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摘要 目的 探讨环孢素 A(CsA)对人胃癌 MGC80-3 细胞
周期影响以及诱导其凋亡相关机制的研究。方法 采用流
式细胞仪检测不同浓度 CsA 作用 MGC80-3 细胞后，细胞生
长周期的变化以及细胞内活性氧(ＲOS)产生;吖啶橙 /溴化
乙啶(AO/EB)染色于荧光显微镜观察 CsA 处理后细胞凋亡
形态学的改变;Western blot 法检测 Caspase-3 蛋白的表达变
化。结果 流式细胞仪检测结果显示 CsA 可浓度依耐性阻
滞细胞周期在 G0 /G1 期，与对照组比较差异有统计学意义
(F = 48. 21，P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01);能显著增加细胞内 ＲOS 含
量(F = 90. 24，P ＜ 0. 01)。AO/EB 染色后细胞发生肿胀、缩
小甚至碎裂等典型凋亡形态学改变。Western blot 分析结果
表明 CsA可激活细胞内 Caspase-3 蛋白的表达，与对照组比
较差异有统计学意义(P ＜ 0. 01)。结论 CsA 可能通过阻
滞细胞生长周期抑制 MGC80-3 细胞增殖，其诱导细胞凋亡
的作用机制可能与细胞内 ＲOS 大量生成以及 Caspase-3 蛋
白高水平的表达有关。
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环孢素 A(CsA)作为第一代免疫抑制剂，联合
其他多种化疗药物有协同抑制肿瘤细胞增殖和诱导

其凋亡的作用
［1 － 2］。在包括人胃癌细胞系和结肠癌

细胞系中，有文献
［3］
类似报道单独应用 CsA 也同样

有良好的抑制细胞增殖和诱导凋亡作用，本课题组

前期实验研究
［4 － 5］
表明 CsA 可显著抑制人低分化

黏液胃腺癌 MGC80-3 细胞增殖和诱导细胞凋亡，并

呈现时间与浓度的依赖性。在人胃癌 BGC823 细胞
系中，肿瘤细胞增殖明显被抑制与细胞生长周期 G1
期被阻滞以及诱导细胞凋亡作用存在很大的关联，

BGC823 细胞发生凋亡内在途径的参与机制可能与
半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 9(Caspase-9)和半胱氨酸
天冬氨酸蛋白酶 3(Caspase-3)的激活有关［6］。该实
验在前期研究的基础上通过检测 CsA 处理后
MGC80-3 细胞周期、细胞形态学的变化，检测细胞
内活性氧( reactive oxygen species，ＲOS) 含量以及
Caspase-3 蛋白表达，进一步探讨 CsA 在诱导
MGC80-3 细胞凋亡作用的相关机制。

1 材料与方法

1． 1 材料 人胃癌 MGC80-3 细胞株(中国科学院
上海细胞所);CsA标准品(中国药品生物制品检定
所，批号 130495-200202，纯度为 98． 8%，溶解于新
鲜配制的 ＲMPI-1640 培养基中);0． 22 μm 微孔滤
膜(美国 Pall 公司)，滤过除菌后现配现用;ＲMPI-
1640 培养基、胰蛋白酶(美国 Gibco 公司);胎牛血
清(天津灏洋生物制品科技有限责任公司);碘化丙

啶(propidium iodide，PI)、AO /EB 试剂盒(美国 Sig-
ma公司);ＲOS 试剂盒(DCFH-DA)(上海碧云天生
物技术研究所);Caspase-3 一抗(美国 Cell Signaling
Technology公司);二抗(北京中杉金桥生物技术有
限公司);GAPDH 内参(上海康城生物制品有限公
司);ECL 试剂盒(美国 Pierce 公司);流式细胞仪
(美国 Beckman公司);荧光显微镜(日本奥林巴斯
公司);CO2 恒温培养箱(日本三洋公司);超净工作

台(苏州净化设备厂)。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 人胃癌细胞 MGC80-3 生长于含
10%胎牛血清和 12 U /ml庆大霉素的 ＲPMI-1640 培
养液中，在 37 ℃、5% CO2 条件下恒温、恒湿培养箱
内传代培养，实验均采用对数期增殖细胞。
1． 2． 2 细胞周期测定 0. 25% 胰酶消化收集
MGC80-3 细胞并调整细胞悬液浓度为 1 × 105 /ml，
分别接种于 6 孔板，每孔 2 ml。培养箱贴壁 24 h，吸
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出培养液，加入 CsA 药液，使最终浓度为 5、10、20
μmol /L，并设对照组。继续培养 24 h。胰酶消化再
次收集细胞置于离心管中，2 000 r /min 低速离心 5
min，冰 PBS 重悬细胞，加 PI 染液(含 10 mg PI、10
mg ＲnaseA、300 μl TritonX-100、1 g 柠檬酸钠，500
mg NaCl和 1 L去离子水)，室温下避光染色 30 min，
400 目筛网过滤，流式细胞仪检测细胞 DNA 含量，
采用 ModFit软件分析细胞周期，实验重复 3 次(激
发波长 488 nm，发射波长 525 min)。
1． 2． 3 ＲOS 测定 常规消化收集对数生长期
MGC80-3 细胞后接种于 6 孔板中，贴壁过夜。分别
加药处理 48 h，并设对照组，实验组浓度为 10、20、
30 μmol /L。处理后小心吸去细胞培养液，再用胰酶
消化细胞，收集细胞，调整细胞密度约为 1 × 106 /
ml，后加入 DCFH-DA 荧光探针，吹打混匀后 37 ℃
恒温水浴中孵育 20 min，每隔 3 ～ 5 min 颠倒混匀 1
次，使荧光探针和细胞充分接触，避免光照。用无血
清细胞培养液洗涤细胞 3 次，充分去除未进入细胞
的 DCFH-DA，2 000 r /min低速离心 5 min后收集细
胞，加入预冷的工作液轻轻混匀细胞，放入冰槽保

存，并在 485 nm激发光和 525 nm 发射光下于流式
细胞仪检测。
1． 2． 4 AO /EB 染色 接种对数生长期 MGC80-3
细胞入 6 孔板中，并先加完全培养基 1. 0 ml 于 6 孔
板中，细胞密度约为 5 × 105 /ml，培养过夜，设对照

组，实验组加入 5、10、20 μmol /L CsA处理 MGC80-3
细胞 48 h，消化液收集细胞，PBS 洗涤后加 AO /EB
染液，荧光显微镜(510 nm激发波长)下观察细胞形
态变化，并拍照。实验重复 3 次。
1． 2． 5 Western blot 法检测 设对照组，实验组浓
度分别为 5、10、20 μmol /L，并按上述浓度 CsA 分别
处理 MGC80-3 细胞 48 h 后细胞裂解液提取细胞总
蛋白，每孔取 20 μl 的蛋白上样，在 SDS-PAGE 电泳
分离，并将目标蛋白转移至硝酸纤维素膜上，分别孵

化一抗、二抗，洗膜，置膜于暗室中 ECL 进行显影，
扫描仪采集图像，Image J 软件分析条带灰度值，计
算目标蛋白与内参蛋白的比值。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，
数据以 珋x ± s表示。实验组与对照组之间比较采用 t
检验或单因素方差分析(ANOVA)。

2 结果

2． 1 CsA 对 MGC80-3 细胞周期影响 MGC80-3
细胞经 CsA处理后 24 h 后，实验组 G0 /G1 期细胞
随着药物浓度的增加呈现明显递加趋势，10、20
μmol /L CsA实验组细胞 DNA平均含量为 62. 2%和
69. 51%，与对照组(50. 1% )相比差异有统计学意
义(P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01)，S 期细胞比例逐渐下降，实
验组与对照组相比差异无统计学意义，而 G2 /M 期
细胞无显著变化。见图 1。表明 CsA可通过阻滞

图 1 CsA作用MGC80-3 细胞 24 h后对细胞周期的影响
A:对照组;B:5 μmol /L CsA; C:10 μmol /L CsA; D: 20 μmol /L

CsA;与对照组比较:* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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MGC80-3 细胞 G0 /G1 期进入 S期，抑制细胞增殖。
2． 2 MGC80-3 细胞内 ＲOS 的测定 流式细胞仪
检测结果显示 10 μmol /L CsA 作用 MGC80-3 细胞
48 h后，与对照组比较细胞内 ＲOS 水平增加不明
显，而 20、30 μmol /L CsA 作用后细胞内 ＲOS 含量
则明显增加，与对照组比较，差异有统计学意义(P
＜ 0. 01)。见图 2。实验结果表明随着 CsA 浓度增
加，ＲOS的产生呈递增趋势。

图 2 CsA作用MGC80-3 细胞 48 h后细胞内 ＲOS的变化
与对照组比较:＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 AO /EB观察细胞形态变化 CsA处理细胞后
48 h，荧光显微镜下显示对照组染色成均匀的绿色;
实验组凋亡细胞核染色质部分呈现固缩变圆，细胞

发生肿胀、缩小甚至碎裂等形态改变，并发出强烈的
橘红色或者橘黄色荧光;随着药液浓度的增加，细胞

密度逐渐减少，橘红色或者橘黄色荧光明显增强。
见图 3。
2． 4 Caspase-3 蛋白表达 Western blot 结果显示
经 CsA处理 MGC80-3 细胞 48 h 后，随着药物作用
浓度的增加，细胞内 Caspase-3 蛋白的含量明显增
加，其中 10、20 μmol /L CsA实验组细胞内蛋白表达

水平与对照组相比差异有统计学意义(P ＜ 0. 01)，5
μmol /L CsA实验组 Caspase-3 蛋白表达水平与对照
组相比差异无统计学意义。见图 4。

图 3 AO /EB荧光染色观察 CsA作用
MGC80-3 细胞 48 h后细胞形态的变化 × 200

A:对照组;B:5 μmol /L CsA;C:10 μmol /L CsA;D:20 μmol /L

CsA

图 4 CsA对MGC80-3 细胞内 Caspase-3 蛋白表达的影响

与对照组比较:＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

胃癌是全球癌症导致人体死亡的主要原因之

一，几乎所有的胃癌患者最初化疗时对顺铂皆可产

生耐药性，多药耐药性(MDＲ)的产生是胃癌化疗治
疗失败的一个重要方面

［7］。其中，P 糖蛋白(P-gly-
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coprotein，P-gp)的过表达是肿瘤细胞产生 MDＲ 的
主要因素。特别是对于不能手术治疗的晚期胃癌患
者，如何克服 MDＲ，下调细胞内 P-gp 表达，增强化
疗药物抗肿瘤功效，显得尤为重要。CsA 有明显抑
制 MGC80-3 细胞增殖和诱导凋亡作用，并逆转 P-gp
的表达，其诱导细胞作用与抑制 P-gp 的表达有相关
性
［4］。同时，CsA通过逆转胃癌肿瘤细胞内 P-gp 的
表达，协同发挥增强化疗药物(多柔比星等)抗肿瘤

功效，值得临床予以推广
［8］。因此，通过诱导凋亡

发挥抑制肿瘤细胞增殖作用，是临床上应用于肿瘤

治疗的理想手段和未来发展的方向
［9］。

当细胞的生长被阻滞在某个阶段，细胞就会对

损伤的 DNA 进行修复，如果修复失败，则会发生凋
亡，细胞的增殖必然受影响。本实验结果表明 CsA
作用细胞后，将细胞周期阻滞于 G0 /G1 期，与对照
组相比，G0 /G1 期细胞 DNA 明显增加，且呈浓度依
赖性，从而抑制肿瘤细胞增殖。同样，AO /EB 染色
结果显示，随着 CsA 浓度增加，凋亡细胞逐渐增加，
细胞数量逐渐减少，细胞发生了肿胀、缩小甚至碎裂
等凋亡形态的改变。以上实验结果表明 CsA 能引
起 MGC80-3 细胞内 DNA损伤以及发生凋亡。
线粒体诱导细胞凋亡途径是细胞凋亡的重要途

径之一，往往伴有大量的 ＲOS 释放。本实验研究结
果显示 CsA作用 MGC80-3 细胞 48 h 后，细胞内产
生大量 ＲOS，且随着 CsA 作用浓度的增加，实验组
细胞内 ＲOS 含量与对照组相比显著增加。初步推
测在 CsA诱导 MGC80-3 细胞系凋亡的相关机制中
可能也与 ＲOS介导的线粒体依赖性通路有关，有待
进一步研究加以证实。

Caspase-3 广泛分布于不同细胞之中，是
Caspase家族中介导细胞凋亡最主要的成员之一，激
活的 Caspase-3 可使许多与肿瘤细胞周期以及 DNA
复制、转录、损伤修复等相关蛋白或激酶失活［10］，从
而诱导细胞凋亡。本研究通过 Western blot 法将
CsA作用人胃癌 MGC80-3 细胞 48 h 后，明显激活
Caspase-3 蛋白的表达，与 CsA作用浓度成正比。

综上所述，推测 CsA抑制 MGC80-3 细胞增殖可
能与阻滞细胞生长周期有关;CsA 诱导 MGC80-3 细
胞凋亡的作用机制除了与抑制该细胞内 P-gp、NF-
κB p65 过表达有关之外［4 － 5］，还可能与细胞内 ＲOS
生成增加以及激活 Caspase-3 蛋白高表达关系密切。
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Effects of cyclosporin A induced cell line arrest and related mechanism
of apoptosis in human gastric adenocarcinoma MGC80-3 cells

Huang Junxiang1，Hu Yongmei2，Shi Hai3，et al
( 1Dept of Gastroenterology，Suzhou Municipal Hospital，Suzhou 215002;2Dept of Ｒesearch，

3Dept of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)
Abstract Objective To investigate the effects of cyclosporin A(CsA) induced cell arrest and related mechanism
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in human gastric adenocarcinoma MGC80-3 cells． Methods Cell cycle arrest and intracellular reactive oxygen spe-
cies(ＲOS) generation were detected by utilizing flow cytometry analysis after treatment with different concentrations
of CsA on MGC80-3 cells． Morphological changes of apoptotic cells were observed under fluorescent microscope
through acridine orange /ethidium bromide (AO /EB) staining method． Western blot was performed to measure
Caspase-3 protein expression． Ｒesults Flow cytometry indicated that CsA could arrest the cell cycle in G0 /G1
phase(F = 48. 21，P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) and significantly increased intracellular ＲOS content in a dose-dependent
manner． Compared with the control group，the difference was statistically significant(F = 90. 24，P ＜ 0. 01) ． After
being treated with CsA，AO /EB staining results showed that the cells of apoptosis were characterized by typical mor-
phological changes such as swelling，shrinking and fragmentation． Western blot analysis also showed that CsA obvi-
ously increased the expression of Caspase-3 protein (P ＜ 0. 01) ． Conclusion CsA may inhibit proliferation of
MGC80-3 cells by blocking cell growth cycle，and the mechanism of CsA induced apoptosis may be correlated with
high levels of intracellular ＲOS generation and increasing expression of Caspase-3 protein．
Key words cyclosporin A;MGC80-3 cells; cell cycle;apoptosis;Caspase-3 protein
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NGF和 CgA对 ＲWPE-1 细胞内钙离子浓度变化的
影响及其在慢性前列腺炎中的作用
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摘要 目的 探讨神经生长因子(NGF)和嗜铬颗粒蛋白 A
(CgA)处理后前列腺上皮细胞系 ＲWPE-1 细胞内钙离子浓
度(［Ca2 +］i)的差异及 NGF和 CgA在慢性前列腺炎(CP)发
病中的作用。方法 不同浓度的 NGF 和 CgA(50、200 ng /
ml)刺激 ＲWPE-1 细胞，用激光共聚焦显微镜观察不同浓度
的 NGF和 CgA刺激后细胞内［Ca2 +］i 变化，加入 TＲPV1 受

体拮抗剂后继续观察细胞内［Ca2 +］i 变化。然后，将正常细

胞外液换成 D-PBS，再加入 NGF和 CgA观察细胞内［Ca2 +］i

变化。结果 50 ng /ml NGF 和 CgA 刺激细胞后，细胞内
［Ca2 +］i 未见明显变化。200 ng /ml NGF 和 CgA 刺激细胞

后，细胞内［Ca2 +］i 明显增加，加入 TＲPV1 受体拮抗剂后，细

胞内［Ca2 +］i 未见明显变化。将正常细胞外液换成 D-PBS，

用 NGF和 CgA刺激后，细胞内［Ca2 +］i 未见明显改变。结论
CP的发生可能是通过分泌和释放 NGF 和 CgA，引起前列
腺上皮细胞膜 TＲPV1 通道开放，促使细胞内钙离子浓度增
加，导致前列腺上皮分泌功能下降所致。
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慢性前列腺炎( chronic prostatitis，CP)是一种
常见的泌尿系统疾病，多发生于青壮年男性，发病率

约为 4. 5% ～ 9. 0%［1］。然而，CP 的发病机制至今
尚不清楚，治愈率低、复发率高，严重影响患者的身
心健康。研究［2 － 3］

表明神经内分泌机制在 CP 的发
生、发展中发挥重要作用以及神经内分泌细胞与 CP
的进展密切相关。神经生长因子(nerve growth fac-
tor，NGF)和嗜铬颗粒蛋白 A(chromogranin A，CgA)
是神经内分泌细胞重要的标志蛋白，在炎症的发展

中发挥重要作用
［4 － 5］。研究［6］表明，瞬时受体电位

通道亚型 1( transient receptor potential vanilloid 1 ，
TＲPV1)调控 NGF 所介导的相关级联反应。Zhu et
al［7］研究认为 NGF灵敏地调控 TＲPV1 的活动，但是
介导此效应的机制尚未可知。细胞内钙离子浓度
(［Ca2 +］i)可能与 NGF 和 CgA 所介导的信号通路
有关。因此，定量或者定性分析细胞内［Ca2 +］i 可

能对于研究 NGF 和 CgA 与 CP 的神经内分泌机制
之间的关系提供有价值的信息。该实验使用 Ca2 +
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