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Abstract
AIM: To investigate the synergistic effect of doc-
osahexaenoic acid (DHA) and norcantharidin 
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DHA联合去甲斑蝥素对人胃癌细胞BGC-823增殖及凋亡
的影响

王晨宇, 李 猛, 王天阳, 闫启超, 康建省

®

■背景资料
ω-3系多不饱和脂
肪酸, 可预防和治
疗不同种类的癌
症, 并呈现相同或
不同的作用机制. 
然而二十二碳六
烯酸(DHA)抗癌
机制可能与肿瘤
细胞膜脂质化、
阻断肿瘤血管形
成有关, 但大多数
结果表明DHA具
有较强的抗肿瘤
作用. 

on cell growth and apoptosis in human gastric 
cancer cell line BGC-823 in vitro.  

METHODS: BGC-823 cells were stained with 
NADH enzyme and acridine orange to observe 
their morphology under a microscope before 
and after treatment with DHA and norcanthari-
din. MTT assay and flow cytometry were used 
to measure cell proliferation and apoptosis, re-
spectively. 

RESULTS: Treatment with DHA and norcan-
tharidin significantly reduced BGC-823 cell sur-
vival. After NADH enzyme and acridine orange 
staining, apoptotic cells were visible. Bcl-2 pro-
tein expression was significantly decreased. The 
percentage of cells at G2/M phase and S phase 
was significantly decreased, whereas that of cells 
at G0/G1 phase was increased.

CONCLUSION: Treatment with DHA and nor-
cantharidin synergistically inhibits cell prolifera-
tion and promotes apoptosis in human gastric 
cancer cell line BGC-823.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 研究二十二碳六烯酸(docosahexaenoic 
acid, DHA)联合去甲斑蝥素体外抗胃癌细胞
的作用. 

方法: 以人胃癌细胞BGC-823为模型, 利用
NADH酶染色、吖啶橙染色显微镜观察人胃

■同行评议者
唐世刚, 教授, 湖
南省人民医院;  张
志坚, 教授, 福州
总医院消化内科



王晨宇, 等. DHA联合去甲斑蝥素对人胃癌细胞BGC-823增殖及凋亡的影响				             1009

2013-04-18|Volume 21|Issue 11|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
自 1 9 7 8 年 D y e r-
berg发表有关爱
斯基摩人的流行
病学新调查以来,
对DHA的生理和
药理作用的研究
已取得显著成就,
研究范围从基础
研究、药理和临
床研究, 逐步扩大
到作为医药品、
高级营养品的应
用研究. 

癌细胞BGC-823经DHA联合去甲斑蝥素治疗
前后的形态, 采用MTT法和流式细胞检测肿
瘤细胞周期及凋亡情况. 

结果: DHA联合去甲斑蝥素可显著降低肿瘤
细胞存活率, NADH酶染色、吖啶橙染色可见
细胞凋亡现象, 流式细胞检测Bcl-2基因蛋白
表达明显下降, G0/G1细胞明显增加, G2/M和S
期细胞明显减少. 

结论:  D H A 联 合 去 甲 斑 蝥 素 诱 导 人 胃 癌
BGC-823细胞凋亡及抑制其增殖具有协同作用. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: DHA联合去甲斑蝥素(norcantharidin)
诱导人胃癌BGC-823细胞凋亡及抑制其增殖具有

协同作用.
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0  引言

二十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA)是
ω-3系多不饱和脂肪酸, 由于含有6个不饱和键

的特有结构, 他对人类健康有特殊的作用和影

响[1]. 去甲斑蝥素(norcantharidin, NCTD)是从斑

蝥中提取后经人工合成的一种新型低毒抗肿瘤

药物[2]. 本文研究联合应用DHA和去甲斑蝥素对

肿瘤细胞的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌BGC-823细胞株购自中国科学

院上海生命科学研究所; DHA和去甲斑蝥素均

购自SIGMA公司; DHA用无水乙醇溶解充氮气

后-20 ℃避光保存; 去甲斑蝥素溶于二甲基亚砜

(DMSO)-20 ℃保存; 四甲基偶氮唑蓝(MTT)购自

BIOSHARP公司; 吖啶荧光染料购自罗莱宝科技

有限公司; NADH酶染料据《临床肌肉病理学》

配制; 小鼠抗人Bcl-2单克隆抗体为Santa Cruz公
司产品; RPMI 1640培养基购自GIBCO公司, 用
时加入10%小牛血清. 
1.2 方法

1.2.1 实验分组: 根据预实验和文献报道 [3]用

RPMI 1640培养基配置4组DHA, 终浓度分别为

10、20、30、50 μg/mL, 空白组为等体积培养

基, 对照组为不加处理的细胞, 用RPMI 1640培养

基配置4组用DMSO溶解后的去甲斑蝥素, 终浓

度为5、10、20、40 μg/mL得出各药的半对数抑

制浓度(IC50)值, 选用均低于单药IC50值的DHA( 
30 μg/mL)联合去甲斑蝥素(5 μg/mL), 对照组加

入含无水乙醇(<0.5%, V/V)和DMSO(<1%, V/V). 
1.2.2 NADH酶染色: 将1×105个BGC-823细胞

接种于含盖玻片的6孔板中, 使其爬行呈单层贴

壁且处于对数生长期, 加药继续培养24 h, 取出

盖玻片, 冰0.1 mol/L PBS溶液冲洗2遍, NADH酶

孵育液置37 ℃水浴箱45 min, 树胶封片显微镜 
观察.
1.2.3 吖啶橙染色: 将1×105个BGC-823细胞接

种于含盖玻片的6孔板中, 使其爬行呈单层贴壁

且处于对数生长期, 加药24 h后取出盖玻片, 冰
0.1 mol/L PBS溶液冲洗2遍, 95%乙醇溶液固定 
5 min, 滴加0.01%吖啶橙染液染色1 min, 荧光显

微镜观察并拍照保存. 
1.2.4 MTT实验: 将培养瓶中贴壁细胞用0.25%胰

蛋白酶和0.02%EDTA混合液消化, 收集后用细

胞计数板计数, 用1640培养液调整细胞浓度为1
×105个/mL, 分装到96孔平底型培养板,  每孔加

液量100 μL, 继续培养24 h, 使细胞呈单层贴壁

且处于对数生长期. 根据实验分组设计加药, 继
续培养24 h, 终止反应时每孔加浓度为2 mg/mL
的MTT 10 μL, 继续培养4 h, 弃上清, 每孔加二

甲基亚砜150 μL, 酶标仪振荡器摇振10 min以使

甲瓒产物充分溶解. 波长490 nm条件下测定吸光

度(A )值. 细胞抑制率 = (实验组A值/对照组A值)
×100%. 
1.2.5 流式细胞检测: 细胞样品制备: 收集24 h实
验组细胞1×105个/mL, 以冰0.01%PBS洗涤细胞

2次, 重悬于700 mL/L预冷乙醇固定[4], PI一步法

染色, 流式细胞仪检测亚二倍体峰的比例并拟

合细胞周期曲线. 蛋白含量以平均荧光强度表

示, 平均荧光强度 = [lg(X-Mode)]×340.
统计学处理 所得数据用mean±SD表示, 采

用SPSS16.0统计软件包行单因素方差分析. 在某

些实验中采用双因素方差分析、Pearson相关分

析, P <0.05表示有统计学意义. 

2  结果

2.1 NADH酶染色 对照组细胞呈正常伸展状态

(图1A), 染色颗粒均匀, 胞核规则圆形, 位于细胞
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■相关报道
ω - 3 系 多 不 饱 和
脂肪酸对人胃癌
BGC-823细胞周
期及凋亡的作用
机制可能是ω-3系
多不饱和脂肪酸
改变了肿瘤细胞
Bcl-2基因蛋白的
表达和细胞周期.

中央, 核膜清楚. 经DHA联合NCTD治疗后, 可见

细胞裂解, 胞核分裂、胞膜边界清的凋亡小体, 
细胞体积缩小, 形态不一, 胞质颗粒深染, 密度

增加. 核膜核仁破碎, 结构更加紧密, 细胞核固

缩呈均一的颗粒物(图1B). 
2.2 吖啶橙染色 对照组细胞呈现典型的肿瘤细

胞特征(图2A), 细胞大小不等, 细胞核呈规则的

圆形, 位于细胞中央. 经DHA联合NCTD治疗后, 
可见细胞胞体肿胀, 胞核变形, 呈肾形、马蹄形

(凋亡小体形成和核破碎)(图2B). 
2.3 DHA和NCTD对人胃癌BGC-823细胞抑制率

的影响 用MTT法分别测定DHA 4个浓度(10、
20、30、50 mg/mL)和NCTD 4个浓度(5、10、
20、40 μg/mL)对BGC-823细胞作用24 h后的抑

制率(图3), DHA和NCTD均抑制细胞生长, 得出

DHA和NCTD的IC50值分别为45.37 μg/mL和7.85 
μg/mL, 联合用药组细胞生长抑制率较单药明显

升高, 作用效果以公式联合指数(CI) = AB%/A%
×B%计算, (CI = 1表示相加, <1表示协同, >1
表示拮抗). 选用均低于单药IC50值的DHA(30 
μg/mL)联合NCTD(5 μg/mL)对细胞抑制率的CI
为0.187±0.052(P <0.01), 说明联合用药的效果

图  1  NADH酶染色(×400). A: 未处理细胞; B: 二十二碳六烯酸联合去甲斑蝥素作用.

A B

图  2  吖啶橙染色(×400). A: 未处理细胞; B: 二十二碳六烯酸联合去甲斑蝥素作用.
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图  3  细胞生长的量效曲线. A: 二十二碳六烯酸对BGC-823细胞生长的抑制; B: 去甲斑蝥素对BGC-823细胞生长的抑制.
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■创新盘点
本文利用NADH
酶染色、吖啶橙
染 色 显 微 镜 观
察 人 胃 癌 细 胞
BGC-823经DHA
联合去甲斑蝥素
治 疗 前 后 的 形
态 ,  采用MTT法
和流式细胞检测
肿瘤细胞周期及
凋 亡 情 况 ,  证 明
DHA联合去甲斑
蝥素诱导人胃癌
BGC-823细胞凋
亡及抑制增殖具
有协同作用.
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图  4  流式细胞术检测经药物处理BGC-823细胞24 h后蛋白含量. A: 未加药处理; B: 二十二碳六烯酸30 μg/mL; 

C: 去甲斑蝥素5 μg/mL; D: 二十二碳六烯酸联合去甲斑蝥素作用.

是协同作用. 
2.4 流式细胞检测 流式细胞检测Bcl-2基因蛋白

表达明显下降(图4); DHA、NCTD以及DHA联

合NCTD处理细胞后在G0/G1期出现明显的亚

二倍体凋亡峰, 分别为5.3%、6.1%、14.1%, 同
时3组的细胞凋亡率均高于对照组的细胞凋亡

率(3.4%). 拟合细胞周期曲线, 对照组、DHA
和NCTD的G0/G l期比例分别为42.3%、53.9%
和66.2%, S期的比例分别为55.9%、36.7%和

32.5%, 而联合组的G0/Gl期上升至69.8%, S期则

下降至27.8%(图5). 

3  讨论

ω-3系多不饱和脂肪酸是人体必须从体外获得

的脂肪酸, 包括3种: α-亚麻酸、DHA、二十碳

五烯酸(EPA). 现研究表明他们可预防和治疗

不同种类的癌症[5-7], 并显示出相同和不同的机

制[8]. 然而DHA抗癌机制未完全阐明, 可能与肿

瘤细胞膜脂质化、阻断肿瘤血管形成有关[9,10], 
但大多数结果表明DHA具有最强抗肿瘤作用. 
DHA还在冠心病、动脉粥样硬化和2型糖尿病

的发病机制中起重要作用. 肿瘤的发生、发展

和形成, 取决于肿瘤细胞增殖与细胞凋亡的相

互作用. 因此, 通过药物治疗选择性的诱导肿瘤

细胞凋亡, 可以改善肿瘤患者的预后. 随着人们

对细胞凋亡的不断深入研究, 发现促进肿瘤细

胞发生凋亡, 也是治疗肿瘤的一个有效途径. 胃
癌作为一种临床常见的恶性肿瘤, 对传统化疗

药物耐受性高, 化疗效果不理想. 这与其逃避化

疗药物诱发的凋亡有很大关系. 所以, 寻求高效

的促细胞凋亡药物或者增强传统化疗药物诱导

凋亡活性的新药, 对解决目前胃癌治疗窘境有

重要的临床意义. NCTD具有显著的抗癌作用, 
同时具有上调白细胞、保护肝细胞、调节免疫

功能等作用. 临床上主要用于胃癌、肝癌及乳

腺癌等的治疗. 通过本文研究, DHA有助于增强

经典抗癌药物的作用, 他通过简单相加或者共

价结合等不同形式与具有明确抗癌效果的药物

联合, 达到增强抗癌作用、降低药物毒性、解

决耐药性的目的. 并且, DHA可改善化疗患者营

养状况、食欲、生活质量和预防术后并发症的

发生, 对化疗引起的周围神经病变、肌痛、脱

发等也有缓解[11-13]. 联合化疗的优势: 一方面, 多
种药物从不同通路、机制抑制肿瘤生长, 可以

优势互补, 而且降低了肿瘤耐药的发生; 另一方

面, 联合方案中, 各化疗药物的用药剂量可以适

当减少, 对机体的非特异性毒性也相对降低. 从
化疗药物问世的近50年中, 联合化疗一直是肿
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瘤化疗的主流. 已有临床研究显示: 在癌症患者

中, 通过饮食或者药物的形式补充DHA可以改

善生活质量、生化指标(血浆EPA、C-反应蛋白

和胃蛋白酶原)及延长生存期[14,15]. 同时, DHA具

有抗炎作用, 尤其是对幽门螺杆菌感染和炎症

引起的胃炎效果较明显[16]. 因此, 化疗患者结合

DHA营养支持治疗, 不仅可提高患者化疗效果, 
还可提高患者耐受力, 作为一种新型治疗手段, 
可能具有潜在的应用前景. 
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治疗, 不仅可提高
患者的化疗效果, 
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反应也有缓解. 作
为一种新型治疗
手段, 具有潜在应
用前景.
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图  5  PI染色流式细胞术检测经药物处理BGC-823细胞24 h亚二倍体峰比例和拟合的细胞周期曲线. A: 未加药处理; B: 

二十二碳六烯酸30 μg/mL; C: 去甲斑蝥素5 μg/mL; D: 二十二碳六烯酸联合去甲斑蝥素作用.
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■同行评价
本文方法可靠、
技术成熟，结果
可信, 为临床胃癌
的化疗提供了比
较实用客观的实
验数据, 有一定的
实用价值.
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

本刊讯 依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《世

界华人消化杂志》再次入选《中文核心期刊要目总览》2011年版(即第六版)核心期刊. 

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法. 定量评价指标体系采用了被索量、被摘

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

期刊14400余种. 参加核心期刊评审的学科专家达8200多位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

《世界华人消化杂志》在编委、作者和读者的支持下, 期刊学术水平稳步提升, 编校质量稳定, 再次被

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》(2011年版)收录. 在此, 向关心、支持《世界华人消化杂志》的编

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (《世界华人消化杂志》编辑部). 


