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目的
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研究木犀草素对胃癌细胞
6ZKB"%

的增殖抑制作用及其机制&
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通过
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法检测发现#木犀草
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单染色法发现随着木犀草素浓度的增大#发生
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期阻滞的细胞比例增加&蛋白质印迹法的检测结果表明#随着

木犀草素浓度的增加#

K?̂ Q

'

K?̂ $

'

K

8

(3-2M!

表达减少#

K

8

(3-2?#

'

K

8

(3-2?%

和
H
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发生
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诱导细胞自噬的发生并抑制细胞的生长#还通过线粒体途径诱导胃癌细胞
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胃癌起源于胃黏膜上皮#病因复杂'发病率高#

是消化道最常见的恶性肿瘤#病死率在所有恶性肿

瘤中居第
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位)

#
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&化学药物治疗是肿瘤治疗的重要

手段之一#但是由于化学药物存在细胞毒性大及易

产生肿瘤耐药性的缺点#因此天然药物的开发成为

抗肿瘤药物研究的热点之一&随着中药研究逐步深

入#人们发现并证实了许多对肿瘤有治疗作用的中

药#如槐耳)
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'康莱特注射液)
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'华蟾素片)
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*等#这些

中草药制剂已在临床上取得了让人欣喜的治疗效

果&黄酮类化合物已经被证实具有广泛的药理学作

用#包括抗菌'保护心血管'解痉'祛痰'抑制酶活性'

免疫调节'抗氧化'抗辐射'利尿等)
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&木犀草素作

为一种天然的黄酮类化合物#具有上述各种药理学

作用#而且有大量关于木犀草素抑制恶性肿瘤增殖

的文献报道)
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#发现其主要通过诱导凋亡和使细

胞发生周期阻滞等方式来抑制恶性肿瘤细胞&为了

解木犀草素对胃癌细胞生长的影响并初步探索其作

用机制#本实验探讨了木犀草素对胃癌
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细

胞的生长抑制'细胞周期阻滞'致凋亡及致自噬作
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!,S

$不足体积

以含血清
Xc6A#$Q"

培养液补齐%#使木犀草素终

浓度分别为
"

'

#<!D

'

!<D

'

D

'

#"

%

N

"

,S

#

?65@

组浓

+

%"%

+
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%
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度为
"<#d

&继续于
K@

!

培养箱中培养
&*

#取出孔

板#去除培养液#

cR5

洗涤
!

次#加入固定液甲醇
W

冰醋酸$

%W#

%#

#",-2

后晾干#然后结晶紫染色
#D

,-2

#接着流水冲洗#以洗净染色液#晾干后记细胞克

隆数并拍照&

#<D

!

cA

单染法检测细胞周期的改变
!

取对数生长

期的
6ZKB"%

细胞#调制密度为
Q<"e#"

D

"

,S

的细

胞悬液&取
$

孔培养板一块#每孔加入
#,S

新鲜的

培养液#再加入细胞悬液
D""

%

S

#使每孔的细胞数

为
!<"e#"

D

#置于
K@

!

培养箱中培养
!QL

#然后加

木犀草素至其终浓度为
"

'

#!<D

'

!D

'

D"

%

,/3

"

S

#

?65@

组浓度
'

"<#d

&此时每孔终体积为
#<$,S

$不足体积以含血清
Xc6A#$Q"

培养液补齐%&继

续培养
QBL

后消化收集细胞#用预冷的
cR5

液洗涤

细胞
%

次后#

&"d

乙醇固定#保存于
Qf

冰箱过夜&

次日再用
Qf

预冷的
cR5

洗涤细胞
!

次#加入
cA

染

色液#使
cA

作用的终浓度为
Q",

N

"

S

#避光染色
%"

,-2

&流式细胞仪检测细胞
?>'

含量#不同木犀草

素作用浓度组都随机分析
#""""

个细胞&

#<$

!

'22+G-2

+

EcA

双染法测定细胞凋亡
!

取对数

生长期的
6ZKB"%

细胞#调制密度为
Q<"e#"

D

"

,S

的细胞悬液&取
$

孔培养板一块#每孔加入
#,S

新

鲜的培养液#再加入细胞悬液
D""

%

S

#使每孔的细

胞数为
!<"e#"

D

#置于
K@

!

培养箱培养
!QL

&

!QL

后加入不同浓度的木犀草素#使每孔终体积为
#<$

,S

#木犀草素的作用浓度为
#!<D

'

!D

'

D"

%

,/3

"

S

#

继续培养
QBL

&用预冷的
cR5

洗涤细胞
%

次#再加

入
!""

%

S

的结合缓冲液重悬细胞#然后分别加入
D

%

ScA

和
#"

%

S'22+G-2

+

EJAPK

#避光染色后立即

将标本置于冰上处理#将处理好的细胞置于流式细

胞仪中检测#观察其凋亡情况&

#<&

!

蛋白质印迹法检测蛋白表达变化
!

木犀草素

处理
QBL

后收集悬浮及贴壁的细胞#

FD"e

3

离心

#",-2

#用
cR5

洗
!

次#吸尽
cR5

(加入细胞裂解液

于冰上裂解
#D,-2

#

#!""e

3

离心
#D,-2

#收集上

清液&经
RK'

法测蛋白浓度后#等量样品以体积分

数为
#"d

$

#Dd

的十二烷基磺酸钠
E

聚丙烯酰胺凝

胶电泳$

5?5Ec'ZM

%分离蛋白质&电泳后将蛋白转

印至
c=?J

膜上&用体积分数
Dd

的脱脂奶粉封闭

后#一抗封闭过夜#再以二抗封闭液常温封闭
!L

#

MKS

发光液孵育后置于
KK?

成像系统显影#保存

结果&同时检测自噬的发生#用木犀草素处理
QBL

#

除在收蛋白
$L

前加
R)4-3/,

8

(-2'#

外#其他操作和

蛋白印迹法检测蛋白表达变化的步骤一致&

#<B

!

统计学处理
!

用
5c55#%<"

统计软件处理数

据&计量资料以
$

5i(

表示#采用完全随机设计的单

因素方差分析$

@2+EO)

8

'>@='

%比较组间差异&

检验水准$

(

%为
"<"D

&

?

!

结
!

果

!<#

!

木犀草素对胃癌细胞
6ZKB"%

的增殖抑制作

用
!

不同浓度的木犀草素作用于
6ZKB"%

细胞
!Q

'

QB

和
&!L

后#与对照组$

?65@

和
"

%

,/3

"

S

木犀

草素为双重对照%相比均有增殖抑制作用$

-

#

"<"D

%#

AK

D"

分别为
#!&<%&

'

&$<#!

'

#$<BQ

%

,/3

"

S

&

随着时间的增加#木犀草素对胃癌
6ZKB"%

细胞的

增殖抑制作用更加明显#表明木犀草素以剂量
E

时间

依赖的方式抑制
6ZKB"%

细胞的增殖$图
#

%&

图
>

!

木犀草素对胃癌细胞
9O;VPF

增殖的抑制作用

B$

'

>

!

R0*2$-/0(&$*"$"#$%$&$*"*-9O;VPF1/223%

,

2)&/*2$"

=)1-/0;(/2(+271)7-/2;/4307+/3-2O+1+)**+*

#

)2*7L+(+33;O+1+

-2(0I)7+*4/1!Q

#

QB)2*&!L<

"

-

#

"<"D:;"

%

,/3

"

S307+-3-2)7

;),+7-,+<,a%

#

$

5i(

!<!

!

木犀草素对胃癌细胞
6ZKB"%

的克隆形成抑

制作用
!

不同浓度的木犀草素作用于
6ZKB"%

细

胞
&*

后#细胞的克隆形成数逐渐减少#尤其浓度为

#"

%

,/3

"

S

的实验组#与对照组$

?65@

和
"

%

,/3

"

S

木犀草素为双重对照%相比有明显的差异$图
!

%&

!<%

!

木犀草素作用于胃癌细胞
6ZKB"%

后对细胞

周期的影响
!

不同浓度的木犀草素作用于
6ZKB"%

细胞
QBL

后#与
?65@

组和
"

%

,/3

"

S

组两个对照

组相比#随着药物浓度的增加#

Z

#

期细胞比例逐渐减

少#

5

期比例基本不变#

Z

!

"

6

期比例逐渐增加(其中

Z

!

期由
?65@

组的
F<#d

和
"

%

,/3

"

S

组的
B<%d

增加到
!D

%

,/3

"

S

的
#F<&d

$图
%

%&

+

Q"%

+
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木犀草素对胃癌细胞
6ZKB"%

增殖的抑制作用及其机制

图
?

!

木犀草素对
9O;VPF

细胞克隆形成的影响

B$

'

?

!

A--/1&3*-2)&/*2$"(&.$--/0/"&1*"1/"&0(&$*"3*"9O;VPF1/221*2*"

,

-*04(&$*"

图
F

!

木犀草素对
9O;VPF

细胞周期的影响

B$

'

F

!

A--/1&*-2)&/*2$"(&.$--/0/"&1*"1/"&0(&$*"3*"1/221

,

12/(00/3&$"9O;VPF1/223

'

!

?65@

(

R

!

"

%

,/3

"

S307+/3-2

(

K

!

#!<D

%

,/3

"

S307+/3-2

(

?

!

!D

%

,/3

"

S307+/3-2

!<Q

!

蛋白质印迹法检测细胞周期相关蛋白表

达
!

木犀草素作用于
6ZKB"%

细胞
QBL

后#随着药

物浓度的增加#

K?̂ Q

'

K?̂ $

'

K

8

(3-2M!

表达减少#

K

8

(3-2?#

'

K

8

(3-2?%

和
H

È ++#

表达基本不变#

K

8

(3-2'

'

K

8

(3-2R

'

6

8

7#

'

H

E(*(!

$

P

8

1#D

%表达增高

$图
Q

%&

图
H

!

蛋白质印迹法检测周期相关蛋白的表达

B$

'

H

!

AI

+

0/33$*"*-1/221

,

12/C(33*1$(&/.

+

0*&/$"3

=(3("(2

,

\/.%

,

T/3&/0"%2*&&$"

'

(-&/0

/I

+

*3)0/&*.$--/0/"&1*"1/"&0(&$*"3*-2)&/*2$"

!<D

!

木犀草素诱导胃癌细胞
6ZKB"%

凋亡
!

不同

浓度的木犀草素作用于
6ZKB"%

细胞
QBL

后#细胞

的早期凋亡率和晚期凋亡率会随着药物浓度的增加

而增多(

D"

%

,/3

"

S

组变化最明显#由
?65@

组的

#$<%#d

和
"

%

,/3

"

S

组的
#%<DQd

增加到
Q#<&Fd

$图
D

%&

!<$

!

蛋白质印迹法检测凋亡相关蛋白的表达
!

不

同浓度木犀草素作用
6ZKB"%

细胞
QBL

后#抗凋亡

蛋 白
6(3E#

及
R(3EG

S

'

K);

H

);+E%

'

K);

H

);+EB

'

K);

H

);+EF

蛋白表达随药物浓度增加而减少#而抗凋

亡蛋白
R(3E!

表达量变化不大#促凋亡蛋白
R)G

表

达量增加#因而引起
R(3E!

"

R)G

'

6(3E#

"

R)G

和
R(3E

G

S

"

R)G

的比例下降(同时还可见到
K);

H

);+E%

和

c'Xc

出现了切割的条带$图
$

%&

!<&

!

蛋白质印迹法检测自噬相关蛋白的表达情

况
!

不同浓度的木犀草素作用于
6ZKB"%

细胞后#

随着药物浓度的增加#

c$!

表达下降#而
SK%

"

和

R+(3-2E#

的表达增加$图
&'

'

&R

%&而用木犀草素处

理
QBL

时在收蛋白
$L

前加
R)4-3/,

8

(-2'#

#结果出

现
SK%

"

和
c$!

的累积#表明木犀草素诱导

6ZKB"%

细胞发生自噬$图
&K

%&

+

D"%

+
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图
J

!

5""/I$"

$

CR!

双染法检测木犀草素对细胞凋亡的影响

B$

'

J

!

A--/1&*-2)&/*2$"*"(

+

*

+

&*3$3$"9O;VPF1/223(-&/0/I

+

*3)0/&*.$--/0/"&1*"1/"&0(&$*"3*-2)&/*2$"

'

!

?65@

(

R

!

"

%

,/3

"

S307+/3-2

(

K

!

#!<D

%

,/3

"

S307+/3-2

(

?

!

!D

%

,/3

"

S307+/3-2

(

M

!

D"

%

,/3

"

S307+/3-2

图
K

!

蛋白印迹法检测凋亡相关蛋白的表达

B$

'

K

!

AI

+

0/33$*"*-(

+

*

+

&*3$3(33*1$(&/.

+

0*&/$"$"9O;VPF1/223(-&/0/I

+

*3)0/&*.$--/0/"&1*"1/"&0(&$*"3*-2)&/*2$"

"

-

#

"<"D:;?65@/1"

%

,/3

"

S307+/3-2<,a%

#

$

5i(

图
M

!

蛋白印迹法检测自噬相关蛋白的表达

B$

'

M

!

AI

+

0/33$*"*-1/22()&*

+

#(

',+

0*&/$"3=(3("(2

,

\/.%

,

T/3&/0"%2*&&$"

'

("(2

,

3$3(-&/0/I

+

*3)0/&*

.$--/0/"&1*"1/"&0(&$*"3*-2)&/*2$"

'

#

R

!

6ZKB"%(+33;O+1+-2(0I)7+*O-7L*-44+1+27(/2(+271)7-/2;/4307+/3-24/1QBL

(

K

!

6ZKB"%(+33;O+1+-2(0I)7+*O-7L307+/3-2)7D"

%

,/3

"

S4/1QBL)2*R)4-3/,

8

(-2'#4/1$L<

"

-

#

"<"D:;?65@/1"

%

,/3

"

S307+/3-2<,a%

#

$

5i(

F

!

讨
!

论

中药抗肿瘤研究由来已久#许多体外抗肿瘤研

究的实验均采用从中草药中提取单体成分#如去氢

骆驼蓬碱'水飞蓟宾等)

##

*

#这些研究为中草药应用

于临床抗肿瘤治疗提供了理论基础&木犀草素是一

种多靶点的抗肿瘤药物)

&E#"

*

#陈庆等)

#!

*的研究发现#

木犀草素对于正常的肝细胞
S"!

毒副作用小&有证

据表明木犀草素可以像喜树碱类抗癌药物一样#能

够诱导拓扑异构酶
"

相关的
?>'

损伤从而诱导

U+S)E$"

细胞发生凋亡)

#%

*

#可以通过周期阻滞诱导

肝癌细胞发生凋亡)

B

*等&但是在胃癌细胞中相关研

+

$"%

+
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木犀草素对胃癌细胞
6ZKB"%

增殖的抑制作用及其机制

究甚少#更没有确切的机制报道&本实验显示木犀

草素对胃癌
6ZKB"%

细胞有较强的增殖抑制作用#

且表现出明显的剂量
E

时间依赖性&

0̀

等)

#Q

*发现木犀草素能够使胃癌细胞
'Z5

阻滞在
Z

!

期&细胞周期阻滞包括
Z

#

期阻滞和
Z

!

"

6

期阻滞#其中
Z

!

"

6

期阻滞更具普遍性&研究表

明细胞周期中
Z

!

"

6

检查点是细胞存活和死亡的主

要决定点)

#D

*

&在
Z

!

"

6

期检查点#一方面
K-

H

"

-̂

H

家族成员通过抑制
K?̂ #

$

(*(!

%的活性发挥其作

用)

#$E#&

*

#另一方面
+̀+#

可以通过磷酸化
K?̂ ;

的

活性位点酪氨酸残基$大部分
K?̂ ;

为
P

8

1#D

%而起

抑制作用&除此以外#

6

8

7#

可以磷酸化
P

8

1#D

和

PL1#Q

这
!

个邻近的位点#起到抑制作用)

#&

*

&本实

验中随木犀草素浓度增加#

Z

#

期细胞比例减少#

5

期比例基本不变#而
Z

!

期比例增加&我们对周期相

关蛋白检测发现
K

8

(3-2?#

'

K

8

(3-2?%

和
H

È ++#

表

达基本不变#

K

8

(3-2M!

表达减少#

K

8

(3-2'

'

K

8

(3-2R

和
6

8

7#

'

H

E(*(!

$

P

8

1#D

%表达增高#表明木犀草素能

够使胃癌细胞
6ZKB"%

抑制在
Z

!

期&

c'Xc

是
?>'

修复酶#也是
K);

H

);+E%

的作用

底物#所以
c'Xc

又被称为死亡底物&

c'Xc

蛋白

的剪切是细胞凋亡的标志#线粒体凋亡途径是重要

的凋亡途径#

R(3E!

家族蛋白在线粒体扮演着非常关

键的角色#其中的促凋亡蛋白和抗凋亡蛋白的比例

决定着细胞是走向凋亡还是继续存活&抗凋亡蛋白

表达的增加会抑制
K

8

7/K

等促凋亡因子从线粒体释

放#而促凋亡蛋白的表达增加则导致
K

8

7/K

等促凋

亡因子大量释放)

#B

*

(这些促凋亡因子将会激活细胞

质中的
K);

H

);+

#继而发生级联反应#导致凋亡的发

生&在
R(3E!

蛋白家族中#

R)G

通过促进线粒体
cPc

孔的开放#使线粒体内促凋亡因子释放而导致凋亡

的发生#而
R(3E!

'

R(3EGS

则抑制
cPc

孔的开放而抵

抗细胞凋亡的发生)

#FE!"

*

&在本实验中随着木犀草素

浓度的增加#

c'Xc

的剪切增加#同时
K);

H

);+E%

的

活化量也逐渐增加(

6(3E#

'

R(3EGS

的表达减少#

R(3E

!

表达量变化不大#

R)G

表达增加#引起
R(3E!

"

R)G

'

6(3E#

"

R)G

和
R(3EGS

"

R)G

比例下降#表明木犀草素

作用于
6ZKB"%

细胞后通过线粒体途径使其发生

凋亡&

细胞自噬是一个复杂的过程#许多蛋白参与其

中#这提示我们可以通过检测一些重要蛋白的表达

变化来明确细胞是否发生了自噬&

R+(3-2E#

'

SK%

'

c$!

是自噬过程中
%

个比较重要的蛋白)

!#E!%

*

&在本

次实验中可以看到
c$!

表达下降#而
SK%

"

表达增

加#表明木犀草素也可以使细胞发生自噬&总之木

犀草素引起胃癌细胞
6ZKB"%

的凋亡是通过线粒

体通路实现的#同时伴有细胞自噬性死亡#但是木犀

草素通过哪种具体的信号途径发挥作用有待进一步

研究&
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