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肉桂醛对恶性黑素瘤Ａ３７５细胞增殖和分泌ＶＥＧＦ的影响
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　　［摘要］　目的　研究肉桂醛对体外培养的人恶性黑素瘤细胞株 Ａ３７５增殖和分泌血管内皮细胞生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的影响。方法　 Ａ３７５细胞在体外培养扩增后，在培养基中分别加入１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ肉
桂醛，分别在培养２４、４８、７２ｈＭＴＴ法检测细胞活性。同时收集各个浓度肉桂醛处理不同时相的培养液样本，双抗体夹心
ＥＬＩＳＡ法测定其中ＶＥＧＦ分泌量。结果　 １０μｍｏｌ／Ｌ肉桂醛作用２４ｈ即能抑制Ａ３７５细胞增殖，１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ肉桂醛
间的抑制强度具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。４０μｍｏｌ／Ｌ的肉桂醛作用７２ｈ后细胞增殖抑制率最高，达（８８．９１±４．５）％。
随肉桂醛作用时间延长，Ａ３７５细胞分泌ＶＥＧＦ的量逐渐减少，７２ｈ后各浓度间的抑制作用具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
４０μｍｏｌ／Ｌ肉桂醛作用７２ｈ后Ａ３７５细胞分泌的ＶＥＧＦ含量最低，为９．５５ｐｇ／ｍｌ。结论　 肉桂醛能抑制人黑素瘤细胞增
殖和ＶＥＧＦ的分泌，其抑制强度与药物浓度和作用时间成正比。
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　　恶性黑素瘤（ｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａ，ＭＭ），是一种
高度恶性的肿瘤，是皮肤肿瘤中侵袭性、致死性最强的

疾病，致死率高，严重威胁人类健康。ＭＭ侵袭性生长
是决定其临床预后的关键因素。恶性黑素瘤中含有大

量血管，为肿瘤的生长和侵袭提供营养支持。ＶＥＧＦ
是促血管生成中最重要的一种细胞因子［１］，不仅与肿

瘤血管发生和增殖有关，还与肿瘤转移直接相关，对肿

瘤新生血管形成和侵袭转移有重要的促进作用。肉桂

醛是一种醛类有机化合物，除了作为食品添加剂外，也

具有抗真菌、抗病毒和抗癌等医药效应［２－３］。本研究

初步探讨了肉桂醛对体外培养的人恶性黑素瘤细胞株

Ａ３７５细胞增殖和分泌ＶＥＧＦ的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞和试剂　　Ａ３７５细胞（中国科学院上海细胞库）；
人ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ试剂盒（晶美公司进口分装）；高糖ＤＭＥＭ培养
基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；肉桂醛（Ｓｉｇｍａ公司）；胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司）；ＭＴＴ粉（Ｓｉｇｍａ公司）。
１．１．２　主要仪器　　超净工作台（苏净集团苏州安泰空气技
术有限公司），二氧化碳孵箱 ＴＣ２３２３型（ＳＨＥＬＬＡＢ公司），酶
标仪（ＢｉｏｔｅｋＥＬｘ８００）；细胞计数仪（ＨＫ９７ＣＡＳＹＴＴ）。
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１．１．３　完全培养基　　９０％高糖ＤＭＥＭ培养液，１０％优级胎牛
血清，２ｍｍｏｌ／ＬＬ谷氨酰胺，５０Ｕ／ｍｌ青霉素，５０ｍｇ／ｍｌ链霉素。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养与扩增　　Ａ３７５细胞贴壁生长融合后，在倒
置显微镜观察成多角形铺路石样排列，倒掉培养基，无菌 ＰＢＳ
洗涤３次后，加入０．２５％胰酶室温消化２～５ｍｉｎ，终止消化后
按１∶４～１∶８传代扩增。细胞 －１９６℃冻存备用，冻存液为含
７％ ＤＭＳＯ的完全培养基。
１．２．２　肉桂醛溶液的配制　　在超净工作台上用移液枪吸取
肉桂醛１０μｌ，加入完全培养基稀释至１００ｍｌ，避光振荡５ｍｉｎ，
０．２２μｍ滤膜过滤，４℃保存备用。
１．２．３　ＭＴＴ法测定Ａ３７５细胞增殖　　取对数期生长的Ａ３７５
细胞，倾倒培养基，无菌ＰＢＳ洗涤３次后０．２５％胰酶消化，倒置
显微镜下观察到细胞收缩变圆后终止消化，１２００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清，加入完全培养基重悬，细胞计数仪计数，按４×
１０３个细胞／１００μｌ接种于９６孔板，每孔１００μｌ，置入３７℃，
５％ ＣＯ２孵箱培养。待细胞贴壁后分别加入肉桂醛０、１０、２０、
４０μｍｏｌ／Ｌ（对应配制好的肉桂醛溶液加入量分别为０．０、１２．５、
２５．０、５０．０μｌ）。每组５复孔，置入孵箱继续培养。分别在培养
２４、４８和７２ｈ后每孔加入５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ溶液２０μｌ，继续培养
４ｈ，每孔加入二甲基亚砜 １５０μｌ，避光振荡 １０ｍｉｎ，酶标仪
４９０ｎｍ处测量光密度值［Ｄ（４９０）］。
１．２．４　ＥＬＩＳＡ法测定ＶＥＧＦ含量　　Ａ３７５细胞按１０４／孔接种
于２４孔板，每孔１ｍｌ完全培养基，待细胞贴壁后更换无血清培
养基，继续培养２４ｈ后分别加入肉桂醛０、１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ，每
组５复孔，分别在培养２４、４８和７２ｈ后取培养基入１．５ｍｌ离心
管中，吸取上清液置于新的１．５ｍｌ离心管中，－２０℃保存。酶
标仪测量前解冻上清液样本至室温，按ＥＬＩＳＡ说明书步骤倍比
稀释标准品，含７．８１～２０００ｐｇ／ｍｌ共９个浓度梯度。反应后
４５０ｎｍ处测定光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．３　统计学分析
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１１．０软件进行回归分
析、方差分析等。

２　结果

２．１　肉桂醛对Ａ３７５细胞增殖的作用
　　１０μｍｏｌ／Ｌ肉桂醛作用２４ｈ即对Ａ３７５细胞的增殖产生明
显抑制作用，２０μｍｏｌ／Ｌ和４０μｍｏｌ／Ｌ的肉桂醛抑制强度更大，
各浓度之间以及各浓度与对照组之间的抑制强度均具有统计

学意义（Ｐ＜０．０１）。随肉桂醛作用时间延长，Ａ３７５细胞增殖活
性持续降低，４０μｍｏｌ／Ｌ的肉桂醛作用７２ｈ后细胞增殖抑制率
最高（表１）。

表１　不同浓度肉桂醛作用不同时间对Ａ３７５细胞增殖的
抑制率（％，珋ｘ±ｓ）

浓度（μｍｏｌ／Ｌ） ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
０ ０ ０ ０
１０ ２０．３５±２．３ａ ２７．７６±３．５ａ ３８．５２±５．１ａ

２０ ３６．３１±３．２ａｂ ４５．５０±５．５ａｂ ６３．３０±３．７ａｂ

４０ ６０．１０±４．２ａｂｃ ８１．９８±４．７ａｂｃ ８８．９１±４．５ａｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与０μｍｏｌ／Ｌ比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与１０μｍｏｌ／Ｌ比较；
ｃ：Ｐ＜０．０１，与２０μｍｏｌ／Ｌ比较

２．２　肉桂醛作用后Ａ３７５细胞分泌ＶＥＧＦ的时相变化
　　对照组（肉桂醛０μｍｏｌ／Ｌ）在培养７２ｈ内ＶＥＧＦ分泌量相

对稳定，实验组在培养２４ｈ后，肉桂醛对Ａ３７５细胞分泌ＶＥＧＦ
产生抑制作用，随肉桂醛作用时间延长，Ａ３７５细胞分泌 ＶＥＧＦ
的量逐渐减少，肉桂醛浓度越高，抑制作用越强（图１）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与同浓度组２４ｈ比较
图１　肉桂醛作用下Ａ３７５细胞分泌ＶＥＧＦ的时相变化

２．３　各浓度肉桂醛作用７２ｈ后抑制 Ａ３７５细胞分泌
ＶＥＧＦ比较

　　Ａ３７５细胞与１０、２０和４０μｍｏｌ／Ｌ肉桂醛共培养７２ｈ后，
分泌ＶＥＧＦ的含量均减少（图２），经ＳＰＳＳ１１．０方差分析，各浓
度之间以及各浓度与对照组之间的 ＶＥＧＦ含量均具有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。４０μｍｏｌ／Ｌ肉桂醛作用后 Ａ３７５细胞分泌的
ＶＥＧＦ含量最低。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与０μｍｏｌ／Ｌ比较，ｂ：Ｐ＜０．０１，与１０μｍｏｌ／Ｌ比较，
ｃ：Ｐ＜０．０１，与２０μｍｏｌ／Ｌ比较

图２　不同浓度肉桂醛作用７２ｈ后Ａ３７５细胞分泌ＶＥＧＦ的含量变化

３　讨论

　　黑素瘤是一种高度恶性肿瘤，易转移至全身脏器，
５年存活率低。肿瘤的快速增长需要肿瘤细胞恶性增
殖和充分的血液供应，肿瘤新生血管形成是肿瘤发生、

发展和侵袭转移的必要条件。抗肿瘤新生血管形成已

成为肿瘤治疗中的新热点。

　　ＶＥＧＦ是肿瘤血管发生中重要的细胞因子和主要
的调节因素。ＶＥＧＦ在肿瘤形成中不仅促进血管内皮
细胞增殖和血管形成，而且通过增加血管通透性促使

血浆纤维蛋白原外渗，纤维蛋白沉积，形成肿瘤迁移的

基质。多种肿瘤细胞都可自行分泌 ＶＥＧＦ，恶性黑素
瘤细胞也具有自分泌 ＶＥＧＦ的能力［４］。ＶＥＧＦ高表达
是决定肿瘤细胞高侵袭性特征的因素之一，ＶＥＧＦ在
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不典型增生的色素痣以及恶性黑素瘤中的表达强度明

显高于良性黑素痣［５－６］，垂直侵袭性生长的黑素瘤中

ＶＥＧＦ的表达也明显高于水平扩散的黑素瘤［７］。研究

表明，自行高表达或外界刺激诱发高表达ＶＥＧＦ的黑素
瘤具有更强的侵袭性［８－９］，而抑制ＶＥＧＦ的表达则可以
减少黑素瘤的新生血管生成［１０］，抑制其增殖和侵袭。

　　肉桂醛是肉桂的主要成分，可从肉桂油和桂皮油
中分离而得。自然界中天然存在的肉桂醛和商用合成

的肉桂醛均为反式结构。在医药方面，肉桂醛可以杀

菌、消毒、防腐，也可以抗辐射和抗诱变，抑制肿瘤的发

生。肉桂醛中具有抗癌作用的成分主要是２′羟基氧
肉桂醛和２′苯甲酰氧肉桂醛。本研究观察了肉桂醛
对体外培养的人恶性黑素瘤细胞株 Ａ３７５细胞的作
用，发现极其微量的肉桂醛在２４ｈ内即可大幅度抑制
Ａ３７５细胞的增殖，抑制强度与肉桂醛浓度和作用时间
成正比。机制可能与肉桂醛抑制 Ａ３７５细胞中 ＮＦκＢ
的表达有关。据报道肉桂醛可以抑制多种细胞中

ＮＦκＢ的表达［１１］，ＮＦκＢ活化后其下游基因可刺激细
胞的生长和增殖，抑制其表达则可促进肿瘤细胞包括

Ａ３７５细胞的凋亡［１２－１３］，而活化 ＮＦκＢ的药物则可以
对抗Ａ３７５细胞的凋亡［１４］。

　　同时，微量的肉桂醛也能抑制 Ａ３７５细胞分泌
ＶＥＧＦ，抑制作用随药物浓度增高和作用时间延长而增
强。说明肉桂醛在体外不仅能通过抑制黑素瘤细胞增

殖来减缓肿瘤形成，还能通过降低 ＶＥＧＦ的分泌抑制
肿瘤新生血管形成和侵袭转移。其作用机制尚待进一

步研究，推测也可能与肉桂醛抑制Ａ３７５细胞中ＮＦκＢ
的表达有关。ＮＦκＢ与肿瘤的发生、发展和血管生成
密切相关。ＮＦκＢ活化是促血管生成的关键步骤，ＮＦ
κＢ抑制剂几乎等同于抗血管生成因子［１５］。ＮＦκＢ活
性受抑，可显著下调 ＶＥＧＦ的表达，减少肿瘤血管形
成，限制肿瘤的生长和转移［１６－１７］。所以肉桂醛可能通

过抑制 Ａ３７５细胞 ＮＦκＢ的表达，影响下游传导通路
和基因表达，最终抑制 Ａ３７５细胞增殖和 ＶＥＧＦ的分
泌。其具体机制尚待进一步研究证明。

　　ＶＥＧＦ通过促进新生血管形成加速恶性黑素瘤细
胞的增殖和扩散，因此应用药物抑制 ＶＥＧＦ的分泌有
利于抑制恶性黑素瘤的生长和扩散。肉桂醛是 ＦＤＡ
批准的唯一可用于食品的 α，β非饱和醛类化合物，
安全性高。本研究证明微量的肉桂醛在体外即具有抑

制黑素瘤细胞增殖和分泌 ＶＥＧＦ的能力，使得肉桂醛
有可能成为一种新型的安全的化学抗癌剂，为恶性黑

素瘤的治疗提供了新的实验依据。
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