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摘 　要 　为探讨马尾松树皮提取物 ( PMBE)体外抑制大肠癌 LoVo 细胞生长的作用特点和机理 ,通过 MTT、显微镜

术、凝胶电泳和流式细胞术 ,研究 PMBE抑制LoVo 细胞生长的特点 ,运用免疫组化和 RT2PCR 探究相关分子机理。

结果表明 : PMBE时间2剂量依赖地抑制 LoVo 细胞的体外生长 ; PMBE 处理后 ,流式细胞检测发现 LoVo 细胞周期

阻滞于 G1 或 S期 ,同时可检测到亚二倍体峰的出现 ;荧光镜检和透射电镜观察可看到 LoVo 细胞的核皱缩、边集甚

或碎裂 ,以及有凋亡小体形成 ,其基因组经过凝胶电泳呈现典型的梯形 Ladder ; RT2PCR 和免疫组化结果显示

PMBE处理可上调 LoVo 细胞中 p53 和 p21 基因的转录效率 ,并下调 Bcl22 的蛋白表达量。说明 PMBE 通过上调

p53 和 p21 的表达量阻滞细胞周期、下调Bcl22 的表达量诱导细胞凋亡的双重机制 ,抑制 LoVo 细胞的体外生长 ,可

供进一步探索相关信号传导通路参考。
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Primary exploration of mechanism of Pinus ma ssoniana bark extract

inhibiting growth of human colorectal carcinoma cells in vitro
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Abstract 　To explore the character and mechanism of Pinus mass oniana bark extract ( PMBE) inhibiting the growth of

human colorectal carcinoma LoVo cells in vitro. MTT , micros copy , gel electrophoresis and flow cytometry were us ed to

identify the characters of PMBE inhibiting LoVo cell growth and inducing apoptosis . Immunohis tochemis try analysis and

RT2PCR were us ed to explore the related molecular mechanism. PMBE inhibits the growth of LoVo cells in a time2and

dos e2dep endent manner. PMBE treatment res ulted in cell cycle arres t at G1/ S phas e , Sub2G1 curve , genomic DNA lad2
der p attern , and morphological changes , including nuclear condens ation , boundary aggregation or split , and apoptotic

body formation. In addition , PMBE up2regulates the expression of p53 and p21 and down2regulates the expression of

Bcl22. PMBE inhibits the growth of LoVo cells in vitro via double mechanisms of cell cycle arres t through up2regulation of

p53 and p21 expression and apoptosis induction through down2regulation of Bcl22 expression , which laid foundation for

further res earch of the related signal trans duction p athways .

Key words 　Pinus mass oniana bark extract ( PMBE) ; human colorectal carcinoma LoVo cell ; gene expression ; cell cy2
cle arres t ; apoptosis
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　　马尾松树皮提取物 ( Pi nus m assoniana bark

extract ,PMBE) 是富含原花青素的一种多酚类物

质 ,能广谱抑制人体外癌细胞的生长[1 ] 。法国海松

( Pi nus m ariti m a) 树皮提取物 ( Pycnogenol) 能诱导

人乳腺癌 MCF27 细胞凋亡 ,而对正常乳腺 MCF210

细胞无不良影响[2 ] ,但相应的分子机理未见报道。

2005 年 ,笔者曾报道 PMBE 通过诱导细胞凋亡下调

Bcl22 的表达抑制人肝癌细胞 BEL27402 的体外生

长[3 ] ,而后又对其抑制人大肠癌 LoVo 细胞生长的

规律进行了初步研究[4 ] 。近年来 ,原花青素等天然

多酚类物质通过下调 Bcl22[5 ] 、上调 P53 表达[6 ]等分

子事件抑制癌细胞生长的研究屡见报道。基于

PMBE 具有强抗氧化性和活性氧自由基清除能力[7 ]

及广谱抑制癌细胞体外生长活性[1 ] 。为从深层次

开发利用 PMBE ,本研究进一步探讨其抑制人大肠

癌 LoVo 细胞生长的机理。

1 　材料与方法

111 　材料与试剂

马尾松树皮提取物 ( PMBE) 由广州嵩珍营养源

研究所膜分离法分离纯化 ; HEPES、M TT 和 DAPI

购自 Sigama 公司。

人大肠癌 LoVo 细胞株 ( p53WT) ,购自中山大

学医学院动物细胞中心。

二甲亚砜 (DMSO) 、RPM I 1640 和青2链霉素

(青霉素 10 000 U/ mL ,链霉素 10 000μg/ mL) 分别

为 Amresco、HyClone 和 Gibco BRL 公司产品 ,胎牛

血清 ( FBS)为杭州四季青公司产品 ;鼠抗人 Bcl22 单

克隆抗体购自 Oncogene 公司 ,SABC 显色试剂盒为

博士德 (Boster) 产品 ; SV Total RNA Isolation Sys2
tem 和 One Step RNA PCR Kit 分别为 Promega 和

Ta KaRa 公司产品。其余试剂均为分析纯级。

112 　方法

11211 　PMBE 的配制 　10 mg/ mL 的 PMBE 贮存

液以 DMSO 溶解配制而成 ,过 0122μm 微孔滤膜 ,

并分管置 - 20 ℃冻存。用前室温放置解冻 ,以 10 %

(体积分数 ,下同) FBS2RPM I 1640 培养液稀释成相

应浓度的工作液。

11212 　细胞培养和处理 　人 LoVo 细胞以含 10 %

FBS、100 U/ mL 青霉素、100μg/ mL 链霉素和 10

mmol/ L HEPES 的 RPM I 1640 培养液 (p H714) ,置

37 ℃,含 5 % (体积分数) CO2 的湿润培养箱中培

养。以含不同质量浓度 PMBE 的 10 % FBS RPM I

1640 培养液培养 48 h 或含 140μg/ mL PMBE 的

10 %FBS RPM I 1640 培养液培养不同时间后进行

实验分析。

11213 　M TT 检测 　PMBE 抑制 LoVo 细胞生长作

用的特点通过稍加修饰的 M TT 实验测定。以细胞

适宜密度 (104 个/ mL)接种 LoVo 单细胞至 96 孔微

培养板 ,至对数生长期时分别以 40、80、120、160 和

200μg/ mL PMBE 处理 48 h 或以 140μg/ mL PMBE

分别处理 24、48 和 72 h。每一质量浓度和时间点均

做 4 个复孔。到预定时间点前 4 h ,各培养孔分别加

入 20μL 5 mg/ mL M TT 的无菌溶液 ,置 37 ℃继续

培养 4 h 后 ,小心吸弃各孔中的上清液 ,然后加入

150μL DMSO ,置摇床 200 r/ min 振摇 10～20 min ,

以充分溶解各孔中的紫色结晶 ,微孔板阅读仪上测

定 570 nm 波长下各孔吸光度值 ( A ) 。所有实验中

均包含无 PMBE 的培养液和 DMSO 对照孔。细胞

生长抑制率由下列公式算出

生长抑制率 = (1 - A实验/ A对照) ×100 %

上述实验重复 3 次 ,取均值进行分析。

11214 　细胞形态和亚显微结构观察

1)荧光镜检。以 105/ mL 的密度接种 LoVo 单

细胞至Φ3 cm 无菌培养皿 (内放盖玻片) 中 ,贴壁后

以 015 % FBS2RPM I 1640 同步化 56 h ,再换上等体

积的 10 % FBS2RPM I 1640 ,继续培养至对数生长

期。而后处理组以含 140 μg/ mL PMBE 的 10 %

FBS2RPM I 1640 分别处理 24 ,48 和 72 h ,对照组以

不含 PMBE 的 10 % FBS2RPM I 1640 培养 24 h。相

应时间点取出各培养皿中的盖玻片 ,以含 Ca2 + 、

Mg2 +的 PBS 液洗盖玻片 5 min ,共 3 次。然后以等

量的甲醇∶DAPI 溶液 (1 000∶1) 4 ℃避光浸泡盖玻

片 15～30 min ,再以含 Ca2 + 、Mg2 +的 PBS 液洗盖玻

片 5 min ,3 次脱背景。最后 ,固定有 LoVo 细胞的盖

玻片细胞面向内扣在干燥洁净的载玻片上 ,放在荧

光显微镜 (BH22 ,Olympus , Japan) 下观察 ,Olympus

数码相机拍照。

2) 电镜观察。对数生长期的 LoVo 细胞以含

140μg/ mL PMBE 的 10 % FBS2RPM I 1640 分别处

理 24、48 和 72 h ,对照组以不含 PMBE 的 10 %

FBS2RPM I 1640 培养 24 h ,至相应时间点时 ,以

0125 g/ 100 mL 胰酶消化 2～ 3 min 后 ,以 015 %

FBS2RPM I 1640 终止消化 ,10 000 r/ min 离心 5 min
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收集细胞 , PBS 液洗 5 min , 2 次后 ,细胞沉淀以

215 %(体积分数) 的戊二醛溶液 4 ℃固定过夜。次

日 ,PBS 洗 10 min ,3 次 ,1 %(体积分数) 锇酸室温孵

育 1 h 后 ,以 PBS 液洗涤细胞沉淀 10 min ,3 次 ,再

先后以 30 %、50 %、70 %、80 % 和 95 % (体积分数)

梯度乙醇室温脱水 ,每梯度点 10 min。之后 ,再进一

步以无水丙酮室温脱水 10 min ,3 次 ,而后用 1∶1 的

50 %(体积分数)丙酮∶50 % (体积分数) 环氧树脂室

温孵育 1 h ,再以 100 %(体积分数) 环氧树脂室温浸

透 1 h ,3 次。最后 ,环氧树脂浸透的细胞沉淀加上

过量的环氧树脂包埋到胶囊中 ,70 ℃过夜聚合。以

热膨胀式超薄切片机 (L KB2NoVa2Ⅴ,瑞士) 制备

500 ! 的超薄切片。经醋酸铀和柠檬酸铅染色 ,置

透射式电子显微镜 (J EM 100CX2Ⅱ, Houghton ,

M I)下观察拍照。

11215 　琼脂糖凝胶电泳 　LoVo 单细胞以 105/ mL

的密度接种到 25 mL 培养瓶中 ,以 10 % FBS2RPM I

1640 培养至对数生长期时 ,换上不含 PMBE 或含不

同质量浓度 PMBE 的培养液处理不同时间。常规

法收集沉淀细胞。细胞沉淀重悬于 40μL 012 mol/

L NaH2 PO4/ 011 mol/ L cit ric acid (192∶8) 混合液

中 ,室温放置 1 h ,480 r/ min 离心 30 min 后 ,上清转

移到 115 mL 微量离心管中 ,各管加入 3μL NP240

(215 mg/ mL) 和 3μL RNase A (10 mg/ mL) ,37 ℃

孵育 1 h 后 ,再分别加入 3μL Proteinase K (10 mg/

mL) ,50 ℃孵育 1 h。反应结束后 ,各管加入 5μL 上

样缓冲液、混匀 ,含 015μg/ mL EB 的 1 g/ 100 mL 琼

脂糖凝胶 ,75 V 恒压电泳 115 h ,以凝胶成像分析系

统 (B IO2RAD 公司)观察拍照。

11216 　流式细胞分析 　细胞 DNA 含量和细胞周

期分布可以通过流式细胞仪分析细胞吸收碘化丙锭

( PI)的荧光量间接定量。收集 PMBE 处理后的 Lo2
Vo 细胞 ,PBS 液洗涤后 ,70 % (体积分数) 乙醇 4 ℃

固定过夜。再以 1 ×PBS 洗涤 ,细胞沉淀以碘化丙

锭染液 (含 50μg/ mL PI ,10μg/ mL RNase , 015 %

(体积分数) Triton X2100 和 011 mg/ mL 醋酸钠) 室

温避光染色 30 min。而后 ,上流式细胞仪 ( EL ITE ,

Beckman 公司产品) ,MUL TICYCL E 软件 ( Phoenix

公司产品) 分析细胞中 DNA 含量的变化、细胞周期

的分布以及表征凋亡的亚二倍体细胞的量。

11217 　免疫组化分析　以 105/ mL 的密度接种 Lo2
Vo 单细胞到放有无菌盖玻片的无菌培养皿中 ,常规

法培养 ,并设对照。对数生长期时 ,实验组细胞换上

含 140μg/ mL PMBE 的 10 % FBS2RPM I 1640 ,分别

处理 24、48 和 72 h ,对照组则以不含 PMBE 的 10 %

FBS2RPM I 1640 培养 24 h。至相应时间点时 ,1 ×

PBS 洗涤 1 min ×2 ,冷丙酮固定 10 min 后 ,弃丙酮 ,

加入 0175 %(体积分数) 的 H2O22PBS ,37 ℃放置 30

min 灭活内源性过氧化物酶 ,1 ×PBS 洗 3 min ×2 ,

加入正常山羊血清封闭非特异性抗原 ,接着加入鼠

抗人Bcl22 单克隆一抗 ,室温放置 30 min 后 ,1 ×PBS

洗 5 次 ,而后加入生物素标记的二抗羊抗鼠 Ig G ,37

℃孵育 30 min ,以基于免疫氧化酶的检测系统

SABC试剂盒 (武汉博士德公司产品) 显色 ,相差显

微镜下观察拍照。计数 300 个细胞中阳性着染细

胞。按说明书要求 ,用 140μg/ mL PMBE 处理 24 h

不加一抗的 LoVo 细胞作为阴性对照 ,细胞膜结构

被染成褐色或咖啡色的细胞为阳性着染细胞。

11218 　RT2PCR 检测 　以含不同浓度 PMBE 的

10 % FBS2RPM I 1640 分别处理 LoVo 细胞 24、48

和 72 h ,然后按试剂盒提取各组细胞的总 RNA。

DU ○R 530 核酸蛋白分析仪测定 RNA 的浓度和纯度。

按试剂盒说明书进行一步 RT2PCR。25 μL RT2
PCR 混合液 50 ℃热孵 30 min 进行反转录 ,接着 94

℃预变性模板 2 min ,而后置 T2GRADIEN T PCR 热

循环仪 (Biometra ,德国) 上进行 30 轮 (94 ℃变性 30

s ,52 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 115 min) 目的基因片段

的扩增。p21 和 p53 基因的相应片段用合成的特

异引物扩增 ,β2acti n 为内对照用以排除假阴性并用

于半定量 (表 1) 。扩增产物经含 015μg/ mL EB 的

112 %(质量分数) 琼脂糖凝胶 ,80 V 恒压电泳分离

115 h ,凝胶成像分析系统 Gene Genius Bio Imaging

System GeneSnap ( Syn Gene Co. , USA) 观察拍照。

每条扩增带的面积灰度值由 Gene Tools 软件 ( Syn2
Gene Co. , USA)扫描分析。

11219 　统计分析　所有数据均以平均值±标准差表

示。除特殊标示外 ,各实验均重复 3 次。组间统计差

异性由 t 检验或 one2way ANOVA 经 SPSS 1010 软件

评估 ( P < 0105 ,差异显著 ; P < 0101 ,差异极显著) 。

2 　结果分析与讨论

211 　结果与分析

21111 　PMBE 时间2剂量依赖地抑制 LoVo 细胞的

体外增殖 　人类大肠癌 LoVo 细胞以含 40～200
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　　 表 1 　引物序列和 PCR产物大小

Table 1 　Primer sequence and size of PCR products

基因名称 引物序列 　　 扩增片段大小/ bp 退火温度/ ℃

β2actin a 5′2GGCA TGGGTCA GAA GGA TTCC23′

b 5′2A TGTCACGCACGA TTTCCCGC23′
500 52

p53 a 5′2TCTGGGACA GCCAA GTCTGT23′

b 5′2GGA GTCTTCCA GTGTGA TGA23′
434 52

p21 a 5′2AA GACCA TGTGGACCTGTCA23′

b 5′2GGCTTCCTCTTGGA GAA GA T23′
170 52

　　　　　 　注 : a 为上游引物 , b 为下游引物。

μg/ mL 不同质量浓度的 PMBE 的 10 % FBS2RPM I

1640 处理不同时间后 ,以 M TT 检测各处理组与对

照组之间的细胞吸光度值的变化。发现 PMBE 能

时间2剂量依赖地抑制 LoVo 细胞的体外增殖。40、

80、120、160 和 200μg/ mL PMBE 处理 48 h 后 ,Lo2

Vo 细 胞 生 长 抑 制 率 分 别 为 5108 %、7150 %、

8140 %、23164 %和 44177 % (图 1 (a) ) ; 140μg/ mL

PMBE 处理 LoVo 细胞 24、48、和 72 h 后 ,其生长抑

制率分别为 21175 %、23164 %和 25162 %(图 1 (b) ) 。

图 1 　PMBE对人 LoVo 细胞生长的抑制效应 ( n = 3 , x ±SD)

Fig. 1 　Effects of PMBE on human LoVo cell growth (Dose2/ Time2dependent effects)

21112 　PMBE 处理后 LoVo 细胞的形态学变化 　

荧光镜检发现 ,未经 PMBE 处理的 LoVo 细胞胞体

平展 ,核染色均匀 (图 2 (a) ) ; 140μg/ mL PMBE 处

理 24、48 和 72 h 后 ,依次呈现凋亡特有的核形态变

化 ,包括核皱缩 (图 2 (b) ) 、边集或碎裂 (图 2 (c) ) 、甚

至出现 DNA 片段 (图 2 ( d) ) 。且随处理时间的增

加 ,细胞凋亡的形态变化越明显。透射电镜下 ,可见

其他一些细胞器的损伤和凋亡小体出现 (图 3) 。

21113 　PMBE 诱导 LoVo 细胞核小体间 DNA 的断

裂　为确证 PMBE 是否诱导了 LoVo 细胞凋亡反

应 ,用琼脂糖凝胶电泳分析 PMBE 处理前后 LoVo

细胞的 DNA 降解情况 ,结果发现不同质量浓度的

PMBE 处理 LoVo 细胞至相应的时间段 ,都可以检

测到标示凋亡的 180～200 bp 或其整数倍的 DNA

Ladder ,且质量浓度越大、处理时间越长 ,DNA Lad2

der 越明显 ,呈现出时间2剂量依赖性 ,为典型的凋亡

细胞特征性的 DNA 梯状带 ;而未处理组细胞则未

见到明显的类似 DNA 降解现象 (图 4) 。

21114 　PMBE 诱导 LoVo 细胞凋亡的定量检测 　

凋亡细胞可通过由于细胞 DNA 降解而渗出导致与

其特异性结合的碘化丙锭 ( PI) 的荧光减少而识别。

DNA 降解形成的亚二倍细胞群 (DNA 含量直方图

上的 sub2G1 峰) 可通过流式细胞仪定量。此外 ,

PMBE 对 LoVo 细胞周期分布的影响也可以通过流

式细胞分析定量展示。流式分析结果提示 140μg/

mL PMBE 处理不同时间 ,或 120、140 和 160 μg/

mL PMBE处理 24 h ,随着细胞增殖的阻碍 ,均导致

G1 期或 S 期细胞积聚 (图 5 (a) 和 ( b) ) 。随着 140

μg/ mL PMBE 处理时间的延长 , G1 期或 S 期细胞阻

滞最终导致细胞死亡 ,诱导逐渐增强的凋亡反应 ,进
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箭头示浓缩、边集或碎裂的核 ( ×400)

图 2 　PMBE处理 LoVo 细胞核形态变化的荧光镜检

Fig. 2 　Morphological changes in LoVo cell nuclei under G B filter , fluorescence microscope

(a) 对照 24 h ,示完整的核双层膜 ,正常线粒体和内质网 ( ×19 000) ;

(b) 24 h ,示核膜降解 ,细胞质空泡化和异常的内质网 ( ×10 000) ;

(c) 48 h ,示核降解 ,线粒体和内质网肿胀 ,出现凋亡小体 ( ×14 000) ;

(d) 72 h ,可见凋亡小体 ( ×14 000) ;

Mt 为线粒体 ; Er 为内质网 ;Nc 为细胞核 ;AB 为凋亡小体。

图 3 　LoVo 细胞核形态变化的电镜观察
Fig. 3 　Morphological changes in LoVo cells under a transmission electron microscope

　

　　M 为 DNA 分子量标准 DL2 000 ;

　　PMBE 处理质量浓度及时间 :

　　　1 为对照 ,0μg/ mL , 24 h ; 　2 为 140μg/ mL ,24 h ;

　　　3 为 120μg/ mL , 24 h ; 　4 为 140μg/ mL ,48 h ;

　　　5 为 160μg/ mL ,48 h ; 　6 为 140μg/ mL ,72 h。

图 4 　LoVo 细胞凋亡的凝胶电泳检测
Fig. 4 　Agarose gel electrophoresis of DNA

extracted from LoVo cells
　

而导致表征凋亡的亚二倍体细胞的快速出现 (图 5

(c) ) 。

PMBE 剂量依赖地诱导 LoVo 细胞凋亡。120、

140 和 160μg/ mL PMBE 处理 24 h 后 ,细胞平均凋

亡率由未处理细胞组的 112 % ,分别增至 1914 %、

2811 % 和 3115 %(图 5 (d) ) 。而 140μg/ mL PMBE

处理 24、48 和 72 h 后 ,细胞平均凋亡率由未处理细

胞组的 112 % ,分别增至 26 %、5018 %和 3816 %(图

5 (e) ) 。这些结果提示 ,PMBE 诱导 LoVo 细胞凋亡

具有时间和剂量依赖性。

21115 　Bcl22 , p53 和 p21 参与 PMBE 诱导的 Lo2
Vo 细胞凋亡　bcl22 基因已被证实参与了几种抗癌

药物诱导的细胞凋亡[8210 ] 。免疫组化分析显示 ,Bcl2
2 蛋白也参与了 PMBE 诱导的人大肠癌 LoVo 细胞

的凋亡。对照组细胞培养 24 h 后 ,有较高的 Bcl22

蛋白表达水平 ,阳性着染率达 (2417 ±115) % ,而以

140μg/ mL PMBE 处理 24、48 和 72 h 后的各处理组

相应的阳性细胞着染率则分别为 (1617 ±114) % ,

(1013 ±016) %和 (1111 ±110) % (图 6 (a) ) 。与对

照组相比 ,均具有显著差异性 ( P < 0105 , n = 3) 。同

一质量浓度 PMBE 处理不同时间 ,细胞中 Bcl22 蛋

白的着染率随处理时间的延长而逐渐降低 ,提示

PMBE 可能通过下调 bcl22 基因的表达在诱导人大
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图 5 　不同质量浓度 PMBE处理 LoVo 细胞不同时间后 ,凋亡细胞的
流式定量检测 ( n = 3 , x ±SD)

Fig. 5 　Quantitative detection of apoptotic LoVo cells treated with several concentrations of
PMBE for various time periods by flow cytometry

　

肠癌细胞凋亡中发挥作用。

RT2PCR 检测 p53 和 p21 的表达水平 ,并进行

特异性扩增条带的灰度值扫描 ,以β2acti n 为内参 ,

计算二者在 PMBE 处理前后的相对表达量。结果

显示 ,PMBE 可以时间2剂量依赖地激活 p53 和 p21

的表达 (图 6 (b) ) 。图中可见 ,二者表达量的增加趋

势平行 ,几乎相近 ,但后者表达量比前者高。

212 　讨 　论

1) PMBE 对体外培养的多种人癌细胞株 ,包括

HL260 ,BEL27402 , Hela 和 LoVo 等都有生长抑制

作用[1 ] ,本文以 LoVo 细胞株为模型 ,探索 PMBE 对

癌细胞增殖和凋亡的影响 ,进而评估其在癌症预防

及治疗中的作用 ,并试图揭示其潜在的分子机制。

主要通过凋亡细胞鉴定和 bcl22 , p53 和 p21 的表达

水平检测 ,探察了 PMBE 诱导 LoVo 细胞周期阻滞

和细胞凋亡的特点和机制。

细胞凋亡是基因水平调控的细胞编程性死亡过

程 ,被认为是细胞自杀的终末途径 ,在胚胎发育、组
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织稳态维持及迷途细胞或 DNA 损伤细胞的清除过

程中发挥作用。凋亡细胞具有特异性的形态特征 ,

包括细胞收缩 ,核染色质浓集、固缩 ,核片段化 ,细胞

质浓缩 ,核与细胞膜外翻等[11 ] 。本研究发现 40～

200μg/ mL PMBE 能时间2剂量依赖地抑制LoVo 细

胞增殖 ,并诱导凋亡相关的形态和生化改变。在相

同质量浓度下 ,PMBE 对凋亡的诱导强于生长抑制 ,

140μg/ mL PMBE 分别处理 LoVo 细胞 24、48 和 72

h后 , LoVo 细胞的生长抑制率和凋亡率分别为

21175 %、23164 %、25162 % 和 2610 %、5018 %、

3816 % ,提示细胞可能存在不依赖于生长抑制的凋

亡途径 ,这是值得深入研究的问题。

(a) 140μg/ mL PMBE 处理 LoVo 细胞不同时间 Bcl22 表达变化 ;

(b) p53 和 p21 表达水平的相对定量 0/ 24 为对照 ;

与对照比 3 P < 0105 ,差异显著 ,33 P < 0101 差异极显著。

图 6 　相关分子事件的检测 ( n = 3 , x ±SD)

Fig. 6 　Detection of the related molecular events
　

　　许多分子如Bcl22 家族 ,P21 和 P53 等参与了细

胞凋亡的调控 ,Bcl22 在人前列腺癌、肝癌、大肠癌、

肺癌 ,以及其他类型的实体瘤中表达 ,并刺激相应癌

细胞生长 ;Bcl22 可通过诱导细胞永生化 ,活跃细胞

增殖阻断许多刺激 (包括放疗、化疗试剂及抗癌药

物)对细胞凋亡的诱导[12 ] 。P53 和 P21 则是与 Cy2
clins 及 CD Ks 等促生长因子相拮抗的细胞周期抑制

子 ,DNA 损伤或环境胁迫可激活 P53 ,通过抑制或

激活其下游基因 ,导致细胞生长阻滞或凋亡[13214 ] 。

P21 就是 P53 诱导的 G1 期细胞 CD Ks 的广谱抑制

子 ,其激活将导致细胞周期受阻、生长停滞。近来体

外研究发现 ,DNA 诱变剂处理或生长因子突然撤除

的细胞中 ,P21 也调控着 P53 诱导的凋亡。总之 ,大

量事实表明 ,P53 和 P21 能促进细胞生长停滞并诱

导凋亡[15 ] ,而 Bcl22 则抑制该过程[16 ] 。

2)鉴于原癌基因如 bcl22 ,常常参与肿瘤发生 ,

且与肿瘤细胞耐药性相关 ,因此在探求相关分子机

理方面 ,首先检测了 PMBE 处理后 LoVo 细胞中

Bcl22 表达水平的变化。结果表明 ,PMBE 不仅诱导

LoVo 细胞凋亡 ,而且能显著降低 Bcl22 蛋白的表

达 ,可降低癌细胞的耐药性 ,有助于癌症的临床辅助

治疗。PMBE 处理 LoVo 细胞不同时间后 , p21 和

p53 的表达特征分析结果提示 p21 和 p53 的表达

之间有一定的协同相关性。譬如 , PMBE 处理后 ,

p53 mRNA 的增加与 p21 mRNA 的增加相平行 ,但

后者明显高于前者 ,提示 p21 激活可能通过 p53 依

赖性途径实现 ,但也可能存在其他途径。因此 ,探索

这一现象究竟是 LoVo 细胞对 PMBE 刺激本身的特

异性应答 ,还是凋亡和细胞损伤相关基因间的一种

普遍现象就显得尤为重要。基于此 ,进一步深入研

究该效应背后的分子事件 ,包括上游分子及上、下游

信号通路将是一件十分有趣的事情。

此外 ,本研究还发现 PMBE 能诱导细胞周期阻

滞于 G1 期或 S 期 ,并证实 PMBE 时间2剂量依赖地

诱导癌细胞凋亡。这些活性可以解释笔者以前报道

的该提取物的细胞毒效应[17 ] 。因此 ,PMBE 的抑瘤

效应可能有多重机制 ,譬如 ,可能经由激活 p53 上

调 p21 表达阻滞细胞周期和/ 或通过下调 bcl22 的

表达诱导凋亡等。

本研究表明 : PMBE 对人大肠癌细胞有明显的

抗增殖和诱导凋亡作用 , PMBE 诱导的 LoVo 细胞

周期阻滞和凋亡至少存在双重机制 :通过激活 p53

上调 p21 的表达抑制癌细胞生长 ,和/ 或通过下调

bcl22 的表达促进癌细胞凋亡。PMBE 对细胞周期
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进程和凋亡的这些影响提示 PMBE 可激活不同的

信号传导通路 ,对癌症治疗过程中的 2 个关键过程

发挥作用。因此 , PMBE 对人大肠癌有潜在的治疗

功效 ,可作为一种抗癌药物候选前体物进行开发。

3 　结 　论

本研究表明 : PMBE 时间2剂量依赖地分别通过

上调 p53 和 p21 的表达效率、下调 bcl22 的表达效

率抑制人大肠癌细胞的体外生长并诱导其凋亡。因

此 ,PMBE 具有作为细胞生长抑制剂和抗癌药物的

开发前景。
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