS Oil apoptosis of HepG2

cells(；士j，尼=3)

DNA，发橘红色荧光，所以在激光共聚焦扫描显微

镜下观察可见不同的细胞形态。野西瓜多糖低剂量

组细胞通透性增大，颜色为黄绿色，有少量细胞出现

微弱的皱缩，抱团现象；野西瓜多糖中剂量组细胞形

态呈明显的固缩状，部分细胞核出现碎片和凋亡小

体；野西瓜多糖高剂量组细胞出现大量凋亡小体。采

用PI染色法，流式细胞术检测细胞凋亡率，野西瓜

多糖高剂量时，细胞凋亡率为74．926％。结果表明，

野西瓜多糖具有诱导HepG2肿瘤细胞凋亡的作

用。本研究提示野西瓜多糖的抗肿瘤作用及构效关

系值得进一步探讨。
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