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摘 要 本研究旨在探讨川楝素诱导人胃癌 MGC-803 细胞凋亡及其机制，为川楝素治疗胃癌提供参考依据。采用氟尿嘧

啶(5-FU)和 0 nmol/L川楝素(TSN)分别作为阳性对照和阴性对照。以终浓度为 30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L的 TSN作用

于人胃癌MGC-803细胞 48 h，采用激光共聚焦显微镜观察细胞形态结构，流式细胞术检测细胞凋亡率，酶标法检测 Caspase-

3和 Caspase-8活性，qRT-PCR和Western blot检测 Fas、Caspase-3和 Caspase-8基因表达水平。与 0 nmol/L TSN组相比，30 

nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L的 TSN作用于人胃癌MGC-803细胞 48 h，可见细胞体积缩小，细胞核裂解，部分染色质凝

集等形态学变化；早期凋亡细胞和晚期凋亡细胞所占百分比均明显增加；Caspase-3和 Caspase-8活性显著升高；Fas、Caspase-

3和 Caspase-8基因 mRNA及蛋白表达水平明显升高。川楝素可通过死亡受体途径诱导人胃癌MGC-803细胞凋亡。 
关键词 川楝素; MGC-803细胞; 死亡受体途径; 细胞凋亡 
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Abstract The purpose of this study was to investigate the apoptosis of human gastric cancer MGC-803 cells induced by toosendanin 
and its mechanism, so as to provide reference for toosendanin in the treatment of gastric cancer. Fluorouracil (5-FU) and 0 nmol/L 
toosendanin (TSN) were used as positive control and negative control, respectively. Human gastric cancer MGC-803 cells were treated 
with TSN at a final concentration of 30 nmol/L, 50 nmol/L, and 70 nmol/L for 48 h, and the morphological structure of the cells was 
observed by laser confocal microscopy. Flow cytometry was used to detect the apoptosis rate, enzyme-labeled method was used to 
detect the activity of Caspase-3 and Caspase-8, qRT-PCR and Western blot were used to detect the gene expression level of Fas, 
Caspase-3 and Caspase-8. Compared with the 0 nmol/L TSN group, 30 nmol/L, 50 nmol/L, and 70 nmol/L TSN acted on human gastric 
cancer MGC-803 cells for 48 h, showing reduced cell size, nuclear lysis, and partial chromatin Morphological changes such as 
agglutination. The percentage of early apoptotic cells and late apoptotic cells increased significantly; the activity of Caspase-3 and 
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Caspase-8 increased significantly; the mRNA and protein expression levels of Fas, Caspase-3 and Caspase-8 genes increased 
significantly. Toosendanin can induce apoptosis of human gastric cancer MGC-803 cells through the death receptor pathway. 
Keywords Toosendanin; MGC-803cells; Mitochondrial pathway; Cell apoptosis 

 

胃癌是发病率和死亡率极高的恶性肿瘤之一，长期威胁着人类健康(Zhu et al., 2020)。全球胃癌的发病

存在极大的地理差异，东亚发展中国家胃癌发病率和死亡率明显高于北美、西欧及非洲地区。目前，化疗

是治疗胃癌的常用手段之一，但是化疗时间长，价格高昂，且对患者身心造成一定伤害，因此急需寻找合

适的胃癌治疗药物(Allemani et al., 2015)。研究发现已有多种天然产物在肿瘤治疗中发挥重要作用。 

川楝素(Toosendanin, TSN)是从楝树的树皮或果实中提取的无色针状晶体，主要生长在中国和印度，具

有镇痛，杀虫和抗炎等作用(Gao et al., 2019)。据报道，川楝素可抑制人大肠癌(Wang et al., 2015)和肝癌细

胞 (Liu et al., 2016)的增殖并诱导细胞凋亡。Zhang 等人曾报道川楝素可诱导骨肉瘤细胞凋亡(Zhang et al., 

2017)。本实验前期研究结果表明，川楝素可下调 CCNB1 和 CCND1 基因表达水平，使细胞周期阻滞于 G1

期(杜洋等, 2020)。然而川楝素对人胃癌 MGC-803 细胞凋亡的影响及其机制尚不清楚。因此本实验以 MGC-

803 细胞为研究对象，探讨川楝素诱导胃癌细胞凋亡的作用及其机制，为川楝素治疗胃癌提供参考依据。 

 

1结果与分析 

1.1 川楝素对 MGC-803 细胞形态的影响 

用终浓度为 0 nmol/L、30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L 的川楝素和 50 nmol/L 5-FU 处理人胃癌 MGC-

803 细胞 48 h，观察细胞形态结构用激光共聚焦显微镜。结果显示(图 1)，未经川楝素处理的细胞大小均匀

一致，包膜完整，分裂正常。各川楝素处理组，随着川楝素浓度的增大，细胞呈现染色体浓缩，高度聚集，

部分细胞核裂解成碎片等凋亡形态，与 5-FU 对照组相比，50 nmol/L 川楝素组细胞凋亡特征更明显。说明

川楝素的作用效果比 5-FU 处理组作用效果好。 

 
图 1激光共聚焦显微镜下川楝素作用人胃癌 MGC-803 细胞 48 h的细胞形态(×400) 

注: A: 0 nmol/L TSN; B: 30 nmol/L TSN; C: 50 nmol/L TSN; D: 70 nmol/L TSN; E: 50 nmol/L 5-FU 

Figure 1 The cell morphology of human gastric cancer MGC-803 cells treated with TSN for 48 h under laser confocal microscope 

(×400) 

Note: A: 0 nmol/L TSN; B: 30 nmol/L TSN; C: 50 nmol/L TSN; D: 70 nmol/L TSN; E: 50 nmol/L 5-FU 
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1.2 川楝素对人胃癌 MGC-803 细胞凋亡的影响 

用终浓度为 0 nmol/L、30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L 的川楝素和 50 nmol/L 5-FU 处理人胃癌 MGC-

803 细胞 48 h，细胞凋亡率检测用流式细胞仪。结果显示(图 2)，与 0 nmol/L TSN组相比，各川楝素组早期

凋亡和晚期凋亡细胞比例均明显升高(p<0.01, p<0.001)，且 50 nmol/L 川楝素组早期凋亡细胞比例最高，70 

nmol/L 川楝素组晚期凋亡细胞比例最高。与 5-FU 对照组相比，50 nmol/L 川楝素组早期凋亡和晚期凋亡细

胞比例均显著高于 5-FU组(p<0.01, p<0.001)。说明，川楝素能诱导人胃癌 MGC-803 细胞凋亡。 

 
图 2川楝素处理MGC-803细胞 48 h的细胞凋亡率 

注: A: 0 nmol/L TSN; B: 30 nmol/L TSN; C: 50 nmol/L TSN; D: 70 nmol/L TSN; E: 50 nmol/L 5-FU; **: p<0.01; ***: p<0.001 

Figure 2 The comparation of apoptosis of the MGC-803 cells treated with TSN for 48 h 

Note: A: 0 nmol/L TSN; B: 30 nmol/L TSN; C: 50 nmol/L TSN; D: 70 nmol/L TSN; E: 50 nmol/L 5-FU; **: p<0.01; ***: p<0.001 

 

1.3 川楝素对 MGC-803 细胞 Caspase-3 和 Caspase-8活性的影响 

用终浓度为 0 nmol/L、30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L 的川楝素和 50 nmol/L 5-FU 处理人胃癌 MGC-

803 细胞 48 h。结果显示(图 3)，与 0 nmol/L TSN组相比，各川楝素处理组 Caspase-3 和 Caspase-8相对活

性均显著升高(p<0.001)，且 50 nmol/L 川楝素组 Caspase-3 和 Caspase-8 相对活性均显著高于 5-FU 组

(p<0.001)。 
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图 3川楝素对MGC-803细胞 Caspase-3和 Caspase-8 活性的影响 

注: **: p<0.01; ***: p<0.001 

Figure 3 The effects of TSN on Caspase-3 and Caspase-8 activity in MGC-803 cells 

Note: **: p<0.01; ***: p<0.001 

 

1.4 川楝素对 MGC-803 细胞 Fas、Caspase-3 和 Caspase-8 mRNA 表达的影响 

用终浓度为 0 nmol/L、30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L 的川楝素和 50 nmol/L 5-FU 处理人胃癌 MGC-

803 细胞 48 h。结果显示(图 4)，与 0 nmol/L TSN组相比，各川楝素处理组 Fas、Caspase-3 和 Caspase-8 

mRNA 表达量明显增加( p<0.05, p<0.01, p<0.001)。 

 

1.5 川楝素对 MGC-803 细胞 Fas、Caspase-3 和 Caspase-8蛋白表达的影响 

用终浓度为 0 nmol/L、30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L 的川楝素和 50 nmol/L 5-FU 处理人胃癌 MGC-

803 细胞 48 h。结果显示(图 5)，与 0 nmol/L TSN组相比，各川楝素处理组 Fas、Caspase-3 和 Caspase-8蛋

白表达量增加，其中 50 nmol/L 和 70 nmol/L 川楝素组蛋白量显著增加(p<0.05, p<0.01, p<0.001)。 

 
图 4川楝素对MGC-803细胞 Fas、Caspase-3和 Caspase-8 mRNA表达的影响 

注: NS: p>0.05; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001 

Figure 4 The effects of TSN on Fas, Caspase-3 and Caspase-8 mRNA expression in MGC-803 cells 

Note: NS: p>0.05; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001 
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图 5川楝素对MGC-803细胞 Fas、Caspase-3和 Caspase-8蛋白表达的影响 

注: A: 0 nmol/L TSN; B: 30 nmol/L TSN; C: 50 nmol/L TSN; D: 70 nmol/L TSN; E: 50 nmol/L 5-FU NS: p>0.05; *: p<0.05; **: 

p<0.01; ***: p<0.001 

Figure 5 The effects of TSN on Fas, Caspase-3 and Caspase-8 protein expression in MGC-803 cells 

Note: A: 0 nmol/L TSN; B: 30 nmol/L TSN; C: 50 nmol/L TSN; D: 70 nmol/L TSN; E: 50 nmol/L 5-FU NS: p>0.05; *: p<0.05; **: 

p<0.01; ***: p<0.001 

 

2讨论 

近年来全球胃癌患者逐年增加，且死亡率极高。目前，临床上治疗胃癌的常用化疗药物主要是希罗达、

5-氟尿嘧啶等，其毒副作用较大。因此寻找毒副作用小，治疗胃癌效果好的化疗药物势在必行。川楝素为

川楝子和苦楝皮提取物，具有杀虫、抗炎、抗病毒、杀菌等作用。王鹏等(2011)研究发现川楝素可诱导人肝

癌 SMMC-7721 细胞和 Hep3B 细胞凋亡。杜洋(2020)等研究表明川楝素作用人胃癌 MGC-803 细胞后，细

胞周期被阻滞于 G1 期。但川楝素是否能诱导人胃癌 MGC-803 细胞凋亡尚未见报道。本实验用终浓度为 0 

nmol/L、30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L 的川楝素和 50 nmol/L 5-FU 处理人胃癌 MGC-803 细胞 48 h后，

细胞凋亡现象明显，且晚期细胞凋亡率随着川楝素浓度的升高而升高。 

细胞凋亡是指由基因控制的主动性的细胞死亡(Pistritto et al., 2016)。研究表明细胞凋亡主要有三条途

径：线粒体、死亡受体和内质网途径(Zheng et al., 2017)。其中死亡受体途径中 Fas 是调节细胞凋亡过程的

标志基因，在凋亡中起着关键作用(李雨颖等, 2016)。其可以与相应配体 Fas L 结合，在连接蛋白帮助下，

激活 Caspase-8，Caspase-8进一步活化下游的 Caspase-3最终完成整个凋亡过程(Othumpangat et al., 2018)。

据报道，没食子酸乙酯能通过增加 Fas 和 Caspase-8 蛋白表达量诱导人结肠癌 Lovo 细胞凋亡(简白羽等, 

2016)，二至天癸颗粒通过上调Fas、Caspase-3和Caspase-8基因表达诱导卵泡颗粒细胞凋亡(李婷婷, 2016)。

本实验用 0 nmol/L、30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L 的川楝素和 50 nmol/L 5-FU 处理人胃癌 MGC-803 细

胞 48 h 后，Fas、Caspase-3 和 Caspase-8 的 mRNA 和蛋白水平显著升高，Caspase-3 和 Caspase-8 的活性

显著增强。综上所述，川楝素可通过死亡受体途径诱导人胃癌 MGC-803 细胞凋亡。 
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3材料与方法 

3.1材料 

人胃癌 MGC-803 细胞系购自中国医学科学院肿瘤研究所。川楝素粉末购自南通飞宇生物制品有限责

任公司。血清购自杭州四季青生物科技有限公司。RPMI-1640培养基干粉购自 GIBCO公司。荧光定量 PCR

试剂盒、反转录试剂盒以及蛋白提取试剂盒购自宝士德生物公司。一抗购自 Cell Signaling公司。二抗购自

LI-COR公司。 

 

3.2 细胞培养 

用 RPMI 1640培养基(含 10%胎牛血清)，放入 CO2 细胞培养箱中培养人胃癌 MGC-803 细胞，观察细

胞生长状态进行传代。 

 

3.3 细胞形态观察 

培养至对数生长期，分别用终浓度为 0 nmol/L、30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L 的川楝素和 50 nmol/L

氟尿嘧啶(5-FU)作用细胞 48 h，加入吖啶橙室温孵育 2 min，以 0 nmol/L TSN 为阴性对照，5-FU 为阳性对

照，用激光共聚焦显微镜观察及拍照。 

 

3.4流式细胞术检测细胞凋亡率 

用终浓度为 0 nmol/L、30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L 的川楝素和 50 nmol/L 5-FU 处理人胃癌 MGC-

803 细胞处理 48 h，收集细胞，依次加入 Annexin V-FITC 结合液(500 μL)、Annexin V-FITC 染液(5 μL)和

PI(10 μL)，混匀，冰上避光孵育 1 h，上机检测。 

 

3.5酶标法检测 Caspase-3 和 Caspase-8活性 

用终浓度为 0 nmol/L、30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L 的川楝素和 50 nmol/L 5-FU 处理人胃癌 MGC-

803 细胞处理 48 h，收集细胞，加入 100 μL 细胞裂解液，18 000 g/min，15 min。依次加入缓冲液(120 μL)、

样品(150 μL)和 AC-IETD-pNA (30 μL)，混匀，37°C避光孵育 1 h，酶标仪检测 A405指标。 

 

3.6 qRT-PCR检测 Fas、Caspase-3 和 Caspase-8 mRNA 表达水平 

人胃癌 MGC-803 细胞经 0 nmol/L、30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L 的川楝素和 50 nmol/L 5-FU 作用

48 h后，进行 qRT-PCR检测，引物序列(表 1)。 
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表 1 qRT-PCR 实验引物 

Table 1 Primers for qRT-PCR analysis 

基因 

Gene 

引物序列 (5'-3') 

Primer sequence (5'-3') 

β-actin F:TCACCCACACTGTGCCCCATCTACGA 

 R:CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG 

Fas F:TGATGTGGAACACAGCAAGG 

 R:GGCTGTGGTGACTCTTAGTGATAA 

Caspase-3 F:GGAACGAACGGACCTGTG 

 R:GCCTCCACTGGTATCTTCTG 

Caspase-8  F:CCAGATGATGTCCCATACC 

 R:ATTGGCGACCCTGAGAAG 

 

3.7 Western Blot检测 Fas、Caspase-3 和 Caspase-8 蛋白表达水平 

人胃癌 MGC-803 细胞经 0 nmol/L、30 nmol/L、50 nmol/L、70 nmol/L 的川楝素和 50 nmol/L 5-FU 作

用 48 h后，提取细胞的总蛋白。经过 SDS-PAGE凝胶电泳、转膜、封闭、一抗、二抗后，上机扫膜。 

 

3.8统计分析 

所得数据由 SPSS 22.0统计分析和 Graphpad Prism 5.0绘图，p＜0.05 表示差异具有统计学意义。 
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