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0【一倒捻子素对MKN45胃癌细胞增殖、迁移、侵袭 

和血管生成的影响及其作用机制 
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【摘 要】目的：探讨 ot一倒捻子素对人胃癌细胞 MKN45增殖、迁移、侵袭和血管生成的影响及其作用机制。方法：MTS法研究 

旺一倒捻子素对人胃癌细胞MKN45增殖的影响：伤口愈合实验及Transwell实验分别用于研究 一倒捻子素对MKN45细胞体外 

迁移及侵袭的影响；采用大鼠动脉环实验检测o／．一倒捻子素对 MKN45胃癌细胞血管生成的影响；ELISA实验检测 一倒捻子素对 

MKN45细胞分泌的血管内皮生长因子 vascular endothelial growth factor，VEGF)、肿瘤坏死因子一a(tumor necrosis factor-or，TNF一 

0【)、转化生长因子一13(transforming growth factor一13，TGF一13)及碱性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor，bFGF)表达 

的影响等；Western blot检测 o／．一倒捻子素对基质金属蛋白酶一2(matrix metalloproteinase一2，MMP一2)、基质金属蛋白酶一9(matrix 

metalloproteinase一9，MMP-9)、神经一钙黏素(N-cadherin)及上皮一钙黏素(E-cadherin)蛋白表达的影响。结果：仪一倒捻子素能够 

明显抑制人胃癌细胞MKN45的增殖，且具有剂量依赖性；0l一倒捻子素能够明显抑制 MKN45细胞的迁移和侵袭；动脉环实验结 

果显示 一倒捻子素能够抑制MKN45细胞诱导的血管生成。ELISA结果显示，ot一倒捻子素能够抑制 VEGF、TNF— 、TGF—B及 

bFGF的蛋白表达；Western blot结果显示ot一倒捻子素能够下调MMP一2；MMP一9及神经一钙黏素的表达．同时上调上皮一钙黏素 

的表达。结论：仅一倒捻子素能够抑制 MKN45人胃癌细胞的增殖、迁移、侵袭和血管生成。其发挥作用可能与以下两方面机制相 

关：①抑制调控肿瘤细胞迁移及血管生成相关蛋白的表达；②抑制 MKN45细胞的上皮间质转化。 

【关键词1仪一倒捻子索；胃癌细胞；增殖；迁移与侵袭；血管生成；分子机制 
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Effect of(x-mangostin on proliferation，migration。invasion and tumor 

angiogenesis of M KN45 gastric cancer celI and its mechanisms 

Ma Linwei，Xu Hongtao，Dai Xiaoli，Han Zhongbao 

(Teaching and Research Section of Clinical Medicine，Yancheng Institute of Health Sciences) 

【Abstract]Objective：To explore the effect of ct-mangostin on proliferation，migration，invasion and tumor angiogenesis of human gas- 

tric cancer cell MKN45 and its mechanisms．Methods：MTS was used to study the effect of ct—mangostin on proliferation of MKN45 

cells． Wound healing and Transwell experiments were used to study the effect of 0【一mangostin on migration and invasion of MKN45 

cells in vitro，respectively．Rat arterial ring experiment was used to examine the effect of ot-mangostin on tumor angiogenesis．ELISA 

was used to examine the effect of 0【一mangostin on expression of vascular endothelial growth factor(VEGF)。tumor necrosis factor一仅 

(TNF—ot)，transforming growth fact0r—p(TGF—p)and basic fibroblast growth factor(bFGF)to explore the potential mechanisms of d— 

mangostin on regulation of tumor angiogenesis．Western blot was used to detect the effect of ct-mangostin on expression of MMP-2， 

MMP-9，N-cadhefin and E-cadherin to explore the potential mechanisms of 一mangostin on regulation of tumor migration and inva— 

sion．Results：The proliferation of MKN45 cells in vitro was significant inhibited by a-mangostin compared with the control group． — 

mangostin significantly inhibited the migration and invasion of MKN45 cells．respectively．Rat a~edal ring experiment showed that — 

mangostin inhibited the tumor angiogenesis induced by tumor cel1．The protein expressions of VEGF，TNF—oL，TGF-15 and bFGF were 

significant inhibited by —mangostin．Moreover，the expression of MMP一2，MMP一9 and N—cadhefin were significant downregulated 

while E-cadherin was significant upregulated．Conclusion：0【一mangostin has anti—proliferation，anti—migration，anti—invasion and anti- 
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angiogenesis effects on MKN45 cell，and the potential mecha- 

nisms may due to：~inhibits the tumor cell migration and tumor 

angiogenesis—related proteins expression；~inhibits the process 

0f epithelia1一mesenchymal~ansition of MKN45 cells． 
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胃癌是常见的消化道恶性肿瘤之一【1J，在国内 

的发病率依然居高不下，且新发胃癌患者呈现年轻 

化趋势[2]。针对胃癌的治疗，目前仍以手术切除并辅 

以放化疗的常规模式为主[31．这种治疗方法难以取 

得令人满意的效果【4]。因此，找寻天然来源的对胃癌 

有显著治疗作用且无明显毒副作用的药物显得迫 

在眉睫。山竹又称山竹子、倒捻子等，为藤黄科藤黄 

属植物。研究发现，山竹的果皮中含有种类丰富的 

化合物，其中最受关注且研究最多的当属OL一倒捻子 

素。研究表明， 一倒捻子素具有多种显著的生物学 

效应，如抗氧化、抗炎、抗过敏、抗菌及抗病毒等 。 

与此同时，近年来研究发现 一倒捻子素对多种肿瘤 

的生长具有抑制作用，如乳腺癌同、前列腺癌[8]、结肠 

癌嘲等。纵观国内外研究发现，有关 一倒捻子素抗 

胃癌的研究报道极少，考虑山竹果作为可食用的食 

物，其对胃癌的发生发展究竟有何影响尚未可知， 

因此值得深入研究。本研究以人胃癌细胞 MKN45 

为研究对象，从增殖、迁移、侵袭及血管生成多个方 

面研究 一倒捻子素对MKN45细胞的影响，并对其 

可能的作用机制进行探讨，为仪一倒捻子素的后续研 

究及临床应用提供重要实验依据。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 ． 

人源性胃癌细胞系MKN45(购自中科院上海细胞库)； 

雄性大鼠，5周龄，体质量 130 g左右，购自南京医科大学动 

物实验中心。Ot一倒捻子素纯度为 98％，购自西安和霖生物工 

程有限公司，用DMSO溶解。10％d~牛血清、1640培养基及 

0．25％胰蛋白酶购 自Gibco公司。24孔板(含 Transwell小室) 

购自美国Coming公司，批号：07111036。相关ELISA试剂盒 

购 自eBioscience公司。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 MTS法检测 一倒捻子素对MKN45细胞增殖的影响 

用含 10％d~牛血清的1640培养基培养MKN45细胞．至细胞 

生长至对数生长期时．用胰蛋白酶将细胞消化并用细胞计数 

器计数，然后用 1640完全培养基将细胞浓度调整为5xl0S／mL， 

按每孔 lxl04个接种于96孔板。实验分为对照组和实验组， 

对照组加入等量的细胞及 1640完全培养基，实验组分别加 

入用 1640完全培养基稀释的Q一倒捻子素。使其终浓度分别 

为 1、2．4、8、16、32、64、128 I~mol／L梯度。使96孔板内每孔 

终体积为200 ILL，每组设 6个复孔，置37 培养箱继续培 

养。孵育24 h后，向每孔加入MTS试剂20 ，并继续孵育 

3 h。孵育结束，将96孔板置于紫外分光光度计内，并在490 nm 

处检测各孔的吸光度(absorbance，A)值，实验重复3次。细胞 

增殖抑制率计算方法：增殖抑制率(％)=(1-A实验组值／A阴性对 组 

值)X 100％o 

1．2．2 划痕实验检测 一倒捻子素对MKN45细胞迁移的影 

响 将浓度为 3xlOS／mL的MKN45细胞接种至6孔板中，每 

孔2 mL细胞悬液，置于培养箱中培养．待细胞长至80％左右 

时．弃去上清液，用灭菌的PBS清洗细胞 2遍，然后用白色的 

1O 枪头沿每孔的中线垂直划痕。划痕结束后，用灭菌的 

PBS继续清洗2遍，然后向每孔加入含不同浓度对应药物的 

无血清培养基 ．该实验共设置 5个组别 ：溶剂对照组(DMSO 

组)、o【一倒捻子素 0、1、2、4 I~moUL组，0、24 h分别在 100倍 

镜下拍照。实验重复3次。 

1．2．3 Transwell实验检测 d一倒捻子素对 MKN45细胞侵袭 

的影响 首先将含 Matrigel(去生长因子)的DMEM培养基 

稀释液(1：4，v／v)均匀铺被在Transwell小室上室膜表面，置 

培养箱中使之凝固，备用。然后在上室接种 100 处于对数 

生长期的MKN45细胞悬液，并在上室接种不同浓度的o【一倒 

捻子素(0～4 Ixmol／L)，低血清培养(0．5％，v／v)，并将 600 IxL 

含20％／J~牛血清的1640培养基加入下室。置培养箱中处理 

24 h，实验各组均设3个复孔。药物处理结束后，用棉签小心 

将上室中没有迁移的细胞拭去，并按下述操作处理：用 4％多 

聚甲醛固定 10 min—PBs洗涤—+0．1％结晶紫染色 30 min— 

PBS漂洗 3次一置于载玻片上一200倍镜下随机选 5个视野 

计数一将小室置于400 L的甲醇中将结晶紫溶解一取 

200 IxL溶解液置于96孔板中，于370 am波长处检测 A值， 

计算相对迁移率，实验重复 3次。 

1．2．4 大鼠动脉环实验检测 一倒捻子素对 MKN45细胞诱 

导血管生成的影响 ①首先将实验所需的24孔板及无菌的 

枪头置一20℃冰箱中预冷处理，同时将实验所需的器械用酒 

精灭菌，然后烘干备用。②配制包被胶质：将下述 3种溶液 

置冰上充分混合备用，3种溶液分别为：10 XMEM培养液、 

NaHCO，溶液(浓度为23．4 mCmL)和 I型鼠尾胶原蛋白溶液 

(浓度为 2 mg／mL)，其中MEM培养液与NaHCO，溶液的体 

积比为 1：1。③用5％ek合氯醛麻醉大鼠，然后将大鼠置超净 

工作台上，剪开左侧背部到腹部，镊子夹住胸主动脉下端，沿 

胸主动脉剪开与胸椎相连部分，至主动脉弓处剪开。然后将 

手术分离出的主动脉置于已配制好的预冷PBS中。除去主动 

脉壁上的脂肪及结缔组织，分离出干净的血管条置于含有预 

冷PBS的培养皿中。然后用手术剪刀将培养皿中的血管条剪 

成 1 mm左右宽的动脉环。④将经预冷处理的24孔板取出， 

向每个孔内加入200 L包被胶质，再用镊子将动脉环小心 

放入每个孔内，每孔 1条，使其平铺在孔的底部，然后将 24 

孔板放人培养箱中，使其充分凝固。⑤除溶剂对照组外，每孔 

加入 200 bcL MKN45细胞培养上清液．显微镜每天观察动脉 

环的变化，每2天更换 1次上清液。5 d后，向每个孔内加入 

不同浓度的Of．一倒捻子素(0～4 p~mol／L)，药物作用3 d后，显 

微镜下观察动脉环上管腔的形成情况并进照。动脉环周围血 

管生长的长度使用Image J软件进行分析，实验重复3次。 

1．2．5 ELISA检测 0【一倒捻子素对 MKN45细胞相关分泌因 

子的影响 采用ELISA试剂盒检测 一倒捻子素对 MKN45 

细胞中血管内皮生长因子 vascular endothelial growth factor。 

VEGF)、肿瘤坏死因子一 (tumor necrosis factor—Ot。TNF一0【)、 

转化生长因子一13(transforming growth factor—B，TGF一13)及碱 
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图1 a一倒捻子素对 MKN45细胞体外增殖的影响 

Fig．1 Effect of a—mangostin on proliferation of MKN45 cells 

in vitro 
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图2 a一倒捻子素对 MKN45细胞体外迁移的影响 

Fig 2 Effect of c~-mangostin on migration of MKN45 cells in vitro 
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表 2 a一倒捻子素对 MKN45细胞体外迁移的影响( ± ， 3) 

Tab 2 Effect of d—mangostin on migration of MKN45 ceils 

in vitro( ±s，n=3) 
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表 4 a一倒捻子素对 MKN45细胞诱导的血管生成的影响 

、 (i-t-S。n=3) 

Tab．4 Effect of ct-mangostin on tumor angiogenesis induced 

byMKN45 cells( ± 。n=3) 

组别 血管芽生数目(个) 

对照组 

0~mol／L组 

4~mol／L组 

8 p~mol／L组 

16 p,mol／L组 

18．00±1．29 

76．o0±5．12 

58．oo±4．24 

50．0o±6．24 

33．o0±4．69a 

F值 

P值 

502．270 

0．O00 

注：a，与对照组比较，差异有统计学意义，P<0．05 

2．5 0【一倒捻子素能够抑制MKN45细胞分泌的血管生成相 

关因子的表达 

为了检测 0【一倒捻子素对 MKN45细胞分泌的血管生成 

相关因子表达的影响。采用 ELISA方法开展研究。实验结果 

如图 5所示 ，溶剂对照组(DMs0组>与 0 txmol／L组各血管生 

1o0 

80 

6O 

4o 
0 

》  

20 

0 

d—mangostin(p,mol／L) 

成相关因子的表达均很高。且因子水平基本一致，表明给予 

DMSO对于肿瘤细胞血管生成相关因子的表达无明显影响。 

而给予0【一倒捻子素处理后， 一倒捻子素能够抑制 VEGF、 

TNF一仅、TGF—B和bFGF的蛋白表达，且在一定浓度范围内， 

具有浓度依赖性。该研究结果表明，0【一倒捻子素通过抑制 

MKN45细胞分泌的血管生成相关因子的表达，进而发挥对 

肿瘤血管生成的抑制作用(图5，表5)。 

2．6 一倒捻子素能够抑制调控肿瘤细胞迁移及侵袭相关蛋 

白的表达 

采用 Western blot实验检测 一倒捻子素对于调控肿瘤 

细胞迁移及侵袭相关蛋白表达的影响，选取了4种蛋白作为 

检测指标，分别为MMP-2、MMP-9、E--cadherin和 N--cadherin。 

实验结果显示，仅一倒捻子素能够明显抑制 MMP一2、MMP一9 

和 N—cadherin的蛋白表达(图6，表 6)，同时发现 n一倒捻子 

素能够显著上调 E—cadherin的蛋白表达。该实验结果表明， 

一 倒捻子素能够通过抑制基质金属蛋白酶的表达，并结合逆 

转上皮间质转化过程．共同发挥抑制肿瘤细胞迁移及侵袭的 

目的。 

60 

40 

2O 

0 

DMSO 0 4 8 16 

一 mangoBtin( mol／L) 

A．d一倒捻子素对 MKN45细胞分泌的VEGF的影响 B．13／一倒捻子素对 MKN45细胞分泌的 TNF— 的影响 

台 
垦 

0【一mangostin(I~mol／L) 

c．d一倒捻子素对 MKN45细胞分泌的TGF—B的影响 D．o【一倒捻子素对 MKN45细胞分泌的bFGF的影响 

a：与对照组相比，P<0．05．b：与对照组组相比，P<O．O1；c：与对照组组相比，P=-O．000(n=3) 

图 5 a一倒捻子素对 MKN45细胞血管生成相关因子分泌的影响
． 

Fig．5 Effect of oc—mangostin on secretion of tumor angiogenesis-related factors in MKN45 cells 
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表 5 o【一倒捻子素对 MKN45细胞血管生成相关因子分泌的影响(i±s。n=3) 

Tab．5 Effect of a-mangostin on secretion of tumor angiogenesis-related factors in MKN45 cells(i±s。n=3) 

注：a，与对照组比较 ，差异有统计学意义，P<O．05 

表 6 o【一倒捻子素对 MKN45细胞调控迁移及侵袭相关蛋白表达的影晌(i± 。n=3) 

Tab．6 Effect of oc—mangostin on expression of proteins involved migration and invasion in MKN45 cells(王±s。n=3) 

注 ：a，与对照组比较，差异有统计学意义，P<0．05 

删圈i 
j5J 
_lj{{： 
蕊 

皿 

醐 

N—cadherin 

E—cadherin 

MMP一9 

MMP一2 

GAPDH 

一 mang。stin( m。l，L) 3 讨 仑 

DMSO 4 8 16 

A． 一倒捻子素对 MKN45细胞调控迁移 

及侵袭相关蛋白表达的影响 

一 DMS0 

— cadherin E—cadherin MMP-9 MMP一2 

a：与对照组相比，P<O．05；b：与对照组组相比，P<O．O1(n=3) 

B．蛋白表达定量 

图6 a一倒捻子素对 MKN45细胞调控迁移及侵袭 

相关蛋白表达的影响 

Fig。6 Effect of a-mangostin on expression of proteins involved 

migration and invasion in MKN45 cells 

本研究从增殖、迁移、侵袭及血管生成多个方 

面开展了 一倒捻子素对人胃癌细胞 MKN45的影 

响，研究显示仅一倒捻子素能够抑制 MKN45细胞的 

增殖、迁移、侵袭及血管生成。机制研究方面，首先 

检测 0【一倒捻子素对肿瘤血管生成相关因子表达的 

影响，选择4种调控肿瘤血管生成的关键因子．分别 

为VEGF、TNF一仅、TGF—B和bFGF。众所周知，VEGF 

是参与血管生成调控最为关键的细胞因子㈣．同时 

也是最早被作为能提高血管通透性的细胞因子而 

被发现的，其他 3种因子TNF一0【、TGF—B和 bFGI~ll一121 

也有诸多报道参与对血管生成的调控。本研究发 

现。Ot一倒捻子素能够不同程度地抑制几种血管生成 

细胞因子的表达，这可能是其发挥抗血管生成作用 

的机制之一。同时基质金属蛋白酶(MMPs)在肿瘤 

细胞迁移及侵袭中的关键调控作用已有很多报道 
【瑚

，其主要是通过降解细胞外基质，从而促进肿瘤细 

胞的迁移和侵袭的目的。考察了 一倒捻子素对相关 

MMPs蛋白表达的影响．本文选取了MMP一2和MMP一 

9作为研究对象．之所以选取这两种MMPs．主要是因 

为它们属于Ⅳ型胶原酶，即所谓的明胶酶，研究证实， 

明胶酶是目前为止唯一能够降解Ⅳ型胶原的基质 

蛋白水解酶㈣，而细胞外基质的基本骨架恰恰是由 

Ⅳ型胶原组成的。研究发现。它们可以通过破坏基 

5  O  5  O  5  O  

2  2  1  l  O  O  
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质的降解平衡，进而促进肿瘤细胞突破基底膜的屏 

障，侵袭周围组织 。本研究结果显示，oL一倒捻子素 

能够抑制MMP一2和MMP一9的蛋白表达。这可能是 

其发挥抗迁移和侵袭作用的机制之一。需要特别强 

调的是，本文在开展 一倒捻子素对 MKN45细胞血 

管生成影响及机制研究时所选择的药物浓度与增 

殖、迁移及侵袭实验的药物浓度是不同的，众所周 

知，高浓度除了具有抑制细胞迁移及侵袭能力之外。 

会进一步抑制肿瘤细胞的增殖。之所以选择高浓度 

开展血管生成及机制研究．主要是考虑低浓度对肿 

瘤的增殖无明显影响。而浓度高的时候抑制作用就 

很明显。本文猜测这种高浓度的抑制作用很可能是 

由于肿瘤的血管生成受到影响．所以本文在血管生 

成的效应及机制研究中选取了高浓度开展研究。同 

时，本文还考察了E一钙黏素和N一钙黏素在仅一倒捻 

子素调控 MKN45细胞中的蛋白表达情况。众所周 

知，E一钙黏素和N一钙黏素是上皮间质转化(epithe— 

lial—mesenchym~transition．EMT)过程中 2种关键的 

蛋白 ，而上皮间质转化在在肿瘤细胞迁移和侵袭 

过程发挥重要作用。研究表明，肿瘤细胞中存在EMT 

现象，该过程会使细胞极性缺失。细胞间的紧密连 

接及粘附连接缺失。进而使得细胞的浸润性和游走 

能力大大增j虽【 ，促进了肿瘤细胞的迁移和侵袭。本 

研究结果显示 一倒捻子素能够上调E一钙黏素的 

表达。同时下调 N一钙黏素的表达，即0【一倒捻子素 

能够逆转EMT过程，而这也可能是其发挥抑制肿瘤 

细胞迁移和侵袭能力的另一机制。 

综上所述．本文从多个方面研究了 一倒捻子素 

对 MKN45细胞相关生物学行为的影响．并从调控 

基质金属蛋白酶及上皮间质转化的角度探讨了其 

可能的分子机制。后续的研究将开展ot一倒捻子素 

对 MKN45细胞裸小鼠异种移植瘤生长的影响。从 

体内实验继续深入研究 仅一倒捻子素的作用效果。 

至此．本研究证实了．0【一倒捻子素会是一个潜在的很 

有前景的治疗胃癌的化合物。值得进一步的研究和 

开发 
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