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褪黑素调控 NF-κB 信号通路调节胃癌小鼠 Th1 / Th2
免疫平衡及其机制

付　 佳,曹宇勃,刘　 飒∗

(中国医科大学附属第四医院
 

第二肿瘤内科,沈阳　 110000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究褪黑素调控 NF-κB 信号通路调节胃癌小鼠 Th1 / Th2 免疫平衡的机制。 方法　 将 50
 

μg
(约含有细胞 1×106 个)胃癌细胞一次性注射到小鼠左侧前肢皮下,在建模 7

 

d 后触摸到瘤体生成提示胃癌移植瘤

小鼠模型建模成功。 10 只健康小鼠作为对照组,建模成功的小鼠分为模型组、模型+褪黑素组,每组 10 只。 模型+
褪黑素组皮下多点注射褪黑素(10

 

mg / kg,每天 1 次,21
 

d),其余组注射等量的生理盐水。 采用游标卡尺、天平测量

各组肿瘤体积、重量。 通过免疫组化检测肿瘤组织中 Ki67 和 Bcl2 评估胃癌细胞增殖和凋亡。 通过 ELISA 检测外

周血 IFN-γ 和 IL-4 的水平。 通过流式细胞术检测外周血 Th1 和 Th2 细胞比例。 通过 qPCR 和 Western
 

blot 检测肿

瘤组织和淋巴细胞中 NF-κB
 

mRNA 和蛋白水平。 结果　 与对照组相比,模型组、模型+褪黑素组的肿瘤体积、质量、
Ki67 和 Bcl2 染色强度、IL-4 水平、Th2 细胞比例、NF-κB

 

mRNA 和蛋白表达均显著升高(P<0. 05),IFN-γ 水平、Th1
比例、Th1 / Th2 比值显著降低(P<0. 05);与模型组相比,模型+褪黑素组的肿瘤体积、质量、Ki67 和 Bcl2 染色强度、
IL-4 水平、Th2 细胞比例、NF-κB

 

mRNA 和蛋白表达均显著降低(P<0. 05),IFN-γ 水平、Th1 比例、Th1 / Th2 比值显著

升高(P< 0. 05)。 结论 　 褪黑素可能通过调控 NF-κB 通路抑制胃癌移植瘤小鼠模型的肿瘤生长, 并调

节 Th1 / Th2 平衡。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

melatonin
 

regulating
 

Th1 / Th2
 

immune
 

balance
 

via
 

targeting
 

nuclear
 

factor
 

( NF )-κB
 

signaling
 

pathway
 

in
 

mice
 

with
 

gastric
 

cancer.
 

Methods　 Gastric
 

cancer
 

cells
 

( 50
 

μg,
 

approximately
 

1×106
 

cells)
 

were
 

injected
 

subcutaneously
 

into
 

the
 

left
 

forelimb
 

of
 

mice.
 

After
 

7
 

days
 

of
 

modeling,
 

tumor
 

formation
 

was
 

felt,
 

indicating
 

that
 

the
 

model
 

of
 

transplanted
 

gastric
 

cancer
 

tumor
 

was
 

successfully
 

established.
 

Ten
 

healthy
 

mice
 

were
 

used
 

as
 

the
 

control
 

group,
 

whereas
 

successfully
 

modeled
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

model
 

and
 

model +melatonin
 

groups
 

(n= 10
 

mice
 

per
 

group).
 

The
 

model+melatonin
 

group
 

was
 

subcutaneously
 

injected
 

daily
 

with
 

melatonin
 

(10
 

mg / kg,
 



1
 

time / d,
 

21
 

d),
 

whereas
 

the
 

other
 

groups
 

were
 

injected
 

with
 

the
 

same
 

amount
 

of
 

normal
 

saline.
 

Tumor
 

volumes
 

and
 

masses
 

were
 

measured
 

using
 

a
 

vernier
 

caliper
 

and
 

balance,
 

respectively.
 

Proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

in
 

tumor
 

tissues
 

were
 

assessed
 

by
 

immunohistochemical
 

detection
 

of
 

Ki67
 

and
 

Bcl2.
 

Levels
 

of
 

interferon
 

( IFN)-γ
 

and
 

interleukin
 

( IL)-4
 

in
 

peripheral
 

blood
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

Ratios
 

of
 

Th1
 

to
 

Th2
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

Levels
 

of
 

NF-κB
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

detected
 

by
 

qPCR
 

and
 

Western
 

blot,
 

respectively,
 

in
 

tumor
 

tissues
 

and
 

lymphocytes.
 

Results　 Contrast
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

tumor
 

volumes
 

and
 

masses,
 

Ki67
 

and
 

Bcl2
 

staining
 

intensities,
 

IL-4
 

levels,
 

percentage
 

of
 

Th2
 

cells,
  

NF-κB
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05),
 

and
 

the
 

IFN-γ
 

levels,
 

the
 

percentage
 

of
 

Th1
 

cells
 

and
 

Th1 / Th2
 

ratio
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

model
 

and
 

model+melatonin
 

groups
 

(P<0. 05).
 

Contrast
 

with
 

model
 

group,
 

tumor
 

volumes
 

and
 

masses,
 

Ki67
 

and
 

Bcl2
 

staining
 

intensities,
 

IL-4
 

levels,
 

percentage
 

of
 

Th2
 

cells,
  

NF-κB
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 05)
 

and
 

the
 

IFN-γ
 

levels,
 

the
 

percentage
 

of
 

Th1
 

cells
 

and
 

Th1 / Th2
 

ratio
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

model+melatonin
 

group
 

(P< 0. 05).
 

Conclusions 　 Melatonin
 

may
 

inhibit
 

tumor
 

growth
 

in
 

mouse
 

models
 

of
 

gastric
 

cancer
 

and
 

regulate
 

the
 

balance
 

of
 

Th1 / Th2
 

by
 

regulating
 

the
 

NF-κB
 

pathway.
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　 　 调查统计显示,每年新发的胃癌病人和因胃癌

死亡的病人接近 80 万 ~ 100 万例,占全部的恶性肿

瘤 5. 7%和 8. 2%,胃癌的发病率和死亡率分别排名

第 6 和第 2[1] ,严重威胁了人类的生命健康,因此,
急需更全面有效的治疗手段。 目前,研究显示免疫

抑制在肿瘤的发生和进展中起着重要的作用,Th1
型免疫细胞可通过促进干扰素-γ( interferon-γ,IFN-
γ)的表达提高机体的免疫反应,从而抑制胃癌的增

殖和侵袭[2] 。 Th2 细胞则发挥免疫抑制作用,并通

过白介素-4( interleukin-4,IL-4) 等的表达促进肿瘤

生长、血管生成和进展[3] 。 患者外周血中的 Th1 /
Th2 平衡向 Th1 偏移可提高机体免疫力促进胃癌的

清除[4] 。 褪黑激素是一种人体内产生的吲哚胺,主
要由松果体在应对黑暗时产生,近年来研究发现褪

黑素具有抗癌作用,细胞研究表明褪黑素会抑制胃

癌细胞的增殖, 但是其体内抗胃癌能力尚不明

确[5] 。 也有研究表明褪黑素具有提高机体免疫力

的作用[6] ,但是其是否具有调节胃癌免疫抑制的作

用仍不清楚。 核转录因子-κB ( nuclear
 

factor-κB,
NF-κB)信号通路的激活会调控细胞的转录功能,从
而调节胃癌细胞增殖、分化、转移、炎性反应[7] 。 此

外,NF-κB 通路还参与 T 淋巴细胞向 Th1 / Th2 的分

化[8] 。 本研究旨在分析褪黑素调控 NF-κB 信号通

路调节胃癌小鼠 Th1 / Th2 免疫平衡及其机制

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物
 

　 　 雄性 SPF 级 BALB / c 小鼠共 30 只,6 ~ 8 周龄,
体重 18 ~ 22

 

g,均由上海斯莱克实验动物中心提供

[SCXK( 沪) 2019 - 0020], 饲养于锦州医科大学

[SYXK(辽)2019-0007]。 本研究通过了锦州医科

大学的医学伦理委员会审批(2020PS001K),实验的

全过程均遵循了 3R 的原则,给予人道主义关怀。
1. 1. 2　 细胞

　 　 人胃癌细胞 MKN45(ATCC 􀅺 CCL-185,美国)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 胃癌细胞载体 microcarrier
 

6 ( ELYON
 

BIO 公

司,美国);DMEM 培养基血清和抗体( Invitrogen 公

司,美国);褪黑素( >99%,YT1414,北京伊塔生物,
中国);Ki67 ( ab15580)、Bcl2 ( ab182858) 免疫组化

染色抗体(Abcam 公司,美国);ELISA 试剂盒(碧云

天公司,中国);兔单克隆 P65 抗体(ab32536)、标记

HRP 的山羊抗兔二抗以及兔单克隆 GAPDH 抗体

(ab181602) ( 购自美国的 Abcam 公司); RNeasy
 

Mini 相关的试剂盒、 TRIzol (购自德国的 QIAGEN
 

GmbH 公司);SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 试剂盒(购自

中国 的 TaKaRa 公 司 ); PVDF 膜 ( 购 自 美 国 的

Millipore 公 司 ); BD
 

Golgi
 

StopTM 试 剂 盒 ( BD-
554715,上海创赛科技,中国)。 Nanodrop

 

2000 的仪

器和 ECL 的显色试剂盒(购自美国的 Thermo
 

Fisher
公司);大鼠的 Th1 / Th2 表型相关的抗体试剂以及

流式细胞仪(购自美国的 Becton
 

Dickinson 公司);
PCR 仪(ABI7900,ABI 公司,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 模型制备

　 　 根据文献[9] 利用正常免疫小鼠构建胃癌移植

瘤。 首先,将 MKN45 细胞放置于 DMEM 的培养基

中进行培养(内含有链霉素 0. 1
 

mg / mL、10%的胎牛

血清、青霉素 100
 

U / mL)。 细胞的培养环境为温度
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37℃ 、湿度 95%以及 CO2 浓度 5%的培养箱中培养。
之后再向其中加入细胞载体 microcarrier

 

6 使之饱

和,同时加入 100
 

ng / mL 的 SDF-1α 和 VEGF 并共同

孵育 3
 

h。 然后将 50
 

μg 的(约含有细胞 1×106 个胃

癌细胞)一次性注射到小鼠左侧前肢皮下,在建模

7
 

d 后可以触摸瘤体的生成即说明成功建模。
1. 3. 2　 实验分组

　 　 20 只建模成功的小鼠分为模型组、模型+褪黑

素组,每组 10 只;10 只健康小鼠为对照组。 模型+
褪黑 素 组 小 鼠 在 其 肿 瘤 附 近 皮 下 多 点 注 射

10
 

mg / kg 的褪黑素,每日 1 次,其余组注射等量的

生理盐水[10] 。 干预 21
 

d(建模后 28
 

d)后,通过颈椎

脱臼处死小鼠,取出胃组织或者肿瘤组织,通过眼

眶采集外周血。
1. 3. 3　 肿瘤生长情况

　 　 观察肿瘤的每天具体生长的情况,于第 28 天的

时候统计肿瘤具体的重量和体积,采用游标卡尺测

量小鼠的皮下肿瘤的具体大小情况,然后对体积进

行计算, 公式则为: 体积 = [( 长度 × 宽度) / 2 ] 3

×0. 5236。
1. 3. 4　 免疫组化染色检测肿瘤组织中 Ki67 和 Bcl2
蛋白

　 　 通过检测 Ki67 和 Bcl2 蛋白分析细胞增殖和凋

亡情况。 将组织在 10%甲醛中固定,后包埋在石蜡

中,切成 4
 

μm 厚的切片。 然后把切片置于表面被

0. 1%浓度的聚 L 赖氨酸涂满的载玻片上,脱蜡(二

甲苯),用梯度浓度的乙醇(浓度由高到低为 100%
~70%)逐步的水合,之后再用 PBS 给予洗涤。 通过

pH = 6. 0 的柠檬酸钠缓冲液处理切片后给予热诱导

的修复。 在室温情况下,用 30%浓度过氧化氢将玻

片处理约 10
 

min 的时长从而达到对内源性的过氧

化物酶封闭的作用。 用 PBS 仔细的冲洗之后,在室

温的情况下用牛血清的白蛋白(浓度为 5%) 给予

10
 

min 时长的玻片封闭。 之后,将它们与 Ki67 或者

Bcl2 抗体(经过 1 ∶ 100 的比例稀释)在 4℃ 的情况

下过夜孵育。 用 PBS 仔细的洗涤后,将各个玻片和

特定的被生物素化二抗放置于 37℃ 的情况下给予

60
 

min 时长的孵育。 通过和苏木精、3,3-二胺联苯

胺复染。 于显微镜下仔细的观察,利用半定量法进

行分析,染色的强度 = 染色评分(0 ~ 3 分) ×染色范

围(0 ~ 4 分)。
1. 3. 5　 ELISA 检测外周血 IFN-γ 和 IL-4
　 　 小鼠外周血离心(4℃ ,12000

 

r / min,20
 

min)后

利用移液枪将上层的全部血清慢慢的吸出之后,向
里面加入相应的抗体孵育 2

 

h 的时长之后再往里面

加适量的显色剂,10
 

min 时长反应结束后将其终

止。 然后对 450
 

nm 位置的吸光度给予检测,根据试

剂盒提供的标准曲线算出 IL-4、IFN-γ 的浓度。
1. 3. 6　 流式细胞术检测外周血 Th1、Th2 细胞

　 　 利用不同梯度的离心把淋巴细胞层从外周血

里面抽吸出来,获得了全部的淋巴细胞。 分别加入

2
 

μL 的佛波酯 / 离子霉素混合物以及 2
 

μL 的布雷

非德菌素 A / 莫能霉素混合物,在 37℃ 下孵育 6
 

h。
然后加入 3

 

μL 的表面 CD4 荧光抗体,避光孵育 30
 

min。 接下来,加入 300
 

μL 的固定 / 透化试剂后在

4℃下孵育 30
 

min。 向样本中加入 IFN-γ 或 IL-4 荧

光抗体各 2
 

μL,4℃ 下孵育 30
 

min。 样本通过流式

细胞仪分析,结果使用 FlowJo(Tree
 

Star
 

Inc. ,美国)
软件实施分析。 CD4+ IFN-γ+ 作为 Th1 细胞, CD4+

IL-4+则作为 Th2 细胞。
1. 3. 7　 RT-qPCR 检测肿瘤组织中 NF-κB

 

mRNA
　 　 利用 TRIzol 试剂在 1. 3. 4 里面的淋巴细胞内或

者组织中将总的 RNA 提取处理,并采用 Nanodrop
 

2000 仪器实施定量。 通过 RNeasy
 

Mini 的相关试剂

盒逆转录全部的 mRNA,相应的 RT-qPCR 反应则采

用
 

SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 实施:95℃ 情况下反应时

长 2
 

min,
 

58℃情况下反应时长 20
 

s,然后在 72℃情

况下反应时长 20
 

s ( 此步骤则循环 40 次), 以

GAPDH 作为此次研究的内参,2-ΔΔCt 法将相对的

NF-κB 表达水平计算出来。
1. 3. 8　 Western

 

blot 检测肿瘤组织中 NF-κB 蛋白
 

　 　 将 1. 3. 4 里面的淋巴细胞内或者组织全部的裂

解之后经过离心 ( 温度设置为 4℃ , 速度设置为

12000
 

r / min,时长设置 5
 

min) 将总蛋白全部的收

集。 通过 SDS-PAGE(浓度为 10%)将蛋白质分离,
并将蛋白转至 PVDF 膜上。 加入浓度为 5%的脱脂

牛奶(温度为室温条件,时长设置为 2
 

h)封闭之后

加入按照 1 ∶ 500 比例稀释的 NF-κB 抗体于 4℃ 情

况下给予 8
 

h 时长的孵育,洗涤结束后向其中加入

二抗(按照 1 ∶ 2000 比例稀释,温度为室温条件,时
长设置为 1

 

h)。 条带则采用 ECL 给予可视化的处

理,GAPDH 为此次研究的内参,分析相对的 NF-κB
蛋白的表达具体情况。
1. 4　 统计学方法

　 　 统计学则采用 SPSS
 

19 软件分析,用平均数±标
准差( 􀭰x±s)代表计数,用方差分析( ANOVA) 评估,
两两对比用 SNK-q 检验,以 P<0. 05 为差异显著。
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2　 结果

2. 1　 褪黑素对胃癌小鼠模型肿瘤生长的影响

　 　 与对照组比较,模型组、模型+褪黑素组的肿瘤

体积和重量均显著升高(P<0. 05);与模型组比较,
模型+褪黑素组的肿瘤体积和重量均显著降低(P<
0. 05),见表 1。

注:A~ C:蛋白 Ki67 的免疫组化染色;E ~ F:蛋白 Bcl2 的免疫组化染色。

图 1　 免疫组化染色检测褪黑素对胃癌小鼠模型胃癌组织中蛋白 Ki67 和蛋白 Bcl2 表达水平的影响

Note.
 

A~ C,
 

Immunohistochemical
 

staining
 

of
 

protein
 

Ki67.
 

E ~ F,
 

Immunohistochemical
 

staining
 

of
 

protein
 

Bcl2.

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

protein
 

Ki67
 

and
 

protein
 

Bcl2
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissue
 

of
 

gastric
 

cancer
 

mouse
 

model
 

detected
 

by
 

immunohistochemical
 

staining

2. 2　 褪黑素对胃癌小鼠模型胃癌细胞增殖和凋亡

的影响

与对照组比较,模型组、模型+褪黑素组的 Ki67
和 Bcl2 染色强度均显著增强(P<0. 05);与模型组

比较,模型+褪黑素组的 Ki67 和 Bcl2 染色强度均显

著减弱(P<0. 05),见图 1 和表 2。
2. 3　 褪黑素对胃癌小鼠模型 Th1 和 Th2 标志细胞

因子表达水平的影响

与对照组比,模型组、模型+褪黑素组的 IFN-γ
水平显著降低,IL-4 水平显著升高(P<0. 05);与模

型组比,模型+褪黑素组的 IFN-γ 显著升高,IL-4 水

平显著降低(P<0. 05),见表 3。
2. 4　 褪黑素对胃癌小鼠模型 Th1 / Th2 水平的影响

　 　 与对照组相比,模型组、模型+褪黑素组的外周

血中 Th1 比例和 Th1 / Th2 比值均显著降低 ( P <
0. 05),Th2 细胞比例显著升高(P<0. 05);与模型组

相比,模型+褪黑素组的外周血中 Th1 比例及 Th1 /

Th2 的比值升高明显(P<0. 05),Th2 细胞的比例降

低明显(P<0. 05),见图 2 和表 4。
表 1　 褪黑素对胃癌小鼠模型肿瘤生长的影响( 􀭰x±s,n= 10)
Table

 

1　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

tumor
 

growth
 

in
 

a
 

nude
 

mouse
 

model
 

of
 

gastric
 

cancer
组别

Groups
体积(mm3 )

Volume
重量(g)

Mass

对照组
Control

 

group 0. 00±0. 00 0. 00±0. 00

模型组
Model

 

group 281. 24±27. 63∗ 0. 31±0. 04∗

模型+褪黑素组
Model+melatonin

 

group 173. 55±24. 72∗# 0. 20±0. 03∗#

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

表 2　 褪黑素对胃癌小鼠模型胃癌组织中
Ki67、Bcl2 染色强度的影响

Table
 

2　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

intensity
 

of
 

Ki67,
 

Bcl2
 

staining
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

of
 

mouse
 

models
 

of
 

gastric
 

cancer
组别

Groups
Ki67 染色强度

Ki67
 

staining
 

intensity
Bcl2 染色强度

Bcl2
 

staining
 

intensity

对照组
Control

 

group 1. 12±0. 13 0. 97±0. 10

模型组
Model

 

group 6. 43±0. 72∗ 5. 62±0. 68∗

模型+褪黑素组
Model+melatonin

 

group 2. 15±0. 27∗# 1. 98±0. 26∗#

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.
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2. 5　 褪黑素对胃癌小鼠模型肿瘤组织中 NF-κB 表

达水平的影响

　 　 与对照组比,模型组、模型+褪黑素组的肿瘤组

织中 NF-κB
 

mRNA 和蛋白表达水平显著升高(P<
0. 05);与模型组比,模型+褪黑素组 NF-κB

 

mRNA
和蛋白水平显著降低(P<0. 05),见图 3 和表 5。

2. 6　 褪黑素对胃癌小鼠模型淋巴细胞中 NF-κB 表

达水平的影响

与对照组比,模型组、模型+褪黑素组的淋巴细胞

中 NF-κB
 

mRNA 和蛋白表达水平显著升高 (P <
0. 05);与模型组比,模型+褪黑素组的 NF-κB

 

mRNA
和蛋白水平显著降低(P<0. 05),见图 4 和表 6。

图 2　 褪黑素对胃癌小鼠模型 Th1、Th2 细胞水平的影响

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

Th1,
 

Th2
 

level
 

of
 

gastric
 

cancer
 

mouse
 

model

表 3　 褪黑素对胃癌小鼠模型 IFN-γ 和
IL-4 水平的影响( 􀭰x±s,n= 10)

Table
 

3　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

IFN-γ
 

and
 

IL-4
  

in
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

gastric
 

cancer
组别 Groups IFN-γ(pg / mL) IL-4(pg / mL)

对照组
Control

 

group 86. 95±9. 74 7. 26±0. 68

模型组
Model

 

group 52. 26±6. 85∗ 15. 32±1. 71∗

模型+褪黑素组
Model+melatonin

 

group 81. 46±11. 09∗# 10. 14±1. 13∗#

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

图 3　 褪黑素对胃癌小鼠模型肿瘤组织中 NF-κB
蛋白相对的表达水平的影响

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

protein
 

in
 

the
 

tumor
 

tissue
 

of
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

gastric
 

cancer

表 4　 褪黑素对胃癌小鼠模型 Th1 / Th2
水平的影响( 􀭰x±s,n= 10)

Table
 

4　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

Th1 / Th2
 

levels
 

in
 

mouse
 

models
 

of
 

gastric
 

cancer
组别

 

Groups Th1 Th2 Th1 / Th2
对照组

Control
 

group 8. 68±0. 75 6. 37±0. 65 1. 36±0. 12

模型组
Model

 

group 6. 33±0. 71∗ 11. 02±1. 14∗ 0. 57±0. 07∗

模型+褪黑素组
Model+melatonin

 

group 7. 62±0. 86∗# 7. 85±0. 84∗# 0. 97±0. 11∗#

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

表 5　 褪黑素对胃癌小鼠模型肿瘤组织中
NF-κB

 

mRNA 和蛋白表达水平的影响( 􀭰x±s,n= 10)
Table

 

5　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

NF-κB
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

tumor
 

tissues
 

of
 

gastric
 

cancer
 

mouse
 

models
组别

 

Groups NF-κB
 

mRNA NF-κB 蛋白
NF-κB

 

Protein
对照组

Control
 

group 1. 00±0. 09 1. 00±0. 07

模型组
Model

 

group 4. 56±0. 42∗ 3. 92±0. 36∗

模型+褪黑素组
Model+melatonin

 

group 2. 17±0. 20∗# 1. 86±0. 17∗#

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.
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图 4　 褪黑素对胃癌小鼠模型淋巴细胞中 NF-κB
蛋白表达水平的影响

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

protein
 

in
 

lymphocytes
 

in
 

mouse
 

models
 

of
 

gastric
 

cancer

表 6　 褪黑素对胃癌小鼠模型淋巴细胞中 NF-κB
表达水平的影响( 􀭰x±s,n= 10)

Table
 

6　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

in
 

lymphocytes
 

in
 

mouse
 

models
 

of
 

gastric
 

cancer
组别

 

Groups NF-κB
 

mRNA NF-κB 蛋白
NF-κB

 

Protein
对照组

Control
 

group 1. 00±0. 01 1. 00±0. 09

模型组
Model

 

group 4. 92±0. 48∗ 4. 48±0. 43∗

模型+褪黑素组
Model+melatonin

 

group 2. 75±0. 26∗# 2. 21±0. 21∗#

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

3　 讨论

　 　 我国大部分胃癌患者在确诊时已处于中晚期,
这使患者的死亡率大大升高[11] 。 胃癌细胞的恶性

增殖是导致治疗失败的主要原因[12] ,寻找有效的抑

制胃癌细胞增殖和促进其凋亡的药物对于胃癌治

疗具有有重要的临床意义。
褪黑素具有抗衰老、抗炎、促进睡眠、以及血管

舒张和抗纤维化的功能[13] 。 近年来,褪黑素的抗癌

作用被逐渐发现,研究表明褪黑素可以抑制胰腺

癌[14] 、卵巢癌[15] 、乳腺癌[16] 等的进展。 最新研究

发现褪黑素也具有抑制胃癌的功能,细胞实验结果

表明褪黑素可通过介导自噬抑制胃癌细胞的增

殖[17] 。 Ki67 是肿瘤细胞有丝分裂必不可少的蛋

白,NF-κB 蛋白的升高会促进 Ki67 蛋白的表达,从
而促进胃癌细胞增殖[18] 。 Bcl2 是经典的抗凋亡蛋

白,Bcl2 蛋白的过表达是导致胃癌发生和进展的重

要因素,并且 Bcl2 蛋白的表达也被 NF-κB 通路调

控[19] 。 本研究利用胃癌细胞构建了胃癌移植瘤小

鼠模型,结果表明皮下注射褪黑素可显著的抑制肿

瘤组织的生长,并抑制肿瘤组织中增殖标志蛋白

Ki67 和抗凋亡蛋白 Bcl2 的表达。 此外,胃癌组织中

NF-κB
 

mRNA 和蛋白表达水平均显著升高,提示褪

黑素则可在转录和翻译的水平上抑制 NF-κB 的表

达。 Colombo 等[20] 的研究表明褪黑素可通过抑制

NF-κB 通路的水平抑制乳腺癌和胃癌的进展。 也有

研究显示褪黑素通过抑制 NF-κB 通路抑制 COX-2
的表达,从而起到抗血液肿瘤的作用[21] 。 本次研究

结果表明褪黑素可在 mRNA 和蛋白的水平上抑制

NF-κB 的表达,从而 Ki67 和 Bcl2 蛋白的表达,这会

降低胃癌细胞的增殖能力并诱导其凋亡,从而抑制

胃癌移植瘤模型的生长,起到抗胃癌作用。
为进一步分析褪黑素抗胃癌的机制,本研究也

基于 Th / Th2 从免疫的水平上分析褪黑素的胃癌机

制。 研究发现免疫抑制参与胃癌的发生、生长和转

移,机体免疫能力的降低导致体内生成的癌变细胞

无法清除,从而导致肿瘤的发生[22] 。 此外,机体免

疫力的降低,以及肿瘤细胞的免疫逃逸特性,导致

肿瘤组织不受限的生长并发生转移[23] 。 Th1 / Th2
细胞均是由 CD4+ T 淋巴细胞分化而来的两个亚群,
其中 Th1 细胞介导免疫和炎性反应,Th1 会通过分

泌 IFN-γ 来促进炎性反应,并解除免疫抑制,促进肿

瘤被免疫系统清除[24] 。 Th2 细胞功能与 Th1 细胞

相反,其可通过分泌 IL-4、IL-10 等诱导免疫抑制缓

解炎性反应[25] 。 在肿瘤中,Th2 细胞分化比例升

高,介导免疫抑制,Th2 比例的升高也与胃癌患者不

良预后有关[26] 。 此外,Th1 / Th2 细胞的分化和功能

也受到 NF-κB 通路的调节,研究表明 H2S 会通过介

导 NF-κB 通路 Th1 / Th2
 

失衡,从而加剧脂多糖诱导

的肺炎[27] 。 也有研究显示细辛素对胶原性关节炎

的改善与 NF-κB 通路的下调和
 

Th1 / Th2 平衡的回

调有关[28] 。 为分析褪黑素对胃癌动物模型 Th1 /
Th2 的影响,本研究利用免疫系统正常的小鼠构建

胃癌移植瘤模型,结果表明与健康小鼠比较,胃癌

模型小鼠外周血中 IFN-γ 的水平降低,IL-4 的水平

升高,Th1 细胞比例和 Th1 / Th2 比值显著降低,而
Th2 细胞比例升高,此外,淋巴细胞中 NF-κB

 

mRNA
和蛋白的水平均显著升高,这说明胃癌移植瘤裸鼠

模型中出现 Th1 / Th2 的失衡,并且出现免疫抑制。
而褪黑素不但提高了 IFN-γ、Th1 细胞比例和 Th1 /
Th2 水平,抑制了 IL-4 和 Th2 的水平,还在 mRNA
和蛋白的水平上显著抑制了淋巴细胞中 NF-κB 的
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表达。 刘静等[29] 的研究表明体内褪黑素的升高会

促进 CD4+ T 淋巴细胞的活化,从而提高机体的免疫

力。 也有研究表明褪黑激素可通过平衡重症肌无

力中的外周血 Th1 / Th2 比例发挥免疫调节作用[30] 。
本次研究结果表明胃癌会引起 Th1 的降低和 Th2 的

升高,从而影响机体的免疫反应诱发免疫抑制,而
褪黑素则可通过的提高 NF-κB 的表达提高 Th1 细

胞比例并抑制 Th2 细胞分化,从而使失衡的 Th1 /
Th2 向 Th1 偏移,并促进 IFN-γ 的分泌抑制 IL-4 的

分泌,解除免疫抑制,进而起到抗胃癌的功能。
此外,本次研究也存在某些局限性。 首先,本

研究是定性额,只提示了褪黑素一定程度上具有抗

胃癌和调节 Th1 / Th2 的作用,但是其治疗胃癌的剂

量、安全性仍需要动物和临床研究。 关于 NF-κB 在

褪黑素抗胃癌中的必要性仍需要挽救实验验证。
并且褪黑素调控胃癌中 NF-κB 的表达的分子机制

仍需要深入研究。
综上所述,褪黑素可能通过调控 NF-κB 通路抑

制胃癌移植瘤小鼠模型的肿瘤生长,并调节 Th1 /
Th2 平衡。 提示褪黑素可能是治疗胃癌的有潜力的

药物。
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