
陶文华, 孔桂美, 卜平, 王继军, 张强, 扬州大学医学院 江苏
省扬州市 225001
胡茂志, 扬州大学检测中心 江苏省扬州市 225001
陶文华, 在读硕士, 主要从事消化系统疾病的研究.
国家自然科学基金资助项目, Nos. 81272537, 30801497
江苏省高校自然科学基金资助项目, No. 11KJB360010
作者贡献分布: 陶文华与孔桂美对此文所作贡献均等; 此课题由
陶文华与孔桂美共同设计; 研究过程由陶文华、王继军及胡茂
志操作完成; 研究所用试剂由孔桂美与卜平提供; 数据分析由陶
文华与张强完成; 本论文写作由陶文华与孔桂美完成.
通讯作者: 孔桂美, 讲师, 225001, 江苏省扬州市淮海路11号, 扬
州大学医学院. gmkong@yzu.edu.cn 
收稿日期: 2013-03-18   修回日期: 2013-04-23
接受日期: 2013-04-27   在线出版日期: 2013-05-28

Melittin regulates mitochondrial 
protein expression in human 
gastric cancer cells

Wen-Hua Tao, Gui-Mei Kong, Ping Bo, Ji-Jun Wang, 
Mao-Zhi Hu, Qiang Zhang

Wen-Hua Tao, Gui-Mei Kong, Ping Bo, Ji-Jun Wang, 
Qiang Zhang, Medical School of Yangzhou University, 
Yangzhou 225001, Jiangsu Province, China
Mao-Zhi Hu, Testing Center of Yangzhou University, Yang-
zhou 225001, Jiangsu Province, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, Nos. 30801497 and 30801497; the Higher School 
Natural Science Foundation of Jiangsu Province, No. 11KJB
360010
Correspondence to: Gui-Mei Kong, Lecturer, Medical 
School of Yangzhou University, 11 Huaihai Road, Yangzhou 
225001, Jiangsu Province, China. gmkong@yzu.edu.cn 
Received: 2013-03-18   Revised: 2013-04-23  
Accepted: 2013-04-27    Published online: 2013-05-28 

Abstract
AIM: To observe the effect of melittin on apopto-
sis and expression of mitochondrial proteins in 
human gastric cancer cells (SGC-7901) in vitro. 

METHODS: SGC-7901 cells were treated with 
4 µg/mL of melittin for different durations (0, 
1, 2, or 4 h). After treatment, cell morphological 
changes were observed under an inverted micro-
scope. The levels of reactive oxygen species (ROS) 
and mitochondrial transmembrane potential 
(MTP) were detected by fluorescence microscopy. 
The expression of apoptosis inducing factor (AIF), 
Smac/Diablo, cytochrome C, and EndoG was ex-
amined by immunohistochemistry.
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蜂毒素调节人胃癌细胞线粒体相关蛋白表达

陶文华, 孔桂美, 卜 平, 王继军, 胡茂志, 张 强

®

■背景资料
胃癌居消化系肿
瘤之首, 对于失去
手术机会及晚期
胃 癌 患 者 ,  化 疗
仍是最有效的手
段 之 一 .  蜂 毒 素
(melittin)是迄今
为止人类所知的
抗炎活性最强的
物质之一, 最近研
究表明, melittin还
具有抑制肿瘤生
长的作用, 进一步
拓宽了melittin的
应用范围. 

RESULTS: Melittin induced the apoptosis of 
SGC-7901 cells. ROS experiments showed that 
compared to the control group, more strong cy-
toplasmic green fluorescence was observed in the 
melittin group. MPT experiments showed that 
the majority of cells in the melittin group exhib-
ited green fluorescence (P < 0.05), while the con-
trol group showed red fluorescence. The positive 
rates of mitochondrial proteins AIF, cytochrome 
C, EndoG, and Smac/Diablo protein expression 
were 15.99% ± 1.66%, 44.48% ± 4.85%, 62.34% ± 
2.71%, and 28.58% ± 2.09%, significantly different 
from those in the control group (all P < 0.05).

CONCLUSION: Melittin induces SGC-7901 cell 
apoptosis possibly by regulating the expression 
of mitochondrial apoptosis related proteins.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 观察蜂毒素(melittin)诱导人胃腺癌细胞
凋亡及其对线粒体相关蛋白表达的影响.

方法: 4 µg/mL melittin诱导SGC-7901细胞不
同时间(0、1、2、4 h), 观察细胞的形态学改
变; 免疫荧光法观察活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)、线粒体膜电位(Jc-1)表达; IHC
观察胃癌细胞线粒体释放蛋白细胞凋亡诱导
因子(apoptosis inducing factor, AIF)、Smac/
Diablo、细胞色素C(cytochrome C)、EndoG的
表达情况.

结果: meli t t in能明显诱导SGC-7901细胞凋
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■研发前沿
胃癌的治疗目前
仍然是医学一大
难 题 ,  现 有 的 抗
肿瘤药物存在着
不良反应大等特
点 ,  需 要 有 作 用
更显著、不良反
应更小的产品替
代 .  melittin作为
一 种 生 物 单 体 , 
具有细胞毒作用, 
能够抑制胃癌、
肝癌等肿瘤细胞
的 生 长 .  有 研 究
表明melittin可通
过线粒体途径诱
导肝癌细胞凋亡, 
melittin是否也通
过线粒体诱导胃
癌细胞的凋亡是
目前亟待研究的
问题.

亡; R O S实验显示, m e l i t t i n组与对照组比
较, 细胞胞浆出现很强的绿色荧光; MPT实
验显示, me l i t t i n组显示绿色荧光的细胞数
占多数(P <0.05), 而阴性对照组, 均表现为
红色荧光细胞, 线粒体相关蛋白检测结果显
示, melittin组AIF、cytochrome C、EndoG、

Smac/Diablo表达率分别为15.99%±1.66%、

42.73%±3.48%、62.34%±2.71%、28.58%±

2.09%(P <0.05).

结论: melittin可诱导SGC-7901细胞凋亡, 线粒
体凋亡相关蛋白可能参与并发挥了重要作用.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 本实验进一步观察蜂毒素(melittin)抗
胃癌的生物活性及细胞凋亡机制, 以期为melittin
作为抗胃癌药物进一步研究和应用提供理论基

础, 为melittin抗肿瘤的临床应用, 提供实验依据.
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0  引言

胃癌居消化系肿瘤之首[1], 占全世界死亡率第2
位[2], 在我国也是最常见的恶性肿瘤之一, 对于

失去手术机会的及晚期胃癌患者, 化疗仍是最

有效的手段之一. 蜂毒素(melitt in)约占蜂毒干

质量的50%, 是蜂毒的主要组成及活性成分, 可
以抑制肿瘤细胞增殖, 诱导细胞凋亡[3]. 然而, 
melittin诱导人胃癌细胞凋亡的相关分子机制仍

不明确. 本实验为进一步观察melittin抗胃癌的

生物活性及细胞凋亡机制, 为melittin抗肿瘤的

临床应用, 提供实验依据, 结果报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞株(SGC-7901)购自中科

院细胞库; melittin、trypsin购自sigma公司; 新生

小牛血清购自上海洛神生物有限公司; 细胞凋

亡线粒体膜电位检测试剂盒(JC-1)购自南京凯

基生物科技发展有限公司; 活性氧活性检测试

剂盒、cytochrome C抗体、AIF抗体购自碧云天

生物科技公司; EndoG抗体购自北京博奥森生

物技术有限公司; Smac/Diablo购自cell signaling 

technology; DAB显色试剂盒购自武汉博士德生

物工程有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: SGC-7901细胞在RPMI 1640(含
0.1 U/L青霉素、0.1 U/L链霉素, 100 mL/L灭活

新生牛血清)完全培养基中于37 ℃, 50 mL/L CO2

饱和湿度培养箱常规培养, 2-3 d换液1次, 取对

数生长期细胞进行试验.
1.2.2 倒置显微镜观察人胃腺癌SGC-7901细胞

形态学改变: 4 µg/mL melittin作用于SGC-7901
细胞0、1、2和4 h后, 在倒置显微镜下观察细胞

形态改变.
1.2.3 活性氧检测试剂盒检测人胃腺癌SGC-7901
细胞内活性氧(reactive oxygen species, ROS)水
平: 将细胞以1×106个/孔密度种植于6孔板, 设3
个复孔, 4 µg/mL melittin作用于对数生长期细胞

(0、1、2、4 h), 阳性对照组Rosup作用30 min(活
性氧检测试剂盒提供), PBS洗涤, 加入含5 µmol/L 
DCFH-DA培养基, 充分混匀后, 37 ℃孵育1 h, 用
无血清培养液洗涤3次, 荧光显微镜下观察细胞

内ROS荧光强度.
1.2.4 JC-1染色法检测人胃腺癌SGC-7901细胞

∆Ψm: 将细胞以1×106个/孔密度种植于6孔板, 
同时设3个复孔, 4 µg/mL melittin作用于对数生

长期细胞(0、1、2、4 h)后, PBS洗涤, JC-1工作

液(10 µg/mL)重悬细胞, 37 ℃孵育20 min, 37 ℃ 
JC-1缓冲液洗涤2次, 重悬细胞, 荧光显微镜下观

察细胞荧光颜色变化.
1.2.5 线粒体cytochrome C、EndoG、AIF和

Smac/Diablo蛋白的表达: 将盖玻片置于细胞密

度为1×106个/孔的6孔板中爬片, 4 µg/mL melit-
tin作用于对数生长期细胞(0、4 h)后, 按照文献

方法[4]进行免疫组织化学法, DAB显色, 苏木精

复染, 中性树胶封片, 随机取5个视野, 细胞胞浆

中出现棕黄色颗粒为阳性表达, 显微镜下计算

阳性表达细胞数.
统计学处理 采用SPSS17.0软件进行χ2

检验

分析, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1  诱导人胃腺癌SGC7901细胞出现典型形态

结构改变 4 µg/mL melittin体外(0、1 h)诱导人胃

癌细胞时细胞形态正常(图1A), 2 h开始出现体

积缩小, 细胞变圆, 4 h细胞与周围的细胞脱离, 
细胞质密度增加, 贴壁细胞数减少(图1B).
2.2 蜂毒素对人胃腺癌SGC-7901细胞活性氧

■相关报道
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■创新盘点
melittin作为一种
小分子抗肿瘤蛋
白, 其诱导肿瘤凋
亡机制是目前研
究热点, 本研究通
过选用线粒体通
路相关蛋白的变
化研究蜂毒素诱
导胃癌细胞凋亡
的相关机制.

产生的影响 检测结果可以看出, 未经4 µg/mL 
melittin处理组细胞胞浆荧光较弱(图2A), 随着

诱导时间的延长, 荧光显微镜下可以观察细胞

胞浆的绿色荧光明显增强, melittin处理4 h与阳

性对照组荧光强度一致(图2B, C).   
2.3 蜂毒素对人胃腺癌SGC-7901细胞∆ψm的影

响 通过荧光显微镜下观察发现, 阴性对照组细

胞呈红色荧光(图3A), 随着melittin诱导时间的

延长, 细胞胞浆中出现的绿色荧光越来越多(P  = 
0.04), 4 µg/mL melittin诱导细胞4 h胞浆中绿色

荧光表现见图3B. 
2.4 线粒体中cytochrome C、EndoG、AIF和

Smac/Diablo蛋白的表达情况 4 µg/mL诱导肿

瘤细胞后, 细胞胞浆中出现棕黄色反应, 表明4 
µg/mL melittin诱导细胞后AIF、cytochrome C、
EndoG、Smac/Diablo均有所表达(图4), 阳性表

达率分别为15.99%±1.66%、42.73%±3.48%、

62.34%±2.71%、28.58%±2.09%, 与阴性对照

组比较差异显著(P <0.05).

3  讨论

蜂毒治病作为一种民间疗法由来已久, 对于自

身免疫性疾病有较好的疗效. 蜂毒首见于《吉

林中草药》: “祛风湿, 治风湿性关节炎.” 蜂
毒性味辛、苦、平; 功效祛风湿、止疼痛、化

血瘀. melittin生物学活性很高, 结构明确, 是由

26个氨基酸组成的碱性多肽, 是蜂毒中起生物

学活性的主要组分. Moon等[5]、Jo等[6]和Kim
等[7]相继报道mel i t t in可以通过细胞内不同信

号通路发挥抑制肿瘤增殖的作用; J i等 [8]报道

胡桃酮可通过线粒体通路诱导人胃腺癌细胞

(SGC-7901) 凋亡. 
本实验研究结果发现4 µg/mL melittin能明

显诱导人SGC-7901细胞凋亡. 活性氧的检测结

果显示, 4 µg/mL作用0 h后细胞胞浆中出现微

弱的绿色荧光, 随着药物作用时间延长, 细胞胞

浆中绿色荧光强度越强, 4 h组的荧光强度与阳

性对照组一致; 线粒体膜电位检测结果显示, 阴
性对照组细胞胞浆中可见到红色荧光, 而随着

4 µg/mL melittin诱导细胞时间的延长, 胞浆中

出现绿色荧光的细胞数越多, 这些结果说明4 
µg/mL melittin感染细胞后活性氧产生增多, 线
粒体膜电位下降, 同时活性氧堆积导致线粒体

内膜氧化损伤, 造成内膜脂质的过氧化反应, 影
响跨越线粒体膜的质子梯度, 同时, 线粒体的

功能障碍又可导致氧自由基产生增多, 又可引

起生物膜结构蛋白质和脂质过氧化, 使得线粒

体膜通透性转运孔(mitochondrialpermeability-
transitionpore, MPTP)不可逆开放[9-11], 当MPTP
持续性开放时, 大分子物质可非选择性进入孔

道, 此时, 线粒体肿胀、外膜破裂, 从而导致线

粒体膜电位下降, 细胞不可逆走向凋亡. 这与

图   1   蜂 毒 素 作 用 于 胃 癌
细胞形态的改变(×400). A: 

control; B: 4 μg/mL蜂毒素作

用SGC-7901 4 h.

A B

A B C

图  2  蜂毒素诱导胃癌细胞ROS的变化(×400). A: control; B: Rosup阳性对照组.
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■名词解释
线粒体通路: 线粒
体产生活性氧、
超氧化物等物质
使得线粒体膜电
位下降, 线粒体通
透性转换孔形成, 
线粒体蛋白跨膜
转运, 调控信息传
导通路.

Tu等[12]报道的melit t in通过激活人黑色素瘤细

胞活性氧、降低膜电位, 影响钙离子内流, 激活

Caspase-2、-3诱导细胞凋亡结果几乎一致. 同时

4 µg/mL melittin作用SGC-7901细胞, melittin处
理组线粒体相关蛋白(Smac/Diablo、cytochrome 
C、AIF、EndoG)阳性表达率分别为44.48%±

4.85%、15.99%±1.66%、28.58%±2.09%、

62.34%±2.71%, 与未经melittin处理组比较有统

计学意义. Smac/Diablo是Stucki等[13]发现的一种

基因定位于12q24的促凋亡因子, 成熟Smac蛋白

以纯二聚体的形式存在于线粒体膜间腔, 其促

凋亡功能的发挥有赖于其从线粒体释放到胞质, 
肿瘤细胞胞质内Livin的高表达能减少Smac的释

放, cytochrome C释放到胞质中, 形成Apaf-1和
procaspase-9凋亡体, 两者进一步与Caspase-3结
合而发挥抑凋亡作用, 本实验中发现melittin处
理后Smac及cytochrome C蛋白从线粒体中释放, 
与Stucki等[13]报道一致. AIF是由Lorenzo等[14]近

年来发现的一种凋亡效应分子, 在凋亡信号的

刺激下, 对非活性的AIF进行特异性切割, 完成

切割后的AIF通过线粒体孔释放入胞浆, 本实验

中AIF释放到胞浆, 促进胃癌细胞凋亡. EndoG是

一种由核基因编码的存在于真核细胞线粒体膜

间区的核酸酶, 主要与线粒体DNA复制有关[15], 
在4 µg/mL melittin作用下, 位于线粒体膜间隙的

EndoG转位至胞浆, 进而进入胞核, 引起染色体

DNA的断裂. 
从本研究我们可以推断出melittin可能通过

激活活性氧, 降低膜电位, 释放线粒体相关蛋白

等机制诱导人胃腺癌SGC-7901细胞凋亡.

志谢: 感谢廖月霞、吴克艳在本实验过程中给

予的大力帮助.
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■同行评价
本文观察melittin
诱导人胃腺癌细
胞凋亡及其对线
粒体相关蛋白表
达的影响, 具有一
定指导意义.
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《世界华人消化杂志》于 2012-12-26 获得 RCCSE 中国权威学
术期刊 (A+) 称号

本刊讯 《世界华人消化杂志》在第三届中国学术期刊评价中被武汉大学中国科学评价研究中心(RCCSE)评

为“RCCSE中国权威学术期刊(A+)”. 本次共有6 448种中文学术期刊参与评价, 计算出各刊的最终得分, 并将

期刊最终得分按照从高到低依次排列, 按照期刊在学科领域中的得分划分到A+、A、A-、B+、B、C级6个排

名等级范围. 其中A+(权威期刊)取前5%；A(核心期刊)取前5%-20%; A-(扩展核心期刊)取前20%-30%; B+(准核

心期刊)取前30%-50%; B(一般期刊)取前50%-80%; C(较差期刊)为80%-100%. 


