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摘　 要: 罗汉果醇是罗汉果皂苷的苷元ꎬ有研究报道罗汉果皂苷 Ｖ 具有防癌抑癌作用ꎮ 该研究采用噻唑蓝实

验(ＭＴＴ 法)检测罗汉果醇对不同肿瘤细胞增殖的抑制情况ꎬ以及不同浓度的罗汉果醇对 ＣＮＥ１ 细胞的增殖抑

制率ꎻ应用细胞克隆形成实验进一步验证罗汉果醇对 ＣＮＥ１ 细胞增殖的抑制作用ꎻ采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 双染法

检测罗汉果醇对 ＣＮＥ１ 细胞凋亡的影响ꎻ以实时定量 ＰＣＲ 技术检测罗汉果醇对 ＣＮＥ１ 细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｓｕｒ￣
ｖｉｖｉｎ、 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 基因的 ｍＲＮＡ 表达水平的影响ꎮ 结果表明:罗汉果醇能显著抑制 ＤＵ１４５、ＨｅｐＧ２、Ａ５４９、
ＣＮＥ１、ＣＮＥ２ 细胞的增殖ꎬ其中对 ＣＮＥ１ 细胞增殖的抑制作用最为显著ꎬ并呈剂量依赖性ꎬ其半数抑制浓度 ＩＣ５０

为(８１.４８ ± ４.７３) μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎻ通过对 ＣＮＥ１ 细胞进一步的克隆形成实验ꎬ也验证了这一点ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 双染

法可见随着浓度的增加ꎬ凋亡比例增加ꎻ实时定量 ＰＣＲ 技术检测显示罗汉果醇处理后ꎬ促凋亡基因 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、
Ｂａｘ 的表达增加ꎬ抗凋亡基因 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ￣２ 的表达减少ꎮ 因此ꎬ罗汉果醇可能是通过促进 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 等促

凋亡基因和抑制 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ￣２ 等抗凋亡基因的表达ꎬ来诱导肿瘤细胞凋亡ꎬ进而发挥抗肿瘤活性ꎮ
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　 　 罗汉果为葫芦科(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｅ)罗汉果属多年

生草质藤本植物罗汉果(Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ)的干

燥果实ꎮ 从 １９７７ 年以来ꎬ罗汉果一直被«中华人民

共和国药典»收录ꎬ也是卫生部、中医药管理局批准

的首批药食两用中药ꎮ 罗汉果的民间药用历史已有

三百多年ꎬ临床用于治疗高血压、肺结核、哮喘、胃
炎、百日咳、急、慢性气管炎等疾病ꎬ药理研究表明罗

汉果有止咳祛痰、泻下、保肝、增强免疫等作用(王
勤和李爱媛ꎬ１９９９)ꎮ 罗汉果的主要有效成分为罗汉

果皂苷(Ｍｏｇｒｏｓｉｄｅｓ)ꎬ其苷元为葫芦烷型的四环三

萜罗汉果醇(Ｍｏｇｒｏｌ) (Ｋａｓａｉ ｅｔ ａｌꎬ１９８９)ꎮ 根据苷元

连接糖基的数目及连接位置的不同现已分离鉴定出

２０ 多种皂苷(Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ ｅｔ ａｌꎬ１９９０ꎻ斯建勇等ꎬ１９９６ꎻ
李典鹏等ꎬ２０００ꎻ Ｄｉａｎｐｅｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２００６ꎬ２００７)ꎮ

成熟罗汉果主要富含罗汉果皂苷 Ｖꎬ其甜度在

蔗糖 ３００ 倍以上ꎬ而热值几乎为零ꎮ 因此ꎬ罗汉果总

皂苷已广泛应用于保健食品及饮料添加行业ꎮ 同

时ꎬ罗汉果皂苷 Ｖ 具有防癌抑癌作用(Ｔａｋａｏ ＆ Ｍｉ￣
ｄｏｒｉꎬ２００２ꎻＴａｋａｓａｋｉａ ｅｔ ａｌꎬ２００３)ꎮ 但罗汉果皂苷进

入体内后多在消化道中被肠内细菌分泌的糖苷键水

解酶水解为次生苷或者苷元ꎬ随后进入血液循环ꎬ发
挥生物学活性(杨秀伟等ꎬ２００７ꎻＭｕｒａｔａ ｅｔ ａｌꎬ２０１０)ꎮ
也就是说罗汉果皂苷 Ｖ 的药理作用主要来源于其

苷元ꎬ要研究罗汉果皂苷的抗肿瘤活性及作用机制ꎬ
需从苷元下手ꎮ 但目前尚未见关于罗汉果醇抗肿瘤

活性的相关报道ꎮ 本研究采用噻唑蓝实验 (ＭＴＴ
法)、细胞克隆形成实验、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 双染法检测

罗汉果醇对肿瘤细胞增殖和凋亡的影响ꎬ并应用实

时定量 ＰＣＲ 技术研究其可能的作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 细胞株

人前列腺癌细胞株 ＤＵ１４５ꎬ 人肝癌细胞株

ＨｅｐＧ２ꎬ人肺癌细胞株 Ａ５４９ꎬ人鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ１

和 ＣＮＥ２ꎬ购自中国典型培养物保藏中心ꎮ
１.２ 试剂及耗材

噻唑蓝 [３￣(４ꎬ５￣ｄｉｍｅｔｈｙｌ￣２￣ｔｈｉａｚｏｌｙｌ)￣２ꎬ ５￣ ｄｉ￣
ｐｈｅｎｙｌ￣２￣Ｈ￣ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅꎬＭＴＴ]、二甲基亚砜

(ＤＭＳＯ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＭＴＴ 粉末用 ＰＢＳ 配制成

浓度为 ５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的母液后过滤除菌避光－２０ ℃保

存备用ꎻＤＭＥＭ 培养基购自 ＧＩＢＣＯ 公司ꎻ胎牛血清

购自 ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻ胰蛋白酶(Ｔｒｙｐｓｉｎ)、细胞总 ＲＮＡ
提取试剂盒、Ｍ￣ＭＬＶ 逆转录试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ￣
ｇｅｎ 公司ꎻ７５ ｃｍ２培养瓶、９６ 孔培养板购自购于美国

Ｃｏｒｎｉｎｇ ｃｏｓｔａｒ 公司ꎻ双抗( Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ￣ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎꎬ
青链霉素溶液)购自美国 Ｍｅｒｃｋ 公司ꎻ荧光定量预

混试剂盒购自天根生化科技有限公司ꎮ
ＰＢＳ 溶液由本实验室自行配置ꎬ配方:ＮａＣｌ ８.００

ｇꎬＫＣｌ ０.２４ ｇꎬＮａＨＰＯ３􀅰１２Ｈ２Ｏ ３.６３ ｇꎬＫＨ２ＰＯ４ ０.２０
ｇꎬ溶于 ９００ ｍＬ 蒸馏水中ꎬ调 ｐＨ 为 ７.０ ~ ７.４ꎬ加水定

溶至 １ ０００ ｍＬꎬ１２０ ℃、０.５ ＭＰａ 高温高压蒸汽灭菌

０.５ ｈ 后ꎬ置于 ４ ℃冰箱中保存备用ꎮ
１.３ 方法

１.３.１ 细胞培养　 细胞株用含 １０％胎牛血清(ＦＢＳ)、
１％链霉素和青霉素的 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ置于 ３７ ℃、
９５％湿度、含 ５％ＣＯ２的培养箱中培养ꎮ 每 １ ~ ２ ｄ 更

换 １ 次培养液ꎬ待细胞贴壁长至 ８０％ ~ ９０％融合时

０.２５％胰蛋白酶消化传代ꎬ继续培养ꎮ
１.３.２ 罗汉果醇的制备　 采用酸水解法从粗罗汉果

皂苷Ⅴ(含量 ５０％)制备获得ꎬ纯度为 ９８.９８％(陈冰

等ꎬ２０１４)ꎬ将其用 ＤＭＳＯ 溶解ꎬ配成终浓度为 ５０
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ用 ＰＢＳ 稀释成适当浓度使用ꎮ
１.３.３ ＭＴＴ 实验　 取长至 ８０％ ~ ９０％融合的对数生

长期细胞ꎬ用 ０.２５％胰蛋白酶消化ꎬ制成 ２ × １０４ ~
３ × １０４个􀅰ｍＬ￣１的单细胞悬液ꎬ接种于 ９６ 孔板中ꎬ
每孔 １００ μＬꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的细胞培养箱中培

养ꎮ 培养 ２４ ｈ 后ꎬ分别加入不同浓度的罗汉果醇ꎬ
使终浓度为 ６.２５、１２.５、２５.０、５０.０、１００.０、２００ μｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１ꎬ另设阴性对照组ꎬ每组设 ４ 个平行孔ꎮ 继续培

０７３１ 广　 西　 植　 物 ３６ 卷



养 ７２ ｈ 后ꎬ弃去 ５０ μＬ 培养液ꎬ每孔加入 ５０ μＬ ＭＴＴ
(１ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬ于培养箱中作用 ４ ｈ 后ꎬ吸出上清液

并每孔加入 １００ μＬ 的 ＤＭＳＯꎬ充分震荡至结晶溶解

后ꎬ使用酶标仪检测各孔在 ５７０ ｎｍ 处的吸收值(ＯＤ
值)ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ 按以下公式计算肿瘤细胞抑

制率ꎮ 抑制率(Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅꎬＩＲ％)＝ (１－实验组平

均 ＯＤ 值 /对照组平均 ＯＤ 值) × １００％ꎮ 用 ＳＰＳＳ
１８.０ 软件计算半数抑制浓度(ＩＣ５０)ꎮ
１.３.４ 细胞克隆形成实验 　 取长至 ８０％ ~ ９０％融合

的对数生长期人鼻咽癌 ＣＮＥ１ 细胞ꎬ用 ０.２５％胰蛋

白酶消化ꎬ制成 ３ ０００ 个􀅰ｍＬ￣１的细胞悬液ꎬ接种于

六孔板中ꎬ每孔 １ ｍＬꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的细胞培

养箱中培养ꎮ 培养 ２４ ｈ 后ꎬ分别加入不同浓度的罗

汉果醇ꎬ使终浓度为 １２. ５、 ２５. ０、 ５０. ０、 １００. ０、 ２００
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ另设阴性对照组ꎬ每组设 ２ 个平行复孔ꎮ
培养 １０~ １５ ｄꎮ 当培养板中出现肉眼可见的克隆

时ꎬ终止培养ꎮ 用 ５％结晶紫染液染色 ２０ ~ ３０ ｍｉｎꎬ
显微镜下计算克隆形成数(克隆形成率 ＝ 克隆数 /
接种细胞数 × １００％)ꎬ 实验重复 ３ 次ꎮ
１.３.５ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 双染法检测细胞凋亡实验　 取

长至 ８０％~９０％融合的对数生长期人鼻咽癌 ＣＮＥ１
细胞ꎬ用 ０.２５％胰蛋白酶消化ꎬ制成 ３×１０５个􀅰ｍＬ￣１

的细胞悬液ꎬ接种于直径 １００ ｍｍ 的培养皿中ꎬ每皿

５ ｍＬꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的细胞培养箱中培养ꎮ 培

养 ２４ ｈ 后ꎬ分别加入不同浓度的罗汉果醇ꎬ使终浓

度为 １２.５、２５.０、５０.０、１００.０、２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ另设阴

性对照组ꎮ 培养 ２４ ｈ 后收集细胞ꎬＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ /
ＰＩ 染色ꎬ用流式细胞仪检测细胞凋亡率ꎮ
１.３.６ 实时定量 ＰＣＲ 技术检测 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、
Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２ 基因 ｍＲＮＡ 表达　 取长至 ８０％ ~ ９０％融

合的对数生长期人鼻咽癌 ＣＮＥ１ 细胞ꎬ用 ０.２５％胰

蛋白酶消化ꎬ制成 ３×１０５个􀅰ｍＬ￣１的细胞悬液ꎬ接种

于直径 １００ ｍｍ 的培养皿中ꎬ每皿 ５ ｍＬꎬ置于 ３７ ℃、
５％ＣＯ２的细胞培养箱中培养ꎮ 培养 ２４ ｈ 后ꎬ分别加

入不同浓度的罗汉果醇ꎬ使终浓度为 １２. ５、２５. ０、
５０.０、１００.０、２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ另设阴性对照组ꎮ 培养

２４ ｈ 后收集细胞ꎬ用 Ｔｒｉｚｏｌ 裂解提取 ＲＮＡꎬ逆转录为

ｃＤＮＡꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反应ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ￣３
上游引物序列为 ５′￣ＧＡＣＡＴＡＣＴＣＣＴＴＣＣＡＴＣＡＡ￣３′ꎬ
下游引物序列为 ５′￣ＡＴＴＣＡＴＡＧＣＡＣＡＧＣＡＴＣＡ￣３′ꎻ
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 上 游 引 物 序 列 为 ５′￣ＡＴＧＧＧＴＧＣ￣
ＣＣＣＧＡＣＧＴＴＧＣＣＣＣＣＴ￣３′ꎬ 下 游 引 物 序 列 为 ５′￣
ＴＣＡＡＴＣＣＡＴＧＧＣＡＧＣＣＡＧＣＴＧＣＴＣＧ￣３′ꎻ Ｂａｘ 上游引

物序列为 ５′￣ＧＧＣＣＣＡＣＣＡＧＣＴＣＴＧＡＧＣＡＧＡ￣３′ꎬ 下

游引物序列为 ５′￣ＧＣＣＡＣＧＴＧＧＧＣＧＴＣＣＣＡＡＡＧＴ￣３′ꎻ
Ｂｃｌ￣２ 上 游 引 物 序 列 为 ５′￣ＧＴＧＧＡＧＧＡＧＣＴＣＴ￣
ＴＣＡＧＧＧＡ￣３′ꎬ 下 游 引 物 序 列 为 ５′￣ＡＧＧＣＡＣ￣
ＣＣＡＧＧＧＴＧＡＴＧＣＡＡ￣３′ꎻＧＡＰＤＨ 为内参基因ꎬ上游

引物序列为 ５′￣ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ￣３′ꎬ下
游引物序列为 ５′￣ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ￣３′ꎮ
荧光定量 ＰＣＲ 反应体系为 ７ μＬ ｄｄＨ２ Ｏ、 １ μＬ
ｃＤＮＡ、１０ μＬ Ｓｕｐｅｒ Ｒｅｄ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ、１ μＬ Ｐｒｉｍｅｒ
(￣Ｆ)、１ μＬ Ｐｒｉｍｅｒ(￣Ｒ)ꎮ 反应条件为 ９５ ℃预变性 １
ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ５７~６２ ℃退火 ２０ ｓ(其中 Ｂｃｌ￣２
５７.５ ℃ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ５９.５ ℃ꎬＢａｘ ６１.５℃)ꎬ７２
℃ 延伸 ４５ ｓꎬ 共 ３５ 个循环ꎮ 用相对定量方法

(２－△△Ｃｔ)进行数据分析ꎬ扩增效率应为 ９０％~１１０％ꎮ
其中△△Ｃｔ ＝ (Ｃｔ 目的基因￣Ｃｔ 内参基因)待测组￣(Ｃｔ 目的基因－
Ｃｔ内参基因)对照组ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 罗汉果醇对不同肿瘤细胞增殖的抑制作用

罗汉果醇对 ＤＵ１４５、ＨｅｐＧ２、Ａ５４９、ＣＮＥ１、ＣＮＥ２
细胞的增殖均有明显的抑制作用(表 １)ꎮ 从表 １ 的

ＩＣ５０值可以看出ꎬ罗汉果醇对鼻咽癌 ＣＮＥ１ 细胞增殖

的抑制作用强于其它几种细胞株ꎬ因此我们选择

ＣＮＥ１ 细胞进行后续研究ꎮ

表 １ 　 罗汉果醇对不同肿瘤细胞的半数抑制浓度
Ｔａｂｌｅ １　 Ｈａｌｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｇｒｏｌ

ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ

细胞株
Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ

前列腺癌
细胞
ＤＵ１４５

肝癌
细胞
ＨｅｐＧ２

鼻咽癌
细胞
ＣＮＥ１

肺癌
细胞
Ａ５４９

鼻咽癌
细胞
ＣＮＥ２

半数抑制浓度
ＩＣ５０

(μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)

９０.２８±
２.６９

９０.３１±
２.１３

８１.４８±
４.７３

８９.５１±
３.９５

８４.０４±
３.７４

２.２ 不同浓度罗汉果醇对ＣＮＥ１细胞增殖的抑制作用

图 １ 显示ꎬ不同浓度的罗汉果醇对 ＣＮＥ１ 细胞

具有不同的抑制作用ꎬ随着浓度的上升ꎬ抑制率不断

增加ꎬ在浓度为 ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ 时ꎬ抑制率达到了

１００％ꎮ 在罗汉果醇处理鼻咽癌 ＣＮＥ１ 细胞 ４８ ｈ 后ꎬ
在显微镜下观察发现ꎬ在高浓度下ꎬ细胞极度皱缩ꎬ
细胞核凝缩ꎬ板底已可见碎渣样物质ꎻ在中浓度下ꎬ
细胞体积缩小、贴壁率降低ꎬ且部分呈碎块状ꎻ在低
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浓度下的细胞与对照组细胞相比ꎬ细胞形态没有明

显的区别ꎬ如图 ２ 所示ꎮ 这从形态学上表明ꎬ不同浓

度的罗汉果醇对 ＣＮＥ１ 细胞的抑制程度不同ꎮ

图 １　 不同浓度罗汉果醇对 ＣＮＥ１ 细胞增殖的抑制作用

Ｆｉｇ. １　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｍｏｇｒｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＮＥ１ ｃｅｌｌｓ

２.３ 发罗汉果醇对鼻咽癌 ＣＮＥ１ 细胞克隆形成的抑

制作用

克隆形成率反映了细胞群体依赖性和增殖能力

两个重要性状ꎮ 为了进一步检测罗汉果醇对 ＣＮＥ１
细胞增殖能力的影响ꎬ我们进行了克隆形成实验ꎮ
通过对形成的克隆进行计数并计算克隆形成率ꎬ结
果发现不同浓度的罗汉果醇(５０、１００、２００ μｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１)处理 ＣＮＥ１ 细胞后ꎬ形成的克隆数各不相同(图
３)ꎬ５０、１００、２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１罗汉果醇处理组的克隆形

成率分别为(７２.４５ ± １３.６７)％、 (１８.４５％ ± ７.５１)％
和(１２.６４％ ± ８.６６)％ꎮ 其中ꎬ１００、２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１罗

汉果醇处理组与对照组 [(７１.３３ ± １５.９２)％]相比ꎬ
差异具有显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ 这进一步验证罗汉果

醇对 ＣＮＥ１ 细胞增殖的抑制作用ꎮ
２.４ 罗汉果醇对鼻咽癌 ＣＮＥ１ 细胞凋亡的影响

细胞凋亡是指在一定的生理或病理条件下ꎬ为
维持内环境稳定ꎬ由基因控制的细胞自主的有序的

死亡ꎮ 研究表明ꎬ大量的小分子化合物通过诱导细

胞凋亡ꎬ进而发挥抗肿瘤活性ꎮ 为了检测罗汉果醇

是否通过诱导肿瘤细胞凋亡而抑制其增殖ꎬ我们采

用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 双染流式细胞术对不同浓度的罗

汉果醇诱导 ＣＮＥ１ 细胞凋亡的水平进行了评估ꎮ 如

图 ４ 所示ꎬ罗汉果醇作用 ２４ ｈ 后ꎬ阴性对照组细胞

凋亡率为 ３. ２％ꎬ不同浓度罗汉果醇 ( ２５、５０、１００
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ) 的细胞凋亡率依次为 ５. ４％、１４. ９％、

２４.９％ꎬ说明罗汉果醇能诱导 ＣＮＥ１ 细胞凋亡ꎬ且诱

导 ＣＮＥ１ 细胞凋亡的效果具有浓度依赖性ꎮ 因此ꎬ
罗汉果醇对肿瘤细胞增殖的抑制作用ꎬ在一定程度

上是通过诱导细胞凋亡实现的ꎮ
２.５ 罗汉果醇对 ＣＮＥ１ 细胞 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、
Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２基因 ｍＲＮＡ 表达的影响

细胞凋亡是一个受到严格调控的过程ꎬ它受到

促凋亡基因(如 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 等) 和抗凋亡基因

(如 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ￣２ 等)的平衡调控ꎮ 为了研究罗汉

果醇诱导 ＣＮＥ１ 细胞凋亡的机理ꎬ我们用实时定量

ＰＣＲ 技术检测了罗汉果醇处理 ２４ ｈ 后ꎬＣＮＥ１ 细胞

中 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、 Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２ 等基因 ｍＲＮＡ 的

表达水平ꎮ 如图 ５ 所示ꎬＳｕｒｖｉｖｉｎ 基因 ｍＲＮＡ 的表

达明显受到抑制ꎬ在 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１时ꎬ表达量减少至

对照的 ６７.１３％ꎬ随着浓度的升高ꎬ抑制程度随之增

强ꎬ在 １００ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ￣１ 时ꎬ 降 至 对 照 的 ３７. ５％ꎻ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 基因 ｍＲＮＡ 的表达明显增强ꎬ 在 １００
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１罗汉果醇处理时ꎬ表达量升至对照组的

４.６ 倍ꎬ且成一定的浓度依赖性ꎻＢｃｌ￣２ 基因 ｍＲＮＡ
的表达受到轻微的抑制ꎬ在 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１时ꎬ表达

量也只是对照组的 ７０.３％ꎻ Ｂａｘ 基因 ｍＲＮＡ 的表达

量在用 １２.５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１和 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１罗汉果醇处

理时ꎬ表达量与对照组相比ꎬ表达量基本无明显变

化ꎬ到 ５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１时ꎬ表达量才有明显上升ꎬ在 １００
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１时ꎬ是对照组的 ３.８ 倍ꎮ 这些结果表明ꎬ罗
汉果醇通过上调 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 等促凋亡基因和下

调 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ￣２ 等抗凋亡基因的表达ꎬ进而诱导

ＣＮＥ１ 细胞凋亡ꎮ

３　 讨论与结论

在用药物治疗肿瘤的过程中ꎬ细胞凋亡起着非

常重要的作用ꎬ因为大多数的抗肿瘤药物是通过诱

导肿瘤细胞凋亡来发挥它们的抗肿瘤效应的ꎮ 本研

究通过 ＭＴＴ 实验发现罗汉果醇对 ＣＮＥ１ 细胞的增

殖有明显的抑制作用ꎬ且具有浓度依赖性ꎬ细胞克隆

形成实验进一步验证了这一点ꎮ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 双染

流式细胞术发现罗汉果醇可诱导 ＣＮＥ１ 细胞发生凋

亡ꎬ且随着浓度的上升ꎬ凋亡率随之增加ꎮ 因此罗汉

果醇可能通过诱导肿瘤细胞发生凋亡ꎬ从而抑制肿

瘤细胞的增殖ꎬ发挥抗肿瘤作用ꎮ 在肿瘤细胞中凋

亡相关基因的调控起着重要的作用ꎬ它们的突变、缺
失和过表达ꎬ 都将会使细胞增殖失去控制或凋亡受
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图 ２　 罗汉果醇对 ＣＮＥ１ 细胞形态的影响　 Ａ. 对照ꎻ Ｂ. 低浓度(２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)ꎻ Ｃ. 中浓度(１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)ꎻ Ｄ. 高浓度(２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)ꎮ
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｏｇｒｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＣＮＥ１ ｃｅｌｌｓ　 Ａ. Ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ. Ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)ꎻ

Ｃ. Ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)ꎻ Ｄ. Ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１).

图 ３　 罗汉果醇 ＣＮＥ１ 细胞克隆形成的影响　 Ａ. 对照ꎻ Ｂ. ５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｃ. １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｄ. ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎮ
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｏｇｒｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＮＥ１ ｃｅｌｌｓ　 Ａ. Ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ. ５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｃ. １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｄ. ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ .

到阻碍ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ 家族在介导细胞凋亡的过程中起

着非常重要的作用ꎬ其中 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 是细胞凋亡过程

中发挥重要功能的凋亡执行蛋白之一ꎬ它在凋亡信

号传导的许多途径中发挥功能ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 基因的过

表达会诱导细胞发生凋亡ꎮ Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 是至今发现的

凋亡抑制蛋白家族 ( Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＩＡＰ)中作用最强的凋亡抑制蛋白之一ꎬ具有肿瘤特

异性ꎬ只表达于肿瘤和胚胎组织中ꎮ 闵玲等(２００３)
研究表明ꎬＳｕｒｖｉｖｉｎ 在 ＣＮＥ１ 细胞中表达ꎮ 其表达的

程度与肿瘤的发展及预后密切相关(Ｒｏｓｅｎｂｌａｔｔ ｅｔ
ａｌꎬ２００８ꎻＷｅｉｓｓ ｅｔ ａｌꎬ ２００９ꎻ Ｎｏｕｒａｅｅ ｅｔ ａｌꎬ ２００９)ꎮ
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 直 接 作 用 于 Ｃａｓｐａｓｅꎬ 主 要 通 过 抑 制

Ｃａｓｐａｓｃ￣３ 和 Ｃａｓｐａｓｃ￣７ 的活性来阻断各种刺激诱导

的细胞凋亡过程ꎮ 本研究结果表明ꎬ罗汉果醇作用
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图 ４　 罗汉果醇对鼻咽癌 ＣＮＥ１ 细胞凋亡的影响　 Ａ. 对照ꎻ Ｂ. ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｃ. ５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｄ. １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎮ
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｏｇｒｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＣＮＥ１ ｃｅｌｌｓ　 Ａ. Ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ. ５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｃ. １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｄ. ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ .

图 ５　 罗汉果醇对 ＣＮＥ１细胞 ｍＲＮＡ 表达的影响　 Ａ. Ｓｕｒｖｉｖｉｎꎻ Ｂ. Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎻ Ｃ. Ｂｃｌ￣２ꎻ Ｄ. Ｂａｘꎻ 与对照组相比ꎬ∗表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｏｇｒｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｉｎ ＣＮＥ１ ｃｅｌｌｓ　 Ａ. Ｓｕｒｖｉｖｉｎꎻ Ｂ. Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎻ

Ｃ. Ｂｃｌ￣２ꎻ Ｄ. Ｂａｘꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗ｍｅａｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５).

于 ＣＮＥ１ 细胞后 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因 ｍＲＮＡ 表达降低ꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 基因 ｍＲＮＡ 的表达增强ꎮ 表明罗汉果醇

可能是通过降低 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的表达ꎬ使肿瘤细胞的凋

亡抑制作用减弱ꎬ从而上调 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达ꎬ促使

肿瘤细胞发生凋亡ꎮ Ｂｃｌ￣２ 是抑制凋亡作用的基因ꎬ
能够通过阻碍损伤的 ＤＮＡ 转录出有激活细胞凋亡

相关基因信号或阻止相关基因产物产生的作用以抑

制细胞的凋亡ꎮ Ｂａｘ 是促细胞凋亡的基因ꎬ其中

２１％的氨基酸与 Ｂｃｌ￣２ 同源ꎬ能够与抗凋亡基因 Ｂｃｌ￣
２ 形成异源二聚体抑制 Ｂｃｌ￣２ꎬ从而促进细胞凋亡的

作用ꎮ Ｂｃｌ￣２ 与 Ｂａｘ 的比率决定了细胞的凋亡与否ꎬ
当 Ｂａｘ 居多时ꎬＢｃｌ￣２ 被抑制ꎬ凋亡也随之被诱导ꎻ反
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之ꎬ则 Ｂａｘ 会受到抑制ꎬ即细胞凋亡被抑制ꎬ细胞得

以继续生存(Ｙｉｎ ｅｔ ａｌꎬ１９９４)ꎮ 本文中 Ｂａｘ 基因 ｍＲ￣
ＮＡ 表达增多ꎬＢｃｌ￣２ 基因 ｍＲＮＡ 表达被抑制ꎬ表明

罗汉果醇可能通过促进 Ｂａｘ 的表达ꎬ抑制 Ｂｃｌ￣２ 的

表达来诱导细胞凋亡ꎮ 罗汉果醇可以通过诱导细胞

凋亡ꎬ从而抑制肿瘤细胞的增殖ꎬ发挥抗肿瘤作用ꎬ
但其确切抗肿瘤活性有待于在动物水平上进一步

研究ꎮ
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