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摘要　目的　探讨苦豆碱（Ａｌｏ）对胃癌细胞增殖、迁移和侵袭的作用。方法　采用０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理人胃癌细胞系
ＨＧＣ２７和ＡＧＳ。ＣＣＫ８检测细胞存活率；克隆形成实验检测细胞增殖；流式细胞术检测细胞凋亡；划痕和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验
检测细胞迁移；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞侵袭；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测增殖、凋亡、迁移、侵袭及Ｈｉｐｐｏ通路相关蛋白表达。结果　
与对照组比较，１００、２００μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理细胞后存活率、克隆形成数、细胞迁移和侵袭数量明显减少，细胞凋亡率明显升高（Ｐ
＜００５），增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２蛋白（Ｂｃｌ２）、神经钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、
带 ＰＤＺ结合基序的转录共激活因子（ＴＡＺ）明显减少，Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、磷酸化 Ｙｅｓ相关蛋白（ｐＹＡＰ）、大肿瘤抑制因
子１／２（ＬＡＴＳ１／２）明显增加（Ｐ＜００５）。结论　Ａｌｏ通过调节Ｈｉｐｐｏ信号通路抑制胃癌细胞ＨＧＣ２７，ＡＧＳ增殖、迁移和侵袭。
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　　胃癌（ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）是全球恶性肿瘤中第
五大较为常见的癌症，在恶性肿瘤中其发病率排第

四、病死率排第三，发病大多在中晚期，且预后较

差［１］。复发转移率高、药物毒性大及耐药性问题严

重等一直是 ＧＣ治疗存在的困难，目前临床上没有
好的治疗手段，因此，寻找高效低毒的新治疗手段和

策略尤为重要。肿瘤药物治疗出现耐药性和毒副作

用，天然化合物具有疗效好，毒副作用小等优势。苦

豆碱（ａｌｏｐｅｒｉｎｅ，Ａｌｏ）是一种从苦参中分离的天然化
合物，其具有多种生物活性，包括抗肿瘤、抗感染、抗

氧化、抗病毒等［２］。目前，Ａｌｏ在肿瘤中对多个信号
通路均有调节作用，比如参与磷脂酰肌醇３激酶／
蛋白激酶 Ｂ／雷帕霉素靶蛋白（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３
ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ／ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙ
ｃｉｎ，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ）、核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）、Ｒａｓ蛋白等信号调节机制，抑制
前列腺癌、肝癌、乳腺癌、膀胱癌等疾病进程［３］。

Ｈｉｐｐｏ信号通路参与细胞增殖、组织修复等重要功
能，该通路失调常见于多种肿瘤中，包括 ＧＣ［４］。通
路中的效应分子ＹＡＰ／带ＰＤＺ结合基序的转录共激
活因子（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒｗｉｔｈＰＤＺｂｉｎｄｉｎｇ
ｍｏｔｉｆ，ＴＡＺ）在疾病中起着关键作用，ＬＡＴＳ１／２可以
磷酸化下游 ＹＡＰ或 ＴＡＺ，促进其细胞质保留和蛋
白酶体降解，进而抑制肿瘤的发生发展，因此，靶向

Ｈｉｐｐｏ通路可以治疗肿瘤［５］。然而，Ａｌｏ通过 Ｈｉｐｐｏ
通路调控 ＧＣ进程及机制相对有限，本研究将采用
人ＧＣ细胞系ＨＧＣ２７和ＡＧＳ，探究 Ａｌｏ对 ＧＣ细胞
增殖、凋亡、迁移、侵袭以及上皮间质转化的影响，为

ＧＣ的治疗提供新的策略。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞系　ＧＣ细胞系ＨＧＣ２７和ＡＧＳ细胞由
武汉普诺赛生命科技有限公司提供。ＨＧＣ２７细胞
属于未分化胃癌，恶性程度较高。ＡＧＳ细胞属于中
分化胃癌，恶性程度低。

１．１．２　主要材料和试剂　Ａｌｏ购自美国 ＭＣＥ公司
（货号：ＨＹ１３５１６），ＭａｔｒｉｇｅｌＭａｔｒｉｘ基质胶购自美国
ＢＤ公司（货号：３５６２３４），ＣＣＫ８试剂盒试剂购自大
连博格林生物科技有限公司（货号：ＭＡ０２１８），二甲
基亚砜、４％组织细胞固定液、ＲＩＰＡ裂解液（货号：
Ｄ８３７１、Ｐ１１１０、Ｒ００１０）、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
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及结晶紫染色液购自北京索莱宝公司（货号：

ＰＣ００２０、Ｇ１０６２），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄ
ｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）凋亡试剂盒购自武汉普诺赛生命科
技有限公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基和胰蛋白酶购自美
国ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司（货号：Ｃ１１８７５５００、２５２０００５６），
胎牛血清购自以色列 ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司（货
号：０４００１１ＡＣＳ），神经钙黏蛋白（ｎｅｕｒａｌｃａｄｈｅｒｉｎ，
ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２ａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２
蛋白（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｕｋｅｍｉａ２ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂｃｌ２）、
ＴＡＺ、增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉ
ｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、ＧＡＰＤＨ及兔源、鼠源二抗购自武汉
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司 （货号：２２０１８１ＡＰ、６０３３０１ＩＧ、
５０５９９２ＩＧ、１２７８９１ＡＰ、２３３０６１ＡＰ、２３３０６１ＡＰ、
１０２０５２ＡＰ、ＳＡ００００１２ 和 ＳＡ００００１１），ｐＹＡＰ１
（Ｓｅｒ１２７）、ＬＡＴＳ１／２购自杭州华安公司（货号：
ＥＴ１６１１６９、ＥＲ６５８６５）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　细胞生长于完全培养基中，完全
培养基为含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，并
添加１％抗生素（１００Ｕ／ｍＬ霉素和１００ｇ／ｍＬ链霉
素）和Ｌ谷氨酰胺，置于３７℃、５％ＣＯ２混合气体的
恒温培养箱中培养。

１．２．２　ＣＣＫ８实验　取对数生长期 ＡＧＳ、ＨＧＣ２７
细胞，离心收集细胞，用１ｍＬ完全培养基重悬细胞，
取１０μＬ细胞悬液计数，调整以３０００个／（１００μＬ
·孔），接种于９６孔板，并在９６孔板边缘每孔各加
１００μＬＰＢＳ防止蒸发，于３７℃的５％ ＣＯ２条件下培
养，细胞附着后进行药物处理，设置空白组、１００、
２００、４００、８００、１０００μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理组，每孔加１００
μＬ细胞悬液，每个重复５个复孔，２４ｈ后每孔加入
１０μＬＣＣＫ８溶液，轻拍培养板侧面混匀试剂，温箱
孵育２ｈ，通过酶标仪测量样本在４５０ｎｍ处的吸光
度。同条件培养４８、７２ｈ，计算存活率，并用 Ｇｒａｐｈ
ＰａｄＰｒｉｓｍ作图。
１．２．３　划痕实验　设置空白组、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ
Ａｌｏ处理细胞２４ｈ，取对数生长期 Ａｌｏ处理的 ＨＧＣ
２７和 ＡＧＳ细胞接种于６孔板中，调整每孔８×１０６

个细胞，培养１２ｈ使细胞贴壁。用２００μＬ黄枪头
在６孔板内划“十”字划痕，用 ＰＢＳ润洗去除漂浮的
细胞。在“十”字划痕上下左右处固定拍照，在 ４０
倍镜下分别于０、２４、４８ｈ在显微镜下拍照观察划痕
愈合图片。加入含有１％ ＦＢＳ培养基继续培养 ＲＰ
ＭＩ１６４０继续培养，使用 ＩｍａｇｅＪ软件分析划痕面积

并计算划痕愈合率，以上实验重复３次。
１．２．４　克隆形成实验　设置空白组、１００、２００
μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理细胞 ２４ｈ，使细胞形成细胞悬液
后，离心收集细胞，稀释细胞悬液，调整细胞浓度至

５×１０２／孔。６孔板每孔加２ｍＬ细胞悬液。４～５ｄ
换１次液。１４ｄ后结束培养，４％组织细胞固定液固
定１５～３０ｍｉｎ，０１％结晶紫染色１５～３０ｍｉｎ，拍照，
以上实验重复３次。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验　设置空白组、１００、２００
μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理细胞 ２４ｈ，使细胞形成细胞悬液
后，离心收集细胞，用 ＧＩＢＣＯ１６４０基础培养基稀释
成细胞悬液，调整上室所需的细胞悬液细胞浓度为

５×１０４／孔，用无血清的基础培养基重悬加入 ２００
μＬ／孔。下室加入 ７００μＬ１０％ＦＢＳ完全培养基。
将２４孔板放入培养箱培养。培养一定时间（ＡＧＳ
细胞系２４ｈ／ＨＧＣ２７细胞系３６ｈ），用棉签去除上
室细胞，将下室细胞用 ４％组织细胞固定液固定，
０１％结晶紫染色。在１００倍显微镜下观察、拍照、
计数每个小室上、下、左、右、中５个视野中迁移至聚
碳酸酯微孔膜下表面的细胞数，计算每个视野下的

平均细胞数，进行组间比较，以上实验重复３次。
１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验　至少提前２ｈ铺基质
胶，ＧＩＢＣＯ１６４０基础培养基：基质胶量比例为９∶
１，混匀后每孔垂直加入１００μＬ于装有小室的２４孔
板中，置恒温培养箱 ２ｈ。设置空白组、１００、２００
μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理细胞２４ｈ，用 ＧＩＢＣＯ１６４０基础培
养基使细胞形成细胞悬液后，离心收集细胞，稀释细

胞悬液，调整上室所需细胞悬液浓度为５×１０４／孔，
用无血清的基础培养基重悬加入２００μＬ／孔。下室
加入７００μＬ２０％ＦＢＳ完全培养基。将２４孔板放入
培养箱培养。培养一定时间（ＡＧＳ细胞系 ３６ｈ／
ＨＧＣ２７细胞系４８ｈ），用棉签去除上室细胞，将下
室细胞用４％组织细胞固定液固定、０１％结晶紫染
色。在１００倍显微镜下观察、拍照、计数每个小室
上、下、左、右、中５个视野中迁移至聚碳酸酯微孔膜
下表面的细胞数，计算每个视野下的平均细胞数，进

行组间比较，以上实验重复３次。
１．２．７　流式细胞凋亡实验　设置空白组、１００、２００
μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理细胞２４ｈ，用不含 ＥＤＴＡ的胰酶消
化收集制备成单细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
收集细胞，用预冷的 ＰＢＳ洗涤细胞；细胞沉淀加入
４００μＬ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ轻轻重悬细胞，加入 ５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，轻轻混匀，室温避光孵育 １５ｍｉｎ，
加入１０μＬＰＩ染色液，轻轻混匀，冰浴避光放置 ５
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ｍｉｎ，在 ３０ｍｉｎ内进行流式细胞术检测，以上实验重
复３次。
１．２．８　蛋白印迹实验　设置空白组、１００、２００
μｍｏｌ／ＬＡｌｏ分别处理细胞 ２４ｈ后，用蛋白 ＲＩＰＡ强
效裂解液裂解细胞，提取蛋白，将蛋白电泳分离，湿

转移法将蛋白从凝胶转移到硝酸纤维素（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕ
ｌｏｓｅ，ＮＣ）膜上；ＮＣ膜浸入含有５％脱脂奶粉的封闭
液，室温下缓慢振荡２ｈ；清洗 ＮＣ膜并与一抗４℃
摇床孵育过夜。次日，用含吐温 －２０的 Ｔｒｉｓ缓冲盐
溶液（ｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈＴｗｅｅｎ２０，ＴＢＳＴ）洗涤
ＮＣ膜，二抗室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ清洗。ＥＣＬ底物化
学发光、显影。ＢｉｏＲａｄ凝胶成像分析系统拍照，Ｉｍ
ａｇｅＪ图像分析软件读取蛋白条带灰度值，以 ＧＡＰ
ＤＨ为内参计算各目的蛋白的相对表达量。
１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ１００对实
验数据进行分析，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）

表示，多组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。所有实验至少重复进行３次，
以确保结果的可重复性和准确性。

２　结果

２．１　Ａｌｏ抑制胃癌细胞增殖　ＣＣＫ８实验表明，相
较于未处理的对照组（０μｍｏｌ／Ｌ），１００、２００、４００、
８００、１０００μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理显著降低ＧＣ细胞ＨＧＣ
２７和ＡＧＳ存活率，抑制能力随着药物浓度增加而显
著增强。ＡＧＳ的 ＩＣ５０是 １０５６μｍｏｌ／Ｌ，ＨＧＣ２７的
ＩＣ５０是 １０４４μｍｏｌ／Ｌ，见图 １Ａ、１Ｂ。本研究选择
１００、２００μｍｏｌ／ＬＡｌｏ进行后续实验。如图１Ｃ－１Ｆ
所示，克隆形成实验中，与对照组相比，１００μｍｏｌ／Ｌ
Ａｌｏ抑制 ＨＧＣ２７和 ＡＧＳ细胞克隆形成数（Ｐ＜
００５，ｎ＝３），２００μｍｏｌ／ＬＡｌｏ明显抑制ＨＧＣ２７和
ＡＧＳ细胞增殖能力，差异有统计学意义（Ｐ＜００１，

图１　Ａｌｏ抑制胃癌细胞增殖能力

Ｆｉｇ．１　Ａｌｏｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

Ａ，Ｂ：ＨＧＣ２７ａｎｄＡＧＳｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ；Ｃ－Ｆ：Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｃｈａｒｔ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓ０μｍｏｌ／ＬＡｌｏｇｒｏｕｐ．
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ｎ＝３）。
２．２　Ａｌｏ促进胃癌细胞凋亡　随后检测了 Ａｌｏ对
ＧＣ细胞凋亡的影响。如图２Ａ－２Ｄ所示，流式细胞
术结果表明，与对照组相比，经２００μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理
２４ｈ后，ＧＣ细胞 ＨＧＣ２７和 ＡＧＳ的总凋亡率显著
增加（Ｐ＜００１，ｎ＝３）；在ＡＧＳ中，１００μｍｏｌ／Ｌ处理
后凋亡率上升，差异有统计学意义（Ｐ＜００５，ｎ＝
３），但在ＨＧＣ２７中，１００μｍｏｌ／Ｌ处理差异无统计学
意义（Ｐ＞００５，ｎ＝３）。
２．３　Ａｌｏ抑制胃癌细胞迁移能力　为了验证 Ａｌｏ
对胃癌细胞迁移的影响，如图３Ａ－３Ｄ所示，在划痕
试验中，与对照组相比，１００、２００μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理细
胞后抑制 ＨＧＣ２７和 ＡＧＳ细胞的迁移能力（Ｐ＜
００５，ｎ＝３）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验同样表明，与对照
组相比，Ａｌｏ明显抑制 ＨＧＣ２７和 ＡＧＳ细胞的迁移
能力（Ｐ＜００１，ｎ＝３），见图３Ｅ－３Ｇ。
２．４　Ａｌｏ抑制胃癌细胞的侵袭能力　为了进一步
验证Ａｌｏ对ＧＣ细胞侵袭能力是否有影响，用 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ侵袭实验进行检测。如图４Ａ－４Ｃ所示，与对
照组相比，１００、２００μｍｏｌ／ＬＡｌｏ抑制 ＨＧＣ２７和
ＡＧＳ细胞的侵袭能力（Ｐ＜００１，ｎ＝３）。并且，随
着Ａｌｏ浓度升高，ＨＧＣ２７和 ＡＧＳ细胞的侵袭能力
逐渐减低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１，ｎ＝３）。

２．５　Ａｌｏ对胃癌细胞增殖、凋亡、ＥＭＴ蛋白表达的
影响　实验组细胞经 １００μｍｏｌ／Ｌ和 ２００μｍｏｌ／Ｌ
Ａｌｏ处理 ２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组凋亡相关蛋
白的表达。结果如图５Ａ－５Ｄ所示，与对照组相比，
１００、２００μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理细胞后 Ｂａｘ的表达均上
调，Ｂｃｌ２的表达则下调（Ｐ＜００１，ｎ＝３）。同时检
测了增殖相关蛋白ＰＣＮＡ，显示Ａｌｏ处理后ＰＣＮＡ蛋
白表达降低（Ｐ＜００１，ｎ＝３）。以上结果表明 Ａｌｏ
处理后抑制 ＧＣ细胞增殖，促进其凋亡。随后进一
步检测了 ＥＭＴ相关蛋白 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表
达，与对照组相比，其在１００、２００μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理细
胞后蛋白表达均明显减低（Ｐ＜００１，ｎ＝３）。表明
Ａｌｏ促进ＧＣ细胞凋亡，抑制其增殖、迁移和侵袭，与
细胞表型结果一致。

２．６　Ａｌｏ对胃癌ＨＧＣ２７和ＡＧＳ细胞Ｈｉｐｐｏ通路
的影响　以上实验表明，Ａｌｏ可以有效抑制 ＧＣ的
恶性进程，因此，进一步探讨其潜在的机制。如

６Ａ－６Ｄ所示，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组相
比，１００、２００μｍｏｌ／ＬＡｌｏ处理细胞后 ＴＡＺ蛋白水平
显著降低，磷酸化Ｙｅｓ相关蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｙｅｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ｐＹＡＰ）和 ＬＡＴＳ１／２水平显著增
高（Ｐ＜００１，ｎ＝３），提示 Ａｌｏ可以通过调节 Ｈｉｐｐｏ
通路的活性抑制胃癌进程。

图２　Ａｌｏ促进胃癌细胞凋亡

Ｆｉｇ．２　Ａｌｏｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

Ａ－Ｄ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓａｙａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｈａｒｔ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００００１ｖｓ０μｍｏｌ／ＬＡｌｏｇｒｏｕｐ．
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图３　Ａｌｏ抑制胃癌细胞迁移能力

Ｆｉｇ．３　Ａｌｏｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

Ａ－Ｄ：Ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｈａｒｔ×４０；Ｅ－Ｇ：ＣｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｓｓａｙａｎｄｑｕａｎｔｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎｃｈａｒｔ×１００；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓ０μｍｏｌ／ＬＡｌｏｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　ＧＣ是常见的消化道肿瘤，发病率和病死率在中
国癌症中排名第三［６］。目前ＧＣ的治疗仍然以手术
治疗和放化疗为主，分子靶向和免疫治疗也在一定

程度上提高了 ＧＣ患者的生存率和预后率，５氟尿
嘧啶、阿司匹林和其他非甾体抗炎药以及他汀类药

物可能会降低ＧＣ发病率［７］。但患者一般确诊时都

在中晚期，且预后较差。同时 ＧＣ患者的耐药性和
化疗药物存在毒副作用也是一个主要问题，从植物
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图４　Ａｌｏ抑制胃癌细胞的侵袭能力

Ｆｉｇ．４　Ａｌｏｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

Ａ－Ｃ：ＣｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｓｓａｙａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｈａｒｔ×１００；Ｐ＜００００１ｖｓ０μｍｏｌ／ＬＡｌｏｇｒｏｕｐ．

图５　Ａｌｏ对胃癌细胞增殖、凋亡、ＥＭＴ蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡｌｏｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＭＴｐｒｏｔｅｉｎｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

Ａ－Ｄ：Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｈａｒｔ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜

０００１，Ｐ＜００００１ｖｓ０μｍｏｌ／ＬＡｌｏｇｒｏｕｐ．

中提取的天然化合物治疗ＧＣ是个不错的选择。天
然化合物具有多样性、安全性、可用性、毒副作用小，

可以成为比传统合成药物价格更为合理的替代

品［８］。

Ａｌｏ是作为苦参中重要的喹诺里西啶生物碱活
性成分，其具有抗感染、抗病毒、抗肿瘤作用［９］。研

究表明，Ａｌｏ在许多癌细胞中发挥显著的抗肿瘤作
用，如多发性骨髓瘤、乳腺癌、宫颈癌、膀胱癌及结直

肠癌等，在癌症中具有重要的治疗意义，有望为癌症

治疗提供选择［１０］。据文献［１１］报道，Ａｌｏ的抗肿瘤作
用通过抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ和 ＲＡＳ／ＥＲＫ等信号通路，
促进凋亡，抑制增殖；也可以通过直接杀伤以及抑制

肿瘤的恶性进程来发挥其抗肿瘤作用。然而，Ａｌｏ
对ＧＣ的作用及作用机制尚不明确，因此，本研究探
讨Ａｌｏ对 ＧＣ细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭的影响及
其机制，为 ＧＣ的治疗提供新的策略。实验显示，
Ａｌｏ可以明显抑制 ＧＣ细胞增殖、迁移和侵袭，促进
ＧＣ细胞凋亡。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验提示Ａｌｏ显著降低
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图６　Ａｌｏ对胃癌细胞Ｈｉｐｐｏ通路蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡｌｏｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎＨｉｐｐｏｐａｔｈｗａｙｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

Ａ－Ｄ：ｐＹＡＰ，ＬＡＴＳ１／２ａｎｄＴＡＺｐｒｏｔｅｉｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ａｓｓａｙａｎｄｔｈｅｉｒｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｈａｒｔｓ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜

０００１，Ｐ＜００００１ｖｓ０μｍｏｌ／ＬＡｌｏｇｒｏｕｐ．

增殖相关蛋白 ＰＣＮＡ、抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２、ＥＭＴ相关
蛋白 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白的表达，增加促凋亡
蛋白Ｂａｘ蛋白的表达，以上结果提示，Ａｌｏ在体外可
以抑制 ＧＣ进程，但其在体内的作用还需进一步探
究。

Ｈｉｐｐｏ信号转导的激活受磷酸化级联反应的调
控，Ｍａｍｍａｌｉａｎｓｔｅｒｉｌｅ２０ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ１和２（ＭＳＴ１／２）
可以磷酸化ＬＡＴＳ１／２激酶，磷酸化的ＬＡＴＳ１／２促进
ＹＡＰ／ＴＡＺ蛋白的磷酸化，导致其在细胞质中滞留并
降解从而发挥功能［１２］。Ｈｉｐｐｏ通路在许多肿瘤的
调节中起着至关重要的作用，而 ＹＡＰ／ＴＡＺ作为
Ｈｉｐｐｏ通路中的关键效应分子，可以与下游 ＴＥＡＤ
结合调控基因表达，并且 ＹＡＰ／ＴＡＺ的转录水平在
多种癌症中失调，与肿瘤进展密切关联［１３－１４］。研

究［１５－１６］表明，Ｈｉｐｐｏ通路的失调与 ＧＣ的发生发展
及转移同样密切相关，靶向 ＹＡＰ／ＴＡＺ可以用于治
疗ＧＣ，比如加入 Ｈｉｐｐｏ激酶激活剂或者 ＹＡＰ／ＴＡＺ
抑制剂可以为治疗ＧＣ提供策略。但 Ａｌｏ通过 Ｈｉｐ
ｐｏ通路调控ＧＣ进程及机制相对有限，在本研究中，
实验显示，Ａｌｏ可以增加ＬＡＴＳ１／２的表达，促进ＹＡＰ
的磷酸化，降低 ＴＡＺ蛋白表达，从而抑制 Ｈｉｐｐｏ通
路。因此，Ａｌｏ可能通过降低Ｈｉｐｐｏ通路活性来抑制
ＧＣ增殖和迁移。但具体机制，将通过找到Ａｌｏ抑制
Ｈｉｐｐｏ通路影响的下游靶基因及其与 ＧＣ进程的关
系去进一步探讨。

综上所述，Ａｌｏ可能通过Ｈｉｐｐｏ通路抑制 ＧＣ细
胞的活力、增殖、迁移和侵袭，促进凋亡作用，靶向

Ｈｉｐｐｏ通路可能用于治疗 ＧＣ。然而，应用该药物联
合治疗ＧＣ需要更为深入的体外机制研究以及更为
充分的体内实验证据。
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