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摘要:以牡蛎 ( Saccostrea cucullata)体内分离提取出的牡蛎天然低分子活性多肽 ( BPO-L, B ioactive P ep tides o f O yster in

Peak L )为效应物,观察研究 BPO-L对人肺腺癌细胞形态和超微结构的影响.光镜观察显示经 0. 1 mg /mL BPO-L处理后

的 A 549细胞体积增大,趋于扁平铺展状态,细胞核质比例变小,核仁数量减少. 透射电镜观察显示经 0. 1 m g /mL BPO-L

处理后的 A 549细胞核形态较规则,细胞核内异染色质减少,常染色质增多; 细胞质内线粒体数量增多, 结构较为一致,高

尔基体呈较为典型发达状态,并出现粗面内质网增多和多聚核糖体减少等变化.结果表明, BPO-L能有效改变人肺腺癌

细胞的恶性形态与超微结构特征,对肺癌细胞具有一定的诱导分化作用.
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  海洋生物活性物质抗肿瘤研究是海洋生物活性物
质开发与海洋药物研究的重要方面. 牡蛎不仅是一种

高营养价值的海产品,也是一种很有药用价值的海洋

生物, 其药用价值和保健功能不仅在中医药领域中得

到推崇
[ 1]

, 其研究也一直受到国内外学者的高度重

视.近几年来国内已有研究报道显示牡蛎粗提取物具

有抗肿瘤作用,如对癌细胞的放射增敏、清除氧自由基

以及对动物机体的免疫调节作用等
[ 2~ 5]

. 为了找寻具

有干预细胞信号传导、调控细胞增殖分化功能的肿瘤

低分子抑制物,我们从鲜活牡蛎酸提物中分离提取低

分子活性肽 ( BPO-L, B ioactive Peptides o f Oyster in

Peak L), 以人肺腺癌 A549细胞为实验模型, 研究了

牡蛎低分子活性肽对肿瘤细胞的作用. 本文报道了

BPO-L对人肺腺癌 A549细胞形态和超微结构的影

响.

1 材料与方法

1. 1 细胞培养与牡蛎低分子活性肽处理

牡蛎低分子活性肽的提取及分子量测定 (见本实

验室已发表的论文 )
[ 6 ]

.

人肺腺癌 A549细胞培养在 RPM I-1640培养液

中,细胞接种 24 h后进行 BPO-L处理. 得到的纯化

BPO-L溶解于 D-H ank. s液中配制成 7 m g /mL浓度的

干液,并以培养液配制成 0. 1 m g /m L作用液. 实验组

细胞弃旧培养液换上含有 BPO-L的作用液, 对照组细

胞则换上不含 BPO-L的新鲜培养液,连续培养备用.

1. 2 光学显微镜观察样品制备

将对照组和实验组细胞分别以 5 @ 10
4
细胞 /mL

浓度接种于放有盖玻片条的小青瓶中, 培养 72 h后取

出长有细胞的盖玻片条经 D-H ank. s洗涤, Bou in-H o-l

lande液固定过夜, 常规 H E染色, O lym pus BH-2型光

学显微镜下观察拍照.

1. 3 透射电镜观察样品制备

取对数生长期细胞,以 10 @ 10
4
细胞 /mL的浓度

接种于 50 mL培养瓶中, 接种 24 h后进行加药处理.

对数生长期的对照组细胞和连续培养 10 d的处理组

细胞分别经温 D-H ank. s液洗涤 2~ 3次,用橡皮刮收

集细胞至离心管中, 1 500 r /m in离心 10 m in,弃上清.

细胞沉淀用 2. 5%戊二醛 4 e 预固定 2 h, PBS漂洗 3

次, 1%四氧化锇 4e 固定 2 h, 乙醇系列脱水, 环氧树

脂 823包埋, 醋酸双氧铀和柠檬酸铅双染色后, 于

JEM 100-CXⅡ型透射电镜下观察拍照.

2 实验结果

2. 1 光学显微镜观察

光镜下可见 A549细胞具有人肺腺癌细胞典型的

形态特征.细胞排列不规则,多以大小不同的上皮样细

胞为主,同时呈现较常见癌巨细胞、多核细胞以及多极

分裂相等.细胞核大, 核形不规则,常见畸形核,核内常
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见多个核仁; 细胞质较少, HE染色不均匀, 着色深浅

不一 (图版 I-1) .

而经 0. 1 m g /mL的 BPO-L处理后, A549细胞产

生了一定的形态变化: 细胞体积增大,趋于铺展状态,

多核细胞和癌巨细胞少见.细胞核形状较为圆整,核仁

数量减少, 细胞质比较丰富, H E染色均匀, 呈现出与

正常上皮细胞相似的形态变化 (图版 I-2) .

2. 2 透射电子显微镜观察

透射电子显微镜观察结果显示, A549细胞体积比

较大, 核质比例较大, 细胞核形状不规则,核膜向核内

有不同程度的凹陷, 核仁数量相对较多, 大小不一. 细

胞核内异染色质多,除核内膜与核仁部位,还有一些呈

团块的散在分布 (图版 I-3) . 而经 0. 1 m g /mL BPO-L

处理后的 A549细胞超微结构发生了明显的变化, 核质

比减小,细胞核的形状趋向规则,呈圆形或卵圆形,细胞

核内异染色质明显减少,而常染色质增多 (图版 I-4).

透射电镜观察结果还显示 A549细胞, 其细胞质

内线粒体体积小, 形状不规则 (图版 I-5) .高尔基体较

少见, 体积小,高尔基体囊数目少,排列不规则,极性不

明显, 高尔基体囊腔有明显的膨胀现象, 甚至呈泡状

化,粗糙内质网不发达, 呈散在分布, 细胞质多聚核糖

体较多,游离核糖体较少; 另细胞质含大小、数量不一

的分泌颗粒 (图版 I-7) .

而经 0. 1 m g /mL BPO-L处理后,在细胞质中线粒

体数量明显增多,呈典型的短棒形或椭圆形,可明显看

到嵴的数目略有增加 (图版 I-6) .高尔基体呈典型发

达状态.粗糙型内质网数量明显增多, 长度长, 多聚核

糖体减少而游离核糖体增多, 使细胞质呈电子密度均

匀分布;分泌颗粒明显增多 (图版 I-8).

3 讨  论

肿瘤细胞的形态和超微结构与其相应的正常亲本

细胞存在着较大的差异,一般肿瘤细胞的大小不一致,

具有球形、梭形、上皮样及大型癌巨细胞、多核细胞、多

极分裂相等多种细胞形态;核质比例大, 核畸形, 核仁

增多, 细胞器不发达, 细胞表面绒毛较多,边缘出现大

量的丝状伪足等一系列恶性形态和超微结构表型特

征
[ 7]

.因此,考察和鉴定肿瘤细胞形态与超微结构特

征的变化,历来都是鉴定外源性物质对肿瘤细胞作用

效应的重要判断依据
[ 8]

. 同时细胞形态与超微结构的

恢复性变化又是肿瘤细胞分化的一个重要特征. 诱导

分化后的肿瘤细胞丧失其形态与超微结构恶性特征,

向其同组织来源的正常细胞形态与超微结构转变. 由

于细胞形态与超微结构是其行使细胞功能的基础和表

现,细胞形态与超微结构的改变在一定程度上可反映

细胞相关功能活动状态也发生了变化.因此,诱导分化

处理前后肿瘤细胞形态与超微结构特征的改变是判断

肿瘤细胞是否逆转分化的一个重要指标
[ 8 ~ 10]

.

本研究光镜, 透射电镜的观察结果分别显示:

A549细胞体积较大, 多以大小不同的上皮样细胞为

主,同时呈现较常见癌巨细胞、多核细胞以及多极分裂

相等.细胞核大, 畸形突出,核染色深, 但不均匀. 核内

常见多个核仁,细胞核内异染色质多,除核内膜与核仁

部位,还有一些呈团块的散在分布.核质比例较大, 细

胞核形状不规则,核膜向核内有不同程度的凹陷,核仁

数量相对较多,大小不一. 细胞质内线粒体体积小, 形

状不规则,常可见呈深色负染, 嵴的结构不清晰. 高尔

基体不发达,体积小, 极性不明显.粗糙内质网不发达,

呈散在分布, 细胞质多聚核糖体较多, 游离核糖体较

少.另细胞质含大小、数量不一的分泌颗粒.这些均显

示 A549细胞具有肿瘤细胞的形态与超微结构的典型

恶性表型特征. BPO-L能引起 A549细胞的细胞形态

和超微结构发生如下变化:细胞体积增大,趋于铺展状

态,上皮样细胞增多. 细胞核形状较为规则,核仁数量

和异染色质减少, 细胞质比较丰富, HE染色较为均

匀.高尔基体呈典型发达状态. 粗糙型内质网, 游离核

糖体和分泌颗粒数量明显增多. 这些变化和 A549细

胞形态和超微结构特征有较大的差异而与相应的正常

细胞较为相似. BPO-L的这一作用与前人应用化学诱

导分化物处理肺癌细胞的观察结果是一致的, 如张绍

仪、黄炜、鲍依稀和王虎等人分别应用环六亚甲基双乙

酰胺 (HM BA )、丁酸钠、9-顺维甲酸和榄香烯等处理人

肺癌 A549等细胞, 均报道了诱导分化处理后的肺癌

细胞出现细胞形态规则一致、细胞核形较为圆整、核质

比例减小、核仁缩小、核内异染色质减少,以及细胞器

比较发达等形态和超微结构的显著变化
[ 10~ 13]

. 这些与

本文应用 BPO-L对肺癌细胞作用的变化是一致的. 本

课题组应用具有分化作用的低分子海洋生物活性

肽 ) ) ) 鲎素处理人胃癌 BGC-823细胞, 肝癌 SMM C-

7721和人肺腺癌 SPC-A-1结果发现这些细胞都出现

细胞核质比例减小,细胞核形状较为规则,细胞器较为

典型等变化
[ 9, 14, 15 ]

.这些结果也与本文 BPO-L处理肺

癌细胞后引起的细胞形态结构与超微结构变化相类

似,这表明 BPO-L具有与上述一系列诱导分化物相同

的功能,能有效的改变肺癌细胞的恶性形态和超微结

构特征,使之出现与正常细胞相似的形态和结构变化,

从而对人肺腺癌细胞具有显著的诱导分化作用.

为此,更深入地研究牡蛎低分子活性肽的抗肿瘤作

用机理问题,显然对于牡蛎低分子活性肽在肿瘤防治中

的应用和海洋天然活性物质抗肿瘤研究均有重要意义.
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Effects ofOyster LowMolecularMass Bioactive Peptides on

theMorphology and U ltrastucture ofHuman

Lung Adenocarcinoma A549 Cells

L IANG Y ing, HUANG D a-chuan, SH I Song- lin, L I Q -i fu
*

( L abo ra to ry o f C ell B io lo gy, Scho o l o f L ife Sc ience s, X iam en U n iv ersity, X iam en 361005, C h ina )

Abstract: In th is study, T he BPO-L ( B ioac tive Peptides o f O y ster in P eak L ) , w hich w as ex tracted from o y ster ( Sa cco strea Cucu l-

la ta ), w a s used to trea t the hum an lung adenocarc inom a A 549 ce lls fo r inve stig ating the e ffects o f BPO-L o n the m orpho lo gy and ultra-

structure o f A 549. O ptica lm icro scope observa tion show ed that A 549 ce lls had undergone resto ratio na lm orpho lo g ical changes a fter be ing

treated w ith 0. 1m g /m L BPO-L. The vo lum e o f cells increased, the nuc leo- cy top la sm ic ra tio decrea sed, the num ber and vo lum e o f nuc le-

o us decrea sed. T ran sm ission e lec tron m icro scope o bserv atio n show ed tha,t in the A 549 ce lls w h ich treated w ith 0. 1 m g /mL BPO-L, the

shape o f nuclear becam e regular, heterochrom atin decreased w h ile euchrom atin increased, the num ber o f m itochondrion increa sed and its

structure appeared consisten,t G o lg i com p lex turned to be typ ica ,l endo plasm ic reticu lum increased and po ly r ibo som e decreased. T he se re-

sults show ed tha tBPO-L cou ld change their o r ig ina lm a lignan tm o rpho log ica l and u ltra structure character istic s o f the hum an lung adenocar-

c inom a ce lls effec tive ly and had induc ing d ifferen tiation effec ts on the hum an lung adeno carc inom a ce lls.

Key words: O y ste r; low m o lecula r m a ss bioac tive pep tide s; lung adeno carinom a ce lls; ce ll m o rpho logy; u ltrastucture
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  图版 I BPO-L处理前后 A 549细胞形态与超微结构特征的改变

  P late I C hange o f m o rpho lo g ica l and ultrastructure charac teristic s o f A 549 cell treated w ith B PO-L

1. 光镜观察 A 549细胞 H E染色 ( @ 400); 2. 光镜观察经 0. 1 m g /mL牡蛎低分子活性肽处理的 A 549细胞

HE染色 ( @ 536 ); 3. 透射电镜观察 A 549细胞 ( @ 4 000 ); 4. 透射电镜观察经 0. 1 m g /mL BPO-L处理后

A 549细胞形态 ( @ 4 000); 5. 透射电镜观察 A 549细胞线粒体 (M i) ( @ 80); 6. 透射电镜观察 BPO-L处理组

细胞的线粒体 ( M i)、内质网 ( E r)结构 ( @ 14 000); 7. 透射电镜观察 A 549细胞内质网 ( Er)、分泌颗粒 ( SG )

结构以及多聚核糖体 (↑ )的分布 ( @ 20 000 ); 8. 透射电镜观察 BPO-L处理组细胞线粒体 (M i)、内质网

( Er)、分泌颗粒 ( SG )分布 ( @ 14 000)

N (细胞核 )  N u(核仁 )  M i(线粒体 )  Er(内质网 )  G (高尔基体 )  SG (分泌颗粒 )   →示变化部位


