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摘要: 为探讨爪哇伪枝藻胞外多糖 ( Ex tracellular po lym eric substances of Scy tonema javanicum, EPS)诱导人表皮癌

A431细胞凋亡及其对凋亡相关基因 caspase-3、bcl-2和 bax表达的影响, 本实验利用 M TT法检测细胞生长抑制情

况; HE染色法及透射电镜进行形态学观察; 单细胞凝胶电泳法 ( SCGE /彗星电泳 )分析 DNA受损情况; 免疫组织化

学法检测细胞内 caspase-3、bc-l 2和 bax表达水平。结果显示 EPS能显著抑制 A431细胞增殖,并呈时间和剂量依赖

性, 作用 96h的半数抑制浓度 IC50为 4125m g /mL,并出现细胞凋亡的形态学改变;彗星电泳结果与对照相比 6m g /

mL EPS作用 48h能引起 A431细胞 DNA严重损伤;免疫组织化学检测发现 6m g /mL EPS作用 72h能显著上调 A431

细胞内凋亡相关基因 caspase-3和 bax的表达,而下调 bcl-2的表达。
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  近年来,活性多糖由于其明显的生物学功效和

低毒副作用而备受人们的关注和厚爱
[ 1]
。但目前

研究较多的主要是高等药用植物和菌类植物的多

糖,藻类多糖的活性很少被注意
[ 2, 3 ]

,尤其是荒漠藻

多糖。虽然荒漠藻因其在受损土壤生态系统修复中

的作用而被关注
[ 4, 5]

, 但对其胞外多糖的研究还仅

限于抗干旱、抗辐射、抗盐碱、抗捕食等环境功能方

面, 而在抗肿瘤等生物学活性方面还尚未见报

道
[ 6) 9]
。爪哇伪枝藻 ( Scy tonema javanicum )是荒漠

地区生物结皮组成中的优势种类, 它直接暴露于土

壤表面
[ 10]

, 常通过胞内合成的类菌胞素氨基酸

(M ycosporine- like am ino ac ids, MAAs)、胞外分泌的

伪枝藻素 ( scytonem in )和胞外多糖来适应高强辐

射
[ 11]

,而高强辐射是荒漠地区诱导人类皮肤癌的主

要因素之一
[ 12, 13 ]

, 我们推测该种类的胞外多糖也具

有抗肿瘤活性。因此, 本研究以人表皮癌细胞

(A 431)为试验对象,探究爪哇伪枝藻胞外多糖的抗

肿瘤活性及其可能的机制, 以进一步揭示荒漠藻适

应环境胁迫的机理, 并为可能的资源开发利用提供

参考依据。

1 材料与方法

111 人表皮癌细胞株及其培养  人表皮癌细胞株

A431购自中国典型物保藏中心 ( CCTCC ) , 于

M EM基础培养基 (含 10% 胎牛血清 ( G ibco) , 2%

的丙 酮酸 钠, 青霉 素 100U /m L, 硫 酸链 霉 素

100Lg /m L中, 置于二氧化碳培养箱 (M CO-15AC,

Japan)中 37e 、饱和湿度、5% CO 2条件下培养。

待细胞进入对数生长期后, 用 01 25% 胰蛋白酶消

化细胞, 调节成相应的浓度传代培养。本实验均

采用对数生长期细胞。

112 爪哇伪枝藻胞外多糖 (EPS)的制备  爪哇伪

枝藻 ( S1 javanicum )取自中国科学院水生生物研究
所藻种库。EPS的制备方法参照文献 [ 4]的方法,

将藻接种于 BG110培养基, 25e 连续培养 90d。收

集培养液于旋转蒸发仪 ( R-210- Buch,i Sw itzerland)

中 40e , 100r /m in旋转蒸发至最小体积, 将浓缩得

到的液体用阴离子交换柱 DEAE Sepyharose Fast
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F low ( Pharm ac ia, Sw itzerland)进行分离,分别用蒸馏

水、1m o l/L和 2m o l/L N aC l溶液洗脱,洗脱液进行透

析,然后再浓缩至最小体积, 于冷冻干燥器 ( Thermo

Savan,t Eng land)中干燥得 EPS。本实验选用蒸馏

水洗脱成分。

113 A431细胞生存率检测  将细胞以 1 @ 10
5
个 /

m L密度接种于 96孔板中, 每孔 100LL细胞悬液,

24h后重新加入含 EPS终浓度分别为 015、1、2、4、

6m g /mL的培养基,以加入等量 PBS为对照, 分别于

0、24、48、72、96h后, 加入 20LL MTT使其终浓度达

015g /L, 37e 恒温培养 4h后小心吸弃上清液,每孔

加入二甲基亚砜 ( DM SO ) 200LL, 恒温振荡 10)
30m in混匀,酶标仪 ( Sunrise Rem ote)上测定 560nm

的吸光度值 ( A 560 )。细胞增殖抑制率计算公式为:

抑制率 = ( 1- 实验组 A560 ) /对照组 A 560 @ 100%。

每个浓度设三个平行孔,并独立重复检测三次。

114 HE染色和透射电镜检测细胞形态学变化  

取无菌六孔板, 放入 18mm @ 18mm洁净的已灭菌盖

玻片。每孔加入细胞悬液 3mL(约 1 @ 10
5
个 /mL) ,

在 37e 、5% CO 2培养箱中培养至长满盖玻片面积

70% ) 80% (约 2) 3d)后, 6m g /mL EPS作用 72h后

取出, PBS清洗 2) 3次, 进行苏木精-伊红染色 (H E

染色 ), 于光学显微镜下观察并拍照。常规收集 PBS

对照组和 EPS 6m g /mL处理 72h的细胞, 用 1%锇酸

固定 60m in按常规电镜样品制备程序脱水、渗透、包

埋、超薄切片、染色透射电镜观察并拍照。

115 单细胞凝胶电泳法对 DNA损伤的检测  主

要根据文献 [ 14]的方法,稍作改动。制备处理 48h

后的细胞悬液, 并镜检其存活率应大于 90%。在

载玻片上涂上一层 015% 常熔点琼脂糖 ( N orm al

m elting agarose NMA )并盖上盖玻片置于 4e 中使

其凝固,取出去盖玻片, 将 25LL细胞悬液和 50LL

1%低熔点琼脂糖 ( Low m e lting agarose LMA )在

37e 混合均匀, 滴在载玻片上, 置于 4e 中使其凝

固。取出去掉盖玻片, 再加一层 LMA并加盖玻

片, 待其凝固。取出去盖玻片后将载玻片放入水

平容器中并小心加入细胞裂解液 4e 避光裂解 2h

以上。从裂解液中取出载玻片用蒸馏水洗去多余

的盐,移入水平电泳槽里电泳缓冲液中避光解旋

40m in ,低温避光电泳 30m in。 01 4m o l/L T ris-H C l

漂洗, 溴化乙锭染色, 荧光显微镜 ( N ikon, Japan)

下观察拍照。

116 免疫组织化学染色法检测凋亡相关基因的表
达  取放有盖玻片的六孔板, 每孔接种大约 1 @

10
5
个 /mL细胞悬液 3m L于 37e 、5% CO2培养箱

中培养至长满盖玻片面积 70% ) 80% (约 2)
3d)后, 6m g /mL EPS作用 72h后取出, 进行免疫

组织化学 SP法染色, 小鼠 Capase-3单克隆抗体

按 1B150稀释, Bc-l 2和 Bax单克隆抗体按 1B100

稀释, 以上三种单克隆抗体均购于北京中杉生物

技术有限公司。阴性对照以 PBS代替第一抗体。

随机选择 5个视野, 计数 200个细胞, 棕黄色为

阳性, 计算阳性细胞率。尼康光学显微镜下观察

并拍照。

117 统计学分析  应用 SPSS 1310统计软件包进

行统计学分析。每次实验设 3个平行,每个实验重

复三次。EPS对 A431细胞增殖的影响采用单因素

方差分析,用 t检验进行组间显著性检验。

2 结  果

211 MTT法检测 EPS作用于 A431细胞后对其增

殖的影响

EPS作用于 A431细胞后, 随着 EPS浓度增大,

人表皮癌细胞 A431吸光度值 A560值逐渐减小,随着

其作用时间延长 A 560值亦随之逐渐降低, 与对照组

相比,差异显著 (p < 0105) (图 1)。A431细胞凋亡

率与 EPS作用之间呈显著的时间和剂量效应关系

(图 2), 其中 96h各浓度 EPS组细胞凋亡率分别为

( 13108 ? 5144 )%、( 58138 ? 6126)%、( 76144 ?
5126)%、( 92172 ? 1166)%和 ( 96107 ? 3114 )% 。

利用 B liss法计算 EPS作用于 A 431细胞 96h半抑制

浓度 IC50为 4125m g /mL。试验结果提示爪哇伪枝藻

胞外多糖具有对人表皮癌细胞生长有抑制作用, 并

且呈时间和剂量效应关系。

图 1 EPS对 A431细胞抑制作用的时间剂量效应 (* 表示差异显

   著, p < 0105)

F ig11 The effect of EPS on th e prol iferation ofA431 cells

( * p < 0105 )
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图 2 EPS对 A431细胞抑制率的时间剂量效应 (* 表示差

   异显著, p < 01 05)

F ig1 2 The effect o f tim es and concentra tions of EPS on the

   rates of apoptos is of A431 ce lls ( * p< 0105)

212 HE染色法和透射电镜检测 EPS作用于 A431

细胞后其形态学的变化

  EPS作用于人表皮癌细胞 A 431 72h后, 苏木

精-伊红染色显示对照组和实验组在形态学上变

化明显 (图 3)。对照组细胞呈均匀分布, 细胞形

状相近, 核着色较深且很均匀。实验组细胞呈现

贴壁数目明显减少, 分布较为稀疏, 细胞皱缩, 细

胞核着色加深, 细胞大小不均等现象。而在透射

电镜下 (图 4) , 对照组细胞及细胞核明显可见 ,

核仁完整居中, 染色质均匀, 细胞器丰富细胞膜

与核膜完整, 细胞膜表面有大量的微绒毛。实验

组细胞皱缩, 细胞膜表面微绒毛消失, 细胞表面

凸凹不平 , 出现圆球突起的泡状结构, 细胞质空

泡化, 核膜也发生皱缩或破裂, 染色质固缩、边缘

化, 形成不同形状核大小的块状等典型的细胞凋

亡形态。这说明 EPS作用使细胞生长明显受到

抑制, 并能诱导 A431细胞的凋亡。

图 3 H E染色法检测 EPS作用于 A431细胞 72h后其形态学变化 ( a为对照, b为实验组 )

F ig13 Them orpho log ica l changes o fA431 ce lls detected by hem atoxy lin and eo sin staining a fter EPS treatm ent for 72 hours

( a: contro ;l b: 6m g /mL EPS treated)

图 4 EPS处理 A431细胞后的超微结构变化 (图中标尺为

    01 5Lm, a为对照组, b为实验组 )

F ig1 4 The change o f ultrastructure o f A431 cells induced by

EPS fo r 72 hours ( Sca le bar= 01 5Lm; a: con tro ;l b: 6m g /mL

    trea ted)

213 单细胞凝胶电泳法检测 EPS作用 A431细胞

72h后其 DNA受损情况

6m g /m L EPS作 用 于 A 431 细 胞 48h后 ,

0125%胰蛋白酶消化收集细胞进行单细胞凝胶

电泳。结果显示, 对照组细胞核完整且着色均

匀, 而实验组细胞 DNA明显受到损伤, DNA出现

片断化, 出现明显彗尾 (图 5 )。这说明 EPS作用

后, 细胞 DNA受到损伤, 产生片断化, 是细胞凋

亡的典型特征之一。

214 免疫组织化学染色法检测凋亡相关基因

caspase-3、bcl-2和 bax的表达变化

免疫组化的结果显示, 6m g /mL EPS作用于

A431细胞 72h后,利用免疫组织化学 SP染色法检
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图 5 单细胞凝胶电泳法检测 6mg /mL EPS作用 A431细胞 72h后 DNA受损 ( a为对照, b为实验组 )

F ig1 5 Com e t assays of DNA dam age in EPS trea ted A431 ce lls ( a: contro;l b: 6mg /mL EPS trea ted)

测凋亡相关基因 caspase-3、bcl-2、bax表达, caspase-

3和 bax实验组细胞膜和细胞质显深灰色呈强阳

性而对照组则为阴性,而 bcl-2对照组细胞膜显示

深灰色呈强阳性, 实验组则阳性率不高 (图 6)。

显微镜下计数后计算阳性率的结果显示, 与对照

组相比, EPS实验组 caspase-3和 bax表达的阳性率

显著升高, 对照 组的阳性率 分别为 ( 8121 ?

0191)%和 ( 11127 ? 1148)% , 实验组阳性率分别

为 ( 69132 ? 7155)% 和 ( 86147 ? 13105 )% , 差异

显著 ( p< 0105) ; 而 bcl-2基因的阳性率则显著降

低,对照组为 ( 72158 ? 6145)%实验组为 ( 6149 ?

1167)% ,差异显著 ( p < 0105) (表 1 )。这说明

EPS作用于 A431细胞上调 caspase-3和 bax的表

达,而下调 bcl-2的表达。
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图 6 免疫组织化学法检测 EPS作用于 A431细胞 72h后 caspase-3、bcl-2和 bax基因表达变化

F ig1 6 The expression leve l o f caspase-3, bcl-2 and bax in A431 cells induced by 6m g /mL EPS for 72 hours assayed by

immunoh istochem ical sta ining

a, c, e分别为 caspase-3、bcl-2和 bax对照; b, d, f分别为 caspase-3、bcl-2和 bax实验组

a, c and em eans contro l group of caspase-3, bcl-2 and bax; b, d and fm eans treatm ent g roup of caspase-3, bcl-2 and bax respective ly

表 1 免疫组织化学法检测 6m g /mL EPS作用 A431细胞 72h capase-3、bcl-2和 bax表达差异

T ab11 The express ion of ca spa se-3, bcl-2 and bax inA 431 cells induced by 6m g/mL EPS for 72h assayed by immunoh istochem ical stain ing

分组

Groups

相关基因表达的阳性率

The ratio of positive express ion of related genes (x ? s% )

caspase-3 bcl-2 bax

对照组 ( PBS)

C on trol group s
8121 ? 0191 72158 ? 6145 11127 ? 1148

实验组

T reated group s ( EPS 6m g/mL)
69132 ? 7155* 6149 ? 1167* 86147 ? 13105*

  * 实验组与对照组有显著差异 p < 0105

* p < 0105 vs1 con trol group

3 讨  论

爪哇伪枝藻生活在高强辐射的荒漠地带, 并能

通过自身分泌次生代谢产物-胞外多糖为自身营造

适应高强辐射的微环境
[ 11, 15 ]

,这种多糖是一种分子

构想处于自由卷曲和刚性杆状之间的、复杂的蛋白

糖
[ 4, 5]
。近年来有关海藻多糖抗肿瘤方面的研究越

来越深入
[ 16]

,但关于荒漠藻胞外多糖的深入研究在

国内外尚未见报道。本文以探索 EPS在药理学上

是否具有特殊作用,用 MTT法检测细胞的生长情况

结果表明适宜浓度的 EPS对 A431细胞增殖有显著

抑制作用, 并呈现时间和剂量依赖性, 作用 96h的

IC50为 4125m g /mL,比文献报道的裙带菜多糖对肝

癌细胞 H epG-2的 IC50为 20m g /mL左右
[ 17]
要低,表

明 EPS在体外具有很强的抑瘤活性。HE染色和透

射电镜的显示在 6m g /mL EPS作用下, 细胞生长受

到明显抑制,并出现典型细胞凋亡形态。单细胞凝

胶电泳是近年来发展起来的一种检测单个哺乳动物

细胞 DNA链断裂的方法, 这种方法所用细胞少 (从

几个到上千个 ) ,灵敏度高, 操作简便而得到广泛应

用
[ 18]
。本研究利用该方法的结果表明, 6m g /mL

EPS作用能明显导致 A431细胞 DNA损伤, 在电泳

作用下出现明显彗尾。以上形态学和 DNA损伤方

面研究结果说明 EPS能诱导 A 431细胞凋亡, 具有

抗肿瘤活性。

为进一步说明 EPS的抗肿瘤活性及其作用机

理, 我们研究了细胞凋亡相关基因 caspase-3的表

达。采用免疫组织化学 SP染色法检测 6m g /mL

EPS作用于 A431细胞 72h后 caspase-3表达水平显

著增强,这一结果与 c isplat in诱导 A 431细胞凋亡时

caspase-3表达上调的结果相一致
[ 20]
。这说明 EPS

诱导 A431细胞凋亡与 caspase-3表达上调有关, 并

且可能是激活了细胞凋亡的线粒体途径。为进一步

探索 A431细胞凋亡时 caspase-3表达上调是否与
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Bc l蛋白家族有关, 为此我们检测 bcl-2和 bax的表

达。Bc l家族是重要的凋亡相关因子, 按其功能分

为两类:一类为促凋亡,另一类为抑凋亡。B c-l 2属

于抑制凋亡因子, Bax属于促凋亡因子。B ax是 B c-l

2蛋白的一种同源蛋白, Bax既可以形成同聚体,又

可与 Bc-l 2形成异二聚体, B ax蛋白与 Bc-l 2蛋白的

比值影响着细胞受到刺激后发生凋亡的比率。B c-l

2位于线粒体外膜, 可提高线粒体膜的稳定性, 阻止

PT的开放,阻止凋亡蛋白释放, 对正常的细胞功能

起保护作用
[ 19, 21 ]

。本实验免疫组织化学结果表明,

EPS上调 bax表达的同时下调 bcl-2表达,使 Bc-l 2/

Bax比值显著提高, 这一结果与夏明钰等报道厚朴

酚诱导人宫颈癌 H eLa细胞凋亡时改变 bcl-2和 bax

表达的结果相似
[ 22]

, 证实线粒体途径是 EPS诱导

A431细胞凋亡的途径之一。

总之,本研究通过对细胞生存率检测、形态学观

察和 DNA损伤检测, 充分说明 EPS诱导细胞凋亡

是其抗肿瘤的重要作用形式。EPS的作用显著提高

caspase-3和 bax表达水平,降低 bcl-2表达水平, 提

示线粒体途径是 EPS诱导细胞凋亡可能途径之一,

此结果在国内外尚未见报道。通过研究说明 EPS

有效成分具有研发新型荒漠藻类抗肿瘤药物的前

景,有关 EPS活性成分的分离鉴定和抗肿瘤机理等

实验正在深入研究之中。
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ON APOPTOSI S OF HUMAN EPIDERMOID CARCINOMA A431 CELLS INDUCED BY

THE EXTRACELLULAR POLYMERIC SUBSTANCES OF SCYTONEMA JAVAN I CUM

ZHANG H ong, MA Hong-Y ing, ZHANG De-Lu, LB Y ing, WANG Gao-H ong, CHEN Kun,

L IU Yong-D ing and HU Chun-X iang

( In stitute ofH yd robiology, Ch inese Academ y of S cien ces, Wuhan 430072)

Abstract: T o invest igate the effect of extracellular polymeric substances of Scytonema javanicum ( EPS) on apoptos is o f

A431 cells and the express ion level of relative genes, cell v iab ility was measured by MTT m ethod, morpho logic changes

w ere observed by hem atoxy lin and eos in sta ining and transm ission electronm icroscopy, DNA dam age w as detected by s in-

g le cell gel electrophoresis ( SCGE /com et assay), the express ion level o f caspase-3, bcl-2 and bax w ere detected by mi mu-

noh istochem ica l staining. EPS s ign ificantly inh ibited the proliferation of the A431 cells and the inhibitory effectwas dose-

and tmi e-dependent, wh ich was accom panied by the appearance of morpho logic characteristics o f apoptos is. The IC50 o f

A431 cells is 4. 25m g /mL after the treatm ent of EPS for 96h. A fter 6 m g /mL EPS treatment for 48h, the DNA dam aged

seriously in A431 cellswhen compared w ith the untreated controls. The expression level o f caspase-3 and bax were up-reg-

ulation while bcl-2w as down-regulat ion after 6mg /mL EPS treatment for 72hwhen com pared w ith the untreated controls re-

spect ively. It concluded that EPS m ay inh ibit the pro liferation and induce apoptosis o fA431 cells, in which caspase-3,

bcl-2 and bax w ere involved.

K ey words: Scytonema javanicum; Extracellular polymeric substances; A431; Apoptos is


