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摘要 目的 探讨乳铁蛋白抗菌肽(LfcinB) 对人胃癌细胞

株 MGC803 细胞增殖和细胞凋亡的影响。方法 用 CCK-8

法测定不同浓度 LfcinB 对胃癌细胞株 MGC803 24、48 和 72
h 细胞增殖影响。用流式细胞术检测胃癌 MGC803 细胞凋

亡的 变 化。用 RT-PCR 检 测 凋 亡 相 关 基 因 bcl-2、bax 和

caspase-3 mRNA 的变化情况。用 Western blot 检测 MGC803

细胞中的 Bcl-2、Bax 和 Caspase-3 蛋白表达。结果 LfcinB

对胃癌细胞株 MGC803 的增殖具有抑制作用，促进胃癌细胞

株 MGC803 细胞凋亡，并 且 具 有 时 间 和 剂 量 依 赖 性 (P ＜
0. 05，P ＜ 0. 01);LfcinB 能显著抑制胃癌细胞株 MGC803 bcl-
2 mRNA 表达，同时促进 bax 和 caspase-3 mRNA 表达，并且

随着 LfcinB 浓度的增高相关基因下降或上升越明显(P ＜
0. 05，P ＜ 0. 01);Western blot 结果也显示，LfcinB 能抑制 Bcl-
2 蛋白表达，促进 Caspase-3 和 Bax 蛋白表达，其变化规律与

mRNA 相同(P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01)。结论 LfcinB 通过调控相

关基因，抑制胃癌细胞 MGC803 增殖，并诱导其细胞凋亡。
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胃癌是导致人类死亡最常见的原因之一，特别

是在亚洲地区。目前，胃癌主要的治疗方法是手术

和化疗，早期确诊后患者 5 年生存率约为 30%［1］。
因此需要一种能改善患者预后的治疗方法。

抗菌肽不仅对革兰阳性菌、革兰阴性菌等病原

体具有杀伤作用，还在增加免疫细胞数量、增强机体

先天免疫、加快伤口愈合以及抗肿瘤等许多方面发

挥着重要作用
［2］。牛乳铁蛋白抗菌肽(bovine lacto-

ferricin，LfcinB)是由牛乳铁蛋白降解分离得到的生

物活性肽，含有 25 个氨基酸残基( f17-41)，分子量

为3 126［3］。LfcinB 具有广泛的生物学活性，其中包

括广谱抗菌作用
［4］、抗病毒

［5］、抑制肿瘤细胞生长

及调节机体免疫反应等
［6］。实验室前期研究

［7］
显

示 LfcinB 能显著抑制人肺癌 A549 细胞增殖和诱导

其凋 亡。该 研 究 观 察 LfcinB 对 人 胃 癌 细 胞 株

MGC803 的影响，探讨其抗胃癌细胞的作用及机制，

为开发胃癌治疗的新辅助药物和辅助治疗手段提供

依据。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂 人胃癌细胞株 MGC803 由安徽

医科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室

保存。LfcinB 由上海楚肽生物科技有限公司合成

(纯度 ＞ 98% );引物由上海生工生物工程有限公司

合 成; 顺 铂 注 射 液 ［cis-Dichlorodiamineplatinum
(Ⅱ)，DDP］购于江苏豪森药业公司;DMEM 培养基

购于美国 Gibco 公司;胎牛血清购于杭州四季青公

司;胰酶、CCK-8 试剂和细胞周期试剂盒购于杭州碧

云天公司;细胞凋亡试剂盒购于上海贝博公司;TR-
Izol 购于美国 Life 公司;RT-PCR 试剂盒购于美国

Thermo 公司;Taq 酶及 DNA Marker 购于日本 Takara
公司;Bax、Bcl-2 兔单克隆抗体购于美国 Abcam 公

司;Caspase-3 购于武汉博士德公司;β-actin 鼠单克

隆抗体以及辣根酶标记山羊抗兔 IgG、辣根酶标记

山羊抗鼠 IgG2a 二抗购于北京中杉金桥生物技术有

限公司;4 × 蛋白上样缓冲液购于北京 Solarbio 公

司。
1． 2 主要仪器 CO2 培养箱 、酶标仪、ST 16R 台式

超速冷冻离心机(美国 Thermo 公司);XDS-1B 倒置

显微镜(重庆 COIC 公司);TDL-40B 离心机(上海安

亭科学仪器厂);Gel DocTM gel documentation system
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(美国 Bio-Rad 公司);EPICSR XL-MCL TMADC 流

式细胞仪(美国 Beckman 公司)。
1． 3 方法

1． 3． 1 药物配置 LfcinB 分装每支 1 mg，使用前

1 000 r /min 离心 5 min 后无菌条件下溶于 1 ml PBS
配置成 1 mg /ml 储存液，用 0. 22 μm 小滤器过滤后

－ 20 ℃保存备用，实验时用培养基稀释成相应浓

度。DDP 原浓度为 5 mg /ml，用 1 ml 无菌注射器抽

取分装到 5 ml EP 管中，用微量移液器从 EP 管中吸

取 10 μl DDP 加入 9. 9 ml 不含血清的培养基中稀释

成浓度为 5 × 10 －3 mg /ml，随后配成 1 × 10 －3 mg /ml。
剩余部分置 － 20 ℃备用。
1． 3． 2 细胞培养 将人胃癌 MGC803 细胞株复苏

后培养在含 10% 胎牛血清、100 U /L 青霉素、100
mg /L 链霉素的 DMEM 低糖培养液中，在 37℃、5%
CO2 细胞培养箱中进行培养。当细胞密度为 80%
～90% 时用 0. 4%胰酶(含 0. 2 g EDTA)消化传代，

取对数生长期细胞进行实验。设阴性对照组: 加不

含药物的等量 DMEM 培养液; LfcinB 处理组: 根据

实验要求给予 10 －6 ～ 10 －2 mg /ml LfcinB; DDP 组:

加 10 －3 mg /ml 的 DDP。
1． 3． 3 CCK-8 法检测 LfcinB 对胃癌 MGC803 细胞

增殖的影响 取对数生长期细胞，用 4% 胰蛋白酶

消化后制成细胞悬液，显微镜下计数后调整细胞浓

度至4 000个 /ml 接种至 96 孔板，每孔 100 μl，37℃、
5% CO2 条件下培养过夜，待细胞大部分贴壁后弃

去培养液，每孔加入不同浓度的 LfcinB，以 DDP 做

阳性对照，阴性对照组加入等体积培养液，每组设置

5 个复孔，继续培养 24、48、72 h。吸弃旧液，每孔加

入 10 μl CCK-8 溶液和 90 μl 未加药物培养液继续

在培养箱内孵育 1 ～ 4 h。用酶联免疫检测仪在 450
nm 处测定各孔吸光度(optical density，OD) 值。实

验重复 3 次。根据各组中各孔 OD 平均值，按以下

公式计 算 细 胞 增 殖 抑 制 率: 抑 制 率 (% ) = (1 －
OD实验组 /OD阴性对照组) × 100%。
1． 3． 4 Annexin V /PI 双染检测 MGC803 细胞凋亡

取对数生长期细胞，胰酶消化，重悬后显微镜下计

数，按每孔 1 × 106
个 /ml 接种于 6 孔板中，37 ℃、

5% CO2 培养过夜，待细胞贴壁后分别加入 10 －2、
10 －4、10 －6 mg /ml LfcinB，每孔 2 ml，阴性对照组加

入等体积培养液，DDP 组加入 10 －3 mg /ml DDP。继

续孵育 24、48、72 h 后，用不含 EDTA 的胰酶消化细

胞后用预冷的 PBS 洗涤 2 次，尽可能吸尽 PBS。每

管加入 300 μl Binding Buffer 和 4 μl Annexin V-FITC

悬浮细胞，4 ℃避光孵育 15 min 后加入 7. 5 μl PI，2
～ 8 ℃避光孵育 5 min 后立即在流式细胞仪上进行

检测，结果用 FlowJo7. 6. 1 软件进行分析。
1． 3． 5 RT-PCR 检测 bax、bcl-2 以及 caspase-3 mR-
NA 水平变化 培养胃癌 MGC803 细胞长至约 80%
时，用不同浓度 LfcinB 处理细胞，并设置阴性对照。
用药 48 h 后收集细胞，先用 TRIzol 法提取总 RNA，

然后逆转录合成 cDNA，最后再进行 PCR 扩增。实

验所需的 PCR 目的基因引物及内参均由上海生工

生物技术工程有限公司合成。PCR 反应条件:94 ℃
5 min，94 ℃ 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃ 30 s。72 ℃
再延伸 10 min，4 ℃ 正无穷。目的基因与内参均扩

增 32 个循环。PCR 产物用 1. 5% 琼脂糖凝胶电泳

分离，结果用 Gel Documentation System 拍照分析。

图 1 LfcinB 不同时间段对 MGC803 细胞增殖的影响

A:阴性对照组;B ～ F:10 －6、10 －5、10 －4、10 －3、10 －2 mg /ml Lf-

cinB;G:DDP 组;与阴性对照组比较:* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

1． 3． 6 Western blot 法检测胃癌 MGC803 细胞的

Bax、Bcl-2 以及 Caspase-3 蛋白表达的变化 培养

MGC803 细胞于 25 cm2
培养瓶中，加入不同浓度的

LfcinB 处理 48 h，收集 1 × 106
个细胞。用预冷 PBS

洗涤细胞 2 次，加入 200 μl 预冷(RIPA + PMSF) 蛋

白裂解液，冰上裂解 30 min，每 10 min 剧烈震荡 1
次，使细胞充分裂解，收集裂解液于离心管中，4 ℃、
12 000 r /min 离心 15 min，取上清液，采用 BCA 法测

定蛋白浓度。首先取 40 μg 总蛋白的裂解上清液

进行 12% SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳。电泳结束后

180 mA 电流电转 2 h 至 PVDF 膜上，用 5% 脱脂奶

粉摇床上室温封闭 2 h，TBST 洗 3 次，TBS 洗 1 次，

每次 10 min。然 后 分 别 与 β-actin、Bax、Bcl-2 和

Caspase-3 一抗(1 ∶ 1 000)4 ℃孵育过夜。次日 TBS /
T 洗膜充分后加入辣根酶标记的山羊抗兔 IgG 二抗

(1 ∶ 10 000) 和 山 羊 抗 鼠 IgG2a 二 抗 (1 ∶ 7 000)，
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图 2 LfcinB 对 MGC803 细胞作用 48 h 后

凋亡影响 A:阴性对照组;B ～ D:10 －6、

10 －4、10 －2 mg /ml LfcinB;E:DDP 组

室温摇床振荡 2 h。样品在 Gel DocTM gel documenta-
tion system 凝胶成像仪上用超敏 ECL 化学发光试剂

盒曝光 2 ～ 4 min 后 显 影，并 拍 摄 图 片。结 果 用

Quantity One 软件检测条带灰度值，进行定量分析。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件进行

分析，计量数据用 珋x ± s 表示，并用 GraphPad Prism 5
软件绘图。各组间比较采用单因素方差分析( one-
way ANOVA)，所有实验均重复 3 次。检验水准 α =
0. 05。

2 结果

2． 1 LfcinB 抑制 MGC803 细胞的增殖 10 －6 ～
10 －2 mg /ml 的 LfcinB 作用于胃癌 MGC803 细胞 24
h 时对细胞增殖影响不明显，最高抑制率为(17. 993
± 0. 486)%。但 48 h 后，与阴性对照组比较，对其

增殖有明显的抑制作用，最高抑制率为(30. 617 ±
0. 717)%，在 72 h 时，抑 制 率 同 浓 度 下 能 达 到

(42. 060 ± 0. 724)%，同条件下 DDP 组抑制率则达

到(76. 987 ± 1. 540)%，表明作用时间越长，浓度越

大，抑制作用越强，呈现时间、剂量依赖效应关系(F
= 881. 736、854. 976、1 074. 011，P ＜ 0. 01)。见图 1。
2． 2 LfcinB 促进 MGC803 细胞凋亡 由图 2、3 可

知 10 －6、10 －4、10 －2 mg /ml LfcinB 与阴性对照组比

较，在24 h已能促进细胞凋亡，但效果不明显，其

图 3 24、48、72 h 3 个时间段凋亡率变化

A:阴性对照组;B ～ D:10 －6、10 －4、10 －2 mg /ml LfcinB;E:DDP

组 10 －3 mg /ml DDP;与阴性对照组比较:* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

中 24 h 以早期凋亡为主，48 h 后开始出现晚期凋

亡，72 h 总凋亡率最高可达到(25. 777 ± 1. 743)%，

DDP 组则主要作用于凋亡早期。这些都进一步表

明 Lfcin-B 各处理组与阴性对照组比较差异有显著

性(F = 98. 161、162. 820、187. 595，P ＜ 0. 05)，并对

胃癌 MGC803 作用有明显的时间浓度依赖性趋向。
2． 3 LfcinB 对 MGC803 细胞相应 mRNA 的水平

影响 由图 4 显示，药物刺激 48 h 后，caspase-3 和

bax mRNA 表达量随药物浓度升高而升高，bcl-2 随

浓度升高 mRNA 表达量下降，其中，10 －3、10 －2 mg /ml
LfcinB组 表 达 最 为 明 显 ，但10 －6、10 －5、10 －4 mg /ml
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图 4 LfcinB 作用 MGC803 细胞 48 h 后 bax、bcl-2 和 caspase-3 mRNA 表达结果

A:DDP 组;B ～ F:10 －6、10 －5、10 －4、10 －3、10 －2 mg /ml LfcinB;G:阴性对照组;M:Marker;与阴性对照组比较:* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

LfcinB 与阴性对照组比较差异无统计学意义，说明

LfcinB 在一定范围内浓度越高，表达量越高，且与阴

性对照 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( F = 17. 392、
30. 959、23. 645，P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01)。
2． 4 LfcinB 对 MGC803 细胞相应蛋白表达的影响

图 5 显示，药物刺激 48 h 后，Caspase-3 和 Bax 蛋

白表达量随浓度升高而升高，Bcl-2 蛋白则随浓度升

高表达量下降，10 －3、10 －2 mg /ml LfcinB 组表达最为

明显，与阴性对照组比较呈浓度依赖性趋向(F =
85. 376、36. 356、24. 694，P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01)。由此

可见 LfcinB 通过上调 Caspase、Bax，下调 Bcl-2 蛋白

的表达而抑制癌细胞生长。

3 讨论

牛乳铁蛋白是许多潜在生物活性物质的前体，

通过酶解牛乳铁蛋白可生成许多具有生物学功能的

小肽，即 LfcinB。研究
［8］

显示 LfcinB 在牛乳铁蛋白

分子中的空间构象呈 α-螺旋结构，当解离下来后 α-
螺旋结构消失，转变为扭曲的反向平行的以 β-折叠

为主的两亲性空间构象。其中几乎所有的亲水性基

团均排在 LfcinB β-折叠的一侧，而另一侧则聚集了

大部分的疏水性基团。这种结构上的改变是其发挥
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图 5 LfcinB 作用 MGC803 细胞 48 h 后 Bax、

Bcl-2 和 Caspase-3 蛋白表达结果

A:DDP 组;B ～ F:10 －6、10 －5、10 －4、10 －3、10 －2 mg /ml LfcinB;

G:阴性对照组;与阴性对照组比较:* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

生物学活性所必需的分子基础，含有 β-折叠结构的

肽要比含有 α-螺旋结构的肽的生物学活性强，更容

易穿透细胞膜，最后细胞溶解，导致细胞死亡。近年

来，对 LfcinB 的关注越发热烈，不仅因为它的广泛

生物学效应，更是因为它与临床化疗药物比较，毒副

作用小，容易获得及大量生产。本实验室前期实验

证明，LfcinB-PGPIPN 乳源融合肽 ACFP 能抑制人卵

巢癌原代细胞与 SKOV3 细胞株的生长，调控凋亡基

因来促进细胞凋亡达到抗癌效果，并且与临床化疗

药物 DDP 比较毒副作用明显降低
［9］。国内有报道

LfcinB25 通过抑制后期细胞自噬作用来诱导人胃癌

细胞株 AGS 的细胞凋亡
［1］。国外研究者发现 Lf-

cinB 衍生肽能通过阻断血管紧张素受体 AT1 来选

择性地抑制血管紧张素Ⅱ诱导的血管收缩作用，从

而产生抗高血压作用
［10］。LfcinB20-25 作为乳蛋白

衍生肽，具有多功能的特性，既能发挥抗微生物作用

也具有降压功能。这与体内水解衍生的二肽 F1 结

构有关
［11］。牛乳铁蛋白的良好生物学活性、作用广

泛性及其积极的临床意义，逐渐成为一个新的研究

热点。
Bcl-2 是细胞死亡的负调控因子，在细胞凋亡过

程中能起到重要的调节功能。它主要定位在核膜的

胞质面、线粒体及内质网外膜上，包括促凋亡( 如

Bax)和抗凋亡(如 Bcl-2)两大类家族。Bax 和 Bcl-2

通常成比例存在，Bax 表达上调的同时，能够拮抗

Bcl-2 的抑凋亡效应。细胞中当 Bax /Bcl-2 比例上

升时，伴随着线粒体膜电位也发生变化，从而能够增

加线粒体膜通透性，使操纵细胞凋亡的启动因子

(如细胞色素 C)从线粒体内释放出来激活 Caspase-
3，最终诱导细胞发生凋亡

［12］。本研究结果表明 Lf-
cinB 在一定浓度范围内能够抑制细胞增殖，浓度过

小时(10 －6 ～ 10 －4 mg /ml) mRNA 和蛋白表达量很

低，与阴性对照组比较差异无统计学意义。其抗瘤

活性可能与诱导细胞凋亡有关，凋亡机制可能是药

物处理后导致 MGC803 细胞内活性氧的含量升高，

Bax /Bcl-2 比例随即上升，从而使线粒体膜电位下

降，增加线粒体膜的通透性，促进细胞色素 C 从线

粒体释放并激活 Caspase-3，进而诱导了细胞凋亡。
综上所述，LfcinB 可能通过线粒体内途径的某

种机制或细胞转导通路来诱导 MGC803 细胞凋亡，

具体机制尚不明确，有待后续研究。这也为体外实

验提供可行性依据，为进一步开发 LfcinB 成为新型

抗肿瘤药物奠定了理论基础。
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10，30，100，300，1 000，3 000 mmol /L could relax the cerebral basilar artery in SHR and WKY rats; ② Compared
with 14-and 40-weeks old WKY，after applying 1 000，3 000 mmol /L NaHS，the effect of NaHS-induced vasodila-
tor was greater in age-matched SHR (P ＜ 0. 05);③ Compared with 14 weeks of SHR，NaHS-induced vasodilator
effect in cerebral basilar artery of 40-weeks old SHR was less obvious (P ＜ 0. 05) ． Conclusion Cerebral basilar
artery of SHR exhibits enhannced sensitivity to H2S induced vasodilatation during early stage of hypertension，how-
ever，pathological development of hypertension and serious injury in vascular function may lead to reduce H2S sen-
sitivity in cerebral basilar artery of SHR．
Key words spontaneously hypertensive rats; cerebral basilar artery; hydrogen sulfide; pressure myograph system
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Lactoferrin peptides inhibit the proliferation of
gastric cancer cells and induce apoptosis in vitro

Yang Xue1，Shi Wanrong2，Yang Weijie3，et al
( 1Dept of Biochemistry and Molecular Biology，Anhui Medical University，Hefei 230032;

2Dept of Emergency，The Fourth Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
3School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the effect of the lactoferrin peptides(LfcinB) on human gastric cancer MGC803
cells proliferation and apoptosis． Methods The proliferation of MGC803 cells at different concentrations of LfcinB
were evaluated by CCK-8 assay for 24，48 and 72 h，respectively． Flow cytometry(FCM) was performed to detect
the effect of LfcinB on MGC803 cells apoptosis． The expression of apoptotic-specific genes，such as bcl-2，bax and
caspase-3 was assessed by RT-PCR and Western blot analysis． Results LfcinB obviously inhibited the proliferation
and promoted apoptosis of gastric cancer MGC803 cells (P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) with a time- and dose-dependent
manner． LfcinB could markedly inhibit MGC803 cells bcl-2 gene mRNA expression，while promoting bax and
caspase-3 mRNA expression，and with the increase of concentration LfcinB that related genes decreased or in-
creased more significantly (P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ． Western blot also showed that LfcinB inhibited Bcl-2 protein ex-
pression and promoted Caspase-3，Bax protein expression，in line with mRNA results(P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ． Con-
clusion LfcinB can efficiently inhibit proliferation and induce apoptosis of human gastric cancer MGC803 cells
through altering the expression of bcl-2，bax and caspase-3 genes．
Key words LfcinB; MGC803; proliferation; apoptosis
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