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摘!要!研究了玉米蛋白粉中玉米黄素的抗肿瘤活性"采用体外培养的人癌细胞株###人口腔鳞

癌45细胞作为对象!观察玉米黄素对抑瘤活性$细胞周期的影响*发现玉米黄素对45细胞!"6
的半数抑制浓度78%$为.%!9()%:!在!$!9()%:时即明显抑制45细胞的对数生长&细胞周期分

析显示时相左移!!&期细胞百分率增多!"期$!!#$ 期百分率降低*;+2凝胶电泳显示.$!9()%

:玉米黄素作用-!6能使45细胞的;+2发生明显的降解*因此从玉米蛋白粉中提取的玉米黄

素能明显抑制45细胞生长!其抗肿瘤活性强!对细胞周期的影响提示!$期阻滞*
关键词!玉米黄素$人口腔鳞癌细胞$抗肿瘤$细胞周期

中图分类号!<1-1*& 文献标识码!2

4%1-5-0"$36((.,07"(8.&9&%01-%($":;"$%<’#0.%=.&’"%
>#:&%?$&’+@#&:"#$;.’’;&$,-%":&

=>+?6@A’!B2CDEF/GEHA
%4@G:HI(JHK(JG(LM((N=OF@AO@HAN=HL@KG’PFAFQKJG(LRNEOHKF(A’=(EK6@JABHASKT@>AF,@JQFKG’UEVF!&"$.#’

86FAH&

A570$&,0!27P!W(N@K@J9FA@K6@HAKFKE9(J@LL@OKQ(LT@HVHAK6FALJ(9O(JAS)EK@A9@H)HSHFAQK
6E9HA(JH)QXEH9(EQOHJOFA(9H45O@)))FA@FA,FKJ(*PRWDC;=!2AKFKE9(JHOKF,FKG YHQ
9@HQEJ@NEQFAS78%$’O@))SJ(YK6OEJ,@HANK6@O@))OGO)@Y@J@HAH)GT@NIGL)(YOGK(9@KJFO
%M8P&K@O6AFXE@HAN;+2@)@OKJ(Z6(J@QFQ*<R=>:W=!78%$(LT@HVHAK6FAYHQ.%!9()(:(A45
O@))FA@Y6@AFAOEIHKF(AL(J!"6*?@HVHAK6FA(I,F(EQ)GFA6FIFK@NK6@SJ(YK6OEJ,@(L45O@))HK!$

!9()(:’FAK6@KE9(JO@))Q(LKJ@HK@NSJ(EZ*M8PHAH)GQFQJ@,@H)@NK6HKT@HVHAK6FA45O@))Q
Z@JO@AKHS@(L[!(PZ6HQ@’K6@=Z6HQ@’HAN[&Z6HQ@N@OJ@HQ@N’IEKZ@JO@AKHS@(L[&\[$
Z6HQ@FAOJ@HQ@N*W6@K@QKQ(L2SHJ(Q@S@)@)@OKJ(Z6(J@QFQ(L;+2LJ(9O@))QKJ@HK@N YFK6
T@HVHAK6FAJ@,@H)@N#;+2)HNN@J$*8C+8:>=7C+!?@HVHAK6FAO(E)NJ@9HJ]HI)GFA6FIFK@N45
O@)))FA@ZJ()FL@JHKF(AHANQ6(Y@NH6FS6HAKFKE9(JHOKF,FKG*W6@@LL@OK(LT@HVHAK6FA(AO@))OGO)@
9FS6KI@K6@(A@(LK6@F9Z(JKHAKJ@HQ(AQL(JFA6FIFKFASOHJOFA(9HO@))SJ(YK6*
B.3C"$*7!T@HVHAK6FA"(JH)QXEH9(EQOHJOFA(9H!HAKF/KE9(J"O@))OGO)@*

!!!!叶黄素是含氧胡萝卜素’分子中含有一个 或多个氧原子’形成羟基)羰基)甲基或环化物等结

万方数据



构*玉米黄素 是 自 然 界 存 在 最 广 泛 的 叶 黄 素!是 人

类日常膳食中的主要类胡萝卜素!也是人类血液和

组织中的 主 要 类 胡 萝 卜 素*大 量 流 行 病 学 研 究 表

明"&#$血液中较 高 的 类 胡 萝 卜 素 水 平 可 降 低 癌 症%
心血管疾病和其他老化性疾病的发病率*=A(NN@J/
)G"!#和86@Y".#分别在&11%年和&11#年提出!玉米

黄素对减少癌 症 的 发 生%发 展%增 强 免 疫 功 能 有 着

独特的生物功能*匈牙利学者[G(JSG<E9F̂J""#用

D_:8法对"$名 健 康 人 与10名 患 有 不 同 种 类 恶

性肿瘤的患者&""名 肠 癌 患 者%!&名 胃 癌 患 者%&%
名肝脏腺癌患者%&$名胰腺癌患者以及0名食道癌

患者’的血清 中 类 胡 萝 卜 素 的 含 量 进 行 了 测 定*结

果发现$除了 胰 腺 癌 的 患 者!其 余 患 者 血 清 中 维 生

素2&%"$‘$&’和玉米黄素&%"$‘$&’的含量均显

著低于健康 人!其 他 种 类 的 类 胡 萝 卜 素"/隐 黄 质%

#/隐黄质和"/胡 萝 卜 素%#/胡 萝 卜 素 以 及 黄 体 素 的

含量与健康人均没有显著差异*
黄玉米中含有丰富的类胡萝卜素!主要包括黄

体素%玉 米 黄 素%#/隐 黄 素%"/胡 萝 卜 素%#/胡 萝 卜

素%新黄素和 金 莲 花 黄 素 等 成 分*在 玉 米 中 主 要 以

类胡萝卜素/蛋 白 质 复 合 物 的 形 式 存 在*在 玉 米 淀

粉的生产中!类 胡 萝 卜 素 与 蛋 白 质 一 起 被 分 离!富

集于副产物玉米蛋白粉中!用于饲料工业和发酵行

业!其中所富含的类胡萝卜素尤其是黄体素和玉米

黄素未能得到充分合理的利用*
作者通过体外细胞培养方法!研究玉米蛋白粉

中玉米黄素对人口腔上皮细胞癌45增殖的影响!并
采用流式细胞仪和;+2凝胶电泳等手段研究玉米

黄素抑制45细胞增殖的机理!为玉米黄素的开发%
利用以及在癌症的预防和治疗上提供一定理论依据*

D!材料与方法

DED!玉米蛋白粉中类胡萝卜素的提取

玉米蛋白粉\工 业 酒 精#以 料 液 质 量 体 积 比

&Sa&$9:进行混合#磁 力 搅 拌#6#过 滤#滤

饼用无水乙醇重复提取.$"次&至滤液无色为止’

#收集滤液#旋转蒸发至干&水浴温度为%%b’#
用乙醇提取!即为类胡萝卜素提取液#放入棕色瓶

内备用!低温 保 存&以 上 操 作 均 应 在 避 光 条 件 下 进

行’"%#*
DEF!玉米蛋白粉中玉米黄素的分离

选 用 氧 化 镁 薄 层 板!以 & &石 油 醚’a
&&丙酮’c#%a.%为展开剂"##!对黄体素和玉米黄

素进行薄层层 析 制 备*刮 取 相 应 的 斑 块!用 无 水 乙

醇溶解!过滤!并用+!气浓缩!避光保存于3&0b!

!周内使用!临用前用无水乙醇配成所需体积分数

加入培养液中*
DEG!细胞株与细胞培养

人口腔鳞癌 45细 胞 系 由 江 南 大 学 生 物 工 程

学院 药 理 实 验 室 保 存*培 养 基 为 <_P7/&#"$培 养

液&含 体 积 分 数 为&$d的 小 牛 血 清%$‘!%S(N:双

抗以及&S(N:谷氨酰胺!ZD值-‘!$-‘#’*细胞接

入%$9:培养瓶中!.-b!体积分数%d的8C!!于
饱和湿度空气中培养*$‘"S(N:台盼蓝鉴定活细胞

数应为10d 以上*
DEH!玉米黄素对细胞生长的影响

将对数生长期的45细胞!用完全培养基悬浮

并计数!调整细胞浓度.e&$"个(9:!然 后 将 细 胞

接种于1#孔培养板中!每孔&$$!:!培养!"6后!
将不同浓度的玉米黄素加入各培养孔中!每种浓度

设"个复孔!培养!"!"0!-!6!每天半量换液!同时

设不含玉米黄素的乙醇为对照组!用 PWW法测定

细胞的存活率*每个试验重复两次以上*
DEI!对细胞生长曲线的影响

将对数生长期的45细胞!用完全培养基悬浮

并计数!调整细胞浓度%e&$"个(9:!然 后 将 细 胞

接种于!"孔培 养 板 中!每 孔&9:!将 不 同 浓 度 的

玉米黄素加入 各 培 养 孔 中!每 种 浓 度 设.个 复 孔!
同时设含体积分数&a0$乙醇.个孔为对照!每隔

!"6取出!进 行 细 胞 计 数!每 个 浓 度 的 细 胞 数 取.
个复孔的平均值!绘制细胞生长曲线*
DEJ!流式细胞仪检测细胞周期分布

将45细胞接种于%$9:细胞培养瓶中!!"6
后加入.$!"$!9()(:的玉米黄素!分 别 继 续 培 养

!"!"0!-!6!每 天 半 量 换 液 一 次!作 用 结 束 后!用

$‘!%d胰蛋白酶消化!_5=漂 洗!体 积 分 数 为-$d
的乙 醇 溶 液 固 定!调 细 胞 浓 度 为&e&$#个(9:*
&%$$!:_7/碘化丙啶&含<+HQ@&$$!S(9:’避光

作用&%9FA以上"-#!!$$目尼龙筛网过滤!以 保 证

样品呈单细胞悬液状态!上机检测*
于流式细胞仪 上 作;+2细 胞 周 期 分 析*数 据

处理采 用5‘;公 司8@))LFK软 件!每 个 样 品 均 分 析

&$$$$个细胞*
增殖 指 数&ZJ()FL@JHKF(AFAN@V_7’c"&"#!!

$’(&!$(!&#!!$’#e&$$d
DEK!LMA提取及凝胶电泳检测

将收集的细胞&.e&$#’!&%$$’离 心%9FA!
弃上清液*_5=洗 涤 两 遍!加 入 ;+2 抽 提 缓 冲 液

&&$99()(:WJFQ/8)!ZD0‘$)&%$99()(:+H8))

&$99()(:R;W2)质量分数$‘"d=;=’$‘%9:!
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移入RZZ@AN(JLL管!加入蛋白酶4!终 质 量 浓 度 为

&$$!S"9:!充分混匀!%$b水浴保温.6!不时振

摇*取出!加入等体积$‘%9()":WJFQ/8)#ZD0‘$$
平衡的 酚!缓 慢 来 回 颠 倒&$9FA!%$$$’离 心&%
9FA*吸 出 上 清 液 于 另 一 离 心 管 中!加 入 等 体 积&
#氯仿$a&#异丙醇$c!"a&充分混匀!%$$$’离

心&%9FA*吸出上清液!加入!倍 体 积 无 水 乙 醇 及

质量分数为&$d的+H2O#ZD%‘!$溶液!3!$b过

夜*室温&!$$$’离心沉淀;+2!体积分数-$d乙

醇洗&次后!室温干燥!适量WR溶 解!加<+2酶

!$!S!.-b水浴&6*取制备的;+2样品!&‘%S"

N:琼脂糖凝胶电泳约!6!电泳缓冲液为W5R*紫

外灯下观察;+2条带$并摄影*

F!实验结果

FED!玉米蛋白粉中黄体素和玉米黄素纯度的鉴定

黄体素和玉米黄素样品的W:8图谱见图&*

图D!黄体素和玉米黄素样品的NO;图谱

)-2PD! N1. N;O 2$&Q1"(01.7&:Q’.’#0.-%&%*

R.&9&%01-%

FEF!玉米黄素对B/细胞生长增殖的影响

玉米黄素对45细胞存活率的影响见图!*

图F!玉米黄素对B/细胞存活率的影响

)-2PF!6((.,0"(*-((.$.%0,"%,.%0$&0-"%7"(R.&9&%01-%

"%B/,.’’7#$S-S&’Q.$,.%0&2.

!!从图!中可以看出!玉米黄素对45细胞的增

殖具有显著的抑制作用*随着玉米黄素作用剂量和

时间的增加!45细胞存活率显著降低*且具有较强

的时间///效应和剂量效应*%$$#$!9()":的玉米

黄素作用-!6!细胞存活率仅为&$d!而&$!9()"

:的玉米黄素作用-!6!细胞存活率保持在&$$d
左右*!"6时的78%$约为.%!9()":*
FEG!玉米黄素对B/细胞生长曲线的影响

玉米黄素对45细胞生长曲线的影响见图.*

图G!玉米黄素对B/细胞生长曲线的影响

)-2PG!6((.,0"(*-((.$.%0,"%,.%0$&0-"%7"(R.&9&%01-%

"%B/,.’’2$"C01,#$S.

!!从图.可以看出!人口腔鳞癌细胞对照组细胞

生长曲线呈%=&形!接种后第二天开始快速生长!而

经玉米黄素处理的细胞均受到不同程度的抑制!且

随着玉米黄素浓度的增加!抑制作用越加明显!其中

%$!9()":剂量处理的细胞在!"6后受到明显抑制*
FEH!玉米黄素对B/细胞细胞周期的影响

玉米黄素对45细胞细胞周期的影响见表&*
表D!玉米黄素对B/细胞细胞周期的影响

N&5PD!6((.,0"(*-((.$.%0,"%,.%0$&0-"%7"(R.&9&%01-%"%

,.’’,3,’.*-70$-5#0-"%

时间"

6

浓度"

#!9()":$
细胞周期分布

!$#!& " !!#$

增殖指数

_7"d
对照 "!‘# ."‘% !!‘1 0-‘#

!" .$ %$‘0 !-‘" !&‘0 #-‘0
"$ %-‘# !-‘# &"‘1 %0‘#

"0 .$ %0‘! !!‘% &1‘. %.‘1
"$ %-‘1 !!‘% &1‘# %"‘%

-! .$ #!‘0 !!‘0 &"‘" "0‘!
"$ #%‘& !$‘0 &"‘& ""‘&

!!由表&可 见!经 玉 米 黄 素 处 理 后!随 时 间 作 用

的延长!剂量的增加!和对照组相比!!$#!&期细胞

的百分 率 明 显 增 加!"期 细 胞 百 分 率 明 显 降 低!细

胞增殖指数#_7$也显著下降!但在;+2组 直 方 图

上并没有出现 典 型 的 凋 亡 细 胞 峰#亚 [&峰$*上 述

结果表明玉米黄素对45细胞周期有明显的影响!
并存在时间和剂量的依赖性*"期是细胞;+2的

复制 期!" 期 细 胞 百 分 率 明 显 降 低!意 味 着 细 胞
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;+2的复制受到阻滞后使之不能大量繁殖‘ 说明

玉米 黄 素 对 45细 胞 增 殖 的 抑 制 是 通 过 影 响 细 胞

;+2的合成!使其向正常细胞转化而实现的*
FEI!LMA凝胶电泳观察LMA!梯状带"

玉米黄素对45细胞的;+2凝胶电泳图见图"*

"&!.!%#.$!9()$:分 别 作 用!"!"0!-!6%!!"!##"$!9()$:
分别作用!"!"0!-!6%-#对照%0#9HJ]@J&

图H!玉米黄素对B/细胞的LMA凝胶电泳图

)-2PH!<$&Q1"(*-((.$.%0,"%,.%0$&0-"%7"(R.&9&%01-%

"%LMA2.’.’.,0$"Q1"$.7-7

!!由图"可以看出!玉米黄素在作用45细胞-!
6后!开始发生;+2断裂!并形成以!$$IZ左右为

最小单位的;+2梯形电泳结果!处理-!6后形成

的;+2)HNN@J’梯状带(明显!"$!9()$:处理"06
后;+2略有断裂!但形成的;+2片段较大*而处

理!"6和对照均无;+2)HNN@J*图"显示出随着

玉米黄素作 用 时 间 的 增 加!45细 胞;+2断 裂 明

显*但在-!6处理后!;+2电泳显示并不与剂量呈

正相关*

G!讨!论

通过观察玉米黄素对体外培养的口腔鳞癌细

胞增殖的影响!发现!$!9()$:以上的玉米黄素对

45细胞具有抑制作用!且呈剂量)效应关系%台盼

蓝拒染法绘 制 的 生 长 曲 线 变 化 趋 势 与 PWW结 果

相符!说明结果可信*
将玉米黄素与45细胞共培养后!流式细胞仪

观察各时 相 细 胞 增 殖 周 期 的 移 行 变 化!可 以 看 到

45细胞的细胞周期发生了明显的变化!!&#!$期

所占的比例逐渐增多!由"!‘#d增至#%‘&d!"期

和!!$$ 期所占的比例逐渐减少!分别由."‘%d和

!!‘1d 减少至!$‘0d和&"‘&d*说 明 玉 米 黄 素 具

有阻断 肿 瘤 细 胞 在!&#!$期 的 作 用!从 而 干 扰 了

肿瘤细胞的正常的增殖活动!达到抑制肿瘤生长的

作用*肿瘤细胞的细胞周期动力学特点是细胞群主

体分布在;+2合成活跃的"期!而分化细胞群主

体细胞分布于;+2合成静止 的!&$!$期*化 学 物

质对细胞周 期 中 某 一 点 或 某 一 部 分 产 生 阻 滞 或 延

缓作用!可影 响 细 胞 在 周 期 中 的 进 程!导 致 细 胞 增

殖的减慢或停止*研究也表明肿瘤细胞的增殖指数

_7明显下降!由0-‘#d下 降 至""‘&d*但 从;+2
分布的直方图上并没有显示亚二倍体峰!说明玉米

黄素对45细 胞 的 抑 制!主 要 是 改 变 其 细 胞 周 期!
使肿瘤细胞向分化细胞群转变*

在;+2凝胶电泳中显示玉米黄素能将45细

胞的;+2降解成为!$$IZ的片断!形成;+2’梯状

带(:HNN@J!表明玉米黄素在一定程度上也能引起细

胞核酸内切酶的改变!能显著诱导细胞发生凋亡*
综上所述!从玉米蛋白粉中提取的玉米黄素能

够显著地抑制人口腔鳞癌细胞的增殖!但对玉米黄

素抑制肿瘤细胞增殖的机制还有待进一步研究*
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