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　　[摘　要 ]　采用M T T 法、H E 染色、DNA 电泳、TUN EL 法和 TRA P 法 (端粒重复序列扩增法) ,研究原花青

素对人肝癌细胞 SMM C27721 株凋亡及端粒酶活性的影响, 探讨了其抗癌机制。结果表明, 原花青素可抑制

SMM C27721肿瘤细胞增殖,诱导细胞凋亡,降低细胞端粒酶活性。说明原花青素具有诱导肿瘤细胞凋亡和降低肿

瘤细胞端粒酶活性 2种抗肿瘤作用。
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Abstract: To illu st ra te the effect of p roan thocyan id in s on apop to sis and telom erase act ivity in hepato2
cellu lar carcinom a as w ell as its an t itumo r m echan ism , the effect of PC on SMM C27721 cell line in v itro w as

studied by u sing M T T m ethod, H E dying,DNA electropho resis, TUN EL and TRA P (telom eric repeat am 2
p lif ica t ion p ro toco l). PC inh ib ited the grow th of SMM C27721 cell line by inducing apop to sis and dow n2reg2
u la t ing the telom erase act ivity.
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　　从中草药等天然资源中寻找低毒、高效的抗肿

瘤药物一直是抗肿瘤研究的热点。原花青素 (p roan2
thocyan id in s, PC)是广泛存在于多种植物中的一种

酚类聚合物,尤以葡萄皮、葡萄籽中含量最多,具有

很强的生理活性和药理作用。原花青素的研究已有

30 余年的历史,早期的研究主要集中于抗炎、抗氧

化、抗自由基作用等方面[122 ] ,有关原花青素在抗肿

瘤方面的研究资料非常有限。有研究[3 ]表明,原花青

素对乳腺癌、肺癌、原发性骨髓白血病等肿瘤细胞均

有显著的抑制作用。另外,越来越多的体内、外研究

结果显示,原花青素不仅可以抑制肿瘤细胞的生长,

诱导肿瘤细胞的凋亡,而且可以拮抗化疗药物对正

常细胞的毒性作用,这个特性是其他抗肿瘤药物无

法比拟的[3 ]。因此,原花青素在抗肿瘤方面有着巨大

的潜力,应对其进行系统研究。

本试验用 PC 处理 SMM C27721 人肝癌细胞,
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采用M T T 法检测了 SMM C27721对 PC 的敏感性,

探讨了 PC 对人肝癌细胞的抑制作用; 并采用形态

学观察、DNA 电泳、TUN EL 法、端粒酶活性测定等

方法, 研究了不同浓度 PC 对 SMM C27721 细胞的

形态、凋亡指数及端粒酶活性的影响,以期为 PC 临

床应用提供理论依据。

1　材料与方法
1. 1　材　料

　　人肝癌细胞 SMM C27721 株引自武汉冷藏中

心; R PM I21640 培养基购自 Gibco 公司; 体积分数

10%小牛血清购自杭州四季青生物工程公司; 原花

青素由天津市尖峰天然产物研究开发有限公司提

供,属葡萄籽提取物,纯度> 95% ; 四甲基偶氮唑蓝

(M T T )、细胞凋亡检测试剂盒、多聚赖氨酸、DAB 显

色试剂盒等均购自武汉博士得生物工程有限公司; 端

粒酶活性检测试剂盒购自北京华美生物工程公司。

1. 2　PC 对 SMM C27721肿瘤细胞增殖的影响

选择对数生长期的 SMM C27721 细胞, 用 2. 5

göL 胰酶消化,用完全培养液调整细胞浓度为 1×

105ömL ,然后接种于 96孔板 (每孔 l00 ΛL )培养。24

h 后弃培养液换含不同浓度 (0. 025, 0. 25, 2. 5, 25,

250 ΛgömL )原花青素的培养液 20 ΛL ,于 37 ℃继续

培养。分别于 24, 48 h 后弃上清,每孔加新配制的 5

m gömL M T T 液 20 ΛL , 37 ℃继续培养。4 h 后终止

培养,轻轻吸弃孔中上清,每孔加入DM SO 150 ΛL

溶解甲簪沉淀, 用微型超声震荡器震荡摇匀 10

m in,使紫色结晶充分溶解,在酶标仪上测定 570 nm

下的吸光值,以空白孔调零。同时设阴性对照组 (加

入 20 ΛL 完全培养基)和空白对照孔 (只加入 20 ΛL

完全培养基,不含细胞) ,每组浓度设 3个平行孔,结

果取其平均值。

细胞增殖抑制率ö% = (对照组OD - 试验组OD ) ö

(对照组OD - 空白组OD )×100%。

1. 3　PC 对 SMM C27721肿瘤细胞凋亡的影响

待细胞爬片长满皿底 80%以上时,加入原花青

素至终浓度为 50 ΛgömL ,作用 24 h 后,常规H E 染

色,镜下观察凋亡细胞。

1. 4　PC 对 SMM C27721肿瘤细胞DNA 的影响

收集 50 ΛgömL PC 作用 24 h 的细胞,酚、氯仿

法提取DNA 后进行 8 göL 琼脂糖凝胶电泳, 紫外

灯下观察并拍照。

1. 5　PC 对 SMM C27721肿瘤细胞凋亡指数的影响

操作方法严格按细胞凋亡检测试剂盒说明

(TUN EL 法)书进行。结果判断:细胞核中有棕黄色

颗粒者为阳性细胞,即凋亡细胞。随机选取 10个高

倍镜视野,每个高倍镜视野的细胞应大于 1 000个,

分别计数总细胞数和凋亡细胞数, 计算凋亡指数

(A I) : A I= 凋亡细胞数ö总细胞数。
1. 6　PC 对 SMM C27721肿瘤细胞端粒酶活性的影

响

　　操作方法严格按端粒酶活性检测试剂盒说明书

进行,最后在波长 450 nm 处测定OD 值。

1. 7　数据处理

采用 F 检验及均数 t检验,应用 SPSS 11. 0 软

件进行统计学分析,计算 P 值。

2　结果与分析
2. 1　不同浓度原花青素对 SMM C27721 肝癌细胞

增殖的影响

　　由表 1 可知, PC 作用 24 h, 低浓度试验组

(0. 025 ΛgömL )细胞增殖抑制率与对照组相比, 无

显著差异; 中高浓度 (0. 25～ 250 ΛgömL )试验组显

著或极显著高于对照组; PC 作用 48 h,试验组细胞

增殖抑制率均显著或极显著高于对照组。

表 1　PC 对 SMM C27721肝癌细胞增殖抑制率的影响

T able 1　Effect of PC on inh ib it ion rate of the SMM C27721 tumo r cell p ro lifera t ion

药物浓度ö
(Λg·mL - 1)

D rug concen tration

24 h 48 h

光密度值
OD value

C 增殖抑制率ö%
Cell p ro liferation

inh ib it ion rate

光密度值
OD value

C 增殖抑制率ö%
Cell p ro liferation

inh ib it ion rate

CK 0. 561±0. 007 0. 639±0. 008

0. 025 0. 526±0. 019 6. 24 0. 512±0. 019 22. 643

0. 25 0. 477±0. 029 14. 973 0. 422±0. 036 38. 683

2. 5 0. 384±0. 022 31. 553 0. 358±0. 037 50. 013 3

25 0. 289±0. 075 48. 483 0. 234±0. 040 72. 193 3

250 0. 179±0. 047 68. 093 3 0. 157±0. 035 85. 923 3

　　注: 3 表示与空白组比较差异显著 (P < 0. 05 ) ; 3 3 表示与空白组比较差异极显著 (P < 0. 01)。下表同。

N o te: 3 Sign ifican t difference (P < 0. 05 ) ; 3 3 Extrem ely sign ifican t difference (P < 0. 01). Itπs the sam e in the fo llow ing tab le.
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2. 2　凋亡 SMM C27721肿瘤细胞的H E 染色观察

镜下见凋亡细胞体积缩小,为卵圆形,细胞浆浓

缩,细胞核深染且染色不均,染色质沿细胞膜聚集,

出现凋亡细胞核的特有形态,以新月形多见,还可见

由膜包裹的染色质块形成的凋亡小体 (图 1)。

图 1　凋亡的 SMM C27721肿瘤细胞 (H E 染色,×400)

F ig. 1　H E stain ing of apop to sised SMM C27721 tumo r cells

2. 3　PC 处理后 SMM C27721肿瘤细胞DNA 片段

化分析
　　结果表明, PC 处理后 SMM C27721 肿瘤细胞

DNA 电泳未见梯形条带 (图 2)。

图 2　PC 处理后 SMM C27721肝癌细胞DNA 电泳图
A. PC 处理组; B. DNA M arker (DL 22000)

F ig. 2　Electropho rogram of PC2treated SMM C27721 tumo r cells
A. PC2treated; B. DNA M arker

2. 4　凋亡 SMM C27721 肝癌细胞的 TUN EL 法检

测结果
　　阴性对照组细胞核未见棕褐色颗粒 (图 3 A ) ;

阳性凋亡细胞表现为细胞核呈棕褐色、浓缩 (图 3

B )。A I计算结果显示,空白对照组细胞的凋亡指数

为 1. 03±0. 58; 试验组细胞凋亡指数为 15. 93±

1. 66,与对照组相比,差异极显著 (P < 0. 01)。

2. 5　PC 处理后 SMM C27721肝癌细胞的端粒酶活

性

　　由表 2 可见, 当 PC 浓度为 2. 5 和 25 ΛgömL

时,作用 48 h 端粒酶活性受抑制; 当 PC 浓度为 250

ΛgömL 时, 作用 24 h 端粒酶活性受抑制, 且这种抑

制作用随 PC 浓度的增大和作用时间的延长而增强。

图 3　SMM C27721肿瘤细胞凋亡照片

A. 对照组; B. 实验组

F ig. 3　A pop to sis of SMM C27721 tumo r cells

A. Contro l group; B. Experim en t group

表 2　不同浓度 PC 对 SMM C27721肝癌

细胞端粒酶活性的影响 (n= 3)

T ab le 2　Effect of PC of differen t concen tra t ions

on SMM C27721 tumo r cells (n= 3)

PCö
(Λg·

mL - 1)

OD

24 h 48 h 72 h

CK 0. 986±0. 038 0. 980±0. 090 0. 960±0. 012
2. 5 0. 977±0. 023 0. 915±0. 0243 0. 628±0. 0163 3

25 0. 964±0. 028 0. 864±0. 0263 0. 525±0. 0373 3

250 0. 931±0. 0133 0. 800±0. 0193 3 0. 440±0. 0853 3

3　讨　论

本试验结果显示, PC 对 SMM C27721细胞的生

长抑制作用随其浓度的增大和作用时间的延长而增

强, 25 ΛgömL PC 作用 24 和 48 h, 对肝癌细胞

SMM C27721 的生长增殖抑制率分别为 48. 48% ,

72. 19% ,这与 Jo sh i等[4 ]的研究结果不同,作者认为

细胞种类不同是造成差异的主要原因。有研究表明,

肿瘤不仅是细胞增殖和分化异常的疾病,也是细胞

凋亡异常的疾病[5 ]。细胞凋亡现象的发现,使人们认

识到恶性癌变是肿瘤细胞丧失自发凋亡反应能力的

结果,通过诱发肿瘤细胞凋亡来抑制、消灭肿瘤成为

肿瘤治疗的一个新策略,加强对药物诱导肿瘤细胞

凋亡的研究,无疑会给肿瘤的预防和治疗提供新的

思路和途径。本试验 TUN EL 法结果表明,原花青

素可诱导 SMM C27721 人肝癌细胞发生凋亡, 50

ΛgömL 的原花青素作用 24 h,肝癌细胞凋亡指数为

15. 93±1. 66, H E 染色的结果与此相近, 但在镜下

活体观察时,作者发现出现凋亡细胞的比例远高于

此。虽然形态学观察的结果不是细胞凋亡定量的可

靠指标, 但作者认为实际的凋亡指数应高于

15. 93±1. 66。造成这种差异的原因有多种,作者认
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为采用爬片法收集细胞应该是主要原因,因为晚期

凋亡的细胞贴壁能力差,在处理玻片过程中易脱落

造成漏检。

永生性的获得是恶性肿瘤细胞的一个显著生物

学特性,也是肿瘤组织具有无限增殖能力的基础,而

肿瘤细胞无限增殖能力的维持则依赖于端粒酶的激

活。端粒酶是由RNA 和蛋白质构成的一种核糖核

酸蛋白复合物,属RNA 依赖性DNA 聚合酶,能利

用自身RNA 为模板,通过端粒酶逆转录酶催化合

成染色体末端的端粒DNA 重复序列, 以维持染色

体的完整和稳定。端粒酶活性在正常人的体细胞中

(生殖细胞、部分造血细胞除外)为阴性, 然而在约

90%的肿瘤细胞中均呈阳性。有研究表明,端粒酶活

性对于人肿瘤细胞的发生具有极其重要的作用,在

大多数实验性肿瘤的发生过程中,如果没有端粒酶

的激活,仅仅通过癌基因的表达不能诱导细胞产生

恶性表型[6 ]。

许多合成的化合物和天然产物对肿瘤具有预防

作用,一些已进入临床试验阶段,这些化合物包括多

酚类化合物和黄酮类化合物[7 ]。原花青素属于典型

的多酚类化合物,体内、外试验证明其具有抗氧化和

抑制肿瘤细胞生长的功效,但对于它能否作为端粒

酶的抑制剂,国内外未见报道。本试验结果显示,肝

癌细胞经原花青素作用后端粒酶活性明显下降,证

实了肝癌抑制端粒酶活性治疗的有效性,为原花青

素应用于临床抗肿瘤治疗提供了实验依据。

由端粒酶活性抑制引发的端粒缩短、以至肿瘤

细胞凋亡需要一个过程,这期间肿瘤仍可继续生长,

甚至对机体产生致命伤害,这一点可能在部分具有

较长端粒的肿瘤细胞中表现得更为明显。这种“效应

滞后”现象的存在,决定了在将端粒酶抑制剂应用于

临床抗肿瘤治疗时,必须与其他的治疗手段相结合,

以弥补这一不足。设想如果能将抗端粒酶活性疗法

与诱导肿瘤细胞凋亡结合起来,既能减少抗肿瘤药

物的用药剂量,又能弥补端粒酶抑制剂“效应滞后”

的不足,可达到扬长避短、相互促进的效果[8 ]。

W u 等[9 ]发现, 黄连素诱导的白血病细胞凋亡

与端粒酶活性降低有关,A kesh im a 等[10 ]也发现,卵

巢癌细胞凋亡后,端粒酶活性显著降低,且受到 P53

基因的调控。本试验结果发现,原花青素在诱导肝癌

细胞 SMM C27721 凋亡的同时,可降低肝癌细胞端

粒酶的活性,从而说明了原花青素抗肿瘤的两种作

用机理。

肿瘤的发生可分为启动、促癌、演进 3 个阶段,

端粒酶的激活可能发生于启动阶段的后期[11 ] ,在此

期,使用端粒酶抑制剂,干预端粒酶激活的过程,继

而阻断肿瘤细胞的恶化转变,在肝癌的化学预防中

意义重大。总之笔者认为,抑制端粒酶活性可能是原

花青素预防癌症的一个重要机制,但其如何下调端

粒酶活性有待于进一步研究。
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