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阿奇霉素对胃癌细胞增殖、凋亡及炎症因子表达水平的影响*
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  摘 要:目的 探讨阿奇霉素对人胃癌细胞(AGS细胞)上清液中炎症因子表达、增殖和凋亡的影响及核转

录因子-κB(NF-κB)信号通路的调控作用。方法 体外培养AGS细胞,将其分为对照组(不进行干预)和不同水

平(12.5、25.0、50.0、100.0
 

μg/mL)阿奇霉素组,干预24
 

h,筛选阿奇霉素最适水平用于后续实验。细胞分组:
对照组、阿奇霉素组(50.0

 

μg/mL
 

阿奇霉素)、阳性药物组(50.0
 

μg/mL
 

5-氟尿嘧啶)、抑制剂组(50.0
 

μg/mL
 

阿奇霉素+1.0
 

μmol/L
 

NF-κB通路抑制剂BAY11-7082)和激活剂组(50.0
 

μg/mL
 

阿奇霉素+1.0
 

μmol/L
 

NF-κB通路激动剂Prostratin),干预24
 

h。采用细胞计数试剂盒-8(CCK-8)检测细胞活力;采用酶联免疫吸附

试验(ELISA)测定细胞上清液中的炎症因子[白细胞介素(IL)-10及IL-1β]水平;采用5-乙炔基-2'脱氧尿嘧啶

核苷(EdU)测定细胞增殖率;采用Hoechst33258染色试剂盒测定细胞凋亡率;采用蛋白免疫印迹(WB)法测定

增殖细胞核抗原(PCNA)、半胱氨酸蛋白酶-3(Caspase-3)及NF-κB通路相关蛋白表达水平。结果 用CCK-8
检测AGS细胞活力,根据实验结果选择50.0

 

μg/mL阿奇霉素用于后续实验。与对照组比较,阿奇霉素组和阳

性药物组AGS细胞上清液中IL-1β水平、细胞增殖率、PCNA表达水平、磷酸化(p)NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65和p-
IκBα/IκBα明显降低(P<0.05),IL-10水平、细胞凋亡率和Caspase-3表达水平明显升高(P<0.05);与阿奇霉

素组比较,抑制剂组中BAY11-7082的出现增强了阿奇霉素对AGS细胞的作用(P<0.05),激活剂组中Pros-
tratin的出现则削弱了阿奇霉素对AGS细胞的作用(P<0.05)。结论 阿奇霉素能抑制AGS细胞的炎症和

增殖,并诱导其凋亡,其作用机制可能与阻滞NF-κB通路信号转导有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

influence
 

of
 

azithromycin
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

fac-
tors

 

in
 

supernatant,proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

human
 

gastric
 

cancer
 

cell
 

(AGS)
 

and
 

its
 

regulation
 

effect
 

on
 

nuclear
 

transcription
 

factor-κB
 

(NF-κB)
 

signaling
 

pathway.Methods The
 

AGS
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

(non-intervention)
 

and
 

different
 

levels
 

(12.5,25.0,50.0,100.0
 

μg/mL)
 

of
 

azithromycin
 

groups.After
 

24
 

h
 

of
 

intervention,the
 

optimal
 

azithromycin
 

level
 

was
 

screened
 

out
 

for
 

the
 

fol-
low-up

 

experiment.Then
 

AGS
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,azithromycin
 

group
 

(50.0
 

μg/mL
 

az-
ithromycin),positive

 

drug
 

group
 

(50.0
 

μg/mL
 

5-fluorouracil),inhibitor
 

group
 

(50.0
 

μg/mL
 

azithromycin+
1.0

 

μmol/L
 

NF-κB
 

pathway
 

inhibitor
 

BAY11-7082)
 

and
 

activator
 

group
 

(50.0
 

μg/mL
 

azithromycin
 

+1.0
 

μmol/L
 

NF-κB
 

passway
 

activator
 

Prostratin).The
 

intervention
 

lasted
 

for
 

24
 

h.The
 

cell
 

counting
 

kit
 

8
 

(CCK-
8)

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

viability.The
 

levels
 

of
 

supernate
 

inflammatory
 

factors
 

interleukin
 

(IL-10)
 

and
 

IL-1β
 

were
 

determined
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA).The
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

was
 

de-
termined

 

by
 

5-acetyne-2
 

'deoxyuracil
 

nucleoside
 

(EdU).The
 

Hoechst33258
 

staining
 

kit
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

apoptosis
 

rate.The
 

expression
 

levels
 

of
 

proliferating
 

cell
 

nuclear
 

antigen
 

(PCNA),Caspase-3
 

and
 

NF-κB
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pathway-related
 

proteins
 

were
 

determined
 

by
 

Western
 

blotting
 

(WB).Results The
 

activity
 

of
 

AGS
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8,and
 

50.0
 

μg/mL
 

azithromycin
 

was
 

selected
 

for
 

the
 

subsequent
 

experiment.Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

level
 

of
 

IL-1β,cell
 

proliferation
 

rate,expression
 

level
 

of
 

PCNA,phosphorylation(p)-NF-
κB

 

p65/NF-κB
 

p65
 

and
 

p-IκB
 

α/IKκB
 

α
 

protein
 

in
 

AGS
 

cells
 

of
 

the
 

azithromycin
 

group
 

and
 

positive
 

drug
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

level
 

of
 

IL-10,cell
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

expression
 

level
 

of
 

Caspase-3
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

azithromycin
 

group,the
 

BAY11-7082
 

appearance
 

in
 

the
 

inhibitor
 

group
 

enhanced
 

the
 

effect
 

of
 

azithromycin
 

on
 

AGS
 

cells
 

(P<0.05),while
 

the
 

Prostratin
 

appearance
 

in
 

the
 

activator
 

group
 

weakened
 

the
 

effect
 

of
 

azithromycin
 

on
 

AGS
 

cells
 

(P<0.05).Conclu-
sion Azithromycin

 

could
 

inhibit
 

the
 

inflammation
 

and
 

proliferation
 

of
 

AGS
 

cells
 

and
 

induce
 

their
 

apoptosis,

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

block
 

NF-κB
 

pathway
 

signal
 

transduction.
Key

 

words:azithromycin; gastric
 

cancer; human
 

gastric
 

cancer
 

cell; nuclear
 

transcription
 

factor-κB;

 signal
 

pathway; inflammation; proliferation; apoptosis

  胃癌为消化系统常见恶性肿瘤之一,多发于40
岁以上中老年人群。胃癌的治疗手段主要根据病情

发展阶段而定,手术和药物相结合的治疗方式能明显

提高早期胃癌患者生存率。转移期胃癌一般使用抗

菌药物和细胞毒性化合物(如5-氟尿嘧啶)等化疗药

物进行治疗,但由于化疗药物的耐药性和胃癌的易复

发性,不能明显延长胃癌患者生存期。因此,寻找诊

断和治疗胃癌的有效手段具有重要意义[1-2]。阿奇霉

素是一种大环内酯类抗菌药物,广泛应用于治疗细菌

感染和炎症,具有疗效快、作用强及不良反应少等特

点[3]。近年的研究发现,阿奇霉素具有抗菌和抗肿瘤

作用:不仅可通过阻断病原菌的转肽过程治疗急性胃

炎,还可通过促进非小细胞肺癌细胞凋亡,达到治疗

肺癌的目的[4]。但关于阿奇霉素调控胃癌细胞生物

学功能和影响胃癌恶性进程的相关报道较少。核转

录因子-κB(NF-κB)信号通路普遍存在于细胞中,在调

控细胞生物学过程中起重要作用[5]。有研究显示,党
参多糖通过抑制NF-κB信号通路诱导胃癌细胞凋亡

和抑制增殖[6]。另有研究显示,阿奇霉素通过抑制

NF-κB通路活性对哮喘患者具有一定治疗作用[7]。
本研究探讨阿奇霉素对人胃癌细胞(AGS细胞)上清

液中炎症因子水平及增殖和凋亡的影响,分析NF-κB
信号通路在其中的调控作用,旨在为胃癌的治疗提供

新的参考。

1 材料与方法

1.1 细胞 AGS细胞购于上海致备生物科技有限

公司。

1.2 仪器与试剂 使用的主要仪器包括CO2 培养箱

(深圳市瑞沃德生物科技有限公司,型号:D180),倒置

荧光显微镜(上海无陌光学仪器有限公 司,型 号:

WMS-1033),酶标仪(美国Billerica公司,型号:Mul-
tiskan

 

Ascent),凝胶成像系统(广州科适特科学仪器

有限公司,型号:GD-1000),低温高速离心机(山东博

科医用材料有限公司,型号:TGL-16M)等。使用的主

要试剂包括阿奇霉素、5-氟尿嘧啶[8](上海源叶生物科

技 有 限 公 司,纯 度 ≥98%),NF-κB 通 路 抑 制 剂

BAY11-7082[9]、激活剂Prostratin[10](美国 MCE公

司,纯度≥98%),4%多聚甲醛、3%牛血清白蛋白溶

液(BSA,上海源叶生物科技有限公司),TritonX-100
(北京北京伊塔生物科技有限公司),细胞计数试剂盒-
8(CCK-8,上海炎煕生物有限公司),胎牛血清(FBS)、

F12K培养基(美国Gibco公司),5-乙炔基-2’脱氧尿

嘧啶核苷(EdU)细胞增殖检测试剂盒(北京索莱宝科

技有限公司),Hoechst33258染色试剂盒(北京兰博利

德有限公司),酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒(上
海初态生物有限公司),二喹啉甲酸(BCA)蛋白试剂

盒(英国Abcam公司),鼠抗人增殖细胞核抗原(PC-
NA)、半胱氨酸蛋白酶-3(Caspase-3)、NF-κB

 

p65、磷
酸化(p)-NF-κB

 

p65、NF-κB抑制蛋白(IκBα)、p-IκBα、

β-actin一抗、山羊抗鼠IgG(H+L)二抗(英国Abcam
公司)。

1.3 方法

1.3.1 AGS细胞培养 AGS细胞接种于F12K培

养基(含10%
 

FBS)中培养(37
 

℃,5%CO2),70%~
80%湿度培养箱中培养,换液间隔天数:2~3

 

d,传代

(密度达80%)后用于研究(对数期细胞)。

1.3.2 分组与干预 将 AGS细胞(密度:2×105

个/mL)分为对照组和不同水平阿奇霉素组。对照组

不进行干预,不同水平阿奇霉素组分别加12.5、25.0、

50.0、100.0
 

μg/mL阿奇霉素,干预24
 

h。用CCK-8
检测细胞活力,筛选最适水平用于后续实验。细胞分

组:对照组、阿奇霉素组、阳性药物组、抑制剂组和激

活剂组。阿奇霉素组:加入50.0
 

μg/mL阿奇霉素;阳
性药物组:加入50.0

 

μg/mL
 

5-氟尿嘧啶;抑制剂组:
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在50.0
 

μg/mL阿奇霉素的基础上加入1.0
 

μmol/L
 

NF-κB通路抑制剂BAY11-7082;激活剂组:在50.0
 

μg/mL阿奇霉素基础上加入1.0
 

μmol/L
 

NF-κB通

路激活剂Prostratin。每组设3次重复,置培养箱,37
 

℃,5%CO2 条件下培养24
 

h后进行各项指标测定。

1.3.3 CCK-8测定 AGS细胞活力 取24
 

h细胞,
参照CCK-8说明书进行操作,反应完成后检测各孔

吸光度(A)值(450
 

nm处),计算细胞活力。细胞活力

为各水平阿奇霉素组A值与对照组A值的百分比。

1.3.4 ELISA测定AGS细胞上清液中的炎症因子

水平 取各组细胞上清液,按照ELISA试剂盒说明

书测定细胞上清液中的炎症因子[白细胞介素-10(IL-
10)、白细胞介素-1β(IL-1β)]水平。

1.3.5 EdU法测定AGS细胞的增殖率 取培养24
 

h的细胞,具体步骤参照EdU说明书操作处理,处理完

成后装片、拍照(荧光显微镜)、处理图片(Image-J
 

1.8.0
软件)。红色细胞占蓝色细胞的百分比即为增殖率。

1.3.6 Hoechst33258法测定AGS细胞凋亡率 用

磷酸盐缓冲液(PBS)清洗细胞2次(5分/次),固定

(0.5
 

mL,4%多聚甲醛)10
 

min。PBS清洗3次(5
分/次),染 色 (Hoechst33258 染 色 液,5

 

mg/L)10
 

min,PBS清洗3次(5分/次),封固后观察(荧光显微

镜),拍照(随机3个视野),计算凋亡率(Image-J软

件)。正常细胞:细胞核为淡蓝色,形态清晰;凋亡细

胞:细胞核染色不均,亮蓝色,荧光较强。凋亡率为凋

亡细胞数占总细胞数的百分比。

1.3.7 蛋白免疫印迹(WB)法检测AGS细胞中PC-
NA、Caspase-3和 NF-κB信号通路关键蛋白表达水

平 收集处理后的细胞,在冰上裂解并收集上清液。
提取蛋白进行定量,上样后进行凝胶电泳分离蛋白,
后经聚偏二氟乙烯膜转印电泳、封闭、一抗孵育、二抗

孵育及膜显色。在凝胶成像系统上采集蛋白条带并

用系统配备的分析软件进行蛋白灰度值(G)分析。以

β-actin为内参,蛋白表达水平为目标蛋白与内参蛋白

的比值。p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65为p-NF-κB
 

p65蛋

白表达水平与 NF-κB
 

p65蛋白表达水平的比值,p-
IκBα/IκBα为p-IκBα蛋白表达水平与IκBα蛋白表达

水平的比值。

1.4 统计学处理 分析软件:SPSS
 

26.0;作图软件:

GraphPad
 

Prism
 

9。计量资料以x±s 表示,多组间

比较采用单因素方差分析,两两比较采用 Tukey检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 
 

阿奇霉素对AGS细胞活力的影响 对照组,以
及12.5、25.0、50.0、100.0

 

μg/mL阿奇霉素组的细

胞活力分别为(100.63±5.72)%、(92.93±2.02)%、
(88.80±4.04)%、(69.43±4.85)%、(70.94±
3.97)%。不 同 水 平 (12.5、25.0、50.0、100.0

 

μg/mL)阿奇霉素组较对照组AGS细胞活力降低,但
在12.5

 

μg/mL时的细胞活力比较,差异无统计学意

义(P>0.05),而在25.0、50.0、100.0
 

μg/mL的细胞

活力比较,差异有统计学意义(P<0.05),其中 AGS
细胞活力在50.0

 

μg/mL的阿奇霉素处理后的抑制效

果最好,所以选择50.0
 

μg/mL阿奇霉素作为最适水

平用于后续实验。

2.2 各组 AGS细胞上清液中的炎症因子水平比

较 与对照组比较,阿奇霉素组和阳性药物组细胞上

清液中的IL-1β水平下降(P<0.05),IL-10水平上升

(P<0.05);与阿奇霉素组比较,抑制剂组IL-1β水平

下降(P<0.05),IL-10水平上升(P<0.05);与阿奇

霉素组比较,激活剂组 AGS细胞IL-1β水平上升

(P<0.05),IL-10水平下降(P<0.05)。见表1。
表1  各组AGS细胞炎症因子水平比较

  (n=3,x±s,pg/mL)

组别 IL-1β IL-10

对照组 26.33±1.27 108.90±7.40

阿奇霉素组 16.24±0.28a 154.01±7.03a

阳性药物组 15.78±0.51a 170.90±6.10a

抑制剂组 7.64±0.49b 248.91±7.39b

激活剂组 24.61±1.03b 114.76±7.80b

  注:与对照组比较,aP<0.05;与阿奇霉素组比较,bP<0.05。

2.3 各组AGS细胞增殖能力比较 对照组、阿奇霉

素组、阳性药物组、抑制剂组、激活剂组的 AGS细胞

增殖率分别为(32.75±2.32)%、(16.78±0.75)%、
(16.05±0.36)%、(7.82±1.43)%、(30.20±
2.18)%。结果显示,与对照组比较,阿奇霉素组和阳

性药物组AGS细胞增殖率下降(P<0.05);与阿奇霉

素组比较,抑 制 剂 组 AGS细 胞 增 殖 率 下 降(P<
0.05),激活剂组 AGS细胞增殖率上升(P<0.05)。
见图1。

2.4 各组AGS细胞凋亡能力比较 对照组、阿奇霉

素组、阳性药物组、抑制剂组、激活剂组的 AGS细胞

凋亡率分别为(3.62±0.15)%、(10.58±0.65)%、
(11.37±0.97)%、(23.16±1.72)%、(5.05±
0.52)%。对照组:细胞大小均匀、形态清晰、弥散均

匀,细胞核呈淡蓝色;其他各实验组:细胞核呈亮蓝

色、染色不均、体积浓缩/变小,荧光较强。量化后发

现,与对照组比较,阿奇霉素组和阳性药物组AGS细

胞凋亡率上升(P<0.05);与阿奇霉素组比较,抑制剂

组AGS细胞凋亡显著上升(P<0.05),而激活剂组
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AGS细胞凋亡率下降(P<0.05)。见图2。

图1  EdU法检测AGS细胞增殖能力(×20)

图2  Hoechst
 

33258染色法测定AGS细胞凋亡情况(×20)

2.5 各组 AGS细胞PCNA和Caspase-3表达水平

比较 与对照组比较,阿奇霉素组和阳性药物组AGS
细胞PCNA表达水平下降(P<0.05),而Caspase-3
表达水平上升(P<0.05);与阿奇霉素组比较,抑制剂

组AGS细胞PCNA 表达水平下降(P<0.05),而

Caspase-3表达水平升高(P<0.05),而激活剂组

AGS细胞PCNA表达水平上升(P<0.05),Caspase-
3表达水平下降(P<0.05)。见图3、表2。

2.6 各组AGS细胞NF-κB通路蛋白比较 与对照

组比较,阿奇霉素组p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65和p-

IκBα/IκBα下降(P<0.05);与阿奇霉素组比较,抑制

剂组p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65和p-IκBα/IκBα下降
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(P<0.05),而激活剂组则与抑制剂组趋势相反(P<
0.05)。见图4、表3。

图3  WB法检测AGS细胞PCNA和Caspase-3
表达情况

表2  各组AGS细胞PCNA和Caspase-3表达

   水平比较(n=3,x±s)

组别 PCNA Caspase-3

对照组 0.92±0.01 0.40±0.01

阿奇霉素组 0.61±0.02a 0.69±0.01a

阳性药物组 0.54±0.02a 0.71±0.03a

抑制剂组 0.35±0.02b 0.83±0.03b

激活剂组 0.81±0.03b 0.44±0.01b

  注:与对照组比较,aP<0.05;与阿奇霉素组比较,bP<0.05。

图4  WB法检测AGS细胞NF-κB通路蛋白表达情况

表3  各组AGS细胞NF-κB通路蛋白比较(n=3,x±s)

组别 p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65 p-IκBα/IκBα

对照组 1.81±0.13 2.41±0.03

阿奇霉素组 0.97±0.02a 1.74±0.02a

阳性药物组 0.98±0.08a 1.72±0.15a

抑制剂组 0.47±0.03b 0.77±0.02b

激活剂组 1.66±0.17b 2.25±0.10b

  注:与对照组比较,aP<0.05;与阿奇霉素组比较,bP<0.05。

3 讨  论

  胃癌是病死率较高的恶性肿瘤之一,但无特征性

临床症状,确诊时患者往往已进入胃癌进展期,且目

前尚无有效的诊断和治疗手段。胃癌的发生是多种

因素相互作用的结果,深入研究胃癌的发生、发展机

制,寻 找 治 疗 胃 癌 的 关 键 靶 点 是 目 前 研 究 的 热

点[11-12]。阿奇霉素是新近发现的大环内酯类抗菌药

物,早期主要用于治疗细菌感染,可在细胞中累积并

缓慢释放,相较于其他大环内酯类药物,具有更高的

局部浓度和更长的半衰期,且不良反应少,因此成为

广大学者研究的热点。近年来,阿奇霉素在抗肿瘤方

面的作用越来越被人们关注。有研究发现,阿奇霉素

能抑制淋巴癌[13]和结肠癌[14]等肿瘤的恶性进程。阿

奇霉素通过其抗炎作用对小儿胃炎有一定治疗效

果[15]。但阿奇霉素对胃癌细胞的影响尚不清楚。基

于此,本研究利用不同水平(12.5、25.0、50.0、100.0
 

μg/mL)阿奇霉素干预 AGS细胞,结果发现,25.0、

50.0、100.0
 

μg/mL阿奇霉素组 AGS细胞活力明显

低于对照组,其中50.0
 

μg/mL阿奇霉素组细胞活力

最低,效果最好,因此选择50.0
 

μg/mL阿奇霉素为最

适水平用于后续实验,与既往研究[13]结果相符,有一

定的参考价值。为了进一步研究阿奇霉素对AGS细

胞生物学行为的影响,本研究探讨了阿奇霉素对炎症

细胞因子、AGS细胞增殖与凋亡的影响。结果发现,
阿奇霉素干预后,IL-1β水平、AGS细胞增殖率和增殖

标志物PCNA表达水平下降,而IL-10水平、凋亡率

和凋亡标志物Caspase-3表达水平上升,提示阿奇霉

素可抑制AGS细胞炎症,并诱导其凋亡、抑制增殖,
有良好的研究及开发前景。

NF-κB属于二聚体转录因子家族,生理状态下以

NF-κB和IκBα二聚体的形式存在于细胞质中参与细

胞的炎症、增殖和凋亡等生物学过程。其异常激活

后,NF-κB和IκBα二聚体在蛋白磷酸化酶的参与下

发生磷酸化,二聚体NF-κB和IκBα解离,NF-κB迅速

进入细胞核进行目标基因的转录[16]。研究发现,相关

受体结合丝氨酸/苏氨酸激酶2通过下调p-NF-κB和

p-IκBα的表达水平,抑制NF-κB信号通路活性,减缓

裸鼠胃癌的发展进程[17]。另有研究证实能够通过

NF-κB信号通路抑制胃癌细胞的增殖,并促进其凋

亡[18]。赵朝华等[19]报道显示,阿奇霉素不仅可以通

过抑制NF-κB通路活性改善慢性阻塞性肺模型大鼠

肺脏组织形态和纤维化,还可以通过抑制NF-κB信号

通路促进牙周膜干细胞的成骨分化[20]。但是阿奇霉

素是否可通过调控NF-κB信号通路改变胃癌的发展

进程尚不十分明确。因此,本研究分析了各实验组

AGS细胞NF-κB信号通路关键蛋白,结果发现,阿奇

霉素 降 低 了 p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65 和 p-IκBα/

IκBα,说明阿奇霉素能明显抑制 NF-κB信号通路活

性。在阿奇霉素的基础上分别加入BAY11-7082和

Prostratin后,BAY11-7082增强了阿奇霉素对 AGS
细胞的作用,Prostratin则明显减弱了阿奇霉素对
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AGS细胞的作用。
综上所述,阿奇霉素通过阻滞NF-κB通路信号转

导抑制AGS细胞炎症和增殖,并诱导其凋亡。但是

本研究仅从细胞层面研究了阿奇霉素对AGS细胞的

影响,下一步可从体内水平研究阿奇霉素对胃癌的作

用,为胃癌的相关治疗提供更有利的参考。
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