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【摘要】 目的 探讨脂氧合酶抑制剂去甲二氢愈创木酸(nordihydroguaiaretie acid，NDGA)对人神

经母细胞瘤SK—N—SH细胞生长的影响。方法采用MTI．比色法、群体倍增时间、HE染色、TUNEL染

色法等观察和检测NDGA对人神经母细胞瘤SK—N—SH细胞增殖与凋亡的影响。结果NDGA(5—100

p。mol／L)可显著抑制SK-N-SH细胞增殖，并诱导其凋亡，其作用呈剂量和时间依赖性。结论脂氧合酶抑

制剂NDGA可于体外抑制人神经母细胞瘤细胞的增殖，并诱导其凋亡。
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【Abstract】Objective To explore the effects of lipoxygenase inhibitior NDGA on proliferation and

apoptosis of human neuroblastoma cellline SK—N—SH．Methods MTr eolorometrie assay，average doubling

time of SK-N—SH，HE staining，TUNEL staining were used to study the proliferation inhibition and apoptotie

induction of SK—N—SH cells by NDGA in vitro．Results Proliferating inhibition rate and apoptotie rate of

SK—N—SH cells were increased with dose and action time by NDGA(5—100 I．Lmol／L)．Conclusions

NDGA can inhibit the proliferation of SK—N—SH ceils and induce the apoptosis．
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去甲二氢愈创木酸(nordihydroguaiaretic acid，

NDGA)能够抑制花生四烯酸通过脂氧合酶途径代

谢，是脂氧合酶强烈抑制剂。近年来的研究发现，

NDGA具有多种生物学功能．以其抗肿瘤作用最引

人关注【I】。NDGA能在体外阻止乳腺癌、肾癌、前列腺

癌、大肠癌及胶质瘤等多种肿瘤的发生叫。本研究通

过体外细胞培养，旨在探讨NDGA对神经母细胞瘤

细胞增殖和凋亡的影响。

材料与方法

一、实验材料

人神经母细胞瘤SK—N—SH细胞购自中科院上

海细胞生物学研究所细胞库．NDGA购自美国

Sigma公司，细胞凋亡原位检测试剂盒(TUNEL染

色法)购自德国Roche公司，二甲基亚砜(DNSO)和

作者单位：安徽医科大学附属安徽省立医院小儿外科(合肥，

230001)，通讯作者；王忠荣E-maihWangzrl950@126．corn
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四偶氮唑盐(MrrI')购自北京索莱宝科技有限公司，

胎牛血清购自杭州四季青生物技术材料公司。培养

基为RPMI 1640(购自Gibco公司)，含10％胎牛血

清、青霉素1×105“／mL、链霉素0．1 g／L。NDGA以

PBS溶解配制成4 mmol／L母液。实验当日以新鲜

培养基RPMI 1640稀释成所需浓度。

二、实验方法

1、细胞培养：人神经母细胞瘤SK—N—SH细胞培

养于含10％胎牛血清及双抗的RPMI 1640的

培养液中，常规置于含5％C0：、37。C温箱中，隔天换

液，3—5 d传代。

2、MrITll比色法：采用MTF比色法检测NDGA

对细胞增殖的影响。设实验组5组，包括对照组及

不同药物浓度的药物组4组(浓度分别为5 ixmol，

L、10 ixmol／L、50 ixmol／L、100 ixmol／L)，每组设4

个复孑L。将SK—N—SH单细胞悬液以104个／ml接种

于4块96孔培养板中。每孔200 ixl。培养24 h．PBS

洗涤，加入不同浓度的NDGA，分别再培养24 h、48

h、72 h后取出，每孔加入20 ixl MTF(5 g／L)溶液。
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继续培养4 h，弃上清，每孔加入200 p．L DMSO．振

荡5 min，以全自动酶标仪在490 Hill波长下检测各

孔吸光度值(OD)，计算抑制率，并以抑制率为纵轴．

以药物浓度为横轴绘制量一效曲线。抑制率=(1一

药物组0D值，对照组OD值)×100％。

3、HE染色观察取对数生长期的SK—N—SH细

胞。以4×107／L接种于置有盖玻片的24孔培养板

中，每孔500斗L。24 h后待细胞完全贴壁，分为对

照组和浓度为5 ILLmol／L、100 Ixmol／L的NDGA

组，每组设3个复孔。继续培养48 h，取出细胞爬

片，用PBS轻洗2次．加80％的冷丙酮4℃固定30

rain，依次经苏木素染色2 min、10 ml／L的盐酸酒精

分化1 s，42℃温水蓝化2，5 rain及伊红染色10 s

后，常规脱水封片，观察结果。

4、TUNEL染色检测细胞凋亡细胞接种及分

组加药方法同HE染色。继续培养48 h、72 h，取出

细胞爬片．按TUNEL染色试剂盒的说明书进行染

色。光镜下观察，细胞核内出现棕褐色沉淀者为阳

性细胞，计数不少于1 000个细胞。并计算凋亡率。

5、统计学处理计量资料以菇±s表示，采用

SPSS 1l，0统计软件进行单因素方差分析(t检验)，

以P<0．05为差异有统计学意义。

结果

一、NDGA对细胞增殖的抑制作用

实验结果显示，NDGA(5—10 Ixmol／L)能明显

抑制SK—NSH细胞增殖．与药物浓度和药物作用时

间有明显依赖关系，其作用呈浓度时间依赖性，见

表1、图1。

表1不同浓度NDGA作用于SK—N_sH细胞不同时段OD值

0 0．639±o．020 0．588±o，060 O．351±o．010

5 0．585士0．030 0．559士0，040 0．321士0．030

10 0．559±o．010 0．490±0．020 0．320±O．030

50 O．437±0．050 0_339士()．040*0．269：t：0．020

100 0．358±0，030△0．269±0．030△0．256±0．0lO

注：}与对照组相比，P<0．05．△与对照组比P<O．Ol

NDGA浓度(t加aol／L)

图1 NDGA对sK—N—S}{细胞生长抑制作用星效曲线

二、细胞群体倍增时间

对照组细胞群体倍增时间为25．71 h。5 Ixmol／L

NDGA组、10／乩mol／L NDGA组细胞群体倍增时间

分别为25．22 h和25．45 h。与对照组比较．差异无

明显统计学意义．表明低浓度的NDGA对SK—N—SH

细胞增殖无明显影响。当NDGA浓度增加到50

umol／L时．其群体倍增时间延长到34．57 h。当

NDGA浓度增加到100肛mol／L后，细胞群体倍增

时间显著延长，达45．19 h，细胞增生周期延长，而

细胞增生速度减慢，表明一定浓度下的NDGA作

用于SK—N—SH细胞，能够抑制SK—N—SH细胞的增

殖。
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三、HE染色观察

以5 p。mol／L、100 tLmol／L的NDGA作用48 h

后，SK—N—SH细胞的数目明显减少．细胞内空泡增

多，细胞聚集成团，体积缩小，可见到胞质及核染色

质浓缩深染的凋亡细胞，见图2—4。

四、细胞凋亡的TUNEL染色检测

以5 txmol／L、100 ttmol／L的NDGA作用48 h、

72 h。可见明显深染棕褐色的SK—N—SH凋亡细胞．其
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凋亡率呈剂量和时间依赖性。见表2、图5～6。

表2 NDGA对不同时段SK—N—SH细胞凋亡率的影响

NDGA浓度 凋亡率(％)

i些竺!!型 兰坠 !塾
O 1．52士0．140 2．17+0．130

5 2．73±0．010 5．62±0．170"

100 6．94士0．180△ 16．0l士0．370△

注：}与对照组相比尸<0．05，A与对照组比P<0．01

图2 5p,mol／L NDGA作片} 图3501xmol／L NDGA作 图4 100斗mol／L NDGA 图5 100斗mol／L NDGA 图6 1001．Lmo／L NDGA

48 h镜下图(×400) 用48 h镜下图(×400) 作用48h镜下图(×400) 作用48 h镜下图(×400) 作用72 h镜下图(×400)

讨 论

近年来研究发现。某些不具有环氧合酶(cox)

选择性的非甾体抗炎药(NSAID)可通过作用于脂氧

合酶(Lipoxygenase，LOX)通路而抑制肿瘤生长。

Hong等同研究认为。LOX抑制剂抑制肿瘤生长的作

用比COX抑制剂更强。研究发现，与其他良性神经

组织相比。神经母细胞瘤含有较高水平的花生四烯

酸．而花生四烯酸的代谢产物可以促进多种肿瘤的

生长和增殖。(NDGA)能够抑制花生四烯酸通过脂

氧合酶途径代谢，是脂氧合酶强烈的抑制剂。

正常细胞在生长过程中．增殖和凋亡处于相对

平衡状态，以维持生命个体的正常发展。肿瘤的发

生和发展不仅与细胞的过度增殖有关。而且与细胞

凋亡减少有关。多数抗肿瘤药物正是通过抑制细胞

增殖或诱导细胞凋亡来发挥作用。从本研究结果来

看，NDGA对SK—N—SH细胞具有以上两方面作用。

本研究采用MTT法。研究结果方差分析显示．

各浓度组之间有显著差异(P<0．05)，且NDGA对

SK—N—SH细胞的生长抑制与药物浓度和时间有明显

依赖关系。在细胞群体倍增时间方面，观察NDGA

作用于体外神经母细胞瘤SK—N—SH细胞，后者增殖

周期延长，细胞增殖速度减慢。表明不同浓度NDGA

均能抑制SK—N—SH细胞增殖，呈剂量和时间依赖

性。HE染色显示．NDGA具有诱导SK—N—SH细胞凋

亡的作用。为进一步加以证实。利用特异性较强的

TUNEL染色法检测SK—N—SH细胞凋亡情况．也为细

胞凋亡提供了有力的证据。

本研究认为，NDGA在神经母细胞瘤的治疗中

有一定的研究和开发价值，具有良好的应用前景。

尽管目前NDGA抑制肿瘤的机制尚不完全清楚。但

相信随着各项实验研究的不断深入和完善，NDGA

有望成为一种新型的抗神经母细胞瘤药物。为神经

母细胞瘤的临床治疗提供一种新的治疗手段。
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1.学位论文 未德成 脂氧合酶抑制剂NDGA对人神经母细胞瘤SK-N-SH细胞增殖和凋亡影响的实验研究 2008
    背景:神经母细胞瘤(neuroblastoma，NB)是儿童最为常见的恶性肿瘤之一，严重危害儿童的身心健康。由于现有的各种治疗方法临床疗效不佳，开

发新的抗肿瘤药物是全球医药工作者所面临的一项重要任务。在最近的几十年里，细胞的诱导分化治疗得到广泛的研究。我们既往研究发现，去甲二氢

愈创木酸(nordihydroguaiaretic acid,NDGA)对胶质瘤的体内外生长具有显著的抑制作用，但其体外抗神经母细胞瘤作用研究较少。

    目的:

    本实验通过脂氧合酶抑制剂去甲二氢愈创木酸作用于体外培养的神经母细胞瘤细胞株SK-N-SH，研究NDGA对神经母细胞瘤细胞的生长抑制作用及其可

能机制，为神经母细胞瘤的防治探索新依据。

    方法:

    神经母细胞瘤细胞株SK-N-SH于体外培养，每日在倒置相差显微镜下观察细胞生长情况。不同浓度NDGA处理细胞，于作用的不同时间收集细胞，采用

MTT比色法、肿瘤细胞计数、集落形成实验探讨NDGA对神经母细胞瘤细胞株SK-N-SH的增殖是否有抑制作用，HE染色、流式细胞术、TUNEL染色技术检测细

胞凋亡和细胞周期分析。

    结果:

    (1)MTT比色法、肿瘤细胞计数等显示NDGA明显抑制体外培养的SK-N-SH细胞的增殖，并随着浓度的增加和时间的延长而增强，以100μmol/lNDGA作用

抑制率最高，达63.6％，各组细胞集落形成率分别为74.8％、23.2％。

    (2)NDGA(5μmol/l、100μmol/l)作用于SK-N-SH细胞72小时后，可观察到细胞凋亡的形态学改变。HE染色见凋亡细胞皱缩，核染色质浓缩深染，胞

质嗜伊红染增强。

    (3)FCM和TUNEL染色一致显示，NDGA(5 μmol/l、100μmol/l)分别作用于SK-N-SH细胞48小时和72小时均可诱导细胞凋亡。但NDGA对细胞周期无明显

影响。

     结论:

     (1)NDGA对体外培养的神经母细胞瘤细胞株SK-N-SH的生长和增殖有抑制作用，呈剂量依赖性和时间依赖性。

     (2)NDGA能够明显诱导体外培养的神经母细胞瘤细胞株SK-N-SH的凋亡，其诱导作用呈剂量依赖性和时间依赖性。
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