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摘   要 目的：探讨二烯丙基二硫（DADS）对胃癌细胞 NADPH 氧化酶活性的影响及其机制。

方法：用 DADS 作用于胃癌 AGS 细胞后，检测细胞 NADPH 氧化酶活性与 miR-34a 的表达，以及 Src-

Gab1-Shp2 通路的活性，期间采用不同的干预，分析 NADPH 氧化酶、miR-34a、Src-Gab1-Shp2 通路

之间的关系。

结果：DADS 作用后，AGS 细胞 NADPH 氧化酶活性以及 miR-34a 表达均明显升高（均 P<0.05），而

DADS 升高 NADPH 氧化酶活性的作用被添加 Src 激酶抑制剂 PP2 所取消；DADS 或 miR-34a 作用后，

AGS 细胞 Src、Gab1、Shp2 mRNA 的表达均明显降低（均 P<0.05），且 DADS 作用后，AGS 细胞中磷

酸化 Src、Gab1、Shp2 蛋白水平明显降低（均 P<0.05）。

结 论：DADS 能升高 NADPH 氧化酶活性，该作用可能与其上调 miR-34a 表达，从而抑制 Src-Gab1-

Shp2 通路活性有关。
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Abstract Objective: To investigate the effect of diallyl disulfide (DADS) on NADPH oxidase activity in gastric cancer cells 

and the mechanism.

Methods: In gastric cancer AGS cells after exposure to DADS, the NADPH oxidase activity and miR-34a 

expression as well as the status of Src-Gab1-Shp2 pathway in the cells were detected. Meanwhile, several 

interventions were made to investigate the relationship among NADPH oxidase, miR-34a, and Src-Gab1-Shp2 

pathway.

Results: The NADPH oxidase activity and miR-34a in AGS cells were significantly increased after DADS 

treatment (both P<0.05), and the NADPH oxidase activity increasing effect of DADS was abolished by Src 

inhibitor PP2 addition. The mRNA expressions of Src, Gab1 and Shp2 were all significantly decreased after DADS 
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二烯丙基二硫（di a l l y l  d i su l f i de，DADS）

是 大 蒜 中 的 一 种 脂 溶 性 的 有 效 成 分 ， 对 多 种 恶 性

肿 瘤 具 有 明 显 的 抑 制 作 用 ， 如 白 血 病 、 肺 癌 、 结

肠 癌 、 前 列 腺 癌 等 肿 瘤 ， 是 一 种 很 有 开 发 潜 力 的

抗肿瘤药物 [1-4]。研究 [5-6]证实，DADS能体内外明

显抑制人胃癌MGC -803细胞增殖、侵袭、转移，

并 诱 导 胃 癌 细 胞 发 生 凋 亡 ， 呈 剂 量 - 效 应 依 赖 关

系。尽管目前诸多研究对DADS在体内外抑制人胃

癌 细 胞 的 生 长 和 增 殖 提 供 了 强 有 力 的 实 验 依 据 ，

但 是 ， 其 作 用 的 靶 点 尚 未 完 全 阐 明 。 近 年 来 ，

miRNA成为诸多研究者的研究焦点，人类miRNA

通 过 调 控 其 相 关 靶 基 因 的 表 达 ， 发 挥 类 似 于 癌 基

因 或 抑 癌 基 因 样 作 用 ， 从 而 参 与 肿 瘤 的 发 生 、 发

展以及转归过程。本课题组前期研究[5]通过miRNA

芯 片 证 实 D A D S 可 上 调 胃 癌 细 胞 中 m i R - 3 4 a  的 表

达。研究 [7]表明miR -34a在多种恶性肿瘤表达下调

并 且 能 抑 制 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 与 侵 袭 。 为 更 进 一 步

阐明DADS抑制胃癌的分子机制，从miRNA这一全

新层面揭示DADS的抑瘤作用和分子机制。

1　材料与方法

1.1  细胞及培养

人胃癌AGS细胞购自中国科学院上海细胞库。

培养于含10%胎牛血清的RPMI-1640中，37 ℃，

5%CO2。

1.2  实验分组 

将胃癌细胞AGS分为DADS处理组、miR -34a

模拟物组、miR-34a抑制剂组、阴性对照组；采用

100 µmol/L DADS分别处理AGS细胞0、30、60、

120、240 min；分别将miR-34a模拟物、miR-34a

抑制物、阴性对照序列转染于AGS细胞。miR-34a

模拟物、miR-34a抑制物、阴性对照序列均由广州

锐博生物科技有限公司设计合成。

1.3  NBT 还原实验

将 每 孔 4 × 1 0 4 个 细 胞 接 种 到 9 6 孔 板 中 ， 加

入100 µmol /L  DADS，设3个复孔，培养0、30、

60、120、240 min后，1 000 r/min离心5 min，弃

上清，每孔加入0.1% NBT 200 µL，于细胞培养箱

中培养1 h，离心后，每孔加入DMSO 200 µL，室

温震荡20 min，测570 nm吸光度值。

1.4  real-time PCR

用 T R I z o l （ I n v i t r o g e n 公 司 ） 提 取 细 胞 总

RNA。取总RNA 2 µg，逆转录试剂盒（Promega

公司）逆转录成cDNA。PCR扩增：SYBR Premix 

Ex TaqTM 10 µL，Primer（10 µmol/L）0.4 µL，灭

菌蒸馏水7.2 µL，cDNA模板0.4 µL。置于Real-time 

PCR仪95.0 ℃ 30 s；95.0 ℃ 5 s，55.0 ℃ 30 s， 

72 ℃ 10 s，40个循环；72 ℃ 5 min；熔解曲线分

析从62.0  ℃开始至95.0  ℃停止。引物：Src上游

5'-CGT GCG AGA AAG TGA GAC C-3'、下游5'-

TGA GGT TTG TGC GGC TAC -3'；Gab1上游5' -

GCC CTT CCT TAG AGT C-3'、下游5'-TTA CAC 

TGA ACC CTT TA-3'；Shp上游5'-GAA GCA CAG 

TAC CGA TTT -3 '、下游5' -ATG AGG TTG CGG 

TGG-3'。miRNA逆转录及real- t ime PCR根据试剂

盒操作（上海吉玛）。

1.5  Western blot

预冷的PBS洗3次；加入适量的蛋白裂解液，

置冰上30 min；刮下裂解的细胞，转移到1.5 mL离

心管中；冰上超声10~15 s；4 ℃，12 000 r/min，

离心10 min，吸上清至另一干净管中，BCA法测

定 蛋 白 浓 度 ， 分 装 于 备 用 。 细 胞 总 蛋 白 加 入 S D S 

load ing  bu f f e r后，沸水煮5 min，8%SDS -PAGE

电泳，将蛋白转移至PVDF膜上，室温用5%TBST

脱 脂 牛 奶 封 闭 1  h ， 加 入 5 % T B S T 脱 脂 牛 奶 稀 释

的 S r c 、 G a b 1 和 S h p 2 磷 酸 化 抗 体 （ S a n t a  C r u z 产

品），4 ℃孵育过夜，TBST洗3次，相应二抗（武

汉博士德公司）孵育37 ℃ 1 h，TBST洗3次，ECL

or miR-34a mimics treatment, moreover, the expression levels of phosphorylated Src, Gab1 and Shp2 proteins 

were all significantly down-regulated after DADS treatment (all P<0.05). 

Conclusion: DADS can increase NADPH oxidase activity in gastric cancer cells, and this effect may probably be 

associated with its increasing miR-34a expression and thereby, inhibiting the activity of Src-Gab1-Shp2 pathway.
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发光，凝胶成像发光仪成像。

1.6  统计学处理

SPSS 13.0统计软件分析，采用单因素方差分

析比较各组间均数差异，P<0 .05为差异有统计学

意义。

2　结　果

2.1  DADS 对 AGS 细胞中 NADPH 氧化酶活性

的影响

1 0 0  µ m o l / L  D A D S 处 理 A G S 细 胞 0  、 3 0 、

60、120、240 min后，NBT还原实验检测NADPH

氧 化 酶 活 性 。 结 果 显 示 ， 随 着 D A D S 作 用 时 间 增

加 ， A G S 细 胞 N B T 还 原 反 应 阳 性 率 增 加 ， 表 明

DADS呈时间作用梯度增加AGS细胞中NADPH氧化

酶 活 性 ， 与 对 照 组 比 ， 差 异 具 有 统 计 学 意 义 （ 均

P<0.05）；而将100 µmol/L DADS与Src激酶抑制剂

PP2共同处理AGS细胞0、30、60、120、240 min， 

NBT还原反应阳性率与对照组相比无明显变化（均

P>0.05）（图1）。

图 1　NBT 还原反应检测 NADPH 氧化酶活性
Figure 1　Determination of NADPH oxidase activity by NBT 

reduction assay
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2.2  DADS 对 AGS 细胞中 miR-34a 表达的影响

r e a l - t i m e  P C R 检 测 1 0 0  µ m o l / L  D A D S 处 理

0、30、60、60、240 min后AGS细胞中miR -34a

水 平 。 结 果 显 示 ， m i R - 3 4 a 在 3 0 、 6 0 、 1 2 0 及 

240 min的表达分别为0 min时的（1.22±0.14）、

（ 1 . 4 2 ± 0 . 1 5 ） 、 （ 1 . 6 6 ± 0 . 1 7 ） 和

（1.94±0.18）倍，统计分析表明，DADS呈时间

依赖性增高miR-34a的表达（P<0.05）（图2）。

图 2　miR-34a 表达水平的检测
Figure 2　Measurement of miR-34a expression levels
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2.3  miR-34a 对 AGS 细 胞 中 Src、Gab1 和

Shp2 mRNA 水平的影响 

r e a l - t i m e  P C R 检 测 m i R - 3 4 a 模 拟 物 和

m i R - 3 4 a 抑 制 剂  处 理 A G S 细 胞 2 4 0  m i n 后 S r c 、

G a b 1 和 S h p 2  m R N A 水 平 。 结 果 显 示 ， m i R -

3 4 a 模 拟 物 组 S r c 、 G a b 1 和 S h p 2 的 表 达 分 别 为

对 照 组 的 （ 0 . 4 6 ± 0 . 0 6 ） 、 （ 0 . 8 6 ± 0 . 0 9 ） 、

（0.76±0.06）倍，miR -34a抑制剂组Src、Gab1

和Shp2的表达分别为对照组的（1.77±0.16）、

（1.69±0.16）、（1.56±0.13）倍。统计分析表

明，miR -34a模拟物能抑制AGS细胞中Src、Gab1

和Shp2的表达，而抑制miR-34a能促进Src、Gab1

和Shp2的表达，差异有统计学意义（均P<0.05）

（图3）。

图 3　miR-34a 对 Src、Gab1 和 Shp2 mRNA 表达的影响
Figure 3　Influence of miR-34a on mRNA expressions of Src, 

Gab1 and Shp2
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2.4  DADS 对 Src、Gab1 和 Shp2 mRNA 水 平

的影响

real-time PCR检测100 µmol/L DADS处理0、

30、60、120、240 min后AGS细胞中Src、Gab1和

Shp2 mRNA水平。结果显示，经DADS处理120min

后，Src和Gab1 mRNA水平下降，Shp2 mRNA水平

在处理240 min后下降（图4）。

2.5  DADS 对 AGS 细 胞 中 Src、Gab1 和 Shp2

蛋白磷酸化水平的影响

用Western blot检测100 µmol/L DADS在处理

AGS细胞240 min时Src、Gab1和Shp2蛋白磷酸化

水平的变化。结果显示，DADS能在作用240 min

时抑制AGS细胞中磷酸化的Src、Gab1和Shp2蛋白

水平（均P<0.05）（图5）。

图 4　DADS 对 Src、Gab1 和 Shp2 mRNA 表达的影响
Figure 4　Influence of DADS on mRNA expressions of Src, Gab1 

and Shp2
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3　讨　论

目前研究者已在多种细胞类型中对NADPH氧

化酶进行了广泛研究 [8-9]，其能产生活性氧ROS，

通 过 产 生 细 胞 毒 性 和 诱 发 突 变 ， 从 而 诱 导 细 胞 死

亡与凋亡[10-11]。ROS是各种类型细胞有氧呼吸运动

代 谢 出 的 有 毒 的 副 产 品 ， 体 内 R O S 能 调 节 各 种 细

胞 的 功 能 ， 如 细 胞 迁 移 运 动 ， 核 扩 散 以 及 吞 噬 作

用。最近的研究[12]表明，ROS涉及人类多种疾病的

发生发展包括癌症，但ROS在癌症发生发展中的具

体调节机制尚未完全明确。最近的研究 [ 13]表明，

肿 瘤 细 胞 可 以 产 生 较 高 水 平 的 活 性 氧 ， 并 且 其 产

生来源与NADPH氧化酶密切相关。有研究 [14]报道

DATS通过上调HL-60细胞中miR-34a表达，参与介

导Src-Gab1-Shp2途径调控NADPH的氧化酶活性，

从而抑制白血病细胞的增殖。

研究 [7]表明miR-34a在多种肿瘤中表达下调，

如 肺 癌 、 结 直 肠 癌 、 胶 质 瘤 、 前 列 腺 癌 以 及 肝 癌

等，然而外源高表达miR-34a能显著抑制肿瘤细胞

的增殖与侵袭。本次研究通过real - t ime PCR证实

DADS能促进胃癌细胞株AGS细胞中miR -34a的表

达。Muppala等[15]研究证实，Src是miR-34a的直接

调控靶基因，在肿瘤细胞中外源高表达miR-34a能

抑制Src激酶的表达。本次研究以胃癌细胞株AGS

细 胞 为 模 型 ， 探 讨 m i R - 3 4 a - S r c 激 酶 信 号 通 路 在

DADS诱导胃癌细胞NADPH氧化酶活化过程的作

用。研究 [16-17]表明Src激酶在多种恶性肿瘤组织中

活 化 ， 如 乳 腺 癌 、 宫 颈 癌 、 肺 癌 等 ， 并 通 过 影 响

多条信号转导通路，如MAPK、PI3K/Akt信号通路

参与多种生物学行为，如细胞的增殖，黏附和侵袭

能等。因此本研究进一步通过研究证实了在AGS细

胞中外源高表达miR-34a能抑制Src信号通路中Src、

Shp2及Gab1的表达。因此，DADS可能通过上调

miR-34a的表达水平，从而调节Src信号通路活性。

图 5　DADS 对磷酸化 Src、Gab1 和 Shp2 蛋白表达的影响
Figure 5　Influence of DADS on phosphorylated protein expressions of Src, Gab1 and Shp2
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有 研 究 [ 1 8 ]显 示 ， S r c 可 能 参 与 N A D P H 氧 化 酶

的 激 活 。 本 研 究 采 用 N B T 还 原 试 验 证 实 在 胃 癌 细

胞株AGS细胞中DADS能上调NADPH氧化酶的活

性，并且还发现Src激酶抑制剂PP2能对抗DADS上

调NADPH氧化酶的活性。因此，笔者推测DADS

可能通过影响Src激酶活性，从而调控AGS细胞中

NADPH氧化酶的激活。Gab1蛋白是分布最广、含

量最多的Gab蛋白家族成员，与肿瘤的发生发展密

切相关，并且能被Src激酶激活发挥功能[19]。Shp2

是 一 种 酪 氨 酸 蛋 白 磷 酸 酶 ， 在 肺 癌 和 前 列 腺 癌 细

胞中过表达Shp2基因可上调c-myc的表达，从而引

起 细 胞 增 殖 , 其 过 程 与 S r c 激 酶 的 激 活 有 关 [ 2 0 ]。 本

研究分别检测了DADS对AGS细胞中Src、Gab1、

Shp2 mRNA水平和Src、Gab1、Shp2蛋白磷酸化水

平的影响，结果均呈抑制状态。

综上所述，DADS可通过上调miR -34a表达，

抑制Src信号通路，从而诱导胃癌细胞中NADPH氧

化酶的活化，为DADS诱导胃癌细胞活性氧的产生

以及其抗癌机制研究提供了进一步依据。
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