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【摘要】 目的研究芒果甙在体外对人鼻咽癌细胞系CNE3细胞凋亡和细胞内钙离子(mca2+)含量的

影响。方法采用流式细胞术检测不同浓度芒果甙作用24、48和72 h后诱导CN形细胞凋亡和皿ca“的含

量。结果(1)芒果甙作用24、48和72 h后，不同浓度的芒果甙均可诱导CNl岛细胞凋亡，呈现时间及剂量

效应；(2)不同浓度芒果甙作用24、48和72 h后，CNE3细胞内IEca2+含量显著上升。呈现时间及剂量效应。

结论芒果甙能显著诱导cNE3细胞凋亡；cN酷细胞内mca2+含量的升高在芒果甙诱导CNE3细胞凋亡中

起到重要作用。
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鼻咽癌是一种上皮源性的恶性肿瘤，广西是鼻

咽癌的高发区之一。当前临床上对鼻咽癌的治疗以

放射治疗为主，但放疗后发生远处转移致死者接近

鼻咽癌死亡总数的一半，鼻咽癌的5年生存率也仅

为50％左右。近年来的研究显示黄酮类化合物在

鼻咽癌治疗中具有重要作用，芒果甙(MaIl百fe咖)是

一种天然黄酮类化合物(化学名为氧杂蒽酮c．葡萄

糖甙)，存在于芒果树、扁桃树、知母等植物的茎、叶

中，具有抑制脂质过氧化、抗感染、增强免疫以及诱

导人肝癌细胞BEL-7404、白血病瞄62细胞凋亡的

作用[1 q】。我们的前期研究也发现，芒果甙可显著

抑制人鼻咽癌上皮细胞株CNE3细胞增殖，并具有

细胞周期阻滞效应【4J。为观察芒果甙诱导CNE3细

胞凋亡及细胞内钙离子含量的影响，本实验以

cNE3细胞为研究对象，初步探讨其抗癌作用机理，

报告如下。

1材料与方法

1．1仪器c02培养箱(美国H删8公司)；FAc孓
Calibur型流式细胞仪(美国BD公司)。

1．2试剂 芒果甙(由广西民族医院中心实验室
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提供，用DMSO配制成100 mmoL／L，分装一20℃冻

存)；RPMIl640、胎牛血清(美国Hyclone公司产

品)；AIlIle)【in V-FrrC Apopt08is DetectionⅪt(美国

Bipec公司产品)；nuo-3／AM(Si鲫公司产品，用
DMSO配成1．0咖L／L备用)。人鼻咽癌cNE3细
胞株(由广西壮族自治区人民医院科研实验中心提

供)。

1．3方法

1．3．1 CNE3细胞的培养将CNE3细胞培养于含

10％胎牛血清、100 U／Ⅱll青霉素和链霉素的

RPMl640完全培养基中，于37℃、5％CO：培养箱

内培养。取对数生长期CNE3细胞用0．125％胰酶

消化后收集细胞悬液，细胞计数板计算细胞数，加入

RPMl640培养基制备成l×105／IIll细胞悬液。

1．3．2流式细胞仪分析CNE3细胞凋亡(1)实验

分组：将CNE3细胞接种于25 IIll培养瓶中，设A组

为试验组，细胞分别给予25、50、100、150“moL／L芒

果甙处理24、48和72 h；设B组为空白对照组，加入

与试验组药物等量的生理盐水。(2)细胞收集：收

集试验组与空白对照组CNE3细胞，用PBS洗涤2

次；加入500斗l的Binding Bu娲r悬浮细胞；加入5

一A肌e】【in V．m℃，混匀后避光5 min，加入10山

PI，混匀后避光10 min；30“n内完成流式细胞仪检

测细胞凋亡。

L 3．3 流式细胞仪分析CNE3细胞内钙离子

(IECa2+)含量【51 (1)实验分组与细胞药物处理同

前。(2)细胞收集：用不含Ca2+、Mg“的PBS漂洗

细胞2次备用；取两支试管，第1支加细胞悬液490

一和10止1．0 mM的nuo-3／AM液；第2支仅取

500斗l细胞悬液，不加nuo-3／AM液，置37℃孵育
30 lllin，用不含ca2+、M92+的PBs洗涤细胞2次，最

后加500斗l不含ca2+、M92+的PBS缓冲液，用流式

细胞仪检测。分析每例样品nuo．3／AM染色管或无

nuo一3／AM染色管CNE3细胞荧光强度(平均道数

值)，得出每例IECa2+含量(以细胞内钙离子指数表

示IECa2+)，公式为：IEca2+=(受nuo-3／AM作用

后CNE3细胞荧光强度平均道数)／(无nuo-3／AM

作用后CNE3细胞荧光强度平均道数)×1000。

1．4统计学方法采用SPSSl3．0统计软件，计量

数据以牙±s表示，行两因素方差分析及g检验，检

验水准P<0．05。

2结果

2．1不同浓度芒果甙对CNE3细胞凋亡的影响

不同浓度芒果甙作用24、48和72 h后，可显著诱导

CNE3细胞凋亡，随着芒果甙药物浓度的增加和作

用时间的延长，细胞凋亡率有不断增加的趋势，呈现

剂量及时间效应。见表l。

表l 不同浓度芒果甙作用不同时间对cNIB细胞

凋亡率的影响(n=6，孟±J)

注：，赦度=43．07l，P<o．01，，时俺=24．472，P<o．01；同一作用时

间，与前一药物浓度比较。‘P<O．Ol；同一药物浓度，与前一作用时

问比较，▲P<0．0l

2．2不同浓度芒果甙对CNE3细胞IECa2+的影响

不同浓度芒果甙作用24、48和72 h后，CNE3细胞

IECa2+含量呈显著上升，随着芒果甙药物浓度的增

加和作用时间的延长，CNE3细胞IECa2+含量亦不

断增加，呈现剂量及时间效应。见表2。

表2不同浓度芒果甙不同处理时间对CNE3细胞

mCa2+的影响(n=6，i±J)

药物浓度
(¨皿oL／L)

细胞内钙离子含量(IECa2+)

24 h 48 h 72 h

注：‰度=70．856，P<o．01，，时同=17．837，P<o．ol；同一作用时
问，与前一药物浓度比较，‘P<o．01；同一药物浓度，与前一作用时

间比较，▲P<0．仇

3讨论

3．1有研究表明，肿瘤的发生发展不仅是细胞增殖

失控的结果，也是由于细胞凋亡受阻所致∞J。因

此，诱导和加速肿瘤细胞凋亡已经成为目前治疗恶

性肿瘤的重要手段。近年来，我国的传统中医药在

治疗恶性肿瘤方面越来越受到人们的青睐。从天然

中草药中提取抗癌的有效成分，成为了治疗恶性肿

瘤的新希望和新途径。

3．2黄华艺和程鹏等[2，3J的研究报道，芒果甙具有

诱导人肝癌细胞株BEM404和白血病l(562细胞
凋亡的作用。不同浓度的芒果甙能显著诱导肝癌

BEL_7404细胞和白血病K562细胞凋亡，其诱导作
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用具有剂量及时间效应。本研究发现，芒果甙可显

著诱导CNE3细胞凋亡，不同浓度的芒果甙作用24，

48和72h后，其凋亡率呈现逐渐增高的趋势，表明

芒果甙具有较强的诱导cNE3细胞凋亡作用，且随

着芒果甙药物浓度的增加和作用时间的延长，细胞

凋亡率亦不断增加。

3．3诱导肿瘤细胞凋亡是当前抗肿瘤药物研究的

热点，目前已知可以通过3个主要的信号传导通路

诱导凋亡o¨，它们是：(1)线粒体通路；(2)死亡受体

通路；(3)内质网通路。所有这些信号传导通路都

能激活凋亡执行者c躺p鹊e3，它会水解各种各样的

细胞成分而使其凋亡，以上通路的激活与细胞内

ca“浓度有密切的关系。细胞内ca2+是一种重要

的第二信使，参与调节细胞膜的通透性，影响环核苷

酸及磷酸肌醇代谢，调控酶活性等。Ca“本身作为

一种凋亡信号，可调节Ca敏感的关键酶如蛋白激

酶、磷脂酶、核酸内切酶及谷氨酰氨转移酶等诱导凋

亡。细胞胞浆Ca2+浓度的升高作为细胞凋亡的启

动信号，几乎参与了所有的凋亡通路[8—0l。本实验

结果显示，不同浓度芒果甙作用24，48和72h后，

CNE3细胞内IECa2+含量显著增高；表明芒果甙作

用后可导致CNE3细胞内Ca2+浓度显著升高，其作

用具有剂量及时间效应。说明芒果甙诱导细胞凋亡

与芒果甙引起的CNE3细胞内Ca2+浓度的增高有

着直接关系，提示cNE3细胞内IEca2+含量的变化

在芒果甙诱导cNE3细胞凋亡中起到重要作用。本

实验中芒果甙可能是通过上调死亡受体F酗蛋白表

达，激活细胞中的蛋白酪氨酸激酶，使钙库内Ca“

释放以及Ca2+进入细胞浆，引起核和细胞的损害。

钙结合蛋白对内质网腔内ca2+的变化非常敏感，与

Fas受体结合后，使其ca2+内流，启动Fas受体介导

的细胞凋亡H川。

3．4广西有大量芒果叶资源，原料易得，价格低廉，

芒果叶的主要有效成分是芒果甙。广西是鼻咽癌的

高发区，如果能够找到芒果甙在鼻咽癌药物治疗上
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的直接证据，那么将大大促进广西本地中草药资源

在肿瘤治疗中的应用和发展。本研究表明，芒果甙

能够显著诱导人鼻咽癌cNE3细胞凋亡，IEca2+含

量的增高在芒果甙诱导CNE3细胞凋亡过程中可能

起到重要作用。本研究结果初步证实芒果甙在鼻咽

癌药物治疗中具有潜在的应用价值，但其抗癌作用

的机制还有待迸一步研究。
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