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氧化苦参碱体外诱导膀胱癌Ｔ２４细胞凋亡
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　　［摘要］　目的　观察氧化苦参碱对膀胱癌 Ｔ２４细胞增殖及凋亡的影响，并初步探讨其作用机制。方法　不同浓度
（０．６２５、１．２５、２．５ｍｇ／ｍＬ）氧化苦参碱作用于膀胱癌Ｔ２４细胞，采用流式细胞术、光镜及电镜观察其诱导膀胱癌Ｔ２４细胞的凋

亡作用。用ＲＴＰＣＲ检测细胞凋亡相关基因ｓｕｒｖｉｖｉｎ及ｃａｓｐａｓｅ３转录水平的改变。免疫印迹法检测ｓｕｒｖｉｖｉｎ和ｃａｓｐａｓｅ３蛋

白的表达情况。结果　氧化苦参碱作用人膀胱癌细胞后，光镜及电镜下均见到典型的细胞凋亡形态，流式细胞术观察发现凋
亡峰。同时观察到氧化苦参碱抑制ｓｕｒｖｉｖｉｎ的转录和表达，对ｃａｓｐａｓｅ３有上调作用（Ｐ＜０．０５）。结论　氧化苦参碱可能通
过抑制ｓｕｒｖｉｖｉｎ、上调ｃａｓｐａｓｅ３表达诱导膀胱癌Ｔ２４细胞发生凋亡。
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　　氧化苦参碱（ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ，ＯＭＴ）又名苦参素，是

从中药苦豆子中提取的一种生物碱，其分子式为

Ｃ１５Ｈ２４Ｎ２Ｏ２·Ｈ２Ｏ，相对分子质量为２８２，其在体内

代谢为苦参碱而发挥作用，具有抑制胶原活动度、防

治肝纤维化等作用［１］。ＯＭＴ体外还对乳腺癌、胰腺

癌等肿瘤细胞有明显的抑制作用［２３］，其代谢产物苦

参碱对膀胱癌的发生发展有抑制作用［４］。我们的前

期研究也发现ＯＭＴ体外能抑制膀胱癌Ｔ２４细胞增

殖［５］，但确切机制仍不明确，可能与细胞凋亡有关。

因此，本研究进一步采用光镜、电镜、流式细胞术观

察 ＯＭＴ 体外对 Ｔ２４ 细胞增殖的影响，并采用

ＲＴＰＣＲ及免疫印迹法测定凋亡相关基因及蛋白的

表达，探讨ＯＭＴ对Ｔ２４细胞凋亡的影响，并初步探

讨可能的机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　膀胱癌Ｔ２４细胞（重庆医科

大学实验诊断教研室惠赠），ＯＭＴ［宁夏启元药业有

限公 司，宁 卫 药 准 字 （１９９４）第 ００００２９ 号］，

ＲＭＰＩ１６４０培养液 （Ｇｉｂｃｏ公司），新生小牛血清（杭

州四季青生物工程材料有限公司）。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ和

ｃａｓｐａｓｅ３单克隆抗体购于 Ａｂｃａｍ 公司，ＰＣＲ引物

由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成；反转录试剂盒、ＴＲＩｚｏｌ

ＲＮＡ提取试剂盒购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；蛋白提取试
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剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ试剂盒购于上海碧云天生物科技

有限公司。倒置荧光显微镜（麦克奥迪实业集团有

限公司），酶联免疫分析仪（Ｔｅｃｈａｎ公司），凝胶成像

系统（ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．２　Ｔ２４细胞的形态学观察　制备细胞爬片（分别

加入不同的处理因素）瑞氏染色，分别在低倍和高倍

镜及油镜下观察细胞形态变化并摄相。以ＯＭＴ质

量浓度为１．２５、２．５ｍｇ／ｍＬ分为两个实验组，培养

７２ｈ收集细胞，１％锇酸固定再用乙醇丙酮梯度脱

水，６１８环树脂包埋超薄切片，经枸橼酸铅染色，电镜

下观察细胞形态学变化。

１．３　流式细胞术（ＦＣＭ）检测细胞凋亡　将细胞同

步化培养２４ｈ，加入 ＯＭＴ使其质量浓度为１．２５、

２．５ｍｇ／ｍＬ两个实验组。再培养７２ｈ，收集细胞，把

细胞缓慢加入到－２０℃预冷的７０％乙醇固定，将等

体积的细胞悬液和碘化丙啶（ＰＩ）染液混匀，染色３０

ｍｉｎ。混合液过３００目尼龙网。把样品放入流式细

胞仪的样品室，以激发波长为４８８ｎｍ 测定，并用

Ｍｏｄｆｉｔ２．０软件分析细胞周期分布及凋亡情况。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测ｓｕｒｖｉｖｉｎ和ｃａｓｐａｓｅ３基因表达

水平　６孔板中培养膀胱癌细胞，设立阴性对照组（０

ｍｇ／ｍＬ）及ＯＭＴ不同浓度组（０．６２５、１．２５、２．５ｍｇ／

ｍＬ），作用４８ｈ后取各组细胞。ＴＲＩｚｏｌ法提取各组

细胞总ＲＮＡ，按照反转录试剂盒标准反应条件反转

录为ｃＤＮＡ。引物设计和合成由济南博尚生物技术

有限公司完成，ｓｕｒｖｉｖｉｎ 上游引物：５′ＧＣＣＣＡＧ

ＴＧＴＴＴＣ ＴＴＣ ＴＧＣ ＴＴ３′，下游引物：５′ＣＣＧ

ＧＡＣＧＡＡＴＧＣＴＴＴＴＴＡＴＧ３′；ｃａｓｐａｓｅ３上游

引物：５′ＧＡＧＴＧＣＴＣＧＣＡＧＣＴＣＡＴＡＣＣＴ３′，

下游引物：５′ＣＣＴＣＡＣＧＧＣＣＴＧＧＧＡＴＴＴ３′；

ＧＡＰＤＨ 上游引物：５′ＡＧＣＣＡＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧ

ＡＣＡＣ３′，下游引物：５′ＧＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡ

ＡＴＣ Ｃ３′。 采 用 ＴａＫａＲａ ＳＹＢＲ○Ｒ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ

ＴａｑＴＭⅡ，以ｃＤＮＡ 为模板，采用两步法实时定量

ＰＣＲ反应，每次在延伸阶段读取吸光度（Ｄ）值。

ＰＣＲ反应条件：预变性９５℃３０ｓ；变性９５℃５ｓ，退

火６０℃２０ｓ，循环４０次。实验结束统计每个样本的

目的与内参比值，确定目的基因的表达水平。重复

实验３次，以得到稳定结果。

１．５　蛋白质印迹法检测ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的

表达情况　培养瓶培养膀胱癌细胞，设立阴性对照

组（０ｍｇ／ｍＬ），按照０．６２５、１．２５、２．５ｍｇ／ｍＬＯＭＴ
浓度梯度加药于培养瓶中，培养４８ｈ后胰酶消化细

胞，取干预后的细胞于ＥＰ管。每管加入１００μＬ细

胞裂解液（含苯甲基磺酰氟）吹匀。于冰上放置３０

ｍｉｎ后，４℃１４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清，采用

ＢＣＡ法测定蛋白浓度。每管取３０μｇ总蛋白加入上

样缓冲液煮沸５ｍｉｎ，经ＳＤＳＰＡＧＥ，然后电转移至

ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭２ｈ。一抗１１０００稀

释４℃孵育过夜，二抗１５０００稀释室温孵育２ｈ，

后二氨基联苯胺显色并对结果进行灰度扫描分析。

重复实验３次，以得到稳定结果。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计

分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用 ＡＮＯＶＡ分

析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　细胞形态学观察　光镜下：ＯＭＴ作用７２ｈ
后，Ｔ２４细胞变为不规则状，体积缩小，胞质浓缩，胞

核凝聚，染色质致密聚集成板块状，位于核周膜成新

月状，形成凋亡小体（图１Ａ）。电镜下：癌细胞核质

比例缩小，核仁减小，胞质浓缩，核染色质浓缩呈半

月形，核仁裂解，进而细胞膜内陷细胞自行分割为多

个具有完整膜性结构、内含各种细胞成分的凋亡小

体（图１Ｂ）。

图１　１．２５ｍｇ／ｍＬＯＭＴ作用７２ｈ后
瑞氏染色（Ａ）及电镜观察（Ｂ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０００（Ａ），×８０００（Ｂ）

２．２　ＦＣＭ 检测结果　ＯＭＴ处理组Ｔ２４细胞出现

Ｇ０／Ｇ１期阻滞，Ｓ期细胞较阴性对照组下降（Ｐ＜

０．０５），１．２５ｍｇ／ｍＬＯＭＴ处理７２ｈ后，Ｇ１期前出

现呈特征性的亚二倍峰（凋亡峰），细胞凋亡率为

５．３７％，而阴性对照组和２．５ｍｇ／ｍＬＯＭＴ处理组

未见有亚二倍峰。

２．３　ＲＴＰＣＲ检测ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ 水

平　结果（图２）表明：ｃａｓｐａｓｅ３表达水平与 ＯＭＴ
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浓度成正比，ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达水平与 ＯＭＴ浓度成反

比。Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ水平随 ＯＭＴ浓度增加而升

高，ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ水平随ＯＭＴ浓度增加而降低，

组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图２　Ｃａｓｐａｓｅ３及ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达水平
Ｐ＜０．０５与阴性对照组（ＯＭＴ浓度为０ｍｇ／ｍＬ）比较．

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　蛋白质印迹法检测ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的

表达　结果（图３）表明：ＯＭＴ呈剂量依赖性抑制

ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达，同时增强ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达，组

间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图３　Ｃａｓｐａｓｅ３及ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达水平

Ｐ＜０．０５与阴性对照组（ＯＭＴ浓度为０ｍｇ／ｍＬ）比较．

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　在我国膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤，

９０％为移行细胞癌，其中８０％为浅表性膀胱癌，手术

切除可取得较好的近期疗效，但术后复发率高，３～５
年内复发率为５０％～７０％，并且约３０％～４０％的复

发肿瘤恶性程度增高、浸润能力增强［５］。膀胱腔内

灌注化疗是当前预防膀胱癌复发最常用的方法，但

目前常用的化疗药物对癌细胞杀伤缺乏靶向性，毒

副作用大，存在不同程度的多药耐药。寻找高效低

毒药物是当前研究的热点，中药具有低毒特点，

ＯＭＴ实验证实其具有抗肿瘤作用［６］，这为新膀胱灌

注药物的研究提供参考。

　　本实验结果显示ＯＭＴ对Ｔ２４细胞增殖有抑制

作用，并且其抑制作用随浓度的增加而增强。本实

验还观察到 ＯＭＴ可诱导Ｔ２４细胞凋亡，凋亡率为

５．３７％。本研究检测了与凋亡密切相关的ｓｕｒｖｉｖｉｎ
和ｃａｓｐａｓｅ３在Ｔ２４细胞中表达的变化，发现随着用

药浓 度 的 增 加，ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ 表 达 下 调，而

ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达上调；免疫印迹检测结果显

示，随着 ＯＭＴ浓度升高，ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达增强，

ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达降低，并且呈一定的剂量依赖性。

　　Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因是新近发现的一种凋亡抑制基

因，同时也是迄今发现的作用最强的凋亡抑制因

子［６］。膀胱癌组织中ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达量明显高于正常

组织，并且其表达与膀胱癌患者的临床分期和肿瘤

分化程度均有一定相关性，在低分化和临床分期越

高的膀胱癌患者中ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达越高［８］。细胞凋亡

的发生需激活ｃａｓｐａｓｅ。Ｃａｓｐａｓｅ属于半胱氨酸蛋白

酶，具有严格的底物特异性，ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡过

程中必不可少的蛋白酶，是凋亡发生的直接限速酶，

其表达的高低决定了凋亡的发生程度［９１０］。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
蛋白通过ｃａｓｐａｓｅ通路抑制凋亡，可以直接抑制凋亡

终末效应器，干扰内源性凋亡信号通路上游启动因

子ｃａｓｐａｓｅ９的活化及直接抑制凋亡信号通路下游

共同的终末效应因子ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ７，从而阻断

各种刺激诱导的细胞凋亡过程。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ还可竞争

性地结合ｐ２１ｃｄｋ４复合物上的ｃｄｋ４，使ｐ２１从ｃｄｋ
的复合体中释放出来，释放的ｐ２１与ｃａｓｐａｓｅ３形成

复合物，抑制ｃａｓｐａｓｅ３活性，从而间接抑制细胞凋

亡。结果提示ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因可通过多重途径抑制凋
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亡，促进肿瘤的形成［１１１３］。

　　综上所述，ＯＭＴ能抑制Ｔ２４膀胱癌细胞增殖，

诱导凋亡，其诱导凋亡机制可能与抑制ｓｕｒｖｉｖｉｎ、提

高ｃａｓｐａｓｅ３表达有关，但其明确机制还有待进一步

研究。
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