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尖吻蝮蛇毒对人卵巢癌A2780细胞的抑制作用研究
*
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摘要:【目的】研究尖吻蝮(Deinagkistrodonacutus)蛇毒对人卵巢癌A2780细胞(后简称A2780细胞)形态学特征、细胞增

殖活力及粘附能力的影响。【方法】采用倒置荧光显微镜观察在不同质量浓度和时间条件下,尖吻蝮蛇毒对 A2780细胞

形态学特征的影响;采用CCK-8法检测细胞增殖率的变化,使用细胞计数法检测尖吻蝮蛇毒对细胞粘附能力的影响。

【结果】当尖吻蝮蛇毒质量浓度为3.125μg·mL-1时,A2780细胞出现少量皱缩、变圆、凋亡的现象;随着尖吻蝮蛇毒质量

浓度增加,细胞凋亡的现象愈加明显。当用50μg·mL-1的尖吻蝮蛇毒处理 A2780细胞1h后,被处理细胞出现少量皱

缩、变圆现象;12h后,被处理细胞粘连成团,出现大量凋亡现象。在3.125~200μg·mL-1范围内,随着尖吻蝮蛇毒质量

浓度的增加,A2780细胞增殖活力逐渐减弱,且呈明显剂量依赖关系。当用3.125μg·mL-1的尖吻蝮蛇毒处理A2780细

胞时,细胞粘附率降为78.26%;当蛇毒质量浓度为25μg·mL-1时,细胞粘附率降为不足10%。【结论】尖吻蝮蛇毒可明

显影响A2780细胞的形态学特征,抑制该细胞的增殖活力以及粘附能力。
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卵巢癌为高度异质性肿瘤,在妇科恶性肿瘤发生率排名中位居第三(排名前两位的依次为子宫内膜癌和宫

颈癌),致死率则居妇科恶性肿瘤之首[1]。根据统计资料显示,全世界每年诊断出的卵巢癌患者约有239000例,
而死于卵巢癌的患者约有152000人[2]。目前,对卵巢癌的一般治疗方式是手术,而化疗则作为辅助治疗手段。
由于卵巢位于盆腔深部,生理结构及内分泌功能等较为复杂,患者在卵巢病变早期无明显的临床症状,因此给诊

断带来不便,导致大多数卵巢癌患者在确诊时已处于癌症的中晚期[3-4]。当卵巢癌发展为晚期而无法进行手术

治疗时,患者主要靠化疗进行治疗。然而化疗存在一些副作用,如化疗耐药、恶心、呕吐、腹泻、脱发、肝肾功能损

伤等[5]。因此,探究治疗卵巢癌的新方法是当前有关学者的研究重点。近些年来,国内外大量文献报道蛇毒具

有抗肿瘤的作用,如:Ebrahim等人[6]发现里海眼镜蛇(Najanajaoxiana)蛇毒对人乳腺癌细胞 MCF-7、人肝癌

细胞HepG2和人前列腺癌细胞DU145均有抑制作用;Moridikia等人[7]报道伊朗蝰蛇(Viperalatifii)能明显抑

制人肝癌细胞HepG2活性;Gomes等人[8]从印度蝰蛇(Daboiarussellirusselli)分离出的drCT-1组分对人髓系

白血病细胞有抗癌活性;等等。这些研究为卵巢癌的治疗提供了新思路。
尖吻蝮(Deinagkistrodonacutus)又称五步蛇,隶属蝰蛇科(Viperidae)蝮亚科(Crotalinae)尖吻蝮属(Dein-

agkistrodon),广泛分布于中国南方地区[9]。近些年来,国内学者从尖吻蝮蛇毒中分离和鉴定出多种具有抑制和

杀伤癌细胞的组分。段涛等人[10]证实细胞毒素I3H3对人鼻咽癌细胞株 KB、胃癌细胞株BGC和肺癌细胞株

A549均有较强抑制和杀伤作用。吴勇等人[11]纯化出3个小分子多肽即焦谷氨酰赖氨酰色氨酸、焦谷氨酰门冬

酰胺酰色氨酸和焦谷氨酰谷氨酰胺酰色氨,并发现它们对人低分化胃癌细胞BGC-283、乳腺癌细胞 MDA-MB-
231和人肝癌细胞SMMC-7721具有抑制增殖的作用。徐平等人[12]分离出酸性蛋白AAVC-1,证实该组分对人

肺癌A549细胞具有明显抑制作用,并能诱导细胞凋亡。
目前,关于尖吻蝮蛇毒抑制卵巢癌的研究报道还较为匮乏。本研究以人卵巢癌A2780细胞(后简称A2780
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细胞)为研究对象,探究尖吻蝮蛇毒对A2780细胞形态学、增殖活力及粘附能力的影响,以便为从尖吻蝮蛇毒中

分离出有效抑制卵巢癌细胞增殖、转移的组分提供一定的理论依据。

1材料与方法

1.1材料

成年尖吻蝮蛇购自湖南省湘西土家族苗族自治州乌龙山,采用咬皿法制备蛇毒,经冷冻干燥后置于-20℃
低温保存备用。A2780细胞购买于AmericanTypeCultureCollection(Rockville,MD,USA)。

1.2仪器与试剂

本研究所用的主要仪器为:GI54D高压灭菌器(美国ZEALWAY公司)、高温烘烤箱(上海精宏实验设备有

限公司)、超净工作台(上海博讯实业有限公司)、TGL-16B台式离心机(上海迪索仪器有限公司)、MCO-15AC二

氧化碳培养箱(日本SANYO公司)、TH4-200倒置荧光显微镜(日本OLYMPUS公司)、TGL-20高速冷冻离心

机(四川蜀科仪器有限公司)和酶联免疫检测仪(美国Bio-Rad公司)。主要耗材与试剂为:25cm2 细胞培养瓶和

细胞培养板(美国Corning公司)、细胞计数板(上海新睿生物科技有限公司)、Basalmedium/DMEM-H(美国

Genview公司)、CellCountingKit-8(美国Genview公司)、FetalBovineSerum(美国Sigma公司)、青霉素-链霉

素(美国HyClone公司)、PhosphateBufferedSaline(PBS)(美国HyClone公司)和Trypsin0.25%(1×)Solution
(美国HyClone公司)。

1.3方法

1.3.1细胞培养 培养A2780细胞时,培养液选择DMEM培养基加质量分数为10%的FetalBovineSerum和

100U·mL-1的青霉素-链霉素,置于37℃、体积分数为5%的CO2 以及饱和湿度的培养箱中培养。A2780细胞

呈贴壁生长。后续实验中,有关A2780细胞的培养液配方以及培养箱中的理化参数均保持不变。

1.3.2不同质量浓度蛇毒对A2780细胞的形态学影响 采用徐平等人[13]的方法并稍作修改:取对数期生长的

A2780细胞,经胰酶消化成悬液,使细胞密度为2.5×105个·mL-1,接种于24孔板中,置于培养箱中培养;细胞

贴壁后弃上清,用PBS清洗1次,每孔加入900μL培养液,再加入不同质量浓度的蛇毒样品各100μL,使蛇毒的

终质量浓度分别为3.125,6.25,12.5,25,50,100和200μg·mL-1,而空白对照(蛇毒质量浓度为0)加入等量的

PBS,置于培养箱中培养12h,之后拍照记录细胞形态变化。

1.3.3不同蛇毒作用时间对A2780细胞的形态学影响 仍然采用徐平等人[13]的方法并稍作修改,且在加入蛇毒

前的操作步骤同1.3.2部分;然后加入蛇毒100μL使蛇毒的终质量浓度为50μg·mL-1,以未加蛇毒为对照

(即0h),置于培养箱中培养1,6,12h,并在以上时间点拍照记录细胞形态变化。

1.3.4蛇毒对A2780细胞增殖活力的影响 采用CellCountingKit-8(CCK-8)试剂盒检测蛇毒对A2780细胞增

殖能力的影响,根据试剂盒说明书进行如下操作:取对数期生长的A2780细胞,经胰酶消化成悬液,使细胞密度

为2.5×105个·mL-1,接种于96孔板中,置于培养箱中培养,细胞贴壁后弃上清;用PBS清洗1次,每孔加入

90L培养液,再加入不同质量浓度的蛇毒样品各10μL,使蛇毒的终质量浓度分别为3.125,6.25,12.5,25,50,

100和200μg·mL-1,空白对照(蛇毒质量浓度为0)加入等量的PBS,每组6个复孔;再置于培养箱中培养

12h,每孔加入10μLCCK-8,在培养箱中孵育1h;酶联免疫检测仪于450nm波长检测吸光度,采用以下公式进

行细胞增殖活力的计算:

V=A2-A0

A1-A0
×100%。

其中:V 为细胞增殖活力;A0 为有培养基、CCK-8但无培养细胞孔的吸光度;A1 为有培养细胞、CCK-8、PBS孔的

吸光度;A2 为有培养细胞、CCK-8溶液、蛇毒样品孔的吸光度。

1.3.5蛇毒对A2780细胞粘附能力的影响 在李博等人方法[14]基础上稍作修改:取对数期生长的A2780细胞,
经胰酶消化成悬液,使细胞密度为2.5×105个·mL-1,接种于24孔板中,加入100μL不同质量浓度的蛇毒样

品使得蛇毒终质量浓度分别为3.125,6.25,12.5,25,50,100和200μg·mL-1,空白对照(蛇毒质量浓度为0)加
入等量的PBS,轻轻摇匀,置于培养箱中孵育12h;再用PBS清洗两次,于显微镜下拍照,并随机选择3个视野进

行计数(放大倍率为10×20倍),以粘附率来表示A2780细胞的粘附能力:
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R=Q1

Q0
×100%。

其中:R 为粘附率;Q1 和Q0 分别为蛇毒处理后的培养细胞数量和空白对照的培养细胞数量。

1.3.6数据统计 本研究所得数据均用췍x±s表示,采用SPSS18.0软件对细胞增殖活力、粘附率等数据进行单

因素方差分析,当p<0.05时,分析结果具有统计学意义。

2结果与分析

2.1不同质量浓度蛇毒处理后A2780细胞的形态学变化

不同质量浓度的尖吻蝮蛇毒作用于A2780细胞12h后,在倒置荧光显微镜下观察细胞形态。结果显示:空
白对照A2780细胞贴壁良好,轮廓清晰,分布均匀,呈规则形态(图1a);当蛇毒质量浓度为3.125μg·mL-1时,

A2780细胞皱缩、变圆,出现少量凋亡的现象(图1b);随着蛇毒质量浓度的增加,大量A2780细胞皱缩、变圆、黏
连成团,出现明显的凋亡现象(图1c~f)。以上结果说明尖吻蝮蛇毒可诱导A2780细胞凋亡,且两者呈剂量依赖

关系,即:蛇毒剂量越大,细胞凋亡现象越明显。
为探究不同时间条件下尖吻蝮蛇毒对A2780细胞的形态学影响,选用50μg·mL-1的蛇毒作用于A2780

细胞,结果如图2所示:未加蛇毒时,A2780细胞贴壁良好,轮廓清晰,分布均匀,呈规则形态(图2a);当蛇毒处理

A2780细胞1h时,少量被处理细胞出现皱缩、变圆的现象(图2b);当蛇毒处理A2780细胞6h时,大量被处理

细胞皱缩、变圆的现象(图2c);当蛇毒处理A2780细胞12h时,被处理细胞粘连成团并大量出现凋亡现象。以

上结果说明尖吻蝮蛇毒诱导A2780细胞凋亡的时间越长,细胞凋亡现象越明显。

      a 空白对照      b 3.125μg·mL-1蛇毒处理  c 6.25μg·mL-1蛇毒处理  d 12.5μg·mL-1蛇毒处理

   e 25μg·mL-1蛇毒处理    f 50μg·mL-1蛇毒处理   g 100μg·mL-1蛇毒处理   h 200μg·mL-1蛇毒处理

图1 不同质量浓度尖吻蝮蛇毒处理A2780细胞12h后形态学变化

Fig.1 MorphologicalchangesofhumanovariancancercelllineA2780treatedwith
differentmassconcentrationofD.acutusvenomfor12h

a 处理0h          b 处理1h          c 处理6h          d 处理12h

图2 尖吻蝮蛇毒处理A2780细胞不同时间的形态学变化

Fig.2 MorphologicalchangesofthedifferenttimeofhumanovariancancercelllineA2780in
theovariancancerwiththeeffectofD.acutusvenom

731第5期            熊 艳,等:尖吻蝮蛇毒对人卵巢癌A2780细胞的抑制作用研究



2.2蛇毒对A2780细胞体外增殖能力的影响

  注:***表示与空白对照(蛇毒质量浓度为0)相比

数据差异在p<0.0001水平上具有统计学意义,各处理

样本量n=6。

图3 不同质量浓度尖吻蝮蛇毒处理

A2780细胞12h后细胞活力的影响

Fig.3 Effectsofdifferentmassconcentrationof
D.acutusvenomoncellviabilityof

humanovariancancercelllineA2780after12h

不同质量浓度尖吻蝮蛇毒对 A2780细胞增殖能力的影响如

图3所示:当蛇毒质量浓度大于或等于6.25μg·mL-1时,A2780
细胞的增殖活力受到明显的抑制,与空白对照中细胞增值活力相

比差异均具有统计学意义(p<0.0001);而且,蛇毒质量浓度与细

胞增殖活力呈剂量依赖关系,蛇毒质量浓度越大则细胞增殖活力

越低。

2.3蛇毒对A2780细胞体外粘附的影响

图4显示了不同质量浓度尖吻蝮蛇毒处理 A2780细胞12h
后的粘附能力变化。其中:空白对照的细胞贴壁良好,轮廓清晰,
分布均匀,呈规则形态(图4a);随着蛇毒质量浓度的增加,粘附在

壁上的细胞数量越来越少,且细胞形态皱缩、变圆(图4b~h)。根

据表1可知:与空白对照相比,研究所设置的7种不同质量浓度的

蛇毒处理后的细胞粘附率均有统计学意义上的下降(p<0.05);而
且当蛇毒质量浓度高于6.25μg·mL-1时,细胞粘附率锐减;随着

蛇毒质量浓度的升高,细胞粘附作用越来越小。

      a 空白对照      b 3.125μg·mL-1蛇毒处理  c 6.25μg·mL-1蛇毒处理  d 12.5μg·mL-1蛇毒处理

   e 25μg·mL-1蛇毒处理    f 50μg·mL-1蛇毒处理   g 100μg·mL-1蛇毒处理   h 200μg·mL-1蛇毒处理

图4 不同浓度尖吻蝮蛇毒处理A2780细胞12h后细胞粘附能力的影响

Fig.4 EffectofdifferentconcentrationsofD.acutusvenomoncelladhesionofhumanovariancancercelllineA2780after12h

表1 不同质量浓度的尖吻蝮蛇毒对A2780细胞粘附的影响

Tab.1 EffectofdifferentmassconcentrationofD.acutusvenomonadhesionofhumanovariancancercelllineA2780

蛇毒质量浓度/(μg·mL-1) A2780细胞粘附率/% 蛇毒质量浓度/(μg·mL-1) A2780细胞粘附率/%

0  100.00±10.15 25 6.11±0.89***

3.125 78.26±5.99** 50 3.20±0.27***

6.25 36.50±5.48*** 100 1.68±0.58***

12.5  12.38±1.54*** 200 0.72±0.15***

  注:**和***分别表示与空白对照(蛇毒质量浓度为0)相比数据差异在p<0.05和p<0.0001水平上具有统计学意义,各处理

样本量n=3。

3讨论

肿瘤细胞主要特征是无限增殖、侵袭和转移。肿瘤细胞侵袭和转移机制复杂,涉及许多调控因子、细胞因子
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等之间的相互作用———这是导致肿瘤恶性发展的主要原因。细胞之间粘附能力的变化是细胞转移的初始阶段,
并有助于肿瘤细胞从原发部位脱落,侵润周围的组织,启动转移程序[15-16]。本研究中,经尖吻蝮蛇毒处理的

A2780细胞形态发生了明显变化:细胞变小、变圆、皱缩,且蛇毒质量浓度及时间与A2780细胞的形态变化呈剂

量依赖关系。A2780细胞形态的变化可能是由于尖吻蝮蛇毒破坏了细胞结构,从而影响了维持细胞正常形态的

功能[17]。当尖吻蝮蛇毒的质量浓度为25μg·mL-1时,A2780细胞活力低于50%,显示蛇毒对该细胞具有明显

的抑制细胞增殖作用。蛇毒抑制癌细胞增殖主要通过两个途径:一是上调抑癌基因表达与下调促癌基因表达,
二是阻滞细胞周期[18]。但尖吻蝮蛇毒抑制A2780细胞增殖的具体途径还有待进一步的研究。在本研究中,当
尖吻蝮蛇毒质量浓度高于6.25μg·mL-1时,A2780细胞粘附率锐减,其中原因有可能是蛇毒引起受处理细胞

的紧密连接蛋白表达异常,从而导致细胞连接完整性被破坏,继而使细胞之间粘附能力下降[19]。然而,尖吻蝮蛇

毒影响A2780细胞粘附的分子机制也有待进一步探究。
总之,本研究结果显示,尖吻蝮蛇毒能明显影响A2780细胞的形态学结构,抑制A2780细胞的增殖活力及

粘附能力。该结果可为后期从尖吻蝮蛇毒中分离具有抑制卵巢癌增殖、转移的功效组分提供理论依据。
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InhibitoryEffectofDeinagkistrodonacutusVenomon
HumanOvarianCancerCellLineA2780

XIONGYan,LIBo,HEQiyi,YUXiaodong
(ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstance,EngineeringResearchCenterofActiveSubstanceand

Biotechnology(MinistryofEducation),CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]TostudytheeffectsofDeinagkistrodonacutusvenomonmorphology,cellproliferationandadhesionofhuman
ovariancancercellA2780(A2780cells).[Methods]Underthedifferentconcentrationsandtimes,theeffectsofD.acutusvenomon
morphologyofA2780cellswereobservedusinginvertedfluorescencemicroscope.Thecellproliferationactivitywasdetectedby
CCK-8method,andthechangesofthecelladhesionwasdetectedbycellcountingmethod.[Findings]Whentheconcentrationof
D.acutusvenomwas3.125μg·mL-1,ovariancancerA2780cellsappearedasmallnumberofshrinkage,roundness,apoptosis

phenomenon;withtheincreaseoftheconcentrationofD.acutusvenom,thephenomenonofapoptosiswasmoreobvious.When
A2780cellsweretreatedwithD.acutusvenom(50μg·mL-1)for1h,asmallnumberofcellsbecamecrinkledandrounded,and
12hlater,thecellsconglutinatedandshowedalargenumberofapoptoticphenomena.Withintheconcentrationrangingfrom3.125
to200μg·mL-1,theproliferationactivityofA2780cellsdecreasedgraduallywiththeincreaseofD.acutusvenomconcentrationin
adose-dependentmanner.WhenA2780cellsweretreatedwith3.125μg·mL-1D.acutusvenom,theadhesionrateofA2780cells
decreasedto78.26%.Attheconcentrationof25μg·mL-1,thecelladhesionratedecreasedtolessthan10%.[Conclusions]

D.acutusvenomcouldsignificantlyaffectthemorphologicalcharacteristicsofhumanovariancancerA2780cells,andinhibitthe

proliferationandadhesionofthecells.
Keywords:Deinagkistrodonacutus;humanovariancancercelllineA2780;cellproliferation;adhesion
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