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摘要 :本文旨在探讨大田软海绵酸对人羊膜细胞 DNA的损伤及凋亡相关蛋白表达的影响。实验用 0、20、40、60、80、

100 nmol/ L OA 诱导FL细胞4h后, 检测 DNA 损伤程度的彗星实验表明, OA 对FL细胞 DNA的损伤随染毒浓度的升

高而增加。蛋白免疫印迹法显示凋亡相关蛋白 Bc-l 2、Bax 和 p53的表达与染毒浓度呈负相关;用 100 nmol/ L OA 分

别诱导2h、4h、8h 后发现, 三种蛋白的表达与染毒时间也呈负相关。由此可知在 OA 诱导的 FL细胞凋亡中,损伤

DNA, 降低 Bc-l 2蛋白的表达可能参与了凋亡的部分作用,而 Bax和 p53蛋白则可能与 OA 诱导的细胞增殖有关。
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  大田软海绵酸( Okadaic acid, OA)是腹泻性贝毒

(Diarrhet ic shellfish poisoning, DSP)的主要成分之一,

主要由利马原甲藻( Prorocentrum lima)所产生[ 1]。由

于海洋生物对该毒素的滤食作用, OA会在食物链的

传递过程中蓄积, 人食用被 OA污染的海产品后会

发生急性中毒[ 2]。另外, 在随血液的循环转运和代

谢过程中 OA 还会对体内多种脏器造成损伤。目

前,对该毒素的肠道、肝脏、神经毒性研究较为透彻,

而对 OA通过胎盘屏障引起生殖毒性的关注还相对

不足
[ 3, 4]
。尽管大田软海绵酸作为多种细胞的凋亡

诱导剂, 以及潜在的肿瘤促进剂甚至是原始致癌

剂[ 2]已得到普遍公认, 但由于其毒作用机制错综复

杂,至今尚未完全阐明, 因此, 非常有必要对此进行

深入探讨。本实验采用人羊膜细胞 FL( Human amn-i

otic cells)来研究 OA对 DNA的损伤及凋亡相关蛋白

表达的影响。

1  材料与方法

111  材料  人羊膜细胞 FL 购于ATCC公司。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; Bc-l 2 一抗(兔抗人多克隆抗体) ,

Bax 一抗(小鼠抗人单克隆抗体) , p53一抗(山羊抗

人多克隆抗体)均购自 Santa Cruz公司;二抗(辣根酶

标记山羊抗兔 IgG(H+ L) , 辣根酶标记山羊抗小鼠

IgG(H+ L) ,辣根酶标记兔抗山羊 IgG( H+ L) )均购

自北京中杉金桥生物技术有限公司; 内参照选用

GAPDH ( Glyseraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,

3- 磷酸甘油醛脱氢酶) ,其一抗(小鼠抗人单克隆抗

体)、二抗(辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG( H+ L) )均购

自上海康成生物技术公司; ECL 化学发光试剂盒购

自Santa Cruz 公司; 硝酸纤维素膜购自 Bio-Rad 公

司;电泳装置为Bio-RadMin-i PROTEAN
Ó
3 cell。其余

试剂均为分析纯。

112  方法

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。细胞按 1 @ 105cell/ mL 的密度接种于细

胞培养瓶或六孔板中, 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。

细胞全蛋白的提取  OA染毒终止后,收集所有

细胞(贴壁+ 脱壁) 重悬于 150 LL 细胞裂解液( 50

mmol/L Tris-Cl, 150 mmol/ L NaCl, 15 mmol/ LEDTA,

011%Triton X-100, pH 值为 810)中, 冰上放置30min

后,离心( 21000 r/ min, 4 e ) 30min, Bradford法测定上
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清液蛋白浓度, 并按 50 Lg/管将其分装, - 80 e 保存

备用。

Western Blot检测 Bc-l 2、Bax和 p53的表达

( 1) 蛋白电泳及转移:蛋白样品与 2 @电泳加样

缓冲液等体积混合, 沸水中变性 5min 后上样电泳,

积层胶 ( 5% SDS-PAGE ) 50V, 30min, 分离胶 ( 12%

SDS-PAGE) 90V, 110min。电泳结束后, 100V 转膜

100min,将转移上蛋白的硝酸纤维素膜用TBST 缓冲

液 ( 50 mmol/L Tris-Cl, 150 mmol/L NaCl, 011%
TWEEN-20, pH 值为 716) 短暂漂洗,于封闭液中(含

5%脱脂奶粉的TBST 缓冲液)室温温和振荡 3h。将

膜放入一定稀释比的相应一抗中( Bc-l 2 为 1B400,

Bax 为 1B150, p53为 1B200) , 冰上温和震荡过夜。回
收一抗后用 TBST 缓冲液洗膜 10min @ 3次, 再将膜

放入稀释后的相应二抗中 ( Bc-l 2、Bax、p53 均为 1B

2000)室温温和震荡 2h, 回收二抗再用TBST 缓冲液

洗膜 10min @ 3次。内参 GAPDH封闭 2h,一抗、二抗

稀释比均为1B5000,分别室温孵育 2h和 1h。( 2)曝

光、显影及定影:取 ECL 试剂盒中 A, B液各017 mL,
混合均匀后覆盖于膜上, 反应 2min 将膜放入暗盒

内,用 X光胶片进行曝光、显影及定影。以上操作

均在暗室中进行。( 3)图像分析及处理:胶片扫描后

用 image-pro plus图像分析系统对 x 光胶片上的条带

进行灰度测定,结果以目的条带与内参照的灰度比

值表示。考虑到各次实验结果的可比性, 统计数据

为各浓度组蛋白与对照组蛋白的灰度比值。

彗星试验  参照 Singh 的方法并适当改动[ 5]。

制备 015%的正常熔点琼脂糖和 015%的低熔点琼
脂糖, 取细胞悬液与 015%低熔点琼脂糖混匀后加
到预处理过的磨砂玻片上, 经细胞裂解和 DNA 解旋

后于 4 e 、电压25V、电流 300mA条件下电泳 25min,

经过中和、EB染色,低温避光,在荧光显微镜下观察

测定。每片观察 50个细胞核, 用 image-pro plus分析

软件分析,结果以尾长 (Tail length, TL)和尾相 (Tail

moment, TM)表示。

结果分析  各剂量组分别与对照组相比,数据

分析采用 SPSS 1010 的 LSD-t 检验法。p < 0105视
为差异具有统计学意义。

2  结  果

211  FL细胞在不同浓度 OA染毒 4h后 DNA的损

伤情况

由图1可知, OA对FL细胞的DNA具有明显损伤

效应,并存在一定的剂量依赖性。DNA的损伤程度随

OA染毒浓度的升高显著增加,各浓度组的尾长和尾相

与对照相比,差异均具有统计学意义 p< 0101。

图 1  不同浓度 OA 染毒 4h后 FL 细胞 DNA的损伤( ** p < 0101)

Fig. 1 The tail length and tail moment of FL cells treated by different dose of OA ( ** p< 0101)
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212  FL细胞在不同浓度 OA染毒 4h 后 Bc-l 2、Bax

和 p53蛋白的表达情况

图2显示, Bc-l 2、Bax和 p53这三种蛋白的表达均

随OA 染毒剂量的增加而降低。其中 Bc-l 2 在除

20nmol/ L浓度组外,各处理组与对照组均存在统计学

差异, Bax 则 80 nmol/ L 及 100 nmol/ L 两个浓度组与

对照有统计学差异( p< 0105) ,而 p53的表达量则只

在最高剂量组与对照组存在统计学差异( p< 0105)。

图 2 不同浓度OA作用FL细胞后Bc-l 2、Bax、p53蛋白的表达 ( * p< 0105)

Fig. 2  Protein expression of Bc-l 2, Bax, p53 in FL cells treated by

    different dose of OA (* p< 0105)

图 3  100nmol/L OA 染毒不同时间后 FL细胞 Bc-l 2、Bax、p53蛋白的

表达( * P < 0105)

Fig13  Protein expression of Bc-l 2, Bax, p53 in FL cells t reated by

    100nmol/ L OA for different time ( * p < 0105)

213 FL细胞在 100nmol/ L OA 染毒不同时间后

Bc-l 2、Bax和 p53蛋白的表达情况

Bc-l 2、Bax 和 p53蛋白的表达除了在特定染毒

时间下随 OA 剂量的增加而下降外, 图 3 显示在

100nmol/L 浓度的 OA染毒时, 以上三种蛋白还随染

毒时间的延长而降低表达。处理 4h、8h 后 Bc-l 2、

Bax和 p53的表达与对照组相比差异都有统计学意

义( p< 0105)。

3  讨  论

癌变和凋亡是一对矛盾的生命取向, 而 OA却

同时具有诱发和促进这两大作用的特点。从一定程

度上讲细胞是否发生癌变或凋亡, 蛋白质的磷酸化

平衡起到了极其重要的作用。这一平衡的维持主要

由蛋白激酶 ( Protein kinases, PK)和磷酸酶( Protein

phosphatases, PPs)调控, 其中蛋白磷酸酶 1( Protein

phosphatase 1, PP1)和蛋白磷酸酶 2A ( Protein phos-

phatase 2A, PP2A)是最重要的丝氨酸/苏氨酸( Ser/

Thr)类蛋白磷酸酶[ 6] , 而 OA 是蛋白磷酸酶 PP1和

PP2A的有效抑制剂已得到了普遍证实,所以它具有

诱导癌变和促进凋亡的双重效应。本实验中一些看

似矛盾的变化也体现了这一点。

在 OA的毒作用机制研究过程中, 对其 DNA损

伤效应的报道相对较少,而且存在矛盾之处[ 7]。彗

星实验是一种快速、灵敏检测 DNA 断裂的方法, 常

采用尾长和尾相来表示 DNA 的损伤程度。本实验

通过该方法发现 OA能明显损伤FL 细胞的 DNA,各

剂量组的尾长和尾相与对照相比差异都非常显著

( p < 0105)。前阶段的实验已阐明本实验采用的系
列浓度染毒 4h后,细胞的凋亡率和增殖力都呈上升

趋势
[ 8]
。因此 OA对 FL 细胞 DNA的损伤与凋亡率

上升的这种正相关趋势提示 DNA的损伤在OA诱导

FL 细胞凋亡的机制中可能起到部分作用。尽管 OA

对 FL 细胞和Caco-2人结肠细胞
[ 9]
都有明显的 DNA

损伤效应,但本实验发现 p53蛋白的表达并没有随

DNA损伤程度的加剧而增高, 反而呈相反的下降趋

势,因此,两者间的具体关联和损伤机制仍需进一步

研究。另外, Matias等人已研究表明大田软海绵酸

能通过胎盘屏障蓄积于胚胎组织[ 4] , 结合本实验中

肿瘤抑制基因 p53蛋白表达的降低, 不排除 OA严

重危害胚胎的生长发育甚至致癌的可能。

与 p53蛋白的表达情况类似, Bc-l 2和 Bax 的表

达也随染毒浓度的升高而下降。另外, 在 100 nmol/

L浓度的 OA染毒情况下,三种蛋白的表达还随时间
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的延长而降低。Bc-l 2蛋白家族成员众多且功能各

异。如 Bc-l 2增高,抑制细胞凋亡; 而 Bax 或 Bad 增

高则促进细胞凋亡。单从 Bc-l 2 蛋白表达的减少而

言与以前的凋亡结果是非常相符的,并且Bc-l 2蛋白

的减少可能是通过降低 mRNA 的稳定性而达到

的
[ 10]

,但本实验中 Bax 和 p53表达的降低与上升的

凋亡率显然是矛盾的。该结果一方面间接提示 Bax

和 p53在 OA诱导 FL 细胞凋亡的途径中调控作用

不明显,另一方面则暗示这两种蛋白表达的改变有

影响其他细胞生物学过程的可能。联系 OA的促癌

甚至致癌特性及本实验室前阶段的 OA诱导 FL 细

胞增殖力上升的结果[ 8] , 推测: 与 OA 降低 p53

mRNA水平,减少 Bad蛋白表达的结果
[ 11, 12]

类似, 降

低促凋亡蛋白的表达, 维持细胞的存活甚至增殖也

许是 OA抗衡凋亡诱导的一种特殊方式,甚至可能

是一种癌变的机制。

由于OA具有导致蛋白过度磷酸化的特征, 而

本实验因未检测蛋白质的磷酸化情况, 故不排除

p53和 Bax 的磷酸化蛋白总量也呈上升趋势的可

能,所以 p53和 Bax 在 OA诱导的 FL 细胞凋亡中的

作用和确切的凋亡机制仍有待下一步实验的探讨。

4  结  论

大田软海绵酸能损伤 FL 细胞的 DNA, 其严重

程度与染毒浓度正相关。Bc-l 2, Bax 和 p53三种蛋

白的表达与大田软海绵酸的染毒剂量和染毒时间则

负相关。综合本实验室前阶段的凋亡诱导结果
[ 8]
,

发现 OA对 FL 细胞 DNA的损伤和凋亡相关蛋白表

达的影响都与凋亡率的升高存在关联。
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DNA DAMAGE AND ALTERATION OF EXPRESSION IN APOPTOSIS RELATED

PROTEINS INDUCED BY OKADAICACID IN FL CELLS

XING Ming-Luan1, LOU Jian-Lin2and XU L-i Hong1

( 1. Department of Biochemistry and Genetics, School of Medicine, Zhej iang University , Hangzhou  310058;

2. Institute of Environmental Medicine , School of Medicine, Zhejiang University , Hangzhou  310058)

Abstract: The objective of this work was to evaluate deoxyribonucleic acid ( DNA) damage and expression of Bc-l 2, Bax, p53

proteins in okadaic acid-treated human amniot ic FL cells1 Cells were cultured for 4 h with 0, 20, 40, 60, 80 and 100 nmol

okadaic acid (OA) , or 100 nmol OA for periods of 2, 4 and 8 h1 Comet assay results indicated that DNA damage was a dose-

dependent increase and western blot analysis showed that the expression of Bc-l 2, Bax, p53 proteins was time- and dose- depen-

dent decrease1 Therefore, it suggested that DNA damage and Bc-l 2 might play a partial role in OA- induced FL cell apoptosis,

and on the contrary, Bax and p53 were related to the proliferation of FL cell1

Key words:Okadaic acid; DNA damage; Bc-l 2; Bax; p53
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