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揖提要铱 将家蝇天蚕素渊终浓度 50 滋mol/L冤加入对数生长期的人肝癌 BEL鄄7402细胞中作用 12 h袁 扫描电镜观察天
蚕素对人肝癌细胞细胞膜的影响遥 在此基础上袁 采用绿色荧光素异硫氰酸渊FITC冤标记天蚕素袁 运用激光共聚焦显微镜
观察 FITC标记的天蚕素与人肝癌细胞细胞膜的作用遥 肿瘤细胞经天蚕素作用 12 h后袁 扫描电镜显示细胞膜表面微绒毛
大部分消失曰 激光共聚焦显微镜显示大部分天蚕素与细胞膜结合袁 细胞内也发现部分天蚕素进入遥
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A院 对照组曰 B院 天蚕素组遥
图 1 扫描电子显微镜下天蚕素处理后肿瘤细胞形态变化 渊伊2 000冤

A B
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揖Abstract铱 Human hepatocelluar carcinoma BEL鄄7402 cells were treated with 50 滋mol/L Musca domestica cecropin

for 12 h, and observed under scanning electron microscope. The effect of Musca domestica cecropin labeled with FITC
渊FITC鄄cecropin冤 on BEL鄄7402 cells was detected by laser scanning confocal microscopy. The scanning electron
microscopy showed that most microvilli on the surface of BEL鄄7402 cells disappeared at 12 h after cecropin treatment.
The laser scanning confocal microscopy revealed that most FITC鄄cecropin combined with BEL鄄7402 cell membrane, and
partly in the cytoplasm.

揖Key words铱 Scanning electron microscope曰 Laser scanning confocal microscope曰 Cecropin曰 Tumor cell曰
Membrane
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家蝇天蚕素渊cecropin冤基因渊Genbank登录号为 EF175878冤
是本室自家蝇芋龄幼虫脂肪体克隆而来咱1暂袁 研究发现一定浓度
的家蝇天蚕素可抑制人肝癌细胞 BEL鄄7402的生长袁 并诱导其
发生凋亡咱2暂遥 有关天蚕素抗肿瘤细胞作用机制的研究起步较晚袁
迄今仍未达成共识遥 有研究者认为 咱3袁4暂袁 天蚕素可通过与细胞
膜尧 线粒体尧 核膜尧 细胞核染色体和细胞骨架等直接接触从而
抑杀肿瘤细胞袁 还可通过调动机体免疫机能袁 从体液免疫方面
抵抗肿瘤细胞的入侵遥
为阐明肿瘤细胞膜是否为家蝇天蚕素作用靶点袁 本文以人

肝癌细胞 BEL鄄7402为研究对象袁 采用扫描电子显微镜技术观
察经天蚕素处理后肿瘤细胞细胞膜的结构变化遥 在此基础上袁
将家蝇天蚕素进行绿色荧光素异硫氰酸渊FITC冤标记袁 激光共聚
焦扫描显微镜观察天蚕素在肿瘤细胞内的分布情况遥

1 材料与方法

1.1 天蚕素和细胞株的来源 天蚕素是本室通过 COS鄄7 细胞
制备并经蛋白质印迹渊Western blotting冤分析鉴定袁 纯度逸95%咱5暂遥
人肝癌细胞 BEL鄄7402购自中山大学实验动物中心遥
1.2 主要试剂和仪器 RPMI 1640培养基尧 荧光染料 FITC和
胰蛋白酶购自美国 Sigma公司袁 胎牛血清购自杭州四季清生物
公司袁 其余试剂均为国产分析纯遥 激光共聚焦扫描显微镜
渊LSM 510/ConfoCor2冤为德国 Zeiss公司产品袁电子显微镜渊JEM鄄
100CX冤为美国 Beckman公司产品遥
1.3 电子显微镜观察 将对数生长期的人肝癌 BEL鄄7402细胞
铺在 6孔板中袁 孔内置洁净盖玻片袁 待细胞长到 50%耀80%时袁
PBS 渊pH 7.4冤洗涤 3 次袁 加入家蝇天蚕素渊终浓度 50 滋mol/L冤
作用 12 h袁 对照组不加天蚕素遥 取出玻片袁 PBS冲洗袁 2.5%戊
二醛固定 30 min袁 PBS 冲洗 3 次袁 1豫锇酸液重固定 30 min袁
PBS冲洗 3 次袁 用 50%尧 70%和 90%的无水乙醇依次浸泡脱
水 20 min袁 无水乙醇和醋酸异戊脂等量混合液浸泡 30 min袁
重复 2次后浸泡在醋酸异戊脂中袁 置 4 益冰箱过夜遥 将玻片标
本用导电膏固定在铜标本台上袁 经临界点干燥后喷铂进行扫描
电镜观察袁 拍照遥

1.4 FITC 标记天蚕素 将天蚕素溶解于含 0.02 mol/L NaCl的
碳酸盐缓冲液 渊0.02 mol/L袁 pH 9.1冤中袁 使其终浓度为 2.0 mg/ml袁
加入 1.0% FITC 渊溶解于丙酮冤袁 室温作用 5 h遥 用截留量相
对分子质量 渊Mr冤 为 3 000的滤器滤除未结合的 FITC袁 收集
标记蛋白袁 用反相高效液相色谱进一步分离纯化袁 参照文献
咱6暂的方法检测标记效率遥 将样品过滤除菌后袁 进行蛋白定量
测定袁 冻干避光袁 于-80 益保存袁 备用遥
1.5 激光共聚焦显微镜观察 将对数生长期的人肝癌 BEL鄄
7402细胞铺在 6孔板中袁 内置洁净盖玻片袁 待盖玻片上细胞
长到 50%耀80%时袁 加入含 50 滋mol/L FITC标记的天蚕素的新
配制的 RPMI 1640 渊含 10%胎牛血清冤培养液中袁 常规培养
12 h遥 取出玻片袁 PBS冲洗 3次袁 10豫水甘油封片袁 在激光共
聚焦显微镜下观察遥

2 结果

2.1 电子显微镜观察 扫描电镜下袁 对照组肿瘤细胞呈多边
形袁 细胞膜完整袁 表面微绒毛丰富尧 卷曲成丛状尧 规则排列尧
长丝突起分布均匀袁 细胞间镶嵌连接渊图 1A冤遥 天蚕素组胞体
体积缩小袁 细胞膜表面微绒毛卷曲尧 畸变尧 小球结构逐渐增
多袁 细胞间连接逐渐断裂袁 细胞间隙增宽遥 部分细胞膜表面的
微绒毛完全消失袁 胞体固缩袁 有部分细胞裂解渊图 1B冤遥
2.2 激光共聚焦显微镜观察 激光共聚焦显微镜观察结果显

示袁 FITC标记的天蚕素与人肝癌 EL鄄7402细胞共培养 12 h后袁
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大部分细胞外膜环绕大量强绿色荧光渊图 2A冤袁 部分 FITC鄄Ce鄄
cropin进入肿瘤细胞内渊图 2B尧 2C冤袁 死亡细胞内充满强色荧光

渊图 2D冤遥 E尧 F尧 G和 H 分别为 A尧 B尧 C 和 D白光下拍摄的
对照图遥

A B C D

E F G H

A尧 B尧 C尧 D院 荧光激发下曰 E尧 F尧 G尧 H院 白光下遥
图 2 激光共聚焦显微镜下的天蚕素处理后肿瘤细胞 渊伊400冤

3 讨论

天蚕素是人类发现最早的一类抗菌肽袁 文献报道天蚕素作
用肿瘤细胞的靶点主要在细胞膜袁 通过其两亲 琢 双螺旋上的
正电荷与胞膜磷脂分子上负电荷之间的静电吸引而结合袁 随后
疏水端渊酰胺基冤插入到疏水的胞膜中央袁 双亲的 琢 双螺旋留
在质膜表面袁 打乱质膜上蛋白质和脂质的原有秩序袁 使膜外正
电荷增多袁 导致膜去极化咱7鄄9暂遥 由于其 琢双螺旋具有亲水尧 疏水
两亲性袁 天蚕素分子之间可相互聚集形成离子通道袁 导致内容
物外泄袁 最后导致细胞渗透压丧失而死亡遥 Christensen等咱9暂采
用平板脂质膜为模型袁 也观察到了这种现象咱10暂遥

本文结果也支持天蚕素作用肿瘤细胞的靶点主要在细胞膜

这一观点遥 扫描电镜显示袁 经家蝇天蚕素作用 12 h 后袁 人肝
癌 BEL鄄7402细胞膜表面的微绒毛消失曰 激光共聚焦显微镜实
验显示袁 家蝇天蚕素主要与细胞膜结合袁 部分天蚕素可穿过细
胞膜进入细胞浆袁 整个过程天蚕素会源源不断进入到细胞内
部袁 直至细胞死亡遥

家蝇天蚕素破坏肿瘤细胞膜是否为抗肿瘤的重要作用方

式袁 这种细胞膜损伤是否能单独导致肿瘤细胞死亡袁 是否需要
其他机制共同作用袁 尚不清楚遥 下一步本课题组将采用激光共
聚焦显微镜进行亚细胞定位袁 利用细胞核尧 细胞器 渊如线粒体
等冤特异性荧光染料与 FITC鄄cecropin对比结果袁 进一步阐明天
蚕素抗肿瘤可能潜在的其它作用靶点遥
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