
 

中国现代应用药学 2019 年 11 月第 36 卷第 22 期                    Chin J Mod Appl Pharm, 2019 November, Vol.36 No.22      ·2753· 

·论  著· 

   

铜绿假单胞菌注射液对 NCI-N87 胃癌细胞株增殖能力的影响及其机

制研究  
   

洪义东 1,2，胡楠 2，卞宝祥 2，宋子琰 2，吴风雷 1,2*
(1.江苏大学医学院，江苏 镇江 212013；2.连云港市第一人民医院，江苏 

连云港 221000)
 

 
摘要：目的  探讨铜绿假单胞菌注射液(Pseudomonas aeruginosa mannose-sensitive hemagglutinin，PA-MSHA)对 NCI-N87

胃癌细胞增殖能力的影响及其分子作用机制。方法  MTT 法检测 PA-MSHA 对 NCI-N87 胃癌细胞增殖的影响，流式细胞

术检测细胞凋亡率，划痕实验和侵袭实验检测细胞迁移和侵袭能力的变化，Western Blot 检测 PTEN 蛋白和 p-AKT 蛋白

的表达变化，转染 PTEN siRNA 敲低 PTEN 表达后，再次行 MTT 法检测 PA-MSHA 对细胞增殖的影响。结果  PA-MSHA

抑制 NCI-N87 胃癌细胞的增殖具有剂量和时间依赖性。与对照组比较，NCI-N87 细胞经 PA-MSHA 处理后，凋亡率显著

增加(P<0.05)，迁移和侵袭能力显著下降(P<0.05)。与对照组比较，PA-MSHA 显著提高 PTEN 蛋白表达，降低 p-AKT 蛋

白表达(P<0.05)。通过 siRNA转染敲低 PTEN表达后，PA-MSHA抑制NCI-N87细胞增殖的能力较对照组显著下降(P<0.05)。

结论  PA-MSHA 对 NCI-N87 胃癌细胞具有抑制增殖、促进凋亡、抑制侵袭转移的作用，其机制与 PTEN/AKT 信号通路

有关。 
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NCI-N87 Cells and Its Mechanism  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of Pseudomonas aeruginosa mannose-sensitive hemagglutinin 
(PA-MSHA) on the proliferation of gastric cancer NCI-N87 cells and its mechanism. METHODS  MTT assay was used to 
detect the effect of PA-MSHA on the proliferation of gastric cancer cells NCI-N87. The apoptosis rate was tested by flow 
cytometry. The ability of cell migration and invasion was detected by wound healing assay and invasion assay. Western Blot was 
carried out to examine the protein expression of PTEN and p-AKT. MTT assay was used to further examine the effect of 
PA-MSHA on cell proliferation after PTEN siRNA transfection. RESULTS  PA-MSHA inhibited the proliferation of gastric 
cancer cells NCI-N87 in a dose- and time-dependent manner. Compared with control group, after treatment with PA-MSHA, the 
apoptosis rate of NCI-N87 cells was significantly increased(P<0.05), and the migration and invasion ability of NCI-N87 cells 
was significantly decreased(P<0.05). Compared with control group, PA-MSHA significantly increased the expression of PTEN 
protein and decreased the level of p-AKT protein(P<0.05). Knock down of PTEN by siRNA transfection weakened the ability of 
PA-MSHA on inhibiting the proliferation of NCI-N87 cells compared with control group(P<0.05). CONCLUSION  PA-MSHA 
can inhibit proliferation, promote apoptosis and inhibit invasion and metastasis of gastric cancer cell line NCI-N87, and its 
mechanism may be related to PTEN/AKT signaling pathway. 
KEYWORDS: Pseudomonas aeruginosa mannose-sensitive hemagglutinin(PA-MSHA); gastric cancer; proliferation; apoptosis; 
signaling pathway 
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胃癌是最常见的恶性肿瘤之一，在我国恶性

肿瘤中发病率排行第二，死亡率位居第三[1]。由于

早期胃癌多无症状或仅有轻微症状，且缺乏早期

诊断的生物标志物，因此，胃癌患者确诊时多已
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处于晚期，错过最佳治疗时机。对于晚期胃癌，

目前传统治疗手段以放化疗为主，但总体疗效不

佳，5 年生存率<20%。虽然 2011 年 TOGA 实验后，

赫赛汀被批准用于晚期 HER2 阳性的胃癌人群，

但总生存时间仅提高 2.7 个月[2]。此外，大部分晚

期肿瘤患者免疫功能低下，难以耐受多次放化疗。

近 几 年 研 究 发 现 ， 铜 绿 假 单 胞 菌 注 射 液

(Pseudomonas aeruginosa mannose-sensitive 

hemagglutinin，PA-MSHA)具备抑制肿瘤细胞增

殖、诱导凋亡及免疫调节等作用[3-4]，在临床应用

于乳腺癌、肺癌等治疗中均取得良好效果，并且

不良反应轻微，大部分晚期肿瘤患者能耐受[5-6]。

其抗肿瘤细胞增殖的机制可能与 PTEN/AKT 信号

通路有关[7]。有文献报道，PA-MSHA 对胃癌细胞

也有抑制作用，但其具体机制尚未阐明[8]。本实验

探讨 PA-MSHA 对胃癌细胞生长的抑制作用及其

机制，以寻找胃癌治疗的新手段，为今后进一步

的深入研究提供依据。 

1  材料和方法 

1.1   材料  

NCI-N87 细胞(南京贝瑞吉生物科技有限公

司)；铜绿假单胞菌注射液(商品名万特普安，北京

万特尔生物制药有限公司，批号：20160805；规

格：每支 1.0 mL，含菌量 1.8×109 ·mL1)。RPMI 1640

培养基、SDS-PAGE 试剂盒(批号：20170926)、

Bradford 蛋白浓度测定试剂盒(批号：20180307)、

MTT 试剂盒(批号：20170327)、细胞凋亡测定试

剂盒(批号：20181026)均购自南京凯基生物公司。

胎牛血清(Clark 公司)；侵袭小室(Corning 公司)。

PTEN、AKT、p-AKT 单克隆抗体购自 CST 公司(批

号分别是 6， 27， 23)。GAPDH 多克隆抗体

(Proteintech 公司，批号：00047696)。PTEN siRNA

由苏州吉码公司合成。 

1.2  方法 

1.2.1  细胞培养  胃癌 NCI-N87 细胞株培养于含

10%胎牛血清的RPMI 1640培养液中，置于 37 ℃、

5% CO2 的培养箱中传代培养，每 1~2 d 换液。用

0.25%胰蛋白酶消化后按 1∶3 传代。取对数生长

期细胞进行实验。 

1.2.2  MTT 法检测细胞增殖率  取对数生长期细

胞用胰酶消化制成单细胞悬液，以 1×105·mL1 接

种于 96 孔板中，每孔 100 μL，过夜培养。次日细

胞贴壁后吸弃上清，分别加入含 1% FBS 的 RPMI 

1640 培养液和 PA-MSHA 混合液 100 μL。设对照

组和不同剂量的实验组，各设 6 个平行孔。对照

组不加药。实验组PA-MSHA浓度分别为 0.25×109，

0.5×109，1×109，2×109，4×109，8×109·mL1。置

于培养箱中分别培养 24，48，72 h，培养后每孔

加入 MTT 50 μL，4 h 后弃上清。每孔加入 150 μL

二甲亚砜 (DMSO)，10 min 后于酶标仪上测定

560 nm 处吸光度(OD)值。增殖率=(实验组平均 OD

值/对照组平均 OD 值)×100%。 

1.2.3  流式细胞术检测细胞凋亡  NCI-N87 细胞

在 37 ℃、5% CO2 培养箱培养，观察至胃癌细胞

贴壁生长。取对数生长期细胞接种于 6 孔板。实

验组加 PA-MSHA 浓度分别为 0.25×109，0.5×109，

1×109·mL1。对照组加 RPMI1640 培养液，37 ℃、

5% CO2 培养箱培养 24 h。消化后离心收集 1×105

个细胞，用 PBS 缓冲液洗涤 2 次，加入 binding 

buffer 重悬细胞后，加入 Annexin V-FITC 和 PI 各

5 μL，摇匀后避光 25 ℃ 15 min 后进行流式细胞仪

检测。 

1.2.4  细胞划痕试验  将对数生长期的 NCI-N87

细胞消化并接种于 24 孔板，每孔 1×105 个，每孔

500 μL，均设复孔，继续培养待细胞融合度达

70%~80%，PBS 洗涤 1 次，用 10 μL 移液器吸头

垂直于孔底划一条直线，PBS 洗去漂浮的细胞，

更换培养基，调整 PA-MSHA 浓度为 0.25×109，

0.5×109，1×109·mL1。0，48 h 在 10×倒置显微镜

下观察并拍照。利用测量软件分别以各组细胞划

痕的初始宽度为计为 1，计算各时间点划痕的相对

宽度值，并统计分析结果。试验共重复 3 次，取

其平均值。 

1.2.5  细胞侵袭试验  细胞用无血清培养基培养

24 h 后，消化并收集细胞，1% BSA 重悬，接种于

Transwell 小室，每孔 1×105 个，每孔 150 μL。500 μL 

RPMI 1640 完全培养基加入下层小室，上层

PA-MSHA 浓度为 0.25×109，0.5×109，1×109·mL1。

24 h 后用棉签轻轻擦去上层小室内的非侵袭性细

胞，小室的底侧以结晶紫染色 15 min，风干，拍

照。每个小室随机拍 3 张照片。 

1.2.6  Western blotting 试 验   人 胃 癌 细 胞

NCI-N87 消化计数后在 6 孔板中每孔接种 5×105

个细胞，贴壁培养 24 h。分别加入含 0.25×109，

0.5×109，1×109·mL1 PA-MSHA 的 RPMI 1640 完

全培养基培养 48 h 后，蛋白提取试剂盒提取细胞
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蛋白，用 BCA 法测定每组蛋白质浓度，每孔总蛋

白上样量为 50 μg，上样后进行十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)，其中浓缩胶浓

度为 5%，分离胶浓度为 10%。电泳后转膜(300 

mA，60 min)，5% BSA 封闭 2 h。分别用如下一抗

PTEN(1∶1 000)、AKT(1∶1 000)、p-AKT(1∶2 000) 

4 ℃过夜，TBST 洗膜 10 min×3 次。用稀释比例为

1∶5 000 的对应二抗室温孵育 1 h，TBST 洗膜

10 min×3 次。用电化学发光(ECL)试剂盒进行显色

后曝光。 

1.2.7  siRNA 转染  取对数生长期的细胞消化接

种于 24 孔板，每孔 1×105 个细胞，过夜培养。待

细胞融合度为 30%~50%时进行转染。转染前细胞

用无血清培养基培养 2 h。设置 PTEN siRNA 组(细

胞转染靶向 PTEN 的 siRNA)、对照组(细胞转染阴

性对照 siRNA)，以未经处理的细胞作为空白对照

组。PTEN siRNA 正义链 5’-GUAUGACAACAGCC 

UCAAGTT-3’ ， 反 义 链 5’-CUUGAGGCUG 

UUGUCAU ACTT-3’；PTEN 阴性对照 siRNA 正义

链 5’-UUCU CCGAACGUGUCACGUTT-3’，反义链

5’-ACG UGACACGUUCGGAGAATT-3’。在 50 μL 

Opti-MEM 无血清培养基中加入 20 pmol siRNA 柔

和混匀。用 50 μL Opti-MEM 无血清培养基稀释

1 μL Lipofectamine 2000 试剂，轻轻混匀，室温放

置 5 min。将稀释好的 siRNA 和 Lipofectamine 2000

轻 柔 混 匀 ， 室 温 放 置 20 min ， 以 便 形 成

siRNA/Lipofectamine 复 合 物 。 将 100 μL 

siRNA/Lipofectamine 复合物加到含有细胞和培养

基的培养板中，来回轻柔摇晃细胞培养板。6 h 后

更换培养基。继续培养 48 h 后进行 MTT 试验和

Western blotting 试验。 

1.3   统计学处理 

本研究使用 SPSS 19.0 统计软件处理实验数

据，实验组与对照组之间用 t 检验，以 P<0.05 为

差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  PA-MSHA 对细胞增殖的影响 

不同浓度的 PA-MSHA(0.25×109，0.5×109，

1×109，2×109，4×109，8×109·mL1)作用于 NCI-N87

细胞相同时间时，NCI-N87 细胞增殖率明显降低，

呈明显的浓度依赖性，PA-MSHA 浓度越高，细胞

增殖率越低(P<0.05)；在给予相同浓度 PA-MSHA

作用不同时间时，随着作用时间的延长，细胞增

殖率逐渐降低，呈时间依赖性 (P<0.05)。说明

PA-MSHA 对 NCI-N87 细胞的抑制作用呈时间-剂

量依赖关系，结果见表 1。PA-MSHA 作用 24，48，

72 h 的 IC50 分别为 1.024×109，0.684×109 和

0.429×109·mL1。 

表 1  经不同浓度 PA-MSHA 作用不同时间后 NCI-N87 细

胞的增殖率( sx  ，n=4) 

Tab. 1  Proliferation rate of NCI-N87 cells treated with 
PA-MSHA with different concentrations and time( sx  , 

n=4) 
浓度/ 

×109·mL1

 细胞增殖率/%  

24 h  48 h  72 h 

0  100.00±7.87 100.00±4.03 100.00±2.57 
0.25 76.56±5.701) 71.79±5.691) 61.71±6.681)3)4) 
0.5  55.34±3.171) 51.59±2.501) 46.36±6.471)3) 
1  44.63±2.501) 40.27±2.111) 30.00±1.511)3)4) 
2  38.40±2.331)2)  31.02±2.281)2) 23.85±4.151)2)3)4)

4  30.27±1.911)2)   23.87±1.931)2) 13.50±2.201)2)3)4)

8  31.00±2.821)2) 19.60±1.621)2)3) 5.57±0.921)2)3)4)

注：与PA-MSHA浓度为 0·mL1的对照组比较，1)P<0.05；与 1×109·mL1 

PA-MSHA 组比较，2)P<0.05；与 24 h 组比较，3)P<0.05；与 48 h 组比

较，4)P<0.05。 
Note: Compared with PA-MSHA 0·mL1 group, 1)P<0.05; compared with 

1×109·mL1 PA-MSHA group, 2)P<0.05; compared with 24 h group, 
3)P<0.05; compared with 48 h group, 4)P<0.05. 

2.2  PA-MSHA 对细胞凋亡的影响 

对照组细胞凋亡率为 (5.83±0.22)%，在以

0.25×109·mL1 PA-MSHA 作用 24 h 后，NCI-N87

凋亡比例增高，凋亡率为(9.83±0.12)%，差异有统

计学意义(P<0.05)。此外，凋亡率随着 PA-MSHA

的浓度增加而增加，结果见图 1。 

2.3  PA-MSHA 对细胞迁移和侵袭性的影响 

划痕试验结果显示，NCI-N87 细胞划痕后

48 h，实验组的划痕条带愈合速度明显慢于对照

组，且浓度越高，划痕愈合越慢，差异有统计学

意义(P<0.05)，结果见图 2。侵袭试验结果表明，

0.25×109，0.5×109，1×109·mL1 PA-MSHA 作用 24 h

后，穿出小室的细胞数分别为 94.33±1.20、

85.00±0.58、72.67±1.45，与对照组(104.70±0.88)

相比显著减少，差异有统计学意义(P<0.05)，结果

见图 3。 

2.4  PA-MSHA 上调 PTEN 表达，抑制 AKT 的磷

酸化 

与对照组相比，实验组经 0.25×109，0.5×109，

1×109·mL1 PA-MSHA 作用 24 h 后，PTEN 蛋白表

达升高，总的 AKT 水平无明显改变，AKT 的磷酸

化(p-AKT)水平降低。差异有统计学意义(P<0.05)。

结果见图 4。 
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2.5  敲低 PTEN 后 PA-MSHA 对细胞增殖的影响 

通过 siRNA 转染敲低了 PTEN 表达，结果见

图 5。经 1×109·mL1 PA-MSHA 作用后，24 h 和

48 h PTEN siRNA 组的增殖率较对照组显著升高，

差异有统计学意义(P<0.05)，结果见图 6。 

3  讨论 

微生物及其产物作为抗肿瘤的一种治疗手段

已有一百多年历史，然而在临床应用过程中常常

伴随着微生物相关的感染或其他不良反应[9]，这在

一定程度上限制了其临床应用。PA-MSHA 是以我

国微生物学家牟希亚教授建立的铜绿假单胞菌-甘

露糖敏感血凝菌毛株为载体，经生物工程技术制

备而成[10]。作为我国自主研发的一种生物制剂，

其安全性好，不良反应低，可提高肿瘤患者机体

免疫力，预防感染，降低感染程度[11]，已被国家

药品监督管理局批准用于恶性肿瘤的辅助治疗。

除了调节机体免疫功能，PA-MSHA 还可直接对肿

瘤细胞产生杀伤作用。研究表明[7]，在宫颈癌中，

PA-MSHA 可通过提高 PTEN 蛋白表达水平，抑制

AKT 信号通路的活化，阻断其下游信号传导，抑

制 Hela 细胞增殖，促进凋亡。 

 
图 1  PA-MSHA 对 NCI-N87 细胞凋亡的影响(n=3) 
与对照组比较，1)P<0.05。 
Fig. 1  Effect of PA-MSHA on the apoptosis of NCI-N87 cells (n=3) 
Compared with control group, 1)P<0.05. 

 
图 2  PA-MSHA 对 NCI-N87 细胞迁移能力的影响(n=3) 
与对照组比较，1)P<0.05。 
Fig. 2  Effect of PA-MSHA on the migration ability of NCI-N87 cells(n=3) 
Compared with control group, 1)P<0.05. 
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图 3  PA-MSHA 对 NCI-N87 细胞侵袭能力的影响(n=3) 
与对照组比较，1)P<0.05。 
Fig. 3  Effect of PA-MSHA on the invasion ability of 
NCI-N87 cells (n=3) 
Compared with control group, 1)P<0.05. 

 
图 4  PA-MSHA 对相关蛋白表达水平的影响(n=3) 
与对照组比较，1)P<0.05。 
Fig. 4  Effect of PA-MSHA on the expression of relative 
protein (n=3)   
Compared with control group, 1)P<0.05. 

 
图 5  Western blotting 检测 NCI-N87 细胞转染后 PTEN 蛋

白表达(n=3) 
与对照组比较，1)P<0.05。 
Fig. 5  Expression of PTEN in NCI-N87 cells after 
transfection by Western blotting(n=3) 
Compared with control group, 1)P<0.05. 

本研究同样发现 PA-MSHA 对 NCI-N87 细胞

有直接杀伤作用。研究结果提示，PA-MSHA 呈浓

度和时间依赖的方式抑制 NCI-N87 细胞增殖，促

进凋亡。进一步机制研究发现，PA-MSHA 可上调

PTEN 蛋白表达，降低 AKT 蛋白磷酸化水平。这

一结果提示 PA-MSHA 可能通过影响 PTEN/AKT

信号通路抑制 NCI-N87 细胞生长。PTEN 作为一

种重要的抑癌基因，主要通过磷酸酶依赖的方式

 
图 6  敲低 PTEN 表达 24 h 和 48 h 后 PA-MSHA 对细胞增

殖的影响(n=3) 
与加 PA-MSHA 细胞 OD 值/正常细胞的 OD 值比较，1)P<0.05。 
Fig. 6  Effect of PA-MSHA on the proliferation of NCI-N87 
cells after knocking down PTEN at 24 h and 48 h (n=3) 
Compared with OD value of cells treated with PA-MSHA/OD value of 
normal cells, 1)P<0.05. 

对 PI3K/AKT 信号转导通路产生负性调控作用，具

有抑制细胞存活，促进凋亡等作用。本实验在通

过 siRNA 转染敲低 PTEN 蛋白表达后，PA-MSHA

对 NCI-N87 的抑制增殖作用降低。这些结果进一

步提示 PTEN 蛋白参与了 PA-MSHA 对 NCI-N87

细胞的生长调控作用。本研究结果与 Yin 等[7]就

PA-MSHA 抑制宫颈癌 Hela 细胞增殖的作用机制

的研究结果类似。 

此外，有研究报道，PA-MSHA 可通过降低基

质金属蛋白酶MMP-2的表达降低肠癌细胞的转移

能力 [12]。本研究的划痕和侵袭试验同样证实了

PA-MSHA 可降低 NCI-N87 细胞的转移和侵袭能

力。肠癌和胃癌同为消化系统肿瘤，可能有着类似

的生物学特征，其具体机制有待进一步研究证实。 

综上所述，本研究证实了 PA-MSHA 可抑制胃

癌细胞增殖，促进其凋亡，并可能是通过调控

PTEN/AKT 信号通路产生作用，可能为胃癌的治

疗提供了一个新的选择。但此研究尚存不足之处，

只局限于体外研究，后续将进一步通过体内实验

验证。  
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