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熊果酸对胃癌细胞株MGC-803凋亡和自噬的调控及其作用机制

陈伟妍，刘春英（辽宁中医药大学 研究生院，辽宁 沈阳 110847）

[摘 要] 目的:观察熊果酸(UA)对胃癌细胞株MGC-803自噬和凋亡的调控作用，并探讨UA基于PI3K/AKT/mTOR信号通路

诱发MGC-803细胞自噬的机制。方法:体外培养人胃癌细胞株MGC-803，分为空白对照组、UA干预组和UA+3-MA组。采用流

式细胞术检测各组细胞凋亡水平，双荧光mRFP-eGFP-LC3质粒转染细胞法检测各组细胞自噬发生情况，qPCR实验检测各组细

胞LC3B、BAX、Bcl-2 mRNA的表达水平,WB实验检测各组细胞Ⅰ型PI3K、p-AKT、p-mTOR、ULK1、LC3B、BAX、Bcl-2蛋白的表

达水平。结果: 与空白对照组相比，UA干预组细胞凋亡率显著增加（P<0.05）；与UA干预组相比，UA+3-MA组细胞凋亡率显著

降低（P<0.05）。双荧光mRFP-eGFP-LC3质粒转染法显示，与空白对照组相比，UA 干预组绿色和红色荧光亮点数均显著增

加（P<0.05）；与UA干预组相比，UA+3-MA组绿色和红色荧光亮点数均显著减少（P<0.05）。qPCR和WB实验结果显示，与空白

对照组相比，UA干预组BAX和LC3B mRNA和蛋白以及ULK1蛋白表达水平均显著上调，Bcl-2基因和蛋白表达水平以及Ⅰ型

PI3K、p-AKT、p-mTOR蛋白表达水平均显著下调（均P<0.05）；与UA干预组相比，UA+3-MA组BAX、LC3B mRNA和蛋白表达水

平显著下调，Bcl-2基因和蛋白表达水平显著上调（均 P<0.05），Ⅰ型 PI3K、p-AKT、p-mTOR 和 ULK1蛋白表达水平无显著差

异（P>0.05）。结论: UA诱导的自噬可以促进胃癌细胞MGC-803的凋亡，其机制可能与UA参与调控PI3K/AKT/mTOR信号通路

相关蛋白表达有关。
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Ursolic acid regulates apoptosis and autophagy of gastric cancer cell line MGC-
803 and its mechanism

CHEN Weiyan, LIU Chunying (Graduate School of Liaoning University of Traditional Chinese Medicine, Shenyang 110847, Liaoning,

China)

[Abstract] Objective: To observe the effect of ursolic acid (UA) on autophagy and apoptosis of gastric cancer cell line MGC-803, and

to explore the mechanism of UA-induced autophagy of MGC-803 cells based on PI3K/AKT/mTOR signaling pathway. Methods: Hu-

man gastric cancer cell line MGC-803 was cultured in vitro and divided into blank control group, UA intervention group and UA+3-MA

group. The cell apoptosis in each group was detected by flow cytometry. Cell autophagy was detected by double fluorescence mRFP-

eGFP-LC3 plasmid transfection method. The mRNA expression levels of LC3B, BAX and Bcl-2 were detected by qPCR. The protein

expression levels of PI3K type I, p-AKT, p-mTOR, ULK1, LC3B, BAX and Bcl-2 were detected by WB. Results: Flow cytometry

showed that the cell apoptotic rate of UA intervention group was significantly higher than that of blank control group (P<0.05). Com-

pared with UA intervention group, the apoptotic rate in UA + 3-MA group was significantly reduced (P<0.05). The double fluorescence

mRFP-eGFP-LC3 plasmid transfection method showed that the green and red fluorescent bright spots in UA intervention group in-

creased significantly compared with the blank control group (P<0.05), and the green and red fluorescent bright spots in UA+3-MA

group were significantly reduced compared with UA intervention group (P<0.05). Real-time quantitative PCR and WB method showed

that compared with the blank control group, the mRNA and protein expressions of BAX and LC3B, and ULK1 protein were significant-

ly increased in UA intervention group, while the mRNA and protein expressions of Bcl-2, and the protein expressions of PI3K, p-AKT

and p-mTOR were significantly decreased in UA intervention group (all P<0.05); Compared with UA intervention group, mRNA and

protein expressions of BAX and LC3B were significantly down-regulated and the mRNA and protein expressions of Bcl-2 were signifi-

cantly up-regulated in UA+3-MA group (all P<0.05), while protein levels of PI3K, p-AKT, p-mTOR and ULK1 were not significantly
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changed in UA+3-MA group (P>0.05). Conclusion: UA can promote apoptosis of MGC-803 cells via inducing autophagy, which may

be related to UA's involvement in regulating the expressions of PI3K/AKT/mTOR signaling pathway-related proteins.

[Key words] ursolic acid; human gastric cancer cell line MGC-803; apoptosis; autophagy; PI3K/AKT/mTOR signaling pathway
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胃癌是起源于胃黏膜上皮的恶性肿瘤，在中国

各种恶性肿瘤中发病率居首位。胃癌发病有明显的

地域性差别，在中国的西北与东部沿海地区胃癌发

病率明显高于南方地区[1-2]。自噬和凋亡是细胞两种

不同的程序性死亡途径，在肿瘤的发生发展过程中

均起着非常重要的作用。PENNARUN等[3]研究发

现，生物体内的恶性细胞等有害细胞主要通过凋亡

以一种无害的方式被清除。而自噬对于肿瘤细胞而

言则是一把双刃剑，不但可以促进肿瘤细胞死亡，还

可维持肿瘤细胞生长[4-5]。熊果酸(ursolic acid，UA)

为一种五环三萜类化合物，广泛存在于蔬菜水果及

栀子、女贞子和白花蛇舌草等中草药中。本课题组

前期研究[6]发现，UA可以通过促进MGC-803细胞凋

亡而抑制胃癌细胞生长，且在该过程中细胞自噬也

被激活。有研究[7]表明，磷脂酰肌 3-激酶 (PI3K)/蛋

白激酶B(AKT)/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)

自噬相关信号通路在包括胃癌在内的肿瘤细胞中异

常活跃。故本研究通过观察UA诱导的细胞自噬与

凋亡之间的关系，探讨UA诱导自噬发生的可能作用

机制，为临床治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂和仪器

人胃癌细胞株MGC-803购自中国科学院上海细

胞生物学研究所。UA（中国药品生物制品检定所，北

京），RPMI 1640培养基（Gibco BRL公司，美国），胎

牛血清、双抗（青霉素 100 U/ml,链霉素 0.1 mg/ml）、

0.25%胰蛋白酶（Hyclone公司，美国），自噬抑制剂3-

MA（Sigma公司，德国），Annexin V-FITC细胞凋亡检

测试剂盒( 凯基生物公司，江苏)；mRFP-GFP-LC3质

粒 ( 兴拓生物医药科技有限公司 ，上海)，Lipo-

fectamine 3000 转染试剂盒（Life Technologies 公司，

上 海），RNAiso Plus、PrimeScript TMRT reagent Kit

with gDNA Eraser 、SYBR® Premix Ex TaqTMⅡ试剂盒

（TaKaRa公司，大连）；蛋白质裂解液、ECL化学发光

试剂、一抗稀释液（碧云天公司，中国），蛋白测定试

剂盒（鼎国公司，中国），兔抗人Ⅰ型 PI3K多克隆抗

体、兔抗人 p-AKT多克隆抗体、兔抗人 p-mTOR多克

隆抗体、兔抗人ULK1多克隆抗体、兔抗人 LC3A/B

多克隆抗体、兔抗人BAX多克隆抗体、兔抗人Bcl-2

多克隆抗体、二抗羊抗兔HRP-IgG（Cell Signal公司，

美国），兔抗人Beclin1多克隆抗体、兔抗人 β-actin多

克隆抗体（Cell Signal 公司，美国）。HERACell 150i

细胞培养箱（Thermo公司，德国），LEICA DM IL倒置

荧光显微镜（徕卡公司，德国），流式细胞仪（BD 公

司，美国）、Veriti型梯度 PCR仪、7500型实时荧光定

量PCR仪（生命技术公司，美国），SHZ-88型水浴恒

温振荡器（其林贝尔公司，中国），Mini-Protean tetra型

垂直板电泳装置、Trans-Blot SD 型半干转转膜仪

（Bio-Rad公司，美国），F3型全自动荧光与可见光凝

胶成像分析系统（Syngene公司，英国）。

1.2 细胞培养

使用含 10% 胎牛血清和 1% 双抗的 RPMI 1640

培养液，在 37 ℃、5% CO2条件下培养 MGC-803 细

胞。2～3 d 后当细胞长至 80%～90% 汇合度时，用

0.25%胰蛋白酶消化成单个细胞并传代。3次传代后

取对数生长期细胞进入后续实验。

1.3 流式细胞术法检测各组细胞凋亡水平

MGC-803细胞以6×103个/ml接种于25 cm2培养

瓶，分为空白对照、UA干预和UA+3-MA组。待细胞

贴壁后UA干预组加入含浓度为40 μmol/L的UA培养

液；UA+3-MA组采用文献[8]的方法加入含2.5 mmol/L

3-MA培养液预处理细胞 1 h，用含 2.5 mmol/L 3-MA

和 40 μmol/L的UA培养液继续培养。3组细胞生长

48 h后，采用Annexin V-FITC/PI细胞凋亡试剂盒检

测各组细胞凋亡水平。使用 0.25%胰蛋白酶消化细

胞，显微镜下观察。待细胞分离后使用培养液终止

消化，收集最初培养液中细胞和消化后的细胞，制备

单细胞悬液，PBS洗 2遍，1 500×g离心 3 min，Buffer

重悬细胞，严格按照说明书步骤操作后进行上机检

测。Q1-LL区域代表活细胞，Q1-LR区域代表早期凋

亡细胞，Q1-UR区域代表晚期凋亡细胞，Q1-UL区域

代表坏死细胞。

1.4 双荧光mRFP-eGFP-LC3质粒转染细胞法检测

各组细胞自噬水平

mRFP-eGFP-LC3质粒转染MGC-803细胞 24 h，

后续各组细胞处理方法同 1.3，200倍荧光显微镜观

察细胞内红色和绿 LC3亮点变化，并拍照。

1.5 qPCR 法检测各组细胞 LC3B 、BAX 和 Bcl-2

mRNA的表达

MGC-803细胞分组及处理方法同1.3。待3组细

胞分别培养 48 h后，倒掉培养液，每瓶细胞加入 0.5

ml RNAiso Plus，严格按照说明书提取各组细胞

mRNA。紫外分光光度计测定260 nm及280 nm下的
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光密度（D）值，计算各组细胞纯度合格的mRNA的浓

度。引物由大连 TaKaRa 生物技术公司合成 ,选用

GAPDH 作为内参照。 GAPDH 上游引物为 5' -

CTTTTGCGTCGCCAGGTGAA - 3'，下游引物为 5' -

GACCAAATCCGTTGACTCCGA-3'；LC3B上游引物

为 5'-AAGGCTTTCAGAGAGACCCTG-3'，下游引物

为 5'-CCGTTTACCCTGCGTTTGTG-3'；BAX上游引

物为 5'-TCATGGGCTGGACATTGGAC-3'，下游引物

为 5'-GAGACAGGGACATCAGTCGC-3'；Bcl-2 上游

引物为 5'-ATCTGGGCCACAAGTGAAGT-3'，下游引

物为 5'-GCTGATTCGACGTTTTGCCT-3'。严格按照

试剂盒说明书采用Real-time PCR法对上述mRNA

进行逆转录和扩增。用ΔΔCT法对上述扩增结果进

行相对定量分析。

1.6 WB 实验检测各组细胞 Ⅰ型 PI3K、p-AKT、p-

mTOR、ULK1蛋白的表达

MGC-803细胞分组及处理方法同1.3。待3组细

胞分别培养48 h后，倒掉培养液，加入适量蛋白裂解

液提取各组细胞总蛋白，并用BCA蛋白浓度测定试

剂盒对各组细胞进行蛋白定量。以 40 μg蛋白/泳道

上样，经 SDS-PAGE（110 V，约 30 min；70 V，约 80

min）后，湿转（100 V，70 min）至NC膜，含 5%脱脂奶

粉的TBST封闭液室温封闭 30 min后，加入 1∶800兔

抗人 Ⅰ型 PI3K、p - AKT、p -mTOR、ULK1、LC3A / B、

BAX、Bcl-2一抗，4 ℃封闭过夜，TBST洗涤 3次，每

次 10 min。加入HRP标记的羊抗兔二抗（1:5 000），

室温孵育 1 h，TBST洗涤 4次，每次 10 min。按试剂

盒说明书配置适量发光液4 ℃避光保存，待洗膜结束

后，将膜放在曝光板上，膜上滴适量的发光液，应用

F3型全自动荧光与可见光凝胶成像分析系统曝光分

析图片。

1.7 统计学处理

采用SPSS19.0统计学软件和GraphPad PHsm6.0

作图软件，计量数据采用 x̄±s表示，两组间的比较用 t

检验，多组间比较采用单因素方差分析，以P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 UA干预能够促进MGC-803细胞凋亡

流式细胞术法检测结果（图1）显示，与空白对照

组比较，UA干预组细胞凋亡率显著增加（P<0.05），

其中早期凋亡细胞占 12.52%，晚期凋亡细胞占

6.89%；与UA干预组相比，UA+3-MA组细胞凋亡率

显著降低（P<0.05），其中早期凋亡细胞占 3.45%，晚

期凋亡细胞占 4.96%。上述结果表明，UA干预能够

促进MGC-803细胞凋亡。

图1 UA干预对MGC-803细胞凋亡的影响

Fig.1 Effect of UA intervention on apoptosis of MGC-803 cells

2.2 UA干预能提高MGC-803细胞自噬能力

mRFP-eGFP-LC3 质粒转染细胞法检测结果（图

2）显示，与空白对照组相比，UA干预组绿色和红色

荧光亮点数均显著增加（P<0.05）；与 UA 干预组相

比，UA+3-MA组绿色和红色荧光亮点数均显著减少

（P<0.01）。结果表明，UA干预能提高MGC-803细胞

自噬能力。

2.3 UA 干预可调节 MGC-803 细胞 LC3B、BAX、

Bcl-2 mRNA的表达

qPCR法检测结果（图 3）显示，与空白对照组比

较，UA干预组BAX和LC3B mRNA表达水平显著上

调，Bcl-2 mRNA表达水平均显著下调（均P<0.05）；

与 UA 干预组相比，UA + 3 - MA 组 BAX 和 LC3B

mRNA表达水平显著下调，Bcl-2 mRNA表达水平显

著上调（均P<0.05）。上述结果表明，UA干预可调节

MGC-803细胞LC3B、BAX、Bcl-2 mRNA的表达。
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*P<0.05 vs Blank group, ΔP<0.01 vs UA group

图2 UA干预对MGC-803细胞自噬体和自噬溶酶体的影响（（×100））

Fig. 2 Effects of UA intervention on autophagy and autophagic lysosome of MGC-803 cells（（×100））

*P<0.05 vs Blank group，ΔP<0.05 vs UA group

图3 UA干预对MGC-803细胞LC3B 、、BAX、、Bcl-2 mRNA表达的影响

Fig. 3 Effects of UA intervention on the mRNA expressions of LC3B, BAX and Bcl-2 in MGC-803 cells

2.4 UA 干预可调节 MGC-803 细胞Ⅰ型 PI3K、p-

AKT、p-mTOR、ULK1等蛋白的表达

WB实验检测结果（图 4）显示，与空白对照组相

比，UA干预组BAX、LC3B和ULK1蛋白表达水平均

显著上调，Ⅰ型PI3K、p-AKT、p-mTOR、Bcl-2蛋白表达

水平均显著下调（均 P<0.05）；与 UA 干预组相比，

UA+3-MA组BAX和LC3B蛋白表达水平显著下调，

Bcl - 2 蛋白表达水平显著上调（均 P<0.05），Ⅰ型

PI3K、p-AKT、p-mTOR、ULK1蛋白表达水平无显著

差异（P>0.05）。上述结果表明，UA 干预可调节

MGC-803细胞Ⅰ型PI3K、p-AKT、p-mTOR、ULK1等

蛋白的表达。

3 讨 论

胃癌是起源于胃黏膜上皮的恶性肿瘤，是中国

各种恶性肿瘤中发病率较高的疾病。临床早期无明

显症状，或仅有嗳气、上腹部不适等非特异性症状，

因症状不典型，易与胃炎、胃溃疡等慢性胃部疾病相

混淆而不被人们重视。因此一旦确诊，大部分患者

已经处于进展期，也正因为如此，其 5年生存率仅为

27.4%[9-10]。UA又名乌索酸，属五环三萜类化合物,广

泛存在于蔬菜水果以及中草药中，近年来，UA的抗

肿瘤作用得到了国内外学者的广泛关注。刘忠庆

等[11]对其抗肿瘤作用机制进行归纳和总结，结果发现

UA 可以通过诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤细胞增

殖、抗血管生成、抗侵袭和影响肿瘤细胞信号转导通

路等途径参与肿瘤细胞的发生发展。本课题组[6]前

期研究发现，UA可以通过促进MGC-803细胞凋亡而

对胃癌细胞生长产生显著抑制作用，且在该过程中

细胞自噬也被激活。本研究在前期研究的基础上，

进一步明确UA诱导自噬的可能作用机制及UA诱导

的凋亡与自噬之间的关系。

自噬是机体一种程序性细胞死亡，产生于饥饿、

氧化、压力等应激状态下，作为真核细胞内广泛存在

的降解和再循环系统，在维持细胞内环境稳定中起

着非常重要的作用[12]。研究[13]发现，自噬过程影响肿

瘤、神经退行性疾病、心脑血管疾病、多囊卵巢综合

征等多种疾病的发生发展。本次实验首先采用

mRFP-eGFP-LC3 质粒转染MGC-803细胞，LC3携带

mRFP的红色荧光和 eGFP的绿色荧光可大量聚集在
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自噬前体和自噬体膜上，图中黄色亮点是红绿荧光

在荧光显微镜中的合成图像；由于绿色荧光在酸性

条件下即自噬体与溶酶体融合形成自噬溶酶时发生

淬灭，而红色荧光耐受降解，可全程标记和追踪LC3，

使自噬溶酶体呈红色亮点，而绿色荧光可以指示自

噬体和溶酶体的融合。故当自噬被诱导时，黄色亮

点（主要是自噬体）和红色亮点（自噬溶酶体）都增

加。本研究与空白对照组相比，UA干预组细胞内黄

色和红色荧光亮点数均显著增加，表明UA可以诱导

胃癌细胞MGC-803发生自噬。

*P<0.05 vs Blank group，ΔP<0.05 vs UA group

图4 UA干预对MGC-803细胞ⅠⅠ型PI3K、、p-AKT、、p-mTOR、、ULK1等蛋白表达的影响

Fig. 4 Effects of UA intervention on the protein expressions of Ⅰ- PI3K, p-AKT, p-mTOR and ULK1 in MGC-803 cells

但自噬相关信号转导通路错综复杂，目前关注

较多的有mTOR、PI3K/AKT、ROS、NF-κB 等几条重

要的相关信号通路[14]。明确药物诱导的自噬与哪条

相关信号转导通路有关，有助于医疗工作者选择适

当的干预靶点从而更好的治疗疾病。有研究[6]表明，

PI3K/AKT/mTOR自噬相关信号通路在包括胃癌在

内的肿瘤细胞中异常活跃。PI3K依其结构可分为Ⅰ

型、Ⅱ型和Ⅲ型。有研究[15-16]发现，抑制Ⅰ型 PI3K，

其下游的 AKT 和 mTOR 的活性被抑制。mTOR 活

性被抑制后, 此时其下游靶基因ULK1活性被激活,

ULK1的激活会诱导自噬相关基因Atg复合体的形

成, 促进自噬标志性蛋白LC3Ⅰ像LC3Ⅱ转化，LC3Ⅱ

在自噬相关蛋白Atg3和Atg7的作用下转移至细胞

膜从而形成自噬小体[17-19]。本研究采用WB实验对

该通路上的蛋白进行检测发现，与空白对照组相比，

UA干预组Ⅰ型PI3K、p-AKT、p-mTOR蛋白水平表

达显著降低，自噬相关蛋白ULK1、LC3B的表达水

平显著增高；同时本研究也采用qPCR实验在基因水

平上对其进行验证，发现自噬标志性蛋白 LC3B

mRNA水平与空白对照比亦显著增高，说明UA诱导

的胃癌细胞 MGC - 803 自噬可能与其抑制 PI3K /

AKT/mTOR自噬相关通路上的蛋白表达水平有关。

凋亡是肿瘤细胞死亡的主要原因，从而抑制肿

瘤细胞的发生和发展。本实验首先采用流式细胞术

检测各组细胞的凋亡水平，结果显示，与空白对照组

比较，UA干预组的早期和晚期凋亡率均显著增加。

qPCR和WB实验对促凋亡因子BAX和抗凋亡因子

Bcl-2在蛋白和基因水平上检测发现，与空白对照组

相比，UA干预组促凋亡因子BAX的基因和蛋白水

平均显著增高，而抗凋亡因子Bcl-2的基因和蛋白水

平均显著降低。上述研究结果表明，UA可以通过促

进胃癌细胞MGC-803凋亡从而起到很好的抗癌作

用。而自噬在肿瘤发生发展过程中起到的作用确是

相互矛盾的，一方面自噬可以促进肿瘤细胞进入休

眠状态，当机体的内环境改变适合其生长时，休眠状

态就会被解除而重新生长[20]；另一方面自噬也可以

通过消除有毒的蛋白质和受损的线粒体从而抑制肿

瘤细胞的生长[21]。正因为自噬对肿瘤细胞的作用是

双重的，本研究想确定UA诱导的自噬对胃癌细胞是

保护作用还是杀伤作用。故采用自噬抑制剂 3-MA

进行干预，mRFP-eGFP-LC3质粒转染法、qPCR以及

WB实验结果显示，与 UA 干预组相比，UA+3-MA
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组细胞黄和红色 LC3B 荧光亮点以及 LC3B 的

mRNA和蛋白水平均显著降低，但流式细胞术、

qPCR 以及 WB 实验结果显示，与 UA 干预组相比，

UA+3-MA组细胞的凋亡率显著下降，促凋亡因子

BAX 的 mRNA 和蛋白水平显著降低，抗凋亡因子

Bcl-2的mRNA和蛋白水平显著升高。说明在UA诱

导胃癌细胞MGC-803发生的凋亡和自噬是协同作

用，UA诱导的自噬可以促进胃癌细胞MGC-803发

生凋亡，从而起到抑制胃癌细胞生长的作用。
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