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大黄素抑制胃癌细胞糖酵解并促进凋亡 *

关 波 张 松 郭 舜 石 磊 戚志华 李诗草 刘琳娜△

(第四军医大学唐都医院药剂科 陕西西安 710038)

摘要目的：探讨大黄素对人胃癌 BGC-823细胞凋亡及糖酵解的影响。方法：采用不同浓度大黄素(30 滋mol /L、90滋mol /L、180 滋mol
/L)、磷脂酰肌醇 3-激酶(Phosphatidylinositol 3 kinase，PI3K)抑制剂处理人胃癌 BGC-823细胞，通过四甲基偶氮唑盐(MTT)检测细

胞活力，采用试剂盒检测细胞葡萄糖消耗及乳酸水平，western blotting检测细胞己糖激酶Ⅱ、Bcl-2相关蛋白 (Bcl-2 Associated X

Protein, Bax)、PI3K、人低氧诱导因子 1琢 (Human Hypoxia-inducible factor 1琢,HIF-琢)的表达。结果：大黄素能浓度依赖性的抑制
BGC-823细胞增殖、葡萄糖消耗，降低乳酸水平；并降低己糖激酶Ⅱ的表达，促进凋亡蛋白 Bax表达。PI3K抑制剂可抑制胃癌细

胞糖酵解水平，而将大黄素与 PI3K抑制剂联合使用后，与单一抑制剂组比，对细胞糖酵解抑制水平进一步加强，大黄素可下调

PI3K下游蛋白及 HIF-琢的表达。结论：大黄素对人胃癌 BGC-823细胞的增殖抑制作用其作用机制与调节 PI3K途径及 HIF-琢，并
抑制己糖激酶Ⅱ表达降低胃癌细胞糖酵解水平相关。
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Emodin Inhibits Glycolysis and Promotes Apoptosis of Gastric Cancer Cells*

To investigate the effects of emodin on human gastric cancer BGC-823 cell apoptosis and glycolysis.

Using different concentrations of emodin (30 mol/L, 90 mol/L, 180 mol/L), phosphatidylinositol 3- kinase (Phosphatidylinositol

3 kinase, PI3K) inhibitor treatment of human gastric cancer cell line BGC-823, cell vitality was detected by four methyl thiazolyl

tetrazolium (MTT) assay kit, glucose consumption and lactate level in gastric cancer cells were also detected, the effect of emodin on

human gastric cancer cells hexokinase II and Bcl-2 Associated X Protein(Bax), PI3K, Human Hypoxia-inducible factor 1琢(HIF-琢) were
determinated. The effect of emodin on glycolysis of human gastric cancer BGC-823 cells was investigated by PI3K inhibitors.

Emodin inhibited human gastric cancer BGC-823 cell growth in concentration dependent manner, also significantly decreased glucose

consumption and lactate levels; inhibited gastric cancer cell hexose kinase II expression, while promoting the regulation of apoptosis

protein Bax expression. PI3K inhibitors also can inhibit the gastric cancer cell glycolysis level. The combination of emodin and PI3K

inhibitor enhanced the glycolytic inhibition level of cells compared with the single inhibitor group. Emodin also reduced the expression of

downstream of PI3K protein and HIF-琢. Emodin has a significant inhibitory effect on the proliferation of human gastric

cancer BGC-823 cells, and its mechanism may be related to its regulation of downstream of PI3K protein and HIF-琢, thereby inhibiting
the expression of hexokinase II and decreasing the glycolytic level of gastric cancer cells.
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前言

大黄素是为蓼科植物虎杖的干燥根茎和根中有效成分，可

从大黄、芦荟、番泻叶等中药提取，其化学名称为 6-甲基 -1，

3，8-3羟基蒽醌。现代药理学研究表明大黄素具有明显的抗肿

瘤、抗病毒、免疫调节等作用[1，2]，对宫颈癌、大肠癌、肝癌细胞等

肿瘤细胞均具有杀伤和抑制作用，还可有效抑制甲状腺癌细胞

的增殖[3-6]。胃癌是我国常见肿瘤之一，近年研究显示大黄素对胃

癌细胞具有明显抑制作用，使人胃癌 BGC-823细胞增殖周期停

滞于 G0/G1期，促进其凋亡，但其作用机制尚未完全明确[7]。

糖酵解是肿瘤细胞主要的能量供应途径，肿瘤细胞在有氧

条件下优先采用糖酵解反应提供其增殖所需的能量被称为瓦

博格(Warburg)效应[8，9]，可以为肿瘤细胞提供增殖所需的能量

及必须的氨基酸等合成原料，从而维持肿瘤细胞的快速增殖及

迁移。己糖激酶Ⅱ是糖酵解第一限速酶，而 PI3K/Akt途径及

HIF-琢均参与调控该蛋白[10-12]。胃癌细胞中糖酵解同样明显高
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图 1不同剂量大黄素对胃癌细胞存活率的影响(与对照组比较，*P<
0.01,与 90 滋M·L-1组比较，#P<0.05)

Fig.1 Effect of different doses of emodin on the viability of gastric cancer

cells (compared with the control group, *P<0.01,

compared with 90滋M·L-1 group, #P<0.05)

于正常细胞[13]，而大黄素对胃癌细胞糖酵解的作用并不清楚。

因此，本研究主要探讨了大黄素对人胃癌 BGC-823细胞凋亡

及糖酵解的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

人胃癌 BGC-823 细胞系购自中国科学院上海细胞研究

所，大黄素(SIGMA，美国)，LY294002 PI3K抑制剂、四甲基偶

氮唑盐(MTT) (SIGMA，美国)、p-Akt、Akt、HIF-琢、己糖激酶Ⅱ、
Bax(abcam，英国)，DMSO购自百灵威试剂公司；Lactate Colori-

metric Assay KitⅡ，Glucose(GO) Assay Kit购自 Bivision公司。

1.2 方法

人胃癌 BGC-823 细胞在二氧化碳培养箱中，采用含有

10%小牛血清培养及加入 85 IU /L青霉素、100mg /L链霉素的

改良杜氏伊格尔培养基 (Dulbecco's modified Eagle medium，

DMEM)培养液培养备用。实验分为 4组，分别为空白对照组(

Ctrl组)和大黄素组 (浓度为 30 滋mol /L、90 滋mol /L、180 滋mol
/L)。采用MTT法考察大黄素对胃癌细胞活力的影响；另分 4

组分别为空白对照组( Ctrl组)，大黄素组(90滋mol /L)，PI3K抑
制剂组 (30 滋mol /L)，大黄素加 PI3K 抑制剂组 (90滋mol
/L+30滋mol /L)。
1.3 MTT实验

将胃癌细胞 BGC-823按照 1× 105个细胞的浓度，在 96孔

板中接种，24 h 后加入分别加入 30 滋mol /L、90 滋mol /L、180
滋mol /L的大黄素培养液继续培育,每组 8孔。24h后，将 30

滋L MTT加入到培养孔中继续孵育 4 h，加入 150 滋L DMSO，

充分溶解结晶物。采用酶标仪检测 550 nm吸光度(A)值，计算

细胞活力。实验重复 3次。

1.4 葡萄糖消耗及乳酸水平检测

采用利用 Lactate Colorimetric Assay Kit Ⅱ检测细胞培养

基中的乳酸含量，操作按照实际盒提供的操作说明进行。葡萄

糖消耗检测采用 Glucose( GO) Assay Kit提供的操作说明进行

分析。

1.5 Western blotting

将胃癌细胞 BGC-823按照 4× 106个细胞的浓度接种在 6

孔板中，按照 MTT实验分组给药，24h后提取细胞总蛋白，采

用 BCA法测定蛋白质含量。按照 8%进行 SDS-PAGE凝胶电

泳，上样量为 50 滋g蛋白。电泳分离结束后，采用湿法转印将蛋
白转印至 PVDF膜，用含 1%脱脂奶粉 TBS和 0.1%TBST封闭

过夜，TBST洗膜 3次，每次 3 min，加一抗，4℃孵育过夜，TB-

ST洗膜 3次，每次 3 min。加辣根过氧化物酶标记的二抗(1：

2000)，常温孵育 2 h，TBST 洗膜 3 次，每次 3 min。实验以

GAPDH作为内参照。ECL化学发光试剂显色，通过 Bio-red生

物图像处理软件进行目的条带的表达检测及分析。

1.6 统计学分析

实验数据按照均数± 标准差表示，采用 SPSS 15.0统计软

件进行正态性分析和方差齐性检验，多组间均数比较用单因素

方差分析，两组间比较采用 t检验，以 P<0.05为差异具有统计
学意义。

2 结果

2.1 大黄素对人胃癌细胞 BGC-823增殖的影响

不同浓度的大黄素处理人胃癌细胞 BGC-823 24h后，细胞

存活率与对照组相比显著降低，中剂量及高剂量组与对照组比

具有显著性差异(P<0.01)(图 1)，且高剂量大黄素与中剂量组细

胞存活率具有显著差异(P<0.05)。以上结果提示大黄素可抑制
人胃癌 BGC-823细胞增殖，并呈明显的浓度依赖性。

2.2 大黄素对人胃癌细胞 BGC-823乳酸水平及葡萄糖消耗的

影响

不同浓度的大黄素处理人胃癌细胞 BGC-823 24h后，相较

于对照组，中高剂量大黄素组人胃癌细胞 BGC-823葡萄糖的

消耗水平明显降低(P<0.05)，大黄素高剂量组、乳酸水平相较于
对照组明显降低(P<0.05)，且高剂量组与中剂量组在葡萄糖消
耗及乳酸水平中均具有显著差异(P<0.05)(图 2)。该结果表明大

黄素可以明显抑制胃癌细胞糖酵解水平。

2.3 大黄素与 PI3K抑制剂联合处理对人胃癌细胞 BGC-823增

殖的影响

采用 PI3K抑制剂联合大黄素处理人胃癌细胞 BGC-823，

结果显示：大黄素、PI3K抑制剂单用均可以明显降低胃癌细胞

活力，大黄素与 PI3K抑制剂联合处理的胃癌细胞活力较单一

PI3k抑制剂处理显著降低(P <0.05)(图 3)。

2.4 大黄素与 PI3K抑制剂联合处理对人胃癌细胞 BGC-823乳

酸水平及葡萄糖消耗的影响

大黄素与 PI3K抑制剂联合处理胃癌细胞 24h后，结果显

示：大黄素、PI3K抑制剂单用均可以明显降低胃癌细胞葡萄糖

消耗及乳酸水平，而大黄素与 PI3K抑制剂联合处理的胃癌细

胞的葡萄糖消耗及乳酸水平与单一 PI3K抑制剂组相比显著降

低(P<0.05，图 4)。

2.5 大黄素与 PI3K抑制剂对人胃癌细胞 BGC-823凋亡相关蛋

白表达的影响

如图 5所示，大黄素对胃癌细胞己糖激酶Ⅱ、p-Akt蛋白表

达具有明显的抑制作用，同时增加促凋亡蛋白 Bax表达 (P<
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图 2不同大黄素对胃癌细胞葡萄糖消耗及乳酸水平的影响(与对照组

比较，*P <0.05，与 90 滋M·L-1组比较，#P<0.05)
Fig.2 Effects of emodin on glucose consumption and lactate levels in

gastric cancer cells (compared with the control group, *P<0.05,
compared with 90 滋M·L-1 group, *P<0.05)

图 3大黄素联合 PI3K抑制剂对胃癌细胞活力的影响(与对照组比较，

*P <0.05；与 LY294002组比较，#P <0.05)
Fig.3 The effects of emodin combined with PI3K inhibitors on the viability

of gastric cancer cells

(compared with the control group, *P <0.05; compared with the
LY294002 group, #P <0.05)

图 4大黄素联合 PI3K抑制剂对胃癌细胞葡萄糖消耗及乳酸水平的影

响(与对照组比较，*P <0.05；与 LY294002组比较，#P <0.05)
Fig. 4 The effect of emodin combined with PI3K inhibitor on the glucose

consumption and lactate level in gastric cancer cells (*P <0.05 compared
with control group; compared with LY294002 group, #P <0.05)

0.05)；大黄素与 PI3K抑制剂联合处理的胃癌细胞己糖激酶Ⅱ、

p-Akt蛋白表达较大黄素进一步降低(P<0.05)，大黄素对 HIF-琢
同样具有抑制作用，PI3K抑制剂组无此作用。

3 讨论

胃癌在我国临床发病率较高，但是目前临床化疗药物普遍

具有毒性大、副作用多等问题，中药肿瘤治疗成为近年新药研

究的热点。通过从中药中寻找有效成分，并对其结果修饰及改

造是寻找临床新药的有效途径。大黄素是我国传统中药大黄的

主要活性成分，芦荟、番泻叶等中也含有大黄素，研究表明大黄

素具有显著的抗肿瘤作用，其对胃癌也具有抑制作用，但其作

用机制有待进一步阐明。有研究认为大黄素可通过抑制 RhoA

的激活进而升高胃癌肿瘤细胞 ROS水平，减少细胞凋亡发挥

其抑制癌细胞增殖作用[14]。也有研究认为大黄素可以通过影响

肝再生磷酸酶 -3从而参与胃癌细胞增殖抑制的调控[15]。

糖酵解是肿瘤细胞增殖的特征反应，是肿瘤细胞维持生物

学功能的重要机制。糖酵解增强是肿瘤细胞恶性转化的生物能

量学基础。细胞能量供应主要通过三羧酸循环及糖酵解，而肿

瘤细胞的大量增殖主要依赖糖酵解产生 ATP来满足自身能量

代谢的需要，肿瘤过度增殖细胞处于缺氧状态，糖酵解反应明

显升高，为肿瘤细胞增殖提供所需能量及合成蛋白质，氨基酸

等营养物质的原料[16，17]。而己糖激酶Ⅱ(HKⅡ)是一种通过催化

己糖将其磷酸化的酶，是糖酵解过程中产生的第一个酶，也是

细胞糖酵解途径中的关键性限速酶。近年研究显示己糖激酶 -

Ⅱ在多种恶性肿瘤中均高表达，是肿瘤能量供应的关键酶系
[18，19]，此外，HK-Ⅱ定位于线粒体外膜，可形成线粒体外膜通道，

可阻止线粒体膜通透转换孔(PTP)开放、从而抑制线粒体内促

凋亡因子(如细胞色素 C等)释放，具显著的抗细胞凋亡的作用
[20，21]。有研究发现胃癌中己糖激酶 -Ⅱ的表达明显高于正常组

织，HK-Ⅱ在胃癌组织中的阳性表达率为 68.0%，显著高于正常

胃黏膜组织 [22]，说明 HK-Ⅱ在胃癌的增殖中具有重要作用。

PI3K-Akt信号途径参与己糖激酶 -Ⅱ的调节作用，当抑制机体

Akt磷酸化过程后，己糖激酶Ⅱ表达显著下降[23，24]，此外，HIF是

缺氧调控因子，而肿瘤细胞糖酵解正是由于其在缺氧条件下，

现代药理学研究表明 HIF-a也参与己糖激酶Ⅱ的调控[25，26]。

本研究表明大黄素可以浓度依赖性的抑制胃癌细胞

BGC-823的增殖，同时显著降低细胞葡萄糖消耗及乳酸的产

生，说明大黄素可以明显抑制细胞糖酵解水平。同时，大黄素可
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图 5大黄素对人胃癌细胞 BGC-823凋亡相关蛋白表达的影响(与对照组比较，*P <0.05；与大黄素组比较，#P<0.05)
Fig.5 Effect of emodin on the expression of apoptosis related protein in human gastric cancer BGC-823 cells

(*P <0.05 compared with control group; compared with Emodin group, #P <0.05)

以明显抑制细胞己糖激酶 -Ⅱ的表达，而大黄素与 PI3K抑制剂

联合使用后对己糖激酶 -Ⅱ的抑制加强，并且相对于单一抑制

剂组显著提高对胃癌细胞糖酵解及乳酸水平的抑制作用，该结

果说明大黄素对于胃癌细胞 BGC-823的糖酵解水平的抑制作

用应该是通过同时抑制 Akt途径及 HIF-琢途径。有研究发现大
黄素可以通过影响 HIF-琢的生物合成从而影响糖酵解反应的
发生，抑制人胰腺癌的增殖[27]。而我们的研究发现大黄素在胃

癌细胞中不仅通过影响 HIF-琢的蛋白水平，同时可以通过影响
Akt的磷酸化水平，继而影响己糖激酶表达，抑制胃癌细胞糖

酵解反应。目前，围绕大黄素在其中肿瘤细胞中调控 Akt途径,

发挥其生物活性的研究已有报道[28，29]，但大黄素在胃癌细胞中

如何调控 Akt及 HIF途径发挥其作用的分子机制还有待进一

步阐明。
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