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黄酮类化合物 ＧＬＶ９对人胃低分化黏液腺癌细胞株的
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摘　要　探讨黄酮类化合物ＧＬＶ９对人体低分化胃黏液腺癌细胞系 ＭＧＣ８０３和 ＢＧＣ８２３的凋亡作用及其机制。采
用ＭＴＴ法观察不同浓度的ＧＬＶ９作用于两种胃癌细胞后对其细胞活力的影响。采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法、ＤＡＰＩ染
色法观察ＧＬＶ９对ＭＧＣ８０３细胞株凋亡率和细胞核形态的影响。采用免疫印迹法观察ＧＬＶ９对ＭＧＣ８０３细胞株中主要
凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ９，ｃａｓｐａｓｅ３的影响。应用钙离子荧光探针Ｆｌｕｏ３ＡＭ检测ＧＬＶ９对ＭＧＣ８０３细胞株内钙离子浓度变化
的影响。实验结果表明，ＧＬＶ９可以抑制胃癌细胞株 ＭＧＣ８０３，ＢＧＣ８２３细胞活性，改变 ＭＧＣ８０３细胞核形态，激活
ｃａｓｐａｓｅ９，ｃａｓｐａｓｅ３蛋白，诱导细胞凋亡。同时，ＧＬＶ９可以显著上调ＭＧＣ８０３细胞中钙离子水平，这可能与ＧＬＶ９作用下
的胃癌细胞株中线粒体凋亡通路的激活相关。
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　　胃癌是一种常见的恶性肿瘤，据报道２００８年
全球胃癌患者的５年生存率约为２０％［１］；２０１０年

胃癌成为全球第２大肿瘤致死因素［２］，而绝大多数

胃部肿瘤都属于胃腺癌，本研究中应用的 ＭＧＣ
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８０３细胞，是一种低分化的胃腺癌细胞株。尽管手
术和化疗使早期胃癌患者有较高的生存率，但大多

数的晚期胃癌患者预后仍然较差。同时，胃癌术后

复发率较高，因此，亟需研究对胃癌更有效的治疗

手段。

ＧＬＶ９（图１）是一种新合成的黄酮类化合物，
以往的研究证明其有较好的抗肿瘤效果：在ＨｅｐＧ２
细胞中，ＧＬＶ９可以诱导Ｇ２／Ｍ期细胞周期阻滞和
细胞凋亡［３］。在人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞株
中，ＧＬＶ９可抑制肿瘤细胞的侵袭和转移［４］。本

研究首次证明了ＧＬＶ９在人胃癌细胞中的抗肿瘤
效果，并阐明了 ＧＬＶ９诱导 ＭＧＣ８０３细胞的线粒
体凋亡，可能是依赖于细胞内钙离子浓度的升高。

这些研究表明，ＧＬＶ９可能作为一种新型的治疗人
胃腺癌的新化合物。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｃｏｍｐｏｕｎｄＧＬＶ９

!

　材　料

１１　试　剂
ＧＬＶ９（橙黄色晶体，纯度９９％，中国药科大

学江苏省肿瘤发生与干预重点实验室），使用前

用 ＤＭＳＯ配成母液，临用前用细胞培养液配成所
需浓度；ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胎
牛血清（ＦＢＳ，美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；ＭＴＴ（美国 Ｆｌｕｃａ
公司）；ＤＭＳＯ（上海化工有限公司）；ｃａｓｐａｓｅ９抗
体、ｃａｓｐａｓｅ３抗体、βａｃｔｉｎ抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司）。

１２　细胞株
ＭＧＣ８０３、ＢＧＣ８２３细胞株（中国科学院上海

生物化学与细胞生物学细胞库）贴壁生长，采用

１００Ｕ／ｍＬ青霉素，１００Ｕ／ｍＬ链霉素和 １０％胎牛
血清（ＦＢＳ）的 ＲＰＭＩ１６４０培养基、５％ ＣＯ２、３７℃、
饱和湿度下培养。

"

　方　法

２１　体外细胞培养
将胃癌细胞株以适宜浓度接种于培养瓶，置于

恒温５％ ＣＯ２、３７℃、饱和湿度培养箱（以下同）中

培养，细胞呈贴壁生长状态。每２～３天用 ＥＤＴＡ，
胰酶消化，传代１次，加入新鲜培养液吹打均匀，按
所需细胞量移入新培养瓶中，添加完全培养液至

适量。

２２　ＭＴＴ法检测 ＧＬＶ９对胃癌细胞株的生长抑
制作用

取对数生长期的胃癌细胞，以每孔１００μＬ接
种于９６孔细胞培养板中，培养２４ｈ；对照组加入培
养基１００μＬ，其他各组加入含不同浓度的ＧＬＶ９培
养基１００μＬ，每组设５个复孔。培养１２ｈ后每孔加
入ＭＴＴ２０μＬ，３７℃孵育４ｈ，弃上清液，加入ＤＭＳＯ
１００μＬ，振荡混匀使 ＭＴＴ还原产物充分溶解后，于
酶标仪检测５７０ｎｍ波长处吸收度，计算细胞的生长
抑制率和ＩＣ５０。以上实验重复３次。
２３　双染法流式术检测细胞凋亡

将适量胃癌细胞点于 ６孔板中，待融和至
７０％，给药 ＧＬＶ９１０，２０，４０μｍｏｌ／Ｌ，继续培养
１２ｈ。收集细胞，ＰＢＳ洗３遍，将细胞混悬于结合
缓冲液 ５００μｍｏｌ／Ｌ中，依次加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
和ＰＩ各５μＬ，混匀，利用流式细胞术检测细胞凋
亡情况，激发波长及发射波长分别为 ４８８和
５３０ｎｍ。
２４　免疫印迹法检测 ＧＬＶ９对 ＭＧＣ８０３细胞中
凋亡相关蛋白表达情况的影响

给予ＧＬＶ９的剂量为１０，２０，４０μｍｏｌ／Ｌ处理
１２，收集并裂解细胞，提取细胞总蛋白，用 ＢＣＡ法
对蛋白进行定量，取等量蛋白样品用 １０％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ进行电泳，恒压将蛋白转至醋酸纤维膜上，
室温将膜在含１％ ＢＣＡ的ＰＢＳ中封闭１ｈ，按照一
定的稀释度加入一抗 ４℃ 孵育过夜，二抗
（１∶２０００）３７℃孵育１ｈ，近红外荧光扫描仪扫描。
２５　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１６０统计软件，计量数据用珋ｘ±ｓ表
示，组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

#

　结　果

３１　ＧＬＶ９对 ＭＧＣ８０３和 ＢＧＣ８２３细胞增殖的
影响

如图２所示，随着 ＧＬＶ９给药浓度和给药时
间的增加，胃癌细胞的生长抑制率逐渐升高，且呈

现时间剂量依赖性。给药 １２ｈ后，ＭＧＣ８０３和
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ＢＧＣ８２３细胞对 ＧＬＶ９的 ＩＣ５０分别为（３０２４±
４６３）μｍｏｌ／Ｌ和（５２４２±６３５）μｍｏｌ／Ｌ。实验结
果表明，经１２ｈ不同浓度的 ＧＬＶ９处理后，ＭＧＣ
８０３和ＢＧＣ８２３细胞活性抑制率有所差异，其中
ＭＧＣ８０３对ＧＬＶ９更为敏感，因此，后续实验均采
用ＭＧＣ８０３细胞株。

—●—ＭＧＣ８０３；—○—ＢＧＣ８２３
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＧｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＭＧＣ８０３ａｎｄＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＧＬＶ９ｆｏｒ１２ｈｂｙＭＴＴ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３２　ＤＡＰＩ法检测 ＧＬＶ９对胃癌细胞核形态的
影响

如图３所示，运用 ＤＡＰＩ染色实验来观察 ＧＬ
Ｖ９对胃癌细胞株 ＭＧＣ８０３细胞核形态的影响。
结果表明，在不同浓度（１０，２０，４０μｍｏｌ／Ｌ）ＧＬＶ９
作用１２ｈ后，ＭＧＣ８０３细胞核出现明显的凋亡现
象：核内的染色质不规则凝集，边缘化，细胞核破碎

成块状或半月状，凋亡小体出现。给药前细胞核呈

现均匀且明亮的荧光，且细胞核形态学变化与 ＧＬ

Ｖ９的给药剂量成正相关。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＭＧＣ８０３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０，２０ａｎｄ４０μｍｏｌ／ＬＧＬ
Ｖ９ｆｏｒ１２ｈａｎｄｔｈｅｎｕｃｌｅｏｌｕｓｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×４００）
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＧＬＶ９（１０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｃ：ＧＬＶ９（２０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：ＧＬＶ９
（４０μｍｏｌ／Ｌ）

３３　双染流式法检验 ＧＬＶ９对 ＭＧＣ８０３细胞株
凋亡的影响

用１０，２０，４０μｍｏｌ／Ｌ的 ＧＬＶ９作用于 ＭＧＣ
８０３细胞 １２ｈ后，收集细胞，采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ双染，流式细胞仪检测胃癌细胞凋亡情
况。结果表明：ＭＧＣ８０３细胞的凋亡率随着 ＧＬ
Ｖ９给药浓度的增加而增加。４０μｍｏｌ／ＬＧＬＶ９
处理细胞 １２ｈ后，ＭＧＣ８０３细胞的凋亡率达到
３７％。与对照组相比，２０，４０μｍｏｌ／Ｌ的ＧＬＶ９诱
导的细胞凋亡有显著性差异（Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１），结果如图 ４所示，实验重复 ３次，结果具
有统计学意义。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＭＧＣ８０３ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０，２０ａｎｄ４０μｍｏｌ／ＬＧＬＶ９ｆｏｒ１２ｈ
Ａ：ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇａｓｓａｙｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；Ｂ：ＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｓｏｆＭＧＣ８０３ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ
ＧＬＶ９（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）
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３４　免疫印迹法检测 ＧＬＶ９对 ＭＧＣ８０３细胞中
凋亡相关蛋白表达情况的影响

用１０，２０，４０μｍｏｌ／Ｌ的 ＧＬＶ９处理 ＭＧＣ８０３
细胞１２ｈ后，收集细胞，提取蛋白，采用免疫印迹
法检测 ｃａｓｐａｓｅ９和 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的激活情况。

实验结果（图５）表明，给药浓度为２０，４０μｍｏｌ／Ｌ
时，ｃａｓｐａｓｅ９和ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的激活形式，与对照
组相比有显著性差异。由此可见，ＧＬＶ９可以诱导
人体低分化胃黏液腺癌细胞株ＭＧＣ８０３细胞的程
序性死亡。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＭＧＣ８０３ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０，２０ａｎｄ４０μｍｏｌ／ＬＧＬＶ９ｆｏｒ１２ｈ
Ａ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｗｉｔｈＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ；Ｂ：Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９／βａｃ
ｔｉｎ，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／βａｃｔｉｎｒａｔｉｏｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）

３５　Ｆｌｕｏ３ＡＭ荧光探针法检测 ＧＬＶ９对 ＭＧＣ
８０３细胞内钙离子浓度的影响

用１０，２０，４０μｍｏｌ／ＬＧＬＶ９处理 ＭＧＣ８０３细
胞１２ｈ后，收集细胞，用 Ｆｌｕｏ３ＡＭ荧光探针检测
细胞中钙离子浓度变化。实验结果表明：１０，２０，４０

μｍｏｌ／ＬＧＬＶ９作用于ＭＧＣ８０３细胞１２ｈ后，钙离
子浓度均有显著性提高，如图６所示。结果表明，
ＧＬＶ９可能通过提高胃癌细胞中钙离子浓度，打破
细胞内钙离子平衡，增加线粒体对钙离子的吸收，进

而促使胃癌细胞发生依赖于线粒体的细胞凋亡。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＭＧＣ８０３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０，２０ａｎｄ４０μｍｏｌ／ＬＧＬＶ９ｆｏｒ１２ｈ
Ａ：ＣａｌｃｉｕｍｒｅｌｅａｓｅｄｆｒｏｍＭＧＣ８０３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；Ｂ：Ｃａｌｃｉｕｍｃｈａｎｇｅｆｏｌｄ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ）

$

　讨　论

全球每年约新增１００万胃癌病例，而大多数都
属于胃癌晚期，普通的治疗手段效果欠佳［５］。而

从中药中提取的化合物正逐渐成为药物研发人员

关注的重点，这些化合物多数具有高效且低毒特

点，应用广泛，包括抗炎、抗病毒、心血管疾病以及

肿瘤治疗等领域［６］。

ＧＬＶ９是黄酮类化合物汉黄芩素的衍生物，具
有良好的诱导人体肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的凋亡［３］和抑
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制人体乳腺癌细胞ＭＤＡＭＢ２３１和ＭＣＦ７的侵袭
转移的作用［４］，但对人胃低分化黏液腺癌的研究

尚未见报道。本研究表明，ＧＬＶ９可以有效诱导人
胃癌细胞株ＭＧＣ８０３的凋亡，且呈现显著的时间
剂量依赖性。

Ｃａｓｐａｓｅ９和 ｃａｓｐａｓｅ３同属于半胱氨酸蛋白
酶家族，在细胞内源性程序性死亡中起着关键作

用，因此，ｃａｓｐａｓｅｓ蛋白的激活也是细胞凋亡的重
要标志之一［７－８］。同时，在细胞内源性凋亡中，作

为第二信使的钙离子，在线粒体依赖的凋亡信号通

路激活中有着重要的作用。以往研究表明，细胞内

持续高浓度的钙离子，会影响多种细胞功能，包括

细胞自噬和细胞凋亡［９－１０］。本实验研究表明，ＧＬ
Ｖ９可能通过持续上调细胞内钙离子浓度，促进
“细胞内钙离子超载”的细胞内环境形成，最终打

破细胞内钙离子稳态，诱导胃癌细胞株 ＭＧＣ８０３
的凋亡。本研究初步证明，黄酮类化合物 ＧＬＶ９
在胃癌治疗领域是一种有潜力的抗肿瘤候选化

合物。
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１０５８

·新 信 息·

２０１５新版《中国药典》发布　共收载药品５６０８种

２０１５年６月１８日，《中国药典》（２０１５年版）新闻发布会在北京举行。２０１５年版新修改药典，是我国１９５３年第一版
药典以来的第１０版药典。据了解，《中国药典》在数量上增加了１０００多种，且扩大了先进的分析技术的应用。

国家食品药品监督管理总局新闻发言人颜江瑛介绍，依照有关规定，《中国药典》每５年颁布１次。２０１０年，《中国
药典》２０１０年版颁布的同时，２０１５年版的修订工作就已经开始启动。

新版药典进一步扩大药品品种的收载和修订，共收载品种５６０８种，比上一版增加１０００多种。一部收载品种２５９８
种，其中新增品种４４０种。二部收载品种２６０３种，其中新增品种４９２种。三部收载品种１３７种，其中新增品种１３种、修
订品种１０５种。

另外，本次新版首次将上版药典附录整合为通则，并与药用辅料单独成卷，作为新版药典四部。四部收载通则总数

３１７个，其中制剂通则３８个、检测方法２４０个、指导原则３０个、标准物质和对照品相关通则９个；药用辅料收载２７０种，
其中新增１３７种、修订９７种。

（中国经济网）
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