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!摘 要" 背景与目的#8$9 : !;/+9%$#$ 信号通路在人类肿瘤尤其在大肠癌的发
生发展中起着重要作用( 本研究分析了香加皮杠柳苷 %<%*#<,(/#$ %=9*+/9%> -*(?
/(*9%= <%*#<,(/+%$ !@@& 对人结肠癌细胞 A8531 增殖的抑制作用$ 及对 8$9 : !;
/+9%$#$ 信号通路的调控作用( 方法#BCC 法检测 .@@ 对 A8531 细胞增殖的影响$
流式细胞技术检测细胞周期的变化和凋亡( 8%&9%*$ D,(9 法检测 .@@ 处理组与对
照组细胞总蛋白)细胞浆蛋白及细胞核蛋白中 !;/+9%$#$ 表达变化$电泳迁移率改

变法分析 .@@ 作用后 A8531 细胞核 C.E 复合物与其特异性 FGH 结合序列结合
能力变化(半定量 IC;@!I 法检测 !@@ 作用后细胞中 !;/+9%$#$)&)*J#J#$)/;?K/ 和
/K/,#$ FL ?IGH 的表达( 结果#.@@ 明显抑制 A8531 细胞增殖%!M1N1L&$并呈时
间和浓度依赖性’1N4 "O : ?P !@@ 可将 A8531 细胞阻滞于 Q1 : QL 期$并诱导细胞
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杜彦艳!等! 香加皮杠柳苷通过抑制 "#$ % !&’($)#*# 信号通路诱导结肠癌细胞 +",-. 凋亡

"#$ % !&’($)#*# 信号途径是调控细胞增殖和
分化的关键通路 ! 在胚胎发育及肿瘤发生 "发
展 "转移过程中起着关键作用 !在许多人类肿瘤
组织中该信号通路分子呈高表达状态!例如结肠
癌 "黑色素瘤 "乳腺癌 "肝细胞癌 "宫颈癌 "成神
经管细胞瘤 #/$"前列腺癌等 !寻找针对该信号通
路的有效药物已成为抗肿瘤药物的研发热点 #0$%
中药香加皮主要功能为祛风湿"强筋骨!常用

于风寒湿痹"腰膝酸软"心悸气短"下肢水肿的治
疗 #1$% 本研究组以往的研究结果显示!香加皮有较
强的抗肿瘤活性% 杠柳苷是从香加皮正丁醇萃取
部分纯化得到的抗肿瘤单体化合物 #,$!对多种肿瘤
细胞株增殖具有较强的抑制作用 #,!2$% 本研究旨在
探讨香加皮杠柳苷&3)4*356’*# )7$4(’$)8 946: ’64$)7
3)4*356’()! ;<<’对 "#$ %!&’($)#*# 信号通路的影
响!明确其抗肿瘤效应机制!为抗肿瘤新药开发提
供参考依据%

! 材料与方法

!"! 材料和试剂
;<< 为本室提取和纯化!纯度=>?@%人结肠癌

细胞株 +",-. 为本室保存% A<BC&/?,. 购自 D*E’6
公司! 胎牛血清购自杭州四季青公司!BFF"<C 购
自 +*G:( 公司% 蛋白质分子量 B(4H)4 购自 +65(4E*6
公司% IJ’5)(4&;K$6L65 M7$4(’$*6# N*$ 购自凯基生物
公司 ! 小鼠抗人 !&’($)#*# 单克隆抗体及兔抗人
DO<PQ 多克隆抗体为 +(#$( ;4JR 产品 !CAPK)!
-..;" ;6#SJG($)8 D6($ &365K’56#(5’ O#$*&B6JL)
CGD及 CAPK)! T..;" ;6#SJG($)8 D6($ &365K’56#(5’
O#$*&A(EE*$ CGD 为 美 国 UC&;VA 公 司 产 品 %
U*GW$+W*9$ ;W):*5J:*#)L’)#$ MB+O H*$ 为 美 国
<*)4’) 公司产品% F4*R65 为 C#X*$46G)# 公司产品!AF&
<;A 两步法试剂盒购自 <46:)G( 公司%

!"# 细胞培养
+",-. 细胞用含 /.@胎牛血清 "/.. J % :U

青霉素和 /.. "G % :U 链霉素的 A<BC&/?,. 培养
基 !于 2@ ;V0 培养箱中 1TY培养 !以 .!02@的
胰蛋白酶消化细胞传代!取对数生长期细胞用于
实验%
!"$ %&&法检测 ’((对 )*+,-细胞增殖的影响
将 +",-. 细胞悬液调整为 /Z/.2 个 % :U!接种

于 >? 孔培养板中!每孔 >. "U!待细胞贴壁后!空
白对照组加含 /.@胎牛血清的 A<BC&/?,. 培养基
/. "U!实验组每孔分别加入不同浓度 ;<<&.!/02"
.!02".!2"/!."0!. "G % :U’! 分别培养 0,",-"T0 W
后加入 BFF&2 :G % :U’0. "U!继续培养 , W!弃去
培养上清!每孔加入 PB+V /2. "U!用酶标仪测定
2T. #: 波长下各孔的吸光度值&! 值’!按下式计
算对细胞的抑制率! 并绘制生长曲线% 抑制率 [
&/\实验组 ! 值 %对照组 ! 值’Z/..@%
!"+ 流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞周期
收集以 .!2 "G % :U ;<< 作用 ."?"/0"0, W 的

+",-. 细胞!<]+ 洗涤! 用预冷的 T.@乙醇 ,Y固
定 0 W! 离心弃固定液!<]+ 重悬!2 :*# 后经 1..
目筛网过滤(加入 <C 染液!,Y避光染色 1. :*#!用
流式细胞仪分析细胞周期分布和凋亡率%
!". */01/23 4561法检测细胞 !7891/3:3蛋白表达
分别取经 .".!/02".!2"0!. "G % :U ;<< 作用

后的 +",-. 细胞 /Z/.T 个! 用总蛋白提取试剂盒
与 IJ’5)(4&;K$6L65 M7$4(’$*6# N*$ 分别提取细胞总
蛋白"胞浆蛋白和胞核蛋白% 分别取一定量蛋白与
上样缓冲液混匀 !/..Y水浴 T :*#! 冷却后进行
+P+&<ODM 电泳 ! 然后将凝胶中的蛋白转移至
<^P_ 膜!/@脱脂牛奶封闭 ?. :*# 后!依次加小鼠
抗人 !&’($)#*# 单抗!,Y过夜! 加羊抗小鼠 CGD!室
温避光孵育 ?. :*#!用 V8KLL)K 双色红外荧光扫描
系统进行检测及灰度分析! 以目标蛋白显色条带
与 DO<PQ 条带的灰度比值作为目标蛋白的相对
表达量% 以上实验重复 1 次%
!"; 电泳迁移率改变!<%)="法分析 )*+,- 细胞
核 &’>复合物与其特异性 ?@=结合序列结合能力
实验分组同方法 /!2! 提取细胞核蛋白 % 将

<65K&8C!8;’"核蛋白及生物素标记的 PIO 探针&2‘
&;;;FFFDOF;FFO;;&1a’#?$等混合后!室温反应 0.
:*#!在 .!2@的 F]M 电泳液中非变性后!行 ?@聚
丙烯酰胺凝胶电泳( 将凝胶中的蛋白用水浴式电
印迹法转染尼龙膜&1-. :O 电流 ,2 :*#’% 将正电

凋亡&"b.!.2’% ;<< 作用后 +",-. 细胞总蛋白 "胞浆蛋白

及细胞核蛋白中的 !&’($)#*# 表达均明显降低 &<b.!./’!细
胞核中 F;_ 复合物与其特异性 PIO 结合序列结合能力受
到抑制! 其下游靶基因 :AIO 表达水平下降 &"b.!./’!而
!&’($)#*# :AIO 表达未见明显改变%结论#;<< 可明显抑制
+",-. 细胞增殖并诱导细胞凋亡! 其作用机制与抑制细胞
"#$ % !&’($)#*# 信号转导通路有关%
关键词 #香加皮杠柳苷 ( 结肠肿瘤 ( +",-. 细胞 ( "#$ % !&
’($)#*# 信号通路( 细胞周期( 细胞凋亡

中图分类号#AT12!/$ A1>0 文献标识码#O
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荷尼龙膜于紫外灯下交联 !" #$%! 在封闭液中缓
慢振摇 !& #$%!与链霉卵白素’酶结合物溶液室温
振摇反应 !& #$%!洗膜 ( 次"每次 & #$%!加入底物
反应 & #$%"滴加化学发光底物"于暗室中曝光 )
光片后观察结果#
!"# $%&’($ 分 析 )*+,- 细 胞 !&./01232!
45673732!.&89. 和 .9.:32 ;! 8$<= 的表达
实验分组同上 " 用 *+$,-. 试剂抽提细胞总

/01"经逆转录反应"以逆转录反应液为模板 "加
入相应引物 $见表 !% 行 23/ 扩增& 反应产物经
!4"5琼脂糖凝胶电泳" 用凝胶成像仪进行拍照并
进行扫描分析"分别以 !’6789%$% : !’768$%’;<+=$=$% :
!’768$%’6’#>6 : !’768$%’6>6.$%?! : !’768$% 条带的光
密 度 值 进 行 !’6789%$%’;<+=$=$%’6’#>6’6>6.$%?!
#/01 表达水平半定量分析"实验重复 @ 次#

!", 统计学处理
所有数据采用 A2AA!@4" 软件进行统计学分

析"实验结果以 !"; 表示"#B"4"& 为差异有统计学
意义#

> 结 果

>"! (’’ 对 )*+,- 细胞增殖的抑制作用
322 作用于 AC(D" 细胞后" 细胞增殖反应较

空白对照组明显下降($B"4"!%"抑制率呈明显的浓
度和时间依赖性& E4" "F : #G 322 作用 HE I 对细胞
的抑制率最高"达到 J!4H!5"见图 !&322 作用 E( I
时对 AC(D" 细胞的 K3&"为 "4(L "F : #G& 根据 322
作用的 K3&" 值" 采用 "4& "F : #G 322 进行下述实
验&

>"> (’’ 对 )*+,- 细胞周期分布和细胞凋亡的
影响

用终浓度为 "4& "F : #G 的 322 处理 AC(D"
细胞 "随着作用时间的延长 ("’L’!E’E( I%"M" :
M! 期细胞明显增多(由 !H4&(5上升至 @H4DH5%"
细胞凋亡率逐渐增高"作用 L’!E’E( I 与 " I 相
比细胞凋亡率差异有统计学意义 ($B"4"&%& 见
表 E&

>"? (’’对 )*+,-细胞中 !&./01232 表达的影响
C9;89+% N.-8 结果显示 " 随着 322 浓度的增

加 "AC(D" 细胞总蛋白及胞浆和胞核蛋白中的
!’6789%$% 表达均明显降低"见图 E&
>"+ (’’ 对 )*+,- 细胞核中 %(@ 复合物与其
特异性 ;<= 结合序列结合活性的影响

OPA1 结果显示"未处理组细胞出现明显的阻
滞条带"游离 ?01 条带很浅"说明核蛋白与 ?01
充分结合!而 322 作用后细胞的阻滞条带变浅’游
离 ?01 条带变深"提示 322 处理后的核蛋白与其
特异性 ?01 序列结合能力变弱"见图 @&

表 ! "#$ !% & ’( )** 对 +,-." 细胞周期及凋亡的影响
/0123#! 455367 85 "#$ !% & ’( 93:;9286;< 3=7:0673> 5:8’
68:73= 93:;928603 ")**# 8< 6322 6?623 0<> 098978@;@ 85

+,-." 6322@

"
L

!E
E(

@4DJQ"4L(
!@4@DQ"4D@7

E!4H@QE4"E7

@@4L"Q@4E(7

M" : M!

!H4&(Q!4("
E&4DHQE4""7

@!4L"Q!4D(7

@H4DHQ"4&H7

A
&D4L@Q!4!E
&!4L@Q!4ED7

(H4D@Q!4L!7

(E4H"Q!4@&7

ME : P
E@4D@Q"4&!
EE4&"Q!4@H
E"4&@Q!4EL
!J4(@Q!4""7

39.. 6>6.9 R$;8+$N<8$-% (5%1S-S8-8$6
+789 (5%

*+978#9%8
8$#9 (I%

7$B"4"& =;4 " I4

杜彦艳!等4 香加皮杠柳苷通过抑制 C%8 : !’6789%$% 信号通路诱导结肠癌细胞 AC(D" 凋亡

M9%9
!’6789%$%

A<+=$=$%

6’#>6

3>6.$% ?!

!’768$%

2+$#9+
TS;8+97#) 3M31*MM1MM1M1*1M**M
?-U%;8+97#) 3M111M33M***3**M*1M
TS;8+97#) 1M333***3*311MM13313
?-U%;8+97#) M313***3*33M31M***33
TS;8+97#) 33*1333*3*3113M131M3
?-U%;8+97#) M**M*M*M**3M33*3**M1
TS;8+97#) M1*M331133*33*3113M13
?-U%;8+97#) 3*33*3M313**3*M**33*3
TS;8+97#) *M1M133**3113133331M
?-U%;8+97#) M331*3*3**M3*3M11M*3

2+-R<68 ;$,9
@@E NS

@L@ NS

(J( NS

!H! NS

@!E NS

表 A "B6073<;<!@C:D;D;<!6B’?6 和 6?62;<EA 基因扩增
引物序列

/0123 A *:;’3: @3FC3<63@ 85 "B6073<;<$ @C:D;D;<$
6B’?6 0<> 6?62;< EA

图 ! 322 对 AC(D" 细胞增殖的抑制作用
V$F<+9 ! K%I$N$8$-% 9WW968; -W S9+$S.-6$% 9X8+7689R W+-# 6-+89X

S9+$S.-679 (322% -% S+-.$W9+78$-% -W AC(D" 69..;
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图 ! 不同浓度 "## 作用 $% & 后 ’(%)* 细胞核 +", 复合物
与其特异性 -./ 结合序列结合能力变化

,01234 ! 566478 96 :430:;970< 4=83>784? 639@ 79384= :430:;97>4
!"##" 9< 8&4 A0<?0<1 >780B08C 96 8&4 +", 79@:;4= 0< <27;42D
89 08D D:470607 -./ A0<?0<1 D084 0< ’(%)* 74;;D >6843 $% & 96
834>8@4<8
E# 79<839;$ $# *FE$G !1 H @I "##$ !# JFG !1 K @I "##$ %# $FJ
!1 K @I "##F

图 $ 不同浓度 "## 作用 $% & 后 ’(%)J 细胞中
"L7>84<0< 表达变化

,01234 $ 5=:34DD09< 96 " L7>84<0< 0< ’(%)J 74;;D >6843
0<72A>809< M08& ?066434<8 79<74<83>809<D 96 :430:;970< 4=83>784?

639@ 79384= :430:;97>4 !"##" 693 $% &
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杜彦艳!等F 香加皮杠柳苷通过抑制 (<8 K "L7>84<0< 信号通路诱导结肠癌细胞 ’(%)J 凋亡

!"# $%% 对 &’()* 细胞 !+,-./010!23451510!
,+67, 和 ,7,8109: 6;<= 表达的影响
经不同浓度 "## 处理 $% & 后%’(%)J 细胞中

"L7>84<0< @N./ 表达水平无明显变化% 与对照组
相比差异没有统计学意义!!O*PJG"& 而 "L7>84<0< K
+", 下 游 靶 基 因 D23B0B0<’7L@C7 和 7C7;0< -E

@N./ 表达水平随 "## 作用浓度的增加而降低%
$FJ !1 K @I "## 作 用 $% & 后 D23B0B0<’7L@C7 和
7C7;0< -E @N./ 表达分别由对照组的 !JFQG R
JPE!"’ !EPJ$RJPJ%"’ !JPQSRJPEG" 下降到 !JPEGR
JPJ!"’!JPJTRJPJ$"’!JPEGRJPJ%"%差异具有统计学
意义!!UJPJE"%见图 %&

> 讨 论

(<8 H "L7>84<0< 信号通路在胚胎发育和肿瘤发
生’发展过程中发挥着关键作用%近年来%针对 (<8
通路的抗肿瘤药物筛选成为研究热点&

"L7>84<0< 是 (<8 通路中一种重要的信号转导
分子 (T)& 在没有 (<8 信号的情况下 %细胞质中的
"L7>84<0< 和许多蛋白如大肠腺瘤息肉蛋白!/#""’
/VW.’酪蛋白激酶 !7>D40< X0<>D4% "Y"E>’"YE4’
糖原合成激酶!Z’YL!""一起形成多蛋白复合物&
Z’YL!" 将 "L7>84<0< 第 %E’!T 和 !! 位残基进行磷
酸化后%"YE 进一步对 "L7>84<0< 第 %G 位氨基酸进
行丝氨酸 H苏氨酸磷酸化%这一磷酸化过程启动了
泛素化依赖的蛋白降解过程% 将 "L7>84<0< 降解&

图 % 不同浓度 "## 处理 $% & 后 ’(%)J 细胞中
"L7>84<0<!D23B0B0<!7L@C7 和 7C7;0< -E @N./ 的表达

,01234 % @N./ 4=:34DD09<D 96 "L7>84<0<% D23B0B0<% 7L@C7
><? 7C7;0< -E 0< ’(%)J 74;;D >6843 0<72A>809< M08& ?066434<8
79<74<83>809<D 96 "## 693 $% &
[# @>3X43$ E# 79<839;$ $# JPE$G !1 H @I "##$ !# JPG !1 H @I "##$
%# $PJ !1 H @I "##P
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!"#蛋 白 可 与 跨 膜 受 体 $%&’’()*+ 以 及 共 同 受
体!!!低密度脂蛋白受体相关蛋白",-./0# ,-./
1$结合#激活 !"# 通路#抑制 !/23#("&"/4567/4.8/
9:;< 复合物形成#降低 9:;/<! 的活性#从而抑制
!/23#("&" 的磷酸化 %=#>&’未磷酸化的 !/23#("&" 转位
到细胞核# 促进转录因子淋巴细胞增强结合因子
")?@ABC2?#( ("B3"2(%/D&"*&"E F32#C%#,G$$ H I 细胞
因子"I8$$激活下游靶基因表达#包括 +J%K&K&"%LM&(
2/@?2 %NN&(2?2)&" ON %NP&和 $9$N= %N<&等#在肿瘤形成
和发展中发挥重要作用 ’ 许多人类肿瘤组织中
!/23#("&" 呈异常表达 # 如 >MQ的人结肠癌细胞
!/23#("&" 信号转导活性异常’ 因此#本文采用靶基
因生长调控涉及 !/23#("&" 信号转导的人恶性肿瘤
细胞株 :!R=M 作为实验对象’
本课题组前期研究工作证实#8.. 具有显著的

抗肿瘤作用’ 本研究结果显示#8.. 对 :!R=M 细胞
增殖具有明显的抑制作用# 且在一定浓度范围内表
现出时间和浓度依赖性’ MS0 "E T @, 8.. 就能明显
影响细胞周期发展(诱导细胞凋亡’ 随着 8.. 作用
时间的延长#9M T 9N期细胞比例明显上升#: 期减少#
凋亡峰逐渐增高 # 作用 PR B 的凋亡率可达到
<1SUPQ’ 8?2)&" ON 和 2/@?2 在细胞周期中能加速
9N T :期进程%NR&#本研究结果显示#8.. 作用后#2?2)&"
ON 和 2/@?2 @-74 表达均降低 # 与 8.. 作用后
:!R=M细胞被阻滞在 9M T 9N期结果相一致’ :J%K&K&"
在抗凋亡中起着重要作用%N0&#8.. 作用后 :!R=M 细
胞凋亡的增加与 +J%K&K&" @-74表达降低有关’

!"# 信号的最终效应是通过 !/23#("&" 在核内
与 I8$R 结合后激活靶基因的转录而实现的’ 本实
验结果显示#8..作用后#:!R=M 细胞总蛋白( 胞浆
蛋白及细胞核蛋白中的 !/23#("&" 分子表达均明显
降低# 而 !/23#("&" @-74 表达水平未见明显变化#
说明 8.. 对细胞 !/23#("&" 的调节不在 @-74 水
平#很可能在蛋白降解水平’ 8..处理后#胞浆蛋白
中 !/23#("&" 分子表达减少# 从而使转位到胞核的
!/23#("&"蛋白减少#并且 !/23#("&" T I8$/R 转录因子
复合物与其特异性 O74 结合序列结合活性下降#
导致其不能有效启动下游靶基因表达#失去维持细
胞存活的能力’ 8.. 作用后其下游靶基因 +J%K&K&"(
2/@?2和 2?2)&" ON @-74表达降低#诱导细胞凋亡#
这与 8..抑制!"#通路相一致’ 故可认为 8..抑制
!"#信号途径是其发挥抗肿瘤作用的分子机制之一’
综上所述#8.. 通过抑制 :!R=M 细胞 !"# 信

号转导通路#介导细胞凋亡#发挥抗肿瘤作用’ 关

于 8.. 抑制 !"# 信号通路的作用位点及其体内抑
瘤机制的进一步研究# 可使该物质作为 !"# 通路
的有效抑制剂用于抗肿瘤治疗’
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