
·实验研究与卫生检验·

ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８ 抑制胃癌细胞
增殖的作用研究

徐峰，潘淑波，史肖华

苏州科技城医院， 江苏　 苏州　 ２１５０００

摘要：　 目的　 探讨 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８ 对胃癌细胞增殖及凋亡的影响。 　 方法　 采用 ＭＴＴ 比色法测定 ＮＫ－１Ｒ
拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８ 对胃癌细胞的增殖影响，Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色实验检测 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８ 对胃癌细胞凋亡的影

响。 　 结果　 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８ 以浓度依赖性的方式阻断胃癌细胞系 ２３１３２－８７ 的增值，半数抑制浓度 ＩＣ５０ 为

６７􀆰 ８５ μＭ。 此外，染色实验结果表明，在胃癌细胞系中发现凋亡细胞，呈现染色质浓缩和核碎裂形态。 　 结论　 ＮＫ－１Ｒ
参与胃癌细胞的增殖和凋亡过程，是一种新兴的胃癌药物治疗靶点，ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂有望成为新的抗胃癌药物。
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　 　 胃肠道癌症（ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＧＩＣ）是全球

范围内最常见的恶性消化道肿瘤，每年约有 ７３８ ０００
人死亡［１］，在我国恶性肿瘤发病率和死亡率中居首

位［２］，且具有明显的地域区别。 对于早期胃癌，局部

切除手术是一种首选治疗策略，５ 年生存率高达 ９０％，
但大多数胃癌患者发现时已是晚期阶段，总体 ５ 年生

存率不高于 ３０％［３］。 据了解，约 ９０％的癌症患者死亡

是由于转移发展而不是原发性肿瘤［４］。 物质 Ｐ（ ｓｕｂ⁃
ｓｔａｎｃｅ Ｐ， ＳＰ），是一种多肽，由 １１ 个氨基酸残基组成，
广泛分布于神经纤维内的一种神经肽，具有多种生理

功能，通过神经激肽－１ 受体（ＮＫ－１Ｒ）控制了许多与

癌症有关的病理生理作用，例如癌症细胞的增殖和迁

移［５］。 然而，ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂能阻断 ＳＰ 的作用并抑制

这些功能。 ＳＰ 在人体中广泛分布，并且在癌细胞中发

现 ＮＫ－ １Ｒ 过表达，人类胃肠道癌细胞和组织表达

ＮＫ－１Ｒ。 在 Ｎ－甲基－Ｎ＇－硝基－Ｎ－亚硝基胍诱发的胃

癌模型中，给予高剂量的 ＳＰ 可促进胃癌的发展［６］。
此外，ＳＰ 促进人胃癌细胞系 ＭＫＮ－４５ 的增殖，粘附，
迁移和侵袭。 在胃癌中，已经观察到含有 ＳＰ 和 ＮＫ－１
受体（ＮＫ－１Ｒ）的神经，并且 ＳＰ 阳性神经的数目似乎

与胃癌的进展有关［７］。 已有研究证明 ＳＰ 具有抗细胞

凋亡的作用， 其以浓度依赖性方式促进人结肠癌细胞

的增殖，并且 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂（ Ｌ－７３３，０６０ 和阿瑞吡

坦）与 ＮＫ－１Ｒ 结合后阻断 ＳＰ 的作用并抑制人结肠癌

细胞系的增殖（两种拮抗剂均诱导癌细胞凋亡和死
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亡） ［８］。 然而，目前尚不清楚 ＮＫ － １Ｒ 拮抗剂 （例如

Ｌ－７３２，１３８）是否有抗胃癌细胞增殖的作用。 因此，为
了更多地了解 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂的增殖抑制作用，本研

究通过观察 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８ 对人类胃癌细

胞系 ２３１３２－８７ 的抗肿瘤作用，证明 ＮＫ－１Ｒ 参与胃癌

细胞的增殖和凋亡过程，拮抗剂 Ｌ－７３２１３８ 能够抑制

人胃癌细胞增殖，并诱导细胞凋亡。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料　 人胃癌细胞系 ２３１３２－８７ 购自美国

模式培养物集存库（Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｉｓｓｕｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｅｃｔｉｏｎ，
ＡＴＣＣ）， ＮＫ－１Ｒ 抑制剂Ｌ－７３２，１３８ 购自 Ｔｏｃｒｉｓ Ｂｉｏｓｃｉ⁃
ｅｎｃｅ，物质 Ｐ （ＳＰ），Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色液，ＭＴＴ 试剂

盒，ＤＭＳＯ 以及其他实验试剂均购自上海碧云天生物

技术有限公司。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养　 人胃癌细胞系 ２３１３２－８７ 置于含

１０％ ＦＢＳ 的培养基中，在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２（体积分数）的
饱和湿度孵育箱中培养，加入青霉素、链霉素，防止污

染。 当细胞生长处于对数期时，用胰酶处理细胞，制成

单细胞悬液，显微镜下观察，计数，用于下一步实验。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＭＴＴ 实验　 ＭＴＴ 是一种苯基四氮唑盐，在活

细胞线粒体中琥珀酸脱氢酶的作用下，ＭＴＴ 通过还原

反应，生成蓝紫色不溶于水的甲臜，蓝紫色结晶溶于

ＤＭＳＯ，在酶标仪 ４９０ ｎｍ 波长处测吸光度值。 蓝紫色

结晶的量反映细胞的活性。 本实验用 ＭＴＴ 法来检测

神经激肽受体拮抗剂对胃癌细胞细胞活力的影响。 收

集对数生长期的胃癌细胞，制成单细胞悬液，计数，稀
释后按 ５×１０４ 个 ／ ｍｌ 接种在 ９６ 孔板中，每孔 １００ μｌ。
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在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养，细胞生长状态良好时，
分别加入浓度为 ６􀆰 ２５、１２􀆰 ５、２５、５０、１００ μＭ 的 ＮＫ－１Ｒ
拮抗剂，设置空白孔，每个实验组有三个复孔，在

３７ ℃、５％ ＣＯ２ 及饱和湿度环境下培养。 在培养 ４８ ｈ
后，检测 ＮＫ－１Ｒ 抑制剂对胃癌细胞的增殖毒性。 为

了测定 ＮＫ－１Ｒ 抑制剂对 ＳＰ 促进细胞增殖作用的影

响，在加入抑制剂前，用 ＳＰ 孵育细胞 ４ ｈ，同时设置空

白孔，ＳＰ 单独作用孔，培养 ２４ ｈ 后，ＭＴＴ 实验检测细

胞的增殖能力。 实验均重复 ３ 次。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 荧光染色　 实验分为空白组和

抑制剂处理组，Ｌ－７３２，１３８ 孵育细胞 ２４ ｈ 后，用胰酶

消化成单细胞悬液，ＰＢＳ 洗涤并在 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染液

（０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍｌ）孵育染色 １５ ｍｉｎ 后，在荧光显微镜下察

胃癌细胞的细胞核形态，观察细胞是否发生凋亡（显
示核碎裂和染色质浓缩）。
１􀆰 ３　 数据分析 　 实验结果使用 ＳＰＳＳ 统计软件进行

统计学分析。 数据以均数±标准差表示，通过单因素

方差分析（Ｏｎｅ Ｗａｙ ＡＮＶＯＡ）进行多重比较，ＬＳＤ－ｔ 检
验进行组间均数的比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８ 抗胃癌细胞增殖的作

用　 在人胃癌细胞系中不同浓度的拮抗剂 Ｌ－７３２，
１３８ 都有抑制细胞生长的作用（图 １），且呈浓度依赖

性抑制。 表 １ 显示了不同浓度的拮抗剂 ４８ ｈ 后对胃

癌细胞的抑制率，并计算出 ＩＣ５０ 值为 ６７􀆰 ８５ μＭ。 在

给与低浓度的 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂（２０～４０ μＭ）时，发现较

低的肿瘤细胞生长抑制率，当浓度增加至 １００ μＭ 时

也没有发现最大抑制作用，且观察到随浓度的增加，抑
制率继续增大的趋势（Ｆ＝ １０６􀆰 ８８，Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 １　 不同浓度的 Ｌ－７３２，１３８ 对细胞生长抑制的作用

表 １　 不同浓度的 Ｌ－７３２，１３８ 对胃癌细胞的抑制率（ｎ＝ ３）
Ｌ－７３２，１３８ 浓度（μＭ） 抑制率（％，􀭰ｘ±ｓ）
６􀆰 ２５ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０８
１２􀆰 ５ ２􀆰 ０９±０􀆰 ６２
２５ ７􀆰 １０±１􀆰 ２４
５０ ２３􀆰 ８９±３􀆰 ９８
１００ ８４􀆰 ４４±１２􀆰 ５２

２􀆰 ２　 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８ 对 ＳＰ 诱导胃癌细胞

增殖作用的影响　 Ｌ－７３２，１３８ 可抑制 ＳＰ 诱导的促有

丝分裂信号，而 ＳＰ 可促进人结肠癌细胞系和胃癌细

胞系的生长［７］。 为了研究 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８
对 ＳＰ 诱导胃癌细胞增殖作用的影响，实验分别设置

了四组：空白组，５０ μＭ ＳＰ 单独作用组，７０ μＭ 抑制剂

Ｌ－７３２，１３８ 单独作用组（抑制剂 Ｌ－７３２，１３８ 的 ＩＣ５０ 值

为 ６７􀆰 ８５ μＭ， 故本试验采用 ７０ μＭ 的浓度研究

ＮＫ－１Ｒ拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８ 对 ＳＰ 诱导胃癌细胞增殖作

用的影响），ＳＰ＋Ｌ－７３２，１３８ 处理组。 结果发现，在 ＳＰ
和 Ｌ－７３２，１３８ 联合作用组的细胞浓度低于 ＳＰ 单独处

理组的细胞浓度（Ｐ＜０􀆰 ０１），表明 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂抑制

神经肽 ＳＰ 介导的促有丝分裂作用。 关于胃癌癌细胞

的生长，实验数据显示了神经肽 ＳＰ 对 ＮＫ－１Ｒ 活化的

特异性，联合作用组与单独施用 Ｌ－７３２，１３８ 相比，联
用组的细胞浓度明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０１）（表 ３），结果提示

Ｌ－７３２，１３８ 可通过 ＮＫ－１Ｒ 阻断人类胃癌细胞系的

增殖。
表 ３　 ７０ μＭ ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８ 作用 ２４ ｈ

对 ＳＰ 诱导胃癌细胞增殖作用的影响（ｎ＝ ３）

组别 细胞相对浓度比值（％，􀭰ｘ±ｓ）

空白组 １００􀆰 ００±０􀆰 ００

ＳＰ 单独作用组 １３５􀆰 ５８±２１􀆰 ４６

Ｌ－７３２，１３８ 单独作用组 ４８􀆰 ７９±７􀆰 １３

ＳＰ ＋ Ｌ－７３２，１３８ 组 ８３􀆰 ５２±９􀆰 ７８

Ｆ 值 ２５􀆰 ７１

Ｐ 值 ＜０􀆰 ００１

　 　 注：以空白组细胞浓度为 １ 进行对比，各组均除以空白组细胞浓度

（个数）。

２􀆰 ３　 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８ 对胃癌细胞凋亡的影

响　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 荧光染色实验表明，当给予胃癌细

胞 ７０ μＭ Ｌ－７３２，１３８ 处理 ２４ ｈ 时，观察到许多凋亡细

胞（图 ２），在荧光显微镜下显示核碎裂和染色质浓缩。

图 ２　 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂 Ｌ－７３２，１３８ 对胃癌细胞影响

３　 讨　 论

本研究表明了色氨酸衍生物 ＮＫ － １Ｒ 拮抗剂

Ｌ－７３２，１３８针对人胃癌细胞系（２３１３２－８７）的抗肿瘤作
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用（凋亡引起肿瘤细胞死亡）。 Ｌ－７３２，１３８ 的抗肿瘤

作用呈浓度依赖性，通过 ＮＫ－１Ｒ 发生作用。 ＮＫ－１Ｒ
在胃癌和结肠癌癌细胞系中均有表达，ＳＰ 在这些肿瘤

细胞中发挥了促有丝分裂作用，并且表现出对 ＮＫ－１Ｒ
的高 亲 和 力［８－９］。 本 研 究 结 果 与 以 前 报 道 的

Ｌ－７３２，１３８对人类癌细胞系的抗肿瘤作用一致［１０］，在
这些研究中，Ｌ－７３２，１３８ 诱导细胞凋亡，抵消 ＳＰ 引起

的有丝分裂，以浓度依赖性方式引发肿瘤细胞生长抑

制并且通过 ＮＫ － １Ｒ 发挥抗肿瘤作用［１２］。 提示

Ｌ－７３２，１３８是用于治疗癌症的有希望的抗肿瘤药物。
ＳＰ 是表达 ＮＫ－１Ｒ 的肿瘤细胞类型中普遍存在的

有丝分裂原，这种速激肽受体在肿瘤细胞中过表

达［１１］。 ＮＫ－１Ｒ 的过度表达意味着可以使用 ＮＫ－１Ｒ
拮抗剂作为针对肿瘤细胞的特异性抗肿瘤策略，治疗

引起的副作用可以显著降低。 在患有晚期肿瘤的患者

中发现更高水平的 ＮＫ － １Ｒ ［１２］，已经有报道证明

ＮＫ－１Ｒ参与癌细胞的表达［１３］。 因此，过表达 ＮＫ－１Ｒ
的癌细胞抵消了导致细胞死亡的信号传导途径［１４］。
ＳＰ 增加 Ａｋｔ（一种丝氨酸－苏氨酸蛋白激酶）的磷酸

化，Ａｋｔ 的活化抑制了凋亡机制［１５］。 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂引

起细胞凋亡，因为阻断了由 ＳＰ 引起的 Ａｋｔ 磷酸化增

加。 在癌细胞中，ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂增加聚合酶的水解和

ｃａｓｐａｓｅ－ ３ 的活化，引起细胞凋亡，并抑制 ＤＮＡ 的

合成［１６］。
胃癌细胞中表达神经激肽－１ 受体（ＮＫ－１Ｒ）和神

经肽 Ｐ 物质（ＳＰ），Ｐ 物质与神经激肽－１ 受体结合后

引起肿瘤细胞增殖，诱导肿瘤生长，促进血管生成和肿

瘤的转移（迁移和侵袭），并具有抗细胞凋亡的作用。
ＳＰ 通过 ＮＫ － １Ｒ 促进胃癌细胞的迁移和侵袭［１１］，
ＮＫ－１Ｒ拮抗剂阻断上述机制。 ＳＰ ／ ＮＫ－１Ｒ 系统能够

调节新血管生成［１７］，并且 ＳＰ 参与内皮细胞的增殖和

毛细血管的生长。 通过存在于血管中的高密度

ＮＫ－１Ｒｓ，增加肿瘤血流量和促进基质发育，ＳＰ 可强烈

影响肿瘤内和肿瘤周围的血管结构和功能。 然而，新
血管生成可被 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂抑制，阻断 ＳＰ 的生物效

应［１８］。 因此使用 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂作为新的候选抗肿瘤

药物 很 可 能 是 一 种 有 前 景 的 应 用。 已 经 证 明

Ｌ－７３２，１３８激活凋亡机制并通过细胞凋亡诱导胃癌细

胞死亡。 因此，诱导细胞凋亡或许是治疗癌症的策略，
并为临床研究提供了新的可能性。 本文研究结果证实

了 ＮＫ－１Ｒ 拮抗剂引起癌细胞的凋亡。 在癌症细胞

中，ＳＰ ／ ＮＫ－１Ｒ 系统无处不在，是一种通用的生存方

式，因此，ＮＫ－１Ｒ 是治疗胃癌的新兴药物靶点，ＮＫ－１Ｒ
拮抗剂是未来临床试验中检测抗肿瘤活性的良好候选

药物。
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