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银条水苏糖抑制人结肠癌Ｃａｃｏ２细胞增殖

的作用及机制
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摘要：研究中国传统蔬菜银条中所含天然活性成分———银条

水苏糖对人结肠癌细胞Ｃａｃｏ２增殖的抑制作用及其可能机

制。采用无血清培养基培养Ｃａｃｏ２细胞，分析银条水苏糖

对Ｃａｃｏ２细胞增殖的抑制作用，流式细胞术考察银条水苏

糖对Ｃａｃｏ２细胞凋亡的影响，通过检测ＬＤＨ释放率分析细

胞损伤程度。结果表明：银条水苏糖对Ｃａｃｏ２细胞株具有

生长抑制作用，且存在剂量和时间依赖关系，ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ

双染的结果提示，Ｃａｃｏ２细胞凋亡率随着银条水苏糖浓度的

升高而上升，同时比较各试验组Ｃａｃｏ２细胞ＬＤＨ 释放率，

发现银条水苏糖抑制了Ｃａｃｏ２细胞还原丙酮酸为乳酸的能

力，限制了Ｃａｃｏ２细胞能量通路，影响了细胞周期，进而导

致细胞凋亡，说明抑制细胞能量通路，“饿死细胞”可能是银

条水苏糖抗肿瘤作用的机理之一。
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　　银条（犛狋犪犮犺狔狊犳犾狅狉犻犱犪狀犪Ｓｃｈｕｔｌ．ｅｘＢｅｎｔｈ．）是原产于中

国的传统蔬菜，大部分产于洛阳，洛阳偃师银条已获得“原产

地域保护”。银条富含维生素、氨基酸，主要的生理活性物质

是水苏糖、水苏碱等［１］。水苏糖具有明显而独特的生物活性

和优良的理化性及纯真口感，在药品、保健品、营养品、饮料、

美容产品中得到广泛的应用。同时，由于人体内缺乏降解水

苏糖的酶系统，因此它在小肠内不会被吸收，可直接进入结

肠，这为它作为功能食品对结肠疾病产生保健作用提供了

条件。

　　作者
［１］在前期工作中发现银条可能有减缓肿瘤细胞生

长的功效，其中银条水苏糖是其中重要的功效成分。水苏糖

是一种新型的功能性低聚糖［２］。由于人体内缺乏降解水苏

糖的酶系统，因此它在小肠内不会被吸收，可直接进入结肠，

这为它作为靶向性食品对结肠疾病产生影响提供了条件［３］。

但目前国内外关于水苏糖的研究报道并不多，主要集中在水

苏糖的提取分离［４］及其作为益生菌增殖剂的间接作用分析

及研究方面［５－８］，有关其直接生理活性的研究报道较少，水

苏糖对人类癌症的直接防治作用及其机制的研究尚未见诸

报道。魏小龙等［９］曾对低分子量地黄多糖（ｌｏｗ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔ犚犲犺犿犪狀狀犻犪犵犾狌狋犻狀狅狊犪ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＲＰＳ）的抗癌

活性及其机制进行过研究，地黄多糖中四糖的含量占６０％，

６５１



水苏糖是主要糖类之一，结果发现ＬＲＰＳ对小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌

有明显的抑制作用，并推测ＬＲＰＳ通过影响癌基因的表达，

影响肿瘤细胞生长速度及周期，最终使肿瘤细胞增殖减缓甚

至停滞，或改善肿瘤细胞分化能力，从而起到抗肿瘤作用。

陈超等［１０］的报道也认为地黄中糖类的变化与其抗癌作用有

关，炮制后水苏糖含量明显降低，其抗癌效果随之减弱。目

前，在国外的研究报道中，还未见关于水苏糖抗癌活性的报

道，但Ｒａｓｔａｌｌ
［１１］认为功能性低聚糖，如低聚果糖（ｆｒｕｃｔｏｏｌｉ

ｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ）和低聚乳糖（ｇａｌａｃｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ），具有防

治结肠癌的作用。这些报道为研究水苏糖对结肠癌的防治

作用提供了理论依据。本课题组在前期研究中，已从银条中

提取得到水苏糖［１２］，在此基础上，本研究拟探讨作为小分子

功能性低聚糖的水苏糖，其本身的直接抑癌作用以及相关的

分子机制。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　银条水苏糖：水苏糖本实验室自制，制作过程：新鲜银

条，经干燥，超微粉碎得到银条干粉，再经醇提、除杂、脱色、

膜过滤等精制而得；

　　细胞株：人结肠癌细胞Ｃａｃｏ２，上海中科院细胞库；

　　无血清培养液：由江南大学食品学院提供；

　　ＬＤＨ试剂盒：南京建成生物试剂公司。

１．１．２　主要仪器设备

　　生物安全柜：ＡＩＲＴＥＣＨＢＳＣ１０００ⅡＡ２型，苏净集团

安泰公司；

　　酶标仪：ＭＫ３型，赛默飞世尔（上海）仪器有限公司；

　　ＣＯ２恒温恒湿培养箱：ＭＣＯ２０ＡＩＣ 型，日本 ＳａｎＹｏ

公司；

　　倒置显微镜：３７ＸＣ型，上海光学仪器进出口有限公司；

　　台式冷冻高速离心机：Ｎｅｏｆｕｇｅ１８Ｒ型，德国 ＨｅａｌＦｏｒｃｅ

公司。

１．２　方法

１．２．１　Ｃａｃｏ２细胞的常规培养　Ｃａｃｏ２细胞培养于含

１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基中。细胞培养条件为３７℃，

湿润，５％ＣＯ２，每４８ｈ更换一次培养基。

１．２．２　Ｃａｃｏ２细胞的无血清培养　将在含１０％胎牛血清

的ＤＭＥＭ培养基中生长良好，处于对数生长期的Ｃａｃｏ２消

化，传代。通过逐渐减少培养基中血清含量的方式使Ｃａｃｏ２

细胞最终适应无血清的培养基环境。

１．２．３　绘制Ｃａｃｏ２细胞生长曲线　Ｃａｃｏ２细胞培养４８ｈ

后，用胰酶消化脱壁，吹打成２×１０３ ｍＬ１单细胞悬液后，接

种于２４孔培养板中，每孔加入单细胞悬液１ｍＬ，每组设１８

个复孔，放入ＣＯ２培养箱中再次常规培养７ｄ，每隔２４ｈ采集

样品，消化成单细胞悬液后，细胞计数，每个孔重复计数２

次，得出细胞浓度的平均值，绘制生长曲线。

１．２．４　银条水苏糖对Ｃａｃｏ２细胞增殖抑制试验　Ｃａｃｏ２

细胞接种于常规９６孔培养板中，培养方法同上，开始用血清

培养液，接种量为１００μＬ／孔，培养２４ｈ后换无血清培养液，

避免培养液中血清干扰试验结果，并添加含不同浓度的水苏

糖溶液，使水苏糖的终浓度达到４．０，２．０，１．０，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ。

细胞培养２４，４８，７２ｈ后 ＭＴＴ法测定犗犇值。

１．２．５　细胞凋亡试验　采用ＦｌｏｗＣｙｔｏｍｅｔｒｙ法
［１３］。本试

验应用流式细胞仪检测Ｃａｃｏ２细胞凋亡，使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＦＩＴＣ／ＰＩ法。在６孔细胞培养板每孔接种Ｃａｃｏ２细胞，使

用无血清ＤＭＥＭ培养基恒温培养４８ｈ后吸净孔中培养液，

更换新的培养液１．５ｍＬ并添加含不同浓度的水苏糖溶液，

使水苏糖的终浓度达到４．０，２．０，１．０，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ。对照组

添加超纯水。培养２４ｈ。用不含ＥＤＴＡ的０．２５％胰蛋白酶

液消化细胞１ｍｉｎ，吸净胰蛋白酶液，每孔加入约５００μＬ

ＰＢＳ，用移液枪反复吹打溶液至形成单细胞悬浮液，吸取细

胞悬浮液移入一次性２ｍＬ离心管，在冷冻干燥离心机中离

心去上清并重复此操作两次。按照ＦＩＴＣＶＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｃｔ

ｅｃｔｉｏｎＫｉｔ１（ＢＤ，ＵＳＡ）的说明，先后添加 ＦＩＴＣ、ＰＩ染料

５μＬ染色室温避光反应５～１５ｍｉｎ。上流式细胞仪检测。

１．２．６　乳酸脱氢酶（ｌａｃｔｉｃｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）释放率测

定　试验分组和前期操作同前，Ｃａｃｏ２细胞收集于Ｅｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ小管中，然后１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，静置数分钟后，分

离上清液待测，Ｃａｃｏ２细胞仔细用ＰＢＳ洗３次，然后向细胞

中加细胞裂解液６００μＬ／管，反复冻融３次裂解细胞，用高速

离心机在１４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，后取裂解液的上清液

１００μＬ，用于细胞内ＬＤＨ含量测定（ＬＤＨ试剂盒），同时用

考马斯亮蓝法测定细胞蛋白含量进行公式校正［１４］。

１．２．７　数据处理　试验数据结果均以珡犡±犛犇 表示，组间进

行统计学分析。细胞凋亡试验采用 ＷｉｎＭＤＩＶｅｒｓｉｏｎ２．９软

件进行分析。

２　结果与分析
２．１　细胞生长曲线

　　图１为Ｃａｃｏ２细胞的生长曲线图。由图１可知，Ｃａｃｏ２

细胞的对数生长期是２４～９６ｈ。
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图１　Ｃａｃｏ２细胞的生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＣａｃｏ２ｃｅｌｌ

２．２　Ｃａｃｏ２细胞无血清培养液培养

　　由图２可知，本试验中所培养的Ｃａｃｏ２细胞在含１０％

胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养基和无血清培养基中均可良好生

长，培养２４ｈ后，部分细胞贴壁，其中的单个细胞为不规则

形状；培养４８ｈ后大部分细胞贴壁，细胞相连，贴壁率达

８０％左右，说明细胞进入了对数生长旺盛期，可传代进行后

续试验。
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图２　培养４８ｈ的Ｃａｃｏ２细胞

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｃａｃｏ２ｃｅｌｌｉｎｔｈｅＤＭＥＭａｎｄｓｅｒｕｍｆｒｅｅｍｅｄｉａ

ｆｏｒ４８ｈ

２．３　不同浓度水苏糖在不同时间对 Ｃａｃｏ２细胞的抑制

作用

　　由表１可知，银条水苏糖对Ｃａｃｏ２细胞株具有细胞生长

抑制作用且存在剂量和时间依赖关系，其中１ｍｍｏｌ／Ｌ的银

条水苏糖共培养３ｄ对Ｃａｃｏ２细胞株的抑制率为４９．５３％，

表明其对Ｃａｃｏ２细胞具有显著的细胞毒作用，能显著抑制或

者减缓肿瘤细胞的生长，同时发现这种增殖抑制作用呈现出

一定的时效和量效关系。但是，当水苏糖浓度超过１ｍｍｏｌ／Ｌ

表１　银条水苏糖对Ｃａｃｏ２细胞增殖抑制作用


Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｔａｃｈｙｏｓｅｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ

Ｃａｃｏ２ｃｅｌｌｌｉｎｅ（狀＝６）

浓度／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

抑制率／％

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

０．５ １２．２５±０．５２ａ ３１．３９±０．９５ａ ４２．２１±１．９９ａ

１．０ １５．３８±１．８４ｂ ３８．５２±１．１２ｂ ４９．５３±２．３１ｂ

２．０ １６．１１±１．１２ｂ ３９．４７±３．１１ｂ ５０．７４±１．３２ｂ

４．０ １６．９８±０．５６ｂ ４１．２３±１．２５ｂ ５１．５４±１．９５ｂ

　　不同小字母字表示同一孵育时间各试验组间差异显著（Ｐ＜

０．０５）。

后，抑制率之间没有明显的差异（Ｐ＜０．０５）。

２．４　银条水苏糖诱导Ｃａｃｏ２细胞的凋亡

　　ＦＣＭ检测结果见图３。水苏糖作用２４ｈ后，Ｃａｃｏ２细

胞的凋亡率随浓度的增加而增加。０ｍｍｏｌ／Ｌ的对照组Ｃａ

ｃｏ２细胞的凋亡和死亡率为２１．２％；０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的水苏糖

作用的Ｃａｃｏ２细胞凋亡和死亡率为３６．６％；２ｍｍｏｌ／Ｌ的水

苏糖作用的Ｃａｃｏ２细胞凋亡和死亡率为５０．５％；４ｍｍｏｌ／Ｌ

的水苏糖作用的 Ｃａｃｏ２细胞的凋亡和死亡率为６９．０％。

ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染进一步验证了银条水苏糖能够诱导Ｃａｃｏ

２细胞调亡。

图３　检测的Ｃａｃｏ２细胞凋亡结果

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｆｌｏｗｃｙｔｏｍｙｔｒｙｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＣａｃｏ２ｃｅｌｌ
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２．５　水苏糖对ＬＤＨ释放率的影响

　　ＬＤＨ是生物机体内重要的酶类，参与生物机体代谢过

程，当生物机体有组织器官发生病变或者处于不健康状态

时，组织器官中的ＬＤＨ含量和状态发生变化，进而引起血液

ＬＤＨ含量改变
［１５］。ＬＤＨ 释放率是细胞受损伤的标志性指

标。由图４可知，当Ｃａｃｏ２细胞与０．５ｍｍｏｌ／Ｌ水苏糖共孵

育６ｈ后，与对照组相比，ＬＤＨ释放率显著升高（Ｐ＜０．０５），

而且ＬＤＨ释放率的升高均与银条水苏糖呈浓度依赖关系。

本研究设计ＬＤＨ试验，希望从细胞损伤的角度来验证银条

水苏糖的抗癌活性，ＬＤＨ 释放率的上升提示银条水苏糖抑

制了肿瘤细胞获取能量的能力，导致细胞生长功能不足，进

而影响生长周期，减缓肿瘤细胞生长和凋亡率上升，原理可

能是阻断了丙酮酸还原为乳酸的代谢过程，即限制了肿瘤细

胞经由糖酵解获得能量的能力，导致细胞为了获得生长能量

加重了三羧酸循环有氧氧化供能的负担，或者引起生长能量

供应不足，而使Ｃａｃｏ２细胞生长减缓、死亡。显微镜下观察

也显示，４ｍｍｏｌ／Ｌ银条水苏糖组Ｃａｃｏ２细胞内线粒体肿胀，

胞浆中出现大量空泡等能量供应不足的现象，提示糖酵解作

用受到了阻碍［１６］。这从两个方面相互验证了抑制肿瘤细胞

内的无氧糖酵解作用有可能是银条水苏糖抗肿瘤作用的机

理之一这一假说［１７－１８］。

图４　水苏糖对Ｃａｃｏ２细胞的ＬＤＨ释放率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｔａｃｈｙｏｓｅｏｎｔｈｅＬＤＨｒｅｌｅａｓｅ

ｉｎＣａｃｏ２ｃｅｌｌ

３　结论
　　本试验研究结果表明银条水苏糖可以调节Ｃａｃｏ２细胞

中丙酮酸还原为乳酸的能力，使得肿瘤细胞生长的能量来源

偏向三羧酸循环有氧氧化供能，细胞获得生长所需能量的缺

乏，也加重了三羧酸循环负担，影响细胞生长周期，最终导致

肿瘤细胞生长减缓或者死亡，说明抑制肿瘤细胞能量来源途

径（无氧糖酵解作用）可能是银条水苏糖抗肿瘤作用的机理

之一。这对水苏糖对结肠癌防治作用的理解提供了理论依

据，也对水苏糖保健食品的开发起到一定指导作用。
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