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  大田软海绵酸 ( Okadaic acid, OA )是一种 C38 的长链脂

肪酸, 属聚醚类海洋毒素, 是腹泻性贝毒 ( Diarrhetic shellfish

poisoning , DSP)的主要成分 , 化学结构见下图。最初从大田

软海绵 (Halichondria Okadai) 和隐瓜海绵 ( H1melanodocia) 中

分离得到, 后发现实际上是由共生于上述两种海绵的利马

原甲藻( Prorocentrum lima )所产生
[ 1]
。由于海绵和贝类的滤

食作用 , OA常被富集于多种海洋软体动物的消化腺内, 不

但造成水产养殖业的巨大经济损失 , 更严重威胁人类的健

康。目前为止 ,该毒素已在多个二阶段致癌模型中被证实

具有促癌活性; 但另外又有很多文献报道仅以 nmol/ L 浓度

的 OA 单独处理, 就可引起多类细胞的凋亡[ 2] , 由于其凋亡

机制错综复杂, 一直受到国内外研究的普遍关注。肿瘤促

进和细胞凋亡本是一对矛盾的反映, 而 OA却存在诱发这两

种作用的功能 ,因此深入探索其毒作用分子机制具有十分

重要的意义。本实验采用突变检测试验常用的细胞株人胚

胎羊膜细胞 FL[ 3] 探讨 OA 对 FL 细胞的毒作用及其凋亡诱

导机制。

1  材料与方法

111  材料  人胚胎羊膜细胞 FL 购于 ATCC。大田软海绵酸

( OA,纯度95% )和二甲基亚砜( DMSO)购自 Sigma公司; MEM

培养基购自Gibco公司; 新生牛血清购自杭州四季青生物工

程有限公司; 胰蛋白酶购自 Serva公司; 3- ( 4, 5-二甲基噻唑-

2)-2, 5-二苯基四氮唑嗅盐( MTT) ,购自深圳晶美公司; PI/ An-

nexin Õ双染色检测试剂盒 Annexin Õ-FITC Kit购自 Bender 公

司; caspase-3 酶活性检测试剂盒 CaspGLOW
TM

Fluorescein Active

Caspase-3 Staining Kit 购自 BioVision 公司;其余试剂均为分析

纯。Microfuge R 高速离心机, Bio-TEK Synergy HT 酶标仪, 尼

康TE-2000荧光显微镜, BDLSR 流式细胞仪。

11 2 细胞培养及处理  FL 细胞以含 10%新生牛血清的MEM

培养基在 37 e 及 5% CO2的湿化培养箱中培养, 隔天传代 1

次。实验所用的细胞均处于对数生长期。六孔板的细胞接种

密度为 1@ 105cell/ mL, 96 孔板的接种密度为 5 @ 104cell/ mL, 贴

壁生长 24h 后, 在培养体系中分别加入 OA 至终浓度为 0, 20,

40, 60, 80, 100 nmol/ L, 作用时间 4h。

11 3 细胞贴壁状态观察  染毒 4 h 后直接置于尼康 TE-2000

荧光显微镜下拍摄细胞贴壁形态。

11 4 MTT比色法测细胞增殖力  染毒 4h 后, 每孔换成MTT

溶液( 5 mg/ mL的 MTT 20LL+ 培养基 180LL) , 37 e 继续孵育

4h后终止培养, 吸弃孔内培养上清, 每孔加入 150LL DMSO,

震荡 10 min,用酶标仪在 570 nm 处测各孔吸光度值。

11 5 PI/ Annexin Õ双标法测细胞凋亡率  按照试剂盒说明

书进行操作。收集不同浓度 OA作用 4 h 后的细胞, 取 195LL

细胞悬液(细胞密度为 5 @ 105cell/ mL)置于清洁离心管中, 加

入 5LL Annexin Õ-FITC,轻击管壁使悬液混合均匀,室温环境

中避光温育 10 min。后以 2000 r/ min 5 min 离心, 去上清, 用
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200LL缓冲液清洗细胞一次。最后将细胞重悬于 190LL缓冲

液中,再加入 10LL PI, 随后送流式细胞仪检测细胞凋亡率。

116  caspase-3 酶活性检测  按照试剂盒说明书进行操作。

收集不同浓度OA作用 4 h 后的细胞, 取 300LL 细胞悬液(细

胞密度为 1 @ 106cell/ mL )置于清洁离心管中, 加入 1LL 的

FITC-DEVD-FMK 工作液,轻击管壁使悬液混合均匀, 在 37e ,

5%CO2 的环境中避光温育 1 h。后以 3000 r/ min 5 min 离心,

去上清,再用 015 mL洗液清洗细胞两次。最后用 150LL PBS

将细胞重悬,加入 96 孔黑板中,用酶标仪在 Ex485/ Em535 nm

处检测荧光强度。

117  结果分析  将各剂量组的结果分别与对照组相比, 数

据分析采用 SPSS 1010的 Dunnett-t 检验法。

2  结  果

211  OA 对细胞贴壁状态的影响

由图 1 可见, OA 对 FL 细胞的贴壁有很大的影响, 在毒

素处理 4h后 100 nmol/ L 浓度组的细胞基本回缩变圆, 胞膜

边界清晰;与对照组相比,细胞形态明显不佳, 说明 OA 对 FL

细胞的胞膜有一定损伤,从而降低了其贴壁能力。

21 2 OA 对细胞活力的影响

图 2提示 OA 对 FL细胞增殖力的影响存在随染毒剂量

升高而增强的趋势。其中 100 nmol/ L OA 浓度组的MTT 吸光

度值与对照组相比,其差异具有统计学意义( p< 0101)。

21 3 OA 诱导细胞凋亡的情况

由图 3可知, 不同浓度的 OA对 FL细胞凋亡的诱导呈现

明显的剂量效应关系, 并且各剂量组的凋亡率与对照组相

比,其差异都具有统计学意义( p < 0101 或 p < 01001)。其中

100 nmol/ L OA浓度组的凋亡率高达 21%。

21 4 OA 对细胞 caspase-3 酶活性的影响

在显示不同浓度 OA 对 FL 细胞 caspase-3 酶活影响的

图 4中, FL 细胞的 caspase-3 酶活对 OA的诱导有一定反应, 其

中20, 40, 100 nmol/ L剂量组的荧光值与对照组相比差异具有

统计学意义 ( p < 0101) , 而 60, 80 nmol/ L 剂量组的 caspase-3

酶活则变化不明显。

图 1  OA作用 4h对FL 细胞形态的改变( 100@ )

Fig. 1  Morphology of human amnion cells exposed to 100 nmol/L OA for 4h
 

图 2 不同浓度 OA对 FL 细胞活力的影响

Fig12  Effects of different doses of OA on proliferation of

human amnion cells

(n= 3, * * p < 0101)
 

图 3  不同浓度OA对 FL细胞凋亡的诱导

Fig13 Apoptotic effect induced by different doses of OA on

human amnion cells

( n= 3, * * p < 0101, * * * p < 01001)
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图 4  不同浓度 OA对 FL 细胞 caspase-3酶活性的影响

Fig14  Effect of diff erent doses of OA on caspase-3

act ivity on human amnion cells
 

3  讨  论

长期以来, OA就因其毒作用机制的复杂性受到众多学

者的关注。本实验的结果再次证实了这一观点。在本次实

验设定的染毒时间里, FL 细胞的贴壁状态随 OA 浓度的升高

而逐渐减弱(对照组与最高浓度组的细胞形态如图 1 所示,

其余浓度未列出) , 表明OA对胞膜骨架有一定的影响。曾有

学者报道,人肾近端小管表皮细胞( RPTE)在 100 nmol/ L OA

诱导 24h后, B-catenin,一种涉及连接粘贴等多种功能的蛋白

被水解, 其中在已呈漂浮状态的细胞中这一现象尤其明

显
[4]
。另外用 20 nmol/ L OA 诱导鼠角化细胞 308

[ 5]
24h 后细

胞明显变圆,失去连接和贴壁功能, 与本实验非常类似;因此

在本课题的后续研究中, 电镜观察胞膜具体形态的改变, 探

索粘附蛋白对 OA 的反应情况 ,不但可以确凿验证 OA 对骨

架蛋白的影响,更有助于阐明 OA的胞膜毒作用机制。

肿瘤发生的基础源自细胞的无限增生 ,而过度增殖和凋

亡的存在以前一直被认为是一对矛盾的反应, 但是 OA却似

乎具有使两者共存的能力。本实验中反映细胞增殖活力的

经典 MTT比色法和灵敏反映细胞早期凋亡的 PI/ Annexin Õ

双标法显示,对 FL 染毒 4h, OA 既促进增殖, 又诱导凋亡, 其

中凋亡效应更为灵敏和明显。此现象与 Lerga A[ 6]等人的实

验结论: OA 对细胞有丝分裂的抑制与凋亡诱导是通过不同

途径而实现的,有较好一致性。他们发现在 15 nmol/ L OA 诱

导白血病细胞 K562 的前 24h 内, 增殖率与凋亡率都呈上升

趋势, 24h 后前者显著下降, 后者仍不断升高。因此, 为能更

合理解释 OA促肿瘤和促凋亡的内在联系 ,实验的染毒剂量,

处理时间, 细胞类型, 生长阶段等限制因素的摸索和比较将

是今后的又一个重要方向。

Caspase是一个半胱氨酸蛋白酶家族,在细胞凋亡中有着

极其重要的作用。正常情况下, caspase均以酶原形式存在于

细胞内, 受各种凋亡信号刺激后 ,经蛋白水解酶转换为具有

切割底物能力的活性形式, 活化的 caspase 再通过特异性地

裂解底物而发挥其执行细胞凋亡的功能。所有caspase家族

成员里, caspase-3 是研究得最多的一种, 被称为死亡蛋白酶。

在各种凋亡诱导细胞中,被激活的 caspase-3能特异性酶切许

多维持细胞生命活动的重要功能蛋白, 从而促进细胞凋

亡[7]。荧光 FITC 标记的 DEVD-FMK 是特异性的 caspase-3 抑

制剂, 可以与激活的 caspase-3 酶活性中心共价结合, 通过

FITC 荧光强度的检测可以间接反映胞内 caspase-3 的活化情

况。在本实验中, OA 染毒4h,各剂量组的 caspase-3 酶活变化

不一,尽管 20, 40, 100 nmol/ L组中酶活都不同程度地增强, 而

且与对照组相比差异有统计学意义, 但总体来讲, 剂量效应

关系并不明显。另外在 OA 染毒 2h, 6h 时, caspase-3 的酶活

变化也都不明显(具体图表未列出)。综合 caspase-3 在凋亡

细胞中早期激活,晚期逐渐失活并被分泌排出[ 8]的生化特征

以及三个时间段的实验结果, 初步推断 caspase-3 在 OA诱导

的FL细胞凋亡中可能只起到了部分作用, 与此前的报道[ 2] :

OA的凋亡启动可能通过不同的 Caspase进行, 也可能通过非

Caspase依赖的途径进行相符,具体结论还有待今后更全面的

研究考证。
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