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理过程会增加HSPC的丢失，从而影响患者的造血

恢复；另一种是要求洗去冷冻保护剂后回输，认为冷

冻保护剂对人体可能有一定程度的副作用。本研究

提示；洗去冷冻保护剂和在体外与APS共培养的过

程，不但不会造成造血细胞数量的减少，还能提高

CD34+细胞的量。故认为回输时洗去冷冻保护剂并

在体外和适宜质量浓度的APS共同培养，可能更有

利于造血的恢复。

体外扩增是克服脐血干细胞数量不足，限制其

应用的主要途径[9’10。，联合多种HGFs选择适宜的

培养条件及扩增时间，可以在有效地扩增其数量的

同时保证其质量。APS能否和HGFs发挥协同作

用，增强脐血造血细胞冷冻后的扩增潜能，值得进一

步探讨。本实验以冷冻复苏的脐血MNC作为培养

的起始细胞，加入不同质量浓度的APS联合HGFs

组合(SCF+IL-3+GM—CSF+G—CSF+EPO)进

行体外扩增。实验结果说明适宜质量浓度的APS能

与HGFs组合发挥协同作用，促进冷冻复苏后的脐

血造血细胞的体外扩增。但CD34+细胞率增加不明

显。Gilmore等口1]认为，用SCF联合lL一3、IL一6、

GM—CSF等扩增脐血CD34+细胞，主要导致造血干

细胞发生分化，而不是增殖；APS在实验中可能和

以上细胞因子发生了协同作用，促进CD34+细胞发

生的分化效应强于增殖效应，从而导致CD34+细胞

率变化不显著；也可能是CD34+细胞的扩增和

MNC的扩增不同步，造成了CD34+细胞在MNC

的比例发生了不同步的变化，从而各个组CD34+细

胞率变化不明显。

综上所述，APS能促进冷冻脐血造血细胞的复

苏、增殖，提高脐血造血细胞冷冻损伤的可恢复性。

且能与HGFs协同，提高冷冻复苏的脐血造血细胞

的体外扩增潜力。但其作用机制有待进一步研究。
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龙葵碱对人肝癌HepG2细胞Ⅳ一乙酰基转移酶活性的影响
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摘要：目的探讨龙葵碱对HepG2细胞Ⅳ一乙酰基转移酶(NAT)活性的影响。方法采用HPLC方法，以2一氨

基芴(2．AF)为底物，以2-AF被NAT乙酰化为2一乙酰氨基芴(2一AAF)的量来反应NAT的活性。结果 龙葵

碱能显著降低HepG2完整细胞NAT的活性；龙葵碱能够降低HepG2细胞质内NAT的活性，作用具有剂量依赖

性。结论 龙葵碱通过抑制HepG2细胞NAT的活性发挥细胞毒作用。
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Effect of solanine on N—acetyltransferase activity in HepG2 cell
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Abstract：Objective To explore the effect of solanine onⅣ一acetyltransferase(NAT)activity in

HepG2 cell．Methods Employing HPLC，using 2一AF as substrate，taking concentration of 2一AF as

concentration of substrate，in intact HepG2 cells and their cytoplasm，taking the speed of 2一AF being

acetylated to 2一AFF bv NAT as the activity of NAT．Results The results show that solanine could inhibit

the activity of NAT in intace HepG2 cell and the cytoplasm．Conclusion Solanine acts to cytotoxicity to

HepG2 eell by inhibiting the NAT activity．

Key words：solanine；HegIG2 cell，N—acetyltransferase(NAT)

流行病学调查表明人类70％的肿瘤来源于环境

中的危险因素，而在众多的环境危险因素中化学类

致癌物占70％～90％，这些化学致癌物中芳香胺类

化合物是重要代表。芳香胺类化合物大多本身并没

有致癌活性，而是在机体内被Ⅳ一乙酰基转移酶(Ⅳ一

acetyltransferase，NAT)等相关酶活化为致癌物，

并且NAT是这些芳香胺类化合物活化反应的第一

步，也是限速步骤。NAT属于I相代谢酶，能够将

乙酰辅酶A的乙酰基转移至芳香胺类化合物上，而

将芳香胺类化合物活化为致癌物质。NAT在人体

内活性的大小与肿瘤的易感性密切相关。目前对

NAT活性相关研究主要集中在肠癌和膀胱癌，而

对肝癌的发生与NAT的相关研究相对较少。前期

研究表明龙葵碱具有明显的抗肿瘤作用[1~3]，且对

人肝癌HepG2细胞有细胞毒作用[‘]。本实验研究龙

葵碱对NAT活性的影响，探讨龙葵碱对HepG2的

细胞毒作用机制。

l材料

1．1 细胞株：HepG2人肝癌细胞株购自美国

ATCC(American Type Culture Collection)，由黑

龙江省肿瘤医院肿瘤研究所保种提供。

1．2 药品与试剂：龙葵碱(质量分数99．9％)由黑

龙江省药品检验所提供。2一乙酰氨基芴(2一AAF)、

Tris、亮抑酶肽、乙酰脯酶A(AcCoA)、BSA、

DTNB购自美国Sigma公司；2一氨基芴(2一AF)、乙

酰肉毒碱、肉毒碱乙酰转移酶购自美国Fluka公

司；DTT购自国药集团化学试剂有限公司；PMSF

购自美国Amresco公司；RPMI一1640细胞培养液购

自美国Hyclone公司f胰酶购自美国Gibco公司；胎

牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公司。

1．3仪器：Waters高效液相色谱仪(美国Waters

公司)；超净工作台(苏州净化设备厂)；二氧化碳培

养箱(美国NBS公司)；超声波提取器(天津奥特

赛恩斯仪器有限公司)；台式冷冻离心机(美国

Beckman—Coulter公司)。

2方法

2．1 细胞培养及给药：HepG2细胞在含10％胎牛

血清的RPMI一1640培养基中，5％C02、37℃条件

下培养，3～4 d传代1次。当细胞生长状态稳定，呈

对数生长期时，0．25％胰酶消化细胞后用含10％

胎牛血清的RPMI一1640培养基调整细胞浓度为

5×105／mL，将细胞悬液加入100 mL培养瓶中培

养。实验分龙葵碱10、2、0．4、0．08、0．016弘g／mL组

及阴性对照组。放入5％CO。、37℃培养箱培养24

h后，龙葵碱组分别加入不同质量浓度的龙葵碱，阴

性对照组加入等体积熔媒，放入5％CO。、37℃培

养箱继续培养。

2．2龙葵碱对HepG2细胞NAT活性的影响

2．2．1标准曲线的绘制：用甲醇配制2一AAF标准

品溶液，质量浓度分别为0．006 25、0．012 5、0．025、

0．05、0．1、0．15、0．2、0．25、0．3、0．35 mg／mL，依次

进样，进样量1弘L。Waters液相色谱条件：

Symmetry Shield C18色谱柱(250 mm×4．6 mm，

5弘m)，流动相为20 mmol／L KH2P04(pH 4．5)一

CH3CN(53：47)，检测波长288 nm，柱温(25士

5)℃。峰面积由Empower工作站软件自动积分，采

用Excell软件以对照品质量浓度和峰面积分别为

横纵坐标做标准曲线，并计算相关系数，给出标准曲

线方程。

2．2．2不同质量浓度龙葵碱对HepG2完整细胞

NAT活性的影响：取生长良好处于对数生长期的

HepG2细胞，胰酶消化后，用含10％胎牛血清的

RPMI一1640细胞培养液调整细胞至适当的浓度，分

装至7个100 mL细胞培养瓶中，细胞浓度为5×
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105／mL，放人37℃、5％CO。培养箱中培养24 h

后，加入底物2-AF 45／umol／L及不同质量浓度的

龙葵碱(终质量浓度0．016、0．08、0．4、2、10弘g／

mL)，阴性对照组不加龙葵碱，37℃、5％CO：培养

箱中培养24 h。吸出培养液，3 500×g离心10 rain，

上清液立即以等体积醋酸乙酯一甲醇(95：5)萃取2

次，萃取液挥干后，将残渣溶于2 mL甲醇中混合均

匀，Waters高效液相色谱(HPLC)自动进样20 pL

进行检测，色谱条件同2．2．1项。保留时间2一AAF

约为13．5 rain，2-AF约为17 min。经由HPLC分

析2一AAF的量来反应NAT的活性。NAT的活性

用1×106细胞对应的乙酰化底物(nm01)表示。

2．2．3龙葵碱作用不同时间对HepG2完整细胞

中NAT活性的影响：细胞按2．2．2项方法消化后，

放入37℃、5％CO：培养箱中培养24 h，加入2一AF

45／lmol／L及终质量浓度2弘g／mL的龙葵碱，阴性

对照组给等体积溶媒，37℃、5％CO：培养箱中培养

12、24、36、48 h后，将细胞及培养基移取离心，按

2．2．2项实验步骤操作测定。

2．2．4龙葵碱对HepG2细胞质中NAT活性的影

响：取处于对数生长期的HepG2细胞1×107个，胰

酶消化后，PBS洗两遍，沉淀的细胞悬浮在2 mL的

裂解液[20 mmol／L Tris—HCl(4℃、pH 7．5)，1

mmol／L DTT，1 mmol／L EDTA，50／umol／L

PMSF，10／比mol／L亮抑酶肽]中。接下来的步骤均

在4℃下进行，悬液用超声波破碎20 min，先以

9 000×g离心1 rain，上清液10 000×g离心60

rain，取上清液置于冰浴中备用，测定NAT活性和

蛋白的量，蛋白定量测定采用Bradford方法，BSA

作为蛋白标准。活性测定实验中通过测定被乙酰辅

酶A依赖的NAT乙酰化的2-AF的量，即2一AAF

生成的量，来反应细胞质中NAT的活性。实验分7

组，分别为阴性对照组，空白对照组，0．016、0．08、

0．4、2、10／比g／mL龙葵碱组。反应混合液总体积550

弘L：包括250弘L的细胞质液，10弘L乙酰辅酶A循

环混合液，加入一定量的2一AF及不同量的龙葵碱，

使2-AF终浓度为0．04 mmol／L，龙葵碱终质量浓

度分别为0．016、0．08、0．4、2、10 pg／mL，37℃温

育5 rain，加入200弘L 1 mg／mL的乙酰辅酶A开始

反应。空白对照组不加乙酰辅酶A而加入等量的双

蒸水。乙酰辅酶A终浓度为0．45 mmol／L。将混合

液于37℃温育6 h，取出后加入900 pL乙腈终止

反应。混合液经滤膜滤过后，HPLC测定2一AAF的

量，条件同2．2．2项，观察龙葵碱对细胞质液中

NAT活性的影响。

2．3数据处理：数据采用Exeell进行统计处理，结

果以．27士s表示。

3 结果

3．1 龙葵碱对NAT活性的影响

3．1．1标准曲线的绘制：2-AAF在287．8 nm有最

大紫外吸收，故在HPLC测定过程中，选取288 nm

作为最大吸收。以2-AAF对照品溶液的质量浓度

为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，得回归

方程为Y=8×106X--4 010．6，，．=0．999 9。

3．1．2不同质量浓度龙葵碱对HepG2完整细胞

NAT活性的影响：结果见表1。与阴性对照组比较，

龙葵碱能够减少2-AAF生成的量，并且随着龙葵

碱质量浓度的增加，2一AAF生成的量逐渐减少。

3．1．3龙葵碱作用不同时间对HepG2完整细胞

NAT活性的影响：结果见表2。2Pg／mL龙葵碱

衷1不同质量浓度龙葵碱对HepC2完整细胞NAT活性的

影响Q士s。一=6)

Table 1 Effect of solanlne In various concentr鱼tIOn

on NAT activity in Intact HepG2 cells

(；士$，一一6)

与阴性对照组比较：～P<0．01

‘。P<0．01 w negative control group

表2龙葵碱作用不同时问对HepG2完整细胞NAT活性的影响(；士s，一=6)

Table 2 Effect of solanine on NAT activity in intact HepG2 cells at different times

following its administration(；士s，n--6)

与阴性对照组比较：一P<0．01

”P<0．01讲negative control group
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分别作用于HepG2细胞12、24、36、48 h，随着作用

时间的增加，2-AAF生成的量逐渐增多，但龙葵碱

组与同一时段的阴性对照组比较，能够显著减少2一

AAF生成的量。

3．1．4龙葵碱对HepG2细胞质中NAT活性的影

响：结果见表3。不同质量浓度龙葵碱作用于

HepG2，与阴性对照组比较，能够降低2一AAF生成

的量，即降低细胞质中的NAT活性。

哀3不同质量浓度龙葵碱对Hel，G2细胞质中NAT

活性的影响G士s，露=6)

Table 3 Effect of solanine in various concentration

on NAT activity in cytoplasm of HepG2

cells(i士s，露=6)

胞和细胞质内NAT酶都有一定的影响：龙葵碱能

够降低HepG2完整细胞和细胞质内2-AAF生成

的量，并且具有剂量相关性；随着作用时间的延长，

2一AAF生成的量逐渐增多，但在相同作用时间下龙

葵碱均能够降低2一AAF的生成。因此，龙葵碱是一

种NAT的抑制剂，龙葵碱对HepG2细胞的抑制作

用与其抑制NAT活性有一定关系，作为NAT抑

制剂，分为非竞争性抑制、竞争性抑制和反竞争性抑

制剂。龙葵碱是通过哪种方式抑制NAT活性的，这

与龙葵碱抑制NAT的进一步作用机制密切相关，

还有待于进一步的实验研究。
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