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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．
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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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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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ＲPMI-1640 培养基购自 HyClone 公司( 美国) ; TＲIzol
购自美国 Invitrogen 公司; Transwell 小室购自美国

Corning 公司，乳酸脱氢酶试剂盒、乳酸试剂盒购自

南京建成生物工程研究所; 酶标仪购自美国 Biotek
公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 在 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱

中，用含 10%胎牛血清的 ＲPMI-1640 培养基常规培

养人肺腺癌 A549 细胞，细胞在培养瓶中贴壁生长，

每 2 ～ 3 d 传代 1 次。
1． 2． 2 CCK-8 法检测不同浓度的 GF 对人肺腺癌

A549 细胞增殖能力的影响 取生长状态良好的对

数生长期细胞，以 5 × 104 个 /ml 铺 96 孔培养板，每

孔加 100 μl 细胞悬液，放在 37 ℃、5% CO2 细胞培

养箱中过夜。细胞贴壁后，实验组各孔加入不同浓

度的 GF( 12. 5、25、50、100 μmol /L) ，对照组加入等

体积的培养基，每组设 5 个复孔。作用 24、48 h 后，

各孔加入 CCK-8 试剂 10 μl，置于 37 ℃、5% CO2 细

胞培养箱中继续培养，490 nm 波长处检测吸光度

( optical density，OD ) 值。计 算 不 同 浓 度 的 GF 对

A549 细胞的增殖抑制率，抑制率( % ) =［1 － 实验

组 OD 值］/对照组 OD 值 × 100%，实验重复 3 次。
1． 2． 3 不同浓度的 GF 对 A549 细胞体外迁移能力

的影响 取生长状态良好的对数期 A549 细胞接种

于 6 孔板，接种前先用 marker 笔在 6 孔板背面，用

直尺比着，均匀划横线，大约每隔 0. 5 ～ 1 cm 一道横

线，横穿过孔，每孔至少穿过 5 条线。待细胞贴壁长

满时用 200 μl 无菌枪头垂直于 6 孔板背面的横线

划痕。弃原培养基，用 PBS 清洗 3 次，去除划下的

细胞，加无血清的培养基，使用显微镜拍照，为 0 h
的划痕宽度，弃原培养基，实验组分别加入含不同浓

度 GF( 25、50、100 μmol /L) 的培养基，对照组加入等

体积的培养基，24 h 后使用倒置显微镜在相同位置

观察拍照，随后用 Image-pro plus 6． 0 软件计算迁移

距离，迁移距离 = 0 h 距离 － 24 h 距离。
1． 2． 4 Transwell 法检测 GF 对 A549 细胞体外侵袭

能力的影响 Martigel 胶 4 ℃过夜融化后，用 4 ℃预

冷的无血清 1640 培养基将 Martigel 胶按 1 ∶ 8 比例

稀释。在 Transwell 上室底部均匀加入 50 μl 稀释后

的 Martigel 胶，铺满小室底部，置于 37 ℃ 细胞培养

箱干燥 30 min，待 Martigel 胶凝固后，小心弃去上层

析出的液态培养基，每个小室再加入 50 μl 无血清

1640 培养基，放于 37 ℃ 细胞培养箱 30 min 水化基

底膜。取生长状态良好的对数期 A549 细胞，实验

组分别加入含不同浓度 GF( 25、50、100 μmol /L) 的

培养基，对照组加入等体积的培养基，作用 24 h。常

规消化，用 PBS 和无血清 1640 培养基先后洗涤 1
次，用无血清的 1640 培养基调整各组 A549 细胞浓

度为 2 × 105 个 /ml，在下室加入含 10% 胎牛血清

1640 完全培养基 600 μl，上室加入 100 μl 细胞悬

液，每组 3 个复孔，继续在孵箱中培养 24 h。弃去上

室内培养基，PBS 洗 2 次，4%多聚甲醛固定 30 min，

风干后用 1% 结晶紫染色液染色约 30 min，用湿棉

棒小心擦去上室底部膜上表面上的细胞。运用光学

显微镜( × 100 ) 观察拍照，200 倍高倍镜下细胞计

数，随机选取 6 个高倍镜视野计数，即侵袭细胞数，

取平均值，实验重复 3 次。
1． 2． 5 乳酸脱氢酶活性检测试剂盒检测 GF 对乳

酸脱氢酶活性的影响 取生长状态良好的对数期

A549 细胞接种于 6 孔板( 2 × 105 个 /ml) ，细胞贴壁

融合 60% ～ 70% 后，以不同浓度的 GF ( 0、25、50、
100 μmol /L ) 干预细胞 24 h 后收集细胞裂解液提取

蛋白，按照 BCA 蛋白浓度测定试剂盒说明加样，酶

标仪 562 nm 处测吸光度，绘制标准曲线，计算各样

本蛋白浓度。按酶活性试剂盒说明操作，测定 LDH
活性。
1． 2． 6 乳酸定量试剂盒检测 GF 对乳酸生成量的

影响 取生长状态良好的对数期 A549 细胞，按照

每孔4 000个接种于 96 孔板，以不同浓度的 GF( 0、
25、50、100 μmol /L ) 干预细胞，24 h 后，按照试剂盒

说明操作，测定乳酸生成量。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

所得数据以 珋x ± s 表示，多组均数比较采用单因素方

差分析，两组均数比较采用 SNK-q 法，P ＜ 0. 05 表示

差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 GF 抑制人肺腺癌 A549 细胞的增殖 CCK-8
法检测结果显示，不同浓度的 GF 分别干预 A549 细

胞 24、48 h，其 OD 值及抑制率见表 1。各浓度实验

组与对照组抑制率比较，差异均有统计学意义( P ＜
0. 05) 。在相同作用时间情况下，GF 对 A549 细胞

的增殖抑制率随着 GF 浓度的增加而增大，差异有

统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 并且在相同浓度 GF 作用

下，A549 细胞在 48 h 的增殖抑制率明显高于 24 h
的增殖抑制率，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。24
h 时 F = 144. 0，P ＜ 0. 05; 48 h 时 F = 363. 9，P ＜
0 . 05。综上，GF对A549细胞的增殖抑制作用具有
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表 1 不同浓度的 GF 分别干预细胞 24、48 h 对其增殖的影响( n = 3，珋x ± s)

组别
OD490值

24 h 48 h
抑制率( % )

24 h 48 h
对照( 0 μmol /L) 0． 968 ± 0． 419 0． 962 ± 0． 017 3． 475 ± 1． 941 4． 025 ± 1． 850
实验( μmol /L)

12． 5 0． 894 ± 0． 020 0． 846 ± 0． 013 10． 300 ± 3． 025* 16． 050 ± 1． 558*

25 0． 722 ± 0． 022 0． 659 ± 0． 014 27． 275 ± 3． 340* # 34． 925 ± 2． 678* #▼

50 0． 631 ± 0． 024 0． 565 ± 0． 013 38． 050 ± 2． 859＊ 45． 275 ± 1． 705＊▼

100 0． 543 ± 0． 013 0． 469 ± 0． 010 47． 125 ± 1． 660＊△ 55． 225 ± 1． 747＊△▼

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 12. 5 μmol /L 实验组比较: #P ＜ 0. 05; 与 25 μmol /L 实验组比较: P ＜ 0. 05; 与 50 μmol /L 实验组比较: △P ＜

0. 05; 与 24 h 比较: ▼ P ＜ 0. 05

图 1 GF 对肺腺癌 A549 细胞迁移能力的影响 × 100

A: 对照组; B ～ D: GF 25、50、100 μmol /L; 1: 0 h; 2: 24 h;

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 25 μmol /LGF 实验组比较: #P

＜ 0. 05; 与 50 μmol /LGF 实验组比较: △P ＜ 0. 05

一定的浓度和时间依赖性。
2． 2 GF 抑制人肺腺癌 A549 细胞的迁移 对照组

细胞迁移距离为 ( 70. 79 ± 2. 89 ) μm，实验组 ( 25、
50、100 μmol /L) 迁移距离分别为( 45. 24 ± 3. 46 ) 、
( 32. 64 ± 0. 96 ) 、( 21. 75 ± 1. 90 ) μm; 与对照组比

较，不同浓度梯度的 GF 干预组迁移距离均明显减

小，且随着 GF 浓度的增加，迁移距离逐渐减少，各

干预组间差异有统计学意义( F = 221. 4，P ＜ 0. 05) ，

见图 1。
2． 3 GF 抑制人肺腺癌 A549 细胞的侵袭 对照组

侵袭细胞数为( 196. 67 ± 3. 06 ) 个，实验组( 25、50、
100 μmol /L) 侵袭细胞数分别为( 151. 33 ± 4. 16 ) 、
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( 116. 33 ± 5. 69 ) 、( 75. 33 ± 5. 03 ) 个，与对照组比

较，不同浓度梯度的 GF 干预组细胞侵袭数均明显

减少，且随着 GF 浓度的增加，侵袭细胞数逐渐减

少，各干预组间差异有统计学意义( F = 378. 4，P ＜
0. 05) ，见图 2。

图 2 GF 对肺腺癌 A549 细胞侵袭能力的影响 × 100

A: 对照组; B ～ D: GF 25、50、100 μmol /L; 与对照组比较: * P ＜

0. 05; 与 25 μmol /LGF 实验组比较: #P ＜ 0. 05; 与 50 μmol /LGF 实验

组比较: △P ＜ 0. 05

2． 4 GF 抑制 LDH 活性 不同浓度梯度的 GF( 0、
25、50、100 μmol /L) 干预细胞 24 h 后，随着 GF 浓度

的增高，LDH 活性逐渐降低，不同浓度梯度的实验

组与对照组相比，差异有统计学意义( F = 119. 9，P

＜ 0. 05) 。见图 3。

图 3 不同浓度 GF 对 A549 细胞 LDH 活性的影响

与对照组( 0 μmol /LGF) 比较: * P ＜ 0. 05; 与 25 μmol /LGF 实验

组比较: #P ＜ 0. 05; 与 50 μmol /LGF 实验组比较: △P ＜ 0. 05

2． 5 GF 抑制乳酸生成 不同浓度梯度 GF( 0、25、
50、100 μmol /L) 干预细胞 24 h 后，随着 GF 浓度的

增加，乳酸生成量逐渐减少，不同浓度梯度的实验组

与对照组相比，差异有统计学意义( F = 55. 78，P ＜
0. 05) 。见图 4。

图 4 不同浓度 GF 对 A549 细胞乳酸生成量的影响

与对照组( 0 μmol /L) 比较: * P ＜ 0. 05; 与 25 μmol /LGF 实验组

比较: △P ＜ 0. 05; 与 50 μmol /LGF 实验组比较: ▲P ＜ 0. 05

3 讨论

目前肺癌在世界范围内已成发病率及死亡率均

居前列的恶性肿瘤，5 年生存率只有 18%［8］。非小

细胞肺癌( non-small lung cancer，NSCLC) 约占肺癌

总数的 85%，是肺癌最常见的病理类型。虽然手

术、化疗、放疗等治疗手段不断进步，但其预后并未

得到明显改善［9］。近年来，NSCLC 的分子靶向治疗

取得了巨大的突破，已成为 NSCLC 治疗的先进手
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段，但靶向治疗也面临着细胞耐药等许多问题［10］。
因此，寻找新的靶向抗肺癌药物势在必行。

线粒体能量代谢异常是肿瘤细胞显著的生物学

特征之一。LDH 是糖酵解途径中的最后一个标志

酶，它催化丙酮酸还原为乳酸。在人类细胞中存在

5 种 LDH 亚型，其中 LDHA 与肿瘤关系密切，LDHA
在包括 NSCLC 在内的多种肿瘤中高表达，并且促进

肿瘤迁移及侵袭［4 － 5，11］，高表达的 LDHA 与肿瘤患

者的放 化 疗 抵 抗 及 不 良 预 后 呈 相 关 性。Yang et
al［12］研究表明，经典的 LDHA 抑制剂草氨酸盐( ox-
amate) 可以抑制肺腺癌 A549 细胞的增殖，但只有在

高浓度时才能发挥抑制作用。
GF 即没食子酸衍生物，为特异性 LDH 抑制剂，

可以通过与游离的 LDH 结合发挥作用［13］。研究发

现低浓度的 GF 可通过阻断糖酵解途径抑制子宫内

膜癌细胞［6］、乳腺癌细胞［7］的增殖，但 GF 应用于治

疗肺癌尚未见相关研究。本研究旨在探索不同浓度

的 GF 对人肺腺癌 A549 细胞增殖、迁移及侵袭作用

的影响及可能机制。本研究结果表明，GF 可以抑制

A549 细胞的增殖、迁移及侵袭，并且随着 GF 浓度

的增加，抑制作用越明显。
为了进一步探讨其可能的作用机制，对 LDH 活

性及乳酸生成量进行检测。结果显示，与对照组相

比，随着 GF 浓度增加，LDH 活性及乳酸生成量均逐

渐减少。说明 GF 可以通过阻断糖酵解途径从而抑

制 A549 细胞增殖。近年的研究［14 － 15］显示，乳酸可

以促进肿瘤细胞侵袭转移，敲除糖酵解途径中的

LDH 可以抑制肿瘤细胞侵袭迁移。本研究同样发

现 GF 可以通过抑制 LDH 的活性来减少乳酸生成，

进而抑制 A549 细胞的迁移和侵袭，且 LDH 活性越

低，其迁移侵袭抑制作用越强。由于正常细胞主要

利用氧化磷酸化获取能量，抑制 LDH 活性对正常细

胞影响不大，Farabegoli et al［7］研究发现 GF 对于人

类正常的淋巴细胞影响不明显，提示靶向针对糖酵

解途径可以在不影响正常细胞的情况下抑制肿瘤细

胞的增殖、迁移及侵袭。
综上所述，本研究表明 GF 作为 LDH 抑制剂，

可能通过抑制糖酵解途径中 LDH 的活性抑制肺癌

细胞增殖、迁移、侵袭。但是本实验只涉及离体的肺

癌细胞系，GF 在体内抗肺癌作用及其稳定性和安全

性仍需进一步研究。
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Effect of N-stearoylserine on learning，memory and
exercise capacity of APP /PS1 mice

Liu Sha1，Zhou Yi2，Zheng Qixue1，et al
( 1Dept of Pharmacy，Chengdu Medical College，Chengdu 610500;
2Chengdu Ｒongsheng Pharmaceuticals Co． Ltd． ，Chengdu 610041)

Abstract Objective To study whether N-stearoyl serine ( NSS) could improve behavioral abnormalities in APP /
PS1 transgenic mice through CB2 receptor． Methods The APP /PS1 transgenic mouse was used to study the animal
behavior through open field test，rotarod experiment and Morris water maze，The levels of β-amyloid ( Aβ) 42 and
Aβ40 were determined by ELISA，and the expression level of CB2 protein was determined by Western blot． Ｒesults

NSS ( 2 mg /kg and 5 mg /kg) could increase the coordinative movement and the ability of learning and memory，

decrease the level of Aβ42 and Aβ40 and increase the expressions of CB2 ． The CB2 receptor antagonist AM630 could
reverse the above phenomenon． Conclusion NSS could improve spatial learning and memory impairments and mo-
tor dysfunction in APP /PS1 transgenic mice and decrease the levels of Aβ42 and Aβ40 in the hippocampus，and the
mechanism may be achieved by regulating the CB2 receptor signaling pathway．
Key words N-stearoyl-serine; APP /PS1 transgenic mouse; animal behavior; CB2 receptor
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Effects of lactate dehydrogenase inhibitor Galloflavin on the proliferation，
migration and invasion of the A549 of the human lung adenocarcinoma

Zhu Ning，Shu Jun，Zhang Mei，et al
( Dept of Ｒespiratory Medicine，The Fourth Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effects of different concentrations of lactate dehydrogenase inhibitor Gal-
loflavin( GF) on proliferation，migration and invasion of the A549 of the human lung adenocarcinoma． Methods
Lung adenocarcinoma A549 cells were cultured in vitro and divided into control group( no GF treatment group) and
experimental group( GF treatment group，concentrations were 12. 5，25，50，100 μmol /L，respectively) ． CCK-8，

wound healing assay and Transwell method were used to detect the effects of different concentrations of GF on the
proliferation，migration and invasion of A549 cells under different time． Lactate dehydrogenase activity assay kit
and lactate quantitative kit were used to detect the effects of different concentrations of GF on lactate dehydrogenase
activity and the amount of lactic acid production． Ｒesults CCK-8 results revealed that GF had a concentration-de-
pendent and time-dependent cell proliferation inhibition effect on A549 cells ( P ＜ 0. 05 ) ． The results of wound
healing assay showed that the cell migration rate of the experimental group was lower than that of the control group
( P ＜ 0. 05) ． With the increase of GF concentration，the mobility decreased gradually( P ＜ 0. 05 ) ． Transwell re-
sults showed that the numbers of invasive cells in the experimental group were significantly lower than that in the
control group( P ＜ 0. 05) ． With the increase of GF concentration，the number of invasive cells decreased gradually
( P ＜ 0. 05) ． The detection of lactate dehydrogenase activity showed that the activity of lactate dehydrogenase in the
experimental group was significantly lower than that in the control group( P ＜ 0. 05) ． With the increase of GF con-
centration，the activity of lactate dehydrogenase decreased gradually ( P ＜ 0. 05 ) ． The results of lactic acid test
showed that the amount of lactic acid in the experimental group was significantly lower than that in the control group
( P ＜ 0． 05) ． With the increase of GF concentration，the amount of lactic acid was gradually decreased( P ＜ 0. 05) ．
Conclusion GF can inhibit the proliferation，migration and invasion of A549 cells in vitro． The mechanism may
be related with inhibiting the glycolysis of lung cancer cells by inhibiting the activity of lactate dehydrogenase．
Key words Galloflavin; lung adenocarcinoma; proliferation; migration; invasion
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