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葡萄籽提取物对人鼻咽癌细胞HIF．1a表达的影响
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摘要：目的研究葡萄籽提取物(GSE)对鼻咽癌细胞生长及HIF一1 0【表达的影响。方法用100 gmol／L CoCh处理

鼻咽癌CNE一2Z细胞，建立细胞拟缺氧模型；不同质量浓度GSE干预一定时间后，MTT检测细胞增殖，流式细胞术检

测细胞周期，荧光定量PCR和Westernblot检测HIF一1c【表达。结果GSE抑制低氧环境下CNE一2Z细胞生长，12．5、25

mg／L GSE处理细胞发生GI／S期阻滞，不同质量浓度GSE处理减少CNE一2Z细胞表达HIF一1n蛋白。结论GsE抑制低氧

环境下CNE一2Z细胞HIF—l tt表达。
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Effect of grape seed extract on HIF-la expression of human nasopharyngeal carcinoma cells
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Abstract：Objective To investigate the effect of grape seed extract(GSE)on the growth and HIF—l a expression of

nasopharyngeal carcinoma cells．Methods CNE一2Z cells were treated with 1 00 Ixmol／L CoCl2 to establish the hypoxic eell

model．After adding various concentrations of GSE for different times，the proliferation，cell cycle and HIF—l cL expression of

hypoxic cell model were detected by MTT，flow cytometry,fluorescent quantitative PCR and Western blot，respectively．

Results In the hypoxic CNE-2Z cells，GSE inhibited the growth，12．5 mg／L and 25 mg／L GSE induced the G1／S phase

blockade，and different concentrations of GSE decreased the HIF—l s protein expression．Conclusion GSE can inhibit HIF-l a

expression in hypoxic CNE-2Z cells．
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鼻咽癌(Nasopharyngeal carcinoma，NPC)是我国

南方高发的恶性肿瘤之一，具低分化、高转移的特

点，其位置隐蔽、恶性程度高。目前，NPC治疗主要

以放疗为主。葡萄籽提取物(Grape seed extract，GSE)

是一种生物类黄酮，在抗氧化、清除自由基活性、

促进伤口愈合及组织修复活性及对人类多种肿瘤细

胞(如肺癌、胃癌、乳腺癌、前列腺癌及结肠癌等)均

有明显的生长抑制或凋亡诱导作用ll】，但其对人

NPC细胞的影响国内外目前尚未见文献报道。本研

究以CNE．2Z细胞缺氧模型为研究对象，研究GSE对

NPC细胞生长及HIF．1a表达的影响，为GSE在NPC

治疗中的应用提供依据。
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1材料和方法

1．1 实验材料与仪器

鼻咽癌CNE一2Z细胞来源于广东医科大学生化教

研室；RPMll640培养液、胎牛血清(FBS)购自美国
Gibco公司，0．25％胰蛋白酶液、辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔二抗、RIPA裂解液、5x蛋白上样缓冲

液购自碧云天生物研究所；兔抗人HIF—la和VEGF

抗体为Santa Cmz公司产品；Transgene Biotech反转

录试剂盒及Real Master Mix(SYBR Green)定量PCR
试剂盒购自大连宝生物公司；GSE为MUST公司产

品；COCl2为美国BBI公司产品；二甲基乙砜(DMSO)
及普通化学试剂均购于上海阿拉丁产品；7500实时

定量PCR仪为美[]Applied Biosystems公司产品，多
功能酶标仪为BioTek公司产品，Chemi Doc XRS+凝

胶成像系统为美国BiG．Rad公司产品，FACSCanto lI

流式细胞分析仪为美国BD公司产品。
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1．2细胞培养

CNE．2Z细胞培养于含10％FBS、双抗溶液(100

U／mL青霉素、100 mg／L链霉素)的RPMll640培养

液。待细胞生长密度为80％左右时0．25％胰蛋白酶液

消化传代，并以5×104个／cm2重新接种，隔天换液

1次。

1．3细胞拟缺氧模型建立

选择生长状态良好的细胞经胰酶消化后调整细

胞浓度为1×105个／mL置于6孔板，培养过夜后，不同

浓度GSE处理细胞1 h后加入1 00 pmol／L CoCh分别处

理12、24、72 h获得CNE-2Z细胞拟缺氧模型。

1．4 MTT检测细胞增殖

胰酶消化生长良好的细胞调整细胞浓度为2x 103

个／孑L置于96孔板，培养过夜后，不同质量浓度(0、

10、20、50、100 mg／L)GSE处理，1 h后加入100

pmol／L CoCh，继续培养24、48、72 h后于每孔加人

20 rtl 0．5％MTT，继续培养4 h左右，小心吸出培养

基，加入150此DMSO于摇床上低速振荡10 min充

分溶解孔内结晶于酶标仪检测吸光度值。

1．5流式检测细胞周期

取出细胞经PBS清洗后加入适量胰酶消化细

胞，1 000 r／minN心细胞后弃上清，用PBS清洗一遍

后加人适量75％无水乙醇固定细胞，固定后的细胞

经离心收集后PBS清洗1次，加入适量PI染色工作液

孵育30 min左右，PI孵育完成后即可进行流式检

测。

1．6荧光定量PCR检测HIF．1a mRNA表达

细胞总RNA的提取采用Trizol法。大致方法如

下：各处理组细胞弃去培养液后，加入1 mL Trizol

室温裂解5 min，0．2 mL氯仿，剧烈振摇30 S，静置5

min。40C 12 000 r／min离心15 rain，吸上清液加入等

体积异丙醇，静置10 min，4℃12 000 r／min离心5

min，含75％乙醇DEPC水洗涤沉淀，干燥后DEPC水

溶解RNA。采用Transgene Biotech逆转录试剂盒进

行反转录俱体操作按说明书进行)；采用引物HIF．1a

加，5’一GTTTACTAAAGGACAAGTCACC一3’，HIF-1a

rev 5’-TCCTGTTTGTTGAAGGGAG-3’：GAPDHfo，．

5'-TGGAGTCTACTGGCGTCTT-3’．GAPDH rev 5’·

TGTC ATATTT CTCGTGGTTCA一3’。 按Real Master

Mix(SYBR Green)说明书操作进行实时荧光定量

PcR检测，计算各目标基因相对mRNA表达量。

1．7免疫印迹检坝qHIF．u表达

细胞总蛋白的提取采用RIPA裂解液提取法(具体

操作按说明书进行)，蛋白定量按BCA蛋白定量试剂

盒说明书进行，定量后采用10％SDS—PAGE蛋白电

泳系统进行凝胶电泳，100 V电泳90 min至溴酚蓝指

示剂迁移至底部后，进行电转移，300 mA冰浴电转

90 min。电转结束后，膜使用5％脱脂奶粉封闭30

rain，TBST漂洗3次每次5 min，加入稀释的一抗工

作液fl：1 ooo)，4℃孵育过夜，TBST漂洗3次每次5

min，加入稀释的HRP．羊抗小鼠工作液(1：5 ooo)，室

温孵育1 h，TBST漂洗3次，每次5 min，加入ECL发

光液，置ChemiDoc XRS+成像系统中，检测化学发

光情况。

1．8统计学处理

采用SPSSl9．0软件进行统计学处理。计量资料

用元±s表示，多组间比较采用单因素方差分析及g

检验，检验水准a=0．05。

2结果

2．1 GSE干预后CNE一2Z细胞增殖检测

MTT检No、10、20、50、100 mg／L GSE分别干

预CNE．2Z细胞24、48、72 h后结果见表l。结果显

示在GSE处理的48、72 h，随着GSE质量浓度的增加

吸光度值呈下降趋势，说明GSE抑制CNE一2Z细胞增

殖。

2．2 GSE干预后CNE．2Z细胞周期检测

流式检测GSE干预后CNE一2Z细胞周期结果见表

表1 MTTIs匕色法检测GSE作用对CNE．2Z细胞增殖的影响(g+s，吸光度)

与0 mg／LGSE组比较：8尸<0．01；与10 mg／LGSE组比较：bp<0．05，cp<0．01；与20 mg／LGSE组比较：ep<0．05，fp<o．01；

与50 mg／LGSE组比较：gP<0．05，hp<o．01
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2。12．5、25 mg／L GsE组G1期含量显著高于对照

组，差异有统计学意义(尸<0．05或0．01)。
2．3 GSE干预,詹HIF-la mRNA表达检测

RT-PCR检测不同质量浓度GSE干预CNE．2Z细

胞48 h HIF-Ia mRNA结果见表3。HIF-Ia mRNA表

达量无明显变化，差异无统计学意义(均19>0．05)。

表2 GSE作用48 h后CNE-2Z细胞周期分布 (2+s，％)

组别
Ct

HIF-l a 13-actin
△Ct △△Ct

各组两两比较：ap>0．05

2．4 GSE干预后HIF．0【蛋白表达检测

随着GSE质量浓度的增高，CNE一2Z细胞的HIF．

0【表达水平降低(均P<0．01)，详见表4、图1。

表4 目的基因蛋白水平的相对含量 (i±J)

各组两两比较：ap<0．01

A B C D E

HIF—c【

GAPDH

A．常氧对照组；B．50 mg／L GSE组；C．25 mg／L GSE±rt

D．12．5 mg／L GSE．女3_；E．缺氧对照组(O mg／L GSE)

图l Western Blot检测HIF．c【表达

3讨论

尽管近30年来随着基础医学与临床医学的发

展，鼻咽癌的诊断和治疗水平有了很大的提高，但

鼻咽癌治疗效果远未达到令人满意的程度。鼻咽癌

是实体瘤的一种，与其它实体肿瘤一样存在着缺氧

现象，Sung等【2荆用基因芯片技术测定鼻咽癌细胞
在缺氧和常氧下基因表达谱的变化，结果提示低氧

的条件可以诱导鼻咽癌细胞HIF一1 0【表达增强。Shou

等[3】应用免疫组化技术分析了59例鼻咽癌与20例鼻

咽炎组织中HIF．1et的表达及微血管密度，证实了

HIF—let的表达与鼻咽癌组织中新生血管成正相关，

它在鼻咽癌发生、侵袭及转移中起着重要作用。另

一研究【4】发现在低氧条件下，CNE．2细胞HIF．1 c【

mRNA水平稳定，蛋白表达明显升高。siRNA转染

鼻咽癌细胞系CNE一2后显著下调了HIF．10谨因的表

达，同时也明显抑制了VEGF基因的表达。提示

HIF—let的RNA干扰有可能在抗肿瘤血管生成的基因

治疗中发挥重要作用，为鼻咽癌的治疗提供了新的

靶点和思路。

GSE是一种生物类黄酮，其中含有80％～85％

的原花青素，原花青素(Proanthocyanidins)简称Pc或

GSPE(Grape seed proanthocyanidins extract)，是植物
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王国中广泛存在的一大类多酚化合物的总称。对

GSE的药理研究[1l集中在以下几个方面：抗氧化、

清除自由基活性、心血管保护作用、细胞保护作

用，促进伤口愈合及组织修复活性，体内外抗肿瘤

作用的研究也有很多报道。Agarwal等15】发现GSPE

对前列腺癌细胞DUl45细胞有明显的生长抑制或凋

亡诱导作用。Tyagi等[6’7】发现GSE对人非小细胞肺癌

细胞(H460和H322)活性氧及凋亡诱导，且可靶向

NF．KB，Stat3和APl转录因子诱导人前列腺癌细胞

(PCa细胞)凋亡。Shrotriya等18】发现GSE诱导人头颈部

鳞状细胞癌(Detroit 562和FaDu_±$胞)G2／M期阻滞及

凋亡。Kaur等【9]发现GSEi秀导人结肠癌细胞(HT29细

胞)G1期阻滞。Raina等f加悛现GSE诱导人膀胱癌细
胞(T24和HTB9细胞)氧化应激。本研究我们发现

GSE抑制鼻咽癌CNE一2Z细胞生长，12，5 mg／L和25

mg／L GSE干预的细胞均能明显发生G1／S期阻滞，不

同质量浓度GSE干预抑制鼻咽癌细胞HIF．1ctmRNA

水平的表达无明显的影n向；而在蛋白水平，原花青

素可明显抑$!JHIF一1Ⅱ蛋白的表达，并且这种抑制作

用表现出一定剂量依赖性。本研究结果有助于为研

制针对鼻咽癌的有效、价廉、低毒的西药奠定实验

基础，并为探讨鼻咽癌的靶向治疗提供新的理论依

据。
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