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番茄红素通过下调异柠檬酸脱氢酶1诱导胃癌细胞凋亡

臧诗蕾，唐旗羚，董芳蕊，刘 欢，臧林泉 (广东药科大学药学院，广东广州510006)

摘要：目的探究番茄红素对胃癌细胞增殖和凋亡的影响及其可能机制。方法不同剂量番茄红素处理胃癌细

胞株SGC．7901、MGC．803，用MTT法检测细胞增殖，Hoechst 33258染色、流式细胞仪检测细胞凋亡、线粒体膜电位

fMMP)、活性氧(ROS)，免疫印迹检测异柠檬酸脱氢酶I(IDHl)、IDH2蛋白表达。结果番茄红素呈剂量依赖性抑制

SGC．7901、MGC．803细胞增殖。大于25 ktmol／L番茄红素诱导SGC．7901细胞凋亡，：噌]JI]ROS水平；50 gmol／L番茄红素

降低MMP，下调IDHl蛋白表达‘P<0．01或0．05)。结论番茄红素可抑制胃癌细胞增殖、诱导凋亡；促凋亡机制可能是

通过下调IDHl，阻断细胞ATP生成和提高细胞内ROS。
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Lycopene induces apoptosis through downregulating isocitrate dehydrogenase expression in

gastric cancer cells

ZANG Shi-lei，TANG Qi—ling，DONG Fang—rui，LIU Huan，ZANG Lin-quan(College of Pharmacy,Guangdong

Pharmaceutical University,Guangzhou 5 1 0006，China)

Abstract：0bjective To investigate the effect and possible mechanism of lycopene on gastric cancer cells．Methods

After treated with different concentrations of lycopene，proliferation，apoptosis，mitochondrial membrane potential(MMP)，

reactive oxygen species(ROS)，and isocitrate dehydrogenase(IDH)I and IDH2 expression in gastric cancer cell lines SGC一

7901 and MGC-803 were detected by MTT,Hoechst 33258 staining，flow cytometry,and Western blot，respectively．Results

SGC-790 1 and MGC-803 cells were suppressed by lycopene in a dose—dependent manner．More than 25 gmol／L lycopene

induced the apoptosis and increased the ROS level of SGC-790 1 cells；50 I-tmol／L lycopene reduced the MMP and

downregulated the IDHl expression of SGC一7901 cells rP<0．0l or 0．05)．Conclusion Lycopene can inhibit the proliferation

and induce the apoptosis of gastric cancer cells．Its proapoptotic mechanisms may be involved in the blockade of ATP

production and elevation of cellular ROS content via downregulation of lDH 1 expression．

Key words：lycopene；gastric cancer；isocitrate dehydrogenase；apoptosis

番茄红素是一种天然的类胡萝卜素，具有抗氧

化、抗炎和预防癌症等多种生物活性⋯。其研究热

点主要集中在抗前列腺癌的作用。作用机制包括抑

制P13K／Akt和NF—kappaB信号通路、诱导细胞凋亡

和阻滞细胞周期等【2．4]。随着研究的深入，番茄红素

被发现具有广泛地预防和治疗肿瘤的作用，包括乳

腺癌、胃癌、卵巢癌等[51，但是其对胃癌的作用机

制尚未见文献报道。
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越来越多的研究表明活性氧能够诱导细胞的凋

亡从而发挥抗癌作用【61。异柠檬酸脱氢酶(IDH)是三

羧酸循环(TcA)中的关键酶，其亚型IDHl和IDH2还

能够调节一个逆向的三羧酸循环路径，使细胞质中

产生的原型辅酶1／NADPH转移到线粒体中，从而调

节细胞内的氧化还原平衡，是癌细胞对抗氧化损伤

的一条重要的关键通路。同时该过程产生的柠檬酸

能够进入到线粒体中补充缺氧状态下TCA反应所需

的原料，使得癌细胞在缺氧状态下依然能够有效地

进行TCA循环以获取所需能量【71。番茄红素是否具

有抗胃癌作用?其量效关系如何?是否通过阻碍癌

细胞对抗氧化损伤等机制从而发挥抗肿瘤作用?本

实验拟以胃癌细胞株SGC．7901为研究对象，探索番

茄红素是否具有抗胃癌作用及其机制，旨为临床防

治胃癌提供理论依据。
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1材料和方法

1．1 主要试剂

胃癌细胞株SGC一7901、MGC．803由中山大学赠

送。番茄红素(麦克林，≥99％)，DMEM高糖培养

基、胎牛血清(FBS)、胰酶消化液(Gibco)、MTT(广
州翔博)，细胞周期与凋亡检测试剂盒、活性氧检测

试剂盒、线粒体膜电位检测试剂盒f碧云天)，IDHl、

IDH2、GAPDH一抗、羊抗兔、羊抗鼠二抗(Protein—

tcch)，BCA蛋白定量试剂盒(德国Thermo)，ECL化

学发光液(美国Thermo)。
1．2主要仪器

C02恒温细胞培养箱、冷冻多功能离心机(美国

Thermo)，倒置荧光显微镜(德国莱卡)，超洁净工作

台(苏净安泰)，贝克曼流式细胞仪(美国Beckman)，

电泳仪、电转仪(美]习BioRad)。

1．3 MTT法检测番茄红素对胃癌细胞的增殖抑制作

用

MGC．803和SGC．7901细胞均采用配制好的

DMEM完全培养基(含1 0％FBS)，置于恒温恒湿培养

箱中培养，设置培养箱条件为37℃，5％C02，待细

胞至对数生长期即可进行试验。消化对数期细胞，

接种于96孔细胞培养板中，每孔细胞数约为1X104

个，待细胞贴壁后，吸弃培养基，分组f对照组(无血

清培养基)、溶剂对照组(含1％乙醇的无血清培养

基)、番茄红素实验组(6．25、12．50、25．00、50．00、

100．00 gmol／L)]3[IA．不同浓度的番茄红素，每组5个

复孔。番茄红素先溶于无水乙醇中，使其浓度为104

pmol／L，加药前以无血清DMEM培养基稀释至所需

浓度，无水乙醇浓度小于1％。药物分别作用细胞

24、48、72 h后，每孔加入10儿MTT试液(5 g／L)，

继续于细胞培养箱中培养4 h后，取出培养板，吸弃

上清，每孔加入100“L二甲基亚砜(DMSO)溶解甲瓒
结晶。摇床振摇10 rain，于酶标仪570 llm处测定

OD值，计算细胞抑制率。抑制率％=(对照组OD值一

实验组OD值)／(对照组OD值一调零组OD值)X

100％。

1．4 Hoechst 33258染色法检测番茄红素对胃癌细胞

形态学的影响

SGC．7901_皇$胞接种于24孔板中，每孔细胞数

约为1 X105个，细胞贴壁后吸弃上清，给予不同浓度

的番茄红素作用24 h，作用后吸弃药液，用PBS轻轻

洗涤3次，加入多聚甲醛(4％)固定30 rain，PBS洗涤

3次去除固定液。加入适量Hoechst 33258(5 mg／L)染

液，室温避光反应30 min后用PBS洗去多余染液，避

光阴干24drL板，倒置荧光显微镜下观察细胞形态。

1．5流式细胞仪检测番茄红素对胃癌细胞的凋亡诱

导作用

分组收集药物作用24 h后的SGC一7901细胞，贴

壁细胞用无EDTA的胰酶消化，离心后用PBS洗涤两

次，2 000 r／rain，5 rain。500此Binging buffer悬浮

细胞，调整细胞密度，使待测细胞数为5x 105个。按

说明书加入适当体积的Annexin V-FITC染液混匀，

再加入P躁液混匀，室温避光反应5～15 rain。经流
式细胞仪检测两种染料的荧光强度。

1．6流式细胞仪检测番茄红素对胃癌细胞MMP的影
响

收集药物作用24 h后的SGC．7901细胞，用PBS

洗涤1次，并调整细胞密度为1×107个／mL，取1 mL

细胞悬液离心，加入按说明书配制好的Jc一1染液重

悬细胞，37℃下振摇20 rain。孵育结束后2 000

r／min，4 oC离一6,4 rain，在4℃条件下用JC一1染色缓

冲液洗涤细胞2次，洗涤后加500止JC．1染色缓冲液
重悬细胞，上流式细胞仪检测Jc一1的荧光强度，计

算红绿荧光比值，进行统计学分析。阳性对照药物

使用试剂盒中的CCCP，按说明书使用能够降低线粒

体膜电位。

1．7流式细胞仪检测番茄红素对胃癌细胞ROS水平

的影响

接种对数期细胞SGC．7901于6孔板中，待药物

作用24 h后，吸弃每孔中的培养基，加入按说明书

配制的DCFH—DA荧光探针，作用浓度为10 pmol／L，

37 cC孵育20 rain，用PBS洗涤3次去除未进入细胞内

的探针，洗涤后浆细胞悬浮于500 pL的PBS中，经

流式细胞仪检沏JDCF的荧光强度。阳性对照药物使

用试剂盒中的Rosup，按说明书使用能够使细胞内活
性氧含量升高。

1．8 Western blot检测SGC．7901细胞中IDHl和IDH2

蛋白表达水平

以RIPA裂解液(RIPA：PMSF=80：1)裂解并收集

番茄红素作用48 h后的SGC．790 1细胞，提取细胞总

蛋白。用BCA结合检测蛋白浓度并分装蛋白，每样

品加入4¨L蛋白上样缓冲液，100 oC加热5 min。每

孔蛋白上样量为40 pg，电泳分离(1 0％SDS—PAGE凝

胶)，浓缩胶电泳条件为70 V，约30 rain；分离胶电

泳条件为100 V，约60 min：分离完成后在250 mA，

50 rain条件下进行转膜。将载有蛋白的PVDF膜在

5％的脱脂奶粉中室温下封闭1 h，TBST洗涤3次，4
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℃一抗孵育约48 h，洗涤3次，每次10 min，室温下

孵育二抗1 h。在暗房中用ECL发光液孵育，并进行

显影和定影，对显影后的胶片拍照，用Image J分析

条带灰度值并进行统计学分析。

1．9统计学处理

流式细胞仪数据采用Flow J软件进行分析得到

定量分析的数据，实验数据经GraphPad Prism 6．0统

计分析并绘制统计图。计量资料以孟±S表示，组间

比较采用单因素方差分析及q检验。以P<O．05为差异

有统计学意义。

2结果

2．1番茄红素对胃癌细胞增殖的影响

MTT实验显示番茄红素对胃癌细胞株SGC一7901

和MGC．803均有明显的抑制作用，且有时间一剂量

依赖性。随着药物浓度的增加，番茄红素(>12．5

I．tmol／L)对MGC一803细胞的抑制率增加；6．25 gmol／L

的番茄红素即可抑制SGC一7901细胞的增殖(P<o．01)，

其作用效果优于同样浓度和时间条件下的MGC．803

细胞株，详见表1、2。

表1不同浓度番茄红素对MGC．803细胞增殖的

影响 (i±s，玎=3)

细胞存活率，％

分组—■而■——丽F———西；■一

对照组 100．00±0．00 100．00±0．00 100．00±0．00

溶剂对照组 98．68±O．45 98．50±0．74 94．00+0．12

番茄红素实验组

6．25 p．mol／L 99．24±1．31 97．74±0．12 96．85±0．28

12．50 gmol／L 99．43±0．75 91．14±0．23 72．23±0．168

25．00 gmol／L 72．674-0．238 27．08±0．188 53．72±0．198

50．00 gmol／L 70．3l±O．328 47．28±0．148 25．41±0．1l
8

100．00 gmol／L 57．40±0．228 25．22±0．098 19．50±0．088

与对照组比较：ap<o．01

表2不同浓度番茄红素对SGC．7901细胞增殖的

影响 (i±s，n=3)

对照组 100．00±0．00 100．00±0．00 100．00±0．00

溶剂对照组 98．34±0．42 96．32±O．30 97．53±0．03

番茄红素实验组

6．25 Ixmo【，L 86．72±0．018 80．12±O．043 75．28±0．098

12．50 i．tmol／L 83．90±0．038 42．12±0．078 33．59±0．108

25．00 gmol／L 75．73±0．128 30．59±0．148 23．98±0．05。

50．00 gmol／L 66．65±0．11
8

22．3l±0．098 13．66±0．088

100．00 gmol／L 52．51±O．01
8

14．2l±0．138 8．07±0．098

与对照组比较：ap<o．01

2．2番茄红素对SGC一7901细胞形态学的影响

H33258染色实验显示，对照组细胞呈淡蓝色，

亮度均匀，细胞完整，细胞间贴壁状态良好，细胞

密度较高。番茄红素浓度达12．5 gmol／L时，部分细

胞荧光强度增加，有细胞碎片出现，25 gmol／L时细

胞碎片更加明显，有凋亡小体形成，细胞形态受到

破坏，细胞皱缩，体积缩小，细胞间缝隙增加，同

样视野范围内的细胞数目明显减少。随着药物浓度

的增加，此现象更加明显，如图1A所示。

2．3 番茄红素诱导SGC一7901细胞凋亡

如图1B所示，25 gmol／L的番茄红素即可引起

SGC一7901细胞凋亡，与对照组相比差异有统计学意

义(P<0．05)。

2．4番茄红素诱导SGC．790 1细胞MMP下降

如图1C所示，番茄红素浓度为50 I．tmol／Llj,l"，可

见MMP下降，与对照组相比，差异有统计学意义

(P<0．05)。

2．5番茄红素对SGC．7901细胞内ROS的影响

如图2A所示，25 gmol／L的番茄红素能够引起细

胞内ROS含量升高，与对照组相比，差异有统计学

时照12 5

番茄红素剂

25．O 50 0

}(gmol／LJ

A．H33258染色实验，横坐标表示番茄红素作用的浓度；B．番茄红素诱导醚JSGC．7901细胞凋亡率；

C．番茄红素对线粒体膜电位的影响。+表示与对照组相比P<0．05

图l 番茄红素诱导SGC．790 1细胞凋亡作用

万方数据



第4期 臧诗蕾，等．番茄红素通过下调异柠檬酸脱氢酶1诱导胃癌细胞凋亡 345

意义职0．05)。其促ROS升高作用优于试剂盒内的阳
性药物(P<0．05)。

2．6番茄红素对SGC一7901细胞内IDH蛋白表达的影
响

如图2B所示，细胞内IDHl蛋白的表达量在低剂

量番茄红素的作用下有升高的现象，但高剂量的番

A 300

薹z00
-S西

星100

7
q

茄红色素能够下调IDHl的表达，而IDH2的蛋白表达

水平与空白对照组相比差异无统计学意义(P>0．05)。

对图2C的灰度值进行分析，可以看出12．5 I．tmol／L的

番茄红素有上调IDHl表达的作用，而50 I．tmol／L的番

茄红素对IDHl蛋白表达具有下调作用，与对照组相

比，差异有统计学意义(尸≮0．05)。

B C 1

IDHl I■_●——，——■P—_l 耋
IDH2I●—，—●舅-●—驯 篓

cjArDH医三虿亘量[重重重量巨，虽曼曼雪圈薹
番茄红素剂量(1amol／Ll 番茄红素剂量(gmol／L)

A．番茄红素对SGC一7901细胞内ROs的影响；B．番茄红素对SGC一790l细胞内的IDH蛋白表达的影响；

C．番茄红素对SGC．790l细胞内的IDH蛋白相对灰度值的影响、*表示与对照组相比JD<0．05

图2番茄红素对细胞内ROS水平的影响及对IDHl蛋白表达的影响

3讨论

中国癌症统计数据预测，2015年胃癌的发病率

和死亡率将居于癌症中的第2位【8]。贫穷地区的生活

条件所致，胃癌的发病率较高，且因诊出较晚，错

过了手术治疗的机会。对于中晚期胃癌患者，只能

选择化疗药物。目前临床使用的细胞毒类药物毒副

作用较大，5年生存率较低，而小分子靶向药的受益

人群仅占胃癌患者的20％[9]’所以寻找新的抗胃癌

药物十分紧迫。

研究表明，番茄红素具有多靶点的抗癌效果，

摄人番茄红素能够降低患胃癌的风险【1，10】。Zhang

等[11】研究发现，麦冬皂苷诱导SGC一790 1细胞凋亡与

下调MMP及升高细胞内的ROS相关。诱导ROS升高

和MMP下降逐渐成为抗癌机制研究的热点。谷氨酰

胺代谢通路是癌细胞高度依赖的一条物质及能量获

取的通路，IDHl和IDH2是此通路中的关键酶，下调

IDHl和IDH2的表达能够下调肿瘤细胞对谷氨酰胺代

谢通路的依赖性[12】，是阻断细胞获取物质和能量的

一条重要通路。本实验表明，番茄红素的剂量较低

时能够通过升高细胞内ROS水平而诱导细胞凋亡；

高浓度的番茄红素能够降低MMP，从而影响线粒体

的功能，使肿瘤细胞合成ATP受阻，阻断癌细胞的

能量供应而抑制癌细胞的生长与增殖。此外，较高

浓度的番茄红素还可通过下调IDHl蛋白质的表达而

发挥作用，这与其阻断癌细胞的ATP供应协同发挥

抗胃癌效应。

中药是我国的瑰宝，研究中药材有效成分是获

取新的抗癌活性化合物的重要手段。已有研究表明

黄芩苷对人结肠癌有增殖抑制和凋亡诱导作用【131；

高良姜挥发油有抑制白血病细胞株HL．60增殖和诱

导其凋亡的作用【14]。所以研究番茄红素的抗癌活性

也是研发抗癌新药的一种有效手段。

本研究结果表明，番茄红素对胃癌细胞具有增

殖抑制及凋亡诱导的作用，MMP下降可能是其诱导

细胞凋亡的一个前期事件。活性氧结果显示，番茄

红素能够升高细胞内的ROS，而ROS可能是诱导癌

细胞发生凋亡的一个重要因素。低剂量的番茄红素

能够上调细胞内IDHl的表达，而高剂量时则能够下

调IDHl表达。同时高剂量的番茄红素显示出较好的

体外药效，低剂量上调IDHl可能是癌细胞为了对抗

番茄红素的作用而产生的反馈调节。

本实验结果提示，番茄红素可能是通过两个方

面升高细胞内ROS水平从而导致细胞凋亡及死亡

的。其一方面直接升高细胞内ROS；另一方面阻断

IDHl调节细胞内氧化还原平衡的通路，使细胞内的

高ROS水平不能得到缓和。这两种途径可协同升高

细胞内ROS，从而诱导癌细胞凋亡。本研究可能为

抗胃癌药物的研究提供了新的作用靶标，但还需要

大样本分析检测胃癌组织中IDHl的特异性和阳性检

出率的高低，以阐明IDHl是否可以作为胃癌的检测

标物，而检测IDHl的表达量也为临床利用番茄红素

治疗胃癌提供了依据。
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