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摘  要：目的 =研究冬凌草甲素（lof）对人源结肠癌细胞 eCqNNS的增殖抑制作用，并探讨其可能的分子机制。方法 =采
用结晶紫染色研究 lof（R、NM、NR、OM、OR=μmoäLi）对 eCqNNS细胞的增殖抑制作用；采用tesíern=bäoííáng技术研究 lof
（NM、NR、OM=μmoäLi）对 eCqNNS细胞中增殖细胞核抗原（mCkA）、凋亡相关指标（C~sé~seJP和Cäe~vedJc~sé~seJP）、éPU=jAmh
信号通路相关指标（pm~dNLRLU、éJpm~dNLRLU、éPU、éJéPU）蛋白表达的影响；采用tesíern=bäoííáng、凝胶电泳技术分析 lof
对 _jmT 蛋白、mokA 表达的影响；转染重组 _jmT 腺病毒（Ad_jmT）实现 _jmT 的外源性过表达，应用 _jmT 抗体

（~níáJ_jmT）降低 _jmT水平，检测 lof是否通过调节 _jmT表达影响 eCqNNS细胞增殖凋亡、éPU= jAmh信号通路。结

果= =与对照组比较，lof明显抑制 eCqNNS细胞增殖，下调 mCkA蛋白水平；明显上调 C~sé~seJP、Cäe~ved=c~sé~seJP、éJéPU
蛋白表达，且呈浓度与时间相关性，对 pm~dNLRLU、mJpm~dNLRLU蛋白表达无明显影响；明显上调 _jmT蛋白及 okA表达；

外源性过表达 _jmT 加强了 lof 对上述蛋白表达的调控，~níáJ_jmT 则部分抑制了 lof 的作用。结论 = lof 抑制 eCqNNS
细胞的增殖，其机制可能与上调 _jmT蛋白表达进而激活 éPU=jAmh信号通路相关。=
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lofK=Conclusion= = lof=c~n=ánÜábáí=íÜe=éroäáfer~íáon=of=eCqNNS=ceääsI=wÜácÜ=m~ó=be=reä~íed=ío=íÜe=uéJreguä~íáon=of=_jmT=éroíeán=
exéressáon=wáíÜ=váew=ío=~cíáv~íáng=of=íÜe=éPU=jAmh=ságn~ä=é~íÜw~óK=
hey=wordsW=lrádonánX=coäon=c~ncerX=eCqNNS=ceääsX=éroäáfer~íáon=ánÜábáíáonX=~éoéíosásX=éPU=jAmhX=_jmT=

结肠癌是一种严重的消化系统疾病，在全球范

围内具有极高的死亡率和复发率，是危害人类生命

健康的重大疾病之一。目前，结肠癌的临床治疗以

化疗为主，同时依靠外科手术、放疗、以及较少的

靶向治疗等xNz。由于肿瘤的高侵袭转移特性，导致

化疗与放疗仅对结肠癌早期有效，对于中晚期的患

者治疗效果并不理想，随之造成的严重副反应也大

大降低了病人的生活质量。故而，探索结肠癌的发

生发展、寻找高效低毒的药物并明确其分子机制迫

在眉睫。在中药现代化发展的带动下，越来越多的

天然药物有效单体成分成为癌症治疗的研究热点。

冬凌草甲素（lrádonán，lof）是一种四环二萜类化

合物，主要从传统中药植物冬凌草的根部提取xOz，

具有去热解毒、镇痛消炎等功效，在咽喉肿痛、扁

桃体炎等疾病的治疗中均有应用。现有研究指出，

lof 能够控制结肠癌xPz、乳腺癌、卵巢癌xQz、白血

病及骨肉瘤等癌症的发展，抑制癌细胞增殖并促使

凋亡xRJTz。但其抑癌的具体分子机制尚未被阐明。=
现已发现tnt/βJc~íenán的异常活化、éRP突变

以及 mqbk表达异常等因素均可能与结肠癌的发生

密切相关，但确切的发病机制仍不十分清楚xUz。本

研究通过分析lof对结肠癌细胞的增殖抑制作用以

及可能的分子机制，明确 lof的抑癌作用及机制，

为将lof进一步用于临床治疗和癌症预防提供坚实

的实验基础。

N= =材料=
NKN= =主要试剂=

lof（批号 aiCgpJNNMSPM，VUKOB纯度），购自

西安昊轩生物科技有限公司；实验所用抗体

（dAmae、mCkA、C~sé~seJP、Cäe~vedJc~sé~seJP、
_jmT、pm~dNLRLU、mJpm~dNLRLU、éPU、éJéPU），
均购自 p~ní~= Cruz= _áoíecÜnoäogó 公司；所用引物

（dAmae、_jmT），由武汉金开瑞生物工程有限公

司构建。

NKO= =细胞=
人结肠癌细胞 eCqNNS，购自 Amerác~n= qóée=

Cuäíure= Coääecíáon（AqCC）。细胞的培养条件：

ajbj培养基（高糖，含 NMB胎牛血清、NMM=krLi
青霉素和 MKN=gLi链霉素），孵箱温度为 PT=℃，ClO
浓度为 RB。=
NKP= =主要仪器=

细胞培养箱、低温离心机（qÜermo 公司）；超

净操作台（安泰技术有限公司）；倒置荧光显微镜（日

本 kákon）；湿式转膜仪、垂直电泳槽（六一仪器厂）；

凝胶成像仪（_áoJo~d公司）。=
O= =方法=
OKN= =结晶紫染色检测细胞增殖=

将生长状态良好的 eCqNNS细胞消化，并以 R×
NMQL孔重铺于 OQ孔板，待细胞贴壁之后（大约 S=Ü），
用不同浓度的 lof（R、NM、NR、OM、OR= μmoäLi）
处理，lof经 ajpl溶解后给药，对照组给予等体

积的 ajpl。在处理后的 OQ、QU、TO=Ü，弃去上层

培养基，磷酸缓冲液（m_p）轻轻清洗孔板 O 次。

每孔加入 OMM=μL 的 MKORB结晶紫溶液，室温下孵育

OM= mán。弃去结晶紫溶液，自来水小心清洗孔板 O
次，在室温下晾干后扫描。实验重复 P次。=
OKO= = okA提取及半定量 mCo=

将 eCqNNS细胞按 N×NMRL孔铺于 S孔板中，待

细胞贴壁后（大约 S=Ü），加入低、中、高浓度的 lof
（NM、NR、OM= μmoäLi）处理，对照组给予等体积的

ajpl。QU=Ü后，弃去上清液并用冷的 m_p洗 O次，

qrázoä法提取okA，用abmC水定容到 OM=μL。取 R=μL
原液，按逆转录试剂盒说明书操作，制备 cakA（逆

转录条件：PT=℃，NR=mán；UR=℃，R=s），用于进行

mCo 检测目的基因的表达水平。具体操作为：将

NM×_uffer（jgOH）、dkqm、正向引物、反向引物、

cakA、q~q 酶、双蒸水按一定比例配制反应体系，

放入 mCo仪，经 VR=℃= R=mán（预变性）、VQ=℃= N=mán
（变性）、RR=℃= PM= s（退火）、TO=℃= PM= s（延伸）、

TO=℃= NM= mán（延伸结束）完成扩增，引物序列见

表 N。加入 äo~dáng=buffer后进行凝胶电泳，在凝胶

成像仪中显影。
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表 N= =引物序列=
qable=N= = mrimer=pequence=

引物名称 引物序列

dAmae= 上游= RDJCAACdAAqqqddCqA=CAdCAJPD=

下游 RDJAddddAdAqqCAdqdqddqdJPD=

_jmT= 上游= RDJddC=AddACqddAqCAqCdJPD=

下游 RDJAAdqddACCAdCdqCqdCJPD=

OKP= = testern=blotting实验=
将处于指数生长期的细胞接种于 S孔板中，S=Ü

后加入低、中、高浓度（NM、NR、OM= μmoäLi）的

lof处理，对照组给予等体积的 ajpl。并于 OQ、
QU= Ü 后冰浴裂解，提取各组总蛋白。经 _CA 法进

行蛋白定量，NMB的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳。电

泳后将蛋白转印至硝酸纤维素膜（msac）上，采

用 RB的 _pA封闭 N= Ü后，一抗封闭过夜，再以辣

根过氧化酶标记的二抗封闭液封闭 N= Ü，最后采用

bCi试剂盒显影并成像。每组实验重复 P次。=
OKQ= =重组 BjmT腺病毒=

人源 _jmT的编码序列（Cap）和绿色荧光蛋

白（dcm）通过 bpq克隆扩增。将该片段分别克隆

到穿梭载体 éAdqr~ce 中。穿梭载体线性化后转染

ebhOVP 细胞，进行重组腺病毒的包装，并命名为

Ad_jmT。重组腺病毒表达绿色荧光蛋白（dcm）
作为空白对照，命名为 Addcm。=

用Ad_jmT病毒感染eCqNNS细胞实现 _jmT
的外源性过表达，并通过外源给予 _jmT 抗体

（~níáJ_jmT）减少 _jmT水平，观察 lof是否通过

_jmT调控细胞增殖凋亡。实验共设置 S组：对照

（ajpl= H= Addcm）组、lof（NM= μmoäLi= lof= H=
Addcm）组、_jmT（ajpl= H= Ad_jmT）组、

~níáJ_jmT（ajpl=H=Addcm=H=~níáJ_jmT）组、lof=H=
_jmT（NM= μmoäLi= lof= H= Ad_jmT）组、lof= H=

~níáJ_jmT（NM=μmoäLi=lof=H=Addcm=H=~níáJ_jmT）组。

细胞接种及tesíern=bäoííáng实验操作均同“OKQ”项。=
P= =结果=
PKN= =抑制 eCqNNS细胞的增殖=

结晶紫染色结果（图 NA）显示，lof抑制eCqNNS
细胞增殖，呈明显的浓度与时间相关性，在浓度≥NR=
μmoäLi 时明显抑制 eCqNNS 细胞增殖。tesíern=
bäoííáng 结果（图 N_）显示，lof 明显降低 eCqNNS
细胞中增殖细胞核抗原（éroäáfer~íáon= ceää= nucäe~r=
~níágen，mCkA）表达，且呈浓度与时间相关性。=

图 N= =结晶紫染色（A）和testern=blotting实验（B）检测

lof的抗增殖作用=
cigK=N= = AntiJproliferation=effect=of=lof=were=detected=by=

crystal=violet=dyeing=EAF=and=testern=blotting=EBF=

图 O= = lof诱导凋亡作用=
cigK=O= = Apoptosis=effect=of=lof=

OQ=Ü=

QU=Ü=

TO=Ü=

对照 = = R= = = NM= = = = = = = NR= = = = = = OM= = = = = = OR=

= lofLEμmoä·i−NF=

mCkA=

dAmae=

mCkA=

dAmae=

PT×NMP=

PT×NMP=

PT×NMP=

PT×NMP=

对照 = = R= = = = = NM= = = = = = NR=
= = = lofLEμmoä·i−NF=

OQ=Ü=

QU=Ü=

C~sé~seJP=

Cäe~vedJc~sé~seJP=

dAmae=

PO×NMP=

NV×NMP=

NT×NMP=

PT×NMP=

对照 = = = = R= = = = = NM= = = = = = NR=

= = lofLEμmoä·i−NF=

对照 = = = = R= = = = = NM= = = = = = NR=

= = = lofLEμmoä·i−NF=

OQ=Ü=

A=

_=

QU=Ü=
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PKO= =对 eCqNNS细胞凋亡蛋白表达的影响=
诱导细胞凋亡是大多数抗肿瘤药物的重要特

点。tesíern= bäoííáng 结果（图 O）显示，lof显著

增加促凋亡蛋白 C~sé~seJP 和 Cäe~vedJc~sé~seJP 表

达，且呈浓度与时间相关性。

PKP= =对 eCqNNS细胞中 BjmT表达的影响=
tesíern=bäoííáng和半定量 mCo结果显示，lof

明显上调 eCqNNS细胞中 _jmT表达，且呈浓度与

时间相关性。结果见图 P。=
PKQ= =对 eCqNNS细胞中 pPU=jAmh的影响=

jAmh 信号通路的异常与结肠癌的发生发展

密切相关，其中 éPU=jAmh对细胞增殖具有重要调

控作用。tesíern= bäoííáng 结果（图 Q）显示，lof
对总的、磷酸化的 pm~dNLRLU蛋白水平无明显影响，

但能明显促进 éJéPU=jAmh的表达，呈浓度与时间

相关性。

图 P= = BjmT蛋白（A）、okA（B）水平的变化=
cigK=P= = ievel=change=of=BjmT=protein=EAF=and=okA=EBF=

图 Q= = pPU=jAmh信号通路的变化=
cigK=Q= = pPU=jAmh=signal=pathway=

PKR= =过表达 BjmT与 BjmT抗体对增殖凋亡、pPU=
jAmh信号通路的影响=

tesíern= bäoííáng结果显示，加入外源性 _jmT
腺病毒增强了 lof诱导的增殖抑制和促凋亡作用，

明显上调了 C~sé~seJP、Cäe~ved= c~sé~seJP和 éJéPU
表达，下调了 mCkA蛋白表达。加入 ~níáJ_jmT，明

显翻转了 lof 所诱导的上述作用。结果提示，lof
可能是通过_jmT调控细胞的增殖凋亡。结果见图 R。=

对照 = = = = R= = = = = NM= = = = = = NR=
= = = lofLEμmoä·i−NF=

_jmT=

dAmae=

_jmT=

dAmae=

对照 = = = = R= = = = = NM= = = = = = NR=
= = = lofLEμmoä·i−NF=

OQ=Ü= QU=Ü=

RR×NMP=

PT×NMP=

pm~dNLRLU=

éJpm~dNLRLU=

éPU=

éJéPU=

dAmae=

RR×NMP=

RR×NMP=

PU×NMP=

PU×NMP=

PT×NMP=

对照 = = = = R= = = = = NM= = = = = = NR=
= = = lofLEμmoä·i−NF=

对照 = = = = R= = = = = NM= = = = = = NR=
= = = lofLEμmoä·i−NF=

OQ=Ü= QU=Ü=

A=

_=
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图 R= = caspaseJP、cleaved=caspaseJP、mCkA、pPU和 pJpPU蛋白水平变化=
cigK=R= = ievel=change=of=caspaseJP､cleaved=caspaseJPI=mCkAI=pPU=and=pJpPU=protein=

Q= =讨论=
结肠癌是临床上常见的一种消化系统恶性肿

瘤，其发病率和死亡率仅次于肝癌、肺癌和胃癌，

全球每年有近 RM万患者死于结肠癌xVz。虽然医疗工

作者已在结肠癌治疗方面取得了可观的成绩，但其

不理想的预后效果以及化疗带来的不良反应仍是治

疗的巨大阻碍，开发疗效佳且毒性低的抗肿瘤药物

十分迫切。目前，天然药物在肿瘤治疗过程中逐渐

受到重视，越来越多的天然药物中的单体化合物被

证实具有较好的抗肿瘤活性（如紫杉醇等）xNMJNNz。

因此，医药研究者试图从天然药物中寻找抗肿瘤新

靶点，明确信号转导机制，推动肿瘤治疗和天然药

物的发展进程。从传统中药冬凌草的根、叶中提取的

lof，已被证明具有较好的体外抗肿瘤活性xNOz。本研

究发现，lof对人结肠癌 eCqNNS细胞具有明显的

增殖抑制和促凋亡作用，进一步探究发现，其机制

可能与 éPU=jAmh活化相关。=
虽然结肠癌的具体发病机制错综复杂，尚难明

确，但研究表明，大部分结肠癌的发病与遗传因素

无关xNPz。文献报道，结肠癌的发生发展可能与细胞

内多种信号通路的异常或基因突变、缺失等有关。

如 tníLβJc~íenán、_jmLpm~d、qdcJβ 信号通路异

常传导，mqbk、oAc 的突变以及 éRP 基因的缺失

等xNQz。此外，jAmh家族蛋白在细胞的生命进程中

占据着重要地位，目前已鉴定出 Q条jAmh途径：=
éPU= jAmh、细胞外信号调节激酶通路（bohN）、
细胞外信号调节激酶 R通路（bohR）和 cJgun氨基

末端激酶通路（gkh）xNRz。其中主要的信号传导途

径是 éPU=jAmh。细胞内 éPU=jAmh可被多种外界

因子激活，参与肿瘤细胞的生长、分化、凋亡和侵

袭等过程xNSJNTz。=
_jms，qdcJβ 超家族成员之一，能够调节肿瘤

的发生发展。_jm 信号通路异常参与结肠癌的发

病。研究指出，_jmT 除具有显著的成骨活性，还

通过 éPU=jAmh途径影响肿瘤细胞的增殖凋亡xNUz。=
本研究通过结晶紫定量实验筛选出了药物作用

的浓度，并选择其中 P个浓度（NM、NR、OM=μmoäLi）
进行后续实验。采用tesíern=bäoííáng方法检测了增

殖相关指标（mCkA）、凋亡相关指标（C~sé~seJP
和 Cäe~vedJc~sé~seJP）的变化，结果显示，lof 能
够有效抑制肿瘤细胞的增殖并促进其凋亡。接下来，

通过tesíern=bäoííáng与半定量mCo筛选出了_jmT

对照 = = = = lof= = = = = _jmT= = ~níáJ_jmT= = lof=H= = lof=H= = = = 对照 = = lof= = = = = _jmT= = ~níáJ_jmT= = lof=H= = lof=H=
_jmT= = ~níáJ_jmT= = = = = = = _jmT= = ~níáJ_jmT=

C~sé~seJP=

Cäe~vedJc~sé~seJP=

mCkA=

dAmae=

PO×NMP=

PO×NMP=

PT×NMP=

PT×NMP=

OQ=Ü= = = = = QU=Ü=

éPU=

éJéPU=

dAmae=

PU×NMP=

PU×NMP=

PT×NMP=

对照 = = = = lof= = = = = _jmT= = ~níáJ_jmT= = lof=H= = lof=H= = = = 对照 = = = = lof= = = = _jmT= = ~níáJ_jmT= = lof=H= = lof=H=
_jmT= = ~níáJ_jmT= = = = = = = _jmT= = ~níáJ_jmT=
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这个有效靶点。但结果显示，lof并不是通过经典

的 _jmLpm~d 信号通路发挥作用，而是通过 éPU=
jAmh信号通路发挥作用的。为了证明这一作用通

路，我们通过 Ad_jmTL~níáJ_jmT联合 lof进行验

证。结果显示，加入 Ad_jmT 能够增强 lof 的作

用，上调 C~sé~seJP、Cäe~vedJc~sé~seJP、_jmT 与

éJéPU表达；~níáJ_jmT则部分减弱了 lof的作用。

这说明细胞经过 lof处理后，éPU=jAmh信号通路

激活，éPU 磷酸化的水平上调，进而抑制了结肠癌

细胞 eCqNNS增殖。=
本研究表明，lof通过 _jmT激活 éPU=jAmh

信号通路，进而调控肿瘤细胞的增殖凋亡，发挥抑

癌作用。本研究为结肠癌的预防以及临床治疗提供

了新的研究方向和理论依据。
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