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环孢素 A 诱导人胃癌 MGC80-3 细胞凋亡以及
对细胞色素 C 蛋白表达的影响

黄军祥1，胡咏梅2，石 海3，徐雄飞1，周春立1

摘要 目的 研究环孢素 A( CsA) 诱导人胃癌 MGC80-3 细

胞凋亡以及对细胞色素 C( cytochrome C) 蛋白表达的影响，

探讨细胞凋亡与 cytochrome C 蛋白表达的关系。方法 利

用 Annexin V-FITC /PI 双染法流式细胞仪( FCM) 检测不同浓

度 CsA 处理 MGC80-3 细胞 48 h 后细胞凋亡率，透射电子显

微镜观察细胞凋亡的形态学改变以及线粒体的损伤，West-
ern blot 法检测细胞内 cytochrome C 蛋白的表达。结果 在

0 ～ 20 μmol /L 浓度范围内 CsA 可显著诱导 MGC80-3 细胞凋

亡，细胞凋亡率随 CsA 浓度依赖性增加，与对照组比较差异

有统计学意义( F = 18. 64，P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) 。电镜下可见

与对照组相比细胞发生核染色质固缩等典型的凋亡特征改

变以及线粒体损伤。Western blot 表明 CsA 浓度依赖性上调

cytochrome C 蛋白的表达( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) 。结论 CsA

能诱导 MGC80-3 细胞凋亡，其机制可能与线粒体损伤和上

调细胞内 cytochrome C 蛋白表达有关。
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胃癌( gastric cancer，GC) 是世界范围内第五大

恶性肿瘤，也是全球由癌症引起病患死亡的三大恶

性肿瘤之一［1］，严重威胁人类健康。据报道，接受

常规化疗药物的转移性 GC 患者的总生存率( overall
survival rate，OS) 在 5 年内不到 10%［2］; 而以曲妥珠

单抗为代表的生物疗法被引入治疗 GC，结果显示在

人类表皮受体 2 ( HEＲ-2 ) GC 肿瘤患者中无进展生

存期且 OS 方面均无明显优势［3］。因此，针对 GC 寻

找较为理想的治疗方法具有重要意义。而诱导肿瘤

细胞凋亡是目前针对 GC 治疗的较为理想的方法之

一，前 期 研 究［4］ 表 明 CsA 可 显 著 诱 导 人 胃 癌

BGC823 细胞凋亡，其机制可能与细胞活性氧( reac-
tive oxygen species，ＲOS) 的大量产生和线粒体膜电

位的下降( △Ψm) 有关。有研究［5］显示线粒体在参

与细胞凋亡和炎症过程中发挥积极作用，强调靶向

线粒体功能在改善癌症治疗方面有巨大的潜力。该

实验利用流式细胞仪( flow cytometry，FCM) 检测环

孢素 A( cyclosporin A，CsA) 处理后 MGC80-3 细胞凋

亡率，电镜观察细胞线粒体结构变化以及细胞内细

胞色素 C ( cytochrome C) 蛋白的表达，进一步探讨

CsA 诱导 MGC80-3 细胞凋亡的相关机制，为临床针

对 GC 治疗提供科学依据。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞株 人胃癌 MGC80-3 细胞株购自中国

科学院上海细胞库。细胞生长条件: 含 10% 胎牛血

清和 12 U /ml 庆大霉素的 ＲPMI-1640 培养液中、37
℃、5%CO2 恒温恒湿培养箱内换液传代培养，实验

采用对数生长期细胞。
1． 1． 2 药品、试剂和仪器 CsA 标准品冻干粉( 中

国药品生物制品检定所，批号 130495-200202，纯度

98. 8% ) ; ＲPMI-1640 培养基、胰蛋白酶( 美国 Gibco
公司) ; 胎牛血清( 美国 Hyclone 公司) ; 一抗( 美国

Santa Cruz Biotechnology 公司) ; 内参 GAPDH ( 上海

康城生物制品有限公司) ; Annexin V-FITC /PI 双染

细胞凋亡检测试剂盒 ( 上海贝博生物公司) ; 0. 22
μm 微孔滤膜( 美国 Pall 公司) ; CO2 恒温培养箱( 日

本 Sanyo 公司) ; 超净工作台( 苏州净化设备厂) ; 流

式细胞仪( 美国贝克曼公司) ; 透射电子显微镜( 日

本日立公司) ; 其他实验所需试剂 ( 美国 Sigma 公

司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 FCM 检 测 细 胞 凋 亡 率 选 对 数 生 长 期
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MGC80-3 细胞接种于 6 孔培养板，设对照组，实验

组采用浓度为 5、10、20 μmol /L 的 CsA 作用细胞 48
h，经胰酶消化收集细胞，浓度调整至 5 × 106 /ml ～ 1
× 107 /ml，冰 PBS 洗涤 2 次，离心后加入 400 μl 缓

冲液重悬细胞。在 4 ℃条件下，加入 5 μl AnnexinV-
FITC 试剂 混 匀 后，放 置 于 培 养 箱 中 避 光 孵 育 15
min，再加 PI 10 μl 避光染色 5 min，FCM 检测细胞凋

亡率，实验重复 3 次。
1． 2． 2 电镜观察 MGC80-3 细胞凋亡形态 方法同

上，CsA 作用 MGC80-3 细胞 48 h 后，胰酶消化收集

各组约 5 × 106 个细胞，吸管将细胞转移至离心管

中，加入 4 ℃预冷 PBS 轻轻吹打均匀，1 000 r /min、4
℃离心 15 ～ 20 min，轻轻吸弃上清液。吸管沿管壁

缓慢加入 4 ℃预冷的 2. 5%戊二醛溶液 2 ml，4 ℃固

定 24 h。室温下丙酮脱水处理，包埋、修块、制备半

薄切片，定位后制备超薄切片，经枸椽酸铅染色，Hi-
tachi-600 型透射电镜观察和摄片。
1． 2． 3 Western blot 检测细胞蛋白的表达 设对照

组，实验组 CsA 浓度分别为 5、10、20 μmol /L，按上

述浓度分别处理 MGC80-3 细胞 48 h 后用细胞裂解

液提取细胞总蛋白，BCA 蛋白定量试剂盒行细胞蛋

白定量。每孔吸取 20 μl 蛋白上样，预先配置 SDS-
PAGE 电泳分离，并将目的蛋白转移至硝酸纤维素

膜上，分别孵化一抗、二抗，5% 的脱脂奶粉孵育，

PBS 洗膜 3 次，置膜于暗室中 ECL 试剂盒显影，扫

描仪采集图像，Image J 软件系统分析 Western blot
检测结果。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行分析，

实验数据以 珋x ± s 表示，实验组与对照组之间采用 t
检验或单因素方差分析( ANOVA) 。以 P ＜ 0. 05 表

示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 CsA 诱导 MGC80-3 细胞凋亡 MGC80-3 细

胞经不同浓度 CsA 处理后，FCM 检测结果如图 1 所

示，CsA 可浓度依耐性诱导 MGC80-3 细胞发生凋

亡，10 μmol /L CsA 组凋亡率为( 16. 57 ± 2. 53 ) %，

20 μmol /L CsA 组凋亡率为( 24. 33 ± 1. 31) %，与对

照组相比，差异均有统计学意义 ( F = 18. 64，P ＜
0. 05，P ＜ 0. 01) 。
2． 2 MGC80-3 细胞凋亡形态学的改变 结果如图

2 所示，电镜观察显示，CsA 作用人胃癌 MGC80-3 细

胞后，细胞发生典型凋亡特征变化，如核染色质固

缩、核碎裂成碎片等; 线粒体也出现损伤，线粒体膜

的破裂、肿胀、空泡样变性等现象( 图 2C、2D 中箭头

所示) 。而对照组细胞线粒体形态正常，嵴清晰完

整( 图 2A 中箭头所示) 。

图 1 CsA 对 MGC80-3 细胞凋亡影响

A: 对 照 组; B: 5 μmol /L 浓 度 组; C: 10 μmol /L 浓 度 组; D: 20

μmol /L 浓度组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 2 电镜观察 MGC80-3 细胞发生凋亡特征性改变

A: 对 照 组; B: 5 μmol /L 浓 度 组; C: 10 μmol /L 浓 度 组; D: 20

μmol /L 浓度组

2． 3 CsA 影响 MGC80-3 细胞内 Cytochrome C 蛋

白的表达 在 CsA 处理 MGC80-3 细胞 48 h 后，细

胞内 Cytochrome C 蛋白表达量随着药物作用浓度的

增加而明显增加。实验结果如图 3 所示，CsA 浓度

为 10、20 μmol /L 组细胞内蛋白表达水平与对照组

相比差异有统计学意义( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) 。

3 讨论

我 国是GC的高发地区，研究［6］显示在河北省
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图 3 CsA 作用 MGC80-3 细胞 Cytochrome C 蛋白表达

A: 对 照 组; B: 5 μmol /L 浓 度 组; C: 10 μmol /L 浓 度 组; D: 20

μmol /L 浓度组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

GC 发病率和死亡率分别居各类癌症第二位和第三

位，成为当地的主要疾病负担。因此，针对 GC 寻找

理想的治疗手段成为当务之急。CsA 作为一种强效

免疫制剂，是具有广泛前景的抗肿瘤药物，其有抗肿

瘤细胞谱广、毒性低的特点，联合多种化疗药物能显

著诱导如神经胶质瘤、慢性髓性白血病等肿瘤细胞

凋亡，并有协同增加化疗药物的抗肿瘤作用［7 － 8］。
已越来越引起人们的关注。

本研究结果显示 CsA 作用 48 h 后能浓度依赖

性诱导 MGC80-3 细胞凋亡，电镜也观察到细胞发生

典型凋亡形态学改变，细胞线粒体膜出现破裂、肿

胀，嵴变短或消失; 线粒体出现空泡样变性，可能存

在功能失活，表明其诱导凋亡的机制可能与线粒体

受损有关。由于线粒体膜受损可改变线粒体通透

性，会使△Ψm 下降，致线粒体基质肿胀，释放促凋

亡因子，如 Cytochrome C，形成被称为凋亡体的多聚

体复合物，并启动 Caspase 家族蛋白激活级联反应，

最终 细 胞 发 生 凋 亡［9］。研 究［10］ 表 明: 通 过 激 活

caspase-3、caspase-9 和 Cytochrome C 蛋白表达可诱

导人胃癌 BGC-823 细胞的凋亡。
本实验前期研究［11］显示 CsA 诱导 MGC80-3 细

胞凋亡与激活 caspase-3 蛋白表达有关。而 Cyto-
chrome C 作为细胞线粒体凋亡路径重要信号蛋白，

是否也参与了 CsA 诱导 MGC80-3 细胞凋亡过程，本

实验利用 Western blot 法检出了细胞内 Cytochrome
C 蛋白表达变化，结果显示 CsA 可促进细胞 Cyto-
chrome C 蛋白表达; 结合 FCM 结果，笔者推测 CsA
诱导 MGC80-3 细胞凋亡可能与上调 Cytochrome C

蛋白表达有关联。关于 CsA 是否通过线粒体凋亡

信号通路诱导 MGC80 － 3 细胞凋亡具体机制还有待

于后续的研究进一步证实。
由于为线粒体细胞凋亡途径在癌症、糖尿病、肥

胖、缺血 /再灌注损伤等各种病理状况中扮演着重要

角色［9］，所以本实验通过研究 CsA 靶位 GC 细胞线

粒体功能，探讨 CsA 诱导 MGC80-3 细胞凋亡的相关

机制，这对于今后开发 CsA 作为免疫抑制剂在治疗

胃恶性肿瘤中的重要作用提供科学而有价值的信

息。
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ing 12 mice as normal control group from 34 male mice of clean grade，the rest 22 mice for high-fat diet( HFD)

group． Feeding the 22 mice with HFD for 12 weeks，then，11 mice were randomly selected from the HFD group to
be used as high-fat-diet + liraglutide group( liraglutide group) ，while the remaining 11 mice were used as the HFD
control group． Mice in the two groups were injected with liraglutide and normal saline，respectively． At the end of
12th week，serological，urinalysis indexes and kidney tissue were collected． ELISA was performed to determine se-
rum TNF-α levels． The expression levels of TNF-α and c-Jun N-terminal kinase( JNK) ，signal regulating kinase
( EＲK) protein in the mitogenactivated protein kinases( MAPK) pathway were detected by Western blot． The mor-
phology and the structure of glomerular podocytes were observed using electron microscopy． Ｒesults ① The body
weight，wet weight of right kidney，24 hour urine albumin excretion and blood lipids in HFD control group were ob-
viously increased( P ＜ 0. 05 vs control) ，and glomerular podecyte nuclear chromatin aggregated，nuclear membrane
gap broadened，mitochondrial appeared vacuolar degeneration，foot process fused and structure became unclear in
HFD control group．② The above indicators of liraglutide group were obviously reduced( P ＜ 0. 05 vs HFD control) ，

and podecyte lesions of liraglutide group significantly palliated． ③ The serum TNF-α level and the expression of
TNF-α，JNK and EＲK in kidney tissues were obviously raised in HFD control group( P ＜ 0. 05 vs control) ． These
indicators in liraglutide group were significantly lower compared to those in HFD control group( P ＜ 0. 05) ． Conclu-
tion Liraglutide can reduce urinary albumin excretion and improve the degree of podocyte morphological and
structural damage in OＲG mice induced by high-fat-food，the mechanisms may be partly related to its inhibition of
TNF-α mediated JNK and EＲK pathways．
Key words obesity-related glomerulopathy; liraglutide; podecyte; MAPK
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Effect of cyclosporin A on apoptosis and protein expression of
cytochrome C in human gastric adenocarcinoma MGC80-3 cells

Huang Junxiang1，Hu Yongmei2，Shi Hai3，et al
( 1Dept of Gastroenterology，North Area of Suzhou Municipal Hospital，Suzhou 215008; 2Dept of Ｒesearch，

3Dept of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To study the effect of cyclosporine A( CsA) on apoptosis of human gastric adenocarcinoma
MGC80-3 cells and the protein expression of cytochrome C，and further explore the relationship between them．
Methods Annexin V-FITC /PI double staining was employed to detect cell apoptosis rate by flow cytometry ( FCM)

after different concentration of CsA treating with MGC80-3 cells for 48 h，and utilizing transmission electron micro-
scope to observe the morphological changes and mitochondrial damage; Western blot was applied to examine protein
expression of cytochrome C． Ｒesults FCM analysis showed that cell apoptosis rate was increased with the concen-
tration of CsA in a dose-dependent manner from the range of 0 ～ 20 μmol /L and had significant difference compared
with the control group ( F = 18. 64，P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ． Under electron microscope，typical apoptotic changes
such as nuclear chromatin condensation and mitochondrial damage were observed in the cells compared with the
control group． Western blot also showed that the expression of cytochrome C protein was up-regulated in a dose-de-
pendent manner ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ． Conclusion CsA may induce the apoptosis in MGC80-3 cells，and its
mechanism of apoptosis may be related to up-regulation of cytochrome C protein expression and mitochondrial dam-
age in cells．
Key words cyclosporin A; MGC80-3 cells; cytochrome C; apoptosis
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