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【摘要】 目的  观察不同浓度中药荜茇活性成分荜茇酰胺作用不同时间对胃癌 MKN45 细胞增殖的影
响，并探讨其可能的作用机制。方法  将培养至对数期的胃癌细胞株 MKN45 用不同浓度的荜茇酰胺处理后，
选择 10 μmol/L 荜茇酰胺用于后续实验，设定空白对照组、3 mmol/L 抗氧化剂 N- 乙酰 -L- 半胱氨酸（NAC）
组、10 μmol/L 荜茇酰胺组和 3 mmol/L NAC 预处理 + 10 μmol/L 荜茇酰胺组。采用四甲基偶氮唑盐（MTT）比
色法测定细胞活性；采用流式细胞仪检测细胞周期、细胞凋亡率、活性氧簇（ROS）水平；采用蛋白质免疫印
迹试验（Western Blot）检测通路中相关蛋白 p21、X 染色体连锁凋亡抑制蛋白（XIAP）、剪切聚腺苷二磷酸 -
核糖多聚酶（PARP）、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 -9（caspase-9）的表达情况。结果  ① 细胞活性： 
荜茇酰胺可抑制 MKN45 细胞活性，其作用呈浓度和时间的正相关性（均 r＞0.8，P＜0.05）；② G1 期阻滞： 
荜茇酰胺可诱导 MKN45 细胞 G1 期阻滞，其作用呈浓度正相关性（均 r＞0.8，P＜0.05），0、5、7.5、10 μmol/L 
荜茇酰胺作用下 G1 期细胞为（35.33±3.56）%、（41.42±4.04）%、（48.78±5.24）%、（55.12±5.78）%；  ③  细
胞凋亡：荜茇酰胺可诱导 MKN45 细胞凋亡，其作用呈浓度依赖性，0、5、7.5、10 μmol/L 荜茇酰胺作用下细胞 
凋亡率分别为（9.21±2.13）%、（13.82±3.45）%、（19.66±4.73）%、（25.21±5.05）%； ④ caspase 细胞凋亡途径： 
0、5、7.5、10 μmol/L 荜茇酰胺可下调抗凋亡蛋白 XIAP 表达，上调剪切 caspase-9 及剪切 PARP 表达（XIAP 为
0.432±0.101、0.120±0.022、0.023±0.005、0.005±0.001，剪切caspase-9为0.003±0.001、0.007±0.001、0.225± 
0.049、0.649±0.132，剪切 PARP 为 0.005±0.001、0.014±0.003、0.428±0.152、0.895±0.111）；即荜茇酰胺可激
活caspase依赖性凋亡途径，其作用呈浓度依赖性； ⑤ ROS-p53细胞凋亡途径：荜茇酰胺能上调ROS、p53、p21、
p53 凋亡调控因子（PUMA）表达，其作用呈浓度依赖性，经 NAC 处理后，ROS 水平降低为（850.48±124.53）U/L， 
MKN45 细胞活性上升为（73.45±6.12）%，p53 降低为 0.732±0.152、剪切 PARP 蛋白表达降低为 0.487±0.108。
结论  荜茇酰胺可抑制胃癌细胞 MKN45 增殖，降低其活性，阻滞细胞周期 G1 期，诱导凋亡，可能的作用机制为
提高细胞 ROS 水平，激活 p53 与 caspase 凋亡途径有关。
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【Abstract】 Objective  To  observe  the  effects  of  different  concentrations  of  active  ingredient  piperlongumine 
of Chinese herbal medicine  (TCM) long pepper acting  for different  times on the proliferation of gastric cancer MKN45 
cells,  and  to  explore  its  possible  mechanism.  Methods  After  the  gastric  cancer  cell  strain  MKN45  cultured  to 
log  phase  and  co-treated  with  different  concentrations  of  guanidinamid  (piperlongumine)  and  3  mmol/L  antioxidant  
N-acetyl-L-cysteine  (NAC), 10 μmol/L guanidinamide was selected  for  subsequent experiments;  the  following groups 
were  prepared:  blank  control  group,  3  mmol/L  NAC  group,  10  μmol/L  guanidinamide  group  and  3  mmol/L  NAC 
pretreatment  +  10  μmol/L  guanidinamide  group.  The  cell  viability  was  determined  by  methyl  thiazolyl  tetrazolium 
(MTT) colorimetric assay; the cell cycle, apoptosis rate and reactive oxygen species (ROS) levels were detected by flow 
cytometry;  Western  Blot  was  used  to  detect  the  expressions  in  the  pathway  of  related  proteins  p21,  X-chromosome 
linked inhibitor of apoptosis (XIAP), cleaved polyadenylation diphosphate-ribose polymerase (PARP) and aspartic acid 
specific  cysteine protease-9  (caspase-9).  Results  ① Cellular  viability:  piperlongumine  can  inhibit  the  viability  of 
MKN45 cells, and its effect was positively correlated with its concentration and incubation time (all r > 0.8, P < 0.05);  
②  G1  phase  block:  piperlongumine  can  induce  G1  phase  arrest  in  MKN45  cells,  and  its  effect  was  positively 
correlated with  its  concentration  (all  r > 0.8, P < 0.05),  and  the percentages of G1 phase cells were  (35.33±3.56)%, 
(41.42±4.04)%, (48.78±5.24)%, (55.12±5.78)% respectively under the actions of 0, 5, 7.5, 10 μmol/L guanidinamide;  
③ Apoptosis:  guanidinamide  can  induce  apoptosis  in MKN45  cells  in  a  concentration-dependent manner;  apoptosis 
rates under the actions of 0, 5, 7.5, 10 μmol/L guanidamide were (9.21±2.13)%, (13.82±3.45)%, (19.66±4.73)%, and 
(25.21±5.05)%,  respectively; ④ Apoptosis  pathway  of  caspase:  guanidinamide  can  down-regulate  the  expression  of 
anti-apoptotic protein XIAP, up-regulate  the expression of cleaved caspase-9 and cleaved PARP under  the action of  
0,  5.0,  7.5,  and  10.0  μmol/L  guanidinamide,  respectively  (the  expression  levels  of  XIAP  were  0.432±0.101, 
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  胃癌是发生于胃黏膜上皮、居全世界最常见癌

症死亡第 2 位的消化道恶性肿瘤，在我国居癌症相

关性死亡数的第 3 位［1］。有研究表明，经手术治疗

后我国胃癌患者的 5 年生存率低于 50%［2］。临床

上胃癌有侵袭性高、易复发、转移和预后较差的特

征，严重影响患者的生命质量及预后。中药荜茇主

要用于治疗脘腹冷痛、呕吐吞酸、泄泻痢疾等疾病，

而荜茇的提取物荜茇酰胺是一种生物碱，故又名荜

茇明碱［3］。近年来，研究表明，荜茇酰胺能特异性

杀伤结肠癌、卵巢癌、肝癌等多种肿瘤细胞，而对正

常细胞无损伤，亦无明显的毒副作用，同时还具有

抗病原微生物、镇静、抗惊厥等多种药理学活性［4］。

但目前荜茇酰胺对胃癌细胞影响的研究报道较少，

其抗胃癌的作用机制尚未完全明了。本研究旨在观

察荜茇酰胺对胃癌生物学行为的影响，并探讨其可

能的作用机制，为临床研究荜茇酰胺的药用价值与

应用提供药理学依据及参考，现报告如下。

1 材料与方法

1.1  细胞培养：人胃癌细胞株 MKN45 购自上海生

博生物医药科技有限公司。在无菌条件下培养 24 h 

后，当细胞铺满瓶底接近 80%～90% 时即可传代。

取对数生长期的细胞用于试验。

1.2  分组及处理：取对数生长期的细胞接种于 

96 孔板中，设置 8 个复孔，封闭，铺板贴壁后，待

细胞铺满接近 80%～90% 时，弃上清液，分别加入 

0、5、7.5、10 μmol/L 的荜茇酰胺〔购自上海朝瑞生物

科技有限公司，规格高效液相色谱法（HPLC）≥98%， 

5 mg〕和 3 mmol/L N- 乙酰 -L- 半胱氨酸（NAC）培

养 24、48、72 h，选择 10 μmol/L 荜茇酰胺用于后续

实验，设定空白对照组、3 mmol/L NAC 组、10 μmol/L

荜茇酰胺组和 3 mmol/L NAC 预处理 + 10 μmol/L 荜

茇酰胺组。

1.3  检测指标及方法

1.3.1  四甲基偶氮唑盐（MTT）比色法测定细胞活

性：实验终止前 4 h，每孔加 20 μL MTT，继续孵育＞
4 h。去除孔内液体，避光操作，每孔添加 100 μL 二

甲基亚砜（DMSO），振荡 10 min，测定 490 nm 处每组

细胞吸光度（A）值，绘制生长曲线，计算细胞存活率 

〔细胞存活率＝（A药物组－ A空白组）/（A细胞对照组－ A空白组）× 

100%〕。

1.3.2  细胞周期检测：胰酶消化、收集各组细胞，离

心 5 min，弃上清液用 PBS 洗涤 3 次，加入 400 mg/L

碘化丙啶（PI）、10 mg/L RNA 酶（RNase），300 μL 曲
通 -100 染液，每组设 8 个复孔。在室温下避光染色

20 min 后，采用流式细胞仪检测细胞周期。

1.3.3  细胞凋亡率检测：胰酶消化、收集各组细胞

离心 5 min，弃上清液用 PBS 洗涤 2 次，加入 5 μL 
PI、5 μL Annexin V/ 异硫氰酸荧光素（FITC）、400 μL 
1× 结合缓冲液，每组设 8 个复孔。在室温下避光

染色15 min后，采用流式细胞仪检测细胞凋亡情况，

计算细胞凋亡率。

1.3.4  活性氧簇（ROS）水平检测：胰酶消化、收集

各组细胞，加入 10 μmol/L 2’，7’- 二氢二氯荧光黄

双乙酸钠（DCFH-DA）37 ℃培养 30 min，PBS 洗涤

2 次，采用流式细胞仪检测 ROS 活性。

1.3.5  用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测

p21、X 染色体连锁凋亡抑制蛋白（XIAP）、多聚腺苷

二磷酸核糖聚合酶（PARP）、天冬氨酸特异性半胱氨

酸蛋白酶 -9（caspase-9）的表达：试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司，使用 BCA 试剂盒检测

各组细胞总蛋白，用 8% 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）50 μg 总蛋白后转膜，用 

5% 脱脂牛奶封闭 1 h 后加入 1：200 稀释的羊抗

鼠一抗，4 ℃孵育 12 h；用含吐温的磷酸盐缓冲液

（TBST）清洗 3 次，加入 1：300 稀释的羊抗兔二抗，

重复清洗，最后用超敏电化学发光（ECL）测定灰度

值，以目的蛋白与内参照 β- 肌动蛋白（β-actin）

的灰度值比值表示。

0.120±0.022,  0.023±0.005,  0.005±0.001;  the  expression  levels  of  cleaved  caspase-9  were  0.003±0.001, 
0.007±0.001, 0.225±0.049, 0.649±0.132; the expression levels of cleaved-PARP were 0.005±0.001, 0.014±0.003, 
0.428±0.152, 0.895±0.111); that is, guanidinamide could activate caspase-dependent apoptotic pathway, its effect is 
concentration dependent; ⑤ ROS-p53 cell apoptosis pathway: guanidinamide can up-regulate the expressions of ROS, 
p53,  p21,  p53 modulator  of  apoptosis  (PUMA)  in  a  concentration-dependent manner,  after  NAC  treatment,  the ROS 
level was reduced to  (850.48±124.53) U/L, MKN45 cell viability was increased to  (73.45±6.12)%, p53 decreased to 
0.732±0.152, and cleaved-PARP protein expression decreased  to 0.487±0.108.  Conclusion  Guanidinamide can 
inhibit the proliferation of gastric cancer cells MKN45, decrease its viability, block cell cycle G1, induce apoptosis, and 
the mechanism is possibly related to the increase of the level of ROS in cells and activation of p53 and caspase apoptosis 
pathway.

【Key words】  Gastric cancer;  Piperlongumine;  Cell viability;  Apoptosis rate;  Proliferation
Fund program:  Sichuan Academy of Medical  Sciences & Sichuan Provincial People's Hospital  of Youth Fund 

(2015QN11); The National Key Specialty Construction Project of Clinical Pharmacy (30305030698)
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1.4  统计学方法：使用 SPSS 16.0 统计软件分析

数据，符合正态分布的计量资料以均数 ± 标准差

（x±s）表示，采用 t 检验。P＜0.05 为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1  荜茇酰胺对 MKN45 细胞活性的影响（表 1）：

与作用 24 h 比较，48 h 与 72 h 后 MKN45 细胞活

性均明显降低（均 P＜0.05），作用呈时间正相关性 

（均 r＞0.9，P＜0.05）；在同样的作用时间下，随着荜

茇酰胺浓度的增加，对 MKN45 细胞活性的抑制作

用明显增加（均 P＜0.05），其作用呈浓度正相关性

（均 r＞0.8，P＜0.05）。

2.3  不同浓度荜茇酰胺对 MKN45 细胞凋亡的影响

（表 2；图 3）：荜茇酰胺作用 MKN45 细胞 24 h 后，

随着荜茇酰胺浓度的增加，荜茇酰胺诱导 MKN45

细胞凋亡越明显（P＜0.05）；Western Blot 结果显示，

荜茇酰胺可下调抗凋亡蛋白 XIAP 表达，上调剪切

caspase-9 及剪切 PARP 表达，即激活 caspase 依赖

性凋亡途径。表 1 不同浓度荜茇酰胺作用不同时间点 
对 MKN45 细胞活性的影响（x±s）

荜茇酰胺
浓度

样本数
（孔）

细胞活性（A 值）

24 h 48 h 72 h

  0 μmol/L 8 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00
  5 μmol/L 8   90.23±4.34 a   78.13±3.44 ad   58.35±4.56 ade

  7.5 μmol/L 8   77.35±3.47 ab   56.63±4.27 abde   23.56±2.05 abde

10 μmol/L 8   37.52±2.91 abc   18.56±2.54 abcde   10.38±1.32 abcde

注：与 0 μmol/L 荜茇酰胺比较，aP＜0.05；与 5 μmol/L 荜茇酰胺
比较，bP＜0.05；与 7.5 μmol/L荜茇酰胺比较，cP＜0.05；与 24 h比较，
dP＜0.05；与 48 h 比较，eP＜0.05

图 1 不同浓度荜茇酰胺对 MKN45 细胞 G1 期阻滞的影响

图 2 不同浓度荜茇酰胺对 MKN45 细胞
p21 蛋白表达的影响

图 3 不同浓度荜茇酰胺对 MKN45 细胞
相关凋亡途径蛋白表达的影响

表 2 不同浓度荜茇酰胺作用 24 h 对 MKN45 细胞 G1 期阻滞、细胞凋亡率及相关蛋白表达的影响（x±s）

荜茇酰胺
浓度

样本
数（孔）

G1 期阻滞
（%）

细胞凋亡率
（%）

XIAP 蛋白表达
（灰度值）

caspase-9 蛋白
表达（灰度值）

PARP蛋白表达
（灰度值）

p53 蛋白表达
（灰度值）

p21 蛋白表达
（灰度值）

PUMA 蛋白
表达（灰度值）

  0 μmol/L 8 35.33±3.56   9.21±2.13 0.432±0.101 0.003±0.001 0.005±0.001 0.028±0.009 0.012±0.004 0.032±0.011
  5 μmol/L 8 41.27±4.04 a 13.82±3.45 a 0.120±0.022 a 0.007±0.001 ab 0.014±0.003 a 0.134±0.071 a 0.112±0.059 a 0.206±0.082 a

7.5 μmol/L 8 48.78±5.24 ab 19.66±4.73 ab 0.023±0.005 ab 0.225±0.049 ab 0.428±0.152 ab 0.484±0.123 ab 0.312±0.077 ab 0.506±0.112 ab

10 μmol/L 8 55.12±5.78 abc 25.21±5.05 abc 0.005±0.001 abc 0.649±0.132 abc 0.895±0.111 abc 0.762±0.201 abc 0.513±0.124 abc 0.778±0.202 abc

注：与 0 μmol/L 荜茇酰胺比较，aP＜0.05；与 5 μmol/L 荜茇酰胺比较，bP＜0.05；与 7.5 μmol/L 荜茇酰胺比较，cP＜0.05

2.2  不同浓度荜茇酰胺对 MKN45 细胞 G1 期阻滞

的影响（表 2；图 1～2）：荜茇酰胺作用 MKN45 细胞 

24 h 后，可诱导 MKN45 细胞 G1 期阻滞（P＜0.05）。

Western Blot 检测显示，随着荜茇酰胺浓度的增加，

MKN45 细胞周期负调控因子 p21 蛋白明显增加 

（均 P＜0.05），呈浓度正相关性（均 r＞0.8，P＜0.05）。

2.4  不同浓度荜茇酰胺及 NAC 对 ROS-p53 途

径诱导细胞凋亡及相关凋亡途径蛋白表达的影响 

（表 2；图 4～5）：荜茇酰胺作用 MKN45 细胞 6 h 后，

随着荜茇酰胺浓度的增加，ROS水平明显升高，而经 
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3 讨 论

  胃癌细胞侵袭性高，患者病死率较高。目前，由

于内分泌治疗、分子靶向治疗对胃癌不敏感，早期

主要利用蒽环和紫衫类药物进行全身化疗或新辅助

化疗，但在后期会发生耐药、复发或转移，放化疗、

手术治疗虽明显提高了患者生存率，降低了复发率，

但毒性大，易发生耐药性等并发症，预后较差［4-5］。

  中药可减轻癌症放化疗的不良反应，增强机体

免疫力，降低并发症发生率、复发率及转移风险［6］。

研究显示，荜茇酰胺既可抑制肿瘤细胞增殖，促进

细胞凋亡，且无明显不良反应，又能明显改善患者预

后，提高远期生存率［7］。荜茇酰胺对肝癌、肺癌和

乳腺癌等多种肿瘤细胞有明显抑制效果，且不良反

应小，若联合相关化疗药物效果更明显［8-9］。研究

证实，荜茇酰胺可通过诱导肿瘤细胞凋亡，抑制肿

瘤细胞黏附、侵袭、迁移和血管生成，增强机体免疫

力等途径发挥抑制肿瘤作用［10］。有研究显示，超过

90% 的癌症患者死亡是因肿瘤细胞转移导致的，其

转移过程非常复杂，从病灶分离，通过血管或淋巴循

环进入体其他器官黏附于基底膜，定植并形成转移

灶，导致预后不良和生存率降低［11-12］。肖楠等［13］

研究显示，荜茇酰胺能增加 A549 细胞辐射敏感性，

抑制细胞增殖，促进细胞凋亡，可能与细胞 G0/G1

期比例增多有关。文远超等［14］和张倩等［15］发现，

荜茇酰胺可通过提高细胞内 ROS 及过氧化物还原

酶 4 的表达而诱导胶质瘤细胞凋亡。本研究显示，

荜茇酰胺对 MKN45 细胞的作用呈浓度和时间依赖

3 mmol/L 抗氧化剂 NAC 预处理 10 μmol/L 荜茇酰胺

细胞后 ROS 水平明显降低（P＜0.05）；Western Blot

结果显示，荜茇酰胺可使 p53 及其下游靶基因 p21、

凋亡调控因子（PUMA）蛋白表达明显增加，提示荜

茇酰胺可能通过升高 ROS 水平激活 p53 途径而诱

导细胞凋亡。

图 5 不同浓度荜茇酰胺对 ROS-p53 途径
诱导细胞凋亡相关蛋白表达的影响

图 7 荜茇酰胺和 NAC 对 MKN45 增殖相关蛋白表达的影响
注：与 0 μmol/L 组比较，aP＜0.05；与 5 μmol/L 组比较，bP＜0.05； 
与 7.5 μmol/L 组比较，cP＜0.05；与 10 μmol/L 组比较，dP＜0.05

图 4 不同浓度荜茇酰胺及 NAC 对 ROS 水平的影响

注：与 10 μmol/L 荜茇酰胺组比较，aP＜0.05

图 6 荜茇酰胺和 NAC 对 MKN45 细胞增殖的影响

表 3 NAC 对 MKN45 细胞增殖、p53
及剪切 PARP 相对表达的影响（x±s）

组别
样本数
（孔）

细胞活性
（%）

p53 蛋白表达
（灰度值）

剪切PARP蛋白 

表达（灰度值）

空白对照组 8 100.00±0.00 1.000±0.000 1.000±0.000
3 mmol/L NAC 组 8   85.67±7.45 0.014±0.005 0.005±0.001
10 μmol/L 荜茇酰胺组 8   44.35±4.25 0.019±0.007 0.008±0.002

3 mmol/L NAC + 
  10 μmol/L荜茇酰胺组

8   73.45±6.12 a 0.732±0.152 a 0.487±0.108 a

注：与 10 μmol/L 荜茇酰胺组比较，aP＜0.05

2.5  NAC 对 MKN45 细胞增殖及相关蛋白表达的影

响（表 3；图 6～7）：NAC 预处理 MKN45 细胞 1 h 后，

加入 10 μmol/L 荜茇酰胺作用 24 h 后，MKN45 细胞

活性明显上升（P＜0.05），提示 NAC 预处理可逆转

荜茇酰胺对 MKN45 细胞增殖的抑制作用；Western 

Blot 结果显示，p53、剪切 PARP 蛋白表达下调，进一

步验证荜茇酰胺通过 ROS-p53 途径诱导细胞凋亡。
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性。合适的荜茇酰胺浓度与作用时间可最大限度发

挥抑制 MKN45 细胞增殖，达到治疗胃癌的作用［16］。

同时本研究还显示，荜茇酰胺可诱导 MKN45 细胞

G1 期阻滞，且随荜茇酰胺浓度增加，MKN45 细胞周

期负调控因子 p21 蛋白明显增加，呈浓度正相关性。

  细胞增殖对癌症进展十分关键，荜茇酰胺抑制

肿瘤增殖可能与相关蛋白质和通路相关。李先佳 

等［17］发现，马鞭草总黄酮可能是通过提高 ROS 水

平，并上调 caspase-9、p53 蛋白水平，从而诱导肝癌

HepG-2 细胞凋亡。赵行宇等［18］发现，6- 姜烯酚可

能参与 caspase-3 介导的细胞凋亡途径而诱导胃癌

BGC-823 凋亡。本研究显示，随着荜茇酰胺浓度的

增加，荜茇酰胺诱导 MKN45 细胞凋亡越明显，ROS

水平就明显上升，同时可下调抗凋亡蛋白 XIAP 表

达，上调剪切 caspase-9、PARP 表达，即激活 caspase

依赖性凋亡途径；而经抗氧化剂 NAC 预处理后可

降低 ROS 水平，同时上调 p53 及其下游靶基因 p21、

PUMA 蛋白表达，提示荜茇酰胺可能通过升高 ROS

水平激活 p53 途径而诱导细胞凋亡。最后，NAC 预

处理可逆转荜茇酰胺对 MKN45 细胞增殖的抑制作

用，同时下调 p53、剪切 PARP 蛋白表达，表明荜茇

酰胺可通过 ROS-p53 途径诱导细胞凋亡。黄军祥

等［19］认为环孢素 A 可能通过提高细胞内 ROS 以及

caspase-3 水平，阻滞 MGC80-3 细胞生长周期而抑

制细胞凋亡，与刘畅等［20］的研究结果相似，本研究

结果也证实了这一机制。

  综上所述，荜茇酰胺可抑制胃癌细胞 MKN45

增殖，降低其活性，阻滞细胞周期 G1 期，诱导凋

亡，其机制可能与提高细胞 ROS 水平，激活 p53 与

caspase 凋亡途径有关。本研究虽验证了荜茇酰胺

可抑制胃癌细胞增殖，但仍有待于深入研究合适的

作用剂量与时间，同时进一步发现更多的作用途径

与信号通路以便更好地发挥其抗胃癌效果。
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