
书书书

!论
!!

著!

!

!

谷甾醇对人肺癌
"#$%

细胞增殖及凋亡的影响"

周玲玉&

!

'

!徐
!

彩&

!

'

!王乐琴&

!

'

!魏思宇&

!

'

!卢
!

蕾&

!

'

!练雪梅#

"

&(

重庆医科大学公共卫生与管理学院!营养与食品卫生学教研室!重庆
$)))&*

#

'(

重庆医科大学脂质研究中心!重庆
$)))&*

$

!!

摘
!

要"目的
!

研究
!

!

谷甾醇对
"#$%

细胞是否具有潜在的抗增殖和诱导凋亡作用%方法
!

不同浓度
!

!

谷甾醇处理人肺癌

"#$%

细胞
'$+

后!采用
,,-!.

法检测细胞的增殖抑制作用#流式细胞术检测
"#$%

细胞周期分布及凋亡率的变化%结果
!

!

!

谷

甾醇以剂量依赖性方式明显抑制
"#$%

细胞的生长#流式结果表明
!

!

谷甾醇使
"#$%

细胞阻滞在
/'

&

0

期!同时促使
"#$%

细胞

凋亡率的增加%结论
!

!

!

谷甾醇可诱导人肺腺癌
"#$%

细胞
/'

&

0

期细胞周期阻滞!并引起细胞凋亡性死亡%

关键词"

!

!

谷甾醇#

!

肺癌#

!

"#$%

#

!

细胞周期#

!

细胞凋亡

!"#

!

&)(1%*%

"

2

(3445(&*61!$&1)(')&*()6())&

文献标识码"

"

文章编号"

&*61!$&1)

"

')&*

$

)6!).*#!)1

$%%&'()%

!

*+,()+(&-).)/

0

-).,%&-1(,)/1/21

0

)

0

()+,+)%.3/

4

'1/'&-'&...,/&5#$%

"

!"#$%&'

()

$

#

*$+,&

#

-,'

(

%.

/

&'

#

%&,'*$.0.&

#

$

+"#'

(/

&'

(

1.2&3,45'&6.78&9

)

#

+"#'

(/

&'

(

$)))&*

#

+"&',

%

56+(-1'(

!

"6

7

&'(,8&

!

78359:4;3

<

=;:>+:;+:?

!

!43;84;:?8@

A

844:44:4=5;3!

A

?8@3B:?=;385=5C=

A

8

A

;843435CDE;39::BB:E;35"#$%

E:@@4(9&(:)2+

!

"#$%E:@@4>:?:;?:=;:C>3;+9=?38D4E85E:5;?=;38548B

!

!43;84;:?8@B8?'$+(7+:E:@@

A

?8@3B:?=;38535+3F3;35

<

:BB:E;

>=4G:=4D?:CF

H

D435

<

;+:,,-!.=44=

H

(7+:=

A

8

A

;8434?=;:=5CE:@@E

H

E@:C34;?3FD;3858B"#$%E:@@4>:?:C:;:E;:CF

H

;+:B@8>E

H

!

;8G:;?

H

G:;+8C

$

I,0

%

=B;:?;+:;?:=;G:5;8B

!

!43;84;:?8@(;&+3.(+

!

!

!43;84;:?8@35+3F3;:C;+:

<

?8>;+8B"#$%E:@@435C84:C:

A

:5C!

:5;G=55:?(7+:I,0=5=@

H

434?:4D@;44+8>:C;+=;

!

!43;84;:?8@=??:4;:C"#$%E:@@4=;;+:4;=

<

:/'

"

08BE:@@E

H

E@:

#

G:=5>+3@:

A

?8!

G8;:C;+:35E?:=4:8B"#$%E:@@4=

A

8

A

;8434?=;:(<)/'.3+,)/

!

!

!43;84;:?8@E=535CDE:;+:=

A

8

A

;8;3EE:@@C:=;+=5C/'

"

0=??:4;8B+D!

G=5@D5

<

E=5E:?"#$%E:@@4(

=&

>

?)-2+

!

!

!43;84;:?8@

&

!

@D5

<

E=5E:?

&

!

"#$%

&

!

E:@@E

H

E@:

&

!

E:@@=

A

8

A

;8434

!!

肺癌是严重威胁人类生命健康的疾病#最新统计资料显

示#肺癌是引起全球癌症死亡的首要原因'

&!'

(

#其中非小细胞肺

癌$

JK,L,

%#包括腺癌)鳞状细胞癌和大细胞癌#占所有肺癌

的
.)M

'

1

(

*肺癌已成为我国增幅最快)最常见的恶性肿瘤#中

国癌症控制计划已将肺癌的防治列为重点*尽管目前治疗方

法较多#但肺癌的治疗效果却始终令人不满意#其
#

年生存率

仍然较低'

$

(

*更多的治疗方法正在被探索之中#以便提高肺癌

#

年生存率和治疗效果*目前通过蔬菜)水果)香料)茶叶)草

本植物和药用植物中的植物化学物来控制癌症的发生发展已

经成为最可行的方法*植物化学物是植物次生代谢物#由于它

对慢性疾病包括癌症有潜在的预防作用而受到广泛关注*植

物甾醇是一种与胆固醇结构相似的植物化学物#能够取代肠道

低密度脂蛋白$

LNL

%胆固醇*坚果)花生)芝麻)大豆)未精炼

的植物油和谷物都是植物甾醇的丰富来源'

#

(

*常见的膳食植

物甾醇有
!

!

谷甾醇)菜油甾醇)豆甾醇#分别占
#)M

"

*#M

)

&)M

"

$)M

和
)M

"

1#M

*

研究显示#

!

!

谷甾醇摄入量的多少与许多人类慢性病的发

生率有关*目前研究证明#

!

!

谷甾醇在降低血液胆甾醇含量)

抑制肿瘤)防治前列腺肥大)抑制乳腺增生和调节免疫方面都

有重要作用'

*

(

*大量研究表明#

!

!

谷甾醇作为潜在的天然药

物#能有效预防多种肿瘤的发生和生长#以往的研究主要集中

于
!

!

谷甾醇抗乳腺癌)结肠癌)前列腺癌等方面#但对肺癌作用

的报道很少#故本研究以人肺癌
"#$%

细胞为研究对象#对
!

!

谷甾醇抗肺癌作用进行了初步探讨*

@

!

资料与方法
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!

一般资料
!

人肺腺癌细胞株
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购于
"7,,

*
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仪器与试剂
!

酶标仪$

OP0IN

#

/:5:,8G

A

=5

H

L3G3;!

:C

%&超净工作台$

KQ!,R!'I

#苏州工业园三兴净化技术有限公

司%&

,S

'

恒温培养箱$

T

AA

:5C8?B

#

,S&6)K!'1)!))))

%&倒置荧

光显微镜$

@:3E=

#

N0P!$)))U

%&生物安全柜$

,0,

#

&1.$

%*

!
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谷

甾 醇 $

K3

<

G=

#

K%..%!&) G

<

%&

VW0P &*$)

$

O

H

E@85:

#

KO1).)))&U

%&

WUK

磷酸盐缓冲液$

O

H

E@85:

#

KO1)'#*)&U

%&青

链霉素混合液$

O

H

E@85:

#

,,)&&1

%&二甲基亚砜
N0KS

$

43

<

G=

#

N'*#)

%&小牛血清$

/PU,S

#

&*)&)!&#%

%&

)('#M

胰蛋白酶$

O

H

!

E@85:

#

KO1))$'()&

%&

,:@@,8D5;35

<
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$日 本 同 仁 化 学#

,-)$

%&

V7!W,V

引物序列$华大科技%*

@(B

!

方法

@(B(@

!

细胞培养
!

"#$%

细胞系培养于含
&)M

小牛血清)

&M

双抗$青霉素
&))X

"

GL

#链霉素
&))

#

<

"

GL

%的
VW0P&*$)

培

养基中#在
16Y

)体积分数为
#M

的
,S

'

恒温培养箱中培养*

细胞呈贴壁生长#

1

"

$C

传代#取对数生长期细胞进行实验*

@(B(A

!

细胞毒性检测
!

细胞毒性效应用
,,-!.

试剂盒检测*

取对数生长期细胞#加细胞悬液$

&Z&)

#

E:@@

"

GL

%

&))

#

L

每孔

至
%*

孔板$边缘用灭菌
WUK

填充%#每组设置
*

个副孔*培养
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过夜#更换无血清培养基*饥饿
&'+

之后更换含
!

!

谷甾醇$

)

)

#

)

&)

)

')

)

$)

#

G8@

"

L

%的培养基#同时设置空白对照组#培养
'$

+

*每孔加入
&)

#

L,,-!.

溶液#

16Y

培养
&

"

$+

#酶标仪测

定
$#)5G

波长各孔的吸光度*实验重复
1

次*细胞活力
M]

$实验组
SN

值
^

空白组
SN

值%"$对照组
SN

值
^

空白组
SN

值%

Z&))M

*
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!

流式细胞仪检测细胞凋亡率
!

取对数生长期细胞#加

细胞悬液$

'Z&)

#

E:@@

"

GL

%

&GL

每孔至
*

孔板#每组设置
1

个

副孔#培养过夜#更换无血清培养基*饥饿
&'+

之后#用不同

浓度
!

!

谷甾醇$

)

)

'(#

)

&)

)

$)

#

0

%处理
'$+

*细胞用不含
TN!

7"

的胰酶消化后#用
WUK

洗涤
'

遍#

&)))?

"

G35

离心
#G35

#

加
&GLWUK

重悬送流式细胞室进行细胞凋亡率检测*

@(B(C

!

流式细胞仪检测细胞周期
!

取对数生长期细胞#加细

胞悬液$

'Z&)

#

E:@@

"

GL

%

&GL

每孔至
*

孔板#每组设置
1

个副

孔#培养过夜#更换无血清培养基*饥饿
&'+

之后#用不同浓

度
!

!

谷甾醇$

)

)

'(#

)

&)

)

$)

#

0

%处理
'$+

*细胞用胰蛋白酶消

化之后#再用预冷
WUK

洗涤细胞两次#加
&GL '̂)Y6)M

的

乙醇溶液重悬#

$Y

固定过夜*后送流式细胞室进行细胞周期

检测*

@(C

!

统计学处理
!

采用
KWKK&6()

软件进行统计学分析#实

验结果用
:_8

表示#检验结果
;

$

)()#

为差异有统计学

意义*

A

!

结
!!

果

A(@

!

!

!

谷甾醇对
"#$%

细胞毒性的影响
!

,,-!.

试剂盒检测

"#$%

细胞活性*

!

!

谷甾醇处理
"#$%

细胞
'$+

后#显著抑制

细胞增殖#且随着药物浓度的增加#其抑制作用逐步增强#呈明

显的剂量
!

效应关系*与对照组相比#

!

!

谷甾醇在
#

)

&)

)

')

)

$)

#

0

剂量 作 用 下 的 细 胞 活 力 分 别 为 $

*6(.'_#($1

%

M

)

$

#1(.6_.($*

%

M

)$

#)()1_1('*

%

M

和$

1*(%*_*(#1

%

M

#差异

有统计学意义$

;

$

)()&

%#见图
&

*

!!

"

!

;

$

)()#

#

""

!

;

$

)()&

#与对照组比较*

图
&

!!

!

!

谷甾醇对
"#$%

细胞的细胞毒性作用

A(A

!

!

!

谷甾醇对
"#$%

细胞周期的影响
!

流式细胞仪检测细

胞周期结果显示#与对照组相比#

'(#

)

&)

)

$)

#

0

!

!

谷甾醇实验

组处理
"#$%

细胞
'$+

后#

/'

"

0

期细胞比例由对照组的

$

$($&_&('&

%

M

增加至$

#(#._'(1)

%

M

)$

#(#._'()%

%

M

)

$

%(*)_&(6$

%

M

#差异有统计学意义$

;

$

)()&

%*结果说明
!

!

谷甾醇诱导
/'

"

0

期细胞周期的阻滞#见图
'

*

A(B

!

!

!

谷甾醇对
"#$%

细胞凋亡的影响
!

流式
"55:̀35![

"

WP

双染检测细胞凋亡率#结果如图
1

所示#

)

)

'(#

)

&)

)

$)

#

0

!

!

谷

甾醇实验组细胞凋亡率分别为$

&1(*&_'('%

%

M

)$

&*(&#_

1()'

%

M

)$

'*()$_'(&.

%

M

)$

$%(6'_&(.1

%

M

#与对照组相比

差异有统计学意义$

;

$

)()#

%*因此#

!

!

谷甾醇可诱导
"#$%

细胞凋亡且呈浓度依赖性*

图
'

!!

!

!

谷甾醇对
"#$%

细胞周期的作用

图
1

!!

!

!

谷甾醇对
"#$%

细胞凋亡的作用

B

!

讨
!!

论

!

!

谷甾醇抗癌作用的动物实验表明#含有
'M

混合植物甾

醇的饮食能抑制癌细胞的生长#减少肿瘤的大小#并降低结肠

癌)乳腺癌)肝癌的发病率'

6!&)

(

*体外研究结果还表明#植物固

醇#尤其是
!

!

谷甾醇#对乳腺癌)结肠癌)肝癌)骨髓瘤和胰腺癌

等均有抑制增殖和诱导凋亡的作用'

&&!&*

(

*细胞周期调控异常

和细胞凋亡是肿瘤生长不受控制及恶性转化的主要原因*

!

!

谷甾醇对肺癌细胞的作用目前尚未见研究报道#故本文初步研

究了
!

!

谷甾醇对人肺癌细胞
"#$%

细胞增殖和凋亡的影响*

实验结果显示#不同浓度
!

!

谷甾醇处理人肺癌
"#$%

细

胞#细胞活性随药物浓度增加逐渐降低#从$

*6(.'_#($1

%

M

降

至$

1*(%*_*(#1

%

M

#表明
!

!

谷甾醇对
"#$%

细胞具有明显的

生长抑制作用#且呈显著的剂量依赖性*诱导肿瘤细胞周期阻

滞以及引起细胞凋亡是天然药物抗肿瘤活性的重要机制'

&6

(

*

细胞周期中
/&

"

K

)

/'

"

0

)

0

中后期在调控细胞周期进展中发

挥重要作用#其中
/'

"

0

期能防止受损或未完成复制的
NJ"

进入有丝分裂#并停留在
/'

期来修复
NJ"

#故
/'

"

0

期阻滞

+

**.

+
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对肿瘤细胞显得尤为重要'

&.

(

*有研究发现#

!

!

谷甾醇可诱导

结肠癌)白血病)肝癌等肿瘤细胞发生
/'

"

0

期细胞周期的阻

滞'

&%!'&

(

*本研究流式细胞周期分析表明#在
!

!

谷甾醇作用
'$

+

后#

/'

"

0

期细胞百分比从$

$($&_&('&

%

M

增加到$

%(*_

&(6$

%

M

#说明
"#$%

细胞在
/'

"

0

期发生了阻滞*提示
!

!

谷

甾醇可通过诱导
"#$%

细胞周期阻滞从而抑制肿瘤细胞的

增殖*

!

!

谷甾醇不仅能促使肿瘤细胞发生细胞周期阻滞#亦能诱

导细胞程序性死亡#即细胞凋亡$

"WS

%#它是多细胞生物体维

持组织完整性和功能#以及消除受损或不需要细胞的一个关键

作用机制'

''

(

*癌细胞凋亡作为一种潜在的治疗靶点近年来受

到关注*癌细胞逃避细胞凋亡的过程中#细胞增殖率增加#最

终导致肿瘤形成*凋亡失调与肿瘤的发生密切相关#在调亡机

制上
#)M

的肿瘤细胞存在缺陷*细胞凋亡在肿瘤发生)发展

过程中主要起着负反馈调节作用#可以阻碍肿瘤细胞的迅速生

长*凋亡过程主要由
'

个蛋白家族介导#即
UE@!'

家族蛋白和

E=4

A

=4:

家族蛋白#并最终导致结构蛋白消化#

NJ"

降解及细

胞吞噬*细胞发生凋亡主要通过两个途径实现'

'1

(

!一是由促

凋亡和抗凋亡因子介导的线粒体凋亡通路#二是细胞表面死亡

受体通路*本实验通过流式凋亡率的检测#表明
!

!

谷甾醇在
)

"

$)

#

0

范围内#以剂量依赖方式促进
"#$%

细胞凋亡#

!

!

谷甾

醇浓度越高#

"#$%

细胞凋亡率越大#与对照组相比差异有统计

学意义$

;

$

)()#

%*

综上所述#本研究初步证实#一定浓度的
!

!

谷甾醇可通过

阻滞肺癌
"#$%

细胞周期于
/'

"

0

期来抑制细胞增殖#同时促

进细胞凋亡#发挥抗肿瘤作用*
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