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·基础医学·

[摘要]目的：探讨葡萄籽提取物(grape seed extact，GSE)抑制乳腺癌细胞生长的分子机制。方珐：利用四甲基偶氮唑蓝(MTT)

法检测GSE对乳腺癌细胞的抑制作用，并筛选合适的GSE实验浓度；流式细胞术检测GSE对乳腺癌细胞内活性氧(ROS)产

生的影响；半定量RT．PCR法检测肿瘤细胞中肿瘤相关基因Bcl-2和Bax表达的水平。结果：GSE抑制乳腺癌细胞的生长，作

用具有剂量依赖性(P<0．01)，IC。为100阻s／mJ；GSE降低肿瘤细胞内ROS的产生；GSE能减少乳腺癌细胞中Bcl-2基凶的表

达，对Bax基凶无影响，其Bcl-2／Bax值显著降低(P<0．01)。结论：GSE抑制乳腺癌细胞生长，可能是通过降低ROS的产生，

减少相关基因Bcl-2的表达水平，进而降低Bcl-2／Bax值而实现的。
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Experimental study on the role of grape seed extract in inhibiting the growth of breast cancer cells
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[Abstract]Objective：To investigate the role of grape seed extract(GSE)in inhibiting the growth of human breast c蛐cer cells．

Methods：MTY assay Was employed to determine the inhibitory effect of GSE on human breast canceF cells，and suitable experimental

concentration of GSE Was screened．The influence of GSE on the generation of reactive oxygen species(ROS)in breast cancer cells Was

evaluated by flow cytometry；semiquantitative RT—PCR Was used to detect the expression level of Bcl-2 gene and Bax gene related to

tumor apoptosis．Results：GSE inhibited the growth of breast cancer cells in a dose-dependent manner(P<0．01)，and the proper

dosage of IC50 Was 100 0e-／m1．GSE might reduce the generation of ROS as well as the expression of Bcl-2 gene in tumor cells，but had

no influence on the expression of Bax gene，and the value of Bcl-2／Bax decreased significantly(P<0．01)．Conclusions：GSE can

inhibit the growth of human breast cancer cells，which might be achieved by reducing the generation level of ROS and regulating the

expression of Bcl-2 gene and Bax gene．
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葡萄籽提取物(grape seed extract，GSE)是一种

多酚类复合物，主要成分是聚合多酚即原花青素

(grape seed proanthocyanidins，GSP)，还包括儿茶素

和表儿茶素的二聚体、寡聚体和多聚体以及没食子

酸酯等单体多酚⋯。业已证实，GSE有较强的抗氧

化和抗衰老作用。近年来，人们发现GSE对人类肿

瘤也具有广泛的抑制作用，相关的体内和体外实验

均显示其对许多肿瘤有抑制作用，如前列腺癌、直肠

癌、乳腺癌等∽“o。本研究进一步证实GSE对肿瘤

细胞生长的抑制作用，并探讨其可能的作用机制，为

其临床应用提供理论依据。

1材料与方法

1．1 实验材料与仪器 (1)细胞株：人乳腺癌细胞
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MCF-7细胞株，由本实验室冻存。(2)主要试剂：

DMEM培养基(Gibco公司)，新生牛血清(杭州四季

青公司)，0．25％胰蛋白酶(Gibco公司)，GSE(深圳

市安心久久科技有限公司)，四甲基偶氮唑蓝

(MTr)、双氢一乙酰乙酸二氯荧光黄(DCFH—DA)

(Sigma公司)，焦碳酸二乙酯(DEPC)(Invitrogen公

司)，M．MuLV第一链cDNA合成试剂盒(MBI

Fermentas公司)，Bcl-2、Bax、GAPDH引物(上海生

工生物工程技术服务有限公司)。(3)主要仪器：

C02培养箱，CX．201超净工作台，Muhiskan Ascent

酶标仪，PCR扩增仪，FR-200紫外与可见分析仪，流

式细胞仪等。

1．2 方法

1．2．1细胞培养人乳腺癌细胞株MCF-7培养于

含10％新生牛血清的DMEM培养基中，置于37℃、

5％CO：、饱和湿度的细胞培养箱中培养。
1．2．2 MTT检测GSE对细胞增殖的抑制作用

GSE的作用浓度分为40、80、120、160、200 I-Lg／ml，作

用时间为12、24、48、72 h。肿瘤细胞按每孔3 000
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细胞接种于96孔板，设空白孔和对照孔，每孑L 6个

复孔。24 h后加各浓度GSE，然后在不同时间段每

孑L加入5 mg／ml M1Tr 20 IXl，孵育4 h后每孔加入

200仙l DMSO，避光振荡摇匀，在酶标仪上检测
530 nm处的吸光度值，计算肿瘤细胞生长抑制率：

肿瘤细胞生长抑制率=与誉器x 100％
1．2．3细胞内活性氧(ROS)检测肿瘤细胞接种

于6孔板，设空白孔和对照孔，培养24 h后加GSE，

终浓度参考M1Tr结果设计，分别为50、100、200¨s／

rnl，空白孑L和对照孔不加，继续培养2 h后每孔加入

终浓度为10 IxmoL／L DCFH—DA，空白孔不加，置培

养箱中孵育30 min，然后收集细胞，PBS洗细胞2

遍，各用200 Ixl PBS重悬细胞，用流式细胞仪检测。

1．2．4半定量RT—PCR检测Bel-2和Bax mRNA的

表达(1)总RNA提取：MCF-7细胞按每孔1．0×

106／ml接种于6孔板，培养24 h后每孑L加入2 ml

培养液，GSE(5斗g／Ixl)各加20、40、80斗l，使GSE终

浓度分别为50、100、200仙g／ml，对照孑L不加GSE。

作用24 h后用0．25％胰蛋白酶消化收集细胞，PBS

洗细胞2遍后，各加1 mi Trizol，反复吹打后置窒温

10 min，使核蛋白体复合体完全解离。加0．2 ml氯

仿，剧烈振荡混匀15 s，室温孵育2～3 min。4℃，

12 000 r／rain离心15 min。离心后，混合物分成3个

相：底层红色的酚一氯仿相；中间相；上层的无色水

相。RNA全都在水相，小心转移水相至另一个EP

管中，加入等体积异丙醇，4℃孵育10 min。4 oC，
12 000 r／min离心10 min。小心移去上清液，加1 ml

75％乙醇，混匀，在4℃7 500 r／min离心5 min，弃

乙醇。待RNA略干燥后溶解在无RNase的水中。

以提取的总RNA为模板合成cDNA，方法参照说明

书。(2)PCR扩增：用Primer 5．0设计各目的基因

的引物。Bcl-2：上游5 7一CAG CCT TCC TCC AAA

CCC TC-3’。下游5’一CAT CAT CAT TGC GAC CCA

CA一3’，产物长度23l bp。Bax：上游5’一ACC AAG

AAG CTG AGC GAG TGT C-3 7，下游5’一TGT CCA

GCC CAT GAT GGT TC一3’，产物长度258 bp。

GAPDH：上游5’一GGG AAG GTG AAG GTC GGA

GTC-3’；下游5 7．AGC AGA GGG GGC AGA GAT

GAT-3’，产物长度375 bp。各取5¨l PCR产物、3 Ixl

Marker、2 Ixl溴酚蓝指示剂，于1．5％琼脂糖凝胶上

电泳约45 min(电压100 V)，FR-200紫外与可见分

析仪扫描拍照，用Smart View图像分析软件半定量

分析扫描灰度值，以GAPDH表达量为对照，计算并比

较各组Bel-2和Bax相对表达量。实验均重复3次。

1．3 统计学方法 采用方差分析和q检验及

Poisson分布的Ⅱ检验。

2结果

2．1各组MCF-7细胞抑制率的比较结果显示，

随GSE作用剂量的增高，MCF-7细胞的生长力逐渐

降低，生长受到明显的抑制，且抑制作用具有剂量依

赖性(P<0．05一P<0．01)；GSE 80斗∥IIll剂量组

48 h和72 h及160 Ixg／ml组与200斗g／ml组72 h

MCF-7细胞生长抑制率均高于12 h(P<0．05)，其

他各剂量均无明显的时间依赖性(P>0．05)(见表

1)。根据24 h组抑制率绘制生长抑制率曲线，得

GSE抑制乳腺癌细胞MCF一7生长的IC50为100“g／

ml，据此设计后边的GSE实验浓度为50、100、200

“g／ml。

表1 GSE对MCF-7细胞生长的影响(m=3，孑±s)

q检验：与对照组问比较}}P<0．0l；与40∥IIIl组比较AP<0．05，AAP<0．Ol；与12 h比较舻<O．05

2．2细胞内ROS测定结果本实验用的ROS染料

是DCFH—DA，对细胞ROS进行染色，流式细胞仪检

测到的荧光强度反映胞内ROS的产生水平。对照

组和MCF-7细胞经50、100、200 Ixg／ml GSE作用

 



24 h后用DCFH—DA染色后测得ROS的平均荧光强

度分另0为188．40±29．53、184．42±26．47、88．98±

8．6l和73．68±6．70，差异有统计学意义(F=

26．40，P<0．01，鹏绢由=422．926)(见图1)。GSE
50肛g／ml组肿瘤细胞内ROS产生水平与对照组比

较差异无统计学意义(P>0．05)，但100斗g／ml和

200斗g／ml GSE组ROS水平均比对照组显著下降

(P<0．01)。

U匕’H

A：对照组；B～D分别为50、100、200斗ghIll GSE组

图1各组MCF-7细胞经GSE作用后的细胞内ROS的平均荧光强度

2．3半定量RT—PCR检测结果经RT-PCR扩增，

1．5％琼脂糖凝胶电泳后，凝胶成像可见MCF-7细

胞Bcl-2 mRNA表达随GSE浓度升高而逐渐降低

(见图2)；同时，Bax mRNA表达与对照组相比无明

显变化(见图3)。经光密度扫描分析，Bcl-2 mRNA

表达与正常对照组比较，GSE各浓度组光密度值明

显降低，Bax mRNA表达与对照组相比无明显变化，

Bcl-2／Ba)【值随GSE浓度升高而逐渐降低(P<

0．01)(见表2)。

3讨论

目前，肿瘤是威胁人类健康的主要疾病，虽然其

治疗越来越多样化，但是化疗仍是临床治疗肿瘤的

主要方法之一。疗效高、副作用小的化疗药物是改

M：MarkeEl：对照组；2—4分别为50，100、200¨∥nII GSE组

图2 RT．PCR检测Bcl一2基因mRNA表达

M：Marker；l：对照组；2-4分jjU为50、loo、200 p∥InI GSE组

图3 RT—PCR检测B“基因mRNA表达
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表2不同剂量GSE作用MCF-7细胞后Bcl一2、Ba】‘mRNA

表达的比较(疗。=3；孑±s)

q检验：与对照组比较{$P<O．Ol

善肿瘤治疗现状的一个重要途径。GSE起初是作为

抗氧化剂而研究的，并且在国外被用作很多食物的

添加剂，所以GSE对正常人体是无害的，这使GSE

被用于肿瘤治疗成为可能。Pravcen等口1研究显示，

GSE可通过抑制MAPK和NF—KB途径并减少相关

的基质金属蛋白酶的表达来抑制前列腺癌细胞的增

殖。体外细胞实验和动物实验显示，GSE能促进结

肠癌、直肠癌细胞凋亡，具有时间和剂鼍依赖性，同

时通过增加Cipl／p21合成和降低G。期相关性细胞

周期蛋白和细胞周期蛋白依赖性激酶而使肿瘤细胞

停滞于Gl期p J。Sharma等M1研究发现，GSE抑制
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乳腺癌细胞的作用与阿霉素类似，且两者联合用药

具有协同作用。本实验结果也证实，GSE对乳腺癌

细胞生长有较强的抑制作用。此外，GSE还抑制其

他不同系统来源的肿瘤∞-。

ROS参与细胞的信号转导，通过调控相关基因

的转录和表达来介导对细胞多种过程的调控。近年

来有研究显示，ROS不仅参与肿瘤细胞的凋亡，还

可作为细胞分裂的激动剂，促进核DNA的突变和细

胞分裂，使肿瘤细胞获得选择性增生的优势旧o。另

外，体内的ROS以协同方式激活转录因子NF—KB和

MAPK，以启动相关基因的转录来促进肿瘤细胞增

殖以及肿瘤的黏附、侵袭、转移等"棚J。本研究结果

发现，低浓度组GSE与对照组中ROS产生水平无差

异，可能是由于GSE在低浓度时其有效剂量还不能

有效影响ROS的产生，但能通过其他途径抑制肿瘤

细胞的生长，如减少Bcl-2基因的表达；而GSE

100斗g／ml和200 pg／ml组能明显降低肿瘤细胞中

ROS的产生。可以推断，GSE在其有效剂量内通过

降低ROS的生成，从而阻断了经由ROS介导的肿

瘤增殖的信号转导通路，具体机制还有待于进一步

的研究。

Bcl．2家族是调控凋亡的重要分子，其在肿瘤中

的异常表达，导致肿瘤细胞能逃逸凋亡。Bcl一2编码

蛋白属于线粒体膜蛋白，是再要的抗凋亡基因，在肿

瘤中异常高表达。Bax同属于Bcl-2蛋白家族，属于

促凋亡因子。Bcl-2和Bax在细胞的线粒体凋亡途

径中发挥重要的调节作用，前者抑制细胞凋亡，而后

者正好相反，两者可以形成异源二聚体，也可各自形

成同源二聚体。Bcl-2／Bax值是一定的，这一比例的

增大或减小就会决定是诱导细胞凋亡还是抑制细胞

凋亡¨0j。本实验发现，GSE显著降低了Bcl-2基因

的表达，同时对Bax基因的表达无影响，但是Bcl-2／

Bax值却显著降低。即GSE降低Bcl-2／Bax值后，

Bax同源二聚体形成增加，从而增加肿瘤细胞线粒

体膜的通透性，导致细胞色素C的释放，激活下游

信号通路，进而激活caspase家族，从而最终导致细

胞凋亡‘¨l。

本实验证实，GSE是通过不同的作用途径实现

对肿瘤的抑制。GSE能够调节Bcl-2基因的表达，

是通过线粒体途径而促进肿瘤细胞凋亡；GSE降低

肿瘤细胞中ROS的产生，是通过其他途径来促进乳

腺癌细胞的凋亡，因为在线粒体凋亡途径中，ROS

的产生应该是升高的，这也是很多通过线粒体途径

促进肿瘤细胞凋亡药物的一个共同特点。由于

ROS主要是由线粒体产生的，因此我们推断GSE通

过清除胞质中的ROS，从而阻断了由ROS介导的信

号传导通路，比如MAPK、NF—KB[8·引，还需要迸一步

研究来证实。
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