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Abstract
AIM: To study the inhibitory effect of anti-
angiogenesis agent NM-3-containing serum on 
human gastric cancer SGC-7901 cell line.

METHODS: Human gastric cancer SGC-7901 cell 
line was cultured with high, medium and low 
doses of NM-3-containing serum, and two con-
trol groups were cultured with medium alone 
and medium with serum. Cell cycle distribution 
and apoptosis rate were determined by flow cy-
tometry. After 72 hours incubation, mRNA for 
vascular endothelial growth factor (VEGF) and 
its receptors, including KDR and Flt-1, was de-
tected by reverse-transcriptase polymerase chain 
reaction (RT-PCR).

RESULTS: The apoptosis rate in the high- 
(25.20% ± 0.86%, 43.62% ± 3.53%, 54.35% ± 5.42%) 

and medium-dose (16.80% ± 0.40%, 26.95% ± 
3.25%, 39.85% ± 4.10%) groups was significantly 
increased compared with that in the two control 
groups were cultured with meduim alone (5.34% 
± 0.28%, 6.91% ± 1.06%; 6.87% ± 1.24%) and me-
duim with serum (5.66% ± 0.72%, 8.90% ± 0.86%, 
8.06% ± 0.78%) after 6, 24 and 72 hours culture. 
The apoptosis rate was increased with prolon-
gation of incubation time and NM-3 dose. The 
apoptosis rate in the high-dose group was higher 
than in the medium and low dose groups (P < 
0.05). After 72 hours in the high-dose group, the 
proportion of cells in G0/G1 phase was higher, 
and the number in S, G2/M phase was lower 
than that in the medium- and low-dose groups. 
There were significant differences between the 
proportion of cells in G0/G1, S and G2/M phase in 
the high- and medium-dose groups and the two 
control groups (P < 0.01). mRNA of VEGF and its 
receptors KDR and Flt-1 decreased in SGC-7901 
cells in the high-, medium- and low-dose NM-3 
groups after 72 hours. Compared with the two 
control groups, the high-dose group significantly 
inhibited mRNA transcription for VEGF and its 
receptors KDR and Flt-1 (P < 0.01), and the me-
dium- and low-dose groups obviously inhibited 
mRNA transcription (P < 0.05). 

CONCLUSION: NM-3-containing serum can 
inhibit vascular formation in gastric carcinoma, 
and can induce apoptosis of human gastric car-
cinoma cells. 
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摘要
目的: 探讨NM-3含药血清对胃癌SGC-7901细
胞的抑制作用. 

®

■背景资料
NM-3这种特异性
肿瘤血管抑制剂
对胃癌的抑制作
用, 是通过抑制肿
瘤血管还是通过
调节胃癌细胞的
凋亡相关基因, 仍
然有争议. 
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方法: 将S G C-7901胃癌细胞分成空白对照
组、血清对照组、NM-3含药血清低、中、
高剂量实验组共5组. 在不同时间段以流式细
胞仪检测细胞的凋亡率, 分析细胞周期分布; 
应用逆转录聚合酶链式反应(RT-PCR)法检测
各组胃癌细胞中VEGF及其受体KDR, Flt-1 
mRNA的表达. 

结果: NM-3含药血清3组随着时间的延长凋
亡率增高, 呈时间剂量依赖性, 其高、中剂量
组在6 h(16.80%±0.40%, 25.20%±0.86%)、
24 h(26.95%±3.25%, 43.62%±3.53%)、72 
h(39.85%±4.10%, 54.35%±5.42%)内的细胞早
期凋亡率与空白, 血清两个对照组相比有显著
性差异(5.34%±0.28%, 5.66%±0.72%; 6.91%
±1.06%, 8.90%±0.86%; 6.87%±1.24%, 8.06%
±0.78%; P<0.01). 随着NM-3药物剂量的增加, 
G0/G1期细胞增多, 而S期及G2/M期细胞则相应
减少. 细胞培养72 h后, NM-3含药血清高, 中, 
低剂量组与两对照组比较可显著抑制VEGF
及其受体KDR, Flt-1 mRNA的表达(P<0.05). 在
72 h后细胞凋亡率, 细胞周期以及胃癌细胞中
VEGF及其受体KDR, Flt-1 mRNA的表达上, 高
剂量组与中低剂量组均有明显差异(P<0.05).

结论: NM-3含药血清可抑制胃癌组织的血管
生长, 并可诱导胃癌细胞凋亡.

关键词: 胃癌; 癌细胞株; NM-3; 血管内皮生长因
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0  引言

肿瘤的生长和转移与肿瘤内血管的形成有极为

密切的关系, 肿瘤内血管不仅为肿瘤的生长提

供了必需的营养成分, 还可为肿瘤细胞进入循

环系统导致远处转移提供通道[1-4]. NM-3是一种

新型的香豆素合成衍生物, 其全称2-[(8-羟基-6
甲氧基-1-氧-1-氢-2-苯并吡喃-3-烃基)]丙酸, 可
显著加强放化疗对肿瘤新生血管的抑制作用, 
选择性的抑制肿瘤血管内皮细胞的分化增殖, 
延迟肿瘤生长[5-6]. 本实验室曾研究发现在人胃

癌裸鼠模型中, NM-3对裸鼠内人胃癌具有明显

的抗肿瘤疗效, 但是NM-3对胃癌的抑制作用是

通过抑制肿瘤血管还是通过调节胃癌细胞的凋

亡相关基因仍然存在争论[7]. 本试验通过NM-3
含药血清对体外人胃癌细胞SGC-7901的作用, 

进一步探讨NM-3抑制肿瘤细胞的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基、小牛血清、胰蛋

白酶(Gibico公司); MTT、DMSO(Sigma公司); 
ANNEXIN V试剂盒(Beckman Coulter公司); 
NM-3由纽约州立大学美国国家肿瘤研究中心

Robert教授提供, 2.5 g/瓶的粉剂, 生理盐水溶解. 
人胃腺癌细胞系SGC-7901(中科院上海细胞生

物研究所). 仪器设备: 流式细胞仪: COULTER 
EPICS XL(Becton Coulter公司产品), 汞激光激发

波长为488 nm, 运用CellQuest软件收集分析数据; 
恒温CO2培养箱(Sheldon公司); 倒置显微镜(重庆

光学仪器厂), 离心机(Eppendorf公司).  Fisher344
近交系♂大鼠40只, 中科院上海实验动物中心提

供, 清洁级, SYXK010号, 体质量120-140 g. 
1.2 方法 
1.2.1 NM-3含药血清的制备 近交系大鼠40只, 
随机分为4组 .  给药组分别按N M-3低剂量10 
mg/kg、中剂量20 mg/kg、高剂量30 mg/kg ip, 
对照组给予相同体积的生理盐水, 每日1次, 连
用1 wk, 末次用药后1 h, 在无菌条件下, 自腹主

动脉采血8 mL/只, 1700 r/min离心制备含药血

清; 将所采各组动物血清分别混合, -70℃冷藏

备用, 临用前需56℃灭活备用.
1.2.2 人胃癌细胞培养 复苏SGC-7901细胞株, 
用含100 mL/L FBS的RBMI 1640培养液, 置于

37℃, 50 mL/L CO2培养箱中培养48-72 h, 每24 h
换培养液1次. 待培养瓶底铺满胃癌细胞后, 弃
去培养液, 用2.5 g/L胰酶消化胃癌细胞, 含100 
mL/L FBS的RBMI 1640培养液3 min配成浓度

为2×109/L接种于3 cm×6 cm的培养瓶中. 设空

白对照组、血清对照组、NM-3含药血清低剂

量、中剂量、高剂量实验组共5组. 空白对照组

给予常规培养液; 血清对照组给予常规培养液

的同时加用正常生理盐水腹腔注射后所制备的

大鼠血清; 低剂量组给予常规培养液的同时加

用低剂量10 mg/kg NM-3 ip大鼠组的含药血清; 
中剂量组给予常规培养液的同时加用中剂量20 
mg/kg NM-3 ip大鼠组的含药血清; 高剂量组给

予常规培养液的同时加用高剂量30 mg/kg NM-3 
ip大鼠组的含药血清. 所加血清均为细胞培养液

总体积的10%. 药物作用24 h后的细胞予以换液, 
以恒定药物浓度. 共同培养2代后, 以倒置显微

镜观察各组胃癌细胞株的细胞学形态变化及倍

增指数, 用流式细胞仪检测细胞生长周期变化. 

■研发前沿
V E G F是目前所
知道最强的直接
作用于血管内皮
细胞的促血管形
成因子 ,  胃癌中
VEGF过表达与淋
巴结转移和预后
显著相关, 生物靶
向治疗时代的到
来, 使目前寻找诸
如NM-3靶向作用
强的抗血管生成
药物成为新的热
点和研究方向.
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由于Annexin V能特异地与细胞膜上凋亡

早期的标志物磷脂酰丝氨酸(Phosphatidylserine, 
PS)结合, 因此其与异硫氰酸荧光素(Fluorescein 
Isothiocyanate, FITC)连结后能使凋亡细胞的

膜特异地染上绿色. 在细胞凋亡晚期或死亡时, 
其膜的完整性开始受到破坏, 此时, 碘化丙啶

(Propidium Iodide, PI)就可进入细胞与染色体

结合, 使核呈红色. 胃癌SGC-7901细胞在培养

过程中也发生少量的细胞凋亡现象, 但以正常

细胞为主, 此类细胞Annexin V-FITC及PI均无

染色. 将NM-3含药血清作用6, 24, 72 h的胃癌

SGC-7901细胞用流式细胞仪检测细胞凋亡, 每
个样品记数3×106个细胞.
1.2.3 胃癌细胞凋亡检测 将5组作用好的胃癌

SGC-7901细胞用4℃ PBS液洗涤2次, 用2.5 g/L 
的胰酶在37℃下充分消化至细胞成流沙状, 加
4℃ PBS液终止消化, 离心5 min, 去除上清, 加入

Buffer 100 mL, 悬浮沉淀细胞. 流式细胞仪检测, 
用Buffer液调整细胞浓度, 控制细胞流量为500 
个/s. 加入ANNEXIN V 3.5 μg, 置冰上孵育10 
min, 再加入PI 4 μL, 置冰上5 min染色. 用流式细

胞仪测定细胞周期及凋亡细胞率. 
1.2.4 VEGF及其受体KDR, Flt-1的mRNA表达
影响 胃癌细胞内总RNA的提取用TRIzol试剂

盒(Gibico公司)一步提取法, 按说明书进行操作. 
提取后的RNA经紫外线分光光度计和琼脂糖电

泳进行完整性、纯度及浓度测定, 溶于DEPC水
中, -70℃冰箱保存备用. 引物设计合成参照人

VEGF, KDR, Flt-1的序列设计引物, 由上海生工

生物工程有限公司设计合成(表1). RT-PCR: 取
2 μg RNA溶于DEPC处理的水中, 加入Oligo dT 
0.5 μL后, 70℃ 5 min, 取出迅速置冰上1 min, 加
入2×108 U/L M-MLV逆转录酶1 μL, 4×107 U/L 
Rnasin 0.5 μL, 5×RT Buffer 5 μL, 10 mmol/L 
dNTPs 1.5 μL, 42℃ 60 min, 合成cDNA第一链, 
65℃ 5 min灭活逆转录酶. 取cDNA 5 μL, 10×
PCR Buffer 12.5 μL, 2 mmol/L, dNTPs 3 μL, 正
链和负链引物终浓度均为0.8 μmol/L, 5 IU/L LA 

Taq酶0.5 μL, 补加水至25 μL. VEGF反应条件为: 
94℃ 1 min, 55℃ 1 min, 72℃ 2 min, 30个循环, 
72℃延伸7 min; KDR, Flt-1反应条件为: 95℃ 2 
min, 94℃ 1 min, 60℃ 1 min, 72℃ 2 min, 30个循

环, 72℃延伸7 min. PCR产物经20 g/L琼脂糖凝

胶电泳, EB染色后拍照, 用全自动图像处理系统

分析mRNA各条带的OPTDI(面积与平均光密度

之乘积)与β-actin的OPTDI的比值(A )作为其相

对的表达量.
统计学处理 采用SPSS10.5统计软件统计分

析. 两组间差别显著性检验进行方差分析及t检
验分析, P <0.05为存在差异性, P <0.01为差异性

显著.

2  结果

2.1 NM-3含药血清对细胞形态学和细胞周期分
布的影响 细胞形态学观察显示, SGC-7901细胞

经低、中、高剂量NM-3含药血清处理后, 细胞

出现逐渐变小变圆, 间隙增宽, 细胞内颗粒增多, 
折光度下降等细胞凋亡的典型特征, 培养72 h后
未见细胞密度明显增加, 大部分细胞仍贴壁生

长, 少部分漂浮于培养液中; 而对照组处理后的

细胞无明显上述改变. 流式细胞仪测定结果显

示: NM-3含药血清高剂量、中剂量组在6、24、
72 h内的凋亡率与两个对照组相差异显著增高

(P <0.01); NM-3含药血清低剂量组与两个对照

组相比细胞凋亡率无明显差异(P >0.05); NM-3
含药血清高剂量组与中低剂量组比较, 细胞凋

亡率有明显差别(P <0.05). 结果示NM-3含药血

清随着时间的延长, 剂量的增加诱导胃癌细胞

凋亡率增高, 呈时间剂量依赖性(表2). 胃癌细胞

株SGC-7901在常规生长状态下大多数处于S期, 
G0/G1期次之, G2/M期最少. 检测结果表明, 用药

组与对照组相比, 处于不同细胞周期的细胞所

占比例有明显的差异, 并且随剂量的增加有所

变化(表3), 与对照组相比较, NM-3高、中剂量

组G0/G1期细胞比例显著增加(P <0.01); 高剂量组

与中低剂量组之间也存在明显差异(P <0.05). 随

表  1  VEGF, KDR, Flt-1引物序列

     
	                     正向引物				    反向引物

VEGF	    5'-AATGCTTTCTCCGCTCTG-3'		  5'-TTGCTGCTCTACCTCCAC-3'

KDR	    5'-ACGCTGACATGTACGGTCTAT-3'		  5'-GCCAAGCTTGTACCATGTGAG-3'

Flt-1	    5'-GTCACAGAAGAGGATGAAGGTGTCTA-3'	 5'-CACAGTCCGGCACGTAGGTGATT-3'

β-actin	    5'-ATCGTGGGGCGCCCCAGGCAC-3'		 5'-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3'

■创新盘点
NM-3含药血清避
免了在体外实验
中药物直接与细
胞作用的各种干
扰因素, 接近药物
在体内环境中产
生药理效应的真
实过程 .  本研究
成功制备了NM-3
含药血清 ,  并诱
导了人胃癌细胞
SGC-7901凋亡.
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着NM-3药物剂量的增加, G0/G1期细胞增多, 而
S期及G2/M期细胞则相应减少. 结果表明NM-高
中剂量有显著诱导SGC-7901细胞凋亡的作用. 
2.2 NM-3含药血清对VEGF及其受体KDR, Flt-1 
mRNA表达的影响 检测结果表明, 胃癌细胞培

养过程中均可见VEGF及其受体KDR、Flt-1的
表达, 在细胞培养72 h后, 与两组对照组相比,  
NM-3含药血清组胃癌细胞中的VEGF、KDR、
Flt-1 mRNA的表达相对减弱. 高剂量组与两对

照组有显著差异(P <0.01), 中低剂量组与两对

照组有明显差异(P <0.05); 并且随着剂量的增

加VEGF及其受体KDR、Flt-1 mRNA的表达逐

渐减少; 高剂量组与中低剂量组也有明显差异

(P <0.05)(表4). 

3  讨论

作为致死率较高的恶性肿瘤, 胃癌的早期患者

仅占就诊患者的10%左右; 而无法行手术切除

的晚期胃癌却占12.9%-32.1%. 因此化疗成为中

晚期胃癌患者的主要治疗手段. 然而大剂量、

全身静脉化疗存在选择性低, 毒副作用大等不

良反应, 寻找一种治疗晚期胃癌的新方案具有

重要的临床意义[1]. 2-(8-羟基-6甲氧基-1-氧-1-
氢-2-苯并吡喃-3-烃基)丙酸(NM-3)是一种合成

的新型异构香豆素衍生物,  是近年研究的一种

肿瘤血管抑制剂. 该药物能调整肿瘤血管生长

促进因子和抑制因子的平衡, 选择性的抑制肿

瘤血管内皮细胞的分化增殖, 从而有效地抑制

肿瘤生长、转移和复发,  是肿瘤防治的又一条

新途径[2-4]. 针对乳腺癌, 肺癌等化疗方案中, 用
NM-3分别联合小剂量5-FU, 紫杉醇和CPA, 发
现能有效抑制实体肿瘤生长, 甚至使肿瘤消失.  
NM-3联合小剂量卡铂腹腔化疗, 发现能明显提

高卡铂对胃癌生长的抑制作用, 同时减少化疗

药物的剂量, 从而降低毒副作用[5-7].  
VEGF是肿瘤细胞系中的一种生长因子, 他

特异性的作用于血管内皮细胞, 促进血管内皮

细胞增殖. VEGF是胃癌发生发展过程中促进血

管增生和形成的最关键的因子之一, 在胃癌细

胞中广泛表达, VEGF的高表达可以促进胃癌发

生浸润, 转移, 其表达与胃癌的发生发展及预后

密切相关, 特别是VEGF-C和VEGF-D的表达更

是胃癌细胞淋巴结转移的重要标志. VEGF有2
种特异性的受体: KDR和Flt-1. VEGF与2种受体

中的任何一个结合, 经酪氨酸激酶受体的信号

系统首先活化内在的酪氨酸激酶, 然后受体胞

质区上的酪氨酸残基通过分泌血管源性因子产

生作用. 最近研究显示胃癌细胞广泛存在KDR
和Flt-1[8-13]. 本实验结果说明, NM-3含药血清能

抑制胃癌组织中VEGF, KDR和Flt-1 mRNA的表

达, 并且对胃癌组织中VEGF, KDR和Flt-1表达

与用药时间和剂量呈正相关.
NM-3抗肿瘤虽然能间接地抑制肿瘤血管生

长和形成, 但迄今为止的实验研究没有显示其

有直接杀癌细胞的作用[14-16]. NM-3对胃癌的作

用是仅仅局限于抑制肿瘤微血管生成还是直接

作用于调节胃癌细胞的凋亡, 在这一观点上仍

然存在争论[5-7].  
由于含药血清的血药浓度真实地反映了当

时机体的血药浓度, 药物进入体内后, 不同药物

剂量其在体内的吸收、分布、代谢、排泄不

同, 血药浓度达峰时间亦不同, 起效时间亦不

同. 在其他条件一致的情况时, 主要与给药剂

量有关, 在一定范围内, 动物给药剂量越多, 其

表  2  各组SGC-7901细胞的凋亡率(mean±SD, %)

     
时间(h)	 重复次数	      空白对照              血清对照	             低剂量	         中剂量	       高剂量

6	       3	    5.34±0.28         5.66±0.72         9.28±0.60         16.80±0.4ab	 25.20±0.86b

24	       3	    6.91±1.06         8.90±0.86       14.80±0.41         26.95±3.25ab	 43.62±3.53b

72	       3	    6.87±1.24         8.06±0.78       26.50±4.03a        39.85±4.10ab	 54.35±5.42b

aP<0.05 vs  高剂量组; bP<0.01 vs  两对照组.

表  3  各组SGC-7901细胞培养72 h后在不同细胞周期所
占比例(mean±SD)

     
分组

	                          各细胞周期细胞比例(%)

	            G0/G1期	       S期	             G2/M

高剂量	       73.2±4.4b         16.7±4.8b	       5.1±0.5b

中剂量	       61.1±4.6ab        27.6±3.5ab      9.6±1.2ab

低剂量	       59.2±4.6a         38.3±2.2	      11.6±0.1

血清对照	       36.2±5.6          46.7±6.9	      18.1±3.7

空白对照	       38.3±7.3          42.5±5.1	      19.2±3.1

aP<0.05 vs  高剂量组; bP<0.01 vs  两对照组.

■应用要点
NM-3能抑制胃癌
血管生成因子受
体的信号传导并
诱导胃癌细胞凋
亡, 在治疗胃癌的
初步实验中显示
良好的应用前景, 
有望成为临床治
疗胃癌的新药物.

■名词解释
NM-3: 是一种新
合成的异构香豆
素小分子衍生物, 
一种血管生成抑
制剂.
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吸收进入血循环的药物就越多, 血药浓度就高, 
因而所取含药血清的体外药理效应就越强. 本
试验应用NM-3含药血清处理体外培养胃癌细

胞SGC-7901, 发现NM-3能够在体外诱导胃癌

SGC-7901细胞凋亡. NM-3和对照组相比较其

凋亡率在统计学上具有显著性差异. 同时检测

NM-3含药血清对细胞周期分布的影响, 结果显

示NM-3在诱导SGC-7901细胞凋亡的同时, 能
够使细胞阻滞于G0/G1期, 进入S期、M期细胞

比例降低, 从而证实NM-3含药血清可能通过诱

导细胞凋亡、影响细胞周期进程来抑制细胞增

殖. 本实验室曾经直接应用不同浓度NM-3对体

外培养胃癌细胞SGC-7901的实验, 发现NM-3没
有明显的诱导细胞凋亡[16]. 与过去诸多直接应

用NM-3细胞培养的实验认为该血管抑制剂仅能

抑制肿瘤生长而没有直接杀伤癌细胞作用的结

论相一致. 本实验应用NM-3腹腔注射后使机体

产生诱导胃癌细胞凋亡的血清, 因此我们认为

NM-3除了对胃癌细胞新生血管内皮细胞特异性

抑制作用外, 还可能通过对机体免疫系统的调

节作用, 从而产生了其直接诱导胃癌细胞凋亡

的效果, 为研究该药物的抗癌功效提出了新的

研究思路.
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表  4  NM-3含药血清培养72 h后对VEGF及其受体KDR, 
Flt-1 mRNA表达的影响(n  = 30, dmm2, mean±SD)

     
分组	           VEGF                    KDR                    Flt-1

高剂量          63.45±2.36b     62.62±1.78b      78.43±2.45b

中剂量	    85.26±2.12ac    76.53±1.87ac     114.34±2.67ac

低剂量	    89.23±2.32ac  104.26±2.24ac     159.86±3.24ac

血清对照	  139.24±3.65    148.46±2.56      236.23±3.54

空白对照	  140.34±2.45    151.52±2.62      257.23±4.65

aP<0.05, bP<0.01 vs  两对照组; cP<0.05 vs  高剂量组.

■同行评价
本文研究了NM-3
含 药 血 清 对 体
外 胃 癌 细 胞 株
S G C - 7 9 0 1生长
和血管内皮生长
因 子 及 其 受 体
KDR、Flt-1表达
的影响, 总体设计
合理 ,  方法得当 , 
结果可靠, 有较好
的实际指导意义.


