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L-左旋肌肽诱导人肾癌 Caki-2细胞凋亡的体外研究 *
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摘要目的：研究 L-左旋肌肽诱导人肾癌 Caki-2细胞凋亡的作用及可能机制。方法：常规培养肾癌 Caki-2细胞，以 1× 104/mL的

密度接种，取对数生长期 Caki-2细胞分为 L-左旋肌肽 5、20、50 mM处理组和空白对照组，分别采用 L-左旋肌肽 5、20、50 mM和

生理盐水处理 24、48h后，采用MTT法检测各组 Caki-2细胞的增殖情况，采用流式细胞法检测各组细胞周期和细胞凋亡情况，采

用Western blot方法检测各组 Caki-2细胞 caspase-3、Bcl-2及 HIF-1琢蛋白的表达情况。结果：与空白对照组相比，L-左旋肌肽 5、

20、50 mM处理组在 24 h和 48 h的细胞存活率均显著降低(P<0.05)，且其对 Caki-2细胞的生长抑制作用呈现明显的时间 -剂量

依赖关系，其中 50 mM L-左旋肌肽处理 Caki-2细胞 48 h后，细胞存活率最低。L-左旋肌肽 5、20、50 mM处理组在作用 48 h后，

Caki-2细胞随着 L-左旋肌肽作用浓度的增加，Bcl-2和 HIF-1琢的蛋白表达水平依次降低(P<0.05)，而 caspase-3蛋白表达水平逐

次提高(P<0.05)。结论：L-左旋肌肽在体外可抑制人肾癌 Caki-2细胞的增殖，并诱导人肾癌 Caki-2细胞的凋亡，其作用机制可能

与抑制 HIF-1琢表达及激活 caspase-3表达相关。
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A Study on L-carnosine-induced Apoptosis
in Kidney Cancer Caki-2 Cells *

To study the L-carnosine-induced apoptosis in human kidney cancer Caki-2 cells vitro and its mechanism.

Human kidney cancer Caki-2 cells were cultured to 1× 104 / mL cell density and divided into 5, 20, 50 mM L-carnosine group

and control group which were treated with 5, 20 50 mM L-carnosine and saline respectively. At 24, 48 h after treatment, MTT assay was

used to detect the proliferation of Caki-2 cells, flow cytometry assay was conducted to detect the apoptosis and cell cycle of Caki-2 cells,

western blot was performed to detect the protein expression of Bcl-2, HIF-1琢 and caspase-3. MTT assay showed that 5, 20, 50

mM L-carnosine could inhibit the growth of Caki-2 cells at 24 h and 48 h after treatment in a time and dose dependent manner as

compared with the control group, of the cell growth inhibition ratio was the highest in the 50 mM-treated group. After Caki-2 cells were

treated with 5, 20, 50 mM L-carnosine and saline for 48 h, the protein expressions of Bcl-2, HIF-1琢 were gradually reduced and

caspase-3 was increased correspondingly. L-carnosine could inhibit the proliferation and promote apoptosis of Caki-2 cells

in vitro. The mechanism of which may be related to the inhibition of HIF-1 alpha signaling pathways and activation of caspase-3

signaling pathways.
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前言

肾癌又称肾细胞癌(renal cell carcinoma，RCC)，起源于肾

实质泌尿小管上皮，约占成人恶性肿瘤的 2 %-3 %[1]，是最致命

的泌尿系统恶性肿瘤。肾癌并非单一种类的实体瘤，是一类异

质肿瘤群体。2004年，世界卫生组织将肾癌分为几个不同的亚

型：透明细胞癌、乳头状肾细胞癌以及嫌色细胞癌，比例分别为

70 %、10 %-15 %和 5 %[2]。在过去的 65年中，肾癌发病率以每

年 2 %的比例增长[3]，并且根据流行病学数据，肾癌可在所有年

龄段人群发病，但是在 35 岁以上人群发病率迅速上升，到

75-80岁时达到峰值。大多数的肾癌没有明显的临床症状而在

体检时通过影像学发现异常[4]。患者出现血尿、疼痛或肿块的症
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图 1 MTT法检测 0、5、20、50 mM L-左旋肌肽处理 Caki-2细胞 24、48 h的细胞生长情况

Fig.1 MTT assay was used to detect the proliferation of 5, 20, 50 mM L-carnosine group after 24 and 48 h treatment

Note: ** P<0.01, compared with control group(treated with 0 mML-carnosine); *** P<0.001, compared with control group(treated with 0 mML-carnosine)

状时多已属晚期。

目前，针对肾癌的治疗包括肾脏外科手术法、化疗以及放

疗等。外科手术治疗肾癌主要通过肾脏全切或部分切除的方

式，但治疗效果仍不甚满意；放疗和化疗副作用较大，且肾癌细

胞对其均不敏感，具有较高的耐受性，因此肾癌治疗亟待更有

效的治疗方式[5]。L-左旋肌肽是一种天然的大量存在于骨骼肌

当中的水溶性二肽，在肌肽合成酶的作用下由 茁-丙氨酸和 L-

组氨酸合成[6]。除了可作为抗氧化剂、金属螯合剂外，还具有抗

蛋白质糖基化及抗炎等生物学功能[7-13]。近年来，有研究资料表

明 L-左旋肌肽对肿瘤细胞的生长具有选择性抑制及细胞毒作

用[14-17]，该特点对开发针对肾癌的天然抗癌制剂具有重要意义。

本研究采用人肾癌 Caki-2细胞株在体外探讨 L-左旋肌肽

对 Caki-2细胞活力、细胞周期和凋亡的影响并初探了其相关

机制，现报道如下。

1 材料与试剂

1.1 材料

人肾癌 Caki-2细胞株(美国细胞库，ATCC)；青霉素、链霉

素(Salarbio，中国)；胎牛血清(fetal bovine serum，FBS；Gibco，美

国)；RPMI1640培养基 (Gibco，美国)；BCA蛋白定量试剂盒

(Pierce，美国)；Bio-Rad protein assay和预染蛋白质分子量标准

(Bio-Rad，美国)；MTT(Sigma，美国)；Annexin V-FITC/PI双染检

测凋亡试剂盒(Beckman Coulter，美国)；碘化丙啶(propidium io-

dide，PI；Sigma，美国)。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 人肾癌 Caki-2 细胞株培养于含 10 % FBS

以及含 1 %双抗(青霉素、链霉素)的 RPMI1640培养基中，置于

5 % CO2、37℃孵箱中进行常规培养，并选取对数生长期细胞进

行后续实验。实验分组如下：取对数生长期 Caki-2细胞分为 L-

左旋肌肽 5、20、50 mM组和空白对照组，分别采用 L-左旋肌

肽 5、20、50 mM和生理盐水处理。

1.2.2 MTT 法检测 L- 左旋肌肽对 Caki-2 细胞活力的影响

取对数生长期 Caki-2 细胞以 1× 104个 /孔细胞数接种于 96

孔板，按照分组条件加入 L-左旋肌肽及生理盐水，每组设 5个

复孔，处理 24, 48 h后，每孔细胞分别加入 5mg/mLMTT20滋L，
37℃孵箱中培养 4 h，弃去上清液，每孔加入 150 滋L二甲基亚
砜，摇床振荡 20 min，酶标仪 490 nm处测定吸光度(A)值，检测

各组细胞增殖情况。

1.2.3 流式细胞仪检测细胞周期及细胞凋亡情况 取对数生

长期 Caki-2细胞接种于 6孔板中，细胞贴壁后，按照分组条件

进行相应处理，处理 48 h后每组收集 1× 105个细胞，PBS清洗

后离心收集细胞，加入 500 滋L 含 50 滋g/ mL PI、100 滋g/mL
RNase A、0.2 % Triton X-100的 PBS，避光放置 30 min，流式细

胞仪检测细胞周期；同法收集洗涤细胞，100 滋L 1× binding

buffer重悬细胞，加入 Annexin V-FITC 10 滋L，冰上避光反应
15 min，加入 380 滋L 1× binding buffer以及 10 滋L PI，混匀后将

样本避光置于冰上 15 min，PBS清洗后，1 mL PBS重悬细胞流

式细胞仪检测各组细胞凋亡情况。

1.2.4 Western blot 检测 L-左旋肌肽处理 Caki-2 细胞 48 h 后

相关蛋白的表达 按照分组条件将干预处理完成的 Caki-2

细胞收集，冰上条件细胞裂解液裂解细胞。BCA试剂盒蛋白定

量，以总蛋白量 20 滋g/孔进行 SDS-PAGE电泳。电泳后将凝胶

上的蛋白转移至 PVDF膜。加入 Bcl-2、Caspase-3、HIF-1琢 和
茁-actin单克隆抗体，二抗为山羊抗小鼠 IgG-HRP，电化学发光

法显影后分析扫描。

1.3 统计学处理方法

数据通过 SPSS 19.0软件进行统计学分析，多组间计量资

料的比较采用单因素方差分析，进一步两组间比较采用 SNK-q

检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度 L-左旋肌肽处理 24和 48 h对 Caki-2细胞活力

的影响

通过MTT法测定不同浓度 L-左旋肌肽处理 Caki-2细胞

24、48h对其细胞活力的影响，结果如图 1所示：L-左旋肌肽 5、

20、50 mM处理组在 24 h和 48 h均可降低细胞存活率。在同一

作用浓度下，L-左旋肌肽的处理时间越长，肾癌细胞 Caki-2的

存活抑制率越高。处理 24 h及 48 h后，L-左旋肌肽 5、20、50

mM组细胞存活率同空白对照组相比依次降低，5 mM处理 L-

左旋肌肽 Caki-2细胞 24 h后虽对细胞生长有一定作用，但与

空白对照组相比无统计学差异(P>0.05)，而其他各组均可显著

抑制细胞生长，其中 50 mM L-左旋肌肽处理 Caki-2细胞 48 h

后，细胞生长抑制作用最强。以上结果表明 L-左旋肌肽对肾癌

细胞 Caki-2增殖具有抑制作用，且该作用依赖于药物浓度和
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图 2 L-左旋肌肽处理 Caki-2细胞 48 h对细胞周期的影响

Fig.2 Effects of L-carnosine on the cell cycle of Caki-2 cells treated for 48 h

Note: A-D was the effects of cell cycle on Caki?2 cells after treated with 0、5、20、50 mM L-carnosine for 48 h.

作用时间。

2.2 不同浓度 L-左旋肌肽处理对 Caki-2细胞周期的影响

流式细胞仪检测结果表明 L-左旋肌肽处理后，Caki-2细

胞更多地停留在细胞周期中的 G2/M期，G0/G1的细胞比例降

低，L-左旋肌肽 20和 50 mM组在干预 48 h时与空白对照组

相比，细胞更显著地停留于 G2/M期，5 mM干预组虽然显示对

Caki-2细胞进入 G2/M期有一定地促进作用，但是与空白对照

组相比差异不明显，其中，50 mM干预组的作用比 20 mM干预

组强，呈现剂量依赖关系。因此，L-左旋肌肽主要通过将细胞周

期阻滞于 G2/M期，抑制 Caki-2细胞的增殖。

2.3 不同浓度 L-左旋肌肽处理对 Caki-2细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测结果显示：不同浓度 L-左旋肌肽处理 Ca-

ki-2细胞 48 h后能够促进细胞凋亡。其中，与生理盐水组相比，

L-左旋肌肽 20和 50 mM组在 48 h时可显著促进 Caki-2细胞

凋亡，且随着 L-左旋肌肽浓度的提高，细胞凋亡率逐渐提高，5

mM L- 左旋肌肽干预虽然对 Caki-2 细胞有一定的促凋亡作

用，但是与空白对照组相比差异不明显。结果表明 L-左旋肌肽

对肾癌细胞 Caki-2有促凋亡的作用，该作用对药物浓度具有

依赖性。

2.4 L-左旋肌肽处理对 Caki-2细胞 caspase-3、Bcl-2及 HIF-1琢
蛋白表达的影响

L- 左旋肌肽 5、20、50 mM 和生理盐水处理 Caki-2 细胞

48h后，检测 caspase-3、Bcl-2和 HIF-1琢的蛋白表达，结果显
示：随着 L-左旋肌肽作用浓度的增加，Bcl-2和 HIF-1琢的蛋白
表达水平依次降低，而 caspase-3的表达水平逐次提高，提示 L-

左旋肌肽可通过抑制 HIF-1琢通路，激活 caspase-3诱导肾癌细

胞 Caki-2凋亡。

3 讨论

L-左旋肌肽作为一种水溶性二肽天然存在于骨骼肌、脑、

肾脏等新陈代谢较为旺盛的组织中，在被分离的 100多年以来

其诸多生理学特性引起国内外学者的广泛关注。L-左旋肌肽已

被证实具有抗氧化活性、螯合金属离子、抑制蛋白质糖基化、抗

炎、抗衰老的功能，因此被广泛应用于食品、医药及化妆品等行

业中。除此之外，近年来越来越多资料报道 L-左旋肌肽在体外

对肿瘤细胞的生长具有抑制作用，包括人胃癌细胞 [18，19]、结肠

癌细胞[20]、卵巢癌细胞[21]及人胶质瘤细胞[22]等。对于 L-左旋肌肽

靶向肿瘤细胞时发挥作用的主要分子机制现还尚未明确，但前

期的实验结果提示 L-左旋肌肽对肿瘤细胞糖酵解产生 ATP这

一过程的影响在肿瘤细胞的能量代谢中起了关键性的作用[23]。

虽然 L-左旋肌肽被报道在多种体外培养的肿瘤细胞中发

挥了抑制肿瘤的效果，但是目前 L-左旋肌肽在肾癌中作用的

相关机制报道较少。因此，本研究通过 L-左旋肌肽处理人肾癌

Caki-2细胞，探究 L-左旋肌肽对人肾癌细胞增殖活力、细胞凋

亡及周期的影响。实验结果显示 L-左旋肌肽能够显著抑制肾

636窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.4 FBR.2018

图 3 L-左旋肌肽处理 Caki-2细胞 48 h对细胞凋亡的影响

Fig.3 Effects of L-carnosine on the apoptosis of Caki-2 cells treated for 48 h

Note: A-D was the effects of apoptosis on Caki-2 cells

after treated with 0, 5, 20, 50 mM L-carnosine for 48 h.

图 4 L-左旋肌肽 0、5, 20, and 50 mM处理 Caki-2细胞 48 h对

caspase-3、Bcl-2和 HIF-1琢蛋白表达的影响
Fig.4 The protein expression of caspase-3, Bcl-2 and HIF-1琢 in 0, 5, 20, 50

mM L-carnosine group after 48 h treatment

癌 Caki-2细胞的增殖、将细胞周期阻滞于 G2/M期、促进及诱

导 Caki-2细胞的凋亡。随后我们检测了 Caki-2细胞 caspase-3、

Bcl-2及 HIF-1琢的蛋白表达，对其产生该影响的机制进行初步
的探讨。结果表明随着 L-左旋肌肽作用浓度的增加，Caki-2细

胞的 Bcl-2和 HIF-1琢的蛋白表达水平依次降低，而 caspase-3

的表达水平逐次提高。因此，我们推测 L-左旋肌肽可通过抑制

HIF-1琢通路，激活 caspase-3诱导肾癌细胞 Caki-2凋亡。

缺氧诱导因子 -1(Hypoxia-inducible factor-1，HIF-1)是在低

氧情况下机体参与适应性反应的主要转录因子，由 HIF-1琢和
HIF-1茁 两个亚基组成。研究报道在多种人类肿瘤细胞中，
HIF-1琢都呈现高表达水平，特别是脑部(少突神经胶质瘤)、乳

腺、子宫以及卵巢等部位的肿瘤组织其过表达情况和患者的死

亡率之间具有重要联系[24]。活化后的 HIF-1琢在肿瘤细胞中作
为核心蛋白的转录因子，调节血管生成、肿瘤生长、进展、侵袭

以及糖代谢等过程[25-31]。除此之外，HIF-1琢在调节细胞周期和
凋亡过程中也发挥至关重要的作用[32-34]。近年来，研究者已注意

到肾癌患者 HIF-1琢的高表达水平，并且 HIF-1琢表达情况被认
为是影响肾癌预后的独立预后因素 [35]。有研究者通过 shRNA

干扰使 HIF-1琢基因沉默，发现肿瘤细胞生长、迁移以及侵袭能
力均被抑制[24]。因此，HIF-1琢已成为前景广阔的癌症治疗靶标。
在人结肠癌细胞的体外研究中，L-左旋肌肽被发现具有降低

HIF-1琢蛋白水平，影响其稳定性以及降低 HIF-1转录活性的作

用。此外，L-左旋肌肽还参与泛素 -蛋白酶体系，促进 HIF-1琢
的降解[17]。在本研究中，我们检测到 HIF-1琢随着 L-左旋肌肽

作用浓度的增加，其表达水平依次降低，并且 Bcl-2经过 L-左

旋肌肽处理后和 HIF-1琢表达趋势一致，caspase-3随 L-左旋肌

肽浓度增加其表达水平逐次升高。因此，我们推测 L-左旋肌肽

通过降解 HIF-1琢，减少 HIF-1琢的蛋白表达，同时抑制抗凋亡
基因 Bcl-2的蛋白表达水平，诱导线粒体应答，使线粒体膜通

透性增加，凋亡分子释放，最终触发 caspase级联反应，导致

caspase-3表达升高，细胞凋亡。另外，还有学者报道了在人肾癌

细胞中，L-左旋肌肽可通过对 caspase-3结合位点的高亲和力

而诱导 caspase-3的活化，引起肾癌细胞的凋亡[36]。

综上，本研究结果表明 L-左旋肌肽能够显著抑制肾癌 Ca-

ki-2细胞的增殖、阻滞细胞周期于 G2/M期、促进及诱导 Caki-2

细胞的凋亡，其作用机制可能与抑制 HIF-1琢蛋白和抗凋亡基
因 Bcl-2的蛋白表达，激活 caspase-3等过程有关。对于 L-左旋

肌肽对肾癌的具体干预机制尚不明确，还需后续进一步研究和

探索。
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