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　　提　要　目的: 观察去甲二氢愈创木酸 ( NDGA)对人恶性胶质瘤细胞系 SHG-44细胞增殖和分化的影

响。 方法:细胞培养、免疫组化、光镜和电镜观察及流式细胞仪检测。 结果: ①在 200μmol / L浓度范围内 ,

NDGA对 SHG-44细胞有增殖抑制和诱导分化作用 ,且这种作用与浓度呈正相关 ;②在 NDGA处理 96 h

内 , N DGA对 SHG-44细胞的增殖抑制作用以处理后 24 h最明显 ;③ NDGA处理后 , SHG-44细胞增殖受阻

于 G1→ S期。结论: NDGA对 SHG-44细胞有明显的增殖抑制和诱导分化作用 ,且这种作用有周期特异性。

　　关键词　去甲二氢愈创木酸 ( NDGA) ;胶质瘤 ;诱导分化

　　中图法分类号　　 R739. 4

　　去甲二氢愈创木酸 ( No rdihydro guaia retic acid,

N DGA)是从常青灌木 Larrea divaricata中提取的一

种天然成分 ,是脂氧化酶的强抑制剂 ,具有抗氧化作

用 ,国外曾作为食物添加剂使用 ,以防止食物酸败。 近

年来发现 N DGA具有抗肿瘤作用
[1～ 3 ] ,如抑制实验诱

发的大鼠乳腺癌和大肠癌的发生 ,抑制糖皮质激素诱

导的淋巴瘤细胞的增殖等。本研究旨在观察 N DGA对

人脑恶性胶质瘤细胞系 SHG-44细胞增殖和分化

的影响。

1　材料和方法

1. 1　细胞培养
　　人脑恶性胶质瘤细胞系 SHG-44(第 110代 )引自苏州医学

院附属二院脑肿瘤研究室。 细胞用含 10%小牛血清 (杭州四季

青生物材料研究所生产 )的 RPM I-1640培养基 ( Gibco ) ,另添

加适量的 HEPES、抗生素 ( 100 U /ml青霉素和 100μg /ml链霉

素 )和 3%谷氨酰胺 ( 10μl /ml)置 37℃、 5% CO2混合气体的孵

箱中培养 ,细胞换液时间为 1～ 2 d,传代 3～ 5 d,传代前用

0. 25%胰酶消化。

1. 2　 NDGA溶液配制

　　用蒸馏水先配制 0. 01 mo l /L p H7. 2的 PBS液 ,用孔径

0. 22μm微孔滤膜过滤除菌 ,作为对照液。 NDGA( Sigma )液用

上述 PBS液配制 ,浓度为 5 mmo l / L, 37℃水浴并调整 p H值直

至完全溶解为止 (溶液呈浅棕黄色 ) ,过滤除菌 ,备用。

1. 3　光镜观察及免疫组化染色
　　生长旺盛的 S HG-44细胞按 105 /ml密度接种于预先置有

干净消毒盖玻片的 6孔培养板中或直径为 35 mm的培养皿中 ,

5 h细胞贴壁后加入 NDGA液 ,使其终浓度分别为 10、 50、 100、

150和 200μmo l /L ,药物作用后 24 h和 48 h取出盖玻片 ,用

PBS洗涤两次 , 95%乙醇固定 30 min或冷丙酮 4℃固定 10

min,自然晾干 , 4℃保存。临用前用玻璃刀将盖玻片 1分为 9,常

规 HE和免疫组织化学染色 ( SP法 )。 一抗鼠抗人增殖细胞核

抗原 ( Pro lifera ting cell nuclea r antig en, PCNA )、胶质原纤维酸

性蛋白 ( Glial fibrillar y acidic pro tein, GFAP)、波形蛋白 Vi-

mentin单抗购自中山生物技术有限公司 , SP试剂盒购自

ZYM ED公司 ,抗体稀释度 PCN A、 GFAP、 Vimentin为 1∶ 25,

DAB显色。

1. 4　电镜
　　经 NDGA处理后的细胞 PBS冲洗 , 0. 25%胰酶消化 ,离心

后收集细胞沉淀 , 2. 5%戊二醛固定 ,常规电镜包埋、制样、观

察。

1. 5　细胞周期分析
　　细胞按上述密度接种于 24孔培养板中 ,然后加入 NDGA

液 ,使 NDGA终浓度分别为 10、 50、 100、 150和 200μmo l /L ,药

物作用 24 h后取样 (各 3孔 )。 另将上述细胞密度接种的 24孔

培养板分 3组: A组接种时加 NDGA液 ,使其终浓度为 100

μmo l /L, B组接种时加等体积、等 p H的 PBS液 , C组接种时不

加任何液体 ,于药物作用 12、 24、 48、 72和 96 h 后取样 (各 3

孔 )。 方法为:用 0. 25%胰酶消化细胞 ,吹打使其分散成单个细

胞 ,用 PBS离心洗涤两次 ,调节每个样品细胞数为 2× 106 /ml,

用微量移液器通过 350目尼龙网注入 70%冷乙醇中 , 4℃固定。

测定前 ,倒掉酒精 ,用 PBS洗一遍后加入 RN A酶 , 37℃温育 30

min后 ,放入冰浴中终止消化。用碘化丙锭 ( PI)染色 2 h。 FAC-

Starplus型流式细胞仪 ( BECTON DICKINSON公司 )检测。每个

样本随机测定 104个细胞 ,并求出细胞增殖指数。 计算方法为:

增殖指数 (% )= ( S+ G2 /M ) /( G1+ S+ G2 /M )× 100%。

1. 6　细胞计数
　　细胞按上述方法接种于 24孔培养板中 ,经上述 NDGA处

理后取样本各 3孔 ,用 0. 4%台盼蓝排除试验计数活细胞平均
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数 (每孔重复计数 3次取均值 ) ,并求出细胞生长抑制率。 细胞

生长抑制率 (% ) = (对照组活细胞数 - NDGA组活细胞数 ) -

对照组活细胞数× 100%。

1. 7　统计学处理
　　采用本校数理统计教研室的统计程序 ,进行两样本均数比

较的统计学处理。

2　结果

2. 1　形态学观察
　　对照组瘤细胞大部分呈椭圆形或短梭形 ,胞体丰满 ,核分

裂像多见 ,电镜下见核形状不规则 ,有较深的核沟 ,并见核内假

包涵体 ,胞浆中细胞器较少 ,部分细胞见稀疏、短小的胶质细

丝。 NDGA处理组细胞经 NDGA处理后 ,在倒置显微镜下观察

可见细胞透亮性 (折光性 )下降 ,并见颗粒 ,但台盼蓝试验阴性。

HE染色见细胞分裂像减少 ,细胞胞体呈短梭形 ,胞突细而长 ,

电镜下见瘤细胞核异型性降低 ,核仁小 ,胞浆内出现较多的胶

质细丝 ,细胞器较丰富 ,部分有退变。

2. 2　免疫组织化学染色
　　 PCN A阳性呈棕黄色 ,位于胞核。 GFAP、 Vimentin阳性呈

棕黄色 ,位于胞浆。对照组瘤细胞大部分 GFAP呈阴性 ,少数细

胞呈弱阳性 ,见图 1;几乎所有瘤细胞均呈 Vimentin强阳性 ,

PCN A阳性反应 ,标记指数 ( Labeling index , L I)为 65%。

NDGA处理 24 h后瘤细胞 GFAP反应较对照组增强 ,见图 2,

Vimentin反应减弱 , PCN A的 L I降低为 40%。

图 1　 SHG-44细胞胞浆 GFAP表达较弱　　对照组 24 h　 ( S-P× 200)

Fig 1　Weaker positive staining of GFAP in the SHG-44 cytoplasm　 contr ol 24 h 　 ( S-P× 200)

图 2　 SHG-44细胞胞浆 GFAP表达增强　 NDGA组 24 h　 ( S-P× 200)

Fig 2　 Stronger positive staining of GFAP in the SHG-44 cytoplasm　 24 h after　 NDGA tr eatment　 ( S-P× 200)

2. 3　 NDGA对 SHG-44细胞生长的影响
2. 3. 1　 NDGA影响 SHG-44细胞生长的剂量效应　　从图 3

可看出 ,与对照组相比 , 10～ 200μmo l / L不同浓度的 N DGA对

SHG-44细胞数均有影响 ,且 NDGA液浓度越高 ,这种影响越

明显 ,即呈明显的剂量依赖性。当将 NDGA处理后的细胞置于

新鲜培养基中 (不含 NDGA)培养 24 h ,则细胞恢复原有的增殖

分裂能力。 不同浓度 ( 10、 50、 100、 150、 200μmol /L)的 NDGA

处理细胞 24 h 后 ,对细胞的生长抑制率分别为 15. 8% 、

21. 1% 、 31. 6% 、 36. 8%和 63. 2%。

2. 3. 2　 NDGA影响 SHG-44细胞生长的时间效应　　从图 4

可看出 ,与对照组相比 ,给 NDGA后 SHG-44细胞的生长明显

受到抑制 , 24 h后细胞总数较对照组明显减少 ,且作用时间越

长 ,细胞总数较对照组减少越明显。100μmo l /L的 N DGA处理

不同时间后对 SHG-44细胞的生长抑制率 24 h为 31. 6% , 48 h

为 68. 1% , 72 h为 75. 0% , 96 h为 75. 6%。

图 3　 NDGA影响 SHG-44细胞生长的剂量效应

Fig 3　 Dose eff ect of NDGA on the growth of SHG-44 cells
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图 4　 NDGA影响 SHG-44细胞生长的时间效应

Fig 4　 Time ef fect of NDGA treatment on the

growth of SHG-44 cells

2. 4　细胞周期分析
2. 4. 1　 NDGA影响 SHG-44细胞周期的剂量效应　　见表 1,

与对照组相比 , 10～ 200μmo l /L不同浓度 NDGA对 SHG-44

细胞周期均有作用 ,使 G1期细胞增多 (由 67. 0%→ 83. 1% ) , S

期和 G2 /M 期细胞减少 (分别由 28. 2%→ 13. 6% 、 4. 7%→

3. 0% ) ,细胞增殖指数降低 (由 32. 9%→ 16. 8% ) ,且 N DGA液

浓度越高 ,这种作用越明显 ,即有明显的剂量依赖性。

表 1　不同浓度 NDGA对 SHG-44细胞周期及

增殖指数 ( PI)的影响 (% )

Tab 1　 Ef fects of dif ferent NDGA concentrations on the

cell cycle and PI of SHG-44 cells(% )

Concen t rat ion of NDGA(μm ol /L)

Cont rol
10 50 100 150 200

　 G1 67. 0 74. 3 73. 2 77. 2* 77. 3* 83. 1**

　 S 28. 2 20. 2* 23. 1* 19. 8* 19. 5* 13. 6**

　 G2 /M 4. 7 5. 6 3. 8 3. 0* 3. 2* 3. 2*

　 PI 32. 9 25. 8 26. 9 22. 8* 22. 7* 16. 8*

* : P < 0. 05, ** : P < 0. 01 vs cont rol

2. 4. 2　 NDGA影响 SHG-44细胞周期的时间效应　　见表 2,

与对照组相比 , 100μmo l /L NDGA处理细胞后 24～ 72 h,使

SHG-44细胞周期中 G1期细胞增多 , S期和 G2 /M期细胞减

少 ,细胞增殖指数降低 ,且这种作用程度与作用时间有关 ,以给

NDGA 后 24 h最明显 ( G1期由 68. 0%→ 81. 1% 、 S期由

27. 7%→ 17. 2% 、 G2 /M期由 4. 3%→ 1. 7% ,细胞增殖指数由

32. 0%→ 18. 9% , P < 0. 01)。 而给 PBS后各时相点与对照组

差异不显著 ( P > 0. 05)。

表 2　不同处理时间 NDGA对 SHG-44细胞周期的影响 (% )

Tab 2　 Effects of diff erent durations of NDGA treatment on the cell cycle of SHG-44 cells(% )

12 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Groups

G1 S G2 /M G1 S G2 /M G1 S G2 /M G1 S G2 /M G1 S G2 /M

NDGA 72. 0 22. 4 5. 5 81. 1** 17. 2** 1. 7** 79. 2 8. 1* 2. 7* 74. 1* 19. 6 6. 4* 80. 2 18. 2 1. 5

PBS 76. 3 19. 8 3. 9 67. 0 28. 6 4. 4 73. 8 15. 3 10. 9 65. 1 22. 0 12. 9 72. 4 22. 7 4. 9

Cont rol 76. 7 19. 5 3. 9 68. 0 27. 7 4. 3 74. 2 17. 7 8. 1 62. 4 18. 5 19. 1 74. 3 23. 1 2. 6

* : P < 0. 05, ** : P < 0. 01 vs cont rol

3　讨论

　　肿瘤细胞增殖活性是目前肿瘤病理检验和研究中

受到普遍关注的课题 ,它不仅决定肿瘤的发生、发展 ,

而且在肿瘤对化疗、放疗的反应中有着重要意义 [4 ]。以

往有关 N DG A的抗肿瘤作用 ,多集中于肿瘤的促发阶

段 ,而对已形成的肿瘤的作用报道较少。本实验检测了

SHG-44细胞生长情况、 DN A含量 (流式细胞仪检测 )

和 PCN A标记指数 (免疫组化 )等多种反映细胞增殖

活性的指标 ,观察 NDGA对 SHG-44细胞增殖的影

响。结果发现 , NDGA对 S HG-44细胞有明显的增殖

抑制作用 ,具体表现为 NDGA处理后细胞增殖指数降

低、细胞生长减慢、免疫组化显示细胞 PCN A标记指

数下降等 ,且这种作用有明显的剂量依赖性和时间依

赖性 ,即在 10～ 200μmol /L浓度范围内 , N DGA浓度

越高 ,这种作用越明显 ,即呈剂量依赖性 ; 在 100

μmo l /L N DGA处理 S HG-44细胞 96 h内 ,以处理 24

h这种增殖抑制作用最明显。同时本实验结果还发现 ,

当将 NDGA处理后的细胞置于新鲜培养基中 (不含

N DGA)培养 24 h,则细胞恢复原有的增殖分裂能力 ,

提示 NDGA对 SHG-44细胞的这种抑制作用是可逆

的 ,从另一侧面说明 N DGA对细胞的相对无毒性。

　　 GFAP一直被视为星形细胞及其肿瘤的特异性标

记物 ,在诊断及鉴别诊断上具有重要价值 ,我们既往的
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研究显示 GFAP可与另一种中间丝蛋白 Vim entin共

同表达于人脑星形细胞肿瘤中 ,与肿瘤的分化程度密

切相关 ,国外报道也是如此
[5 ]
。本实验结果发现 , SHG-

44细胞 GFAP表达很弱或不表达 ,Vimentin强表达 ,

当 NDGA处理 SHG-44细胞后 ,细胞 GFAP表达明显

增强 , Vim entin表达明显减弱 ,且电镜下观察发现细

胞胞浆中胶质细丝明显增多 ,这些均显示细胞向成熟

星形细胞分化 ,提示 N DGA有诱导 SHG-44细胞分化

成熟的作用。

　　不同的抗恶性肿瘤化疗药物对细胞增殖动力学的

影响不同 ,因此根据药物对细胞周期的影响分成了周

期特异性药物和周期非特异性药物两类。 本实验研究

结果表明 , N DGA对 S HG-44细胞周期有明显的影

响 , N DGA处理后 , SHG-44细胞 G1期细胞比例明显

增多 , S期和 G2 /M期细胞比例明显减少 ,使细胞增殖

受阻于 G1→ S期 ,显示 N DGA能够通过有效作用于

细胞周期某一时相 ( G1→ S期 ) ,从而抑制胶质瘤细胞

的生长和增殖。

　　综上所述 , NDGA对人脑恶性胶质瘤细胞系

SHG-44细胞有明显的增殖抑制和诱导分化作用 ,且

这种增殖抑制作用具有周期特异性 ,但其作用机制尚

有待进一步研究。
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Effects of nordihydroguaiaretic acid on proliferation and differentiation

of human malignant glioma cells
 

Guo Deyu, Chen Yisheng, Shi Jingquan, Bian Xiuw u, Xin Rong ( Depar tment o f Patholog y , Third M ilita ry M edical U-

niv e rsity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: T o investig ate the effects of no rdihydr oguaiar etic acid ( NDGA) on pro lifera tion

and differentia tion o f human malignant g lioma cell line SHG-44. Methods: Cell culture , immunohis-

tochemist ry , flow cytometr y, lig ht and electron micr oscopy w ere em ployed in this study. Results: ① NDGA

with a concentr ation within 200μmol / L inhibited th e prolife ration of S HG-44 cells and this effect wa s po si-

tiv ely cor related to the concent ration. ② The most conspicuous inhibition o f the pr olifer ation w as found a t the

24th h after tr ea tment with 100μmol / L N DGA fo r up to 96 h. ③ Cell cycle rev ea led tha t the cell pro lifera tion

was blocked in the phase of G1 to S af ter tr ea tment with NDGA. Conclusion: NDGA can inhibit pro lifera tion

and induce diffe rentia tion o f human malignant g lioma cells and this effect is cycle-specific.

　　 Key w o rds　 no rdihydro guaia retic acid; glioma; induced differ entiation
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