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摘　要:【目的】探讨桂皮酸对人早幼粒白血病细胞(H L-60)、人肝癌细胞(BEL-7402)、人肺癌细胞(PGCL3)分化和抗

PGCL3 细胞侵袭的影响。【方法】用组织学方法观察各种癌细胞分化的形态学表现;用硝基四氮唑蓝(NBT)还原试验定量测

定 HL-60 细胞的机能分化;用放射免疫测定法(RIA)测定肝癌细胞 AFP 分泌量 ,用酶学方法测定该细胞的鸟氨酸氨基甲酰转

移酶(OCT)、酪氨酸-α-酮戊二酸转氨酶(TAT)、碱性磷酸酶(ALP)和 γ-谷氨酰转肽酶(γ-GT)的比活力;用层粘连蛋白粘附测

定法 、纤粘蛋白趋化迁移测定法和重建基底膜侵袭测定法测定肺癌细胞的粘附 、运动和侵袭能力。【结果】1 mmol/ L 和 2.5

mmol/ L 桂皮酸处理使 HL-60细胞形态向成熟方向分化 , NBT 反应显著增强(P <0.01 和 P <0.05)。 1 mmol/ L 和 3 mmol/

L桂皮酸处理使 BEL-7402 和 PGCL3 细胞出现分化改变 ,使 BEL-7402 细胞 AFP 分泌量和 γ-GT 比活力显著下降(P <0.05

和 P <0.01), 反映肝癌细胞分化的 OCT 、TAT 和 ALP 3 种酶的比活力则显著升高(P <0.01 和 P <0.05),使 PGCL3 细胞

软琼脂集落形成率下降 ,细胞的粘附能力下降(3 mmol/ L P <0.01), 运动和侵袭能力均显著降低(P <0.001)。【结论】桂皮

酸具有诱导 HL-60 、BEL-7402 和 PGCL3 细胞分化并有抗 PGCL3 细胞侵袭的作用。
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The Effects of Cinnamic Acid on the Differentiation of Leukemia Cells , Hepatocarcinoma Cells and LungCan-

cer Cells , and the lnvasive Ability of Lung Cancer Cells　HUANG Wei , HUANG J i-qun , ZHU Wen-yuan , ZHANG

Dong-fang , LIAO Zhao-quan.(Cancer Research Institute , Guangzhou Medical College , Guangzhou 510l82 , China)

Abstract:【Objective】To investiga te the effect of cinnamic acid(CA)on the differentiation of human promyelo cy tic leukemia

cells(HL-60), human hepatocarcinoma cells(BEL-7402), human lung cancer cells(PGCL3), and the invasive ability of the PGCL3

cells.【M ethods】The morpholog ical differentiation of the cancer cells w as observed by histological technique.Functional differentia-

tio n of HL-60 cells w as examined with NBT reduction test.The AFP secretary amount of the hepatocarcinoma cells were determined

w ith radioimmunoassay (RIA), and the specific activities of ornithine carbamoy l transferase (OCT), tyrosine-α-ketoglutarate

transaminase(TAT), alkaline phospha tase(ALP)and γ-g lutamyl transpeptidase(γ-GT)w ere assayed by enzymological methods.

The adhesion ability , the migrated ability and invasiv e ability w ere determined with the laminin adhesion test , the chemo tactic mig ra-

tio n test and the invasion test of reconstituted basement membrane.【Results】1 mmol/ L and 2.5 mmol/ L of CA induced maturation

in morphology , enhanced the NBT reaction(P <0.01 and P <0.05)of the HL-60 cells.1 mmol/ L and 3 mmol/ L of CA induced

maturation in morpholog y of the BEL-7402 cells and PGCL3 cells , decreased the secre tary amount o f AFP and the specific activity of

γ-GT(P <0.05 and P <0.01), increased the specific activities of OCT , TAT and ALP(P <0.05 and P <0.01), that repre-

sented differentiation of hepatocarcinoma cells , of the BEL-7402 cells.Decrease of the colony forming rate in the semisolid agar(P

<0.001), adhesion rate(3 mmol/ L P <0.01), the migrated ability and invasive ability(P <0.001)of the PGCL3 cells w ere also

observed after CA treatment.【Conclusion】Our studies identified that CA could induced differentiation of HL-60 cells , BEL-7402

cells and PGCL3 cells , and could inhibit the invasive ability of the PGCL3 cells.

Keywords:cinnamic acid;promyelocy tic leukemia cell;carcinoma , hepatocellular;neoplasm , lung;induced differentiation;

neoplasm invasiveness

　　诱导肿瘤细胞向正常细胞分化和抗侵袭转移

是近年来肿瘤研究的热点 ,寻找天然物质作为肿瘤

细胞分化诱导剂及侵袭转移抑制剂具有特别重要

的意义。1995年美国国家癌症研究所 Liu等[ 1]首

次报道桂皮酸可抑制胶质母细胞瘤和黑色素瘤等

肿瘤细胞增殖 ,并能诱导黑色素瘤细胞分化。鉴于
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桂皮酸是一种安全而来源广泛的天然物质 ,为了进

一步探讨桂皮酸的抗肿瘤作用 ,本研究用桂皮酸处

理人早幼粒白血病细胞(HL-60)、人肝癌细胞

(BEL-7402)和克隆化高转移人肺巨细胞癌细胞

(PGCL3),用癌细胞分化的特异指标和近年来提出

的定量测定癌细胞侵袭能力的新方法进行研究 ,发

现桂皮酸有诱导 H L-60 、BEL-7402和 PGC L3细胞

分化和抗 PGCL3细胞侵袭的作用 ,报道如下。

1　材料和方法

1.1　细胞株 、培养条件和实验分组

H L-60细胞由暨南大学医学院药理教研室赠

送 ,BEL-7402细胞由中国科学院上海细胞生物学

研究所提供 , PGCL3 细胞由北京医科大学病理教

研室提供。3种细胞均培养于含体积分数为 10%

热灭活小牛血清的 RPM I-1640 培养基中 ,37 ℃恒

温密闭培养 ,取对数生长期细胞进行实验 。桂皮酸

浓度由细胞存活率和细胞增殖抑制率实验确定 ,

H L-60细胞设 l m mol/L 和 2.5 m mol/L 桂皮酸处

理组 ,BEL-7402和 PGCL3细胞均设 1 mmol/L 和

3 mmol/ L 桂皮酸处理组 ,每组设 3个平行样品。

1.2　测定方法

H L-60细胞涂片用 Wright-Giem sa染色 ,光镜

下观察细胞形态改变。在 TPA 激活下的 NBT 还

原试验参照 Collins 等
[ 2]
方法进行。BEL-7402 细

胞AFP 分泌量按中国原子能科学研究院试剂盒说

明书测定 ,细胞鸟氨酸氨基甲酰转移酶(OC T)、酪

氨酸-α-酮戊二酸转氨酶(TAT)、碱性磷酸酶

(ALP)、γ-谷氨酰转肽酶(γ-GT)活性和蛋白质含

量测定见本研究室发表的论文
[ 3 ～ 5]

。PGC L3细胞

层粘连蛋白粘附试验参照 Kum agai等
[ 6]
方法进行 ,

通过涂布纤粘蛋白的聚碳酸酯微孔滤膜的趋化运

动试验参照 Kanto r 等[ 7] 方法进行 , 用基底膜胶

(matrigel)重建基底膜的降解侵袭试验参照 Albini

等[ 8]方法进行 ,软琼脂集落形成试验和 Con A凝集

试验按常规方法进行 。

2　结　果

2.1　桂皮酸对 HL-60细胞形态和 NBT还原能力

的影响

1 mmol/L 和 2.5 mmol/ L 桂皮酸处理后从第

4天起 HL-60细胞形态出现明显的分化改变 ,由对

照组的胞核大而圆 ,染色质分散 ,含 2 ～ 4 个核仁 ,

胞浆碱深染 ,核质比例大转变为胞核固缩 ,染色质

致密变粗 ,核仁减少或消失 ,核质比例减小 。两个

浓度桂皮酸处理均使 H L-60细胞 NBT 还原反应

阳性率增强 ,桂皮酸处理后 NBT 还原反应从第 2

天起即明显增强(P <0.01和 P <0.05),随着培

养天数的增加 ,阳性反应逐步增强 。高剂量组增强

更为显著 ,呈剂量依赖关系(图 1)。

图 1　桂皮酸对 HL-60 细胞硝基四氮唑蓝(NBT)反应的影响

Fig.1　The influence of cinnamic acid(CA)on nitro blue

tetrazolium(NBT)reaction of HL-60 cells

2.2　桂皮酸对 BEL-7402 细胞形态 、AFP分泌量

和各种酶活性的影响

1 mmol/L 和 3 mmol/L 桂皮酸处理后从第 3

天起细胞形态出现分化改变 ,主要表现为胞体增

大 ,核质比例减小 ,细胞由原来的长梭形 、卵圆形为

主转变为以多边形为主。第 4 天起 AFP 分泌量和

γ-G T 比活力均明显降低(P <0.05 和 P <

0.01),反映肝癌细胞分化的指标 OCT 、TAT 、ALP

比活力则明显升高(P <0.01和 P <0.05),见图

2。

2.3　桂皮酸对 PGCL3细胞形态 、软琼脂集落形成

率和 Con A凝集反应的影响

桂皮酸处理 3 d后细胞形态出现分化改变 ,相

当部分细胞呈长梭形 ,甚至呈星形 ,有突起伸出 ,胞

体明显增宽 ,核质比例减小 , 3 mmol/L 桂皮酸处理

组细胞形态改变比 1 mmol/L 处理组更明显 。两种

浓度桂皮酸处理组细胞的软琼脂集落形成率都明

显低于对照组 , 1 m mol/L 桂皮酸处理 14 d ,软琼脂

集落形成率由对照组的 18.7%±4.1%降至 5.7%

±2.3 %(P <0.0 01), 3mmol/ L处理组则降至
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图 2　桂皮酸处理 4 天 BEL-7402 细胞 AFP 分泌量

和各种酶比活力的变化

Fig.2　The variation of AFP secretion and specific activity

of various enzymes of BEL-7402 cells treated with

cinnamic acid(CA)for 4 days

4.3%±1.1%(P <0.001)。对照组细胞在 12.5

μg Con A 中凝集反应最明显;1 m mol/L 桂皮酸处

理组细胞只在 12.5μg 和 25μg Con A中出现少量

凝集反应;3 mmol/ L 桂皮酸处理组细胞则在各浓

度Con A中均未出现凝集反应。

2.4　桂皮酸对 PGCL3细胞粘附 、运动和侵袭能力

的影响

1 mmol/L 和 3 mmol/L 桂皮酸处理 4 d , PG-

CL3细胞在层粘连蛋白基质上的粘附百分率均下

降 ,3 mmol/L 桂皮酸处理组细胞在 45 min以后的

粘附百分率由对照组的 48.0%±7.3%降至

27.0%±4.5%,差异非常显著(卡方检验 , P <

0.01), 1 mmol/L 桂皮酸处理后降至 40.5%±

5.6%,与对照组比较差异无显著性(P >0.05)。

两种浓度桂皮酸处理 4 d ,PGCL3细胞穿膜运动细

胞数由对照组的423±56分别降至 277±52和 222

±51(P <0.001),降解穿过重建基底膜的细胞数

由对照组的339±23分别降至 234±44和 186±35

(P <0.001)。两个浓度处理组之间的粘附 、运动

和侵袭能力均有显著性差异(P >0.05),呈剂量

依赖关系 。

3　讨　论

桂皮酸是从肉桂树皮等植物中分离的单体化

合物 ,是苯丙氨酸在植物组织内的脱氨基产物 ,它

是调节植物细胞生长和分化的激素样物质 。在人

体内的代谢产物苯甲酸和马尿酸对正常细胞或肿

瘤细胞都没有抑制增殖作用和细胞毒性作用
[ 1]
。

有关桂皮酸对肿瘤细胞的影响国外只有初步

研究 ,对肿瘤细胞分化和侵袭作用只见对黑色素瘤

细胞进行了诱导分化和侵袭试验的报道
[ 1]
。我们

的研究发现桂皮酸具有诱导 H L-60 细胞 、BEL-

7402细胞和 PGCL3 细胞的分化作用。除细胞形

态向高分化方向转变外 ,代表 HL-60 细胞分化的

NBT 还原反应明显增强;BEL-7402细胞还表现一

系列生化指标的改变 ,代表肝细胞恶变的指标 AFP

分泌量和 γ-G T 比活力明显下降 ,代表肝癌细胞分

化的指标 OC T 、TAT 和 ALP 比活力则明显上升;

PGCL3细胞软琼脂集落形成率和 Con A凝集反应

降低 ,这表明桂皮酸使该细胞的锚着不依赖性生长

的恶性特征减弱 ,可能使细胞膜表面成簇分布的

Con A 受体向正常细胞的随机分布转变 。本研究

和 Liu等人[ 1]的研究证明桂皮酸可以诱导多种癌

细胞分化 ,桂皮酸的这些作用对癌细胞可能具有普

遍意义。

自 80年代发现层粘连蛋白和层粘连蛋白受体

以来 ,对癌细胞侵袭转移分子机理的认识有了新的

突破 ,明确了粘附 、运动和降解侵袭是癌细胞侵袭

转移的 3个基本环节
[ 9]
,并于 80年代中期和 90年

代初期先后提出了对这 3个基本环节进行定量测

定方法 。本研究采用这些新的方法从癌细胞侵袭

转移的基本环节揭示了桂皮酸对 PGC L3细胞有明

显的抗侵袭作用 。癌细胞侵袭转移必须多次穿过

基底膜屏障 ,必须有足够的运动能力向基底膜迁

移 ,同时必须通过细胞膜的层粘连蛋白受体与基底

膜的层粘连蛋白粘附 ,促使癌细胞释放各种蛋白水

解酶以降解基底膜的各种蛋白质组分 ,从而突破基

底膜屏障实现侵袭转移。本研究证明桂皮酸对这

几方面都有显著抑制作用 ,说明桂皮酸抗侵袭作用

的机理不是对某一个环节的阻断 ,而是通过多个环

节实现其抗侵袭作用 。

桂皮酸在我国是中药的一种有效成分 ,在西方

国家是长期广泛使用的一种食物添加 剂 ,早在 60

年代初期就被美国 FDA 批准食用 ,说明是一种安

全的低毒性天然化合物 ,本研究揭示桂皮酸对几种

癌细胞具有诱导分化和抗肺癌细胞侵袭作用 ,表明

桂皮酸作为一种治疗肿瘤的潜在选择是值得深人

研究的。
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胞损伤有关 。从 ET-1 下降 cTn Ⅰ升高的关系推

测 ,ET-1可能在心脏损伤过程中起一定的作用。
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