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尿多酸肽对乳腺癌细胞凋亡的影响

郑伟１，马林２，陈凛１，李荣１，蒋彦永１

（解放军总医院 １．普通外科 ２．放疗科，北京 １００８５３）

　　摘要：目的　研究肿瘤细胞分化诱导剂尿多酸肽（ＣＤＡＩＩ）对乳腺癌细胞凋亡的影响。方法　
将 ＣＤＡＩＩ与不同生物学特性的乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１进行体外培养，同时以维甲酸
为阳性对照，观察 ＣＤＡＩＩ对乳腺癌细胞生长曲线、细胞凋亡及形态学等方面的影响。结果　ＣＤＡＩＩ
可减缓两株乳腺癌细胞的生长和增殖能力，诱导乳腺癌细胞凋亡。结论　ＣＤＡＩＩ可抑制 ＭＣＦ７和
ＭＤＡＭＢ２３１两株乳腺癌细胞的生长和增殖能力，诱导乳腺癌细胞凋亡．本研究为 ＣＤＡＩＩ治疗乳腺
癌提供了实验依据。
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　　喜滴克癌细胞分化剂 －尿多酸肽（ＣＤＡＩＩ）是
从健康人尿中提取和纯化的一组天然活性成分的

抗肿瘤制剂，通过抑制异常甲基转移酶而诱导肿瘤

细胞分化［１］。为了研究 ＣＤＡＩＩ对乳腺癌的抗肿瘤
作用，笔者以全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）为阳性对照，选
用不 同 生 物 学 特 性 的 两 种 乳 腺 癌 细 胞 株，观 察

ＣＤＡＩＩ对乳腺癌细胞的增殖、凋亡以及细胞形态的
影响，以期为 ＣＤＡＩＩ治疗乳腺癌提供一定的实验
依据。

　　基金项目：国家自然科学基金资助项目（３０１７１０６６）。

　　收稿日期：２００５－０２－２４；　修订日期：２００５－０８－１８。

　　作者简介：郑伟（１９６６－），男，四川渠县人，解放军总医院副主任医

师，主要从事普通外科临床方面的研究。

　　通讯作者：郑伟　电话：１３９１０８０６７０２或０１０－６６９３７２１７－８０８；
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　 所选用的 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ
２３１两种人乳腺癌细胞株，购自中国医学科学院基
础研 究 所 细 胞 中 心。ＭＣＦ７细 胞，雌 激 素 受 体
（ＥＲ）（＋），分化高，表达野生型 ｐ５３，恶性程度较
低；ＭＤＡＭＢ２３１，ＥＲ（－），分化差，表达突变型
ｐ５３，恶性程度较高［２］。
１．１．２　主要实验试剂　ＤＭＥＭ培养液购自 Ｇｉｂｃｏ
公司；胎牛血清购自 Ｂｉｏｗｈｉｔｔａｋｅｒ公司；喜滴克癌细
胞分化剂 －尿多酸肽（ＣＤＡＩＩ）购自中美合肥永生
制药厂；全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）购自 Ｓｉｇｍａ公司。
１．１．３　主要实验设备仪器　ＲｅｖｃｏＣＯ２细胞培养孵
化箱购自 ＡｓｈｅｖｉｌｌｅＮＣ公司；光学显微镜、倒置显微
镜购自 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；透射电子显微镜购自 Ｈｉｔａｃｈｉ
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公司；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型流式细胞仪购自 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎ
ｓｏｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养［３］　（１）ＤＭＥＭ 培养液：配制
ＤＭＥＭ液，分装成 １８０ｍＬ／瓶。４℃冰箱保存，用前
加入 双 抗 生 素 （青、链 霉 素）至 终 浓 度 分 别 为

１００Ｕ／ｍＬ和 １００μｇ／ｍＬ。胎牛血清浓度为 １０％，
用于培养 ＭＣＦ７细胞株。（２）Ｌ１５培养液：购于中
国医 学 科 学 院 基 础 研 究 所 细 胞 中 心。分 装 成

１８０ｍＬ／瓶，４℃冰箱保存。用前加入双抗生素（青、
链霉素）至终浓度分别为 １００Ｕ／ｍＬ和 １００μｇ／ｍＬ。
胎牛血清浓度为 １０％，用于培养 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞株。

１．２．２　实验分组　（１）对照组：两种细胞均不加
药。（２）ＣＤＡＩＩ实验组：两种细胞培养液中均加入
ＣＤＡＩＩ（终浓度为 １．５ｍｇ／ｍＬ）。（３）ＡＴＲＡ组：两
种细胞培养液中均加入 ＡＴＲＡ（终浓度为 １μｍｏｌ／
Ｌ）。
１．２．３　乳腺癌细胞生长曲线的观察　方法同文
献报道［３，４］。

１．２．４　乳腺癌细胞凋亡的观察　取对数生长期
的乳腺癌细胞，胰酶消化成单细胞悬液；以 ２×１０５

个细胞接种，各组在培养瓶中培养 ６～７ｄ，胰酶消
化成单细胞悬液；用冰预冷的 ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ７．４）漂洗细胞 ２次，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，去上
清，１×结合缓冲液重悬细胞至 １×１０６个细胞／ｍＬ。
取 １００μＬ细胞（１×１０５）至 ５ｍＬ试管，加入 Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ，１０μＬＰＩ，混匀；室温下避光孵育 １５ｍｉｎ后，
每管加入 ４００μＬ１×结合缓冲液，１ｈ内上机进行
ＦＡＣＳ检测，方法同文献［５，６］。
１．２．５　乳腺癌细胞形态学的观察　光镜检查：将
乳腺癌细胞接种在放有盖玻片的 ６孔板中培养 ６～
７ｄ；弃上清液，取出 ６孔板中盖玻片固定后，进行
ＨＥ染色。电镜检查：各组培养瓶中培养 ６～７ｄ，胰
酶消化成单细胞悬液，离心、固定，进行常规电镜标

本处理，观察细胞的超微结构。

２　结　果

２．１　细胞增殖的变化
ＣＤＡＩＩ（１．５ｍｇ／ｍＬ）和 ＡＴＲＡ（１μｍｏｌ／Ｌ）对乳

腺癌细胞 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１的生长、增殖均
有不同程度的抑制作用，细胞倍增时间均延长（图

１，２）。

图 １　乳腺癌 ＭＣＦ７细胞生长曲线 图 ２　乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞生长曲线

２．２　ＣＤＡＩＩ对乳腺癌细胞凋亡的影响
两株乳腺癌细胞经不同处理培养后，流式细胞

仪检测细胞凋亡的结果显示，ＣＤＡＩＩ和 ＡＴＲＡ诱导
７ｄ后 ＭＣＦ７细 胞 的 凋 亡 率 分 别 为 １８．６０％ 和
１５．４３％，而对照组细胞凋亡率仅为 １．０９％。ＣＤＡ

ＩＩ和 ＡＴＲＡ诱导 ６ｄ后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的凋亡率
分别为 １５．１２％和 １７．６７％，对照组为 ２．９３％。提
示 ＣＤＡＩＩ和 ＡＴＲＡ能诱导两种乳腺癌细胞凋亡（图
３，４，附表）。

图 ３　ＭＣＦ７细胞凋亡分布图 图 ４　ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡分布图

７７６
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附表　ＣＤＡＩＩ对乳腺癌各细胞株细胞凋亡的影响

分组
凋亡细胞（％）

ＭＣＦ７细胞株 ＭＤＡＭＢ２３１细胞株

　　对照组 １．０９ ２．９３

　　ＣＤＡＩＩ组 １８．６０ １５．１２

　　ＡＴＲＡ组 １５．４３ １７．６７

２．３　光镜检查结果

对照组细胞体积小，生长密集，细胞成异型性；

ＣＤＡＩＩ和 ＡＴＲＡ组细胞体积增大，生长密度稀疏，

细胞间隙拉宽，胞质增多，核／质比例下降，核仁小

而少，细胞固缩、退变。

２．４　电镜检查结果

乳腺上皮细胞脂质合成形成的脂质小体，表现

为细胞浆内的空泡小体。ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１

细胞多型性，细胞结构完整，细胞器发达、多见。细

胞表面覆有较多的微绒毛，细胞核异型性，异染色

质多见。加药培养后，细胞外形变化不大，细胞出

现较多脂质空泡小体，细胞表面覆盖的微绒毛减

少，线粒体肿胀、嵴消失，细胞固缩退变，核染色质

碎片，细胞碎片多见。

２．５　凋亡细胞的形态学

对照组极少出现凋亡细胞，ＣＤＡＩＩ组和 ＡＴＲＡ

组在培养过程中可见许多肿瘤细胞从培养瓶壁脱

落，悬浮在培养液中，这是细胞凋亡的典型表现［７］。

同时可见部分细胞浓缩，染色质高度浓缩，细胞体

积缩小，细胞裂解成为膜完整的凋亡小体。

３　讨　论

诱导肿瘤细胞凋亡是治疗肿瘤的一种新的思

路［４］，而且治疗肿瘤的有效性主要表现在肿瘤细胞

生长抑制和／或诱导凋亡［２，８］。本实验结果表明，

ＣＤＡＩＩ与 ＡＴＲＡ同样能诱导乳腺癌细胞株的凋亡。

ＣＤＡＩＩ和 ＡＴＲＡ诱导 ７ｄ后 ＭＣＦ７细胞的凋亡率分

别为 １８．６０％和 １５．４３％，而对照组细胞凋亡率仅

为 １．０９％；ＣＤＡＩＩ和 ＡＴＲＡ诱导 ６ｄ后 ＭＤＡＭＢ

２３１细胞的凋亡率分别为 １５．１２％和 １７．６７％，同

样高于对照组的 ２．９３％。处理后的乳腺癌细胞出

现细胞凋亡形态学的改变，如培养细胞从培养瓶壁

脱落，悬 浮在 培 养 液 中；电 镜 下，ＭＣＦ７和 ＭＤＡ

ＭＢ２３１细胞核染色质碎片，细胞碎片多见。这与

文献报道相符［７］。

分化诱导剂在诱导肿瘤细胞凋亡时，常有 ｐ５３，

ｐ２１，ＢＲＣＡ１水平升高，ｂｃｌ２表达明显下降［８～１０］。

ＣＤＡＩＩ诱导乳腺癌细胞凋亡的机制可能是通过其

抑制肿瘤细胞异常甲基转移复合酶活性，改变了肿

瘤细胞相关基因的表达，从而引起细胞凋亡［１］。
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