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苦荞麦蛋白质对乳腺癌细胞的作用机制

郭晓娜, 姚惠源
(江南大学食品学院, 江苏 无锡 214122)

摘 要: 研究了苦荞麦蛋白质 T BWSP31对 Bcap37乳腺癌细胞的作用机制。采用流式细胞仪分

析测定苦荞麦蛋白质T BWSP31对 Bcap37细胞作用后, 对细胞周期及癌基因和抑癌基因蛋白产生

的影响。结果表明, T BWSP31对 Bcap37 细胞的增殖抑制作用存在时间效应和剂量效应。T B

WSP31作用于 Bcap37细胞后, G0 / G1期细胞比例增加, DNA合成期 S 期细胞减少,说明细胞受阻

于 G0 / G1期,阻滞 G0 / G1期的细胞向 S 期转化, 细胞的恶性增殖相应减慢。TBWSP31可以上调抑

癌基因蛋白 Fas的表达,下调癌基因蛋白 bcl 2的表达。
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Study on the Mechanism of Tartary Buckwheat Protein on Breast Cancer Cells

GUO Xiao na, YAO H ui yuan

( School of Food Science and T echnolog y, Jiangnan Univer sity , Wux i 214122, China)

Abstract:T he mechanism o f tartar y buckwheat protein on breast cancer cells w as studied by Flow

cy tometry ( FCM) . The inhibit ion ef fect of TBWSP31 on the pro liferation of Bcap37 cel l ex isted in

do se and t ime dependent manners. Af ter t reatment w ith T BWSP31, Bcap37 cell r esulted in the

accumulat ion of the cell in G0 / G1 , and prevented the cell g row ing fr om G0 / G1 phase to S phase.

T he cell cy cle w as related to G1 phase, and the longer G 1 phase could slow the speed o f cell

malignant pro liferat ion. The expression o f bcl 2 and Fas w er e detected quant itat ively by FCM .

Based on the above r esults, it can be concluded that the antitumor mechanism w as associated w ith

the increasing expression of Fas and the decreasingd expr ession o f bcl 2.

Key words: tartary buckwheat , pro tein, breast cancer cells, mechanism

为了对付癌症给人类健康所造成的巨大威胁,

人们一直尝试着从各种生物中寻找天然抗肿瘤活

性物质。我国有着丰富的天然生物资源, 从各种生

物中筛选安全、高效、低毒的天然抗肿瘤活性成分

成为近年来研究的热点。

众多研究表明, 肿瘤的发生、发展不仅与肿瘤

细胞分化异常、细胞增殖过度有关, 而且与细胞凋

亡减少有关
[ 1]
。细胞凋亡 ( apopto sis)又称为细胞

的程序性死亡,是受多种基因调控的一种主动性细

胞死亡方式[ 2]。近年来,有关细胞凋亡的分子机制



研究较多, 已发现多种蛋白产物参与细胞凋亡过

程。如 ced 基因家族、bcl 2 基因家族、p53 基因、

ICE 基因家族、Fas基因、myc基因家族等。细胞凋

亡的调节基因大多为肿瘤基因, 如原癌基因和肿瘤

抑制基因,或为病毒基因等。它们对细胞凋亡起着

正或负的调节作用。前期研究采用体外细胞培养

的方法从苦荞麦水溶性蛋白组分中筛选得到了具

有抗肿瘤活性的有效组分,作者用流式细胞仪分析

测定细胞周期及癌基因和抑癌基因蛋白的表达, 研

究苦荞麦蛋白对乳腺癌细胞的作用机制。

1 材料与方法

1 1 苦荞麦抗肿瘤蛋白的制备

采用硫酸铵分级沉淀、DEAE Sephar ose FF 离

子交换色谱、Sephadex G 100凝胶过滤色谱对苦荞

麦水溶性蛋白质逐步分离纯化, 并结合细胞实验,

筛选出苦荞麦抗肿瘤蛋白 TBWSP31。

1 2 细胞培养

RPM I 1640培养液用 1 mol/ L HCl或 NaOH

调 pH 值至 7 0~ 7 2, 过滤除菌, 用前加入质量分

数 10%小牛血清( FCS) ,质量分数1% 200 mmol/ L

谷氨酰胺, 100 U / mL 的青霉素和 100 U/ mL 链霉

素,配制成完全培养液。肿瘤细胞生长在上述完全

培养基中,于 37 ,体积分数 5% CO2 ,饱和湿度条

件下培养,传代至旺盛生长
[ 3]
。

1 3 流式细胞仪测定细胞周期

流式细胞术( F low Cy tometry, FCM )是将流体

喷射技术、激光光学技术、电子技术和计算机技术

集为一体的一种新技术, 可以对单个细胞或其它生

物粒子进行定量分析和分选。它能高速分析上万

个细胞, 并能同时测量细胞的物理或化学性质, 如

粒子的大小、体积、内部结构、DNA、RNA、蛋白质、

抗原等,进行多信息分析 [ 4]。

1) 细胞培养 取对数生长期的 Bcap37细胞,

接种于细胞培养瓶中, 细胞浓度为 4 105个/ mL,

24 h后加入 TBWSP31 溶液, 空白对照不加样品,

于 37 ,体积分数 5% CO2及饱和湿度条件下培养

24 h、48 h。

2) 单细胞悬液制备 将不同培养时间的细胞

用胰蛋白酶消化, 收集于离心管内 ( 800 r/ min, 5

min) ,沉淀用 PBS洗涤 2次( 800 r/ min, 5 min) , 弃

去上清液,将细胞沉淀重新悬起, 缓慢滴加体积分

数 70%乙醇( PBS 配制, - 20 预冷) , 同时混匀,

置冰箱内固定 24 h以上。测定前离心弃去固定液,

用 PBS漂洗 2次, 然后离心去除上清液, 细胞加 1

mL PI染液( 0 01 mo l/ L、pH7 2, PBS 配制,含 100

g/ mL PI, 100 g/ mL RNase A) , 吹打分散, 4

暗染 30 m in, 200目滤网过滤,上机检测。

3) 细胞周期分析 数据处理采用 B D 公司

Cel lfit 软件, 每个样品分析8 000 ~ 10 000 个细

胞[ 5]。

1 4 流式细胞仪测定基因蛋白的表达

取对数生长期的 Bcap37 细胞, 接种于细胞培

养瓶中, 细胞浓度为 5 105个/ mL, 24 h 后加入

TBWSP31溶液,空白对照不加样品,于 37 ,体积

分数 5% CO2及饱和湿度条件下培养。48 h后用胰

蛋白酶消化收集细胞, PBS 洗涤两次( 800 r/ min, 5

min)。

1) 调整细胞浓度为 1 106 / mL, 用体积分数

4%多聚甲醛( PBS 配制)室温固定 15 min( 800 r/

min, 5 min) , 然后 PBS 洗涤细胞 1次( 800 r/ min, 5

min)。

2) 用体积分数 0 2% 的 Tr iton( PBS 配制) 2

mL 重悬细胞, 4 放置 20 m in( 800 r/ min, 5 m in) ,

然后 PBS洗涤细胞 1次( 800 r/ m in, 5 min) ,进行免

疫荧光染色。

3) 分别加入 bcl 2 和 Fas 鼠抗人单克隆抗体

(使用前 1 40 稀释) 100 L, 37 水浴 30 min,

PBS洗涤细胞2次以除去多余的一抗, 加100 L 荧

光标记的山羊抗小鼠 FITC IgG(使用前 1 20 稀

释) , 4 避光放置 30 min, PBS 洗涤细胞 2次以除

去多余的二抗, 加 1 mL PBS分散,筛网过滤, 用流

式细胞仪进行测定, 光源为氩离子激光器, 激发波

长为 488 nm。FIT C发出的绿色荧光以 520 nm 的

带通滤片进行荧光信号的检测,用相应的数据软件

进行数据处理, 得出各基因蛋白的阳性细胞比率,

每个样品分析 8 000~ 10 000个细胞
[ 6]
。

2 结果与讨论

2 1 TBWSP31对 Bcap37细胞周期的影响

DNA 是染色体的主要构成物质, 是基因的主

要化学成分, 细胞的分裂增殖实质上是 DNA 的复

制。肿瘤细胞由于调节与生长控制障碍而获得无

限制恶性增殖的能力, 其细胞需要大量合成核酸以

满足迅速增长的需要,因此细胞 DNA 含量的变化

是一项直接反映肿瘤细胞增殖能力的重要生物学

指标。

用 FCM 检测细胞周期与 DNA 含量的样品制

备方法有两种:一种是活细胞直接用去污剂( 1 0 %

Tr iton X 100 )打孔,然后用相应的荧光染料染色后
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上机检测。这种方法制备的标本细胞碎片较多, 细

胞保存时间短, 而活细胞又必须及时处理和上机分

析,否则会影响样品测定结果,因此,应用上受到很

大的限制。另一种方法是用固定剂固定细胞, 检测

时洗去固定液, 用荧光染料染色后上机检测。目

前,以 FCM 测定细胞周期和 DNA 含量使用的荧光

染料为碘化丙啶( P I)。该染料为插入性核酸荧光

染料,可定量地插入核酸( DNA、RNA )双链螺旋的

碱基对中并与之结合, 但不能穿过完整的细胞膜。

因此,用该染料染色的细胞必须经打孔剂打孔或固

定剂固定,使细胞膜皱缩, 以利于染料进入细胞内。

乙醇是目前流式细胞术中最常用的固定剂, 固定时

间至少要 24 h以上[ 7] 。

Bcap37细胞经不同浓度的 T BWSP31作用不

同时间后,胰蛋白酶消化收集细胞, 固定, 染色后采

用流式细胞仪进行细胞周期分析, 见表 1。

表 1 TBWSP31对 Bcap37 细胞周期影响

Tab. 1 Effect of TBWSP31 treatment on the Bcap37 cell cy

cle

作用
时间/

h

样品
质量浓度/
( g/ mL)

( G0 / G1) /
%

S/
%

( G2 / M ) /
%

G2 / G 1

24 对照 53. 6 33. 5 12. 9 1. 863

5 57. 3 31. 4 11. 3 1. 870

10 68. 4 28. 9 2. 7 1. 981

48 5 70. 9 28. 5 0. 6 2. 108

10 77. 6 21. 8 0. 7 2. 080

从表 1可以看到, Bcap37 细胞经 5 g/ mL 和

10 g/ mL 的 TBWSP31 作用 24 h 后, G0 / G1期细

胞所占比例由空白对照组的53 6%增加为57 3%、

68 4%, S 期细胞所占比例由空白对照组的 33 5%

减少为 31 4%、28 9%, G 2 / M 期细胞所占比例明

显降低,分别为 12 9%、11 3%和 2 7%。5 g / mL

和 10 g/ mL 的 T BWSP31继续作用至 48h, G 0 / G 1

期细胞所占比例分别上升为 70 9%、77 6%, S 期

分别降低为 28 5%、21 8%, G2 / M 期分别减少至

0 6%、0 7%。从细胞周期分布可知, TBWSP31 对

Bcap37细胞的增殖抑制作用存在时间效应和剂量

效应。

通过细胞周期分析发现, TBWSP31 作用于

Bcap37细胞后, G0 / G1期细胞比例增加, DNA 合成

期即 S 期和 G 2 / M 期细胞比例减少, 说明细胞受阻

于 G0 / G1期, 可阻滞 G0 / G1期的细胞向 S 期转化。

细胞周期的长短主要决定于 G 1期, G1期阻滞使

Bcap37细胞周期延长,细胞的恶性增殖相应减慢。

2 2 流式细胞仪测定 Bcap37 细胞中基因蛋白的

表达

2 2 1 流式细胞仪测定 Bcap37 细胞中 bcl 2基因

蛋白的表达 bcl 2基因是最初从小鼠 B淋巴瘤中

分离得到的原癌基因, 定位于染色体 18q21, 含有 3

个外显子, 2个开放阅读框架, 编码相对分子质量为

25 000, 由 239个氨基酸组成的蛋白质。免疫组化

及电子显微镜观察表明, bcl 2 蛋白位于核膜、内质

网及线粒体膜上。bcl 2蛋白能够延长细胞寿命,有

阻止细胞凋亡的能力。

Bcap37细胞经不同浓度的 T BWSP31作用 48

h后, 胰蛋白酶消化收集细胞, 固定, 经 bcl 2 和

FIT C IgG标记后, 流式细胞仪检测阳性细胞数和

平均荧光强度,见图 2。对照组表达 bcl 2蛋白的阳

性细胞比率为 71 5% ,加样组( 5 g / mL)表达 bcl 2

蛋白的阳性细胞比率为 46 7%, 加样组 ( 10 g/

mL)表达 bcl 2 蛋白的阳性细胞比率为 32 3%, 说

明 Bcap37 细胞经 TBWSP31 作用后, bcl 2 蛋白表

达水平降低, 即 bcl 2蛋白阻止细胞凋亡的能力下

降, 并且存在剂量依赖性。另外, 从图中也可以看

到, 加样组的荧光吸收左移, 平均荧光强度变小。
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图 1 流式细胞仪测定 Bcap37 细胞中 bcl 2 基因蛋白

的表达

Fig. 1 The expression of bcl 2 protein of Bcap37 cell

with Flow Cytometry

2 2 2 流式细胞仪测定 Bcap37 细胞中 Fas 基因

蛋白的表达 Fas蛋白属于肿瘤坏死因子( T NF)和

神经生长因子( NGF)受体家族的细胞表面分子, 是

一种细胞凋亡信号受体。Fas分子主要分布于活化

的 T、B 淋巴细胞等免疫细胞的表面, 在人体各个组

织器官以及多种肿瘤细胞表面都有表达。它和 Fas

配体结合后,其胞质经特殊胞内蛋白介导, 直接激

活凋亡基因产物, 诱导 Fas蛋白所在细胞的凋亡。

有研究表明[ 8] , 在人类乳腺、前列腺、结肠、食管等

部位的恶性肿瘤中 Fas 的转录水平下调, 从而使

Fas抗原表达下降。

Bcap37细胞经不同浓度的 T BWSP31作用 48

h 后, 胰蛋白酶消化收集细胞, 固定, 经 Fas 和

FIT C IgG标记后, 流式细胞仪检测阳性细胞数和

平均荧光强度, 见图 3。

图 2 流式细胞仪测定 Bcap37 细胞中 Fas 基因蛋白的

表达

Fig. 2 The expression of Fas protein of Bcap37 cell with

Flow Cytometry

对照组表达 Fas 蛋白的阳性细胞比率为

2 83%,加样组( 5 g/ mL)表达 Fas蛋白的阳性细

胞比率为 13 3% , 加样组( 10 g/ mL)表达 Fas 蛋

白的阳性细胞比率为 27 0%。另外, 从图中也可以

看到,加样组的荧光吸收明显右移, 平均荧光强度

增大。这说明 Bcap37 细胞经 T BWSP31 作用后,

Fas蛋白表达水平显著增加, 促进细胞凋亡的能力

增强,并且存在剂量效应。

3 结 语

采用流式细胞仪分析测定细胞周期及癌基因

和抑癌基因蛋白的表达, 研究苦荞麦蛋白质 T B

WSP31对 Bcap37细胞的作用机制:

1) 采用流式细胞仪 PI 单染色法检测 T B

WSP31对 Bcap37细胞周期的影响, 结果发现 T B

WSP31对 Bcap37细胞的增殖抑制作用存在时间效

应和剂量效应。T BWSP31作用于 Bcap37细胞后,
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G0 / G1期细胞比例增加, DNA 合成期 S 期细胞减

少,说明细胞受阻于 G0 / G1期,可阻滞 G0 / G1期的细

胞向 S 期转化。细胞周期的长短主要决定于 G1期,

G1期阻滞使 Bcap37细胞周期延长, 细胞的恶性增

殖相应减慢。

2) 采用流式细胞仪 FIT C IgG 标记法检测

TBWSP31对 Bcap37细胞作用后癌基因和抑癌基

因的变化,结果发现 TBWSP31 可以上调抑癌基因

蛋白 Fas的表达,下调癌基因蛋白 bcl 2的表达。
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