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　　［摘要］　目的　探讨吴茱萸碱通过丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）
信号通路对人胃癌细胞的抑制作用。方法　应用 ＭＴＴ法对 ＳＧＣ７９０１细胞活性进行评定。以 ８、１６、
３２μｍｏｌ／Ｌ吴茱萸碱作用胃癌ＳＧＣ７９０１细胞（记为 Ａ１组，Ａ２组，Ａ３组），另设置相同浓度吴茱萸碱处
理后的细胞，加入ｐ３８抑制剂（记为 Ｂ１组，Ｂ２组，Ｂ３组），对照组用细胞培养液处理作为空白对照。
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ法观察细胞凋亡，ＰＩ染色法观察细胞周期，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３，划痕愈合实验评价细胞迁移抑制情况，蛋白质印迹法检测 ｃｄｃ２、ｃｄｃ２５Ｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１及
ｐＥＲＫ、ｐｐ３８蛋白水平表达。结果　吴茱萸碱能够阻碍ＳＧＣ７９０１细胞增殖，细胞活性随着浓度和时间
的增加而降低，２４、４８ｈ的ＩＣ５０分别是１６．７８、７．２８μｍｏｌ／Ｌ。与对照组（０．０６％）比较，Ａ组ＳＧＣ７９０１细
胞凋亡比例（１８．７２％、３１．０８％、５２．１７％）增加，Ｇ２／Ｍ细胞周期阻滞，与Ａ组比较，Ｂ组ＳＧＣ７９０１细胞凋
亡比例减少，Ｇ２／Ｍ细胞周期阻滞减弱，Ｇ２／Ｍ期调控蛋白ｃｄｃ２、ｃｄｃ２５Ｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１水平下调（Ｐ均＜０．０５）。
划痕愈合实验表明ＳＧＣ７９０１细胞的细胞划痕愈合率伴随吴茱萸碱浓度升高而降低；与Ａ组（５９．１３％、
２３．１５％、１８．３１％）比较，Ｂ组细胞划痕愈合率（６３．１７％、５５．２７％、３４．０８％）升高（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果表明吴茱萸碱处理Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３水平上调，ＳＧＣ７９０１细胞 ＭＡＰＫ通路蛋白 ｐＥＲＫ水平
下调，ｐｐ３８表达水平上调（Ｐ＜０．０５）。与 Ａ组比较，Ｂ组 ｃｄｃ２、ｃｄｃ２５Ｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１表达上调，Ｂｃｌ２、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３水平显著下降，ＭＡＰＫ通路蛋白ｐＥＲＫ水平上调，ｐｐ３８水平下调（Ｐ＜０．０５）。结论　
吴茱萸碱对胃癌细胞有抑制作用，其机制是通过ＭＡＰＫ信号通路下调ｐｐ３８蛋白、上调凋亡蛋白实现。
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　　胃癌是常见恶性肿瘤疾病，与饮食习惯、环境密切
相关［１－２］。临床治疗胃癌方法众多，内镜治疗仅限于

淋巴结转移之前；手术根治性切除部位范围大，患者恢

复时间长，且术后仍需放化疗防止癌症复发；而化疗药

物长期作用于人体，副作用会影响骨髓、肝肾功

能［３－４］。故抗肿瘤研究的焦点集中于植物有效成分，

中药疗法被广泛用于肿瘤治疗［５］。吴茱萸碱作为中

药有效成分［６］，对多种恶性肿瘤有较好的抗肿瘤效

果［７－８］，但吴茱萸碱诱导胃癌细胞凋亡的机制尚未明

确。肿瘤细胞增殖及侵袭与信号通路密切相关，丝裂

原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＭＡＰＫ）与癌细胞信号传递有关［９］。吴茱萸碱作为中

药有效物质对多种癌症有抑制效果，故本研究用吴茱

萸碱作用胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞，探究吴茱萸碱通过
ＭＡＰＫ通路对人胃腺癌ＳＧＣ７９０１细胞抗肿瘤作用，进
一步阐明吴茱萸碱抗肿瘤的分子机制。

１　材料与方法

１．１　细胞
　　ＳＧＣ７９０１细胞购自安妍生物有限公司。
１．２　药品与试剂
　　吴茱萸碱（成都瑞芬斯生物公司，纯度＞９８％）；胎
牛血清（杭州江滨生物公司）；ＭＴＴ试剂（南京化学试
剂公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒（常州百代生物公
司）；ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海睿时生物公司）；ＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ

公司）；ｃｄｃ２、ｃｄｃ２５Ｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、ｐ３８、
ｐｐ３８、Ｂｃｌ２、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ＧＡＰＤＨ抗体（沈阳万
类生物公司）；ＲＩＰＡ裂解液（武汉友联特生物公司）；
山羊抗兔ＩｇＧ抗体（成都苏净科学器材公司）；ＤＭＥＭ
培养基、胰酶（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）。
１．３　仪器
　　ＨＥＲＡｃｅｌｌ２４０１型细胞培养箱（上海巴玖实业公
司）；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ型酶标仪（青岛正恒试验设备公
司）；ＳｏｒｖａｌｌＳＴ１６Ｒ型离心机（西安康睿商贸公司）；
Ｃ６型流式细胞仪（无锡凯派克斯公司）；电泳系统（杭
州正迈科技公司）；ｉＢｒｉｇｈｔＣＬ７５０型凝胶成像仪（成都
一科仪器设备公司）。

１．４　方法
１．４．１　细胞培养条件　　ＳＧＣ７９０１细胞：３７℃、５％
ＣＯ２、１０％胎牛血清。
１．４．２　ＭＴＴ法检测细胞活性　　ＳＧＣ７９０１细胞培养
至对数生长期后接种至９６孔板内。滴加不同梯度吴
茱萸碱（浓度梯度０．５、１、２、４、８、１６、３２、６４μｍｏｌ／Ｌ），
２０μＬ培养基孵育２ｄ，弃培养基内药液，ＭＴＴ溶液孵
育４ｈ后去溶液加１５０μＬＤＭＳＯ，４９０ｎｍ测光密度值。
对照组无吴茱萸碱处理，空白孔滴加 ＤＭＳＯ。用如下
公式计算细胞活性，ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ８软件计算 ２４、
４８ｈ的半数致死量 ＩＣ５０。细胞活性＝Ｄ（４９０）实验组－
Ｄ（４９０）空白组／Ｄ（４９０）对照组－Ｄ（４９０）空白组×１００％
１．４．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ法评价细胞凋亡　　对数
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生长期ＳＧＣ７９０１细胞接种于１２孔板上。加入含浓度
为８、１６、３２μｍｏｌ／Ｌ吴茱萸碱不完全培养基 １ｍＬ（记
为Ａ１组，Ａ２组，Ａ３组），另设置相同浓度梯度处理的
细胞加入阿帕替尼培养液２０ｍｇ／Ｌ（记为Ｂ１组，Ｂ２组，
Ｂ３组），孵育１２ｈ，收集细胞，按说明书操作，加入结合
液、ＡｎｎｅｘｉｎｖＦＩＴＣ溶液和ＰＩ溶液混匀，暗处孵育２０ｍｉｎ，
检测，无吴茱萸碱处理作为对照组观察各组细胞凋亡

情况。

１．４．４　流式细胞仪检测细胞周期　　对数生长期
ＳＧＣ７９０１细胞接种于６孔板上。分组与标记同１．４．３，
孵育 ２４ｈ，收集细胞，ＰＢＳ洗涤 ３次，７０％乙醇固定
１．５ｈ。按照说明书步骤将ＲＮａｓｅＡ、碘化丙啶（ＰＩ）与
细胞混合０．５ｈ，温度恒定３７℃，以不含吴茱萸碱的不
完全培养基处理作为对照组，观察细胞周期。

１．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｂｃｌ２、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３水
平　　取对数生长期细胞，接种于６ｃｍ２的培养瓶，待
细胞 ６０％～７０％融合时弃去培养基，分组与标记同
１．４．３，置于 ５％ＣＯ２、３７℃培养箱孵育 ３６ｈ。加入
ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ试剂盒定量。再加入适
量的蛋白缓冲液，沸水高温变性，取４０μｇ蛋白，电泳
（ＳＤＳＰＡＧＥ），转膜，封闭３０ｍｉｎ，加入 Ｂｃｌ２（１∶５００）、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３（１∶５００）ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）４℃孵育
１２ｈ；ＴＢＳＴ洗膜，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔
ｌｇＧ二抗（１∶５０００），孵育 １．５ｈ，化学发光仪曝光显
影，以ＧＡＰＤＨ为内参，计算目的蛋白的相对表达量。
１．４．６　划痕愈合实验评价细胞迁移 　 对数生长期
ＳＧＣ７９０１细胞接种于 ６孔板中。用 １０μＬ移液器枪
头在 ＳＧＣ７９０１细胞表面进行划痕，分组与标记同
１．４．３，继续孵育 ２４ｈ，显微镜观察 ０、２４ｈ划痕的宽
度。以不含吴茱萸碱的不完全培养基处理作为对照

组，比较各组划痕愈合率。划痕愈合率＝（０ｈ划痕宽
度２４ｈ划痕宽度）／０ｈ划痕宽度×１００％。
１．４．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白水平 　 接种 ＳＧＣ７９０１
细胞至６孔板。分组与标记同１．４．３，孵育２４ｈ，收集
细胞并提取蛋白。经凝胶电泳分离、转膜，一抗４℃孵
育１２ｈ，洗膜并加二抗３７℃孵育１ｈ，洗膜进行显影，
图像处理软件分析。以不含吴茱萸碱的不完全培养基

处理作为对照组，对比 ｃｄｃ２、ｃｄｃ２５Ｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１、ｐＥＲＫ
及ｐｐ３８蛋白水平。
１．５　统计学分析
　　数据采用 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ２０．０软件分析，两
两比较用ｔ检验，多组比较用方差分析，Ｐ＜０．０５表示
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　吴茱萸碱影响ＳＧＣ７９０１细胞增殖
　　ＳＧＣ７９０１细胞经吴茱萸碱处理２４ｈ及４８ｈ的细
胞活性见图１。结果表明，ＳＧＣ７９０１细胞活性随着吴
茱萸碱浓度的增加而降低。吴茱萸碱处理 ＳＧＣ７９０１
细胞４８ｈ的细胞毒性大于 ２４ｈ的细胞毒性。使用
ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ软件计算得出吴茱萸碱对ＳＧＣ７９０１细胞
２４ｈ的ＩＣ５０为１６．７８μｍｏｌ／Ｌ，４８ｈ的ＩＣ５０为７．２８μｍｏｌ／Ｌ。
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图１　吴茱萸碱对人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞增殖的影响
（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．２　吴茱萸碱影响ＳＧＣ７９０１细胞凋亡
　　采用流式细胞仪评价吴茱萸碱在８、１６、３２μｍｏｌ／Ｌ
浓度下对ＳＧＣ７９０１细胞凋亡的影响。吴茱萸碱处理
后，细胞凋亡率增加，显著促进 ＳＧＣ７９０１细胞凋亡
（Ｐ＜０．０５），且作用效果与浓度有关。与未添加ｐ３８抑
制剂比较，各浓度下 ＳＧＣ７９０１细胞凋亡率下降（Ｐ＜
０．０５），见图２。
２．３　吴茱萸碱对细胞周期的影响
　　采用流式细胞仪检测吴茱萸碱在８、１６、３２μｍｏｌ／Ｌ
浓度下对ＳＧＣ７９０１细胞周期的影响。ＳＧＣ７９０１细胞
经８、１６、３２μｍｏｌ／Ｌ吴茱萸碱处理 Ｇ２／Ｍ期细胞比例
提高，作用效果与浓度有关，Ｇ０／Ｇ１期细胞所占百分比
下降（Ｐ＜０．０５）。与Ａ组相比，Ｂ组各组细胞 Ｇ２／Ｍ期
细胞比例减少（Ｐ＜０．０５），见图３。为了进一步验证吴
茱萸碱对细胞周期 Ｇ２／Ｍ的阻滞作用，调控 Ｇ２／Ｍ细
胞周期相关蛋白（ｃｄｃ２、ｃｄｃ２５Ｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１），使用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，与对照组相比，Ａ组经吴茱萸碱处
理２４ｈ后，ｃｄｃ２、ｃｄｃ２５Ｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１的表达水平显著降
低（Ｐ＜０．０５），与 Ａ组比较，增加抑制剂后 ｃｄｃ２、
ｃｄｃ２５Ｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１表达显著升高（Ｐ＜０．０５），表明吴茱
萸可能通过下调 ｃｄｃ２、ｃｄｃ２５Ｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１蛋白水平，诱
导ＳＧＣ７９０１细胞Ｇ２／Ｍ期阻滞，见图４。
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图２　吴茱萸碱对人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞凋亡率的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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图３　 吴茱萸碱对人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞周期的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组胃癌ＳＧＣ７９０１细胞周期蛋白；Ｂ：各组胃癌ＳＧＣ７９０１细胞周期蛋白半定量结果；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组
比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ａ１组比较

图４　吴茱萸碱对人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞周期蛋白的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组胃癌ＳＧＣ７９０１细胞相关凋亡蛋白水平；Ｂ：各组胃癌ＳＧＣ７９０１细胞相关凋亡蛋白水平半定量结果；
ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ａ１组比较

图５　吴茱萸碱对人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞相关凋亡蛋白水平的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．４　细胞凋亡相关蛋白水平
　　与对照组比较，Ａ组 Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３水平
明显增高（Ｐ＜０．０５）；与 Ａ组比较，Ｂ组 Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３水平明显下降（Ｐ＜０．０５）。见图５。
２．５　吴茱萸碱对细胞迁移的影响
　　与对照组比较，Ａ组吴茱萸碱处理后划痕愈合率
逐渐降低（Ｐ＜０．０５），与 Ａ组比较，Ｂ组划痕愈合率明

显增高（Ｐ＜０．０５），见图６。
２．６　吴茱萸碱对ＭＡＰＫ通路相关蛋白表达的影响
　　与对照组比较，随着吴茱萸碱浓度的增加，Ａ组
ＳＧＣ７９０１细胞的ｐＥＲＫ表达逐渐下调，ｐｐ３８表达则
呈现上调（Ｐ＜０．０５），作用效果与浓度有关。与 Ａ组
比较，Ｂ组ｐＥＲＫ表达逐渐上调，ｐｐ３８表达则呈现下
调（Ｐ＜０．０５），见图７。

９３５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１６）
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Ａ：划痕愈合实验比较各组胃癌ＳＧＣ７９０１细胞迁移率；Ｂ：各组胃癌ＳＧＣ７９０１细胞迁移率统计结果；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ａ１组比较

图６　吴茱萸碱对人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞迁移率的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＭＡＰＫ蛋白；Ｂ：各组ＭＡＰＫ蛋白半定量结果；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ａ１组比较

图７　吴茱萸碱对人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞ＭＡＰＫ蛋白水平的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

０４５１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



３　讨论

　　胃癌为我国高发消化系统恶性肿瘤，病死率
高［１０－１２］。癌症诊断与治疗方法的多样性，使胃癌生存

率逐步上升［１３］。但长期化疗及新辅助治疗可能导致

肿瘤细胞耐药，对胃癌患者身心健康极为不利［１４］。中

医认为中药靶点多，疗效稳定［１５］，中医中药治疗联合

化疗已经成为胃癌患者临床治疗的常规方案，这将是

热门研究方向［１５］。

　　吴茱萸归肝、脾、胃、肾经，可散寒止痛，降逆止呕，
助阳止泻［１６］。吴茱萸碱源于中药吴茱萸的喹诺酮类

生物碱，对结肠癌细胞、恶性黑色素瘤细胞等多种肿瘤

细胞有抑制作用［１７－１８］。本课题从细胞增殖、凋亡、迁

移等方面研究吴茱萸碱通过 ＭＡＰＫ通路对胃癌细胞
ＳＧＣ７９０１的抑制机制，结果表明吴茱萸碱对 ＳＧＣ７９０１
细胞具有较强的细胞毒性（２４ｈ的半数致死量 ＩＣ５０＝
１６．７８μｍｏｌ／Ｌ，４８ｈ的半数致死量ＩＣ５０＝７．２８μｍｏｌ／Ｌ）。
８、１６、３２μｍｏｌ／Ｌ浓度的吴茱萸碱处理后，能显著增加
凋亡细胞比例。

　　在众多的细胞内信号通路中，ＭＡＰＫ途径相当重
要，涉及多种细胞生命周期的调控［１９］。ＭＡＰＫ以
ＥＲＫ１／２、ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ与 ＥＲＫ５为主要途径，
ＥＲＫ１／２、ｐ３８通路以磷酸化形式（ｐＥＲＫ１／２、ｐｐ３８
等）表现为激活状态［２０－２２］。ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路与癌细
胞产生和转移有关［２２］，ＭＡＰＫ／ＥＲＫ激活能提高细胞
增殖、侵袭及转移能力，故抑制 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路
有望发挥抗肿瘤作用［２３－２４］。ＭＡＰＫ／ｐ３８通路主要与
氧化应激和细胞凋亡有关，研究表明 ＭＡＰＫ／ｐ３８通路
活化参与细胞氧化应激，加速细胞凋零［２５］。且

ＭＡＰＫ／ｐ３８通路在细胞周期阻滞中也发挥着重要作
用，ｐ３８磷酸化可下调细胞周期蛋白表达，阻止多种肿
瘤细胞的细胞增殖［２６］。本课题在研究吴茱萸碱的抗

肿瘤活性的基础上，通过 ＭＡＰＫ信号通路进一步研究
吴茱萸碱抑制人胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞的机制，结果表
明８、１６、３２μｍｏｌ／Ｌ吴茱萸碱处理后，ＳＧＣ７９０１细胞
ｐＥＲＫ水平显著下降，ｐｐ３８水平显著上升，而在相同
浓度梯度吴茱萸碱中加入 ｐ３８抑制剂后，ｐＥＲＫ水平
上调，ｐｐ３８水平下调，提示吴茱萸碱是通过作用于
ＭＡＰＫ／ｐ３８和ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路发挥抗肿瘤作用。
癌细胞生长与 ｃｄｃ２、ｃｄｃ２５Ｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１等蛋白有关，细
胞生长抑制会伴随 ｃｄｃ２、ｃｄｃ２５Ｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１水平改
变［２７－２８］。本研究中，吴茱萸碱作用下 ＳＧＣ７９０１细胞
Ｇ２／Ｍ期阻滞，ｃｄｃ２、ｃｄｃ２５Ｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１水平下调，这可
能与吴茱萸碱上调ＭＡＰＫ通路蛋白 ｐ３８，下调 ＥＲＫ蛋
白，从而引起ＳＧＣ７９０１胃癌细胞Ｇ２／Ｍ期阻滞的机制

有关。细胞划痕愈合实验证实了 ８、１６、３２μｍｏｌ／Ｌ吴
茱萸碱均能显著抑制人胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞的迁移，
抑制效果呈现浓度依赖性，可能与吴茱萸碱通过

ＭＡＰＫ通路引起细胞迁移能力下降有关。
　　综上所述，体外细胞实验表明，吴茱萸碱通过
ＭＡＰＫ通路下调人胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞分裂周期蛋白
并上调凋亡蛋白，抑制细胞生长，降低胃癌 ＳＧＣ７９０１
细胞迁移能力，促进细胞凋亡，具有较好的抗肿瘤效

果。本研究为吴茱萸碱在胃癌的临床应用提供实验基

础，同时对ＭＡＰＫ信号通路相关的其他癌症抗肿瘤机
制研究提供实验设计思路。
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