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植物甾醇对人神经母细胞瘤 OB4O=%=细胞增殖和凋亡的影响
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摘&要!目的&初步探讨植物甾醇对人神经母细胞瘤 OB4O=%=细胞增殖和凋亡的影响$ 方法&采用体外细胞培

养的方法!用不同浓度的植物甾醇与细胞共同培养!倒置显微镜观察细胞形态!\**法测定细胞存活率!流式细胞

术测定细胞凋亡率$ 结果&与对照组比较!从 ’ !S@F‘H植物甾醇起即对细胞的存活率有明显影响!差异有统计学

意义"#m(1(’#&植物甾醇浓度由低到高!随着浓度的增加!对细胞的形态影响越明显!突触变短!胞体萎缩甚至死

亡&不同浓度的植物甾醇可引起细胞不同程度的早期凋亡$ 结论&植物甾醇对体外培养的人神经母细胞瘤 OB4

O=%=细胞有潜在的毒性作用!能够抑制细胞增殖和引起细胞凋亡$
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&&植物甾醇 $ WFCE"Q"M9@F@9W:P"@Q"M9@F%广泛存在
于植物的根*茎*叶*果实和种子中"是植物细胞膜

的组成部分"在所有来源于植物种子的油脂中都含
有丰富的植物甾醇) 它是一种类似于环状醇结构
的物质"有游离型和酯化型两种"酯化型植物甾醇
更易溶于有机溶剂"其吸收利用率比游离型提高 %
倍左右"功能更广 ’’( ) 植物甾醇是 + 位羟基的甾体
化合物"以环戊烷全氢菲为主体骨架"占四环三萜
类化合物的大部分"它的主要成分包括 "4谷甾醇$"4
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Q<"@Q"M9@F%*豆 甾 醇 $Q"<GSCQ"M9@F% 以 及 菜 油 甾 醇
$VCSWMQ"M9@F%"其中以 "4谷甾醇为主"占总植物甾醇
的 ,(- ĉ (- ’)( )

因为植物甾醇的结构与胆甾醇 $胆固醇 %相
似"所以其在人体的吸收途径和胆固醇一样"通过
胆固 醇 吸 收 蛋 白 $ 6<MSCEE Z<VR L’ F<RM’"
6ZL’H’%进行吸收"因而食用植物甾醇可竞争性
地抑制人体肠道对胆固醇的吸收"从而起到降低
血液中胆固醇的作用 ’+( ) 目前普遍认为"植物甾
醇通过抑制小肠对外源性胆固醇$从食物中摄取%
和内源性胆固醇 $来源于胆汁%的吸收"而起到降
低血清中胆固醇的作用 ’# j%( ) 有研究表明"每天
服用 )1) G左右的植物甾醇或植物甾醇酯即可使
血浆中胆固醇降低 ,(-左右"低密度脂蛋白胆固
醇降低 ’)-左右 ’, ĵ ( )

最近"gCES<M9F@等 ’’((的研究结果表明"植物
甾醇在脑和肝脏等组织中大量积累高达 ) c+ 倍)
植物甾醇可透过血脑屏障"且不可逆地积累在脑
组织中) 而 5M<EGs9"EM9等 ’’’(进行的动物试验结
果显示"在食物中添加植物甾醇和植物甾烷醇可
使血浆中胆固醇浓度降低"同时也使植物甾醇和
植物甾烷醇在血浆中的浓度升高"在肝脏和脑组
织中的含量增加"并且血液中单核细胞的数量以
及超 氧 化 和 脂 质 过 氧 化 产 物 的 含 量 也 增 加)
\VbCE<MF等 ’’)(对于膳食补充植物甾醇的安全性也
提出了质疑"指出喂养植物甾醇对 3*Z结合盒转
运子 7%‘7$ 基因敲除鼠有较大的毒性作用) 这些
试验研究均表明有必要深入研究食物中添加植物
甾醇和植物甾烷醇的安全性和临床有效性)

本研究采用未分化的人神经母细胞瘤 OB4O=%=
细胞作为细胞模型"通过观察 OB4O=%=细胞在植物
甾醇存在情况下的细胞形态*细胞存活率以及细胞凋
亡的变化"初步探讨植物甾醇的体外神经毒性作用)

’&材料与方法
’1’&仪器与试剂

超净工作台*L]) 培养箱*倒置显微镜*流式细
胞仪等) 植物甾醇$含量&"4谷甾醇##(-"菜油甾
醇#)(-"豆甾醇#’%-"总含量#^%-"陕西森弗
生物技术有限公司 %*b\8\‘A’) 培养基 $美国
7<JV@%*胎牛血清 $浙江天航生物科技有限公司%*
胰蛋白酶 $IEU<"9@GME%*b\O]$ O<GSC43F/9<V:%*\**
$北京索莱宝科技有限公司%)
’1)&方法
’1)1’&细胞培养及形态观察

使用含 ’(-胎牛血清及 ’-双抗$青霉素4链霉

素%的 b\8\‘A’) 培养基"于 +. e*%- L]) 的细胞
培养箱中培养人神经母细胞瘤 OB4O=%=细胞) 设定
植物甾醇浓度为 (*(1%*’*)*#*$*’,*+) !S@F‘H$将植
物甾醇溶于无水乙醇中"配成 ’( SS@F‘H的原液"后
将原液溶于无血清培养基中配制各浓度植物甾醇溶
液%"倒置显微镜下观察各组细胞形态的变化)
’1)1)&\**法测细胞存活率

将细胞转接至 ^, 孔板中"细胞浓度调整为
# i’(+ 个‘孔) 加植物甾醇后继续培养 ,*)#*#$ :"
每个浓度设定平行的 , 个孔"每孔加 \**)( !F"继
续孵育 # :"弃上清液"每孔加入 ’%( !F的 b\O]"振
荡 ’( S<E"选择 %.( ES波长"在酶标仪上测定吸光
度值"细胞活力以对照组的百分比表示)
’1)1+&3EEMX<Eg4ZI双染色法测细胞凋亡

设定植物甾醇浓度为 (*(1%*’*)*#*$ !S@F‘H)
细胞培养 )# : 后"收集待测细胞"弃上清液"用预冷
的 Z!O 润洗 ) 次"# e"’ ((( 9‘S<E 离心 % S<E"弃上
清) 将细胞重悬于 )(( !FJ<E/<EGJ;NNM9"加入 ’( !F
3EEMX<Eg4AI*L"避光室温反应 ’% S<E 或 # e反应
+( S<E) 细胞悬液用 )(( 目筛网过滤"转移至流式
管中"样品临上机之前加 % !FZI"迅速检测) 每组
+ 个平行进行测定)
’1+&统计学分析

用 OZOO ’+1( 统计软件进行数据录入和单因素
方差分析$36]g3%"组间比较采用 HOb法"#m(1(%
表示差异有统计学意义) 实验数据均用SMCEQd"表示)

)&结果与分析
)1’&植物甾醇对 OB4O=%=细胞存活率的影响

由图 ’ 可知"随着植物甾醇浓度的增大"OB4O=%=
细胞存活率降低"当植物甾醇浓度达 ’ !S@F‘H时"与
对照组比较差异有统计学意义$#m(1(’%) 随着时
间的增长"植物甾醇对细胞生长的抑制率也有所提
高"细胞存活率整体呈下降趋势) ,*)#*#$ : 的半
数致死浓度 5$%(分别为 )1+*’1)*(1# !S@F‘H)

图 ’&不同浓度植物甾醇对 OB4O=%=细胞存活率的影响
A<G;9M’&L:CEGMQ@NVMFFU<CJ<F<"PCN"M9W:P"@Q"M9@F"9MC"SME"

C"/<NNM9ME"V@EVME"9C"<@EQ
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)1)&植物甾醇对 OB4O=%=细胞形态的影响
由细胞增殖试验可得 )# : 时 5$%(为 ’1) !S@F‘H"

故设植物甾醇的浓度分别为 (1%*)*$ !S@F‘H"加入
(1% !S@F‘H浓度的植物甾醇 )# : 后"与对照组比

较"神经细胞的突触开始变短*减少) 随着植物甾
醇的增加"细胞突触明显减少"细胞出现萎缩甚至
死亡) 见图 ))

图 )&植物甾醇对 OB4O=%=细胞形态作用的影响$)# :%

A<G;9M)&LMFFQ:CWM[<": "9MC"SME"@NW:P"@Q"M9@F

)1+&植物甾醇对 OB4O=%=细胞凋亡的影响
从图 + 和表 ’ 可知"随着植物甾醇的增大"细胞

凋亡率增加"植物甾醇浓度为 (1% !S@F‘H时"细胞
凋亡率为 ’)1%-"植物甾醇浓度为 ) !S@F‘H时"凋
亡率达到 ,#1+’-"植物甾醇浓度为 $ !S@F‘H时"
凋亡率高达 .(1’’-) 而且"加入植物甾醇 )# :
后"对 OB4O=%=细胞凋亡的影响主要集中在早期
凋亡)

表 ’&植物甾醇对 OB4O=%=细胞凋亡的影响
*CJFM’&3W@W"@Q<Q@NOB4O=%=VMFFF<EM<E /<NNM9ME"

W:P"@Q"M9@FG9@;WQ
浓度‘

$!S@F‘H%
凋亡率‘-

早期 晚期 总凋亡率
( (1%( d’1#$ (1’, d)1#^ (1,, d+1̂.
(1% ’)1#% d+1)%" (1’( d(1(’ ’)1#% d+1),"

) %$1)+ d%1#,"" ,1($ d)1%^ ,#1+’ d$1(%""

$ ,%1+^ d#1+^"" #1.) d’1,) .(1’’ d,1(’""

注&与对照组比较""表示 #m(1(%"""表示 #m(1(’

图 +&植物甾醇对 OB4O=%=细胞凋亡的影响$)# :%

A<G;9M+&L:CEGMQ@NVMFFCW@W"@Q<Q[<": "9MC"SME"@NW:P"@Q"M9@F
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+&讨论
近年来的研究表明"大量摄入植物甾醇以及植

物甾醇酯会对机体产生毒副作用 ’’+ j’#( ) 植物甾醇
还大量积累在脑和肝脏等组织中) 同时还发现"植
物甾醇可透过血脑屏障并不可逆地积累在脑组织
中 ’^( "不同的植物甾醇穿过血脑屏障的能力不同"
菜油甾醇透过血脑屏障的能力远大于谷甾醇"体外
培养脑内皮细胞试验也表明这一点)

细胞凋亡$CW@W"@Q<Q%是细胞内外环境变化以及
基因调控所引发的细胞主动死亡的过程"对保持机
体处于稳定状态起着重要作用 ’’% j’,( ) 细胞凋亡分
为早期和晚期两个阶段) 早期检测有 # 种&磷脂酰
丝氨酸$ZO%在细胞外膜上的检测$早期 ZO 从细胞
膜内侧转移到外侧%#细胞内氧化还原状态改变的
检测#细胞色素 L的定位检测#线粒体膜电位变化
的检测) 由于细胞凋亡晚期中"核酸内切酶在核小
体之间剪切核 b63"产生大量长度在 ’$( c)(( JW
的 b63片段) 晚期检测有 + 种方法&通过 b63末
端转移酶检测*连接介导的 ZL0检测*端粒酶检测)

本试验采用体外培养人神经母细胞瘤 OB4
O=%=细胞"研究植物甾醇对神经细胞的作用及其
机理) 随着植物甾醇浓度的增加和培养时间的延
长"细胞的形态发生了明显变化) 通过 \**试验检
测细胞活性的结果表明"随着植物甾醇浓度的增加
和培养时间的延长"细胞存活率降低"说明植物甾
醇对神经细胞的生长有抑制作用) 在细胞增殖试
验结果的基础上"我们检测了植物甾醇对 OB4O=%=
细胞的凋亡的影响"结果表明"随着植物甾醇浓度
的升高"细胞凋亡率升高) 与细胞增殖试验结果相
对应"植物甾醇能够引起 OB4O=%=细胞产生凋亡"
尤其是早期凋亡) 这些结果表明植物甾醇可能对
神经细胞有一定的毒性作用"可抑制体外培养的
OB4O=%=细胞的增殖"引起细胞凋亡) 而对于可能
的凋亡途径"需要更深入的研究和探讨)
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