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摘要 目的 探讨甲氟喹作用于人胃癌细胞 BGC-823 后对
紫杉醇敏感性的影响及作用机制。方法 甲氟喹联合紫杉
醇作用于胃癌细胞 BGC-823 后，流式细胞仪 PI 单染法检测
细胞凋亡率，MTS 测定细胞活性，Western blot 检测 PI3K /
Akt /mTOＲ信号通路蛋白表达水平。结果 与 SGC-7901 细
胞相比，BGC-823 细胞对紫杉醇更加不敏感; 甲氟喹联合紫
杉醇较单药紫杉醇能更明显地诱导 BGC-823 细胞的凋亡
［( 33. 00 ± 2. 83 ) % vs ( 15. 75 ± 0. 64 ) %］，抑制细胞增殖
［( 44. 00 ± 0. 07) % vs ( 72. 00 ± 0. 09 ) %］，差异均有统计学
意义( P ＜ 0. 05) ;Western blot法显示在紫杉醇中加入甲氟喹
作用后，PI3K /Akt /mTOＲ 信号通路磷酸化蛋白的表达明显
降低。结论 甲氟喹能够有效抑制 PI3K /Akt /mTOＲ信号通
路磷酸化蛋白的表达水平，从而诱导 BGC-823 细胞凋亡，明
显增加 BGC-823 细胞对紫杉醇的敏感性。
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胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤，在全球呈多

发趋势，且病死率较高，胃癌的发病率、死亡率分别
位于恶性肿瘤的第 5 位及第 3 位，严重威胁着人类
健康［1］。其治疗主要以手术切除联合周围淋巴结
清扫为主，除此之外，化疗在胃癌的治疗上也起到重

要的辅助作用［2］。紫杉醇是一种新型的紫杉类药
物，临床上常用于晚期胃癌的治疗［3 － 4］，但对紫杉醇

不敏感的胃癌细胞株能否通过其他药物的协同作用

增强其对化疗药物的敏感性，值得进一步探讨。甲
氟喹是 FDA批准的治疗和预防疟疾的药物，在过去
的几年里，甲氟喹被尝试用于治疗其他疾病，且取得

明显的效果。研究表明，甲氟喹可以作为一种新型
抗癌药物用于恶性肿瘤的治疗，Sukhai et al［5］采用
甲氟喹作用于急性髓细胞白血病( acute myeloid leu-

kemia，AML) 细胞，发现其可通过渗透入白血病细
胞的溶酶体中，破坏溶酶体膜蛋白，进而有选择性的

杀死白血病细胞及干细胞，为通过破坏细胞溶酶体

治疗 AML 提供了理论依据。Li et al［6］研究表明甲
氟喹可通过抑制肿瘤细胞线粒体增殖及哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白 ( mammalian target of rapamycin，
mTOＲ) 信号通路诱导宫颈癌细胞的凋亡，且与紫杉
醇联合应用起到协同作用。然而，甲氟喹对紫杉醇
不敏感型胃癌的作用及其分子机制鲜有报道。磷脂
肌醇 3-激酶( phosphoinositide-3 kinase，PI3K) /蛋白
激酶 B( protein kinase B，Akt) /哺乳动物雷帕霉素靶
蛋白( mammalian target of rapamycin，mTOＲ) 信号通
路是人体细胞中的一条重要信号传导通路，在细胞

中起着促进增殖、抑制凋亡的作用，与包括胃癌在内
的多种肿瘤的发生及发展紧密相关［7 － 8］。能够识别
并抑制 PI3K /Akt /mTOＲ通路的药物可能提高胃癌
治疗的疗效。该研究将甲氟喹和紫杉醇联合作用于
对紫杉醇不敏感的胃癌细胞株 BGC-823，研究两药
联合对紫杉醇不敏感胃癌细胞的作用及其机制。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂 SGC-7901 及 BGC-823 细胞购自
中科院上海细胞库。DMEM 高糖培养基、胰酶购自
Gibco公司; 小牛血清购自杭州四季青公司; 甲氟喹
和紫杉醇购自美国 Sigma-Aldrich公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 人胃腺癌细胞系 SGC-7901 及
BGC-823 细胞采用含 10%小牛血清、1%双抗的高
糖 DMEM培养液于 37 ℃、5% CO2 培养箱内培养，

细胞呈贴壁性生长。
1． 2． 2 PI 染色流式细胞术检测细胞凋亡率 收集
对数期细胞，以每孔板 2 × 103 个细胞密度接种于 96
孔板( 200 μl /孔，37 ℃、5% CO2，饱和湿度，边缘孔

用无菌 PBS 填充) 。细胞贴壁后即加入药物，实验
组分别加入 0. 5 μmol /L 甲氟喹，0. 3 μmol /L 紫杉
醇，0. 5 μmol /L甲氟喹联合 0. 3 μmol /L 紫杉醇，同
时设对照组( 只加细胞和培养液，不加药物) 。收集
药物作用后的细胞上清液，用预冷 PBS 洗涤 2 次，
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低速离心弃上清液，每孔加入 750 μl 荧光染料碘化
丙啶( PI) ，37 ℃避光作用 20 min 后收集细胞，4 ℃
避光过夜。次日使用流式细胞仪( FASCalibur ) 检
测。每组实验重复 3 次。结果用 WinMDI 2. 9 软件
分析，亚二倍体峰( subG1 ) 所占的比例即细胞凋亡
率。
1． 2． 3 MTS测定细胞活性 细胞贴壁后实验组分
别加入 0. 5 μmol /L甲氟喹，0. 3 μmol /L紫杉醇，0. 5
μmol /L甲氟喹联合 0. 3 μmol /L 紫杉醇，同时设对
照组( 只加细胞和培养液，不加药物) 。5% CO2、37
℃孵育 24 h后每孔加 20 μl MTS /PMS混合液，继续
培养 4 h。检测前摇晃培养板 10 s，混匀颜色。在酶
联检测仪上，波长 570 nm处检测各孔的吸光度值。
1． 2． 4 Western blot 法 将 BGC-823 细胞接种到 6
孔板中，对照组加入培养液，实验组分别加入 0. 5
μmol /L甲氟喹，0. 3 μmol /L 紫杉醇，0. 5 μmol /L 甲
氟喹联合 0. 3 μmol /L 紫杉醇，培养 24 h 后收集细
胞，在冰上加入 ＲIPA 细胞裂解液裂解细胞，于 4
℃、14 000 r /min离心 30 min，吸取上清液。BCA蛋
白定量法测总蛋白的浓度。在 15% SDS-PAGE 胶
中每孔加入蛋白总量 30 μg，电泳条件为 70 V /40
min，110 V /90 min。220 mA、60 min 转膜至 PVDF
膜上，用含 5%的脱脂奶粉 /TBST室温封闭 2 h，LC3
抗体 4 ℃ 孵育过夜，次日 TBST 洗涤 3 次，每次 10
min; 辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗( 1 ∶
10 000) 室温孵育 1 h，TBST洗涤 3 次，每次 10 min;
于全自动数码凝胶图像分析系统中进行曝光，检测

p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、p-mTOＲ、mTOＲ 表达水平
并保存图像。
1． 3 统计学处理 用 SPSS 19. 0 软件对数据进行
分析。实验数据采用 珋x ± s 表示，组间比较采用方差
分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 紫杉醇诱导胃腺癌细胞凋亡 选用 0. 3
μmol /L紫杉醇在不同时间点分别处理 SGC-7901 和
BGC-823 细胞，检测其凋亡率，结果显示紫杉醇诱导
SGC-7901 细胞 48 h 凋亡率为( 55. 33 ± 2. 08 ) %，
BGC-823 的凋亡率为( 23. 33 ± 1. 53 ) %，说明紫杉
醇对 SGC-7901 和 BGC-823 细胞都有诱导凋亡作
用，但相比较而言，BGC-823 细胞对紫杉醇诱导的凋
亡更加不敏感，差异有统计学意义( F = 19. 05，P ＜
0. 05) ，见图 1。

图 1 48 h内紫杉醇诱导胃腺癌细胞 BGC-823

和 SGC-7901 凋亡率的变化

与 BGC-823 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 甲氟喹能够抑制细胞活性且增加 BGC-823 细
胞对紫杉醇的敏感性 在对紫杉醇不敏感的细胞株

BGC-823 中分别加入 0. 5 μmol /L 甲氟喹、0. 3
μmol /L紫杉醇、0. 5 μmol /L 甲氟喹联合 0. 3 μmol /
L紫杉醇，同时设对照组( 只加细胞和培养液，不加
药物) 。通过染色流式细胞术检测细胞凋亡率，MTS
检测细胞活性，结果显示，甲氟喹联合紫杉醇较单用

紫杉醇能更明显地诱导 BGC-823 细胞凋亡［( 33. 00
± 2. 83 ) % vs ( 15. 75 ± 0. 64 ) %］，抑制细胞增殖
［( 44. 00 ± 0. 07) % vs( 72. 00 ± 0. 09) %］，差异均有
统计学意义( F = 13. 18，P ＜ 0. 05; F = 22. 58，P ＜
0. 05) ( 图 2A、2B) 。

图 2 各组处理 24 h后胃癌细胞 BGC-823 凋亡率、增殖率比较
A: 凋亡率比较; B: 增殖率比较; 1: 对照组; 2: 0. 5 μmol /L 甲氟

喹; 3: 0. 3 μmol /L紫杉醇; 4: 0. 5 μmol /L 甲氟喹 + 0. 3 μmol /L 紫杉

醇; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与单药紫杉醇组比较: #P ＜ 0. 05
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图 3 甲氟喹、紫杉醇对胃癌细胞 BGC-823 中 PI3K /Akt /mTOＲA信号通路总蛋白及磷酸化蛋白表达水平的影响
A: Western blot图像; B: mTOＲ蛋白相对灰度值; C: p-mTOＲ 蛋白相对灰度值; 1: 对照组; 2: 0. 5 μmol /L 甲氟喹; 3: 0. 3 μmol /L 紫杉醇; 4:

0. 5 μmol /L甲氟喹 + 0. 3 μmol /L紫杉醇; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与单药紫杉醇组比较: #P ＜ 0. 05

2． 3 甲氟喹通过抑制 PI3K /Akt /mTOＲ 信号通路
增强胃癌细胞 BGC-823 对紫杉醇的敏感性 在对
紫杉醇不敏感的细胞株 BGC-823 中分别加入 0. 5
μmol /L甲氟喹、0. 3 μmol /L 紫杉醇、0. 5 μmol /L 甲
氟喹联合 0. 3 μmol /L 紫杉醇，Western blot 法检测
PI3K /Akt /mTOＲ通路的总蛋白及磷酸化蛋白的表
达水平。结果显示，无药物处理组中 PI3K /Akt /
mTOＲ通路的总蛋白及磷酸化蛋白相关基因表达水
平较高，而甲氟喹联合紫杉醇作用后，PI3K /Akt /
mTOＲ通路的总蛋白相关基因表达水平无变化，但
磷酸化蛋白较单用甲氟喹，紫杉醇处理的实验组及

无药物处理组明显降低，说明甲氟喹可以协同紫杉

醇抑制 PI3K /Akt /mTOＲ通路磷酸化蛋白的表达水
平，差异有统计学意义( F = 13. 05，P ＜ 0. 05 ) ，见图
3A、3B、3C。

3 讨论

胃癌在我国发病率较高，是一种常见的消化道

恶性肿瘤，因早期胃癌诊断率较低，多数患者发现时

已处于中晚期。近年来，胃癌发病率不断上升，与饮
食结构、环境改变等多种因素有关［9］。胃癌的发生
及进展是一个多因素、多步骤的复杂过程，多种信号
通路与胃癌的发生有关。其中，PI3K /Akt /mTOＲ 信
号通路在癌细胞的生长、增殖、凋亡等方面起到重要
的调控作用，其可传递细胞有丝分裂信号，上调细胞

周期素、细胞周期依赖性蛋白激酶等的翻译，使细胞
周期的运行速度加快，促进肿瘤细胞的增殖与分

化［6，10］。胃癌细胞通常会表现出明显的基因组改
变，如基因异质性的缺失、非整倍体基因、基因不稳
定，导致基因无法正常表达，这是胃癌细胞的自我处

理所导致的［8］。当一个细胞处于癌变状态时，其细
胞内的 PI3K-Akt 信号会增加，mTOＲ 会被激活、细
胞的反馈活动会减少。所有这些变化会使细胞代谢
增快，血管生成增加、核糖体生成增多，从而改变蛋
白质的生物结构，进而引起肿瘤的形成［11］。胃癌死
亡率较高，即使行胃癌根治性术后，术后存活期仍较

短，其预后主要与癌细胞浸润胃壁的深度，周围淋巴

结转移情况有关。研究［12］显示胃癌淋巴转移与
Akt /mTOＲ信号通路的活化有关，Akt /mTOＲ信号蛋
白在胃癌细胞中较正常细胞过度表达，导致癌细胞

通过淋巴管转移，影响患者预后。紫杉醇是临床上
较常使用的一种化疗药物，其可有效抑制肿瘤细胞

增殖，促进凋亡，但在胃癌的治疗上疗效欠佳，主要

是胃癌细胞对紫杉醇敏感性较差导致。甲氟喹是人
工合成的 4-喹啉 －甲醇衍生物，能够有效杀灭红细
胞内裂殖体，主要用于治疗疟疾的药物。研究［13］表
明其良好的细胞毒性可以诱导多种癌细胞的凋亡，

在恶性肿瘤的治疗中越来越受到人们的重视。本研
究将甲氟喹作为胃癌治疗的潜在药物，发现甲氟喹

可以作用于对紫杉醇不敏感的胃癌细胞株，抑制癌

细胞的增殖，促进其凋亡，与紫杉醇起到协同作用。
且发现甲氟喹可以通过抑制 PI3K / Akt / mTOＲ信
号通路磷酸化蛋白的活性从而有效抑制肿瘤细胞的

增殖。
Liu et al［14］分别建立小鼠体内、体外模型，采用

不同类型的胃癌细胞研究甲氟喹对胃癌细胞的影响

及作用机制，发现不同浓度的甲氟喹促进胃癌细胞

凋亡程度不同，在一定浓度下( 0. 1 ～ 5 μmol /L) ，随
着浓度增加，细胞凋亡越明显; 且甲氟喹联合紫杉醇

较两者单药使用作用于细胞株，促进凋亡效应更明
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显，此外，发现甲氟喹可有效抑制胃癌细胞内的

PI3K /Akt /mTOＲ信号通路磷酸化蛋白的活性，促进
胃癌细胞的凋亡。本实验中，先用紫杉醇分别处理
两种不同的胃癌细胞，得到对紫杉醇敏感性较低的

细胞株 BGC-823，再分别用一定浓度的甲氟喹、紫杉
醇、紫杉醇联合甲氟喹处理该细胞株，与前两者比
较，发现甲氟喹联合紫杉醇可明显降低细胞株 BGC-
823 的增殖，促进其凋亡。为进一步明确甲氟喹协
同紫杉醇促进胃癌细胞凋亡的机制，分别采用两者

单药、两者联合作用胃腺癌 BGC-823 细胞株 24 h，
检测 PI3K /Akt /mTOＲ 信号通路中 p-PI3K、PI3K、p-
Akt、Akt、p-mTOＲ、mTOＲ 蛋白表达水平。结果发现
两者联合使用较两者单药能显著抑制上述磷酸化蛋

白的活性，说明两者协同促进胃癌细胞凋亡是通过

抑制 PI3K /Akt /mTOＲ通路磷酸化蛋白的表达水平
来实现的，该结果与 Liu et al［14］实验结果相一致。
综上所述，甲氟喹作为一种抗疟药，此实验将其

作用于胃癌细胞，发现甲氟喹可以作用于对紫杉醇

不敏感的胃癌细胞株，抑制癌细胞增殖，促进凋亡，

与紫杉醇具有协同作用。进一步的实验表明甲氟喹
协同紫杉醇通过抑制 PI3K /Akt /mTOＲ 通路磷酸化
蛋白的表达水平抑制胃癌细胞增殖，为抗胃癌新药

物的开发提供了一定的理论依据。本研究获得的所
有实验数据均在体外以细胞培养方式获得，由于人

体内环境中多种因素的影响，甲氟喹联合紫杉醇对

胃癌细胞的抑制作用机制还需要在动物模型中进一

步深入研究。
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Mechanism of mefloquine-enhanced paclitaxel-induced
apoptosis in gastric cancer cell line BGC-823

Li Yun1，Chen Bo2，Wang Fan1

( 1Dept of Ｒadiation Oncology，2Dept of General Surgery，
The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effect of mefloquine on the sensitivity of human gastric cancer cell line
BGC-823 to paclitaxel and its mechanism． Methods Apoptotic rate was detected by flow cytometry，MTS assay was
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used to detect the cell viability of gastric cancer cells BGC-823． The PI3K /Akt /mTOＲ signaling pathway protein
expression was detected by Western blot． Ｒesults Compared with SGC-7901 cells，BGC-823 was not sensitive to
paclitaxel． After treatment with 0. 3 μmol /L paclitaxel combined with 0. 5 μmol /L mefloquine for 24 hours，the ap-
optotic rate was ［( 33. 00 ± 2. 83) % vs ( 15. 75 ± 0. 64) %］and the proliferation rate was ［( 44. 00 ± 0. 07) %
vs ( 72. 00 ± 0. 09) %］( P ＜ 0. 05) ． Western blot analysis showed that the expression of phosphorylated protein of
PI3K /Akt /mTOＲ pathway was decreased markedly after treatments of paclitaxel combined with mefloquine． Con-
clusion Mefloquine can inhibit the PI3K /Akt /mTOＲ signaling pathway phosphorylated protein expression and in-
duce BGC-823 cells apoptosis，significantly increased the sensitivity of BGC-823 cells to paclitaxel．
Key words mefloquine; gastric cancer; paclitaxel; PI3K /Akt /mTOＲ
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乳酸脱氢酶抑制剂 Galloflavin
对肺腺癌 A549 细胞增殖、迁移及侵袭能力的影响

朱 宁1，束 军1，张 梅1，沈继龙2

摘要 目的 探讨不同浓度乳酸脱氢酶抑制剂 Galloflavin
( GF) 对肺腺癌 A549 细胞增殖、迁移、侵袭能力的影响。方
法 体外培养肺腺癌 A549 细胞，实验分为对照组( 无 GF处
理组) 和实验组( GF 处理组，浓度分别为 12． 5、25、50、100
μmol /L) ，分别使用 CCK-8、划痕实验、Transwell 法检测不同
浓度 GF在不同作用时间条件下对 A549 细胞增殖、迁移、侵
袭能力的影响; 分别使用乳酸脱氢酶活性检测试剂盒、乳酸
定量试剂盒检测不同浓度 GF对乳酸脱氢酶活性、乳酸生成
量的影响。结果 CCK-8 结果表明，GF对 A549 细胞具有增
殖抑制作用，并且在一定浓度和时间范围内呈现出依赖性

( P ＜ 0. 05) 。划痕实验结果表明，实验组细胞迁移率小于对
照组( P ＜ 0. 05) ，随着 GF 浓度的增加，迁移率逐渐降低( P
＜0. 05) 。Transwell结果表明，实验组细胞侵袭细胞数小于
对照组( P ＜ 0. 05) ，随着 GF浓度的增加，侵袭细胞数逐渐减
少( P ＜ 0. 05) 。乳酸脱氢酶活性检测结果表明，实验组乳酸
脱氢酶活性较对照组显著降低( P ＜ 0. 05 ) ，随着 GF 浓度的
增加，乳酸脱氢酶活性逐渐降低( P ＜ 0. 05) 。乳酸检测结果
表明，实验组乳酸生成量较对照组显著减少( P ＜ 0. 05 ) ，随
着 GF浓度的增加，乳酸生成量逐渐减少( P ＜ 0. 05 ) 。结论
GF在体外能够抑制 A549 细胞的增殖、迁移及侵袭，其机
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制可能是通过抑制乳酸脱氢酶活性从而抑制肺癌细胞糖酵

解。
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能量代谢失衡是恶性肿瘤细胞的重要特征之

一，许多肿瘤细胞在氧供应充足条件下，仍然优先选

择糖酵解而不是氧化磷酸化，即有氧糖酵解［1］，这

就是著名的瓦博格效应( Warburg effect) 。肿瘤的发
生、发展及转移与肿瘤的糖酵解关系密切，研究［2 － 4］

表明，抑制异常糖酵解可以抑制多种肿瘤细胞的生

长、迁移、侵袭。乳酸脱氢酶( lactic dehydrogenase，
LDH) 是糖酵解途径中最后一个酶，其同工酶乳酸脱
氢酶 A ( lactic dehydrogenase A，LDHA) 在包括非小
细胞癌在内的多种肿瘤组织中高表达［4 － 5］。Gal-
loflavin( GF) 是特异性 LDH 抑制剂。近年来一些研
究［6 － 7］表明，GF可抑制多种肿瘤细胞的增殖，然而
GF与肺腺癌细胞的研究鲜有报道，该研究旨在观察
不同浓度 GF对肺腺癌 A549 细胞增殖、迁移及侵袭
能力的影响。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂与仪器 人肺腺癌 A549 细胞由安
徽医科大学公共卫生学院惠赠; GF、二甲基亚砜
( DMSO) 购自美国 Sigma 公司; CCK-8 试剂盒、胰
酶、胎牛血清购自上海碧云天生物技术有限公司;
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