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膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤[1]，其治疗以卡介苗

膀胱腔内灌注最有效，但副作用太大[2]，因此，开发其他治疗方法

如调节基因蛋白等，显得尤为重要。调节细胞周期 G0/G1～S 期

的异常分布在肿瘤的发生发展中起着重要作用。原癌基因

Cyclin D1适度适时的表达是细胞周期正常运行的前提，Cy-

clin D1蛋白过度表达可能是膀胱癌变的早期事件[3]，其促进细

胞无限制地通过 G1期向 S期转变，细胞失控性增殖，使发生突

变的基因组 DNA 得不到修复，突变的积累导致细胞向恶性

转化。

二氢杨梅素（3，5，7，3，4′，5′-六羟基-2，3-双氢黄酮

醇）又名蛇葡萄素（Ampelopsin，AMP），是一种重要的天然黄

酮类单体化合物，毒性低而来源广泛。AMP 钠（AMP-Na）是

兰州大学基础医学院药理教研室为了提高AMP的溶解性及稳

定性，而制备的高水溶性钠盐[4]。

AMP 可抑制小鼠体内黑色素瘤 B16细胞生长[5]；体外试

验结果也证实，AMP 对人肝癌 HepG2 细胞、人肺腺癌

GLC-82、SPC-A-1细胞、人膀胱癌 T24 细胞的增殖均具有明显

的抑制作用[6-8]。兰州大学基础医学院药理教研室体内实验研

究发现，AMP-Na iv给予小鼠后，在肝、肾、肺、胰腺、膀胱及前

列腺组织中分布较多，且膀胱前列腺组织中药物浓度远高于

药物有效浓度且未出现病理改变，提示 AMP-Na 对治疗膀胱

癌具有重要的临床意义。现笔者将AMP-Na作用于人膀胱癌

EJ 细胞，以期得到相应的AMP-Na体外试验数据。

1 材料
1.1 仪器

CO2培养箱、ELX800 型酶联免疫检测仪（美国 Bio-Tek 公
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摘 要 目的：研究蛇葡萄素钠（AMP-Na）对人膀胱癌 EJ 细胞增殖的抑制作用。方法：体外传代培养 EJ 细胞。以 25、33、43.5、

57.4、75.8、100 μg/ml AMP-Na 培养细胞 24、48、72 h 后，采用 MTT 法测定细胞活力并计算抑制率。以 0、43.5、57.4、75.8 μg/ml

AMP-Na与2 μg/ml 顺铂培养细胞24 h后，采用流式细胞仪检测细胞数并计算细胞凋亡率与细胞周期分布。以0、43.5、57.4、75.8

μg/ml AMP-Na与2 μg/ml 顺铂培养细胞24、48 h后，采用实时荧光定量聚合酶链反应（RT-PCR）法测定细胞中Cyclin D1 mRNA的

表达。结果：以25、33、43.5、57.4、75.8、100 μg/ml AMP-Na培养细胞24、48、72 h后对细胞具有明显抑制作用，且呈明显的时间依赖

关系。以 57.4、75.8 μg/ml AMP-Na 培养细胞 24、48 h 后在 G0/G1峰之前出现凋亡峰；以 75.8 μg/ml AMP-Na 培养细胞 24 h 与 43.5、

75.8 μg/ml 培养细胞48 h 后，Cyclin D1 mRNA的表达减弱（P＜0.05）。结论：AMP-Na 能高效抑制EJ 细胞的增殖并促进其凋亡，

其机制可能与诱导细胞凋亡、下调 Cyclin D1 mRNA表达以及使细胞周期阻滞于 G0/G1期有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the inhibitory effects of ampelopsin sodium（AMP-Na）on the proliferation of human blad-

der cancer cell line EJ. METHODS：Cell line EJ was subcultured in vitro. MTT assay was adopted to determine cell viability after

the cells were cultured in 25 μg/ml，33 μg/ml，43.5 μg/ml，57.4 μg/ml，75.8 μg/ml，100 μg/ml AMP-Na for 24 h，48 h and 72 h，

and the inhibition rates were calculated by MTT. After the cells were cultured in 0 μg/ml，43.5 μg/ml，57.4 μg/ml and 75.8 μg/ml

AMP-Na and in 2 μg/ml cisplatin for 24 h，the flow cytometry was applied to determine the cell quantity，and the apoptosis rates

and the percentages of cell-cycle distribution were calculated. After the cells were cultured in the above two kinds of culture solu-

tion at the above-mentioned concentrations for 24 h and 48 h，the real-time quantitative fluorescent polymerase chain reaction

（RT-PCR）technology was used to determine the expression of Cyclin D1 mRNA in the cells. RESULTS：After the cells were cul-

tured in 25 μg/ml，33 μg/ml，43.5 μg/ml，57.4 μg/ml，75.8 μg/ml，100 μg/ml AMP-Na for 24 h，48 h and 72 h，AMP-Na showed

obvious inhibitory effects on the cells. The effects was obviously time-dependent. After the cells were cultured in 57.4 μg/ml，75.8

μg/ml AMP-Na for 24 h and 48 h，apoptotic peak appeared before G0/G1 peak. After the cells were cultured in 75.8 μg/ml AMP-Na

for 24 h and in 43.5 μg/ml，75.8 μg/ml AMP-Na for 48 h，the expression of Cyclin D1 mRNA was decreased（P＜0.05）. CON-

CLUSIONS：AMP-Na can effectively inhibit the proliferation of cell line EJ and accelerate its death by a mechanism that may be re-

lated to the induction of apoptosis，the reduction of expression of Cyclin D1 mRNA and G0/G1 cell cycle arrest.

KEYWORDS Human bladder cancer cell line EJ；Ampelopsin sodium；Flow cytometry；Real-time quantitative fluorescent poly-

merase chain reaction
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司）；Coulter Epics XL 型流式细胞仪（美国 Beckman 公司）；

R-G3000 型聚合酶链反应（PCR）扩增仪（上海凯杰生物技术有

限公司）。

1.2 药品与试剂

AMP-Na 冻干粉末（批号：121031，规格：180 mg/支，纯

度：27.8％）、顺铂（DDP，批号：8030031 DB，规格：10 mg/支）均

购自山东齐鲁制药有限公司；RPMI 1640 培养基（美国 Gibco

公司）；胎牛血清（兰州荣晔生物科技有限责任公司）；MTT（美

国 Fluka 公司）；十二烷基硫酸钠（SDS，美国 Sigma 公司）；

RNA 提取液、RNA 逆转录液、cDNA 扩增液、Cyclin D1 试剂盒

与引物均购自大连宝生物工程有限公司。

1.3 细胞

EJ细胞株购自中国科学院上海细胞生物研究所细胞库。

2 方法
2.1 细胞的培养

从液氮罐中取出冻存的EJ细胞，立即投入37 ℃温水浴中

复苏，使细胞冻存液在 1～2 min 内融化。细胞冻存液清洗后，

加入 RPMI 1640完全培养液重悬细胞沉淀至细胞培养瓶中，

置 37 ℃、5％ CO2培养箱中培养。

2.2 细胞抑制率的测定

取对数生长期的 EJ 细胞，用 RPMI 1640 培养液调整细胞

密度至 1×105 ml－1，接种于 96 孔培养板中，每孔 90 μl，移入培

养箱中培养 24 h 使细胞贴壁。以 25、33、43.5、57.4、75.8、100

μg/ml AMP-Na与 0.25、0.5、1、2、4、8 μg/ml DDP分别培养细胞

24、48、72 h，每孔 10 μl。于试验终止前 4 h 每孔加入 MTT（5

mg/ml）10 μl，在37 ℃继续孵育 4 h，终止培养，每孔加入 10％

SDS 100 μl，37 ℃过夜。次日早晨从培养箱中取出 96 孔培养

板，振荡 10 min，使结晶物充分溶解，于波长 570 nm处测定光

密度以代表细胞活力并计算细胞抑制率。每一质量浓度设

3孔。

2.3 细胞凋亡率与细胞周期百分比的测定

取对数生长期的 EJ 细胞，制备成单细胞悬液，调整细胞

浓度至 1×105 ml－1，每 100 ml 培养瓶加入细胞悬液 9 ml，置培

养箱中 24 h 使其贴壁。以0（阴性对照）、43.5、57.4、75.8 μg/ml

AMP-Na与2 μg/ml DDP（阳性对照）分别培养细胞24、48 h，每

孔 10 μl。每一质量浓度设 3孔。以离心半径 13.5 cm、1 000

r/min 离心 10 min 收集细胞，弃上清，用冷的磷酸盐缓冲液

（PBS，pH 7.4）重复洗 2遍。细胞沉淀中加入 300 μl PBS（pH

7.4），制成细胞悬液。将 0.7 ml 预冷的无水乙醇沿管壁分多次

加入，4 ℃固定 24 h以上，2周内测定。 测定前将细胞沉淀用

冷 PBS 液洗 1遍，弃上清，加入含有核糖核酸酶（RNase，50

mg/L）的碘化丙啶（PI，50 mg/L）溶液 0.5 ml，室温下避光放

置 30 min。用 200 目细胞筛过滤后在流式细胞仪上检测（激

发波长 488 nm，发射波长 600 nm），用计算机自带 Multicycle

（Phoenix Flow System，San Diego，CA，USA）软件分析，计算细

胞凋亡率与细胞周期百分比。

2.4 Cyclin D1 mRNA表达的测定

细胞初步处理与药物作用同“2.3”项下方法。药物分别作

用于细胞 24、48 h 后，Trizol 法提取细胞总 RNA，按照试剂盒

说明书提供的步骤进行。采用相对定量反应循环值（ct）比较

法进行实时荧光定量PCR（RT-PCR）[9]，以在 PCR 扩增反应的

指数期得到扩增反应的 ct值来反映起始模板的量，并计算相对

量。由于β-actin作为管家基因，稳定性好，在任何细胞中表达

峰度都是一致的，故选择 β-actin 作为内参基因。本试验采用

ct值的相对定量法来分析 RT-PCR 结果，通过 PCR 反应得到目

的基因在各给药质量浓度下的 ct值，用内参基因β-actin 对目的

基因的表达量进行均一化处理，采用 2－ΔΔct法[10]进行分析。2－ΔΔct

表示目的基因在药物作用下的表达量相对于没有药物作用

（阴性对照）细胞表达量的倍数。阴性对照作为参照物，ΔΔct＝

0，故20＝1。根据公式，阴性对照目的基因表达量可视为 1，而

给药组对于阴性对照表达量的倍数为 2－ΔΔct。各基因的引物序

列见表1。

表1 各基因的引物序列

Tab 1 Primer sequences of genes

基因名称
Cyclin D1

β-actin

引物类别
上游引物
下游引物
上游引物
下游引物

序列
5′-CACGGCTCACGCTTACCTCA-3′
5′-ACTTGCGCGTCACAGGACAG-3′
5′-GCAAGCAGGAGTATGACGAGT-3′
5′-CTGCGCAAGTTAGGTTTTGTC-3′

引物大小，bp

187

112

2.5 统计学方法

采用 SPSS 13.0软件处理试验数据。各组数据均为计量

资料，以x±s表示，采用 t检验进行分析。P＜0.05为差异有统

计学意义。

3 结果
3.1 细胞抑制率的测定结果

以 25、33、43.5、57.4、75.8、100 μg/ml AMP-Na与 0.25、0.5、

1、2、4、8 μg/ml DDP培养细胞 24、48、72 h后对细胞具有明显

的抑制作用，且呈明显的时间依赖关系。细胞抑制率的测定

结果见表2。

表2 细胞抑制率的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Determination results of cell inhibition rates（ x ±± s，

n＝3）

质量浓度，μg/ml

AMP-Na

25

33

43.5

57.4

75.8

100

DDP

0.25

0.5

1

2

4

8

不同时间点的细胞抑制率，％
24 h

-4.30±3.14

7.52±0.71

22.14±2.86

47.80±1.16

65.39±1.16

77.42±2.22

5.75±0.91

9.87±1.05

30.70±1.34

38.49±0.61

48.17±3.53

65.21±1.80

48 h

5.24±1.65

12.93±3.04

41.13±1.27

80.49±4.91

84.01±1.66

86.29±0.49

7.59±3.79

32.41±3.83

43.53±3.37

55.93±3.22

65.24±2.32

79.69±1.57

72 h

17.50±4.51

38.98±1.27

55.91±1.31

83.07±1.39

86.87±3.11

91.95±0.49

13.36±1.51

28.38±1.55

44.61±1.58

54.77±2.43

76.05±2.40

89.77±0.59

3.2 细胞凋亡率的测定结果

以43.5、57.4、75.8 μg/ml AMP-Na与2 μg/ml DDP培养细胞

24、48 h 后，细胞出现明显凋亡，与阴性对照比较，差异有统计

学意义（P＜0.01或P＜0.05）。细胞凋亡率的测定结果见表3。
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表3 细胞凋亡率的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Determination results of apoptosis rates（x±±s，n＝3）

质量浓度，μg/ml

0（阴性对照）

43.5（AMP-Na）

57.4（AMP-Na）

75.8（AMP-Na）

2（DDP）

不同时间点的细胞凋亡率，％
24 h

2.40±0.98

5.43±1.61＊

6.70±0.78＊＊

9.83±2.31＊＊

6.90±2.40

48 h

1.87±0.38

7.57±1.54＊＊

8.30±1.41＊＊

9.43±1.54＊＊

7.10±1.13＊＊

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. negative contral，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.3 细胞周期分布的测定结果

培养细胞 24、48 h 后，57.4、75.8 μg/ml AMP-Na与2 μg/ml

DDP可使细胞阻滞于G1期，即在G0/G1峰之前出现凋亡峰；与

阴性对照比较，G0/G1比例升高，差异有统计学意义（P＜0.01或

P＜0.05），且随质量浓度的增加，阻滞作用逐渐增强。75.8 μg/ml

AMP-Na可同时减少 S 期细胞数，与阴性对照比较，差异有统

计学意义（P＜0.01）。43.5（24 h）、57.4（48 h）μg/ml AMP-Na

与2 μg/ml DDP可减少 G2期细胞数，与阴性对照比较，差异有

统计学意义（P＜0.05）。各周期细胞百分比在 48 h 时变化幅

度较24 h时更为明显。细胞周期分布的测定结果（作用24、48

h）见表4、表5。

表4 作用24 h时细胞周期分布的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 4 Determination results of cell-cycle distribution after

24 h culture（x±±s，n＝3）

质量浓度，μg/ml

0（阴性对照）

43.5（AMP-Na）

57.4（AMP-Na）

75.8（AMP-Na）

2（DDP）

各周期细胞百分比，％
G0/G1

41.87±1.43

45.37±6.27

52.13±2.45＊＊

62.37±1.31＊＊

48.90±3.39＊

S

45.33±7.70

44.73±8.56

41.47±4.40

30.97±2.33＊＊

51.10±3.39

G2

14.77±1.23

5.10±1.48＊

6.37±2.86

6.67±2.72

0±0.00＊

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. negative contral，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

表5 作用48 h时细胞周期分布的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 5 Determination results of percentages of cell-cycle dis-

tribution after 48 h culture（x±±s，n＝3）

质量浓度，μg/ml

0（阴性对照）

43.5（AMP-Na）

57.4（AMP-Na）

75.8（AMP-Na）

2（DDP）

各周期细胞百分比，％
G0/G1

42.63±4.57

43.57±4.56

62.83±1.65＊＊

71.53±4.02＊＊

98.7±0.85＊＊

S

43.87±7.54

50.90±3.29

35.87±2.90

19.00±5.09＊＊

1.30±0.85＊＊

G2

14.90±1.88

7.57±2.68

4.30±1.41＊

9.43±1.39

0±0.00＊

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. negative contral，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.4 Cyclin D1 mRNA表达的测定结果

培养细胞24 h后，与阴性对照比较，75.8 μg/ml AMP-Na与

2 μg/ml DDP 可使 Cyclin D1 mRNA 表达减弱，差异有统计学

意义（P＜0.05）。培养细胞48 h后，与阴性对照比较，43.5、75.8

μg/ml AMP-Na可使Cyclin D1 mRNA表达减弱，差异有统计学

意义（P＜0.05）。Cyclin D1 mRNA表达的测定结果见表6。

4 讨论

表6 Cyclin D1 mRNA表达的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 6 Determination results of expression of cyclin D1

mRNA（x±±s，n＝3）

质量浓度，μg/ml

0（阴性对照）

43.5（AMP-Na）

57.4（AMP-Na）

75.8（AMP-Na）

2（DDP）

不同时间点Cyclin D1 mRNA相对表达量（2-△△ct）

24 h

1

0.96±0.04

0.81±0.08

0.70±0.12＊

0.75±0.05＊

48 h

1

0.70±0.08＊

0.70±0.06

0.66±0.06＊

0.67±0.14

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05

Note：vs. negative contral，＊P＜0.05

AMP-Na能够明显抑制 EJ 细胞增殖，具有较强的细胞毒

活性。本研究结果提示，其作用机制可能有以下几个方面：

（1）诱导细胞凋亡，并具有一定的时间-浓度依赖性；（2）使 Cy-

clin D1 mRNA 的表达减弱，从而抑制 G1期向 S 期的转变，进

而抑制肿瘤细胞的增殖；（3）将细胞周期阻滞于 G1期，减慢其

增殖速度。

笔者选择了EJ细胞进行试验，后期将以AMP-Na作用于

人膀胱癌 5637、BIU-87细胞进行后续研究。AMP-Na对多种

细胞的细胞毒活性及其诱导凋亡的机制，可能还与其他因素

影响有关，如线粒体膜电位的变化、细胞内多基因的调控等，

但其具体机制还需进一步探讨。
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