
研究香兰素衍生物中的 !"溴异香兰素!!"溴"#"羟基"$%甲氧基苯甲醛"&’()*+#对人宫颈癌上皮!,-./$细胞纺锤体结
构%有丝分裂的影响"及杀死癌细胞的相关机制"为开发新的抗癌药物提供理论依据& 研究发现 &’()0+ 对体外培养的人 ,-./ 细
胞具有剂量依赖性致死效应& 通过抗 !"微管蛋白抗体和抗 ""微管蛋白抗体免疫荧光标记和激光共聚焦显微镜观察发现其机制是’
&’()0+ 对细胞纺锤体结构造成破坏"诱发产生大量的多中心体细胞"使细胞阻滞在有丝分裂期& 异常多极纺锤体细胞的百分率与
&’()0+ 呈浓度依赖效应关系& 荧光染料 ,1-23456678+染色观察到多微核或细胞核割裂和染色质凝集现象"也证实 &’()0+ 诱
发 ,-9/ 细胞有丝分裂灾变死亡&同时免疫印迹实验还发现"&’()0+ 可导致细胞周期转录调节因子 :1;<=!:1>?3-/@ A1;$及其下
游靶分子 BC29DE&= 的降解"参与有丝分裂的 :1;<=蛋白失活"这表明 &’()F+ 通过抑制 :1;<= 蛋白的表达是导致细胞纺锤体装
配异常%细胞发生有丝分裂灾变死亡的分子机制之一& 研究结果提示 &’()F+ 诱发 ,-9/ 细胞新的死亡方式"具有被开发为新型抗
癌药物的潜力&
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! 引言
细胞周期是一个复杂而又精确调节的过程!在此过程中

!"#$"!%#& 和纺锤体等检测点机制监控着细胞周期有序进行!
在维持细胞基因组结构稳定性中发挥着重要作用!同时与细
胞死亡机制也有密切联系#
细胞死亡是多细胞生物生命过程中重要的生理或病理

现象! 也是恶性肿瘤治疗的细胞学反应基础! 可分为凋亡
$’()(*)+,+%&坏死 $-./0)+,+%&自吞噬$’1*)(2345%和有丝分裂
灾变死亡$&,*)*,/ /3*3+*0)(2.%!其中有丝分裂灾变死亡是由
于细胞有丝分裂异常或细胞长时间阻滞在有丝分裂期而诱

发的一种死亡形式!常伴随着细胞周期检测点的异常或纺锤
体结构的损伤发生 6"7%8# 细胞周期 !%#& 检测点是监控细胞进
入有丝分裂期的重要关卡!在肿瘤细胞耐药中发挥着重要作
用698# 开发诱导癌细胞多种死亡方式的药物!可以克服单一死
亡方式带来的肿瘤耐药性问题!有丝分裂灾变死亡的揭示为
恶性肿瘤治疗!特别是对传统化疗药物有耐药性的肿瘤的治
疗开辟了新的途径# 已有报道天然植物芳香剂香兰素能抑制
癌细胞增殖&肿瘤侵袭转移!并能抑制 :-’ 修复蛋白 :-’7
;</+的活性6=7>8#但是有效浓度较大!不适合实际应用#?7溴异
香兰素$?7溴7>7羟基7=7甲氧基苯甲醛!@A’-BC%是从一系
列香兰素衍生物中筛选出来的抗癌细胞增殖的新化合物# 先
前已有研究发现该化合物能诱发多种癌细胞系死亡!并诱发
白血病 D10E3*细胞 !%#&期阻滞!阻断 ’E* 信号通路 6?8!诱导肝
细胞肝癌 F.(!% 细胞凋亡和自吞噬 6G8# 本文主要研究

@A’-BC 对人宫颈癌上皮$F.H3%细胞增殖&细胞纺锤体结构
及有丝分裂灾变死亡的影响!以期为该化合物开发为新的抗
肿瘤药物提供更充实的实验依据#

" 材料和方法
"#" 细胞培养

F.H3 细胞由本实验室保存 ! 在含 "BI胎牛血清的
:&J&培养液$!,K/)公司%中!>ILM%孵箱 9G!恒温培养#
"#$ 试剂与材料

!7微管蛋白抗体购自北京中杉公司 $N&B=9C%!"7微管
蛋白抗体购自 ’K/3O 公司 $3K""9"G%!P)Q&" 抗体购自
’K/3O 公 司 $3K"=G>C%!L5/R,S@" 抗 体 购 自 -.)&30E.0+
$&$C?C%!#73/*,S 抗体购自 $3S*3 L01T 公司$+/"?"?%!PUVL 荧
光标记山羊抗小鼠二抗购自北京中杉公司 $NPB9"%%!-L 膜
购自 ;230O3/,3 公司!JLH 显色检测试剂盒购自 $3S*3 L01T 公
司# @A’-BC 由军事医学科学院放射与辐射医学研究所植物
药物化学研究室王林研究员合成!纯度大于 WCI#

"#% 免疫荧光观察细胞纺锤体结构
对数生长期的 F.H3 细胞用 ?B!O)R#H @A’-BC 处理 ="

%=2后收集细胞!依次用 7%B!预冷的甲醇固定&BX"I V0,*)SY
7"BB室温温浴&"I@$’$用 ;@$ 配置%封闭# 加入微管蛋白一
抗$;@$以 "Z "BB 稀释%过夜’漂洗后加入 PUVL标记的荧光二

抗$;@$ 以 "Z%BB 稀释%孵育 "2’漂洗后 >!4#OH 的 :’;U 染液
$以 ;@$ 稀释%染核’漂洗 9 次将玻片倒放在载玻片的树脂滴
上封片# VL$ $;% 激光共聚焦扫描显微镜$德国 H./,3%及时观
察并采集图像#

"#& 免疫印迹检测 ’()*" 及 +,-./01" 蛋白的表达变化
对数生长期的 F.H3 细胞用 =B!O)R#H @A’-BC 作用 ="

%=2 后!分别收集各组细胞提取总蛋白!考马斯亮蓝染色法测
定蛋白浓度# 取 "BB !4总蛋白上样!经十二烷基硫酸钠聚丙
烯酰胺凝胶电泳$$:$7;’!J%后将蛋白转移到硝酸纤维素膜
上!>I脱脂奶粉室温封闭 "2! 与 P)Q&" 抗体 $"Z"BBB% 作用
"2!辣根过氧化物酶标记的二抗室温作用 "2!常规程序显影#
肌动蛋白$$73/*,S%作为蛋白上样量的标定#

$ 结果
$#" 1234!5对 6789 细胞增殖抑制作用
通过克隆形成分析不同浓度 @A’-BC 作用 %=2 后对

F.H3 细胞存活的影响$图 "%# 结果显示!@A’-BC 对 F.H3细
胞有显著的抑制作用!其抑制作用随着药物浓度的增加而加
强!对细胞存活抑制的 UL>B值为 "WXBG!O)R#H#

$#$ 1234!5破坏细胞纺锤体结构
=B !O)R#H @A’-BC作用 F.H3细胞 %=2后!利用抗 %7微

管蛋白抗体进行免疫荧光杂交! 激光共聚焦显微镜观察!发
现有相当比例细胞阻滞在有丝分裂期!并且有相当多的异常
多极纺锤体结构细胞$图 %%#
进一步用 !7微管蛋白抗体标记微管和 "7微管蛋白抗体

标记中心体!通过免疫荧光激光共聚焦显微镜观察和分析异
常纺锤体结构变化# 如图 9 所示!正常培养的对照细胞在有
丝分裂中期形成完整的二极纺锤体结构!将遗传物质均匀分
向两子代细胞! 在有丝分裂末期完成胞质分裂# 而 @A’-BC
作用细胞出现多中心体$多极体%结构!如三极纺锤体和多极
纺锤体等异常仿锤体细胞!中心体碎裂$箭头所指%等异常纺
锤体细胞!导致细胞核 :-’ 的异常分配和分离#

图 " 细胞克隆形成法检测 1234!5 作用 6789
细胞 $&:的存活曲线

’/;# " +7.. <=>?/?9. -=>?7 (@ 6789 -7..< A>79A7B
C/A: 1234!5 @(> $&:

研究论文!3>A/-.7<"

$! 科技导报 $!"!#$5!"!"

C MY K



细胞有丝分裂指数统计结果表明!!"!#$%&’ ()*+", 作
用 -.’/ 细胞 01 即可导致有丝分裂指数升高 ! 并且随着

()*+", 作用时间延长!有丝分裂指数显著增加 "图 0"/#$!
而其中异常多极纺锤体细胞的百分率随着药物浓度的增加

而逐渐增多%图 0"2$$&
与此同时 !还可见 ()*+", 诱发多核细胞的产生 "图

3"/$$!多核细胞发生率与 ()*+", 作用浓度呈正相关 "图

3"2$$& 荧光染料 -$.41567783,染色检测!进一步观察到多微
核或细胞核割裂和染色质凝集现象"图 3"4$$&上述结果表明
()*+",能破坏细胞纺锤体结构! 导致细胞有丝分裂异常和

有丝分裂灾变死亡&

!"# $%&’()抑制细胞中 *+,-.蛋白表达
9$:;< 蛋白作为转录调节因子对于 =<&>’=8&; 的细胞周

图 ! /0 !1+234 $%&’0)作用 5647细胞 !/8后 "9微管蛋白抗体免疫荧光法检测结果
*:;" ! "9微管蛋白 7<=:>+?@ :11A<+B2A+C6DE6<= D=7:<:<; +B 5647 E622 =C67=6? F:=8 /0!1+2G4 $%&’0) B+C !/8

H7I "J微管蛋白!"9=A>A2:<" H>K 5+E86D=##!L) HEK -6C;6

图 # 免疫荧光染色检测细胞纺锤体结构
*:;M # NO:<?26 E+<B+C17=:+< 72=6C7=:+<D ?6=6E=6? >@

:11A<+JB2A+C6DE6<= D=7:<:<;
!>" 不同浓度 $%&’0) 作用 !/8 后多中心体细胞发生率

P>K Q<E:?6<E6 +B 1A2=:O+27C DO:<?26 E622D +B 5647 E622D =C67=6? F:=8
?:BB6C6<= E+<E6<=C7=:+<D +B $%&’0) B+C !/8

图 / $%&’0)诱发 5647细胞有丝分裂期阻滞及纺锤体损伤
*:;M / Q<?AE=:+< +B 1:=+=:E 7CC6D= 7<? DO:<?26

?717;6 >@ $%&’0)
注! 与未处理对照比较!? !@"A"3" B !@"A"<

+$6.5C *5 4$#D/E.F GH61 61. IJ6E./6.F 4$J6E$% 4.%%5K L !@"M"3N O !@"M"<M

!7" R(!1+2 $%&’()作用不同时间的有丝分裂细胞百分率
H7K -:=+=:E :<?6, +B 5647 E622D F:=8 R(!1+2 $%&’()

=C67=16<= B+C ?:BB6C6<= =:16 O6C:+?D
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!"# $%&"’()**+,-荧光染色显示 ./012- 诱发 $&34 细胞有丝分裂灾
变死亡!多微核或核割裂"

!"5 ./012-6789:"&9 ;7)%)7" "4)4()<%=’& %> $&34 "&??(

9&;%8()<4)&9 4( ;:?)7=?& ;7"<%8:"?&7 @;:?)78:"?&4)&9 AB
$%&"’()**+,- >?:%<&("&8) ()47878C

图 , ./012- 诱发多核细胞和有丝分裂灾变死亡
D7CE , F89:")7%8 %> ;:?)78:"?&4)&9 "&??( 789:"&9 AB ./012-
注! 与未处理对照比较!! !"#$%&" ’ !"%$%(
)*+,-. /- 0*1234,5 67+8 +8, 9:+4,3+,5 0*:+4*; 0,;;-< ! !"%$%&< ’ !"%$%($

期转换十分重要!并且调节纺锤体的装配" 免疫印迹检测 =%
!1*;>? @A/)%B 作用后 C,?3细胞中 D*EF(的表达! 发现细
胞中 D*EF( 蛋白的表达水平降低 #图 G $3%%& HI0;7: @( 是
D*EF( 的下游调节靶分子! 免疫印迹结果也显示 =% !1*;>?
@A/)%B 作用后! 细胞中 HI0;7: @( 蛋白表达水平明显降低
$图 G$J%%&

* 讨论
本研究表明!@A/)%B 对 C,?3细胞增殖产生明显的抑制

作用!抑制率与 @A/)%B 剂量呈依赖效应关系& 诱发癌细胞
有丝分裂灾变死亡是近年来倍受关注的新的抗癌药物研制

的策略!这种细胞死亡的典型特征是’有丝分裂异常!细胞体
积变大(中心体异常复制导致细胞出现多中心体或多极纺锤
体(出现多核细胞或核割裂现象等 KBLMN& 研究发现!@A/)%B破
坏细胞纺锤体结构!细胞由于阻滞在有丝分裂中期!导致出
现多中心体细胞和体积增大的多核细胞) 多微核细胞等现
象!并且 @A/)%B 诱发细胞有丝分裂指数显著升高& 从一系
列有丝分裂灾变死亡的特征来看!长时间的细胞周期阻滞会
导致有丝分裂灾变死亡 K(%N!遗传物质异常分配形成多核后!也
能启动有丝分裂灾变死亡通路 KML(%N& 因此!研究证实 @A/)%B
可以诱发细胞有丝分裂灾变死亡&

D*EF( 蛋白作为转录调节因子可以调节纺锤体的装配!

维持染色体数目的稳定和有丝分裂期姐妹染色体的正确分

离 K((L(ON& D*EF( 蛋白表达抑制的细胞表现出 P)/断裂增加)
QO>F 期转换受阻!出现染色体错误排列)胞质分裂异常等现
象!产生多倍体和亚倍体细胞K(RL(&N& 本研究发现 @A/)%B 可以
抑制细胞中 D*EF( 蛋白的表达 ! 表明 @A/)%B 通过抑制
D*EF(蛋白的表达是导致细胞纺锤体装配异常) 细胞发生有
丝分裂灾变死亡的分子机制之一& HI0;7:@(是受 D*EF(直接
调节的靶分子! 细胞在 QO>F期转换时需要 HI0;7:@(>H5S(复
合物的激活!持续到有丝分裂的早期和中期!而细胞进入后
期需要 HI0;7:@>H5S(复合物活力突然降低 K(GN& 本研究发现!

@A/)%B作用后细胞中 HI0;7:@(蛋白的表达也下降! 而通过
免疫荧光检测到大部分细胞阻滞在有丝分裂期!表明细胞并
没有进入有丝分裂后期!而是由于长时间细胞周期阻滞发生
有丝分裂灾变死亡&

!4" ./012- 诱发的多核细胞
!45 G:?)78:"?&4)&9 "&??( 789:"&9 AB ./012-

!A" 不同浓度 ./012-作用 +H ’后多核细胞发生率

!A5 I’& 78"79&8"& %> ;:?)7=?& 8:"?&7 "&??( %> $&34 "&??(
)<&4)&9 J7)’ 97>>&<&8) "%8"&8)<4)7%8( %> ./012- >%< +H’

!A" 免疫印迹杂交检测 KB"?78 .L 蛋白表达
!A5 MN=<&((7%8 %> KB"?78 .L 9&)&")&9 AB O&()&<8

A?%))78C 484?B(7(

图 P H2!;%?@3 ./012-作用 $&34细胞中 D%NGL 与
KB"?78 .L蛋白表达分析

D7CE P 084?B(&( %> D%NGL 489 KB"?78.L =<%)&78(
&N=<&((7%8 78 $&34 "&??( )<&4)&9

J7)’ H2!;%?@3 ./012-

!4" 免疫印迹杂交检测 D%NGL 蛋白表达
Q45 MN=<&((7%8 %> D%NGL 9&)&")&9 AB O&()&<8 A?%))78C 484?B(7(
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! 结论
本研究证实 !"#$%&可以抑制 ’()* 细胞增殖! 破坏细

胞纺锤体结构!诱发 ’()* 细胞有丝分裂灾变死亡"并且发生
有丝分裂灾变死亡机制与抑制细胞中 +,-./ 蛋白表达有关#
01溴异香兰素诱发新的细胞死亡方式"对研究癌细胞的耐药
性问题及抗肿瘤药物的开发具有参考价值$
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