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肝源性磷脂酰乙醇胺的分离及
其诱导肝癌细胞凋亡的研究
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摘 　要 :采用氧化铝柱色谱法以 95%乙醇 2氯仿为洗脱剂分离纯化了肝源性磷脂酰乙醇胺 ( PE) ,并采用 GF254

硅胶板薄层色谱法以氯仿 2甲醇 2水 (65: 25: 4,体积比 )为展开剂检测 PE。结果表明 ,以 95%乙醇 2氯仿顺序洗脱

氧化铝色谱柱中的磷脂时 , PE与磷脂酰胆碱 ( PC)可实现完全分离。采用四甲基偶氮唑蓝比色法 (MTT法 )测

定了在不同时间点 25μmol/L PE对人肝癌 SMMC27721细胞增殖的影响 ,并与子宫颈癌细胞 Hela、正常人肝细

胞 HL7702做比较 ,发现肝源性 PE对肝癌细胞的生长具有明显的抑制作用 ,且能诱导其发生凋亡。
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Abstract: Phosphatidylethanolam ine ( PE) in crude phospholip ids was purified from swine liver with A l2O3 column with

95% alcohol2chloroform as eluent. PE was determ ined by thin layer chromatography on GF254 silica gel p late, and elu2
ent solvent was chloroform2methanol2water (65: 25: 4, v/v). The results showed that PE was comp letely purified from

phosphatidylcholine ( PC) by the sequence elution with 95% alcohol and chloroform. The effect of the PE at concentra2
tions of 25μmol /L on the p roliferation of human liver cancer SMMC27721cell line was determ ined by methyl thiazolyl

tetrazolium (MTT) assays at different time and was compared with that of cervix cancer Hela cell line and normal human

liver HL7702 cell line. Result shows that the PE derived from the swine liver inhibited the p roliferation of SMMC27721

significantly and induced its apop tosis.
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　　磷脂酰乙醇胺 (phosphatidylethanolam ine, PE)也

称脑磷脂。在动、植物及微生物中广泛存在。PE作

为生物膜上重要的磷脂组分之一参与维持其正常的

结构和功能 ,与细胞的生长、增殖、分化及癌变密切

相关 ,其降解产物还参与细胞的信号转导和代谢调

控 ,具有防衰老、降血脂、健脑、保肝等多种生理作

用 [ 122 ]。有研究表明 ,肝源性 PE的不饱和脂肪酸含

量较高 ,并且在肝脏中 PE与磷脂酰胆碱 (phosphati2
dylcholine, , PC)可以相互转化。同时 ,不饱和脂肪

酸和多烯磷脂酰胆碱有较为明显的抑制肿瘤细胞增

殖及保肝护肝的功效 ,提示我们肝源性 PE可能具

抑制肿瘤细胞增殖的生物学活性。目前对 PE的研

究主要集中在其作为磷脂双分子层的药物包埋

体 [ 3 ]
,但把 PE独立作为药物进行生物活性研究的

报道较少 ,本实验应用柱色谱法从肝脏总脂中分离

得到 PE,并对其抑制肝癌细胞增殖及机制进行了研

究 ,旨在为开发肝源性 PE抗肝癌新药提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材料及试剂

人肝癌细胞 SMMC27721由辽宁师范大学省分

子生物学重点实验室馈赠 ;子宫颈癌细胞 Hela、正

常人肝细胞 HL7702购自中科院上海细胞所细胞

库 ; PE、PC纯品、四甲基偶氮唑盐 (MTT)、二甲基亚



砜 (DMSO )、琼脂糖购自美国 Sigma公司 ;胰蛋白

酶、RPM I21640培养基、小牛血清等均为美国 Thermo

Scientific HyClone 产品 ; ECL
TM ( Amersham Corp. ,

USA) ; Bcl22, Caspase23 抗体 ( Santa Cruz B iotech, ,

USA) ;羊抗鼠 IgG2HRP购自北京中杉金桥生物技

术有限公司 ; DNA Maker2DL2000 ( TaKara,日本大连

分公司 ) ; 96孔板等细胞培养耗材 (NUNC,丹麦 ) ;

活性氧化铝 (色谱分离用 , 100～250目 ,国药集团化

学试剂有限公司 ) ;新鲜猪肝由大连础明集团提供 ;

自制磷脂粗提物 [ 4, 5 ] ;国产 GF254硅胶板 ; 95%乙

醇、氯仿等化学试剂均为国产分析纯。

1. 2　主要仪器和设备

酶标仪 ( Thermo Lab system s, USA) ;倒置显微镜

(N ikon,日本 ) ; 凝胶成像系统 ( SIM International

Group, USA) ; CO2 孵箱 ( Thermo Lab system s, USA ) ;

自动收集器、真空泵、恒温监控室、紫外检测器

(LKB,瑞士 ) ;滤器 (M illipore, USA ) ; 722光栅分光

光度计 (厦门分析仪器厂 ) ;垂直板电泳槽购于大连

竞迈生物有限公司 ;国产φ15 mm ×400 mm玻璃柱。

1. 3　色谱柱及样品的制备

将适量新鲜猪肝在冰上匀浆后于甲醇 /氯仿 1:

2 ( v /v)抽提液抽提三次 , 3000 r/m in离心 20 m in,收

集下层氯仿相 ,获得肝源磷脂粗提物。将 A l2 O3 于

104 ℃干燥 4 h,冷却后置于 5倍以上体积的 95%乙

醇中 ,溶胀 24 h,轻微搅拌 ,将 A l2O3 的悬浊液灌入

φ15 mm ×400 mm玻璃柱中 ,固定相高度为 25 cm,

保持柱内 pH 8. 0,柱温 20 ℃[ 6 ]。用脱气的 95%乙

醇平衡后 ,将一定量磷脂粗提物溶解于 95%乙醇

中 ,经 0. 8μm的滤膜抽滤后 ,沿管壁缓缓加入色谱

柱中 ,上样高度约为 3 cm。打开色谱柱下端的流速

控制器 ,加入 95%乙醇开始第一阶段洗脱 ,控制流

速为 2. 5 mL /min。当洗脱体积达到 750 mL后 ,开始用

氯仿洗脱 ,控制流速为 5 mL /min,共收集 500 mL。

1. 4　薄层色谱 ( TLC)检测

取待测样品 10μL点样于活化的 GF254硅胶

板上 ,置于展开槽中以氯仿 2甲醇 2水 (体积比为 65:

25: 4)为展开剂展开 15～20 m in。然后取出硅胶板 ,

吹干 ,用碘蒸汽显色 5～10 m in。

1. 5　MTT检测 PE对细胞增殖的抑制作用

将 0. 25% (m /v) 胰蛋白酶消化单层培养的

SMMC27721细胞 (Hela与 HL7702采用同样方法处

理 )用含 10% ( v/v)小牛血清的 RPM I21640培养液

配成单细胞悬液 ,接种于 96孔板上 (1 ×10
4个 /孔 ) ,

然后置于 5% CO2 培养箱中于 37 ℃培养 24 h后 ,

吸出培养液 ,再在每孔中加入培养液和事先配置好

的 PE溶液共 200μL, PE的终浓度分别为 25μmol /

L (每个浓度平行 3个孔 ) ,以完全培养液作空白组 ,

培养 12、24、36、48 h后各取 1板 ,每孔加入 MTT(5 g

/L) 20μL,继续培养。4 h后用 200μL DMSO溶液

终止培养 ,用全自动酶标仪于 490 nm 处测定吸光

值 ,计算抑制率。抑制率 = ( 1 - A 实验组 /A 对照

组 ) ×100%
[ 729 ]。

1. 6　细胞凋亡检测法

将对数生长期的 SMMC27721接种在两个 200

mL的培养瓶中 ,其中一瓶加入 25μmol/L PE处理

24 h。分别收集两个培养瓶中的细胞 ,提取 DNA。

将制备好的 DNA样品 20μL,经 1. 5%琼脂糖凝胶 ,

36 V电压下电泳 3 h,凝胶成像系统下观察拍照。

1. 7　凋亡蛋白表达的检测

用终浓度为 25μmol/L PE作用于对数生长期

SMMC27721细胞 24 h后收集细胞提取总蛋白。经

考马斯亮蓝比色法定量后进行 SDS2PAGE,将电泳

后的蛋白转移至 PVDF膜上 ;经封闭后与一抗 ( 1:

1000) 37 ℃杂交 ,而后结合二抗 ( 1: 2000 ) ,经 ECL

显色后 ,在暗室中进行 X光胶片感光 ;室温显影 ,定

影。通过 SIM凝胶成像系统中的点密度半定量分

析软件扫描蛋白灰度并记录相应条带的透射光积分

光密度值 ( ICO)。

2　结果与讨论

2. 1　肝源性 PE的制备

肝细胞的生物膜中上有一大类在 sn21和 sn22
位含有酰基、在 sn23位含有一个极性基团的磷酸

酯 ,主要包括 PE、PC、磷脂酰丝氨酸 (phosphatidyser2
ine, PS)、磷脂酰肌醇 ( phosphotidylinositol, P I)和鞘

磷脂 ( sphingomyelin, SM )等。因此 ,利用极性差异

就可以实现各磷脂组分的分离。PE通常为非极性 ,

PC为强极性 ,而 P I和 PS的极性介于两者之间。我

们选择以 A l2 O3 为固定相、95%乙醇 2氯仿为洗脱剂

的柱色谱法对 PE进行顺序洗脱。在 pH = 8. 0,柱

温 20 ℃的色谱条件下 ,肝细胞膜磷脂各主要成分得

到较好的分离 ,同时获得了纯度较高的 PE (如图

1)。实验发现 ,在 95%乙醇洗脱下 ,洗脱体积在 0～

750 mL内未检测到 PE (图 1B2b)。继续用氯仿洗

柱 , TLC检测氯仿洗脱液 ,发现大量 PE被洗脱下来

(图 1B 2c)。
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图 1　薄层色谱法检测 PE

Fig11　TLC determ ination of PE from swine liver eluting

components

注 :将猪肝按照 Folch法处理 ,下层 (氯仿层 )点板 ,进行薄板

色谱检测 ,展开剂氯仿 2甲醇 2水 (体积比为 65: 25: 4 ) ,温度

20 ℃,碘蒸气显色。A /B2a:肝脏总脂 ; A2b: PC标准品 ; A2c:

PE标准品 ; B2b: 0～750 mL乙醇洗脱液 ; B2c: 500 mL氯仿浓

缩液。Note: The livers were subjected to Folch partition, the

lower layer was app lied to the TLC p late and developed by the

m ixture of chloroform, methanol and H2O ( 65: 25: 4 ( V /V ) ,

Temperature: 20 ℃, and visualized by I2 vapor) . A /B2a: The to2

tal phospholip ids of the liver. A2b: Standard marker of phosphati2

dylcholine. A2c: Standard marker of phosphatidylethanolam ine. B2

b: The EtOH eluting components 02750 mL. B2c: Condensed

chloroform eluting components 500 mL.

2. 2　肝源性 PE对细胞增殖抑制的影响

我们观察了不同浓度的 PE对人肝癌细胞

图 2　不同浓度 PE对 SMMC27721增殖抑制的影响

Fig12　Average inhibitory rate with treatment of PE byMTT test

注 :将细胞按照 1 ×104个 /孔的密度接种于 96孔板 ,含 10%

FBS的培养基培养 24 h后 ,用不同浓度的 PE (0. 5, 1. 0, 5. 0,

12. 5, 25. 0, 50. 0μmol/L)处理 24 h。然后用 MTT处理活细

胞 ,用 DMSO溶解产生的结晶 2甲臜。用酶标仪在 490 nm下

检测吸光值。统计学分析 :竖条信号代表标准偏差。3 P <

0. 01, n =3。Note: Cells (1 ×104 cells/well) were seeded in 962

well p late with a medium supp lemented with 10% FBS and incu2

bated for 24 h. Cells were then treated with different concentra2

tions (0. 5, 1. 0, 5. 0, 12. 5, 25. 0, 5010μmol/L) of PE for 24 h.

And then viable cells were trained with MTT and resulting

formazan crystals were dissolved with DMSO. The absorbance at

490 nm was measured with a multiscan plate reader. Statistical

treatment: vertical bars represent SD. 3 P <0. 01, n =3.

图 3　PE对细胞增殖的抑制作用

Fig13　Average inhibitory rate with treatment of PE by

MTT test at different time

注 :将细胞按照 1 ×104个 /孔的密度接种于 96孔板 ,含 10%

FBS的培养基培养 24 h后 ,用 25μmol/LP E 12, 24, 36, 48 h。

然后用 MTT处理活细胞 ,用 DMSO溶解产生的结晶 2甲臜。

用酶标仪在 490nm下检测吸光值。统计学分析 :竖条信号代

表标准偏差。3 P < 0. 01, #P > 0. 05, n = 3。Note: Cells (1 ×

104 cells/well) were seeded in 962well p late with a medium sup2

p lemented with 10% FBS and incubated for 24 h. Cells were

then treated with 25μmol/L PE for 12, 24, 36, 48 h. And then

viable cells were trained with MTT and resulting formazan crys2

tals were dissolved with DMSO. The absorbance at 490nm was

measured with a multiscan p late reader. Statistical treatment: ver2

tical bars rep resent SD. 3 P < 0. 01, #P > 0. 05, n = 3.

SMMC27721细胞增殖的影响 (图 2) ,并与人子宫颈

癌细胞 Hela,正常人肝细胞 HL7702细胞在同浓度

不同作用时间下做了比较 (图 3)。结果如图 2, 3所

示 ,发现 : (1)肝源性 PE对 SMMC27721的生长具有

明显的抑制作用 ,且存在剂量依赖关系 ,在 PE浓度

为 25μmol /L时 ,其最高抑制率为 28. 13%。 (2) 25

μmol /L的 PE对 Hela细胞的增殖有一定的抑制作

用且与作用时间关系不明显 , 平均抑制率低于

10% ; (3) 25μmol /L的 PE对 HL7702的增殖基本

无影响。实验结果表明 ,肝源性 PE对癌细胞的增

殖抑制作用可能具有组织特异性 ,这可能与肝脏中特

殊的 PE代谢路径及其不同分子种类有关。这个结果

为今后开发低毒副作用的抗肝癌药物提供了新思路。

2. 3　肝源性 PE对 SMMC27721细胞凋亡的影响

细胞凋亡时主要的生化特征是其染色质发生浓

缩 ,染色质 DNA在核小体单位之间的连接处断裂 ,

可形成 180～200 bp整数倍的寡核苷酸片段 ,在凝

胶电泳上表现为梯形电泳图谱 (DNA ladder)
[ 10213 ]。

如图 4所示 , 25μmol/L PE处理 SMMC27721细胞

24 h,琼脂糖凝胶电泳图谱上可以观察到较为明显

的 DNA降解的特征性梯状条带。结果表明 ,肝源性

PE可以诱导人肝癌细胞 SMMC27721发生凋亡。
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图 4　DNA ladder检测

Fig14　Agarose gel electrophoretic pattern showing DNA fragments

注 :提取基因组 DNA并进行琼脂糖凝胶电泳。Note: The ge2

nom ic DNA was extracted and subjected to agarose gel electropho2

resis.

2. 4　肝源性 PE对 SMMC27721细胞凋亡关键蛋白

表达的影响

　　Bcl22蛋白是原癌基因 bcl22的编码产物 ,其可

通过阻止细胞色素 c从线粒体释放到细胞质 [ 14215 ]
,

从而抑制细胞凋亡 ,是众所周知的抗凋亡蛋白。

Caspase家族在细胞凋亡的过程中起着非常重要的

作用 ,其中 Caspase23为关键的执行分子 ,在细胞凋

亡中具有不可替代性。本实验以 Bcl22 /Caspase23
蛋白为靶蛋白进行研究 ,发现 : 25μmol /L的 PE处

理 SMMC27721 24 h,抗凋亡蛋白 Bcl22的表达量明

显降低 (图 5A, B) ,而 Caspase23的表达量则显著升

高 (图 5C, D )。结果表明 , 25μmol/L的 PE作用肝

癌细胞 SMMC27721,通过下调抗凋亡蛋白 Bcl22及
上调凋亡执行蛋白 Capase23的表达来诱导其发生

凋亡 ,从而表现为 SMMC27721增殖抑制。

图 5　PE对 Bcl22 /Caspase23蛋白表达的影响

Fig15　Effect of PE on Bcl22 /Caspase23 p roteins

注 : 25μmol/L PE处理 SMMC27721 24 h。SDS2PAGE每孔道上样蛋白 50μg,蛋白条带被转移到 PVDF膜上与 Bcl22 /Caspase23特异

性一抗 (1: 1000)结合然后用羊抗兔二抗 (1: 2000)处理 , ECL显色。胶片曝光 10～120 s避免过度曝光 ,然后用 QuantiScan软件扫描

胶片的相对敏感灰度 ,人为设定对照为 100% , A /C为蛋白条带 , B /D为 3次实验的扫描结果。统计学分析 :竖条信号代表标准偏

差。 3 P < 0. 01。Note: The SMMC27721 cellswere incubated with 25μmol/L PE for 24 h. Proteins (50μg) from cell lysate was app lied per

lane for 10% SDS2PAGE, the p rotein bands were transferred onto a PVDF membrane and the membranes were p robed with specific antibodies

( 1: 1000) of Bcl22 /Caspase23 and the p rotein bands were then treated with goat against rabbit IgG2HRP (1: 2000) , and visualized by ECL u2

sing the p rocedure recommended by the manufacturer (Amersham Corp. ) . The negative film was exposed to the membrane for times ranging

from 10 to 120 s to avoid overexposure and then was developed. Intensities of the bandswere scanned by using QuantiScan software and the re2

sults were exp ressed as relative intensity, with the control arbitrarily set as 100%. A /C W estern p rofile, B /D Scanning of theW estern p rofile ( n

= 3). Statistical treatment: vertical bars rep resent SD. 3 P < 0. 01.

3　小结

　　肝癌是我国常见恶性肿瘤之一 ,死亡率高 ,在恶

性肿瘤死亡排序中仅次于胃癌、食道癌而居第三位。

因此 ,近年来肝癌新药的研究越来越受到广泛关注。

研究的领域从蛋白、脂类、多糖一直延伸到有机小分

子。随着现代分离技术及质谱技术的发展 ,脂类以

其独特的理化性质受到了越来越多的关注。目前脂

类中研究较为深入和广泛的就是 PC,其中多烯磷脂

酰胆碱已经而作为临床药物应用。然而肝源性 PE

在 sn21和 sn22位上连接的不饱和度较高脂肪酸在

其双键含量上与多烯磷脂酰胆碱相差无几 ,并且在

肝脏中 PE与 PC间存在着独特的相互转化途径 ,这

可能决定了肝源性 PE具有抑制肝癌细胞增殖的活
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性。因此 ,本实验研究了肝源性 PE对人肝癌细胞

SMMC27721增殖及凋亡的影响 ,并与子宫颈癌细胞

Hela、正常人肝细胞 HL7702做比较 ,发现肝源性 PE

特异性抑制人肝癌细胞的增殖 ,而对正常的肝细胞

无细胞毒作用 ,并且下调抗凋亡蛋白 Bcl22及上调

凋亡执行蛋白 Capase23的表达。结果提示我们 ,肝

源性 PE可能作为某种信号或信号的载体且能与肝

癌细胞表面的受体特异性识别 ,进而激活了肝癌细

胞凋亡过程中关键性调节基因 bcl22和 capase23的
表达 ,从而诱发肝癌细胞凋亡。同时 PE作为细胞

膜重要的组成成分 ,参与维持其正常的结构和功能 ,

并与细胞的生长、增殖、分化密切相关。这为研发肝

源性 PE成为低毒副作用抗肝癌新药奠定了理论基

础 ,也为肝癌的治疗提供了新思路。
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