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去甲基蟛蜞菊内酯对香烟烟雾干预NHBE细胞

损伤的保护作用

丁淑敏,宋国强,张 烨,李建鹏,陈湘香,徐德峰

(常州大学 制药与生命科学学院,江苏 常州213164)

摘要:考察 去 甲 基 蟛 蜞 菊 内 酯(Demethylwedelolactone,DWEL)对 肺 支 气 管 上 皮 细 胞(NormalHuman

BronchialEpithelial,NHBE)的保护作用。以香烟烟雾提取物(CigaretteSmokeExtract,CSE)干预 NHBE细

胞为模型,评价DWEL对模型细胞存活率的影响。进一步采用超氧化物歧化酶(SuperoxideDismutase,SOD)

和 丙二醛(Malondialdehyde,MDA)试剂盒评价DWEL对细胞氧化损伤的影响;采用 Westernblot对炎症指

标环氧化酶-2(Cyclooxygenase,COX-2)和细胞间黏附分子-1(IntercellularCellAdhesionMolecule-1,ICAM-

1)进行测定。结果显示,DWEL能显著提高CSE干预的NHBE细胞的存活率(70.1%),提高SOD的活力,下

调 MDA的含量,使COX-2和ICMA-1的表达显著降低,并向正常方向接近。表明DWEL能降低CSE干预

的NHBE损伤。
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ProtectiveEffectofDemethylwedelolactoneonCigaretteSmoke
Extract-InducedCytotoxicityofNHBECells
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Abstract:ThisstudyistoinvestigatetheprotectioneffectofdemethylwedelolactoneonNHBEcells.

TheCSEinducedNHBEcellsmodelwasbuiltuptoevacuatethecellviability.SODandMDAkit

wereusedtoevaluatetheeffectofDWELoncelloxidativedamageandCOX-2andICAM-1were

measuredbyWesternblot.TheresultsshowedthatDWELcouldsignificantlyincreasethesurvival

rateofNHBEcellsinducedbyCSE(70.1%).PretreatmentwithDWELsignificantlyreversedtheac-

tivityofSODandthelevelofMDAtonormallevel.TheproteinexpressionlevelsofCOX-2and
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ICAM-1whichrelatedtoinflammatoryresponsewereremarkablelyreducedbyDWELcomparedwith

10%CSE treatment.Theseresultssuggestedthat DWEL canreduce CSE-inducedinjury on

NHBEcells
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肺癌已成为严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一。近年来,尽管许多新的治疗方法(放射治疗、生物

治疗等)不断引入到肺癌的治疗中,但大多数患者5年存活率并未得到明显改善[1]。因此,对于肺癌采

取预防和治疗相结合的手段已成为降低肺癌发病率和死亡率的一个共识。由于肺癌的发生、发展是一

个长期复杂的过程,多种预防和治疗方式的有效结合将是筛选肺癌防治药物的可行手段。大量研究表

明,CSE中含有多种化学成分,其中有许多是已知的致癌物质或癌症的启动子[2-3]。NHBE细胞长期受

烟雾刺激会导致细胞不规则增生及形态的改变,恶化,甚至引发肺癌[4]。研究表明墨旱莲提取物能有效

缓解香烟提取物对细胞的毒性,提高细胞存活率[5],具有一定肺癌化学预防潜力。然而墨旱莲对CSE
作用下的NHBE细胞保护作用的机制尚不十分明确。

DWEL是墨旱莲的主要有效成分之一,具有抑制乳腺癌细胞的活性[6]。本实验研究了香烟烟雾提

取物对SOD活力,MDA含量和相关炎症蛋白表达的影响,以及DWEL对诱导模型的干预作用,探讨

DWEL对CSE作用下的NHBE细胞的保护作用和机制。为更好的开发和利用墨旱莲提供理论依据,

也为中药抗癌的机制研究提供实验依据。

1 实验部分

1.1 材料与试剂

DWEL和维生素E(VE)购自上海将来实业有限公司(纯度≥99.0%);NHBE(美国,ATCC);

SOD活力测定试剂盒(货号:A001-3)和 MDA含量测定试剂盒(货号:A004-3)均购自南京凯基生物科

技发展有限公司。RPMI1640培养基(南京凯基生物有限公司);南京牌香烟(江苏中烟工业责任有限公

司);胎牛血清(GIBCO);胰酶(GIBCO);细胞裂解液(南京建成生物工程研究所)。兔抗Cox-2多克隆

抗体、ICAM-1多克隆抗体和辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG均购自美国SantaCruz公司。

1.2 主要实验方法

1.2.1 CSE对NHBE细胞生存能力的影响

CSE的制备:于实验前30min内,参照BaqirM[7]等人的方法制备CSE。取南京牌香烟一根(含焦

油11mg,尼古丁1.1mg)去掉过滤嘴,燃烧形成的烟雾通过真空泵溶于10mL无血清空白培养基中,制

成100%的CSE溶液,经0.22μm 无菌微孔滤膜过滤除菌后备用。取上述生长状态良好的NHBE细

胞,调整细胞密度为8×103/mL,制成细胞悬液。取96孔板,每孔加入100μL上述细胞悬液,培养24h
后,每孔分别加入无血清培养基与不同体积的 CSE溶液 ,使CSE的体积分数分别为20%CSE,10%

CSE,5%CSE,2.5%CSE。空白对照组加入100μL无血清培养基,继续培养24h后,去除原培养基,用

100μLPBS清洗后加入含10% MTT的无血清培养基100μL,继续培养4h后,去除培养基,每孔加入

DMSO溶液100μL,震荡10min,置于酶标仪上,于570nm波长处检测吸光度值。NHBE的活力为

细胞活力=
ACSE组

A空白组
×100%

1.2.2 DWEL对CSE干预NHBE细胞生存能力的影响

取96孔细胞培养板,取生长状态良好的NHBE细胞,调整细胞密度为8×103/mL,以每孔100μL
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加入96孔细胞培养板。培养24h后,给药组加入DWEL,使DWEL的终浓度分别为1.25、2.5、5.0、

10、20、40μmol/L,培养2h,然后加入10%CSE,继续培养24h;模型组直接加入10%CSE继续培养

24h;,阴性对照组加入100μL无血清培养基,继续培养24h;选择维生素 E(VE)作为阳性对照药

(40μmol/L)。各组细胞培养24h后,弃去除原培养基。每孔加100μLPBS清洗后加入无血清培养基

90μL及10μL5%MTT,共同孵育4h。弃去培养基,每孔加入DMSO溶液100μL,震荡10min,置酶标

仪上于570nm波长处检测吸光度值。按上述公式计算细胞的存活率。

1.2.3 DWEL对细胞SOD活力及 MDA含量的影响

按1.2.2项下方法制备CSE,NHBE细胞给药。继续培养24h后,将上述细胞去除上清液,每孔加

200μL的细胞裂解液,于4℃条件下裂解30min,冷冻离心机内离心(15000r/min,5min),收集细胞上

清液。测定蛋白浓度,分别按照试剂盒推荐的方法测定细胞中SOD和 MDA的含量。

1.2.4 Westernblot检测DWEL对NHBE细胞相关蛋白表达的影响

另取6孔板,每孔加入2mL细胞密度为8×103/mL的NHBE细胞培养,按1.2.2项下方法制备

CSE,细胞给药。继续培养24h后,将上述各组细胞用胰酶消化后,于冷PBS中洗涤2遍,各加入200μL
冰预冷裂解缓冲液,裂解,离心,将上清分装,存于-70℃备检。Bradford法测蛋白浓度。每孔上样蛋白

量为70μg,并于95~100℃变性5min后冰上冷却上样,进行SDS-PAGE凝胶电泳。电泳条件:浓缩胶

恒压80V约30min,分离胶100V约90min。电泳结束后,取出凝胶,置于转移缓冲液中平衡15min。

湿电转移平放底部电极(阳极),在上面分别放置滤纸、硝酸纤维素膜(NC)、凝胶和滤纸,排除各层

气泡后将上方电极(阴极)放于夹层物上。按恒流200mA通电,转移100min。转膜结束后,NC膜在

5%脱脂奶粉封闭液中封闭(4℃,过夜)。弃去封闭液,分别加入多克隆兔抗Cox-2和ICAM-1多克隆抗

体(1∶2000)摇床摇荡孵育4℃,过夜。磷酸缓冲液(PBST)漂洗滤膜,加入辣根过氧化物酶标记的羊抗

兔IgG抗体(1∶5000),孵育2h,ECL显色,定影,分析。

图1 不同体积分数CSE对NHBE细胞活力的影响

1.2.5 统计学分析

数据用X
-

±s 表示,采用SPSS16.0统计软

件经行方差分析,组间比较采用t检验,P<0.05
为有显著性差异,P<0.01为有极显著性差异。

2 实验结果

2.1 CSE对NHBE细胞活力的影响

体积分数为10%的CSE对NHBE的生长抑

制率达46.2%,与空白组相比具有显著性差异,见

图1(*P<0.05;**P<0.01)。故选择10%的

CSE作为造模体积分数。

2.2 DWEL对CSE损伤NHBE细胞的保护作用

  不同浓度DWEL对CSE干预NHBE细胞的保护作用见图2(##P<0.01与空白组比较;*P<
0.05,**P<0.01,与10%CSE比较)。与空白组相比,10%CSE作用于NHBE细胞能显著抑制细胞生

长,说明CSE对NHBE有杀伤作用。不同浓度DWEL给药后,明显降低10%CSE的细胞毒性,提高

NHBE细胞活力。其中DWEL浓度为2.5,5.0,10,20μmol/L时,与模型组相比,NHBE细胞活力有显
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 图2 去甲基蟛蜞菊内酯对CSE干预NHBE细胞活力的

影响

著提高,提示DWEL能够降低CSE导致的细胞毒

性,对 细 胞 具 有 保 护 作 用。当 给 药 浓 度 达 到

20μmol/L时,DWEL对细胞的保护作用达到最

大,细 胞 活 力 达 到 70.1%。给 药 浓 度 增 加 到

40μmol/L时,细胞活力有所下降,提示高浓度

DWEL可能有一定细胞毒作用。

2.3 DWEL对细胞SOD活力与 MDA水平

的影响

  细胞中SOD的活力和 MDA的含量分别见

图3中(a)和(b)(##P<0.01,与空白对照组比

较;*P<0.05,**P<0.01,与10%CSE组比

较)。由图可知,给药24h后,与对照组相比,10%

CSE组(模型组)细胞中SOD的活力显著下降(CSE组,SOD:0.39±0.02U/mL);而 MDA含量显著

增加(CSE组,6.07±0.14nmol/mL)。说明10%CSE作用于NHBE细胞后对细胞造成氧化损伤。而

细胞给10%CSE同时给DWEL(浓度为2.5,5.0,10,20μmol/L)时,细胞中SOD活力升高,MDA含量

降低,高剂量组尤其明显。说明,在受到烟雾损伤时,DWEL能将NHBE细胞中SOD活力和 MDA水

平向正常水平调节,且呈剂量依赖性。这些结果表明,DWEL在CSE诱导的NHBE细胞氧化损伤中具

有保护作用。

图3 NHBE细胞中SOD活力与 MDA水平

2.4 DWEL对CSE干预的NHBE细胞中COX-2和ICAM-1表达的影响

细胞中COX-2和ICAM-1的表达见图4(a),COX-2和ICAM-1的灰度扫描图分别见图4(b)和图

4(c)。可见,10%CSE作用于NHBE细胞后,细胞中COX-2和ICAM-1的表达发生了显著变化。与对

照组相比,模型组中COX-2的表达增加了2.95倍,ICAM-1的表达增加了4.61倍。两种指标表达的升

高都具有显著意义(##P<0.01),提示10%CSE作用于NHBE细胞后,引起细胞的炎症反应。而细胞

给予10%CSE同时给DWEL(浓度为2.5,5.0,10,20μmol/L)时,NHBE细胞中COX-2和ICAM-1的
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表达均降低。当给药浓度提高到10,20μmol/L时,细胞中COX-2和ICAM-1的表达下降的尤为显著

(**P<0.01)。这些结果表明,DWEL可以减轻CSE造成的NHBE细胞炎症相关的损伤。

图4 NHBE细胞中ICAM-1和COX-2的表达及灰度扫描图

3 讨 论

烟雾(CS)一直被认为是肺癌的发病机制中的最重要的危险因素[8]。主动和被动吸烟都能影响肺

癌的发生和发展[9]。研究表明CS包含超过4000种颗粒和挥发性成分,其中有许多是已知的致癌物质

或肿瘤促进剂的复杂混合物[10-11]。NHBE是吸入的空气和人体肺内组织之间的屏障,对空气中的化学

物质的刺激比较敏感[12]。CS刺激NHBE细胞后,会引起一个涉及细胞形态学和分子修饰多步骤的过

程。随着这种复杂的改变不断发生,细胞出现不规则增生和恶性转化[4]。严重的有可能会导致肺部组

织的病变。因此,香烟诱导NHBE细胞模型被用来作为评价药物抑制CS毒性,保护肺部组织的一个体

外评价模型[13]。

采用CSE干预的 NHBE细胞模型评价了 DWEL对正常支气管上皮细胞的保护作用。发现

DWEL为2.5,5.0,10,20μmol/L时均对细胞具有保护作用,并呈浓度依赖性。初步结果表明DWEL
可能是NHBE细胞损伤的一种有效的保护剂,对肺癌的预防具有积极的作用。

在此基础上对DWEL保护NHBE细胞损伤的机制进行了初步探索,主要从抗氧化方面和抗炎方

面探讨了DWEL的作用机制。大量研究表明,SOD和 MDA是氧化平衡系统的重要因素[14]。SOD是

机体唯一能特异性清除超氧自由基的酶,它能有效的清除活性氧,防止活性氧的生成和蓄积,从而保护

细胞膜免受毒害的作用。MDA是脂质过氧化的降解产物之一,能与蛋白质等结合使其变性,失活。细

胞内 MDA的含量高低间接反应了机体细胞受自由基攻击的严重程度。因而SOD和 MDA的高低多

能间接表明机体抗氧化的能力。在本实验中,10%的CSE作用于NHBE细胞后,SOD的活力与对照组
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相比显著性降低,而 MDA的含量显著增加,说明CSE对细胞的氧化损伤比较严重。而DWEL作用于

细胞后,SOD的活力和 MDA的含量都向正常方向调节,说明DWEL有抗氧化活性,能够保护机体对抗

外界的氧化损伤。

COX在细胞正常生理状态下不表达,而当机体处于病理状态时,COX-2的表达会迅速升高。研究

表明,COX-2还可以刺激血管生成并参与肿瘤生长,侵袭和转移[15]。许多恶性肿瘤包括非小细胞肺癌

都和COX-2的过度表达相关联[16]。ICMA-1主要分布在上皮细胞中,在免疫应答中起重要作用[17]。

正常组织中,ICMA-1基本不表达。过度活化的ICMA-1可以进入血液,干扰 MHC-1类抗原对游离癌

细胞的免疫识别,从而导致癌细胞逃脱监视,容易发生侵袭和转移[18-23]。本实验中10%CSE作用于

NHBE细胞后,无论是COX-2还是ICAM-1都呈现过表达状态。提示COX-2和ICAM-1的过表达可

能是NHBE细胞损伤的早期特征。经DWEL处理的CSE干预的 NHBE细胞中,COX-2和ICAM-1
的表达与模型组相比,均显著下降,提示DWEL具有抗炎作用。

4 结 论

DWEL能显著提高香烟干预的 NHBE细胞的存活率,并呈一定浓度依赖性。在香烟干预的

NHBE细胞模型中,DWEL能将SOD、MDA、COX-2和ICAM-1等水平向正常方向调节,说明其对肺

癌的防治有一定积极的作用。其作用机制可能与氧化应激和抗炎作用相关。
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