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柠檬酸钠促胃癌 MGC-803 细胞凋亡的作用及机制研究
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摘   要 目的：探讨柠檬酸钠（SCT）促进胃癌 MGC-803 细胞凋亡的作用及机制。

方法：胃癌 MGC-803 细胞分别经 SCT（5、10、20 mmol/L）和 5-FU（0.5 mmol/L）作用，以未处理的

MGC-803 为阴性对照，用流式细胞仪检测细胞周期分布及细胞凋亡率；比色法检测细胞内乳酸含量、

磷 酸 果 糖 激 酶 1（PFK-1） 活 性 及 三 磷 酸 腺 苷（ATP） 水 平；Western blot 检 测 细 胞 中 Bcl-2、Bax、

caspase-3 及 Cyt-c 蛋白的相对表达量。

结果：与阴性对照细胞比较，SCT 处理的 MGC-803 细胞 G2/M 期阻滞与细胞凋亡明显增加；细胞内乳

酸含量、PFK-1 的活性和 ATP 水平均明显降低；细胞内 Bcl-2 的表达明显降低，而 Bax、caspase-3 和

Cyt-c 表达明显升高（均 P<0.05）。5-FU 对 MGC-803 细胞乳酸含量、PFK-1 的活性无明显影响（均

P>0.05），但其他作用与 SCT 相似。

结论：SCT 可促进 MGC-803 细胞凋亡，其作用可能与其抑制 PFK-1 的活性，降低糖酵解效率，并与

线粒体凋亡通路的激活有关。
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Promoting effect of sodium citrate on apoptosis in gastric cancer 
cells and its mechanism
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Abstract Objective: To investigate the effect of sodium citrate (SCT) on promoting apoptosis in gastric cancer cells and its 
mechanism. 
Methods: Gastric cancer MGC-803 cells were exposed to SCT (5, 10, 20 mmol/L) or 5-FU (0.5 mmol/L) respectively, 
using untreated MGC-803 cells as negative control. Then, the cell cycle distribution and apoptotic rate were analyzed by 
flow cytometry, the intracellular lactate content, phosphofructokinase-1 (PFK-1) activity and adenosine triphosphate 
(ATP) level were examined by colorimetric assay, and the expression of Bcl-2, Bax, caspase-3 and Cyt-c in MGC-803 
cells were determined by Western blot analysis.
Results: In SCT treated MGC-803 cells compared with negative control cells, the apoptosis and G2/M arrest 
were significantly increased, the intracellular lactate content, PFK-1 activity and ATP level were significantly 
reduced and Bcl-2 expression was significantly down-regulated, while the expressions of Bax, caspase-3 and Cyt-c 
were significantly up-regulated (all P<0.05). 5-FU exerted no significant effect on lactate content and PFK-1 
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胃 癌 是 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 其 病 死 率 居

高不下，在全球范围内，每年大约700 000人死于

肿瘤，其中死于胃癌的约占10%[1]，在国内胃癌的

致死率仅次于肺癌[2]。尽管胃癌的诊治水平提高，

患 者 的 5 年 生 存 率 仍 低 于 4 0 % [ 3 - 4 ]， 为 进 一 步 提 高

胃 癌 的 治 疗 效 果 ， 寻 找 出 新 型 的 抗 癌 药 物 至 关 重

要 。 值 得 注 意 的 是 ， 与 正 常 细 胞 相 比 ， 肿 瘤 细 胞

在 氧 供 充 足 的 环 境 下 仍 主 要 以 产 能 极 低 的 糖 酵 解

方式获取三磷酸腺苷（ATP)，这被称为“瓦博格

效应”（Warburg ef fect）[5]，有研究[6-8]证明，抑

制糖酵解途径能够使DNA持续降解，能量供应不

足而促进细胞凋亡。近年来，柠檬酸钠（SCT）作

为 一 种 抗 能 量 药 物 引 起 了 国 内 外 的 关 注 ， S C T 是

一种天然物质，易从橘类水果获取。有研究[9-12]发

现，SCT能够抑制胶质细胞瘤、白血病、卵巢癌和

甲状腺癌的生长。笔者前期研究[1, 13-14]发现，SCT

能 通 过 抑 制 癌 细 胞 的 糖 酵 解 ， 促 进 细 胞 凋 亡 ， 进

而抑制胸膜间皮瘤及胃癌SGC-7901细胞生长和增

殖。国内外尚未报道SCT对低分化胃癌MGC-803细

胞的影响及其机制。本研究以胃癌细胞MGC -803

为研究对象，探讨SCT抑制胃癌细胞生长以及诱导

凋 亡 的 作 用 机 制 ， 寻 找 胃 癌 治 疗 的 新 途 径 ， 为 胃

癌的临床治疗提供一定的参考依据。

1　材料与方法

1.1  材料

人 胃 癌 细 胞 株 M G C - 8 0 3 购 于 湘 雅 医 学 院 细

胞 库 ； 柠 檬 酸 三 钠 购 于 S i g m a 公 司 ； 细 胞 凋 亡 检

测 试 剂 盒 购 于 B D 公 司 ； 细 胞 周 期 检 测 试 剂 盒 购

于 凯 基 公 司 ； 乳 酸 含 量 检 测 试 剂 盒 和 磷 酸 果 糖 激

酶 1 （ P F K - 1 ） 活 性 检 测 试 剂 盒 购 于 南 京 建 成 公

司 ； A T P 含 量 检 测 试 剂 盒 购 于 碧 云 天 公 司 ； 内 参

G A P D H 购 于 上 海 艾 博 抗 贸 易 有 限 公 司 ， 兔 抗 人

Bcl -2多抗隆抗体、兔抗人Bax多抗隆抗体购自北

京博奥森生物技术有限公司，兔抗人caspase -3多

抗隆抗体、兔抗人Cyt-c多抗隆抗体购自美国Santa 

Cruz公司；羊抗兔IgG二抗购于北京中杉金桥生物

技术有限公司。

1.2  实验方法

1.2.1  细 胞 培 养 与 分 组　 胃 癌 MGC-803 细 胞 常

规 培 养 于 含 有 10% 的 胎 牛 血 清 及 1% 青 霉 素、 链

霉 素 双 抗 的 RPMI-1640 培 养 基 中， 置 于 37 ℃、

5%CO2 的恒温细胞培养箱；实验将胃癌 MGC-803

细胞分为 SCT（5、10、20 mmol/L）处理组，5-FU 

（0.5 mmol/L）阳性对照组和无处理的阴性对照组。

1.2.2  细胞周期检测　细胞经不同处理，药物作

用 24 h 后，收集各组细胞，预冷 PBS 洗涤 2 次。离

心弃上清后，各管加入 70% 冰冷的乙醇制成单细胞

悬液，4 ℃固定过夜。离心弃去固定液后，各管加

100 μL RNAase，37 ℃ 水 浴 30 min， 加 400 μL PI， 

4 ℃避光染色 30 min，流式细胞仪检测细胞周期分布。

1.2.3  细胞凋亡率检测　细胞经不同处理， 药物

作用 24、48 h 后，收集各组细胞，预冷 PBS 洗涤 

2 次。离心弃上清后。各管加 5 μL  PE 及 5 μL 7-ADD,

避光染色 15 min，流式细胞仪检测细胞凋亡率。 

1.2.4  乳酸含量的检测　在药物分别作用 24、48 h

后， 收 集 各 组 细 胞 并 利 用 RIPA 裂 解 提 取 总 蛋

白，BCA 法 测 量 蛋 白 浓 度。 按 照 乳 酸 含 量 检 测 试

剂 说 明 书 进 行 操 作， 利 用 分 光 光 度 计 检 测 样 品 在 

530 nm 波长处吸光度值，通过以下公式来确定细

胞内乳酸的含量：细胞乳酸含量（μmol/gprot）=（检

测管 OD 值 - 空白测定管 OD 值）/（标准管 OD 值 -

空白测定管 OD 值）× 标准管浓度 / 总蛋白浓度。

1.2.5  PFK-1 活性的检测　将细胞分别作用 24、

48 h 后， 以 1.2.4 方 法 获 取 蛋 白。 按 照 PFK-1 活

性 检 测 试 剂 盒 说 明 书 进 行 操 作， 利 用 分 光 光 度 计

检 测 样 品 在 530 nm 波 长 处 吸 光 度 值， 通 过 以 下

公式来确定细胞内 PFK-1 活性：细胞 PFK-1 活性 

（U/gprot）=（检测管 OD 值 - 空白测定管 OD 值）/ 

（标准管 OD 值 - 空白测定管 OD 值）× 标准管浓

度 / 总蛋白浓度。

1.2.6  ATP 水平的检测　药物作用 4、8 h 后，收

集各组细胞，加入 500 μL 热双蒸水，置于 100 ℃

热 水 浴 中 匀 浆 破 碎， 后 将 细 胞 悬 液 于 沸 水 浴 中 加

热 10 min， 取 出 漩 涡 混 匀 1 min 后 按 照 A095 的

activity in MGC-803 cells (all P>0.05), but all other effects were similar to those of SCT.
Conclusion: SCT can promote apoptosis in MGC-803 cells, and the mechanism may be associated with its 
reducing glycolysis via inhibiting PFK-1 activity and activating mitochondria-dependent apoptotic pathway.

Key words Stomach Neoplasms; Citric Acid; Glycolysis; Apoptosis 
CLC number: R735.2
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ATP 含 量 检 测 试 剂 盒 说 明 书 操 作， 利 用 分 光 光 度

计在 636 nm 波长处测定各管吸光度值。通过以下

公 式 来 确 定 细 胞 内 ATP 含 量：ATP 浓 度（μmol/

gprot)=( 测定 OD 值 - 对照 OD 值）/（标准 OD 值 -

空白 OD 值）x 标准品浓度（1×103 μmol/L)/ 待测

样品蛋白浓度 (gprot/L）。

1.2.7  Western blot 检 测 Bcl-2、Bax、caspase-3
和 Cyt-c 蛋白的表达情况　药物作用 24、48 h 后，

收 集 各 组 细 胞， 裂 解 细 胞 并 提 取 蛋 白，BCA 法 测

定蛋白浓度。SDS-PAGE 凝胶加样孔上样 50 μg 蛋

白，GAPDH 做 内 参， 进 行 15% SDS-PAGE 凝 胶

蛋白分离，恒压将蛋白转至 NC 膜上，在含 5% 脱

脂奶粉的 PBST 溶液中室温下封闭 1 h，加入兔抗

人 Bcl-2（1:1 000）、 兔 抗 人 Bax（1:1 000）、

兔 抗 人 caspase-3（1:2 000）、 兔 抗 人 Cyt-c 

（1:2 000）4 ℃ 孵 育 过 夜，PBS 洗 涤 后， 室 温 下

羊 抗 兔 荧 光 二 抗（1:15 000） 避 光 孵 育 1 h， 洗 膜 

3 次，10 min/ 次；使用红外扫膜仪（Odyssey）扫膜，

Image J 软件分析蛋白条带灰度值，蛋白相对表达 

量 = 目的蛋白灰度值 / 内参蛋白的灰度值 ×100%。

1.3  统计学处理  

计量资料结果用均数±标准差（x±s）表示，

利用SPSS 20.0软件进行分析，方差分析进行多样

本 均 数 的 比 较 ， 组 间 两 两 比 较 采 用 S N K -q检 验 ，

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  SCT 对胃癌 MGC-803 细胞的细胞周期与凋

亡的影响  

与 阴 性 对 照 组 比 较 ， 随 着 S C T 浓 度 增 加 ，

G 1期 和 S 期 细 胞 减 少 ， G 2/ M 期 细 胞 明 显 增 多 （ 均

P<0 . 0 5 ） ， 细 胞 周 期 阻 滞 在 G 2/ M 期 ； 5 - F U 处 理

组 的 细 胞 同 样 出 现 了 明 显 的 G 2/ M 期 阻 滞 ， G 2/ M

期 细 胞 数 与 阴 性 对 照 组 相 比 明 显 增 大 （P< 0 . 0 5 ) 

（图1）；同时，随着SCT浓度和作用时间的增加，

细胞凋亡率明显增大（均P<0.05）；5-FU组细胞凋

亡率明显高于阴性对照组（P<0.05）（图2）。

2.2  SCT 对 胃 癌 MGC-803 细 胞 内 乳 酸 含 量 和

PFK-1 活性以及细胞内 ATP 水平的影响  

经 S C T 作 用 2 4 、 4 8  h 后 ， 与 阴 性 对 照 组 比

较 ， 细 胞 内 P F K - 1 活 性 降 低 ， 乳 酸 含 量 减 少 ， 且

随 着 S C T 浓 度 增 大 、 作 用 时 间 延 长 胞 内 乳 酸 含 量

减 少 更 为 明 显 （ 均P< 0 . 0 5 ） ； 而 5 - F U 组 对 乳 酸

生 成 和 P F K - 1 活 性 均 无 明 显 改 变 （ 均P>0 . 0 5 ） 。

经 S C T 分 别 作 用 4 、 8  h 后 ， 与 阴 性 对 照 组 比 较 ，

S C T 呈 浓 度 与 时 间 依 赖 性 地 降 低 细 胞 内 A T P 水 平

（均P<0.05）；5 -FU处理组对细胞ATP水平的影

响 与 S C T 的 作 用 一 致 ， 表 现 为 降 低 胞 内 A T P 水 平

（P<0.05）（图3）。
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Figure 1　Cell cycle analysis
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2.3  SCT 对胃癌 MGC-803 细胞内 Bcl-2、Bax、

caspase-3 和 Cyt-c 蛋白表达的影响 

经 S C T 作 用 2 4  h 后 ， 与 阴 性 对 照 组 相 比 ，

B c l - 2 蛋 白 的 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<0 . 0 5 ） ， 而

Bax、caspase -3和Cyt -c蛋白的表达水平明显增高

（均P<0.05），且5 -FU组对胃癌MGC -803细胞中

Bcl-2、Bax、caspase-3和Cyt-c表达的影响与SCT

一致（图4）。
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图 2　细胞凋亡检测
Figure 2　Apoptosis assay
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Figure 3　Determination of the glycolysis function in MGC-803 cells　　A: Intracellular lactate content. B: PFK-1 activity;  C: Intracellular 

ATP generation
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3　讨　论

有 氧 糖 酵 解 是 肿 瘤 细 胞 生 长 过 程 中 的 重 要 代

谢 改 变 ， 抑 制 糖 酵 解 有 望 成 为 肿 瘤 治 疗 的 有 效 途

径 [ 1 5 ]。而糖酵解在肿瘤细胞中的作用机制尚未十

分 清 楚 。 5 - F U 被 广 泛 应 用 于 临 床 的 肿 瘤 化 疗 当

中 ， 其 作 用 机 制 为 干 扰 或 阻 断 细 胞 核 酸 代 谢 而 促

使细胞死亡，对胃癌有明显的抑制作用 [ 16]。本研

究利用5-FU作阳性对照药物，探讨和揭示SCT诱导

胃癌MGC-803细胞凋亡的相关分子机制。

肿 瘤 细 胞 供 应 其 生 长 与 增 殖 的 主 要 能 量 A T P

来 源 于 糖 酵 解 途 径 ， 同 时 糖 酵 解 的 代 谢 中 间 产 物

可用于合成氨基酸、核苷酸和脂质[17]。PFK-1是糖

酵 解 途 径 的 关 键 酶 之 一 ， 其 活 性 将 直 接 影 响 细 胞

糖酵解产生ATP[18]，而乳酸则为葡萄糖经糖酵解途

径的终产物，其含量能反映糖酵解的效率 [ 19]。本

研究发现，SCT能降低MGC-803细胞内PFK-1的活

性 ， 抑 制 糖 酵 解 效 率 ， 乳 酸 产 生 减 少 ， 降 低 A T P

的 产 生 ， 从 而 使 细 胞 核 酸 合 成 障 碍 、 周 期 发 生 阻

滞 ， 抑 制 其 增 殖 ， 当 细 胞 内 能 量 消 耗 枯 竭 时 ， 细

胞内DNA发生持续性降解，从而促使胃癌细胞发

生凋亡。此外，Bcl -2家族蛋白位于线粒体途径的

上 游 ， 对 线 粒 体 途 径 诱 导 细 胞 凋 亡 具 有 重 要 的 调

节作用，其中Bcl -2/Bax对线粒体膜的稳定性与完

整性起着决定性作用 [20-21]。Cyt -c为线粒体氧化呼

吸链中的电子传递体，从线粒体中释放的Cyt-c能

够诱导细胞发生凋亡，而caspase -3在线粒体凋亡

途径中起着不可代替作用，激活的caspase -3能增

高核酸内切酶的活性，裂解核小体的DNA，促进

细胞凋亡。同时，Cyt-c的释放能够激活caspase-3

的 活 性 [ 2 2 ]。 本 实 验 结 果 表 明 ， S C T 抑 制 抗 凋 亡 蛋

白Bcl -2，增加促凋亡蛋白Bax的表达，增强线粒

体的通透性、Cyt-c释放，从而激活caspase-3诱导

MGC -803细胞发生凋亡。值得注意的是，实验中

5-FU对于细胞内PFK-1活性和乳酸的含量均无明显

改变，但其能阻滞细胞周期、降低细胞ATP水平，

其对Bcl-2、Bax、caspase-3和Cyt-c的表达的影响

与SCT一致，可推测5FU并非通过抑制糖酵解以抑

制胃癌细胞的生长，而其可通过调节Bcl-2、Bax、

caspase-3和Cyt-c的表达以及干扰核酸代谢实现其

抗癌作用。

本研究中SCT与5 -FU均有效地抑制胃癌细胞

的生长，但与5 -FU相比，SCT水溶性高，肝 、肾

毒性低 [ 23]，有望成为新型有效的抗胃癌药物。本

实验只在体外研究了SCT对胃癌MGC-803细胞的作

用 ， 仍 需 结 合 其 他 细 胞 模 型 和 动 物 模 型 做 进 一 步

的研究以验证其抗胃癌效能。
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