
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［３］李韶山，朱延彬，刘颂豪．生物超微弱发光研究［Ｊ］．激光生物学
报，１９９８，７（３）：２２３－２２５．

［４］杨海莲，王红梅，于家峰，等．温度胁迫对叶片超弱发光的影响
［Ｊ］．四川师范大学学报，２００８，３１（４）：４６８－４７０．

［５］王维江．生物样品超弱发光图象的探测与分析［Ｊ］．生物物理学
报，１９９７，１３（４）：６７７－６８２．

［６］ＣｈｒｉｓｔｅｎＧ，ＳｔｅｆｆｅｎＲ，ＲｅｎｇｅｒＧ．Ｄｅｌａｙｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｅｍｉｔｔｅｄｆｒｏｍｌｉｇｈｔ
ｈａｒｖｅｓｔｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘａｎｄｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍｏｆｈｉｇｈｅｒｐｌａｎｔｓｉｎｔｈｅ１００ｎｓ～
５ｓｔｉｍｅｄｏｍａｉｎ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔｅｒｓ，２０００，４７（５）：１０３－１０６．

［７］毛伟海 ．磁场对小麦的生物学效应及应用研究进展［Ｊ］．麦类作

物学报，１９９７，１７（１）：５１－５３．

［８］越鹏李，彩凤陈，业　婷，等氮素水平对甜菜功能叶片光合特性

的影响［Ｊ］．核农学报，２０１０，２４（５）：１０８０－１０８５．

［９］徐安起，丁学后，姜 滢．磁场处理种子对作物生长的影响［Ｊ］．山

东大学学报：自然科学版，１９９８，３３（１）：５８－６２．

［１０］依艳丽，张大庚，谢修鸿．磁场处理种子对小麦生物学性状的影

响［Ｊ］．沈阳农业大学学报，２００１，３２（５）：３３３－３３８．

吕　欢，闻　燕，许晓风，等．石刁柏汁对结肠癌细胞株ＳＷ６２０增殖和凋亡的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（８）：４８－５０．

石刁柏汁对结肠癌细胞株 ＳＷ６２０增殖和凋亡的影响
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　　摘要：初步探究石刁柏汁对结肠癌细胞株ＳＷ６２０增殖和凋亡的影响及可能的机制。通过ＭＴＴ法，对试验组与对
照组的生长曲线进行对比，验证了不同浓度石刁柏汁对结肠癌细胞株 ＳＷ６２０增殖的影响；同时对比观察石刁柏汁处
理前后的细胞株ＳＷ６２０的细胞形态，通过Ｂｃｌ－２基因的荧光定量ＰＣＲ来检测石刁柏汁对结肠癌细胞株ＳＷ６２０细胞
凋亡的影响。通过ＭＴＴ法检测不同浓度石刁柏汁对结肠癌细胞株 ＳＷ６２０增殖情况的影响结果表明，石刁柏汁对结
肠癌细胞株ＳＷ６２０的抑制作用为剂量效应相关性，其对结肠癌细胞株ＳＷ６２０的抑制作用随着浓度的增加而增强；通
过绘制对照组和试验组的结肠癌细胞株ＳＷ６２０的生长曲线并进行对比表明，在石刁柏汁刺激下的试验组结肠癌细胞
株ＳＷ６２０的生长受到明显抑制；通过对比观察对照组和试验组结肠癌细胞株ＳＷ６２０的形态可以看出，试验组的细胞
体积变小、细胞变形，出现了凋亡小体等细胞凋亡现象，表明在石刁柏汁刺激下的结肠癌细胞株 ＳＷ６２０发生凋亡；通
过荧光定量ＰＣＲ法检测对照组及石刁柏汁刺激下的试验组中结肠癌细胞株 ＳＷ６２０中凋亡相关的基因 Ｂｃｌ－２表明，
Ｂｃｌ－２基因在试验组中的表达量为其在未受石刁柏汁刺激的对照组中表达量的一半。研究初步说明了不同浓度石刁
柏汁对结肠癌细胞株ＳＷ６２０的生长有抑制作用，并且随着浓度的增加，抑制能力增强，推测其抑制机制可能与细胞凋
亡有关。
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　　石刁柏（ＡｓｐａｒａｇｕｓｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＬ．），俗称芦笋，别名龙须菜，
是百合科天门冬属宿根性多年生草本植物。石刁柏含有大量

抗癌物质，如芸香苷、皂角苷、维生素 Ｅ、天门冬氨酸、叶酸以
及多种甾体皂苷物质和微量元素硒、钼、铬、锰等［１－２］，因此石

刁柏具有较好的抗癌效果，在日本最新公布的２０种抗癌蔬菜
排名中，石刁柏排名第二［３－４］。在我国石刁柏虽然是普遍种

植的蔬菜，但是目前除了将其作为直接食用的食品原料外，尚

有很多价值未被挖掘，因此其市场空间是巨大的。目前对石

刁柏功能作用的研究，尤其是抗癌作用的研究较少，而研究其

抗癌功能及可能的作用机制符合当前人们对天然功能性食品

的追求。本试验以市售石刁柏为材料，通过多种检测手段探

究石刁柏汁对结肠癌细胞株ＳＷ６２０增殖和凋亡的影响，以期
为石刁柏保健功能研究和产品开发提供有价值的数据［５－６］，

从而为石刁柏功能性食品的开发和深加工提供有益参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
石刁柏（市售）；结肠癌细胞株 ＳＷ６２０（购于上海市肿瘤

研究所）；ＤＭＥＭ高糖培养基（Ｇｉｂｃｏ）；胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）；四
甲基偶氮唑盐（ＢＢＩ公司）；反转录ＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ）。
１．２　石刁柏汁的制备

石刁柏汁的制备过程为：（１）取新鲜石刁柏，切块后置于
榨汁机中榨汁；（２）用８层纱布过滤，取过滤液，再用０．２２μｍ
滤膜过膜除菌，得石刁柏原汁，置于４℃冰箱中备用；（３）分
别制备不同浓度梯度的石刁柏汁：Ｇ１，未稀释的；Ｇ２，稀释１０
倍的；Ｇ３，稀释１００倍的、Ｇ４，稀释１０００倍的。
１．３　ＭＴＴ法检测石刁柏汁对结肠癌细胞株 ＳＷ６２０增殖的
影响

将ＳＷ６２０细胞以４×１０３个／ｍＬ的量接种于９６孔板中，
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每孔１００μＬ。试验组分别加入１００μＬＧ１、Ｇ２、Ｇ３、Ｇ４浓度的
石刁柏汁，以１００μＬｐＨ值７．４的ＰＢＳ缓冲液作为空白对照，
每组设３个平行孔。于 ５％ＣＯ２、３７℃ 细胞培养箱中培养
１６ｈ，弃上清液；每孔加入２０μＬ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液，于５％
ＣＯ２、３７℃ 细胞培养箱中继续培养４ｈ，弃上清液；终止培养
后，每孔加 １５０μＬＤＭＳＯ，摇床缓慢振荡１０ｍｉｎ，放置于酶联
免疫检测仪上，于波长５７０ｎｍ处测定吸光度 Ｄ值并计算细
胞抑制率：细胞抑制率 ＝（１－试验组 Ｄ５７０ｎｍ／对照组 Ｄ５７０ｎｍ）
×１００％。
１．４　石刁柏汁刺激后结肠癌细胞株ＳＷ６２０生长曲线的绘制

将ＳＷ６２０细胞以１．６×１０５个／ｍＬ的量接种于２４孔板
中，每孔４００μＬ。设５个加药孔，５个对照孔，次日上午在５
个加药孔中加入８０μＬ石刁柏汁，５个对照孔中加入等量的
ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值７．４）。１２ｈ后，用胰蛋白酶分别对１个加
药孔和１个对照孔中的细胞进行消化，离心后弃上清；加入
２０μＬ细胞培养液，用移液枪吹打均匀；用 ＣｏｕｎｔＳｔａｒ细胞计
数仪计算活细胞的数量。每隔１２ｈ按上述方法计数１次。
以单位细胞数为纵坐标，以时间为横坐标，绘制结肠癌细胞株

ＳＷ６２０的生长曲线图，比较石刁柏汁刺激对结肠癌细胞株
ＳＷ６２０生长曲线的影响。

１．５　细胞的形态学观察
取２组正常生长的细胞，向第１组中加入１．２ｍＬ石刁柏

汁，第２组加入等体积的ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值７．４）。反应２４ｈ
后，置于电子显微镜下观察、拍照并记录结果。

１．６　石刁柏汁刺激后结肠癌细胞株ＳＷ６２０总ＤＮＡ、总 ＲＡＮ
的提取

本研究采用 ＤＮＡ、ＲＮＡ提取试剂盒，从同一个样品中同
时提取该样本的总ＤＮＡ、总ＲＮＡ。
１．７　琼脂糖凝胶电泳

同时提取对照组和试验组细胞株 ＳＷ６２０的基因组，用
１％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．８　反转录ＰＣＲ

用ＴａＫａＲａ公司的反转录ＰＣＲ试剂盒，将提取到的 ＲＮＡ
合成ｃＤＮＡ。在ＰＣＲ仪上按照下述程序进行反转录：３７℃，
１５ｍｉｎ；８５℃，５ｓ；保存温度４℃。扩增完毕后，置于 －２０℃
冰箱中备用。

１．９　荧光定量ＰＣＲ检测Ｂｃｌ－２的相对表达情况
根据ＧｅｎＢａｎｋ登录的Ｂｃｌ－２序列，用 ＤＮＡｓｔａｒ软件设计

引物，由上海捷瑞生物公司合成。内参基因是人类的

β－ａｃｔｉｎ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＡＫ２２５４１４．１），引物序列见表１。

表１　Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ的引物序列

基因 引物 扩增长度 ＧｅｎＢａｎｋ登录号
Ｂｃｌ－２ 上游：５′－ＧＧＡＧＧＡＴＴＧＴＧＧＣＣＴＴＣＴＴＴＧＡＧ－３′；下游：５′－ＴＣＡＣＴＴＧＴＧＧＣＴＣＡＧＡＴＡＧＧＣＡＣ－３′ ２８７ｂｐ Ｍ１３９９４．１
β－ａｃｔｉｎ 上游：５′－ＧＧＡＧＧＡＴＴＧＴＧＧＣＣＴＴＣＴＴＴＧＡＣ－３′；下游：５′－ＴＣＡＣＴＴＧＴＧＧＣＴＣＡＧＡＴＡＧＧＣＡＣ－３′ ２７５ｂｐ ＡＫ２２５４１４．１

　　在荧光定量 ＰＣＲ仪上按照下述程序进行反应：９４℃，
５ｓ；５８℃，３０ｓ；７２℃，２０ｓ；循环３５次。反应结束后，记录
Ｃｔ值。

２　结果与分析

２．１　石刁柏汁抑癌作用的ＭＴＴ检测
通过ＭＴＴ法检测不同浓度石刁柏汁对结肠癌细胞株

ＳＷ６２０的抑制作用，结果见图１。由图１可以看出，石刁柏汁
对结肠癌细胞株ＳＷ６２０的抑制作用具有剂量效应相关性，即
随着石刁柏汁的浓度不断增加，其对结肠癌细胞株ＳＷ６２０的
抑制作用也不断加强。

２．２　石刁柏汁刺激后结肠癌细胞株ＳＷ６２０生长曲线的绘制
在试验组中加入石刁柏原汁，对照组中加入等量 ＰＢＳ缓

冲液（ｐＨ值７．４），每隔１２ｈ用细胞计数仪检测１次活细胞数
量，绘制对照组与试验组的结肠癌细胞株 ＳＷ６２０的生长曲

线，用生物统计软件分析的结果见图２。由图２可以看出，在
一定时间范围内，对照组和试验组的活细胞的数量都随着时

间的增加而增加，对照组在２４ｈ时细胞数量达到最大值，之
后随着时间的增加，活细胞数量反而减少，符合细胞生长规

律。与对照组相比，试验组在任何时间点的细胞浓度均低于

对照组，表明石刁柏汁对结肠癌细胞株ＳＷ６２０的生长有明显
的抑制作用。

２．３　石刁柏汁抑癌作用的形态学观察
为了进一步研究石刁柏汁对结肠癌细胞ＳＷ６２０的影响，

在显微镜下分别观察用石刁柏汁处理２４ｈ和未用石刁柏汁
处理的结肠癌细胞株ＳＷ６２０。由图３可以看出，对照组细胞
贴壁紧密，细胞呈梭形或椭球形。与对照组相比，石刁柏汁刺

激后的结肠癌细胞株ＳＷ６２０发生脱落，体积变小，细胞变形，
出现凋亡小体，部分已经出现裂解现象，说明石刁柏汁对结肠

癌细胞株ＳＷ６２０的生长有明显的抑制作用，并且能促进其
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凋亡。

２．４　荧光定量ＰＣＲ检测Ｂｃｌ－２基因
本试验通过实时荧光定量 ＰＣＲ技术分别检测了石刁柏

汁处理组和对照组的结肠癌细胞株 ＳＷ６２０中凋亡相关基
因———Ｂｃｌ－２的表达情况，结果如图４所示。由图４可以看
出，与对照组相比，Ｂｃｌ－２基因在试验组中的表达量约为其在
对照组中表达量的５０％。Ｂｃｌ－２处于细胞凋亡的共同路径
上，为抑制凋亡基因，是细胞凋亡的关键执行者之一，其表达

量降低说明细胞发生了凋亡。

３　结论

随着当代医药学研究的进展，科学家们发现石刁柏中含

有大量能有效控制癌细胞生长、促进细胞生长正常化的物

质［７］。中医学临床试验证明：石刁柏是新一代防癌肿瘤、治

癌肿瘤的保健药品，也具有提神解暑等药效功用，在国内外享

有很高的声誉。山东省医学科学院药物研究所通过试验证

明，石刁柏提取物对癌肿瘤细胞具有抑制“拓扑异构酶”的活

性、促使癌肿瘤细胞ＤＮＡ双链断裂的作用，但由于明显的剂
量效应相关性，对于“拓扑异构酶”浓度较低的人体正常细胞

则不能发生作用，这就使石刁柏在抗癌抗肿瘤方面具有了科

学家最重视的选择性：既可以直接抑制杀灭癌肿瘤细胞，又对

正常细胞没有毒副作用。美国生化学家卡尔·卢茨以及理查

德·文赛尔经过多年研究证明，用石刁柏治疗淋巴腺癌肿瘤、

膀胱癌肿瘤、肺癌肿瘤和皮肤癌肿瘤有极好的疗效［２，４］。目

前国内外关于石刁柏抗癌作用的研究报道较少，本试验以结

肠癌细胞株ＳＷ６２０为研究对象，初步探讨研究了石刁柏汁对
其增殖和凋亡的影响。

通过细胞形态学观察，发现加入石刁柏汁刺激后，结肠癌

细胞株ＳＷ６２０出现细胞脱落、变形、贴壁性下降等凋亡现
象［８］。通过ＭＴＴ法检测不同浓度的石刁柏汁对结肠癌细胞
株ＳＷ６２０的抑制作用发现，不同浓度的石刁柏汁对结肠癌细
胞株ＳＷ６２０均有抑制作用，并且其抑制作用随着石刁柏汁浓
度的升高而增强。通过对比石刁柏处理组和对照组的结肠癌

细胞株ＳＷ６２０的生长曲线，发现在加入石刁柏汁后，结肠癌
细胞株ＳＷ６２０的生长受到抑制。近年来，有学者认为细胞凋
亡在肿瘤细胞发生和发展过程中起重要的作用，本试验通过

实时荧光定量 ＰＣＲ检测石刁柏汁处理后结肠癌细胞株
ＳＷ６２０中的凋亡抑制基因Ｂｃｌ－２发现，该基因在试验组中的
表达量约为其在对照组中表达量的５０％。Ｂｃｌ－２基因（即 Ｂ
细胞淋巴瘤／白血病－２基因）是一种原癌基因，它具有抑制
凋亡的作用，其表达量降低说明石刁柏汁刺激后的结肠癌细

胞株ＳＷ６２０发生了凋亡。
综上所述，石刁柏汁对结肠癌细胞株ＳＷ６２０的增殖有一

定抑制作用，其作用机制可能与细胞凋亡有关。当今，在日常

生活中人们越来越青睐具有药理作用的天然食物成分，因此

多食用具有抗癌作用的石刁柏对于抑制肿瘤的发生和发展、

保持机体健康等均具有良好的效果。
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