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倍半萜类化合物Ｃｈａｂｒａｎｏｌ对胃癌细胞ＢＧＣ８２３细胞活性的影响
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　　摘　要：目的　探讨倍半萜化合物Ｃｈａｂｒａｎｏｌ影响人低分化胃癌细胞ＢＧＣ８２３的增殖、细胞周期、凋亡和自噬的可能机制，为

Ｃｈａｂｒａｎｏｌ用于临床抗肿瘤治疗提供实验依据。方法　采用四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）方法检测Ｃｈａｂｒａｎｏｌ对ＢＧＣ８２３的增殖抑制

作用；流式细胞仪检测ＢＧＣ８２３的细胞周期；透射电子显微镜（ＴＥＭ）观察其亚细胞结构；凋亡细胞电泳检测细胞凋亡。结果　

Ｃｈａｂｒａｎｏｌ对ＢＧＣ８２３增殖有明显抑制作用，并且表现为时间和剂量依赖性；Ｃｈａｂｒａｎｏｌ干预后，ＢＧＣ８２３细胞发生Ｇ１Ｓ期阻滞、

凋亡和自噬。结论　倍半萜化合物Ｃｈａｂｒａｎｏｌ对ＢＧＣ８２３具有潜在的抗肿瘤活性，有可能成为治疗低分化胃癌的新药物。
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　　据统计，全世界每年约有９０万的新增胃癌患者，其中，

４２％的患者来自中国
［１２］，其病死率占中国恶性肿瘤的第２

位［３］。目前，治疗癌症的主要方法有３种：化疗、手术治疗及药

物疗法。而每一种方法均存在不可避免的缺陷。其中，化疗虽

然能有效杀伤肿瘤，但同时正常细胞也遭到了极大的伤害；而

手术治疗的缺陷在于存在局限性，且恶性肿瘤存在扩散、转移

和复发的可能性；因此，研发新的、行之有效的抗肿瘤药物势在

必行。近年来，国内、外大量研究发现，肿瘤生长迅速主要由于

肿瘤细胞的无限增殖和肿瘤细胞的凋亡相对或绝对减少［４］。

因此，越来越多的国内、外研究者开始重视通过此机制研发抗

癌药物，尤其是关于中草药及其提取物的研究［５］。倍半萜类化

合物具有多种生理活性，包括抑制细菌生长［６７］，诱导细胞毒

性［７］，抗炎症反应［６，８１０］，抗肿瘤［１０１１］等作用，是研究者寻找和

发现天 然 药 物 先 导 分 子 和 其 他 功 能 分 子 的 重 要 源 泉。

Ｃｈａｂｒａｎｏｌ是从软珊瑚礁中分离得到的倍半萜天然产物，其分

子式为Ｃ１４Ｈ２４Ｏ３。本研究旨在通过实验分析Ｃｈａｂｒａｎｏｌ对人

低分化胃癌细胞ＢＧＣ８２３增殖的作用，探讨其影响ＢＧＣ８２３

凋亡和自噬的作用机制，为Ｃｈａｂｒａｎｏｌ用于临床抗肿瘤治疗提

供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料与方法　倍半萜化合物Ｃｈａｂｒａｎｏｌ由兰州大学功能

有机分子化学国家重点实验室合成与共享。人低分化胃癌细

胞ＢＧＣ８２３购自中科院上海生物细胞库。将Ｃｈａｂｒａｎｏｌ用二

甲基 亚 砜 （ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）溶 解 后 配 制 成

４００００μｇ／ｍＬ的储存液，按每管１０μＬ分装保存，使用前加入

ＲＰＭＩ１６４０培养基，配制成所需的药物终浓度。

１．２　细胞培养及传代　采用ＲＰＭＩ１６４０培养液，在５％ＣＯ２、

３７℃环境下培养ＢＧＣ８２３细胞。细胞传代时采用０．２５％的

胰蛋白酶消化，之后制成１×１０５／ｍＬ的细胞悬液，接种于新的

培养瓶内，置于ＣＯ２ 孵箱中继续培养。

１．３　四甲基偶氮唑盐（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）法

检测细胞抑制率　选取对数生长期的ＢＧＣ８２３细胞，将细胞

数调整为３×１０４／ｍＬ，吸取单细胞悬液１５０μＬ接种于９６孔板

中，分别加入２００μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ、２５μｇ／ｍＬ、
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１２．５μｇ／ｍＬ、６．２５μｇ／ｍＬ、３．１２５μｇ／ｍＬ、１．５６２５μｇ／ｍＬ、

０．７８１２５μｇ／ｍＬ和０．３９０６２５μｇ／ｍＬ的Ｃｈａｂｒａｎｏｌ进行干预，

每个稀释浓度设立５个复孔，同时设立空白对照组和调零组，

分别培养２４、４８及７２ｈ后，每孔加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ１８μＬ，

继续培养４ｈ，将上清液去掉，每孔加入ＤＭＳＯ溶液２００μＬ，测

定４９０ｎｍ处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。将以上实验重

复３次，计算细胞增殖抑制率及半抑制浓度（ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。ＩＣ５０是指在用药后存活的细胞数

量减少一半时所需的药物浓度［１２］。细胞增殖抑制率计算公式

为：细胞增殖抑制率＝（１－处理组ＯＤ值／阳性对照组ＯＤ值）

×１００％。ＩＣ５０按改良寇式法计算：ｌｇＩＣ５０＝Ｘｍ－Ｉ［Ｐ－（３－

Ｐｍ－Ｐｎ）／４］，Ｘｍ：ｌｇ最大剂量；Ｉ：ｌｇ（最大剂量／相临剂量）；Ｐ：

抑制率之和；Ｐｍ：最大抑制率；Ｐｎ：最小抑制率。

１．４　流式细胞仪检测 ＢＧＣ８２３细胞周期改变　用浓度为

４．５μｇ／ｍＬ的Ｃｈａｂｒａｎｏｌ对ＢＧＣ８２３细胞进行干预，４８ｈ后收

集经过干预的细胞，将其与未经 Ｃｈａｂｒａｎｏｌ干预的对照组

ＢＧＣ８２３细胞（≥１×１０６）分别制成单细胞悬液，以１０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后用磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕ

ｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗２遍，加预冷的７０％乙醇，于４℃固定过夜。第２

日检测前用ＰＢＳ洗涤去除乙醇，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，３７

℃下孵育３０ｍｉｎ后进行流式细胞仪检测及细胞周期分析，染

液为终浓度为５０μｇ／ｍＬ的碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）。

１．５　 透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，

ＴＥＭ）检测ＢＧＣ８２３肿瘤细胞的自噬和凋亡　用４．５μｇ／ｍＬ

浓度的Ｃｈａｂｒａｎｏｌ对ＢＧＣ８２３细胞进行干预，４８ｈ后收集经过

干预的ＢＧＣ８２３细胞及未经Ｃｈａｂｒａｎｏｌ干预的对照组ＢＧＣ

８２３细胞，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，经３％的戊二醛固定过

夜、１０ｇ／Ｌ的四氧化锇酸进行后固定、梯度乙醇脱水、环氧树

脂包埋、超薄切片、醋酸双氧铀和枸橼酸铅染色晾干，最后用

ＴＥＭ观察凋亡现象及凋亡细胞的超微结构。

１．６　凋亡细胞ＤＮＡ电泳　收集（１～１０）×１０６ 个ＢＧＣ８２３细

胞，分别经４．５μｇ／ｍＬ的Ｃｈａｂｒａｎｏｌ干预２４、４８及７２ｈ，采用

凋亡细胞ＤＮＡ快速提取试剂盒（北京百泰克公司ＤＰ２４０１）提

取Ｃｈａｂｒａｎｏｌ干预过的ＢＧＣ８２３细胞及未干预的ＢＧＣ８２３细

胞的ＤＮＡ，将５μＬＤＮＡ与１μＬ１％的溴酚蓝混匀后进行电

泳，电压为恒压１００Ｖ，载体为１％琼脂糖凝胶，电泳１ｈ后在

紫外灯下观察凋亡细胞的ＤＮＡ电泳结果。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间多样本均数的多重比较采用析因设

计的双因素方差分析，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ法检测Ｃｈａｂｒａｎｏｌ对ＢＧＣ８２３肿瘤细胞的抑制增

殖效果 　 人低分化胃癌细胞 ＢＧＣ８２３ 经过不同浓度的

Ｃｈａｂｒａｎｏｌ干预后，２４、４８及７２ｈ的ＩＣ５０分别为５４．８１、９．０５及

５．４９μｇ／ｍＬ。不同浓度的Ｃｈａｂｒａｎｏｌ对ＢＧＣ８２３生长均有抑

制作用，在干预２４ｈ后，细胞增殖受到不同程度的影响；在１００

μｇ／Ｌ浓度下，细胞增殖抑制率均超过５０％；在２００μｇ／ｍＬ浓

度下，７２ｈ的抑制率达到了８９％。在样品处理４８、７２ｈ后，胃

癌细胞的ＩＣ５０均小于１０μｇ／ｍＬ，见表１。Ｃｈａｂｒａｎｏｌ诱导ＢＧＣ

８２３细胞死亡，呈明显的时间及剂量依赖关系，不同浓度间的

犉＝４７．６０７，犘＜０．０５，不同时间的犉＝１９２．９９８，犘＜０．０５。

２．２　流式细胞仪检测ＢＧＣ８２３的细胞周期变化　经４．５μｇ／

ｍＬＣｈａｂｒａｎｏｌ干预４８ｈ后的ＢＧＣ８２３细胞与未经干预的对

照组ＢＧＣ８２３细胞相比，Ｓ期细胞比例呈显著降低趋势，由

（４０．６５±４．５３）％降至（３０．１５±５．９３）％，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例呈

显著增加趋势，由（５８．２６±３．７９）％上升至（６５．８３±５．５７）％，

而Ｇ２／Ｍ期细胞比例基本不变化。

表１　　ＭＴＴ法测定Ｃｈａｂｒａｎｏｌ对ＢＧＣ８２３

　　细胞的作用（狀＝３）

药物浓度（μｇ／ｍＬ）
细胞增殖抑制率（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

２００ ０．５７ ０．８３ ０．８９

１００ ０．５２ ０．７２ ０．８１

５０ ０．４１ ０．５８ ０．６７

２５ ０．２２ ０．５４ ０．６４

１２．５ ０．２１ ０．５１ ０．６２

６．２５ ０．１６ ０．４７ ０．５９

３．１２５ ０．１３ ０．４５ ０．４９

１．５６２５ ０．１２ ０．４４ ０．４５

０．７８１２５ ０．１１ ０．３７ ０．４５

对照组 ０．００ ０．００ ０．００

２．３　ＴＥＭ 下观察亚细胞结构　在高倍ＴＥＭ 下，经４．５μｇ／

ｍＬ的Ｃｈａｂｒａｎｏｌ干预的ＢＧＣ８２３细胞出现了很多自噬空泡、

异染色质、髓样体和脂肪滴，线粒体和粗面内质网附近有自噬

体，内含细胞质样物质、损伤的线粒体或内质网等。细胞核中

异染色质明显增多，髓样体增多，出现早期凋亡现象。而未经

Ｃｈａｂｒａｎｏｌ干预的对照组ＢＧＣ８２３细胞结构完整。

２．４　凋亡细胞ＤＮＡ电泳　ＢＧＣ８２３细胞经Ｃｈａｂｒａｎｏｌ分别

干预２４、４８和７２ｈ后，在凋亡早期未出现ＤＮＡ降解的条带，

而在晚期出现ＤＮＡ弥散条带，在Ｃｈａｂｒａｎｏｌ作用４８ｈ后，凋

亡期出现梯状条带。见图１。

　　Ａ：对照组ＢＧＣ８２３细胞ＤＮＡ电泳图；Ｂ：泳道１～３：经Ｃｈａｂｒａｎｏｌ

作用２４、４８和７２后的凋亡ＢＧＣ８２３细胞电泳图，泳道１表现为均一条

带，泳道２、３表现为梯状条带，说明细胞发生了程序性死亡；Ｍ：标

记物。

图１　　凋亡细胞ＤＮＡ电泳图

３　讨　　论

ＭＴＴ法检测显示倍半萜化合物Ｃｈａｂｒａｎｏｌ对人低分化胃

癌细胞 ＢＧＣ８２３有显著的增殖抑制作用。２４ｈ的ＩＣ５０为

５４．８１μｇ／ｍＬ，当Ｃｈａｂｒａｎｏｌ的浓度为１００μｇ／ｍＬ时，ＢＧＣ８２３

细胞抑制率超过了５０％，并且在低倍显微镜下，能够明显观察

到细胞变圆、出现细胞碎片等，表明在２４ｈ内Ｃｈａｂｒａｎｏｌ已经

开始对ＢＧＣ８２３细胞的增殖产生抑制作用。４８ｈ及７２ｈ的

ＩＣ５０分别为９．０５μｇ／ｍＬ和５．４９μｇ／ｍＬ，当Ｃｈａｂｒａｎｏｌ浓度为

２００μｇ／ｍＬ时，７２ｈ时的ＢＧＣ８２３细胞抑制率达到８９％，低倍

显微镜下即可观察到细胞大面积死亡，表明倍半萜化合物

Ｃｈａｂｒａｎｏｌ对ＢＧＣ８２３细胞有显著的增殖抑制作用，且其抑制

作用呈显著的时间与剂量依赖关系。

流式细胞仪的细胞周期结果显示４．５μｇ／ｍＬＣｈａｂｒａｎｏｌ

作用于ＢＧＣ８２３细胞４８ｈ后，主要阻滞了细胞周期中Ｇ１ 期向
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Ｓ期的转变过程，使细胞周期停滞于Ｇ１Ｓ期，其机制可能是抑

制了ＤＮＡ合成和有丝分裂，诱导了细胞分化，从而引起了细

胞周期阻滞和细胞生长抑制。因此，Ｃｈａｂｒａｎｏｌ可能是通过影

响细胞周期来抑制肿瘤生长的，有希望成为一种有效的抗肿瘤

药物，但是其具体调控机制还有待进一步的研究。

ＴＥＭ下的亚细胞结构表明，Ｃｈａｂｒａｎｏｌ能显著诱导ＢＧＣ

８２３细胞发生自噬和凋亡。ＴＥＭ 下观察到经Ｃｈａｂｒａｎｏｌ干预

后的肿瘤细胞，其内部产生了较多的自噬空泡和脂肪滴，可能

是Ｃｈａｂｒａｎｏｌ干预后肿瘤细胞需要通过自噬为自身提供营养；

另外，镜下还出现了髓样体、胞体收缩及染色质边聚现象，这可

能是凋亡的早期反应。

自噬是细胞维持稳态和防止外界侵入的一种防御机制在

细胞的废物清除、结构重建和生长分化等方面发挥重要作用，

同时也与多种疾病的病理、生理过程相关，当出现自噬过度或

不足时均可引起疾病的发生。某些抗肿瘤药物可以通过诱导

自噬活性，从而达到抑制肿瘤细胞增殖的目的。研究证明，对

前列腺癌、乳腺癌以及结肠癌细胞系进行放疗时均可诱导细胞

自噬性死亡［１３１４］。凋亡是程序性细胞死亡，自噬和凋亡有非

常密切的关系［１５］。

凋亡细胞ＤＮＡ琼脂糖电泳是一种检测凋亡的简单而经

典的方法。若ＤＮＡ电泳中出现梯状条带，则表明细胞发生了

程序性死亡。其原理是凋亡细胞ＤＮＡ发生断裂，导致胞内小

分子量的ＤＮＡ片段增加，而相对分子质量大的ＤＮＡ片段减

少，细胞质内出现ＤＮＡ片段。本实验的ＤＮＡ电泳结果显示，

Ｃｈａｂｒａｎｏｌ可以诱导ＢＧＣ８２３细胞发生凋亡。

以上实验表明倍半萜化合物Ｃｈａｂｒａｎｏｌ可以抑制人低分

化胃癌ＢＧＣ８２３细胞增殖并影响细胞周期的分布，可能的发

生机制是促进肿瘤细胞自噬和凋亡。但因为细胞凋亡网络十

分复杂，且肿瘤的发生是一个多因素、多步骤、多阶段和多基因

共同作用的结果，因此，Ｃｈａｂｒａｎｏｌ的抗肿瘤机制也比较复杂，

其诱导细胞凋亡的分子机制有待进一步研究，但它仍有望成为

治疗低分化胃癌的新药。
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