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[摘要] 目的 探讨瑞香素(Dap)对胃癌细胞的抑制作用及其机制。方法 通过 MTT实验检测浓度为0、

30、60、90、120、150μmol/L的Dap处理胃癌AGS细胞48h后对细胞存活率的影响。将AGS细胞分为A~E组,

分别用0、30、60、90、120、150μmol/L的Dap培养48h,通过光镜和结晶紫染色观察各组细胞数量和细胞形态的变

化情况。DCF染色评估Dap对A~D组 AGS细胞内活性氧(ROS)水平的影响。JC-1染色评估Dap对 A~D组

AGS细胞内线粒体膜电位(MMP)水平的影响。采用 Westernblot实验检测A~D组AGS细胞内LC3和P62蛋

白的表达水平。通过 Ad-mCherry-GFP-LC3B染色检测 AGS细胞内自噬流的变化。结果 Dap以浓度依赖性的

方式显著抑制AGS细胞的存活率(F=321.50,t=12.44~34.77,P<0.05),处理48h时 AGS细胞的IC50约为

90μmol/L。Dap处理48h后,随Dap浓度的增加,A~E组AGS细胞数量逐渐减少,扭曲和皱缩形状的AGS细胞

逐渐增多。随着Dap浓度的升高,A~D组AGS细胞内ROS水平逐渐增高。C和D组AGS细胞中JC-1绿色/红

色荧光强度比值显著高于A组(F=10.92,t=3.09、4.96,P<0.05)。Westernblot实验结果表明,B~D组与 A组

相比,细胞内LC3B/LC3A比值显著增高(F=36.46,t=3.17~9.78,P<0.05),P62的表达也显著升高(F=109.90,

t=12.38~16.78,P<0.05)。Ad-mCherry-GFP-LC3B染色发现,Dap可抑制自噬小体与溶酶体的融合,导致自噬

流阻断。结论 Dap能够抑制胃癌细胞的增殖,其作用机制可能与诱导胃癌细胞内ROS大量产生以及阻断自噬

流有关。
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[ABSTRACT] Objective Toexploretheinhibitoryeffectofdaphnetin(Dap)ongastriccancercellsanditsmechanism.

Methods GastriccancerAGScellsweretreatedwithDapatconcentrationsof0,30,60,90,120,and150μmol/L,andtheeffect

oncellviabilitywasevaluatedafter48husingtheMTTassay.AGScellsweredividedintogroupsAtoE,andeachgroupwastrea-

tedwithDapatconcentrationsof0,30,60,90,120,and150μmol/L,respectively,for48h.Eachgroupwasobservedforchan-

gesincellcountandmorphologyusingopticalmicroscopyandcrystalvioletstaining.DCFstainingwasusedtoevaluatetheeffect

ofDaponintracellularreactiveoxygenspecies(ROS)levelsinAGScellsingroupsAtoD,whileJC-1stainingwasusedtoevaluate

theeffectofDaponthelevelofmitochondrialmembranepotential(MMP)inAGScellsingroupsAtoD.Westernblotwascon-

ductedtomeasuretheexpressionlevelsofLC3andP62proteinsinAGScellsingroupsAtoD,andchangesinautophagicfluxin

AGScellsweremeasuredbyAd-mCherry-GFP-LC3Bstaining. Results DapsignificantlyinhibitedAGScellviabilityinacon-

centration-dependentmanner(F=321.50,t=12.44-34.77,P<0.05),withanIC50ofapproximately90μmol/Lat48hoftreat-

ment.After48hofDaptreatment,thenumberofAGScellsingroupsAtoEgraduallydecreased,andthenumberoftwistedand

wrinkledAGScellsgraduallyincreasedwiththeincreaseinDapconcentration.IntracellularROSinAGScellsingroupsAtoDalso

graduallyincreasedwiththeincreaseinDapconcentration.TheratioofJC-1green/redfluorescenceintensityinAGScellsingroups

CandDwassignificantlyhigherthanthatingroupA(F=10.92,t=3.09,4.96,P<0.05).WesternblotrevealedthatgroupsBto

DhadasignificantincreaseintheratioofLC3B/LC3A(F=36.46,t=3.17-9.78,P<0.05)andintheexpressionofP62(F=

109.90,t=12.38-16.78,P<0.05)comparedtogroupA.Ad-mCherry-GFP-LC3BstainingrevealedthatDapinhibitedthefusion

ofautophagosomeswithlysosomes,resultingintheblockageofautophagicflux. Conclusion Dapcaninhibittheproliferationof

gastriccancercells,anditsmechanismofactionmayberelatedtoinducingsignificantproductionofROSwithingastriccancercells

andblockingtheautophagicflux.
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  胃癌是世界范围内常见的恶性肿瘤之一,在所 有肿瘤中的发病率高居第五位[1]。目前晚期胃癌患

者的治疗方案仍是以化疗为主,但化疗常会导致患

者严重的不良反应和耐药性。因此,亟需寻找治疗

胃癌的有效新药物。
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瑞香素(Dap)是一种天然化合物,临床上常用

于血栓闭塞性脉管炎和冠心病的辅助治疗[2]。近几

年研究还发现,其同时具有抗炎、抗缺氧、抗菌和抗

肿瘤等多种药理作用[3-5],特别是其抗肿瘤作用逐渐

成为目前研究的重点。研究发现,Dap可以通过调

节AMPK/Akt/mTOR通路诱导卵巢癌 A2780细

胞内ROS水平升高,从而致细胞凋亡[6];Dap还可

通过抑制 Wnt/β-catenin信号通路诱导肝癌 Huh7
和SK-HEP-1细胞发生细胞周期阻滞以及细胞凋

亡[7];以30mg/kg的Dap腹腔注射裸鼠皮下成瘤

模型后,可显著抑制小鼠肿瘤的生长[6]。但目前尚

不清楚Dap对胃癌的发生发展是否同样具有抑制

作用。本研究使用不同浓度的Dap处理胃癌 AGS
细胞,检测Dap对AGS细胞增殖、氧化还原内环境

和自噬的影响,探讨Dap对 AGS细胞的作用及其

机制,旨在为胃癌的新药研发提供实验数据参考。

1 材料与方法

1.1 试剂

2',7'-二氯荧光素二乙酸酯(DCF)、BCA蛋白

检测试剂盒、Ad-mCherry-GFP-LC3B融合蛋白腺

病毒购自上海碧云天生物技术有限公司,JC-1试剂

盒和ECL超敏化学发光试剂盒购自上海翌圣生物

科技有限公司,P62(ab207305)和LC3(ab192890)
购买于英国 Abcam 公司,Dap(HY-N0281)、氯喹

(HY-17589A)和雷帕霉素(HY-10219)购买于美国

MedChemExpress公司。

1.2 细胞培养

人源胃癌细胞株AGS以及人正常胃黏膜细胞

GES1购自中国科学院细胞研究所,分别使用相对

应的细胞专用培养液(武汉普诺赛生命科技有限公

司)置于37℃、含体积分数0.05的CO2、湿度充足

的培养箱中,培养至对数生长期且生长状态良好时

用于后续实验。

1.3 MTT实验检测Dap对AGS和GES1细胞存

活率的影响

将Dap粉末溶于二甲基亚砜(DMSO)中配成

母液,分别用AGS和GES1细胞培养液配制成浓度

为0、30、60、90、120、150μmol/L的 Dap培养液。
将培养至对数生长期并且生长状态良好的AGS和

GES1细胞分别接种于24孔板中,培养24h后弃去

原培养液,分别加入上述不同浓度的 Dap培养液

500μL,继续培养48h以后。弃去原培养液,加入

500μL的 MTT工作液后放置于培养箱当中孵育

2h。吸出 MTT工作液,加入300μL的DMSO于

摇床上震荡3min混匀后,酶标仪测定波长490nm
处的吸光度值,计算细胞存活率。

1.4 光镜观察Dap对AGS细胞数量及形态的影响

将培养至对数生长期且生长状态良好的 AGS
细胞接种于24孔板中,分别加入浓度为0、30、60、

90、120、150μmol/L的Dap培养液500μL(A~F
组),培养48h后弃去原培养液后用PBS清洗2次,
于光学显微镜下观察细胞密度并拍照。拍照结束后

将AGS细胞用4%多聚甲醛固定20min,每孔加入

500μL的结晶紫染色液,染色结束后在光学显微镜

下观察细胞的形态并拍照。

1.5 DCF染色检测Dap对于 AGS细胞内活性氧

(ROS)的影响

取接种于6孔板中培养48h的A~D组细胞,
弃去原培养液后每孔加入1mL的DCF工作液,然
后转移到培养箱内继续孵育30min,再用基础培养

基清洗细胞2次,于荧光显微镜下观察细胞内ROS
在绿色荧光通道下的染色情况并拍照。

1.6 JC-1染色检测Dap对 AGS细胞内线粒体膜

电位(MMP)的影响

取接种于6孔板中培养48h的A~D组细胞,
弃去原培养液后每孔加入1mL的JC-1染色工作

液(10μmol/L),于培养箱中孵育20min后用基础

培养基清洗2次,使用荧光显微镜于相同视野下观

察线粒体在红色和绿色荧光通道下染色情况并拍

照。用ImageJ软件计算绿色/红色荧光强度比值,
以绿色/红色荧光强度比值表示 MMP变化情况。

1.7 Westernblot实验检测Dap对AGS细胞LC3
和P62蛋白表达的影响

取接种于直径10cm细胞培养皿中培养48h
的A~D组 AGS细胞,弃去原培养液以后用PBS
清洗2次。加入 RIPA裂解液置于冰上裂解细胞

30min,然后在4℃条件下以12000r/min离心

10min,收集蛋白上清液并通过BCA蛋白检测试剂

盒检测蛋白浓度。变性后的蛋白上清液使用聚丙烯

酰胺凝胶电泳1.5h,随后在290mA的条件下转膜

90min,再用5%的脱脂牛奶封闭2h。用Tris-缓冲

盐水和Tween20(TBST)清洗细胞3次,加入P62
抗体(1∶1000稀释)与LC3抗体(1∶1000稀释)
在4℃摇床上孵育过夜。回收一抗后使用 TBST
清洗3次,加入相同种属的二抗(1∶5000稀释)在
室温下孵育1.5h。最后用ECL超敏化学发光试剂

盒在凝胶成像系统上显影。使用ImageJ软件分析
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LC3A、LC3B、P62和GAPDH的灰度值,并计算相

对表达量。实验重复3次,结果取均值。

1.8 以 Ad-mCherry-GFP-LC3B染色检测Dap对

AGS细胞内自噬流的影响

将培养至对数生长期且生长状态良好的 AGS
细胞接种于激光共聚焦培养皿中,每皿约4万个细

胞,培养24h后弃去原培养液,每皿加入新鲜的完

全培养液675μL和 Ad-mCherry-GFP-LC3B腺病

毒溶液25μL感染24h,弃去原培养液,并使用PBS
清洗细胞1次。将AGS细胞分为对照组、Dap组、
氯喹组和雷帕霉素组。对照组用AGS细胞专用培

养液培养48h;Dap组、氯喹组和雷帕霉素组分别加

入浓度90μmol/L的Dap培养液、浓度15μmol/L
的氯喹和浓度5μmol/L的雷帕霉素,培养48h。
培养结束后用PBS清洗各组细胞1次,于激光共聚

焦显微镜下观察LC3B在绿色和红色荧光通道下的

染色情况并拍照。

1.9 统计学分析

使用GraphPadPrism8对数据进行统计分析。
计量资料以x±s表示,两组间比较采用t检验,多
组间比较采用单因素方差分析。以P<0.05表示

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 不同浓度Dap对细胞存活率的影响

0、30、60、90、120、150μmol/L浓度的Dap处理

AGS细胞48h,细胞存活率分别为(107.1±8.3)%、
(76.3±5.6)%、(59.2±4.7)%、(48.2±3.3)%、

(31.3±2.8)%、(21.1±1.6)%,各浓度组间比较差

异具有显著性(F=321.50,P<0.05),随着Dap浓

度的升高,AGS细胞的细胞存活率呈显著下降趋势

(t=12.44~34.77,P<0.05)。Dap处理AGS细胞

48h时的IC50值约为90μmol/L。上述不同浓度的

Dap处理GES1细胞48h后,GES1细胞存活率分

别为(100.1±0.9)%、(98.3±3.9)%、(93.1±1.6)%、
(91.8±0.7)%、(91.8±3.7)%、(91.4±2.9)%,各浓

度组的细胞存活率均在90%以上。

2.2 不同浓度Dap对AGS细胞数量及细胞形态的

影响

光镜下观察结果显示,随Dap浓度的增加,A~
F组AGS细胞数量逐渐减少。结晶紫染色结果显

示,A~F组 AGS细胞的形态逐渐发生变化,随着

Dap浓度增加,形状不规则、扭曲、皱缩的AGS细胞

逐渐增多。见图1。综合上面的实验结果,采用0、

30、60及90μmol/L浓度的Dap用于后续实验。

2.3 不同浓度Dap对AGS细胞内ROS的影响

荧光显微镜观察结果显示,随着Dap浓度的升

高,A~D组 AGS细胞内 ROS水平逐渐增高,与

Dap浓度呈正相关,见图2,图中绿色荧光为染色的

ROS。

2.4 不同浓度Dap对AGS细胞 MMP的影响

A~D组 AGS细胞中JC-1绿色/红色荧光强

度比值分别为0.08±0.04、0.17±0.09、0.68±0.27、

1.04±0.37,各组间比较差异具有显著意义(F=
10.92,P<0.05),其中C和D组显著高于A组(t=
3.09、4.96,P<0.05)。见图3。

A~F分别表示A~F组;光镜观察(40倍),结晶紫染色(400倍)

图1 不同浓度Dap对AGS细胞数量和形态的影响

A~D分别表示A~D组,100倍

图2 A~D组AGS细胞内ROS荧光染色结果

2.5 不 同 浓 度Dap对AGS细 胞 内LC3和P62蛋

白表达的影响

Westernblot实验结果显示,A~D组AGS细

胞中LC3B/LC3A比值分别为0.01±0.00、0.35±
0.11、0.73±0.14、1.04±0.17,各组间比较差异有显

著性(F=36.46,P<0.05),其中B、C、D组均显著

高于A组(t=3.17~9.78,P<0.05);A~D组AGS
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细胞中P62蛋白的相对表达量分别为0.07±0.01、

0.75±0.08、0.83±0.06、0.99±0.07,各组间比较差

异具有显著性(F=109.90,P<0.05),其中B、C、D
组均显著高于 A组(t=12.38~16.78,P<0.05)。
见图4。

2.6 以 Ad-mCherry-GFP-LC3B染色检测Dap对

AGS细胞内自噬流的影响

激光共聚焦显微镜下观察 Ad-mCherry-GFP-
LC3B染色结果示,雷帕霉素组中LC3B红绿荧光

染色结果合并后为红色荧光,氯喹组中LC3B红绿

荧光染色结果合并后黄色荧光增加而红色荧光减

少,Dap组中LC3B红绿荧光染色结果合并后黄色

荧光显著增加而红色荧光显著减少。与氯喹组相

比,Dap组黄色荧光更多。见图5。

A~D分别表示A~D组

图3 AGS细胞JC-1染色结果(400倍)

A~D分别表示A~D组

图4 AGS细胞中LC3和P62蛋白表达情况

图5 AGS细胞Ad-mCherry-GFP-LC3B染色结果(1000倍)

3 讨  论

胃癌是世界范围内的常见恶性肿瘤之一。含铂

类似物的化疗方案,如顺铂和奥沙利铂,仍然是晚期

胃癌患者常用的化疗方案[8]。但长期使用这些药物

会致患者产生耐药性,从而降低疗效。许多研究显

示源自植物的天然化合物对肿瘤细胞具有显著的抑

制作用[9]。Dap是一种从长白瑞香中分离提取的香

豆素衍生物,具有抑制肝癌、卵巢癌、肾癌等多种恶

性肿瘤细胞增殖、迁移以及促进肿瘤细胞凋亡的作

用[10]。但是Dap对胃癌的作用鲜有研究,本研究旨

在观察Dap是否具有抑制胃癌细胞增殖的作用,并
探究其作用机制。

本研究显示,0、30、60、90、120、150μmol/L浓

度的Dap处理胃癌AGS细胞48h,随着Dap浓度

的升高,AGS细胞的细胞存活率呈显著性下降的趋

势,即Dap对细胞活性的抑制程度与Dap浓度呈正

相关,计算Dap处理AGS细胞48h时的IC50约为

90μmol/L。而0~150μmol/L浓度的Dap处理人

正常胃黏膜上皮GES1细胞48h以后,各浓度组的

细胞存活率均在90%以上,提示人正常胃黏膜上皮

GES1细胞在该实验浓度范围内安全耐受。随后,
本研究进一步观察上述不同浓度Dap对AGS细胞

数量和形态的影响,结果显示,随着Dap浓度的增

加,AGS细胞数量逐渐减少,不规则、扭曲和皱缩形

状的AGS细胞逐渐增多。癌细胞的增殖和迁移能

力与细胞形态密切相关[11],因此本研究结果提示

Dap能够显著抑制AGS细胞增殖和迁移。
本研究又对Dap抑制AGS细胞增殖的机制进

行了探索,结果显示,当0、30、60、90μmol/L浓度

的Dap处理AGS细胞48h,随着Dap浓度的升高,

AGS细胞内ROS水平逐渐增高,并且与Dap浓度

呈正相关,说明Dap能够诱导胃癌细胞内产生大量

的ROS。细胞内过量的ROS会对细胞产生致命的

细胞毒性作用[12]。FAN 等[6]的研究亦 显 示,经

Dap处理以后的卵巢癌 A2780细胞内也产生了大

量的ROS,并抑制了卵巢癌A2780细胞的增殖,与
本研究结果一致。本研究JC-1染色显示,浓度为

60和90μmol/L的Dap处理AGS细胞48h,细胞

内 MMP的绿色荧光与红色荧光比值显著增加,说
明Dap能导致AGS细胞内 MMP水平下降。过量

的ROS可降低 MMP水平和损伤线粒体功能,从而

导致癌细胞死亡[13]。研究发现银胶菊素通过降低

胰腺癌PANC-1细胞内 MMP水平,诱导PANC-1
细胞发生凋亡[14]。

研究发现,细胞内ROS过度产生和 MMP水平

下降与细胞的自噬密切相关[15],由此推测Dap可能

对细胞自噬也有影响。自噬的发生发展包含以下5
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个阶段:隔离膜的起始诱导、隔离膜的延伸、自噬小

体的成熟和运输、自噬小体与溶酶体的融合、自噬溶

酶体内容物的降解[16],该过程被称为自噬流。当自

噬流的5个阶段顺利进行时,细胞内LC3B/LC3A
蛋白比值增加而P62蛋白下降[17]。本研究当以0、

30、60、90μmol/L浓度的Dap处理AGS细胞48h,

Westernblot实验结果显示,随着Dap浓度的升高,

AGS细胞内LC3B/LC3A蛋白比值逐渐增加,且与

Dap浓度呈正相关,说明Dap诱导 AGS细胞内自

噬小体增加。同时本研究结果还显示,与对照组相

比,以30、60、90μmol/L浓度的Dap处理 AGS细

胞48h,细胞内P62蛋白的表达也显著增加。P62
和LC3B/LC3A表达同时上调是晚期自噬流阻断的

标志[18]。WANG等[19]研究发现,重楼皂苷是通过

阻断肝癌Hep3B细胞晚期自噬流,以抑制细胞的增

殖,同样表现为P62和LC3B/LC3A蛋白表达同时

上调,与本研究结果一致。
如果自噬小体与溶酶体不能正常融合,这种情

况被称为自噬流阻断[20]。研究表明,阻断癌细胞内

自噬流可导致细胞内代谢失衡和自噬体的异常积

累,最终导致细胞死亡[18]。氯喹作为公认的晚期自

噬抑制剂,通过阻断自噬小体与溶酶体的融合发挥

自噬流阻断的作用[21]。WANG等[22]研究发现,氯
喹以剂量依赖性的方式显著抑制急性骨髓性白血病

MV-4-11细胞自噬晚期自噬小体与溶酶体的融合,
对 MV-4-11细胞的增殖具有明显的抑制作用。雷

帕霉素是一种常用的自噬诱导剂[23]。既往研究发

现,雷帕霉素可诱导子宫内膜癌 HEC1A细胞发生

自噬[24]。本研究通过 Ad-mCherry-GFP-LC3B染

色检测AGS细胞自噬流的进展情况,这种染色方法

是基于溶酶体内部的低pH 值淬灭了GFP的绿色

荧光,而mCherry在酸性环境中表现出稳定的红色

荧光。因此,自噬小体和溶酶体顺利融合时,GFP
在溶酶体酸性环境中淬灭而红色荧光稳定存在,共
定位表现出红色荧光。相反,如果自噬小体和溶酶

体未能顺利融合,则红色和绿色荧光同时存在,共定

位以后表现为黄色荧光。本研究采用Ad-mCherry-
GFP-LC3B进行染色,结果显示,雷帕霉素组显示为

红色荧光,而氯喹组和Dap组表现为黄色荧光数量

增加,提示Dap发挥了与氯喹相似的作用,即抑制

了AGS细胞内自噬小体与溶酶体的融合,从而阻断

了自噬流。
综上所述,Dap具有抑制胃癌增殖的能力,作用

机制可能与诱导细胞内产生大量ROS和阻断自噬

晚期的自噬小体与溶酶体融合有关。本研究为Dap
的临床应用提供了实验参考。
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