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神经肽 Y 对炎症及低氧环境下不同癌细胞活力的影响
王 霞 周江睿 蒋春雷△

（第二军医大学军事航海医学教研室 上海 200433）

摘要 目的：研究神经肽 Y 对炎症反应及其对在低氧培养条件下的不同癌细胞活力的影响，探讨应激影响癌症发展的机制。方法：

不同浓度神经肽 Y（0，10-12M，10-10M，10-8M）与 100 ng/ml LPS 共孵育巨噬细胞 24h 后检测 NO 的浓度及 iNOS 表达的变化；不同

浓度神经肽 Y（0，10-9M，10-8M）刺激低氧培养条件下的肝癌细胞株 HepG2 与乳腺癌细胞株 MCF-7 36h，采用 cck-8 检测细胞活

力变化；不同浓度神经肽 Y（0，10-9M，10-8M）与 LPS 共孵育巨噬细胞 24 h 后取上清液离心，采用上清液培养两种癌细胞，并置于

低氧条件下 36 h, cck-8 检测细胞活力。结果：实验结果显示，神经肽 Y 可以抑制巨噬细胞 NO 的释放（P<0.05），并降低 iNOS 的表

达(P<0.05)；单独的神经肽 Y 对低氧培养条件下两种癌细胞的活力没有明显影响(P>0.05)；但在低氧培养条件中，相比于 LPS 组

的条件培养基，LPS 加神经肽 Y 组的条件培养基可明显增强 MCF-7 的活力（P<0.05,P<0.01），而 HepG 2 的活力则没有统计学差

异。结论：神经肽 Y 可能通过抑制炎症反应，从而增强乳腺癌细胞 MCF-7 在低氧环境下的活力。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of neuropeptide Y on inflammation and the viability of different carcinoma cells

under hypoxia condition and to investigate the mechanism of stress on carcinoma cells. Methods: Macrophage cells were incubated in
culture with different concentrations (0, 10-12M，10-10M，10-8M) NPY combined with 100 ng/ml LPS for 24 h and then detected the NO
release and iNOS expressions; HepG 2 and MCF-7 cells were incubated in culture with different concentrations (0, 10-9M，10-8M) NPY
under hypoxia condition (37℃, 5 % CO2，1% O2) for 36 h . The viability of carcinoma cells were in different groups detected by cck-8.
Macrophage cells were incubated in culture with different concentrateons (0, 10-9M，10-8M) NPY combined with 100ng/ml LPS for 24 h
and then the media were centrifuged. HepG 2 and MCF-7 cells were cultured with the conditioned media under hypoxia condition for 36
h. cck-8 was used for detecting the viability of carcinoma cells. Results: Neuropeptide Y markedly reduced the release of NO (P<0.05）
and inhibited the expression of iNOS (P<0.05). NPY had no obvious effects on the viability of HepG 2 and MCF-7 cells under hypoxia.
But the conditioned media which LPS and NPY treated macrophage markedly increased the viability of MCF-7 (P<0.01, P<0.05), and
had no effects on HepG 2. Conclusion: NPY inhibits macrophage cells releasing NO and inhibits the expression of iNOS and then
increases the viability of MCF-7 under hypoxia.
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前言

近年来，心理社会因素在肿瘤发生发展中的作用越来越引

起学者的关注，临床流行病学资料表明心理因素与肿瘤的发生

发展密切相关。长期恶性的心理应激和不良生活环境促进肿瘤

发生发展已成为定论[1]。缺氧是实体瘤中普遍存在的现象，肿瘤

细胞在低氧环境下其转化、侵袭能力以及对能量的利用方式[2-4]

均与常氧条件下有所不同。
神经肽 Y（neuropeptide Y，NPY）是一种由 36 种氨基酸组

成的一种的多肽，最早是在 1982 年由瑞典 Karolinska 学院的

Tatemoto 和 Mutt 从 400kg 猪脑组织中纯化出来的。NPY 广泛

分布于中枢及外周神经系统中，主要存在于交感节后神经中，

且一般与去甲肾上腺素(Norepinephrine，NE)共存。研究表明，

在慢性应激或者冷刺激后，NPY 浓度升高[5]。神经系统释放的

一些神经递质可通过其免疫细胞上的受体影响免疫系统，有研

究报道，一类神经肽，如 VIP，urocortin，ghrelin 等可以抑制炎症

反应[6]。
目前，尚无关于 NPY 影响巨噬细胞 NO 释放的报道，本研

究以 RAW264.7 为研究对象，观察 NPY 对巨噬细胞在 LPS 刺

激下 NO 释放及 iNOS 酶表达的影响。同时观察 NPY 是否由

于影响炎症反应而对低氧环境下的肝癌细胞株 HepG 2 与乳腺

癌细胞株 MCF-7 的活力也产生影响。
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图 1 各组细胞 iNOS 表达的比较

Fig. 1 Comparison of iNOS expressions of each group

Group OD Value

LPS 0.0812±0.003

LPS+NPY10-12 0.0742±0.004

LPS+ NPY10-10 0.0629±0.01

LPS+ NPY10-8 0.053±0.007 *

表 1 各组细胞 NO 水平的比较（OD mean±sd）
Table 1 Comparison of NO of each group（OD mean±sd）

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞株 人肝癌细胞 HepG2 细胞株，乳腺癌细胞 MCF-7
细胞株由本实验室保存，RAW264.7 细胞购自中国科学院细胞

库，细胞培养于含 10%胎牛血清的 DMEM 高糖培养基中，并置

于 37℃，CO2 体积分数为 5%的培养箱中，在饱和湿度条件下

常规培养。取处于对数生长期的细胞用于实验。
1.1.2 主要试剂 神经肽 Y 购自 TOCRIS（Cat.No:1153）；脂多糖

购自 Sigma 公司；DMEM 高糖培养基与胎牛血清均购自 PAA
公司；NO 检测试剂盒与 CCK-8 试剂盒均购自碧云天；TRNzol
Reagent，Quant cDNA 第一链合成试剂盒以及 SYBR Green 试

剂盒均购自 Takara 公司。
1.2 实验方法

1.2.1 神 经 肽 Y 对 巨 噬 细 胞 RAW264.7 分 泌 NO 的 检 测

RAW264.7 细胞消化离心后，配置为 5×105 个 /mL 的悬浮液，

在 96 孔板中每孔加入 100 μL 悬浮液，24 h 后用于实验。实验

分组为 100 ng LPS 对照组，100 ng LPS 分别加入不同浓度

（10-8M，10-10M，10-12M）的神经肽 Y 组，每组分别为 10 个重复，

24h 后 Griess 法检测其上清 NO2
-的含量，用于反映 NO 水平。

1.2.2 实时荧光定量 RT-PCR 测定 iNOS mRNA 的表达 RAW
264.7 消化后配为悬浮液，铺于 24 孔板中，24 h 后用于实验。实

验分组为 100 ng /mL LPS 组，100 ng /mL LPS 加 10-8M 的神

经肽 Y 组，24 h 后提取总 RNA，反转录后进行 RT- PCR 检测。
以 β-actin 为内参基因，iNOS 基因引物序列为上游：TTG ACG
CTC GGA ACT GTA G；下游为 GAC CTG ATG TTG CCA
TTG T；β-actin 引 物 序 列 为 上 游 ：GAT TAC TGC TCT GGC
TCC TAG C；下游：GAC TCA TCG TAC TCC TGC TTG C；荧

光定量 PCR 反应条件为：95℃ 5min，95℃ 5s，60℃ 30 s，40 个

循环。RT-PCR 结果经过 2-△△Ct 计算比较。
1.2.3 神经肽 Y 对低氧条件下肿瘤细胞活力的检测 肝癌细胞

株 HepG 2，乳腺癌细胞 MCF-7 分别消化后配为悬浮液，浓度

为 5×104 个 /mL，分别在 3 块 96 孔板中加入 100 μL悬浮液，

24 h 后用于实验。实验分组为空白组，不同浓度的神经肽 Y 组

（10-7M，10-8M，10-9M），细胞加入药物后置于 1%的低氧培养箱

中培养 36 h 后，采用 cck-8 检测细胞活力。
1.2.4 条件培养基的置备 RAW 264.7 消化后配为悬浮液，铺于

12 孔板中，24 h 后用于实验。药物处理分组为：空白组，100 ng
/mL LPS，100 ng /mL LPS 与 不 同 浓 度 的 神 经 肽 Y（10-7M，

10-8M，10-9M）共孵育组，药物作用 24 h 后取上清离心后 -80℃
保存备用。
1.2.5 条件培养基对低氧条件下肿瘤细胞活力的检测 肝癌细

胞 HepG2，乳腺癌细胞 MCF-7 分别消化后配为悬浮液，浓度为

5×104 个 /mL, 分别在 3 块 96 孔板中加入 100 μL悬浮液，24 h
后将原培养其吸走，加入条件培养基 100 μL，置于 1%的低氧

培养箱中培养 36 h 后，采用 cck-8 检测细胞活力。
1.2.6 统计学方法 应用 SPSS 17.0 软件包，数据用 mean±sd
表示，统计方法采用方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检。

2 结果

2.1 神经肽 Y 对巨噬细胞 RAW264.7 分泌 NO 及 iNOS 表达

的影响

不同组别处理巨噬细胞 RAW264.7 后，LPS 与神经肽 Y 共

孵育组的 NO 明显低于单独 LPS 组（P<0.05），且呈现剂量依赖

性。见表 1。同样，100 ng /mL LPS 加 10-8M 神经肽 Y 后，iNOS
表达明显低于单独 LPS 组（P<0.05）,图 1。
2.2 神经肽 Y 及条件培养基对低氧条件下不同癌细胞活力的

影响

不同浓度 NPY 刺激低氧条件下 HepG 2，MCF-7 后其活力

无统计学差异；肝癌细胞株 HepG 2 在低氧环境下加入条件培

养基后，活力无统计学差异；乳腺癌细胞株 MCF-7 在加入 LPS
与神经肽 Y 的条件培养基后其活力明显高于单独 LPS 组，具

有统计学差异（P<0.05, P<0.01），见表 2&3。

3 讨论

早在 1988 年的一项研究发现[7]，在应激的情况下，存在于

交感神经末梢的 NPY 和 NE 共同释放，NPY 可能存在应激激

素的作用。随后相继有研究发现了在慢性应激的情况下 NPY 及

其 Y1 受体在动脉粥样硬化形成中的作用[8]，以及 NPY 及 Y2 受

体在应激引起的肥胖和代谢综合症中的作用[9]，证明了 NPY 确

实能够以 " 应激激素 " 的形式在心血管系统和物质代谢中发挥

作用。有研究表明，在脾脏中，交感神经末梢与脾脏中的巨噬细

胞发生类似 " 突触 " 样的连接，在应激情况下，交感神经末梢释

放的 NPY 能够第一时间作用于其附近的巨噬细胞[10]。
NO 是一种可调节细胞功能的信息分子，具有介导细胞免

疫和炎症反应的功能。NO 以左精氨酸（L-arginine，L-Arg）为底
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物，在一氧化氮合酶（nitric oxdio synthase，NOS）催化下合成。
NOS 主要有 2 种类型：结构型(constructive NOS，cNOS) 和诱导

型（inducible NOS，iNOS）。iNOS 主要存在于巨噬细胞，正常条

件下钙 / 钙调蛋白非依赖的 NOS 无活性表达，在受到感染时，

iNOS 的表达会增加，而造成大量 NO 的释放[11]。NO 的大量生

成与炎症反应有密切的关系[12]，过量的 NO 会与 O2- 反应形成

过氧亚硝酸盐中毒，使细胞结构与功能严重损坏。我们的研究

表明神经肽 Y 可以通过抑制巨噬细胞 iNOS 的表达而降低 NO
的释放，从而抑制炎症的发展。

低氧是恶性肿瘤微环境的特征之一，低氧诱导因子（Hy-
poxia inducible factor 1，HIF-1） 是缺氧条件下普遍存在于哺乳

动物和人体内的一种异源二聚体核转录因子[13]，其在人类的多

种肿瘤细胞中表达。对维持肿瘤细胞的能量代谢、新生血管形

成以及促进肿瘤的增殖生长、侵袭和转移及肿瘤耐药方面起着

重要作用[14]。本研究的结果表明 NPY 可以抑制炎症反应，并增

强乳腺癌细胞株 MCF-7 在低氧环境下的活力。这很可能是由

于 NPY 影响了炎症反应，进而影响肿瘤细胞 HIF-1 表达的结

果。但在本研究中也发现，条件培养基对肝癌细胞株并没有明

显的影响，其中的机制还有待于我们进一步的研究。
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Group HepG2 MCF-7

Con 0.659±0.019 0.744±0.013

NPY10-9 0.651±0.007 0.726±0.011

NPY10-8 0.683±0.012 0.732±0.099

表 2 NPY 对低氧环境下肿瘤细胞活力的影响（OD mean±sd）
Table 2 Effects of NPY on carcinoma cells under hypoxia（OD mean±sd）

Group HepG2 MCF-7

CON 0.584±0.013 0.733±0.016

LPS 0.384±0.011 0.499±0.008

LPS+NPY10-9 0.384±0.009 0.538±0.008*

LPS+NPY10-8 0.370±0.008 0.601±0.012**

表 3 条件培养基对低氧环境下肿瘤细胞活力的影响（OD mean±sd）
Table 3 Effects of conditioned media on carcinoma cells under hypoxia（OD mean±sd）
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