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长春新碱对人胃癌 BGC 细胞增殖与凋亡的影响及其机制 
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摘  要：目的  通过体内外水平研究长春新碱对人胃癌 BGC 细胞增殖与凋亡的影响及其机制。方法  采用 MTS 法检测人

胃癌 BGC 细胞的增殖情况；采用 Hoechst 荧光染色法、流式细胞技术检测细胞凋亡和细胞周期的情况；通过 Western blotting
法检测 BGC 细胞内增殖、周期和凋亡相关蛋白表达情况；荷瘤裸鼠实验检测长春新碱抑制胃癌生长情况。结果  长春新碱

明显抑制 BGC 细胞的生长，其抑制率与药物浓度呈剂量和时间相关性，将细胞周期阻滞于 G1 期，并促进其凋亡，下调了细

胞增殖和周期相关蛋白 p-FAK、FAK、E2F1、CylinE2、CyclinD2、CDK2、CDK6 的表达，并激活了凋亡相关蛋白 Caspase-3。
荷瘤裸鼠实验显示长春新碱能明显抑制胃癌生长。结论  长春新碱通过下调细胞增殖与周期相关蛋白的表达，使细胞周期在

G1 期阻滞，同时激活 Caspase-3 诱导细胞的凋亡。 
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Effect of vincristine on proliferation inhibiting and apoptosis inducing on BGC 
cells and study on their mechanisms 
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Abstract: Objective  The effect and possible mechanism of vincristine on human gastric cancer cell BGC were investigated in in vitro 
and in vivo experiments. Methods  MTS and Hoechst assay was used to evaluate the effects of vincristine on human gastric cancer 
cell proliferation and apoptosis, respectively. The proliferation of BGC cells was examined by cell proliferation assay; The apoptosis of 
BGC cells was assayed by Hoechst and flow cytometry; Cell cycle analysis was performed by flow cytometry. The expression level of 
cell proliferation, cell cycle, and apoptosis related proteins was determined by Western blotting. The treatment effect of vincristine was 
analyzed in nude mice. Results  MTS and Hoechst assay showed vincristine could inhibit the growth of BGCs and promote the 
apoptosis of BGCs both in time-dependent and dose-dependent manners. The apoptosis rate of BGCs cells increased gradually and the 
cell cycle was arrested in G1 phase after treated with vincristine. Vincristine could downregulate the expression of phosphorylated- 
FAK, FAK, E2F1, CylinE2, CyclinD2, CDK2, CDK6, and activate apoptosis-related protein Caspase-3. Vincristine could suppress the 
growth of human gastric cancer in nude mice. Conclusion  Vincristine could inhibit the proliferation and induce the G1-arrest of BGC 
cells through its downregulation of cell proliferation and cell cycle related proteins and it also promotes the apoptosis of BGC cells 
through the activation of Caspase-3. 
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胃癌是世界上第二大癌症死因，我国的胃癌发

病率和死亡率均是世界平均水平两倍多，是最高的

国家之一[1-2]。目前临床治疗胃癌的方法主要包括手

术治疗、化学治疗、放射治疗等[3-7]。常用的化疗 
试剂，如烷化剂、氮芥和代谢拮抗剂能有效地抑制

肿瘤的生长[8-10]，但是不同的化疗药物对于胃癌的

作用机制各不相同。 
长春新碱是从长春花中提取的很重要的二聚

吲哚类生物碱，具有很强的抗癌效果。近年来发现，

长春新碱对宫颈癌[11]、肺癌[12]、结肠癌[13]、乳腺

癌[14]等均有一定的抑制生长及诱导调亡的作用，但

目前针对长春新碱是否能影响人胃癌细胞增殖与凋

亡的研究较少。本研究首先用不同质量浓度的长春

新碱对人胃癌BGC细胞处理不同时间后，通过MTS
法检测药物对 BGC 细胞增殖的影响；通过 Hoechst、
流式细胞技术检测不同质量浓度长春新碱对细胞周

期及凋亡的影响；采用 Western blotting 技术检测不

同浓度长春新碱处理后 BGC 细胞中增殖、周期以

及凋亡相关蛋白的表达情况。通过人胃癌裸鼠动物

模型，研究长春新碱体内对胃癌生长抑制能力。以此

初步阐明长春新碱影响胃癌细胞增殖及凋亡进程的

调节机制，为长春新碱用于胃癌的临床治疗提供理论

依据。 
1  材料和方法 
1.1  实验对象 

人胃癌细胞系 BGC 购于中国典型培养物保藏

委员科学院细胞库，Balb/c-nu 裸鼠（6 周龄）购于

上海斯莱克实验动物有限责任公司，动物生产许可

证号 SCXK（沪）2012-0002。 
1.2  试剂和仪器 

注射用硫酸长春新碱（批号 130602）购于浙江

海正药业股份有限公司；DMEM 培养基、胎牛血清

（FBS）、0.05% Trypsin-EDTA 均购于 Invitrogen 公

司，MTS 细胞增殖分析试剂购于 Promega 公司，流

式细胞仪及细胞周期检测试剂均购于 BD 公司，蛋

白抗体购于 Cell Signaling Technolgy 公司，硝酸纤

维素膜购于 GE 公司， Hoechst 试剂购于碧云天生

物技术有限公司；SpectraMax M5 酶标仪购于

Molecular Devices 公司，Axiovent 40C 倒置显微镜

和 Axiovent 200 荧光显微镜均购于 Carl Zeiss。 
1.3  实验方法 
1.3.1  细胞培养  人胃癌细胞系 BGC 细胞采用含

10% FBS 的 DMEM 培养液，置 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养，细胞接近融合时用胰蛋白酶消化传代，

同时接种细胞进行实验。 
1.3.2  细胞形态学观察  将对数生长期的 BGC 细

胞接种到 96 孔板中，8×103/孔，每个实验组有 6
个复孔，24 h 后细胞长至 60%左右，用生理盐水将

长春新碱稀释不同质量浓度（0.5、1、5、10、50、
100 μg/μL）进行加药，空白对照组不加生理盐水和

药物，阴性对照组加相同体积的生理盐水，加药 24 
h 后将细胞置于显微镜下观察细胞形态。 
1.3.3  细胞增殖实验  将对数生长期的 BGC 细胞

接种到 96 孔板中，8×103/孔，每个实验组有 6 个

复孔，24 h 后细胞长至 60%左右，质量浓度、加药

方式同“1.3.2”项，加药 24、48、72 h 后将细胞培

养液换成无血清培养液 100 μL/孔，加入 20 μL MTS
混合液［PMS-MTS（1∶20）］，37 ℃孵育 1 h 后，

用酶标仪在 490 nm 波长下读取吸光度（A）值，计

算细胞生长抑制率。 
细胞生长抑制率＝(阴性对照组 A 值－实验组 A 值)/阴

性对照组 A 值 

1.3.4  Hoechst 荧光染色观察药物诱导细胞凋亡情

况  将贴壁细胞以 2×104/孔接种到 48 孔板中，

37 ℃、5% CO2 孵箱中培养 24 h 后细胞长至 60%左

右进行加药，质量浓度、加药方式同“1.3.2”项；

加药 24 h 后，用 4%多聚甲醛固定细胞 20 min；去

固定液，用 PBS 洗 2 遍，每次 3 min，吸尽液体，

PBS 清洗后，加 Hoechst 染色液，室温染色 10 min
后吸尽染液；用 PBS 洗 2 遍，每次 3 min；清洗后

每孔加入适量的荧光淬灭剂，在荧光倒置显微镜下

观察并拍照。 
1.3.5  流式细胞仪检测细胞周期及凋亡  将对数生

长期的 BGC 细胞接种到 6 孔板中，24 h 后加药，

质量浓度、加药方式同“1.3.2”项，加药 24 h 后收

集细胞，70%乙醇 4 ℃固定过夜，碘化丙啶（PI）4 ℃
避光染色 30 min，400 目滤布滤过，流式细胞仪检

测细胞周期分布，每样品获取 30 000 个细胞，Modfit
软件分析细胞周期各时期以及凋亡细胞的百分率。 
1.3.6  Western blotting 检测细胞内相关蛋白的表达

情况  将 BGC 细胞接种到 6 孔板中，24 h 后加药，

加药质量浓度为 0.5、5、50 μg/μL，阴性对照组和

空白对照组同“1.3.2”项，加药 24 h 后收集细胞，

用 RIPA 裂解液提取各实验组细胞的总蛋白，蛋白

溶液与上样缓冲液混合后进行 10% SDS-PAGE 电

泳，将电泳分离后的蛋白转移至硝酸纤维素膜上，
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用 5%脱脂奶粉-PBST 封闭液室温封闭 3 h，用 1∶
800 稀释的一抗混合液 4 ℃孵育过夜，用 1∶2 000
稀释的 HRP 标记的二抗混合液室温孵育 2 h，最后

在暗室进行化学发光和显影。 
1.3.7  体内肿瘤生成实验  将裸鼠饲养在严格的

SPF 级环境中，将人胃癌 BGC 细胞接种至 6 周龄雌

性裸鼠的背部脊柱右侧，每侧注射细胞 6×106 个，

待肿瘤体积达到 100 mm3 时，将符合要求的裸鼠 12
只随机分成 2 组，每组 6 只，给药组隔天相同时间

尾 iv 给药，给药 3 次，给药剂量为 0.8 mg/kg[15]，

阴性对照组给相同体积生理盐水，分别于给药后第

3、6、9、12、15、17 天用游标卡尺测量肿瘤长径

与短径，计算肿瘤体积［V＝(长径×短径 2)/2］，并

观察裸鼠的生存状况。给药 17 d 后处死。 
1.3.8  统计方法  所有数据均采用 SPSS 10.0 统计

软件处理。实验数据以 ±x s 表示，组间比较采用单

因素方差分析（one-way ANOVA）进行统计学分析。 
2  结果 
2.1  长春新碱对 BGC 细胞形态的影响 

不同质量浓度长春新碱（0.5、1、5、10、50、
100 μg/μL）处理 BGC 细胞 24 h 后，显微镜下观察

发现，空白对照组和阴性对照组细胞贴壁良好，形

态规则饱满，随着加药浓度增加，细胞变圆，变亮，

悬浮细胞增多，细胞数也逐渐减少（图 1）。 
 

 
空白对照                   阴性对照               长春新碱 0.5 μg·μL−1        长春新碱 1 μg·μL−1 

 
长春新碱 5 μg·μL−1         长春新碱 10 μg·μL−1        长春新碱 50 μg·μL−1          长春新碱 100 μg·μL−1 

图 1  不同质量浓度长春新碱对 BGC 细胞形态的影响 
Fig. 1  Effect of vincristine at different concentration on cellular morphology of BGC cells 

2.2  不同质量浓度长春新碱处理不同时间后 BGC
细胞增殖情况 

与阴性对照组相比，不同质量浓度长春新碱

（0.5、1、5、10、50、100 μg/μL）处理 BGC 细胞

24、48、72 h 后，细胞增殖受到明显抑制（P＜0.01），
其抑制作用具有剂量和时间相关性（图 2），且随着

作用时间的增加，细胞抑制率不断的增加。结果表

明，长春新碱对 BGC 细胞增殖具有明显的抑制效

果，并呈现时间和剂量的相关性。 
2.3  长春新碱诱导细胞凋亡情况 

将不同质量浓度长春新碱（0.5、1、5、10、50、
100 μg/μL）处理 BGC 细胞 24 h 后，通过 Hoechst 染
色实验结果显示（图 3），随着长春新碱质量浓度的

增加，BGC 细胞呈逐步减少的趋势，且变化具有统

计学意义（P＜0.05），在质量浓度大于 0.5 μg/μL 时

细胞减少量较明显。Hoechst 染色后，活细胞核呈弥 

 

 
与阴性对照组比较：**P＜0.01 

**P < 0.01 vs negative control group 

图 2  MTS 法检测不同质量浓度长春新碱处理不同时间后 
BGC 细胞增殖情况 ( ± = 6x s , n ) 
Fig. 2  MTS determination of BGC cell proliferation treated 
by vincristine at different concentration in different times 
( ± = 6x s , n ) 
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空白对照                   阴性对照                 长春新碱 0.5 μg·μL−1          长春新碱 1 μg·μL−1 

 
长春新碱 5 μg·μL−1          长春新碱 10 μg·μL−1           长春新碱 50 μg·μL−1           长春新碱 100 μg·μL−1 

图 3  Hoechst 荧光染色观察长春新碱诱导细胞凋亡情况 
Fig. 3  Hoechst fluorescence staining assay on apoptosis induced by vincristine 

散均匀荧光，而细胞凋亡时，细胞核或细胞质内可

见浓染致密的颗粒块状荧光。从图 3 可以看出，随

着长春新碱浓度的不断增加，凋亡细胞数不断增加。 
2.4  不同质量浓度长春新碱处理后 BGC 细胞周期

及凋亡情况 
流式细胞仪检测结果显示（图 4），与空白对照

组和阴性对照组相比，经不同质量浓度长春新碱

（0.5、1、5、10、50、100 μg/μL）处理 24 h 后，细

胞周期明显被阻滞在 G1 期，并且随着药物质量浓

度的增加细胞凋亡也明显增加。 
2.5  不同质量浓度长春新碱处理后细胞内相关蛋

白的表达情况 
Western blotting 结果显示，随着长春新碱质量浓

度的增加，Caspase-3 被激活而发生裂解生成的活性

片段增加，细胞增殖以及周期相关蛋白p-FAK、FAK、

E2F1、CylinE2、CyclinD2、CDK2、CDK6 的表达

量也下调（图 5）。长春新碱是通过激活细胞内凋亡

蛋白 Caspase-3 的活化，抑制增殖蛋白 p-FAK、FAK 

 

图 4  不同质量浓度长春新碱处理后 BGC 细胞周期及凋亡情况 
Fig. 4  Effect of vincristine at different concentration on cell cycle and apoptosis of BGC cells 
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图 5  不同浓度长春新碱处理 24 h 后 BGC 细胞内蛋白表达情况及半定量分析 ( ± = 6x s , n ) 
Fig. 5  Protein expression and semi-quantitative analysis of BGC cells after 24 h treatment by vincristine at different 
concentration ( ± = 6x s , n ) 

的表达来抑制 BGC 细胞的增殖，同时通过抑制细

胞周期相关蛋白 E2F1、CylinE2、CyclinD2、CDK2、
CDK6 的表达来抑制 BGC 细胞的增殖。 
2.6  长春新碱抑制荷瘤裸鼠肿瘤情况 

结果显示，长春新碱能有效抑制肿瘤的生长，

肿瘤体积与阴性对照组比较差异显著（P＜0.05、
0.01），见图 6。 
3  讨论 

胃癌是世界上第二大癌症死因，是威胁人类健 
 

 
 
 

与阴性对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs negative control group 

图6  长春新碱对BGC荷瘤裸鼠肿瘤体积的影响 ( ± = 6x s , n ) 
Fig. 6  Effect of vincristine on volume of tumors in BGC-bearing 
nude mice ( ± = 6x s , n ) 

康最常见的恶性肿瘤之一。化疗在胃癌综合治疗中

占据着重要地位，长春新碱在化疗药物中属于常用

药物，但是长春新碱对人胃癌 BGC 细胞的相关报

道比较少。长春新碱是作用于细胞周期的一种特异

性药物，通常在 S 期能通过与微管蛋白结合，阻断

细胞周期，进而抑制肿瘤细胞的增殖[16-17]。长春新

碱在其他方面也有显著的作用，如其可以影响细胞

核酸或蛋白质代谢功能进而抑制细胞增殖诱导多种

恶性肿瘤细胞发生凋亡。 
本研究发现人胃癌细胞 BGC 在不同质量浓度

长春新碱作用后，细胞形态发生了明显变化，细胞

变圆、变亮，悬浮细胞增多，贴壁细胞数也逐渐减

少，给药浓度越高，效果就越明显。从细胞形态观

察，长春新碱具有抑制 BGC 细胞增殖、促进其凋

亡的作用。 
通过 MTS 法检测不同质量浓度长春新碱处理

不同时间后 BGC 细胞的增殖情况发现，0.5 μg/μL
的长春新碱处理 BGC 细胞 48 h 后，细胞生长抑制

率就达到 44%，且随着长春新碱给药浓度的增加，

处理时间的延长，细胞生长抑制率逐渐升高。该实

验结果显示，长春新碱能显著抑制 BGC 细胞的增

殖，且抑制效果呈剂量和时间相关性。通过 Hoechst 
染色实验结果显示，不同质量浓度长春新碱处理
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BGC 细胞 24 h 后，细胞出现明显的凋亡现象，随

着药物质量浓度的升高，凋亡细胞也明显增加。通

过流式细胞技术检测发现，长春新碱将 BGC 细胞

周期阻滞在 G1 期，且阻滞效果显著，不过低质量浓

度和高质量浓度的长春新碱对细胞的周期的阻滞效

果没有出现剂量相关性。同时该检测结果显示，高

质量浓度的长春新碱可以促进细胞凋亡的发生，该

结果与 Hoechst 染色实验结果显示一致。 
为了进一步研究长春新碱抑制 BGC 细胞增殖、

促进其凋亡的作用机制，本实验收集了 0.5、5、50 
μg/μL 长春新碱处理 24 h 后的 BGC 细胞，检测了

细胞增殖、周期、凋亡相关蛋白的表达情况。 
FAK 是一种非受体型酪氨酸蛋白激酶，它在许

多肿瘤中表达上调，且通过多条信号通路参与细胞

增殖、迁移和凋亡等生物学过程，在肿瘤的发生发

展过程中发挥重要作用。本研究发现长春新碱处理

后，BGC 细胞中的 FAK 及 p-FAK 的表达明显下调。 
细胞的增殖与细胞周期进程密切相关，细胞周

期是指亲代细胞分裂结束到子代细胞分裂结束所经

历的过程，由 G1、S、G2 和 M 期组成（G1、S 和

G2期又合称为分裂间期）[18]。细胞周期时间的长短

主要由 G1 期决定。根据流式细胞仪结果显示长春新

碱能使 BGC 细胞大部分滞留在 G1期，这可能是使

BGC 细胞增殖受到抑制的原因之一。本实验检测了

与 G1 期进程密切相关蛋白的表达情况，发现 E2F1、
CylinE2、CyclinD2、CDK2、CDK6[19-22]在长春新碱

处理后的 BGC 细胞中表达出现不同程度的下调。 
细胞相关的凋亡蛋白Caspases是一组存在于胞

质溶胶中的结构上相关的半胱氨酸蛋白酶，

Caspase-3 是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶，

在细胞凋亡中起着不可替代的作用[23-24]。正常情况

下，胞质中的 Caspase-3 以无活性的酶原形式存在，

当细胞发生凋亡时，它将被激活切割形成有活性的

Caspase-3。Western blotting 结果显示，长春新碱是

通过激活细胞内凋亡蛋白 Caspase-3，从而促进细胞

凋亡。 
通过建立人胃癌细胞 BGC 的裸鼠模型，在体

内研究长春新碱抑制荷瘤裸鼠肿瘤情况，结果发现

0.8 mg/kg 的长春新碱能显著抑制肿瘤的生长。 
综上所述，长春新碱抑制人胃癌细胞 BGC 增

殖、促进细胞凋亡的可能分子机制为通过下调 FAK
及 p-FAK 的表达抑制细胞的增殖，促进细胞的凋

亡；同时长春新碱还抑制与 G1 期进程密切相关蛋白

E2F1、CylinE2、CyclinD2、CDK2、CDK6 的表达

量，使大量细胞的细胞周期滞留在 G1期，从而抑制

了细胞增殖的进程；而且长春新碱激活了细胞内凋

亡蛋白 Caspase-3，从而加速了细胞凋亡的进程。阐

明长春新碱在胃癌细胞增殖与凋亡过程中的调控机

制，有助于为该疾病在临床上治疗提供理论依据。 
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