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猪软骨多糖对滚瓶培养MCF-7细胞的诱导凋亡作用及

其差异表达蛋白的初步研究 
 

魏欣，王鹏飞，刘安军 

（食品营养与安全教育部重点实验室，天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津300457） 
摘要：本文研究了人乳腺癌细胞 MCF-7 在滚瓶培养形成大量细胞聚集体时，猪软骨多糖对 MCF-7 的诱导凋亡作用，并初步研

究了其凋亡前后的差异表达蛋白。采用 Hoechst 33342/PI 染色于共聚焦显微镜下观察细胞的凋亡特征；Annexin V-FITC/PI 检测细胞凋

亡；流式细胞仪检测细胞周期的变化；并提取 MCF-7 细胞的全蛋白，利用二维凝胶电泳（2-DE）结合 MALDI-TOF 质谱技术检测差

异表达蛋白。结果表明：MCF-7 细胞在猪软骨多糖作用后出现典型的凋亡现象，通过流式细胞仪检测发现在猪软骨多糖作用 12 h，

24 h 的 MCF-7 凋亡率分别为 20.23%和 44.7%；同时发现 MCF-7 细胞在猪软骨多糖作用后，细胞周期被阻滞在了 S 期；初步鉴定出 2

个差异表达蛋白，其中一个为肌动蛋白 actin，另一个为抗氧化类蛋白 PRDX6。 
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Apoptosis-inducing Effect of Porcine Cartilage Polysaccharide on MCF-7 

Cells and Their Differentially Expressed Proteins 

WEI Xin, WANG Peng-fei, LIU An-jun 

(Key Laboratory of Food Nutrition and Safety, Ministry of Education, College of Food Engineering and Biotechnology, 

Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China) 

Abstract: MCF-7 (human breast adenocarcinoma cell line) cells were cultured in roller bottles to investigate the apoptosis-inducing 

effects of porcine cartilage polysaccharide in terms of formation of large cell aggregates. Protein expression before and after apoptosis were 

explored. The cell apoptotic characteristics were observed by laser scanning confocal microscopy (LSCM) after Hoechst 33342/propidium 

iodide (PI) staining; apoptosis was detected by Annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC)/PI; and changes in cell cycle were analyzed by 

flow cytometry (FCM). Total proteins of MCF-7 were extracted and differentially expressed proteins were analyzed by two-dimensional 

electrophoresis (2-DE) and matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight (MALDI-TOF). The results showed that the typical 

apoptotic characteristics of MCF-7 cells were observed after exposure to porcine cartilage polysaccharide, and FCM results showed apoptotic 

rates of 20.23% and 44.7% after 24- and 48-h exposure, respectively. Additionally, it was found that the cell cycle of MCF-7 cells was arrested 

in S phase. Moreover, two differentially expressed proteins were identified: actin and an antioxidant protein, PRDX6. 
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乳腺癌是女性最常见的恶性疾病，2000 年起全球

范围内新增病例超过 100 万例，有 37 万左右的患者死

亡[1]。乳腺癌的发生和发展是多种原癌基因激活和抑

癌基因失活共同作用的结果，其发展是一个多因素、 

收稿日期：2014-12-19 

基金项目：国家自然基金面上项目（31271975）；天津市科技支撑重点项目

（14ZCZDNC00015） 

作者简介：魏欣（1988-），男，在读硕士研究生，主要从事食品功能因子调

控与机体免疫研究 

通讯作者：刘安军（1963-），男，博士，教授，主要从事食品功能因子调控

与机体免疫研究 

多阶段的过程。细胞凋亡是由基因控制的细胞自主、

有序的死亡过程，由一系列内源性和外源性因素诱导

产生。多数抗癌药物通过作用于肿瘤细胞，诱导其凋

亡从而起到治疗肿瘤的目的。因此对具有诱导细胞凋

亡作用的抗癌因子的开发和作用机制研究，对于肿瘤

治疗以及抗肿瘤药物研发都具有重要意义。多糖的抗

肿瘤活性显著且对机体的毒副作用小，对多糖的抗肿

瘤活性研究已成为多糖研究领域的热点。具有抗肿瘤

作用的多糖活性研究主要以食用真菌多糖、海洋生物

类多糖及药用植物多糖为主，此外一些动物来源的酸

性多糖和软骨类多糖也具有抗肿瘤作用。多项研究表
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明软骨多糖具有抗肿瘤功效，魟鱼软骨多糖对小鼠黑

色素瘤原发瘤的生长有明显的抑制作用[2]。Feyzi 等人
[3]通过对鲨鱼软骨多糖的抗癌活性和机制的研究发

现，鲨鱼软骨多糖可通过抑制内皮细胞的生长以及新

生血管生成来实现抗肿瘤作用。但是对软骨类多糖的

诱导凋亡效应的报道并不多见。 

细胞凋亡分析可以在基因水平上分析凋亡前后转

录组的变化，从而研究基因表达的变化，许多凋亡相

关的基因可通过这一途径被发现[4]。由于在转录阶段

和转录后水平上都会有基因表达的调控，并且蛋白质

翻译后水平上会发生修饰作用。因此研究基因组的改

变并不能完全反映出细胞内蛋白质的变化，而通过蛋

白质组学相关技术可以尝试找到凋亡过程中发生变化

的差异蛋白，更容易找到参与凋亡的分子以及相关机

制。 

猪软骨多糖的抗肿瘤活性已被本课题组证实[5]，

但肿瘤细胞经过本实验滚瓶放大培养后，细胞数量与

传统的小瓶培养相比增长了 50 倍，细胞在滚瓶中形成

肉眼可见的聚集体，其生长状态更加接近体内环境，

此时软骨多糖是否具有在小瓶培养时显著诱导肿瘤细

胞凋亡的活性值得研究。本研究旨在通过对滚瓶培养

的人乳腺癌细胞 MCF-7 受猪软骨多糖作用后的凋亡

作用及其在凋亡前后差异表达蛋白的初步研究，探究

软骨多糖对 MCF-7 细胞的凋亡作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  药品及主要试剂 

MCF-7 人乳腺癌细胞细胞株（天津医科大学提

供）；猪软骨多糖由本实验室前期自制（猪软骨切片，

于水、三氯甲烷、甲醇混合液中浸泡，再经1% Na2CO3，

调 pH 至 10 浸提处理后，70 ℃加热 30 min，木瓜蛋

白酶水解，即得软骨多糖粗提物，DEAE-Sephadex 离

子交换树脂吸附，NaCl 洗脱，得到均一大分子多糖，

经 3 % H2O2降解，得到小分子量水溶性多糖，用乙醇

沉淀，干燥，即得 30 kD 左右的软骨多糖纯品。）；RPMI 

1640 培养基，美国 GIBCO 公司；胎牛血清，浙江天

杭生物科技有限公司；Hoechst 33342 染料，北京索莱

宝生物科技有限公司；碘化丙锭（PI），北京索莱宝生

物科技有限公司；Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试剂

盒，南京凯基；IPG 干胶条（17 cm，pH 3~10，pH 4~7），

美国 Bio-Rad 公司。 

1.1.2  主要仪器 

CGIII-30-F 细胞转瓶培养器，美国精骐；

PYC-30CO2恒温培养箱，美国精骐；激光共聚焦显微

镜，日本 Nikon；BD FACSCaliber 流式细胞仪，美国

BD；PROTEAN IEF 等电聚焦系统，美国 Bio-Rad；

PROTEAN II xi 大型垂直电泳槽，美国 Bio-Rad；

MALDI-TOF/TOF，Bruker 公司。 

1.2  Hoechst 33342/PI 染色检测 MCF-7 细胞凋

亡 

MCF-7细胞采用滚瓶培养，初期转速15 r/h，贴壁

后转速40 r/h，培养温度37 ℃，CO2浓度5%。滚瓶培

养细胞至对数期，加入猪软骨多糖溶液，使其终浓度

为100 μg/mL
[5]，继续培养至12 h、24 h，收集细胞。

同时设置未加软骨多糖培养的MCF-7为0 h对照。培养

结束后使用Hoechst 33342/PI进行常规染色，激光共聚

焦显微镜下观察。 

1.3  Annexin V-FITC/PI 检测 MCF-7 细胞凋亡 

分别收集培养 12 h 时、24 h 时的 MCF-7 细胞，

并以未加软骨多糖培养的 MCF-7 细胞为 0 h 对照。按

照凋亡检测试剂盒的说明书进行染色操作，使用流式

细胞仪进行检测（计数 20000 个细胞）。 

1.4  流式细胞术分析软骨多糖对 MCF-7 细胞

周期的影响 

消化收集滚瓶中与软骨多糖（100 μg/mL）共培养

12 h小时的MCF-7细胞，同时收集正常培养的MCF-7

细胞为空白对照，用 PBS 洗两次，75%乙醇溶液固定

细胞，4 ℃过夜。PBS 洗涤后重悬，加入 RNase A（100 

μg/mL），37 ℃水浴孵育 20 min 后，进行 PI 染色，室

温下避光孵育 10 min，上机检测分析。 

1.5  双向电泳结合质谱分析 MCF-7 凋亡前后

差异蛋白 

1.5.1  制备 MCF-7 细胞全蛋白样品 

滚瓶培养 MCF-7 细胞，多糖组细胞在对数期加入

软骨多糖，终浓度 100 μg/mL，继续培养 24 h 后，收

集多糖组与空白组细胞。每 2×10
7 个细胞加入预冷的

细胞裂解液（7 mol/L 尿素，2 mol/L 硫脲，4 % CHAPS，

现加 10 mg/mL DTT 和 0.5% （m/V） Bio-Lyte pH 

3~10）1 mL，吹打 3 次，于 4 ℃放置 20 min，再于液

氮中反复冻融 3 次，离心 15 min（4 ℃，15000 r/min），

取上清，用 Bradford 法测定蛋白含量，100 μL每管分



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.11 

3 

装，于-80 ℃保存。 

1.5.2  双向凝胶电泳 

取上述蛋白样品，调整上样量为 1 mg，使用水

化上样缓冲液补充总上样体积至 500 μL，加入聚焦盘

中，覆盖 IPG 干胶条于样品上进行第一向等电聚焦

（IEF）。聚焦程序见表 1。 

表1等电聚焦程序设定 

Table 1 Program settings of isoelectric focusing (IEF) 

升压步骤 目的 电压/V 时间/h 升压过程 

S0 主动水化 50 12  

S1 除盐 250 0.5 线性 

S2 除盐 1000 2 快速 

S3 升压 10000 5 线性 

S4 聚焦 10000 8 快速 

S5 保持 500 0.5 快速 

第一向等电聚焦结束后，将胶条平衡后进行第二

向 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），设置起

始电流为 15 mA/gel，待溴酚蓝完全进入凝胶后，将电

流调整为 25 mA/gel。电泳结束后进行固定，染色，脱

色。 

1.5.3  MALDI-TOF 质谱鉴定 

使用 PDQuest 2D 分析软件对得到的凝胶进行分

析，找出具有表达差异的蛋白点。切取凝胶上的差异

蛋白点，进行胶内酶解，点靶，测定。将得到的一级

图谱与 MS/MS 二级谱用 FlexAnalysis 软件进行标峰，

调入到 BioTools 软件中，将一级图谱与二级图谱进行

合并，使用 Mascot 检索相关蛋白数据库。 

1.6  数据处理方法 

将实验数据应用 Excel 软件进行统计分析，所得

数据均以平均值±标准差（m±s）表示。组间数据差异

采用 F 检验，p＜0.05 认为处理间差异显著，具有统

计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  Hoechst 33342/PI 染色检测 MCF-7 细胞 

软骨多糖对滚瓶中 MCF-7 分别作用 0 h、12 h、

24 h，激光共聚焦显微镜下检测染色结果，分别见图

1a、b、c。可以看出，未加入软骨多糖的正常细胞，

呈现微弱的淡蓝色。当软骨多糖作用 12 h 后，部分细

胞呈现亮蓝色，少数细胞呈现紫色，此时可以判断多

数细胞处于凋亡早期。在软骨多糖作用 24 h 后，可以

发现多数细胞已被染成亮蓝色，部分细胞呈现出 

 

紫色，说明这些细胞同时被 PI 与 Hoechst 染色，红色

与蓝色荧光叠加显现出紫色，可以推断出已有部分细

胞处于凋亡晚期。通过 Hoechst33342/PI 染色能够证明

猪软骨多糖对滚瓶培养的 MCF-7 细胞具有典型的凋

亡作用。 

  

a                     b 

 

c 

图1 MCF-7的 Hoechst/PI染色检测结果 

Fig.1 Hoechst/PI staining of MCF-7 cells 

注：a：0 h，b：12 h，c：24 h。 

2.2  Annexin V-FITC/PI 检测 MCF-7 细胞凋亡 

软骨多糖对 MCF-7 作用 12 h，24 h，同时设置 0 

h 为对照，收集并处理细胞，用流式细胞仪检测 MCF-7

的凋亡情况，检测结果见图 2。 

其中凋亡早期细胞分布在右下象限，凋亡晚期细

胞分布在右上象限，从图中可以直观的看出，经软骨

多糖作用后，细胞出现了大量凋亡，并且随着时间的

增长而增加。经统计处理得出具体的凋亡比例见表 2。

该实验进一步证明了软骨多糖对滚瓶培养的 MCF-7

细胞的凋亡作用，并定量的检测出凋亡率。受多糖作

用的 MCF-7 细胞 12 h 的早期凋亡率和晚期凋亡率分

别为 9.32%、10.91%，24 h 的则分别为 9.44%、35.26%，

可以看出随时间的增加，MCF-7 凋亡细胞的量极显著

增加，进一步证明了软骨多糖对滚瓶培养的 MCF-7

细胞诱导凋亡作用。一般具有抗肿瘤活性的多糖能够

直接作用于肿瘤细胞，抑制肿瘤细胞生长或诱导肿瘤

细胞凋亡而发挥作用。结合 Hoechst33342/PI 染色结果

可知猪软骨多糖的抗肿瘤作用可通过对肿瘤细胞的诱

导凋亡作用实现。 
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图2 MCF-7的 Annexin V FITC/PI染色检测结果 

Fig.2 Annexin V-FITC/PI staining of MCF-7 cells 

注：a：0 h，b：12 h，c：24 h。 

表2 MCF-7的 Annexin V FITC/PI染色统计结果 

Table 2 Statistical results of the Annexin V-FITC/PI staining of 

MCF-7 cells 

软骨多糖作 

用时间/h 

凋亡早期 

细胞量/% 

凋亡晚期 

细胞量/% 

0 1.66±0.12 0.42±0.06 

12 9.32±0.52** 10.91±1.13** 

24 9.44±0.91** 35.26±1.75** 

注：与0 h组相比，**：P＜0.01。 

2.3  流式细胞术分析软骨多糖对 MCF-7 细胞

周期的影响 

利用流式细胞仪对滚瓶培养的 MCF-7 细胞周期

的检测如图 3 所示。通过图 3(b)可以看出加入软骨多

糖的实验组细胞在 G0/G1 封前出现了明显的凋亡峰

（sub-G1峰）。通过计算峰面积得出的细胞周期数据见

表 3。与空白对照组相比，加入软骨多糖的实验组细

胞的 G0/G1期细胞比例下降，而处于 S 期的细胞比例

显著升高，而 G2/M 期的细胞数目并未增多，这表明

软骨多糖对 MCF-7 细胞作用后，将肿瘤细胞的分裂周

期阻滞在了 S 期。细胞增殖是通过细胞周期实现的，

其过程受到严密的基因调控机制的监控，而肿瘤细胞

因其失去细胞周期的正常调控作用而恶性增殖。因此

对肿瘤细胞周期的阻遏作用，能够抑制肿瘤的生长，

也能提高肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。Shen
[6]等人

的研究结果表明，枸杞多糖同样能够将 MCF-7 细胞周

期阻滞于 S 期，从而发挥抗肿瘤作用。 

 

 
图3 MCF-7细胞周期图 

Fig.3 Cell cycle plots 

注：a：对照组，b：多糖组。 

表3 MCF-7的细胞周期统计结果 

Table 3 Statistical results of MCF-7 cell cycle 

 G0/G1/% S/% G2/M/% 

对照组 56.48±0.76 36.46±1.19 7.06±0.35 

多糖组 51.37±1.53* 42.96±1.24* 5.67±1.13 

注：与对照组相比，*：P＜0.05。 

2.4  双向电泳结合质谱分析 MCF-7 凋亡前后

差异蛋白 

MCF-7 细胞的全蛋白二维电泳图谱见图 4（pH 

javascript:void(0);
javascript:void(0);
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3~10）。由于胶条宽泛的 pH 范围，图 4 中可以看出蛋

白点在中性区域发生簇集，加大了分辨的难度，而且

可以看出 MCF-7 的蛋白也主要集中在中性区域，为了

提高对蛋白点的分辨率，因此继续采用 17 cm，pH 4~7

范围的胶条进行二维电泳，这样可以提高分辨率，消

除蛋白点融合造成的影响。结果见图 5。 

 

a                    b 

图4 MCF-7细胞蛋白的2-DE(pH3-10)图谱 

Fig.4 2-DE (pH 3-10) images of MCF-7 

注：a：对照组，b：多糖组。 

 

a                    b 

图5 MCF-7细胞蛋白的2-DE(pH4-7)图谱 

Fig.5 2-DE (pH 4-7) images of MCF-7 

注：a：对照组，b：多糖组。 

使用PDQuest软件对得到的凝胶图谱进行图像分

析与匹配，共找到在凋亡过程中 10 个蛋白点表达差异

在 1.5 倍以上，其中表达量下调的有 7 个蛋白点，表

达量上调的有 3 个蛋白点。从中选取差异表达的在 2

倍以上的 3 个蛋白点进行质谱鉴定，其局部放大图见

图 6，图中的柱形图的高度与蛋白点的强度值正相关，

可以看出表达量的差异。成功鉴定出 2 个差异蛋白点，

结果见表 4。结果表明 1 号蛋白点具有与肌动蛋白

（actin）高度同源的序列，推测为 actin 家族的某种蛋

白。 2 号蛋白点与抗氧化蛋白酶家族蛋白

peroxiredoxin-6（PRDX6）高度同源，可能为抗氧化

蛋白 PRDX6。 

actin 不仅做为细胞中微丝的结构蛋白，近年的

研究发现在细胞凋亡过程中 actin 也会发生变化。在线

粒体活性氧（ROS）的释放过程中，细胞骨架肌动蛋

白（actin cytoskeleton）的改变起着重要作用，并随后

伴随着细胞的凋亡[7]。Takano
[8]等人阐明了在十八烷基

胺脂质体（SA-liposomes）在诱导巨噬细胞凋亡的过

程中，需要 actin 的参与。当加入细胞松弛素 D（F-actin

抑制剂）抑制 actin 的作用后，细胞的凋亡现象磷脂酰

丝氨酸（PS）外翻即被抑制，同时与凋亡相关的蛋白

激酶 Cδ与 ROS 活性都会被抑制，表明细胞的抗凋亡

能力提高。通过共定位发现 SA-liposomes 与 actin 结

合。此外，在细胞的凋亡过程中，actin 还能被 Caspase

酶家族水解[9]。因此 1 号蛋白的表达下调可能是在凋

亡过程中被水解，也可能是软骨多糖可以结合刺激肌

动蛋白，肌动蛋白的动力学变化进而刺激线粒体释放

ROS 由此引起细胞凋亡，作用的结果是其自身被分

解。 

 

 
图6 1-3号差异蛋白局部放大图 

Fig.6 Partial enlarged images of the specific proteins 1-3 

PRDX6 属于抗氧化酶，参与细胞的氧化还原调

控，能够提高细胞抵御氧化损伤的能力[10]。ROS-线粒

体氧化途径是诱导细胞凋亡的一种方式，薯蓣皂苷对

人食道癌细胞 Kyse510 的凋亡作用就是通过迅速生成

ROS 与激活线粒体凋亡途径实现的，在被薯蓣皂苷诱

导凋亡的 Kyse510 中，可以检测到 PRDX6 表达的显

著下调，同时伴随着 ROS 的激活和细胞的迅速凋亡
[11]。在软骨多糖诱导凋亡的 MCF-7 中同样检测到可

能是 PRDX6 表达的下调，表明受软骨多糖作用的

MCF-7 抗凋亡能力下降，可以推测软骨多糖在诱导

MCF-7 的凋亡过程中，活性氧起到了关键的介导或调
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节作用。 

表4 差异蛋白MADI-TOF-MS/MS质谱分析结果 

Table 4 Identification of differential expression of proteins by MADI-TOF-MS/MS 

编号 数据库 NCBI 登陆号 蛋白质名称 分子量/Da 等电点/pI 得分 

1 NCBI gi|4501885 actin, cytoplasmic 1 42052 5.50 287 

2 NCBI gi|4758638 peroxiredoxin-6 25133 6.00 81 

3  结论 

本实验首先通过 Hoechst33342/PI 染色、Annexin 

V-FITC/PI 检测，证明了猪软骨多糖对使用滚瓶规模

放大培养的 MCF-7 细胞显著的诱导凋亡作用，并通过

流式细胞仪测定了 12 h，24 h 的凋亡率分别为 20.23%

和 44.7%。进一步对 MCF-7 细胞周期的研究表明，软

骨多糖诱导 MCF-7 细胞凋亡，发挥抗肿瘤作用，可能

与其阻滞了 S 期，降低了 G0/G1 期有关。为了进一步

研究猪软骨多糖诱导 MCF-7 细胞的凋亡作用机制，对

其凋亡前后的差异表达蛋白进行了初步的研究。通过

软件比对处理，确定了在 MCF-7 细胞凋亡前后有 10

个蛋白点具有 1.5 倍差异表达，其中 7 个蛋白点的表

达量下调，3 个蛋白点表达量上调。选取其中差异表

达最明显的 3 个蛋白点（2 倍表达量差异），通过

MALDI-TOF-MS/MS 进行鉴定，共鉴定出 2 个差异表

达蛋白点，其中一个为肌动蛋白类，推测其表达下调

可能是被水解或部分发生改变诱导线粒体途径，另一

个为抗氧化类蛋白 PRDX6，推测其在凋亡过程中的表

达下调，导致细胞发生氧化损伤凋亡。本实验为深入

研究猪软骨多糖对肿瘤细胞的诱导凋亡机制奠定了基

础，同时也为将来规模化进行猪软骨多糖与肿瘤细胞

共培养，开展动物免疫实验，进一步开发软骨多糖的

抗癌功效提供了可能。 
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