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摘   要 目的：研究稳定氮氧自由基自旋标记的鬼臼毒素衍生物 - 鬼臼酰肼哌啶氮氧自由基腙（GP1）在体外

对胃癌细胞 BGC-823、MKN-45 的生长抑制作用及抗血管生成作用的机理。

方法：采用 CCK-8 法测定 GP1 对胃癌细胞增殖的影响；流式细胞术检测 GP1 诱导胃癌细胞凋亡的作

用；Transwell 小室法检测 GP1 对胃癌细胞迁移能力的影响；RT-PCR 法测定血管生成因子 VEGF-A、

VEGFR、Ang-1、Tie2 及 MMP-2 和 MMP-9 mRNA 的表达。

结果：CCK-8 法结果示不同浓度的 GP1 对胃癌细胞增殖均有一定的抑制作用且在浓度为 100 μg/mL 抑

制作用最明显，BGC-823 在 24、48、72 h 时的抑制率依次为 31.31%、36.69%、39.23%，MKN-45 在

24、48、72 h 时的抑制率依次为 64.38%、73.16%、80.32%；流式细胞检测浓度为 100 μg/mL 的 GP1

作用于胃癌细胞 24、48 h 均出现诱导凋亡的作用。GP1 作用于 BGC-823 细胞 24、48 h 后的凋亡率分

别为 8.00%、16.67%，作用于 MKN-45 细胞 24、48 h 后的凋亡率分别为 7.33%、27.67%；Transwell

小室法检测浓度为 100 μg/mL 的 GP1 作用于胃癌细胞 24、48 h 均抑制细胞迁移。BGC-823 细胞 24、

48 h 的抑制迁移率分别为 18.85%、25.15%；MKN-45 细胞 24、48 h 的抑制迁移率分别为 17.29%，

24.28%；RT-PCR 测定浓度为 200、100、50 μg/mL 的 GP1 作用胃癌细胞 VEGF-A、VEGFR、Ang-1、

Tie2、MMP-2、MMP-9 mRNA 的表达均较对照组降低。

结论：GP1 对在体外生长的胃癌细胞有明显的抑制作用，且可能是通过诱导胃癌细胞凋亡而抑制其

增殖的；GP1 可能是通过抑制胃癌细胞 MMP-2、MMP-9 mRNA 的表达来抑制其迁移；GP1 具有抑制

VEGF-A、VEGFR、Ang-1、Tie2 MRNA 表达的作用，推测 GP1 可能具有抑制胃癌血管生成的作用。
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鬼臼毒素由盾叶鬼臼八角莲等植物中得到[1]，

我 们 前 期 的 实 验 已 经 证 明 鬼 臼 毒 素 及 其 衍 生 物 具

有抑制肿瘤的作用 [2-3]。血管生成多个环节均与活

性氧（react ive  oxygen species，ROS）有复杂关

系，抗氧化剂有抑制肿瘤血管生成的潜能 [4-7]。稳

定 氮 氧 自 由 基 具 有 独 特 的 抗 氧 化 作 用 [ 8 ]， 其 自 旋

标记的鬼臼毒衍生物-鬼臼酰肼哌啶氮氧自由基腙

（ G P 1 ） ， 能 够 促 进 其 运 载 的 药 物 优 先 穿 过 癌 细

胞到达细胞DNA，不仅可以降低母体化合物的毒

性 ， 同 时 使 抗 癌 药 物 具 有 抑 制 血 管 生 成 的 作 用 从

而增强其抗癌作用[9]。

1　材料与方法

1.1  材料 

胃癌细胞BGC-823、MKN-45细胞株由甘肃省

消化系统肿瘤重点实验室提供。GP1由兰州大学化

学 化 工 学 院 合 成 。 无 血 清 培 养 基 D M E M 、 胎 牛 血

清（FBS）购于Hyclone。0.25%胰蛋白酶购自美
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国Gibco公司。Cell Counting Kit-8（cck-8）试剂

盒为碧云天生物技术研究所产品。24孔Transwel l

小室购于Millipore公司。两步法RT-PCR 试剂盒、

PCR序列特异引物、反转录试剂盒、凋亡试剂盒是

日本TaKaRa公司产品。

1.2  方法

1.2.1  细 胞 培 养　 胃 癌 细 胞 株 BGC-823、MKN-
45， 用 含 10% 的 胎 牛 血 清、100 IU/mL 的 青 霉 素 和 

100 mg/L 的链霉素的 DMEM 培养液中，于 37 ℃、

饱 和 湿 度、5%CO2 的 培 养 箱 中 培 养， 取 对 数 生 长

期细胞用于实验。

1.2.2  CCK-8 法 测 定 GP1 对 BGC-823、MKN-45

胞 生 长 的 影 响　 取 5×103 个 BGC-823、MKN-45

细胞种植于 96 孔培养板内，设 6 个复孔，培养 24 h

后 加 入 不 同 浓 度 的 GP1， 使 GP1 终 浓 度 分 别 为 0 

（ 对 照 组 ） 及 6.25、12.5、25、50、100、200、

300 μg/mL（用药组）。分别于 24、48、72 h 后，

用全自动酶联免疫检测仪测定各孔 490 nm 波长下

的 OD 值， 取 6 孔 的 平 均 值， 并 按 以 下 公 式 计 算

细胞生长抑制率：生长抑制率（%）=（1- 用药组

OD 均值 / 对照组 OD 均值）×100%。实验重复 3 次。

1.2.3  流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 凋 亡　 取 对 数 生 长

期 细 胞 调 整 细 胞 浓 度 种 于 6 孔 板， 使 细 胞 浓 度 达

1×107/ 孔。 用 100 μg/mL 浓 度 的 GP1 分 别 作 用

24、48 h，收集细胞。严格按照使用说明书操作，

上流式细胞仪检测细胞凋亡情况。实验重复 3 次。

1.2.4  Transwell 小 室 法 测 胃 癌 细 胞 迁 移 率　 利

用 Transwell 小 室 检 测 100 μg/mL 的 GP1 作 用

1×106/ 孔 的 BGC-823、MKN-45 细 胞 的 迁 移 能 力

的 影 响， 设 2 个 复 孔， 分 别 培 养 24、48 h。10%

甲醛固定、0.1% 结晶紫染色、置显微镜下观察，

随 机 取 上、 下、 左、 右、 中 心 共 5 个 视 野 计 算 穿

膜 细 胞 数， 按 下 式 计 算 药 物 对 肿 瘤 细 胞 迁 移 的 抑

制率。迁移抑制率（IR%）=（1- 给药组穿膜细胞 

数 / 对照组穿膜细胞数）×100%。实验重复 3 次。

1.2.5  RT-PCR 测 定 胃 癌 细 胞 VEGF-A、VEGFR、

Ang-1、Tie2、MMP-2、MMP-9 mRNA 的表达　取对数

生长期胃癌细胞培养于 25 mL 培养瓶中 24 h，设 GP1

终浓度分别为 200、100、50 μg/mL 和空白对照组。分

别共同培养 24、48 h，细胞总 RNA 的提取参照 Trizol

试剂盒说明书进行。逆转录反应后，加入引物（表 1）

进行 PCR 扩增。每组设 3 个重复，试验重复 2 次。

1.3  统计学分析 

 所有数据采用SPSS 18.0软件包进行统计学分

析 ， 采 用 重 复 测 量 的 方 差 分 析 和 单 因 素 方 差 分 析

方法，以α=0.05作为显著性水准。

2　结　果

2.1  GP1 对人胃癌细胞增殖的影响

在 多 个 浓 度 的 G P 1 在 各 个 时 间 段 抑 制 胃 癌

BGC-823细胞的增殖，随着时间的延长抑制作用逐

渐增强，在浓度为100 μg/mL时GP1抑制作用最强

（表2）（图1）。

各个浓度的GP1在各时间段均抑制胃癌MKN -
4 5 细 胞 的 增 殖 ， 随 着 时 间 的 延 长 抑 制 作 用 逐 渐

增 强 ， 且 在 浓 度 为 1 0 0  μ g / m L 时 G P 1 抑 制 作 用 最

强 （表3）（图2）。GP1对MKN-45细胞的抑制作

用较BGC-823细胞作用强，由此可知GP1对不同分

化 的 胃 癌 细 胞 作 用 强 度 不 一 样 ， 但 总 体 趋 势 是 相 

同的。

2.2  GP1 对胃癌细胞诱导凋亡的作用

应 用 流 式 细 胞 仪 A n n e x i n V / P I 双 染 色 法

检 测 实 验 组 和 对 照 组 的 凋 亡 情 况 ， 实 验 结 果

显 示 1 0 0  μ g / m L 的 G P 1 作 用 2 4 、 4 8  h 均 能 诱 导

B G C - 8 2 3 细 胞 的 凋 亡 百 分 数 对 照 组 分 别 为 ：

0 . 0 3 0 0 ± 0 . 1 0 0 0 、 0 . 1 2 0 0 ± 0 . 0 0 5 7 7 ； 实 验 组 分

别 为 0 . 0 8 0 0 ± 0 . 1 0 0 0 、 0 . 1 6 6 7 ± 0 . 0 1 5 2 8 ， 与 对

照 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 （P< 0 . 0 5 ） 。 M K N -
4 5 细 胞 2 4 、 4 8  h 的 凋 亡 百 分 数 对 照 组 分 别 为 

表 1　引物列表
引物 　　　　　　　正义 　　　　　反义
MMP-2 5'-GCTCCACCACCTACAACTTTGAGAA-3' 5'-TGTCATAGGATGCCCTGGAA-3'
MMP-9 5'-GCTCTTCCCTGGAGACCTGA-3' 5'-CTGCCACCCGAGTAACCA-3'
Tie-2 5'-GAGACGCTTCACAACAGCTTCTATC-3' 5'-TGGAAATATTGGTTGCCAGGTC-3'
Ang-1 5'-CAACATCTGGAACATGTGATGGAA-3' 5'-TCTGCTGTATCTGGGCCATCTC-3'
VEGF-A 5'-CAAGCATCAGCATTTGGCATTAAG-3' 5'-GTGGCCAATGTGGGTCAAGA-3'
VEGFR 5'-AGCACTACACATGGAGCCTAAGAA-3' 5'-AATCCTCCTCTTCCTCAACATCA-3'
GAPDH 5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3' 5'-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3'
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0.0233±0.01528、0.1133±0.01528；实验组分

别为：0.0733±0.02082、0.2767±0.01202，与

对 照 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 （ P < 0 . 0 5 ） 。 随

着 时 间 的 推 移 诱 导 胃 癌 细 胞 凋 亡 的 作 用 逐 渐 增 强

（P<0.05）。GP1诱导胃癌MKN-45、BGC-823细

胞凋亡的作用在24 h时两者无差异（P>0 .05），

在48 h诱导MKN-45细胞凋亡的作用强于诱导BGC-
823凋亡的作用（P<0.05）（图3-5）。

2.3  Transwell 小室法检测胃癌细胞的迁移能力

通 过 T r a n s w e l l 实 验 检 测 细 胞 迁 移 能 力 的 改

变。选取100 μg/mL的GP1作用BGC-823细胞24、

4 8  h 后 ， 4 0 0 倍 显 微 镜 下 观 察 、 计 数 ， B G C - 8 2 3

细 胞 对 照 组 细 胞 穿 膜 数 分 别 为 9 0 . 2 ± 6 . 0 9 9 1 8 、

100.2±3.70135，实验组分别为73.2±10.13410、

7 5 . 0 ± 1 3 . 4 9 0 7 4  ， 与 对 照 组 相 比 差 异 有 统 计 学

意 义 （ P< 0 . 0 5 ） 。 胃 癌 M K Nμ 4 5 细 胞 2 4 、 4 8  h

后 对 照 组 细 胞 穿 膜 数 分 别 为 7 5 . 2 ± 5 . 5 4 0 7 6 、

8 6 . 6 ± 9 . 9 8 9 9 ， 实 验 组 分 别 为 6 2 . 2 ± 6 . 9 4 2 6 2 、

72.6±6.42651，与对照组相比差异有统计学意义

（P<0.05）（图6-8）（表4）。
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图 3　GP1 对胃癌 BGC-823 48 h 凋亡的影响

表 2　不同浓度的 GP1 作用 BGC-823 后的吸光度值（n=18，
A，x±s）

浓度组别
（μg/mL）

24 h 48 h 72 h

0   0.6230±0.02146 0.8211±0.02430 1.3167±0.05053
12.5 0.4976±0.03042 0.6279±0.02256 0.9579±0.02975
25 0.4704±0.014371) 0.5873±0.054641) 0.9208±0.021361)

50 0.4470±0.014372) 0.5545±0.049222) 0.8591±0.228362)

100 0.4270±0.006112) 0.5198±0.078422) 0.8001±0.31152)

200 0.4664±0.014242) 0.5437±0.062812) 0.8470±0.39372)

300 0.4861±0.01904  0.5665±0.032961) 0.8937±0.05540  
注：1） 与 对 照 组 相 比，P<0.05；2） 与 对 照 组 相 比，

P<0.01

表 3　GP1 作用 MKN-45 后的吸光度值（n=18，A，x±s）
浓度组别
（μg/mL）

24 h 48 h 72 h

0 0.5377±0.00273 0.6650±0.07367 0.9713±0.2022
12.5 0.2222±0.006421) 0.3048±0.008111) 0.4802±0.023421)

25 0.1858±0.007501) 0.2667±0.006541) 0.4408±0.002541)

50 0.1603±0.001842) 0.2336±0.00072) 0.3794±0.002372)

100 0.1058±0.001232) 0.1785±0.005881) 0.3460±0.011062)

200 0.1862±0.001831) 0.2781±0.012211) 0.4242±0.009371)

300 0.2285±0.023871) 0.3425±0.007501) 0.5570±0.012991)

注：1） 与 对 照 组 相 比，P<0.05；2） 与 对 照 组 相 比，
P<0.01
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图 4　GP1 对胃癌 MKN-45 48 h 凋亡的影响

A B

图 7　GP1 作用 24 h 对 BGC-823 细胞迁移能力的影响（结晶紫染色 ×200）　　A：对照组；B: 实验组
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图 8　GP1 作用 24 h 对 MKN-45 细胞迁移能力的影响（结晶紫染色 ×200）　　A：对照组；B: 实验组

图 5　GP1 作用胃癌细胞后的凋亡百分数
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图 6　GP1 作用胃癌细胞后迁移的细胞数
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表 4　GP1 对 BGC-823，MKN-45 细胞侵袭抑制率（%）
细胞 24 h 48 h

BGC-823 18.85 25.15
MKN-45 17.29 24.28

2.4  GP1 对 VEGF、VEGFR、Ang-1、Tie-2、 

MMP-2、MMP-9 在人胃癌细胞中的表达的影响

   R T - P C R 结 果 表 明 ， 目 的 基 因 的 扩 增 效率

和管家基因GAPDH的扩增率一致，可应用△△Ct

方法进行相关定量。不同浓度、各个时间段的GP1

均表现出抑制胃癌MKN-45细胞VEGF、VEGFR、

Ang-1、Tie-2、MMP-2、MMP-9 mRNA的表达，且

在100 μg/mL浓度时抑制作用最强，而且随着时间

的延迟VEGF、VEGFR、Ang-1、Tie-2、MMP-2、 

MMP-9 mRNA的表达逐渐降低（表5-6）。

3　讨　论

肿 瘤 生 长 和 转 移 具 有 血 管 依 赖 性 的 ， 阻 断 血

管生成是遏制肿瘤生长的有效途径 [ 10]，这一学说

给肿瘤的治疗带来了新的希望。到目前为止，已有

超过20种治疗肿瘤的抗血管生成药物正在进行临床

期评价[11]，但效果多不满意，究其原因可能是干扰

血管生成的单一环节及容易出现耐药现象[12]。本实

验是研究GP1的抗肿瘤及抑制血管生成的机理。

本实验发现GP1对MKN-45和BGC-823细胞均

有抑制作用，呈时间依赖性，在浓度为100 μg/mL

时 抑 制 作 用 最 明 显 ， 随 着 时 间 的 推 移 抑 制 作 用 逐

渐增强。GP1作用MKN-45和BGC-823细胞24 h、

48 h均出现诱导凋亡的作用。说明GP1可能是通过

诱导细胞凋亡而抑制胃癌细胞增殖的。

迁 移 和 转 移 是 一 个 多 步 骤 、 多 因 素 、 多 基 因

参 与 的 复 杂 过 程 ， 其 确 切 机 制 尚 未 阐 明 。 肿 瘤 迁

移 和 转 移 的 关 键 环 节 是 细 胞 外 基 质 和 基 底 膜 的 降

解 和 重建，它们依赖多种蛋白酶表达和激活[4、7]。

MMP-2、MMP-9是降解基底膜和细胞外基质中IV型

胶原的主要酶，已有研究 [13-15] 表明MMP-2、MMP-9

能 促 进 肿 瘤 细 胞 的 穿 透 及 迁 移 作 用 。 在 本 实 验 中

GP1作用MKN-45和BGC-823细胞24、48 h均抑制其

迁移，在RT-PCR实验中MMP-2、MMP-9 mRNA的表

达均有降低。这说明GP1可能是通过抑制MMP-2、

MMP-9的表达而抑制胃癌细胞迁移和转移的。

VEGF与其受体结合产生的主要生理功能为[16]：

⑴ 促进血管内皮细胞增殖；⑵ 增加血管通透性；

⑶ 促进血管支持物的生成；⑷ 抑制肿瘤细胞的凋

亡 。 在 对 多 种 肿 瘤 如 肝 癌 、 胰 腺 癌 的 研 究 中 发 现

VEGF与其微血管密度呈正相关[17-18]。因此，认为

血 清 V E G F 水 平 对 预 测 胃 癌 的 侵 袭 和 转 移 有 重 要

表 5　MKN-45 细胞 VEGF-A，VEGFR，Ang-1，Tie-2，MMP-2 和 MMP-9 的 mRNA 表达

项目
不同浓度（μg/mL）

24 h 48 h
50 100 200 50 100 200

VEGF-A 0.83964741) 0.80176101) 0.84803421) 0.82784051) 0.78763141) 0.83623321)

VEGFR 0.84945231) 0.82636051) 0.85561131) 0.83978531) 0.81956741) 0.84967831)

Ang-1 0.66937572) 0.64239702) 0.67801252) 0.65214932) 0.63237002) 0.65803292)

Tie-2 0.69929142) 0.66421612) 0.68329142) 0.68828132) 0.64519762) 0.67726272)

MMP-2 0.73961001) 0.70150981) 0.74360511) 0.72421311) 0.68931872) 0.73789481)

MMP-9 0.72141951) 0.69885112) 0.73916241) 0.72018771) 0.68209202) 0.72906931)

注：1）与对照组比较，P<0.05；2）与对照组比较，P<0.01　

表 6　BGC-823 细胞 VEGF-A，VEGFR，Ang-1，Tie-2，MMP-2 和 MMP-9 的 mRNA 表达

项目
不同浓度（μg/mL）

24 h 48 h
50 100 200 50 100 200

VEGF-A 0.62616562) 0.5763732) 0.6378572) 0.8573451) 0.7683441) 0.878467
VEGFR 0.84117461) 0.7905192) 0.8387941) 0.872536 0.8015272) 0.869455
Ang-1 0.57419882) 0.5334862) 0.5817132) 0.5811902) 0.5410792) 0.6096272)

Tie-2 0.62192092) 0.5591512) 0.6103892) 0.6077682) 0.5497562) 0.5996442)

MMP-2 0.66374582) 0.6045372) 0.6765782) 0.7245891) 0.6879452) 0.7589431)

MMP-9 0.71005991) 0.6280452) 0.7048281) 0.7582001) 0.6469982) 0.7465221)

注：1）与对照组比较，P<0.05；2）与对照组比较，P<0.01



中国普通外科杂志 第 24 卷1328

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

意义。血管生成素1（angiopoiet in，Ang-1）是络

氨 酸 激 酶 或 T i e 2 的 主 要 激 活 剂 ， 导 致 受 体 的 自 动

磷酸化 ， 刺 激 内 皮 细 胞 和 血 管 周 细 胞 的 增 殖 [ 1 9 ]。

据 研 究 A n g - 1 的 表 达 与 肿 瘤 细 胞 的 分 化 及 T N M 有

关 ， 在 低 分 化 肿 瘤 中 高 表 达 ， 高 分 化 肿 瘤 中 表 达

低 [ 2 0 ]。 本 实 验 R T - P C R 结 果 示 G P 1 抑 制 V E G F 、

Ang -1及其受体的表达，说明GP1可能有抗血管生

成的作用。

抗 血 管 再 生 治 疗 肿 瘤 不 直 接 作 用 肿 瘤 细 胞 ，

而是切断肿瘤生长的营养来源和转移途径，对正常

内皮细胞影响不大 [21],更易于达到血管靶细胞 [16]。 

因 而 抗 血 管 再 生 治 疗 肿 瘤 有 广 泛 的 临 床 应 用 前

景 ， 阻 断 內 源 性 血 管 再 生 调 节 因 子 的 产 生 或 抑 制

其活性，可以控制肿瘤的生长于转移[22]。GP1抑制

促血管生成因子VEGF、Ang -1及其受体的表达进

而 推 测 可 能 具 有 抑 制 血 管 生 长 的 作 用 。 综 上 可 以

推测GP1具有抗肿瘤抗血管生成的作用，但是关于

GP1对不同分化的胃癌和同一分化的胃癌所呈现的

不 同 的 作 用 ， 以 及 其 在 体 内 抗 肿 瘤 作 用 及 其 副 作

用仍要进一步研究。
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