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胃癌是最常见的恶性肿瘤之一，其发病率占

所有恶性肿瘤的第 4 位，病死率为第 2 位［1］，而在
我国其发病率及病死率均占第 1 位［2］。目前治疗

胃癌的主要手段为手术治疗，胃癌早期可达到临

床治愈的效果，但术后复发转移率较高。对于中晚
期胃癌，则手术治疗效果较差。对此，多数学者认

为胃癌术后配合中医中药治疗能取得更好的疗
效。蜂毒素为工蜂毒腺和副腺分泌出的蜂毒的主

要成分，近年来其抗肿瘤作用日益引起人们的重
视。为了解蜂毒素对胃癌细胞生长的影响及初步

探索其作用机制，本实验对蜂毒素作用于人胃癌
细胞 BGC-823 进行观察，了解其对细胞生长、凋亡

及细胞周期的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 细胞株 人胃癌细胞株 BGC-823 由江苏

省中医院肿瘤科实验室常规保种。用含 10%的小

牛血清的 1640 培养基，在 37℃、5% CO2、完全饱和
湿度条件下常规培养，取对数生长期的细胞进行

实验。
1.1.2 药物及试剂 蜂毒素购自深圳伽马科技

有限公司，浓度≥98%。实验前用完全培养液稀释
后得 5 种终浓度：32、16、8、4、2 滋g/mL；1640 培养

液购自 Gibco 公司；小牛血清购自杭州四季青公
司；二甲亚砜(DMSO)、四甲基偶氮唑蓝(MTT)购自

Biosharp 公司；Annexin-V/PI 流式凋亡试剂盒为
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［摘 要］目的：观察蜂毒素体外对人胃癌细胞株 BGC-823 增殖、凋亡及细胞周期的影响。方法：采用 MTT
法观察不同浓度的蜂毒素(32，16，8，4，2 滋g/mL)体外对人胃癌细胞株 BGC-823 增殖的影响，并用流式细胞仪
检测其诱导的细胞凋亡和周期阻滞效应。结果：①与对照组比较，蜂毒素有抑制人胃癌细胞株 BGC-823 增殖的
作用(P＜0.01)，随着药物浓度的增大，其对细胞的抑制率也明显增大，呈现剂量依赖性。②蜂毒素浓度从
4 滋g/mL 开始，即可诱导细胞产生凋亡，随着剂量的增加诱导凋亡的效果更加明显。③在细胞周期方面，与阴性
对照比较，蜂毒素作用 24 小时后 S 期细胞比例上升，而 G0/G1 期比例明显下降，蜂毒素浓度达到 16 滋g/mL 时
G0/G1 期前出现明显的亚二倍体区。结论：蜂毒素对人胃癌细胞株 BGC-823 的增殖具有抑制作用，且能够引起
该细胞的凋亡及改变其细胞周期。
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Objective: To investigate effect of melittin in vitro on proliferation, apoptosis and cell cycle of hu-
man gastric cancer cell line BGC-823. Method: Effects of different concentrations of melittin (32, 16, 8, 4 or 2
滋g/mL) on proliferation of human gastric cancer cell line BGC-823 were investigated with MTT assay; induced
apoptosis and cycle blocking were detected with flow cytometer (FCM). Result: ① Compared with control group,
melittin inhibited proliferation of human gastric cancer cell line BGC-823(P＜0.01). The inhibition effects increased
with the dose. ② Melittin induced cell apoptosis when the concentration reached to 4 滋g/mL, the apoptosis-inducing
effect rose with the dose of melittin. ③ As cell cycle, the percentage of cells in S phase increased after melittin
working for 24 hours while the ratio of the cells in G0/G1 phase decreased compared with negative control group,
when the concentration of melittin reached to 16 µ g/mL, the sub-diploid peak showed obviously before G0/G1

phase. Conclusion: Melittin could inhibit the proliferation of human gastric cancer cell line BGC-823, induce the
apoptosis of cells and change its cell cycle.
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凯基公司产品。

1.2 实验方法
1.2.1 MTT 法检测蜂毒素对 BGC-823

细胞增殖的影响 取对数生长期细胞
接种于 96 孔板中，5伊103 个 / 孔，培养

24 小时后，实验组加入含不同浓度蜂
毒素(32、16、8、4、2 滋g/mL)的 1640培

养液，对照组则加入无药物的 1640培
养液，共 6 组，每组 6 个复孔。继续培

养 48 小时后，弃去培养液，PBS洗 2
次，每孔加入 100 滋L 1640 培养液和

20 滋L MTT 溶液，继续培养 4 小时。弃
上清，每孔加入 150 滋L DMSO，置摇床

上低速振荡 10 分钟，使结晶物充分溶
解。使用酶标仪 490 nm 波长测量各孔

的吸光度值。计算抑制率 =(1- 实验组

值 /空白对照组值)伊100%，重复 3次。
1.2.2 Annexin-V/PI 双染法检测蜂

毒素对 BGC-823 细胞凋亡的诱导作
用 将 BGC-823 细胞用 1640 培养液

稀释细胞浓度为 2伊105 个 /mL，每 3 mL
细胞悬液培养于直径 60 mm 培养皿

中，贴壁 12 小时后吸弃培养基，分别
加入浓度为 16、8、4 滋g/mL 的蜂毒素

溶液(用完全培养基配制)，继续培养6
小时后以不含 EDTA 的胰酶消化并收

集细胞于流式管中，1 000 rpm 离心5
分钟，弃上清，4℃预冷 PBS 洗涤细

胞 2次，离心弃上清，用 Binding Buf-
fer 500 滋L 重悬细胞，分别加入 5 滋L
Annexin V-FITC 和 5 滋L PI 染料后混
匀，避光室温孵育 15 分钟后，流式细

胞仪检测细胞凋亡情况。

1.2.3 细胞周期的检测 将 BGC-823
细胞用 1640 培养液稀释细胞浓度为

2伊105 个 /mL，每 9 mL 细胞悬液培养于
直径为 10 cm 培养皿中，贴壁 12 小时

后吸去培养基，分别加入浓度为16、8、
4 滋g/mL 蜂毒素溶液(用完全培养基

配制)培养，于 24 小时后以不含二胺
四乙酸的胰酶消化并收集细胞于流式

管中，1 000 rpm 离心 5 分钟，弃上清，
预冷 PBS 洗涤细胞 3 次，离心弃上清，

加入预冷 75%乙醇，于 4℃固定过夜。
离心收集细胞，预冷PBS洗涤细胞3次，

加入100滋g/mL RNAse 15滋L，涡旋振荡

混合均匀，4℃避光放置15 分钟，加入 500 滋L 含 50 滋g/mL PI的

PBS，4℃避光孵育 30 分钟，流式细胞仪检测细胞周期分布
情况。在 G0/G1 期峰之前出现一个亚二倍体峰判定为凋亡细胞

峰，以凋亡率评价其凋亡程度。
1.3 统计学方法 数据采用SPSS 13.0统计软件分析，以(字依s)表
示，各组之间比较采用one-way ANOVA检验，P＜0.05为有统计学差异。
2 结果

2.1 蜂毒素对BGC-823细胞增殖的影响 不同浓度(2耀32 滋g/mL)
的蜂毒素作用 BGC-823 细胞 48 小时，与对照组比较，随着药
物浓度的增大，其对细胞的抑制率也明显增大(P＜0.01)，当药

物浓度达到 32 滋g/mL 时，对 BGC-823 细胞的抑制作用最强。见
表 1。

表 1 蜂毒素对 BGC-823 细胞增殖的影响(字依s)
组别 浓度 /(滋g·mL-1) OD 值 48 h 抑制率 /%

实验组 1 32 0.209±0.044* 87.33±4.04*

实验组 2 16 0.464±0.111* 71.33±1.53*

实验组 3 8 0.788±0.206* 51.25±11.91*

实验组 4 4 1.313±0.195 17.67±7.23

实验组 5 2 1.435±0.192 10.00±8.54

对照组 0 1.631±0.116 -

注：* 表示和对照组相比，P＜0.01。

2.2 蜂毒素对 BGC-823 细胞凋亡的影响 以 16、8、4 滋g/mL蜂
毒素作用于 BGC-823 细胞 6 小时后，流式细胞仪检测细胞凋亡
的情况(图中右下角表示的是 Annexin V 阳性 PI 阴性的细

胞，表示的是早期凋亡的细胞)，结果显示随着药物浓度的增
加，凋亡率由(3.14 依0.73)%，分别增加为(10.30依4.67)%、
(30.32依1.38)%和(44.69依5.05)%，实验组与对照组具有显著性
差异(P＜0.01)。结果见表 2、图 1。

表 2 蜂毒素作用 6 h 后细胞凋亡比例的流式检测结果

药物浓度 第 1次结果 /% 第 2次结果 /% 第 3次结果 /% 字依s
16 滋g/mL 50.07 40.06 43.95 44.69±5.05*

8 滋g/mL 31.67 28.92 30.38 30.32±1.38*

4 滋g/mL 10.05 5.75 15.09 10.30±4.67

对照 3.93 2.48 3.01 3.14±0.73

注：* 表示与对照组比较，P＜0.01。

对照组 4 滋g/mL 8 滋g/mL 16 滋g/mL
图 1 蜂毒素作用后流式细胞凋亡检测

2.3 蜂毒素对 BGC-823 细胞周期的影响 以 16、8、4 滋g/mL的
蜂毒素作用于 BGC-823 细胞 24 小时后，流式细胞仪检测细

胞周期，结果显示当药物浓度达 16 滋g/mL 时 G0/G1 期前出现明
显的亚二倍体峰(黑色箭头所示)，S 期细胞比例由空白组的

35.40%上升至 46.54%，而 G0/G1 期比例明显下降，由 55.84%下
降至 41.62%。结果见表 3、图 2。
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表 3 蜂毒素对 BGC-823 细胞周期的影响

组别 浓度 /(滋g·mL-1) G0/G1 G2/M S Apoptosis

16 41.62 11.84 46.54 39.98

实验组 8 51.93 16.49 31.58 2.20

4 50.14 14.32 35.54 1.48

对照组 0 55.84 8.76 35.40 -

对照组 4 滋g/mL 8 滋g/mL 16 滋g/mL
图 2 蜂毒素作用后流式细胞周期检测

3 讨论

蜂毒是存在于工蜂毒腺和副腺的具有芳香气味的淡黄
色透明毒液，含碳、氢、硫、磷、钙、氯、氮等元素，系透明液
体，呈酸性反应［3］。蜂毒是具有多种药理学和生物学活性的
复杂混合物［4］，主要包括多肽类：蜂毒肽(Melittin)、原蜂
毒肽(Promelittin)、蜂毒明肽(Apamin)、MCD- 多肽等；活
性酶类：磷脂酶 A2(Phospholipase，PLA2)、透明质酸酶
(Hyaluronidase)等；此外还有组胺、胆碱、甘油、氨基酸等。
蜂毒中起药理作用和生物学活性的主要成分是蜂毒素
(melittin)，约占蜂毒干重 30%耀40%，其具有抗炎、抗菌、抗
病毒、镇痛、抑制血小板凝聚和抗肿瘤等多种生物学作用［5］。
蜂毒素由 26 个氨基酸组成，是不对称的线性多肽，第 1 位
至第 20 位的氨基酸是疏水基团，第 21 至第 26 位的氨基酸
是亲水基团［6］。我国应用蜂毒治疗风湿、类风湿性关节炎、
肩周炎等疾病已有悠久的历史，临床疗效较好。近年来，随
着分离纯化技术的不断提高，在研究蜂毒成分、基本结构的
基础上，探讨了其功能及作用机理，发现蜂毒素尚有抗肿瘤
的作用［7］。研究发现，蜂毒素对多种肿瘤细胞具有强烈的杀
伤作用［8-12］，但目前对其抗肿瘤的机制尚无统一认识，提示
可能是多种机制协同作用的结果。

肿瘤细胞的失控性生长是恶性肿瘤的特征之一，这可
能与细胞周期紊乱、增殖过快及凋亡减少有关。细胞凋亡早
期改变发生在细胞膜表面，改变之一是磷脂酰丝氨酸(PS)
从细胞膜内转移到细胞膜外，使 PS 暴露在细胞膜外表面。
Annexin-V 是一种 Ca2+ 依赖的磷脂结合蛋白，具有易于结
合到磷脂类如 PS 的特性，对 PS 有高度的亲和性。因此，该
蛋白可作为敏感的探针检测暴露在细胞膜表面的 PS。碘化
丙啶(propidine iodide，PI)是一种核酸染料，它不能透过
完整的细胞膜，但在凋亡中晚期的细胞和死细胞中，PI 能
够透过细胞膜而使细胞核红染。因此将 Annexin-V 与 PI
配合使用，就可以将凋亡早期的细胞以及死细胞区分开来。
本实验运用流式细胞技术通过 Annexin-V/PI 双染法证明
了蜂毒素作用 BGC-823 细胞后 6 小时即出现明显的早期凋
亡，16 滋g/mL、8 滋g/mL 的凋亡率分别达(44.69依5.05)%和
(30.32依1.38)%。通过细胞周期的检测证实蜂毒素可将

BGC-823 细胞阻滞于 S 期，药物浓度达
16 滋g/mL 时 G0/G1 期前出现明显的亚二
倍体区，从另一方面说明蜂毒素具有诱导
人胃癌细胞凋亡的作用。
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