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[摘  要]  目的：探讨咖啡因通过调节FAK/AKT/ROCK信号通路来影响人脑胶质瘤U-373MG细胞的增殖、迁移和侵袭能力。

方法：常规培养U-373MG细胞，将其分为对照组、咖啡因低剂量（1 mmol/L）组、咖啡因高剂量（2 mmol/L）组、PF573228组（FAK

抑制剂，1 μmol/L）、咖啡因高剂量+SC79组（AKT激活剂，8 mg/L）。用CCK-8法、Transwell小室实验、流式细胞术和WB法分别

检测各组U-373MG细胞的增殖、迁移、侵袭及凋亡，以及U-373MG细胞中p-FAK、p-AKT、p-ROCK、Ki67、MMP-9蛋白表达水平。

建立U-373MG细胞裸鼠移植瘤模型，观察咖啡因对移植瘤生长的影响，WB法检测移植瘤组织中相关蛋白的表达。结果：咖啡

因、PF573228可显著抑制U-373MG细胞的增殖、迁移、侵袭能力，促进U-373MG细胞凋亡，抑制p-FAK、p-AKT、p-ROCK、Ki67、

MMP-9蛋白的表达（均P<0.05），SC79则可部分逆转咖啡因对U-373MG细胞的作用（均P<0.05）。咖啡因可显著抑制移植瘤的生

长及移植瘤组织中上述相关蛋白的表达（均P<0.05）。结论：咖啡因可通过抑制FAK/AKT/ROCK信号通路抑制U-373MG细胞

的增殖、迁移和侵袭能力，并促进其凋亡。
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Caffeine modulates the malignant biological behaviors of human brain glioma 
U-373MG cells by regulating the FAK/AKT/ROCK pathway
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[Abstract]  Objective: To investigate the effects of caffeine on the proliferation, migration and invasion abilities of human brain glioma 

U-373MG cells by regulating the FAK/AKT/ROCK signaling pathway. Methods: U-373MG cells were routinely cultured and divided 

into the control group, the low dose caffeine (1 mmol/L) group, the high dose caffeine (2 mmol/L) group, the PF573228 group (FAK 

inhibitor, 1 μmol/L), and the high dose caffeine+SC79 group (AKT activator, 8 mg/L). The proliferation ability, migration ability, 

invasion ability and apoptosis rate of U-373MG cells in each group as well as the expression levels of p-FAK, p-AKT, p-ROCK, Ki67 

and MMP-9 proteins in U-373MG cells were detected by CCK-8, Transwell assay, flow cytometry and WB assay, respectively. A 

U-373MG cell nude mouse model was established to observe the effect of caffeine on the growth of transplanted tumor. The 

expressions of related proteins in transplanted tumor tissues were detected by WB method. Results: Caffeine and PF573228 could 

significantly inhibit the proliferation, migration and invasion abilities of U-373MG cells, promote apoptosis of U-373MG cells, and 

inhibit the expressions of p-FAK, p-Akt, p-Rock, Ki67 and MMP-9 proteins (all P<0.05). SC79 could partially reverse the effect of 

caffeine on U-373MG cells. Caffeine could significantly inhibit the growth of transplanted tumors and the expressions of above related 

proteins in transplanted tumor tissues (all P<0.05). Conclusion: Caffeine can inhibit the proliferation, migration and invasion abilities 

of U-373MG cells and promote their apoptosis by inhibiting the FAK/AKT/ROCK signaling pathway.
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pathway
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人脑胶质瘤是一种颅腔内的恶性肿瘤，具有较

高的病死率[1]。脑胶质瘤会引起颅内压增高损害神

经系统导致神经功能丧失，出现语言、活动等障碍[2]。

目前，胶质瘤的治疗手段尚不成熟，易复发，预后差，

且化疗药物不良反应较大[3]，因此，亟需开发毒性小

的药物用于人脑胶质瘤的治疗。咖啡因是一种黄嘌

呤生物碱类物质，其可调控肿瘤细胞相关蛋白进而

抑制肿瘤细胞的恶性生物学行为[4]。通过调节

caspase-9/-3通路可诱导胃癌MGC-803和 SGC-7901

细胞凋亡[5]。咖啡因可抑制人乳腺癌细胞生长[6]。因

此推测，咖啡因对肿瘤细胞有一定的抑制作用。

FAK/AKT/ROCK通路是一条迁移相关通路[7]。抑制

FAK/AKT/ROCK通路可抑制非小细胞肺癌A549细

胞的迁移和侵袭[7]，激活FAK/AKT/MMP-2可促进胃

癌细胞增殖、迁移和侵袭[8]。据此推测，FAK/AKT/

ROCK通路在癌细胞迁移过程中发挥重要作用。而

咖啡因是否可以影响 FAK/AKT/ROCK 通路尚无报

道，因此本研究将就咖啡因是否调节 FAK/AKT/

ROCK信号通路进而影响人脑胶质瘤U-373MG细胞

的增殖、迁移能力进行探讨。

1  材料与方法

1.1  细胞、实验动物与主要试剂

人脑神经胶质瘤U-373MG细胞购自无锡欣润生

物科技有限公司。 5~6 周龄、体质量 18~22 g 的

BALB/c裸鼠购自北京华阜康生物科技股份有限公

司[生产许可证号：SCXK（京）2019-0008]。

咖啡因（纯度≧ 99%，溶于 DMSO 溶液）购自

Sigma 公司 ，Akt 激活剂 SC79（纯度 ≥98%，溶于

DMSO溶液）购自MCE公司，胰蛋白酶购自天津肽链

生物科技有限公司，胎牛血清购自上海白益生物科

技有限公司，RPMI 1640培养基购自河南鲲锦生物科

技有限公司，CCK-8试剂盒购自上海研启生物科技

有限公司，Transwell小室购自上海未熹生物科技有

限公司，细胞凋亡检测试剂盒购自湖北艾普蒂生物

工程有限公司 ，兔抗 FAK、p-FAK、AKT、p-AKT、

ROCK、p-ROCK、Ki67、MMP-9、GAPDH一抗及辣根

过氧化物酶标记羊抗兔二抗均购自英国 Abcam

公司。

1.2  细胞培养与分组处理

常规培养U-373MG细胞，将其接种于48孔板中，

添加相应药物处理。将不同处理的U-373MG细胞分为

对照组、咖啡因低剂量组（1 mmol/L）、咖啡因高剂量组

（2 mmol/L）[9]、PF573228组（FAK抑制剂1 μmol/L）[10]、

咖啡因高剂量+SC79组（AKT激活剂8 mg/L）[11]。培养

24 h后进行后续实验。

1.3  CCK-8法检测各组U-373MG细胞的增殖能力

将 U-373MG 细胞（5×104 个 /孔）接种到 96 孔

板中，在培养 48、72 h，弃去上清液，按照CCK-8试

剂盒说明书进行操作，最后用酶标仪测定各孔在450 

nm 处的光密度（D）值。以 D 值代表细胞的增殖

活力。

1.4 Transwell小室实验检测各组U-373MG细胞的迁

移和侵袭能力

用胰蛋白酶消化处理的各组细胞，无血清培养

基稀释、重悬细胞使其密度为 5×105个/mL。取 200 

µL细胞悬液加入Transwell小室上室，下室加入 600 

µL 10% 胎牛血清培养液，培养 24 h，PBS 缓冲液清

洗，多聚甲醛固定20 min后再用0.1%结晶紫染色，显

微镜观察、拍照并计数迁移细胞数。侵袭实验用

Matrigel 基质胶包被上室，其余步骤同细胞迁移

实验。

1.5  流式细胞术检测各组U-373MG细胞的凋亡

离心收集各组培养的 U-373MG 细胞，重悬于

500 µL 1×结合缓冲液中，根据凋亡试剂盒说明书步

骤，加入Annexin Ⅴ-FITC溶液与 PI试剂，室温避光

处理15 min，通过流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.6  移植瘤实验检测咖啡因对移植瘤生长的影响

将含106个的U-373MG细胞悬液注射于BALB/c

裸鼠右腋皮下建立肿瘤模型，当肿瘤长到约100 mm3

时[12]，按随机数字表法将荷瘤裸鼠分为对照组、咖啡

因组（10 只 /组），咖啡因组咖啡因灌胃（1 mol/L，

0.5 mL/d）[13]，对照组等体积生理盐水灌胃，持续20 d。

给药结束后，处死裸鼠，剥离移植瘤，检测肿瘤体积

和质量。依据公式“抑瘤率=（对照组肿瘤质量–实

验组肿瘤质量）/对照组肿瘤质量×100%”。

1.7  WB法检测各组U-373MG细胞和移植瘤组织中

相关蛋白的表达

用裂解液提取各组U-373MG细胞和移植瘤组织

的总蛋白质，检测其浓度及纯度，SDS-PAGE分离后

转膜，5%脱脂奶粉封闭液中室温处理2 h，加入FAK、

p-FAK、AKT、p-AKT、ROCK、p-ROCK、Ki67、

MMP-9、GAPDH一抗（稀释比例均为1︰1 000）4 ℃摇

床处理过夜，洗膜后再分别加入二抗室温处理1 h，加

入ECL发光液显影，Image-Pro Plus软件定量分析蛋

白条带灰度值。

1.8  统计学处理

分析数据用Graphpad Prism 8.0.1软件。符合正

态分布的计量数据以 x̄±s 表示，多组间比较用单因素

方差分析，进一步两组间的比较采用SNK-q检验，两

组间单独比较用 t检验。以P<0.05表示差异具有统

计学意义。
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2  结  果

2.1  咖啡因、PF573228可显著抑制U-373MG细胞的

增殖活力而SC79则可逆转咖啡因对其的作用

CCK-8法检测结果（图 1）显示，与对照组相比，

咖啡因低、高剂量组和PF573228组U-373MG细胞的

增殖活力均显著降低（均P<0.05）。与咖啡因高剂量

组相比，PF573228组U-373MG细胞增殖活力无显著

变化（P>0.05），咖啡因高剂量+SC79组U-373MG细

胞增殖活力显著增加（P<0.05）。实验结果说明，咖啡

因、PF573228均可显著抑制U-373MG细胞的增殖活

力，AKT抑制剂SC79则可显著逆转咖啡因对U-373MG

细胞增殖活力的抑制作用。

2.2  咖啡因、PF573228可显著抑制U-373MG细胞的

迁移和侵袭能力而SC79则可逆转咖啡因对其的作用

Transwell小室实验检测结果（图2）显示，与对照组

相比，咖啡因低、高剂量组和PF573228组U-373MG细

胞的迁移和侵袭能力均显著降低（均P<0.05）。与咖啡

因高剂量组相比，PF573228组U-373MG细胞的迁移和

侵袭能力无明显变化（P>0.05），咖啡因高剂量+SC79

组U-373MG细胞的迁移和侵袭能力均显著升高（均

P<0.05）。实验结果说明，咖啡因、PF573228 均可

显著抑制U-373MG细胞的迁移和侵袭活力，AKT抑制

剂SC79则可显著逆转咖啡因对U-373MG细胞迁移和

侵袭活力的抑制作用。

*P<0.05。

图1  咖啡因对U-373MG细胞增殖的影响

*P<0.05。

图2    咖啡因对细胞迁移和侵袭的影响（结晶紫染色，×200倍）

2.3  咖啡因、PF573228均可明显促进U-373MG细胞

的凋亡而SC79则可逆转咖啡因对其的作用

流式细胞术检测结果（图 3）显示，与对照组相

比，咖啡因低、高剂量组和 PF573228组U-373MG细

胞的凋亡率[（21.46±2.36）%、（37.86±3.53）%、（38.17±

3.47）% vs （5.27±0.64）%]均显著升高（均 P<0.05）。

与咖啡因高剂量组相比，PF573228组U-373MG细胞

的凋亡率[（38.17±3.47）% vs （37.86±3.53）%]无显著

变化（P>0.05），咖啡因高剂量+SC79组U-373MG细

胞的凋亡率[（17.54±1.63）% vs（37.86±3.53）%]显著

降低（P<0.05）。结果表明，咖啡因可促进U-373MG

细胞的凋亡。

图3    咖啡因对U-373MG细胞凋亡的影响
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2.4  咖啡因可显著抑制U-373MG细胞中FAK/AKT/

ROCK通路相关蛋白的表达 

WB法检测结果（图 4）显示，与对照组相比，咖

啡因低、高剂量组和 PF573228 组 U-373MG 细胞中

p-FAK、p-AKT、p-ROCK、Ki67、MMP-9 蛋白表达均

显著降低（均 P<0.05）。与咖啡因高剂量组相比，

PF573228 组 U-373MG 细胞中上述蛋白的表达均

无明显变化（均 P>0.05），咖啡因高剂量+SC79组

U-373MG细胞中上述蛋白的表达均显著升高（均

P<0.05）。实验结果说明咖啡因可抑制 p-FAK、p-AKT、

p-ROCK、Ki67、MMP-9蛋白表达。

*P<0.05。

图4    咖啡因对U-373MG细胞中FAK/AKT/ROCK通路相关蛋白表达的影响

2.5  咖啡因可显著抑制移植瘤的生长及移植瘤组织

中FAK/AKT/ROCK通路相关蛋白的表达

移植瘤实验检测结果（图 5）显示，与对照组相

比，咖啡因组移植瘤质量和体积 [（0.34±0.03）g vs

（0.98±0.07）g、（0.59±0.05）mm3 vs （1.48±0.16）mm3]均

显著降低（均 P<0.05），抑瘤率为（65.31±3.47）%。

WB法检测结果（图5）显示，与对照组相比，咖啡因

组移植瘤组 织 中 p-FAK、p-AKT、p-ROCK、Ki67、

MMP-9蛋白表达均显著降低（均P<0.05）。实验结果

表明，咖啡因可明显抑制移植瘤的生长和肿瘤组织

中 p-FAK、p-AKT、p-ROCK、Ki67、MMP-9 蛋白的

表达。

*P<0.05。

图5    咖啡因对裸鼠肿瘤组织中FAK/AKT/ROCK通路相关蛋白表达的影响

3  讨  论

人脑胶质瘤是一种发生于中枢神经系统的恶性

肿瘤，居于神经系统肿瘤第一位[14]。人脑胶质瘤发生

时体积增大，压迫颅腔内神经系统，造成头痛、抽搐、

昏迷等病症，严重威胁患者生命健康[15]。目前，人脑

胶质瘤的发病机制尚不完全清楚，没有有效的治疗

手段[16]，因此，开发新的药物并探究其发病机理对治

疗人脑胶质瘤具有重要意义。咖啡因是一种主要从

咖啡树、茶树、马黛茶、瓜拿纳等植物中提取的中药
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成分，具有一定的抑癌药效[17]。MEISAPROW等[18]研

究表明，咖啡因可以阻滞肺癌NCL-H23细胞周期，并

可抑制细胞增殖迁移和侵袭能力。CHEN等[19]研究

表明，咖啡因通过调节自噬和凋亡相关基因表达可

抑制大鼠胶质瘤生长。因此，推测咖啡因可抑制肿

瘤细胞生长。本研究探讨了咖啡因对人脑胶质瘤U-

373MG细胞的作用及其机制，咖啡因可抑制人脑胶

质瘤U-373MG细胞增殖、迁移和侵袭，并促进细胞凋

亡，移植瘤实验结果也显示，咖啡因可减小裸鼠肿瘤

质量和体积，表明咖啡因可抑制人脑胶质瘤的发生

发展。

恶性肿瘤细胞具有较高的增殖和迁移能力，

Ki67是一种细胞周期相关的核蛋白，在细胞分裂过

程中高表达，可促进细胞增殖[20]。MMP-9蛋白在正

常组织中低表达，在肿瘤组织中的高表达，可以降解

Ⅳ型胶原蛋白和弹性蛋白的酶，还可通过降解和破

坏基底膜促进肿瘤细胞向基底膜位置浸润和侵袭，

具有促进肿瘤细胞迁移的作用[18]。本研究结果显示，

对照组U-373MG细胞中Ki67、MMP-9蛋白表达量较

高，咖啡因干预后可显著降低 Ki67、MMP-9 蛋白表

达，抑制U-373MG细胞迁移和侵袭。裸鼠移植瘤实

验结果也显示，咖啡因可降低裸鼠肿瘤组织中Ki67、

MMP-9蛋白表达。

FAK是一种非受体络氨酸激酶具有衔接功能，

可以调节细胞迁移和黏附信号传导，FAK被激活磷

酸化后可激活 PI3K，而 PI3K可作用于AKT，激活的

AKT 具有高度致癌性可促进肿瘤细胞迁移[8]。

ROCK 是一种 Rho 相关蛋白激酶，可以调节 PI3K/

AKT信号途径促进癌细胞增殖和迁移[7]。AYESHA

等[21]研究表明，抑制FAK/AKT通路磷酸化可抑制肝

癌细胞生长和转移。KE 等[22]研究结果表明，抑制

FAK/PI3K/AKT信号通路可抑制前列腺癌细胞增殖、

迁移和侵袭，并促进细胞凋亡。本研究结果显示，

p-FAK/FAK、p-AKT/AKT、p-ROCK/ROCK在U-373MG

细胞中高表达，咖啡因干预后可显著降低细胞中

p-FAK/FAK、p-AKT/AKT、p-ROCK/ROCK蛋白表达，

抑制FAK/AKT/ROCK信号通路。为验证该结论，本

实验用 FAK抑制剂 PF573228进行干预，结果显示，

PF573228组中U-373MG细胞各项检测指标与咖啡

因高剂量组处于同一水平。进一步验证该结论，本

实验在添加咖啡因的基础上添加AKT激活剂 SC79

进行干预，结果显示，SC79 可部分逆转咖啡因对

U-373MG细胞的抑制作用。裸鼠移植瘤实验结

果也表明，咖啡因可抑制 p-FAK/FAK、p-AKT/AKT、

p-ROCK/ROCK 蛋白表达，抑制 FAK/AKT/ROCK 信

号通。综合以上结果表明，咖啡因通过抑制 FAK/

AKT/ROCK信号通路可抑制U-373MG细胞增殖、迁

移和侵袭，并促进其凋亡。由于中药成分在细胞和

动物体内作用靶点缺乏特异性，可能还存在其他靶

点，下一步实验将探索其他作用通路以发掘更多的

人脑胶质瘤治疗靶点。
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