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AAVC-Ⅰ对人口腔鳞癌 Tca8113 细胞 GＲP78 和 Caspase-4 基因表达的

影响
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【摘 要】目的: 研究不同浓度的 AAVC-Ⅰ对人口腔鳞癌 Tca8113 细胞 GＲP78、Caspase-4 基因表达的影响。方法: 设置正常对

照组和 AAVC-Ⅰ实验组，Trizol 试剂提取各组总 ＲNA，运用 ＲT-PCＲ 法扩增内参基因 β-actin 及目的基因 GＲP78、Caspase-4 片

段，ChemiDoc XＲS 凝胶成像系统观察电泳结果并采用 QuantityOne 软件测定目的条带灰度值。结果: 正常对照组、实验组均扩

增出 GＲP78、Caspase-4 目的条带，且随 AAVC-Ⅰ浓度增大 GＲP78、Caspase-4 表达增加。结论: 高浓度 AAVC-Ⅰ可上调 GＲP78、
Caspase-4 基因的表达，因此 AAVC-Ⅰ可能诱导人口腔鳞癌 Tca8113 细胞发生了内质网应激。
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Effects of AAVC-Ⅰ on GＲP78 and Caspase-4 gene expression in human oral squamous cell
carcinoma Tca8113

ＲEN Linlin，CHAI Lin
Department of Pathophysiology，Wannan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective: To observe the effects anti-tumor component-Ⅰ from Agkistrodon acutus venom( AAVC-Ⅰ) in diverse dosage on the expression

GＲP78 and Caspase-4 gene in human oral squamous carcinoma Tca8113 cell lines． Methods: The experiment was performed in normal control group and

AAVC-Ⅰ group． Trizol reagent was used to extract total ＲNA in each group，and ＲT-PCＲ was performed to amplify the internal control β-actin gene and

fragments of GＲP78 and Caspase-4． ChemiDoc XＲS gel imaging system was used to observe electrophoresis presentation，and QuantityOne software to

measure the gray value in the target band． Ｒesults: Both GＲP78 and Caspase-4 were amplified，and the expression of these two genes was up-regulated with

increased dose of AAVC-Ⅰ． Conclusion: High dose of AAVC-Ⅰ can increase the expression of GＲP78 and Caspase-4 genes，suggesting that AAVC-Ⅰ
may induce endoplasmic reticulum stress in the oral squamous carcinoma Tca8113 cell lines．
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蛇毒是一种复杂的蛋白质混合物，含有多种毒

素和酶类，具有很大的潜在药用价值，已有大量研究

证实，蛇毒提取成分在凝血、抗血栓、止痛及抗肿瘤

等方面发挥重要作用［1］，其中抗肿瘤作用已成为广

大学者研究的焦点。尖吻蝮蛇毒抑瘤组分 1 ( anti-
tumor component-Ⅰ from Agkistrodon acutus venom，

AAVC-Ⅰ) 是本校蛇毒研究所利用蛋白分离纯化技

术从皖南尖吻蝮蛇毒中提取的一种活性成分，且已

证实其具有很好的抗凝血作用［2 － 3］，而有关其抗肿

瘤的作用国内外报道较少。实验室前期研究表明

AAVC-Ⅰ对小鼠肺癌 LLC 细胞、A549 和 K562 具有

增 殖 抑 制 和 诱 导 凋 亡 的 作 用［4 － 6］。本 实 验 以

Tca8113 细胞为研究对象，进一步探讨 AAVC-Ⅰ的

抗肿瘤作用，为开发高效抗肿瘤药物更好服务临床

提供理论依据。

1 资料与方法

1． 1 主要试剂与仪器 AAVC-Ⅰ冻干粉由本校蛇
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毒研究所提供。PBS 缓冲液、ＲPMI1640 液体培养基

( 赛默飞世尔生物化学制品有限公司) ，无支原体胎

牛血清( 杭州四季青公司) ，青霉素-链霉素溶液、胰
酶消化液( 碧云天生物技术公司) ，GＲP78、Caspase-
4、CHOP 引物合成 ( 南京金斯瑞生物科技有限公

司) ，ＲNA 提取试剂 Trizol( 美国 Invitrogen 公司) ，逆

转录试剂盒( Thermo 公司) ，扩增试剂盒( Thermo 公

司) 。细胞培养箱( Thermo) ，倒置相差显微镜( 日本

OLYMPUS IX51) ，超净工作台 ( 上海三发科学仪器

有限公司) ，DYY-10C 电泳仪、水平电泳槽( 北京六

一仪器 厂 ) ，ChemiDoc XＲS 凝 胶 成 像 系 统 ( 美 国

BIO-ＲAD 公司) ，S1000 ThermalCyclerPCＲ 仪 ( 美国

BIO-ＲAD 公 司 ) ，NANO DＲOP2000 分 光 光 度 计

( Thermo 公司) ，SCILOGEX D1008 掌上离心机 ( 美

国 SCILOGEX 公司) 。
1． 2 细胞培养 人口腔鳞癌细胞 Tca8113 来自课

题组冻存保留，培养液配制: ＲPMI1640 液体培养基

加 10% 胎 牛 血 清 加 1% 青 霉 素-链 霉 素 溶 液，将

Tca8113 接种于培养瓶中，37℃、5%CO2 饱和湿度的

培养箱中常规培养，待细胞长至 80% 左右，胰蛋白

酶消化后进行分瓶传代。
1． 3 倒置显微镜观察不同浓度 AAVC-Ⅰ干预后细

胞形态的变化。
1． 4 ＲT-PCＲ 检测 GＲP78、Caspase-4 基因片段表达

Trizlo 试剂提取总 ＲNA，NANO DＲOP2000 分光光

度计测定 ＲNA 浓度。12 μL 反转录体系: Templat-
eＲNA 5 μL，Oligo ( dt) 18 1 μL，H2O ( nuclease-free) 6
μL，离心混匀，70℃、5 min，取出迅速置于冰盒内，3
min 后加入 5 × Ｒeaction Buffer 4 μL、ＲiboLock ＲNase
inhibitor( 20U /μL) 1 μL、10 mmol /L dNTPMix 2 μL、
ＲevertAid MuLVＲT( 200U /μL) 1 μL，离心混匀，42℃
60 min，95℃ 5 min 以 灭 活 反 转 录 酶。β-actin、
GＲP78、Caspase-4 引物由南京金斯瑞生物科技有限

公司合成，序列、扩增产物长度、退火温度见表 1。

表 1 引物序列、产物长度及退火温度

基因 引物序列
产物碱

基数 /bp
Tm /℃

β-actin F: 5'-AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-3' 285 58

Ｒ: 5'-GGGCACGAAGGCTCATCATT-3'

GＲP78 F: 5'-CTATGTCGCCTTCACTCC-3' 132 50

Ｒ: 5'-ACAGACGGGTCATTCCAC-3'

Caspase-4 F: 5'-TCACAGGGATGAAGGAGC-3' 449 51

Ｒ: 5'-TGGCGTTGAAGAGCAGAA-3'

50 μL PCＲ 反应体系: PCＲ Master Mix( 2 × ) 25

μL、Forward primer 5 μL( 1 μmol /L) 、Ｒeverse primer
5 μL( 1 μmol /L) 、Template DNA 1 μL ( 1 μg /μL) 、
H2O( nuclease-free) 14 μL。
1． 5 统计学分析 采用 SPSS 17． 0 统计软件对数

据进行分析，各实验数据以均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表

示，组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

SNK-q 检验，以 P ＜ 0． 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 AAVC-Ⅰ作用后 Tca8113 细胞形态变化 正

常 Tca8113 细胞呈不规则的多边形或梭形，胞质均

匀，细胞间分界明显，贴壁生长。AAVC-Ⅰ作用 12 h
后随浓度增加 ( 0、3． 125、6． 25、12． 5 μg /mL) ，Tca
8113细胞体积变小，细胞间隙增大，半贴壁细胞或悬

浮细胞增加，出现凋亡细胞样改变，细胞皱缩变圆，

胞质密度增加，细胞膜破坏，细胞融合抱团界限不清

( 如图 1 所示) 。

A: 正常对照组 ( × 200) ; B: AAVC-Ⅰ 3． 125 μg /mL 组( × 200 ) ; C:

AAVC-Ⅰ 6． 25 μg /mL 组 ( × 200 ) ; D: AAVC-Ⅰ 12． 5 μg /mL 组 ( ×

200) 。

图 1 不同浓度 AAVC-Ⅰ作用下细胞形态改变

2． 2 琼脂糖凝胶电泳 配制 2%琼脂糖凝胶，β-ac-
tin、GＲP78、Caspase-4 PCＲ 扩增产物上样，每孔 5 μL
样品 + BeyoＲed DNA 上样缓冲液 ( 6 × ) 1 μL，选择

110 V，50 min 进行电泳，运用 ChemiDoc XＲS 凝胶

成像系统( 美国 BIO-ＲAD 公司) 拍照，正常对照组、
实验组均扩增出 β-actin、GＲP78、Caspase-4 目的条

带，其 中 β-actin 稳 定 表 达，GＲP78、Caspase-4 随

AAVC-Ⅰ( 0、3． 125、6． 25、12． 5 μg /mL) 浓度增大表

达增加。如图 2、3 示。
2． 3 数据分析 采用 QuantityOne 软件分别检测正

常对照组和 AAVC-Ⅰ实验组目的条带灰度值，各组

GＲP78 与内参基因的比值如表 2 示，Caspase-4 与内
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参基因的比值如表 3 示，AAVC-Ⅰ实验组随浓度的

增大，GＲP78、Caspase-4 基因表达水平较正常组显

著上调，P ＜ 0． 05 代表其差异具有统计学意义。

M: DNA Ladder; 1，2，3，4 泳道各 AAVC-Ⅰ( 0、3． 125、6． 25、12． 5 μg /

mL) 实验组 β-actin 及 GＲP78、Caspase-4 目的条带。

图 2 不同浓度 AAVC-Ⅰ作用下 GＲP78 基因表达

M: DNA Ladder; 1，2，3，4 泳道各 AAVC-Ⅰ( 0、3． 125、6． 25、12． 5 μg /
mL) 实验组 β-actin 及 GＲP78、Caspase-4 目的条带。

图 3 不同浓度 AAVC-Ⅰ作用下 Caspase-4 基因表达

表 2 AAVC-Ⅰ作用下各组 GＲP78 基因表达 ( 珋x ± s，n = 3)

组别 AAVC-Ⅰ / ( μg /mL) GＲP78 /β-actin

对照组 0 0． 3598 ± 0． 02655

实验组 3． 125 0． 6127 ± 0． 06650

6． 25 0． 8228 ± 0． 05156

12． 5 0． 8969 ± 0． 07941

F 值 49． 486

P 值 ＜ 0． 01

表 3 AAVC-Ⅰ作用下各组 Caspase-4 基因表达( 珋x ± s，n = 3)

组别 AAVC-Ⅰ / ( μg /mL) Caspase-4 /β-actin

对照组 0 0． 0545 ± 0． 00134

实验组 3． 125 0． 2493 ± 0． 00620

6． 25 0． 7081 ± 0． 01480

12． 5 0． 8058 ± 0． 01891

F 值 2527． 950

P 值 ＜ 0． 01

3 讨论

口腔鳞癌作为头颈部常见的肿瘤性疾病之一，

目前主要采用手术为主的综合治疗［7 － 8］，预后较差，

且严重影响人们的面容，给患者带来身心上的伤害，

亟待寻求一种有效的治疗药物。文献报道蛇毒提取

物不但具有止痛、抗凝［9］等作用，还可通过诱导肿

瘤细胞凋亡，起到抗肿瘤作用。李凤君等［10］研究表

明眼镜蛇心脏毒素( CTX) 对肺癌 A549 细胞具有增

殖抑制作用，可促进线粒体内细胞色素 C 的释放，

降低线粒体膜电位，激活 Procaspase-9 和 Procaspase-
3 通过线粒体途径诱导 A549 细胞凋亡。同时有研

究 AAVC-Ⅰ显示从尖吻蝮蛇毒中提取的细胞毒素

ACTX-6，能激活 Fas 通路使 JNK 表达上调，进而级

联激活 caspase-3，诱导 A549 细胞凋亡［11］。因此，研

究蛇毒抗肿瘤机制，开发新的抗肿瘤药物成为必然

趋势。
本实验利用 ＲT-PCＲ 法检测 AAVC-Ⅰ作用后

Tca8113 细胞 GＲP78、Caspase-4 基因表达情况，发现

随 AAVC-Ⅰ浓度增大，GＲP78、Caspase-4 基因表达

呈上升趋势，提示 AAVC-Ⅰ可能诱导人口腔鳞癌

Tca8113 细胞发生了内质网应激反应。死亡受体途

径和线粒体途径是诱导细胞凋亡的主要途径，也是

研究较多的途径，近些年来发现内质网应激作为一

条新的途径也可诱导肿瘤细胞凋亡。缺氧、毒物、理
化因素等诱发内质网应激的产生，Caspase-4、GＲP78
是内质网应激的标志分子，其中 GＲP78 位于内质网

膜上，负责蛋白质的折叠及转运，正常情况下与内质

网应激启动蛋白 PEＲK、AIF6、IＲE1 结合，在内质网

应激发生时 GＲP78 与三者分离表达增加，并结合内

质网内错误折叠及未折叠蛋白将其转运出去［12 － 13］，

而游离之后的 PEＲK、AIF6、IＲE1 转变为活性分子，

可启 动 下 游 细 胞 凋 亡 相 关 信 号 分 子 如: TＲAF2、
JNK、ASKT 等来诱导细胞凋亡。Caspase-4 在内质

网应激时被活化的 IＲE1 激活，进而级联激活下游

caspase 家族信号分子，诱导凋亡反应。
本实验将不同浓度的 AAVC-Ⅰ处理 Tca8113 细

胞，发现 Caspase-4、GＲP78 随着 AAVC-Ⅰ浓度增大

其表达逐渐增加，其中 3． 125 μg /mL、6． 25 μg /mL
两组差值较 6． 25 μg /mL、12． 5 μg /mL 两组差值大，

考虑 AAVC-Ⅰ诱发内质网应激具有一定的浓度范

围，CHOP 通路、JNK-ASKT、Caspase-4 /Caspase-12 通

路是内质网应激诱发凋亡的主要通路，AAVC-Ⅰ具

体通过哪一条通路诱导 Tca8113 细胞凋亡还需进一

步研究。
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