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咖啡酸锗对小鼠肝癌 "## 端粒酶活性及凋亡的影响"

#
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摘要!目的!探讨咖啡酸锗对小鼠肝癌"## 端粒酶活性及细胞凋亡的影响" 方法!建立小鼠肝癌"## 移植瘤模型#应用咖啡酸

锗腹腔注射给药后#通过电镜观察"## 细胞凋亡的情况以及用'()*+法半定量检测端粒酶活性" 结果!咖啡酸锗能诱导"##

细胞凋亡以及抑制端粒酶的活性#并与药物浓度有关" 结论!咖啡酸锗能显著抑制"## 细胞端粒酶的活性#抑制其细胞增殖#

诱导其细胞凋亡"

关键词!咖啡酸锗$"## 细胞$端粒酶$细胞凋亡
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!!端粒酶为,N+的核糖核蛋白#有逆转录酶活性#可合成

端粒重复序列以维持端粒长度从而使细胞获得异常增殖能

力& 端粒酶与细胞调控及恶性肿瘤形成密切相关#而端粒酶

的调控及其与细胞凋亡的关系已成为人类肿瘤研究的新热

点'O(

& 咖啡酸锗是我院合成的新化合物#前期工作中已经发

现其具有抗肿瘤作用& 本文通过体内实验用小鼠端粒酶 7'

'()*+试剂盒半定量检测咖啡酸锗对小鼠肝癌 "## 细胞端

粒酶的影响及用透射电镜观察 "## 细胞凋亡的诱导作用&

现报道如下$

O!实验材料和方法

OGO!材料

OGOGO!动物!近交系昆明种清洁级小鼠 .% 只#雄性#OP Q

## ;#一级屏障环境饲养)温度 #% Q#R S)相对湿度 R%T Q

&%T的环境下完成动物实验#小鼠由江西中医学院实验动物

中心提供&

OGOG#!瘤细胞!小鼠肝癌 "## 细胞株#购自浙江省医学科

学院肿瘤研究所#本实验室常规传代保存&

OGOG$!主要药物及试剂!咖啡酸锗!由本院化学实验室黄

桂林教授合成"#注射用环磷酰胺!江苏恒瑞医药股份有限公

司"#小鼠端粒酶7''()*+试剂盒!由美国?"'H)?/N公司

生产#上海郎卡生物有限公司进口分装&"

OG#!实验方法

OG#GO!建立荷瘤鼠模型及分组!选取传代接种后 U QO% @)

肿瘤生长良好)腹部隆起明显的瘤源小鼠#断椎处死#于超净

工作台无菌条件下#从腹腔抽取瘤液置于冰浴上的无菌三角

烧瓶中#经台盼蓝检验瘤细胞活性 V-.T#用灭菌生理盐水

稀释#调整瘤细胞数至 #G#P WO%

U 个XCB#于每只小鼠右前肢

腋下皮下接种 %G# CB#形成实体瘤& 将接种了肝癌"## 细胞

的小鼠随机分为生理盐水组'N*#-%C;X!L;*@"()环磷酰胺

组'?7Y##. C;X!L;*@"()咖啡酸锗低)中)高剂量组'?<>>253M

<35@ A2# O C;X!L;*@")# C;X!L;*@")R C;X!L;*@"(#每组 O%

只& 各组小鼠于接种次日进行腹腔注射给药#给药量均为

%Z# CBX#% ;#每日给药一次#连续 O% @& 次日#处死小鼠后剥

离瘤块&
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OG#G#!透射电镜观察!'H"方法!取 %G. QO CC

$ 瘤组织 #

Q$ 块在 #G.T的戊二醉醛中前固定#后经 OT锇酸后固定#

丙酮梯度脱水#然后环氧树脂浸透包埋以及电子染色#最后

用")7+?")M&%% 型电镜下观察并拍照&

OG#G$!端粒酶提取及测定!取每个新鲜的瘤组织共 .% 个

样本各 O%% C;#加入 .%%

!

B生理盐水#组织匀浆#.%%% DXC59

离心 O C59#取上清液& 然后按照试剂盒说明书进行& 结果$

!O"?I48>>̂ ?<B50D<48D的 /_值& !#"7')9@2\̂ 样品的 /_

值X?I48>>值& !$")9@2\

$

O 为阳性%)9@2\在 %G-O Q%G-- 间

为可疑%)9@2\

%

%G-% 为阴性&

#!结果

#GO!'H结果判定

透射电镜可观察到细胞超微结构在凋亡不同时期的变

化#是迄今为止判断凋亡最经典)可靠的方法& 'H下#凋亡

细胞!+̀/"表面微绒毛消失#胞膜空泡化#细胞体积缩小#出

现固缩& 胞浆浓缩#细胞器退变%核染色质边聚)浓集成团块

状于核膜处#并可形成凋亡小体等& 见图 O&

图 O!各组瘤组织透射电镜观察结果

生理盐水组!-P-#"$细胞生长旺盛#呈圆形或多边形#结

构清晰%核膜完整#核仁明显#可见多个核仁%内质网发达#核

染色质均匀#线粒体丰富& 未见典型凋亡细胞&

环磷酰胺组!-P-U"$细胞结构尚存#微绒毛减少或消失%

核染色质块状浓集)边聚成块状或条状#线粒体等细胞器结

构不清#部分胞质中可见大小不等的空泡及电子致密颗粒&

还可见坏死&

咖啡酸锗!低 --%O)中 --%.)高 --%-"组$瘤细胞形态表

现相似#程度不等& 可见典型的凋亡细胞$细胞核膜凹陷或

消失#染色质浓集)边聚于核膜处呈新月状#可见凋亡小体形

成& 细胞器减少#线粒体受损严重#嵴变低或溶解)消失#部

分空泡化& 部分细胞胞质内可见电子致密颗粒沉积&

#G#!咖啡酸锗对小鼠肝癌"## 端粒酶活性的影响

见表 O&

按照试剂盒结果评定分析$从表 O 可见#阴性对照组!生

理盐水组"端粒酶浓度值的为阳性#咖啡酸锗作用于 "## 细

胞在一定浓度范围内#随着咖啡酸锗浓度增加#其抑制 "##

细胞端粒酶活性的作用以中剂量最强!Da%G%."%低剂量在

可疑围内#高剂量为阳性#但其抑制端粒酶活性的作用弱于

中剂量&

表 O!咖啡酸锗对小鼠

肝癌"## 细胞端粒酶活性的影响%

&

&b+#$ P̂&

组 别 剂量XC;*L;

cO

*@

cO

7')9@2\

生理盐水组 -% OGOO b%GOU

环磷酰胺组 #. %G&$ b%GOO

低剂量组 O

%G-R b%G%R

"

中剂量组 #

%GUO b%G%U

"

高剂量组 R

%GPU b%G%-

"

!!

"

D值a%G%.!与生理盐水组比"&

$!讨论

端粒是真核细胞染色体末端的一组重复 _N+序列#正

常情况下#随细胞分裂而缩短#端粒长度被认为是细胞衰老

和癌变的一个+有丝分裂时钟,& 目前#端粒酶在肿瘤发生过

程中的作用已日益被人们所关注& 端粒酶能合成端粒#其活

性是大多数细胞恶化的共同通路#是目前已知最具有特异性

和普遍性的恶性肿瘤标志物'#(

& 近年研究发现了多种具有

抗癌活性的有机锗化合物#咖啡酸锗'$(是一种新型的介吗川

类有机锗化合物& 实验研究表明其对小鼠 dOR 官颈癌肿瘤

有明显的抑制作用& 且毒性很小& 本实验研究发现其也能

降低小鼠肝癌"## 细胞的端粒酶活性& 与此同时#本实验还

发现#咖啡酸锗诱导了"## 细胞的凋亡& 凋亡在肿瘤的发生

发展过程中主要起调控作用#可阻遏肿瘤细胞迅速生长'R(

#

电镜观察超微结构是确定细胞凋亡最可靠的方法之一'.(

#所

以本实验通过电镜观察发现#咖啡酸锗能明显诱导肿瘤细胞

凋亡#减少肿瘤细胞的增殖活性#从而抑制肿瘤生长及浸润&

另外#咖啡酸锗各组部分瘤细胞的线粒体畸形或空泡化)内

质网减少)核糖体减少或消失#以及电子致密颗粒的沉积#推

测咖啡酸锗可能通过影响瘤细胞的线粒体能量及核糖体的

合成#而抑制瘤细胞生长& 但是咖啡酸锗降低端粒酶活性和

诱导凋亡的相互关系#有待进一步深入的研究'&(

& 本实验结

果提示咖啡酸锗抗肿瘤的作用机制至少包括了其抑制端粒

酶活性和诱导凋亡两个方面&
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