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基于Wnt/β-catenin和AMPK信号通路探讨小槐花黄酮抑制结肠癌细胞

增殖和转移作用
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摘 要：目的  研究小槐花Desmodium caudatum抑制肿瘤细胞增殖和转移的作用，并探讨其对Wnt/β-连环蛋白（β-catenin）

和腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）信号通路的调控作用。方法  采用不同条件制备 8种小槐花提取物，MTT法检测小槐花提

取物 1～8对HCT-116、SW480细胞增殖的影响；结晶紫染色检测小槐花提取物 2、3对结肠癌HCT-116、SW480细胞集落形

成的影响；划痕实验检测小槐花提取物 2、3对HCT-116、SW480细胞迁移的影响；从活性较高的提取物 2中提取分离出 5

个黄酮类化合物（1～5），MTT法检测化合物1～5对HCT-116、SW480、HepG2、RAW264.7、LX-2细胞增殖的影响；结晶紫染色检

测化合物 1（8-异戊烯基槲皮素，0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 μmol· L−1）对HCT-116和 SW480细胞集落形成的影响，划痕实验检测8-异戊

烯基槲皮素对HCT-116和 SW480 细胞转移的影响。Western blotting实验检测8-异戊烯基槲皮素对 HCT-116 和 SW480 细胞中

AMPK和Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白表达的影响；荧光素酶报告基因检测实验观察 8-异戊烯基槲皮素对 β-catenin与T细胞

因子（TCF）结合能力的影响。结果  与对照组比较，小槐花根茎提取物 2 和 3 以及 8-异戊烯基槲皮素能显著抑制结肠

癌细胞的增殖和迁移（P＜0.05、0.01、0.001）。与对照组比较，8-异戊烯基槲皮素能够显著上调p-AMPK蛋白的表达（P＜0.05、

0.001），显著下调 AMPK、乙酰辅酶 A 羧化酶（ACC）、 肉 毒 碱 棕 榈 酰 基 转 移 酶 1A （CPT-1A） 和 脂 肪 酸 合 成

酶（FAS）蛋白的表达（P＜0.05、 0.01、 0.001），表明其能够促进癌细胞 AMPK 信号通路的激活。与对照组比

较，8-异戊烯基槲皮素显著下调 β-catenin以及其下游糖原合酶激酶 3β（GSK-3β）、核内原癌基因（c-Myc）和 G1/S-特异

性周期蛋白-D1（Cyclin D1）的蛋白表达（P＜0.05、0.01、0.001），同时显著降低TCF报告基因结合位点（野生型）和荧光

素酶开放阅读框TOPflash（pGL3-OT）活性（P＜0.05、0.01），但不影响FOPflash（含突变位点）活性，表明其抑制 β -catenin

的表达和 β-catenin/TCF复合物的结合。结论  小槐花黄酮 8-异戊烯基槲皮素通过调控Wnt/β-catenin和AMPK信号通路抑制

结肠癌细胞增殖和转移。
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Abstract: Objectives To investigate the mechanism of Desmodium caudatum in inhibiting the proliferation andmetastasis of tumor 
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under different conditions. MTT assay was used to detect the effect of extract 1—8 on the proliferation of HCT-116 and SW480 

cells. Crystal violet staining was used to detect the effect of extract 2 and 3 on colony formation of colon cancer HCT-116 and 

SW480 cells. Effects of extract 2 and 3 on HCT-116 and SW480 cells migration detected by scratch test. Western blotting assay was 

used to detect the effect of 8-prenylquercetin on AMPK and Wnt/β -catenin signaling pathway related protein expression in HCT-

116 and SW480 cells. The effect of 8-prenylquercetin on the binding ability of β -catenin and T cell factor (TCF) by luciferase 

reporter gene test. Results Compared with control group, extracts 2 and 3 and 8-prenylquercetin significantly inhibited the 

proliferation and migration of colon cancer cells. Compared with control group, 8-prenylquercetin could significantly up-regulate the 

expression of p-AMPK protein (P < 0.05 and 0.001) and down-regulate the expression of AMPK, ACC, p-ACC, CPT-1A and FAS 

proteins (P < 0.05, 0.01 and 0.001), indicating that it could promote the activation of AMPK signaling pathway in cancer cells. In 

addition, compared with control group, 8-prenylquercetin downregulated the expression of β-catenin and its downstream proteins p-

GSK 3β, c-Myc and Cyclin D1 (P < 0.05, 0.01 and 0.001). Compared with control group, 8-prenylquercetin significantly reduced 

TOPflash activity in a concentration dependent manner, but not FOPflash activity, indicating that it inhibited β-catenin expression 

and β -catenin/TCF complex binding. Conclusion 8-prenylquercetin a flavonoid from D. caudatum, inhibits the proliferation and 

metastasis of tumor cells by regulating Wnt/β-catenin and AMPK signaling pathways.

Key words: Desmodium caudatum（Thunb.）DC.; flavones; 8-prenylquercetin; colon cancer; AMPK; Wnt/β-catenin

癌症是危害人类的重大公共卫生问题，其发病

率和死亡率逐年攀升。结肠癌是全球癌症死亡的

第 4大原因，是多种遗传和表观遗传修饰累积导致

结肠上皮细胞向浸润性腺癌转化的结果［1］。近年

来，癌症研究在了解肿瘤转移过程中的分子机制以

及开发靶向和个性化治疗方面取得了实质性的成

果［2］。异常的Wnt/β-连环蛋白（β-catenin）信号通路

能够促进癌症干细胞的更新、细胞增殖和分化［3］。

当存在Wnt配体时，Wnt受体结合Axin，而 β-catenin

不结合 Axin，也就不会接触糖原合酶激酶3（GSK-3）

以及腺瘤性结肠息肉病（APC）基因，游离的 β-catenin

入核与T细胞因子（TCF）结合成 β-catenin/TCF复合

体，启动下游基因［核内原癌基因（c-Myc）、G1/S-特

异性周期蛋白-D1（Cyclin D1）等］转录，导致癌症的发生。

腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）信号通路是一种

能量传感器和调节器，通过调节能量代谢来影响癌

细胞的增殖、凋亡、迁移和自噬［4］。乙酰辅酶A羧化

酶（ACC）是AMPK下游的重要信号分子，调节脂质

合成和脂肪酸氧化［5］。AMPK 的激活抑制了 ACC

的活性和丙二酰辅酶A的产生，同时增加肉毒碱棕

榈酰基转移酶 1A（CPT-1A）的表达［6-7］。据报道，

AMPK 激活剂二甲双胍可通过激活 AMPK 信号通

路来抑制结肠癌上皮细胞增殖［ 8］。此外，阿卡

地新（AICAR）和苯乙双胍可通过促进 AMPK 磷

酸 化 和 ACC 磷 酸 化 来 抑 制 黑 色 素 瘤 细 胞 的

生长［ 9］。

小槐花是一种小型豆科植物，广泛生长在中

国、日本、韩国和印度［10-12］。在中国，小槐花作为一

种传统的中药材，广泛生长于安徽、浙江等省的山

谷、草地中。小槐花常以根或全株用药，用于治疗

风湿性背痛、腹泻、黄疸肝炎和脓肿，也可用作驱虫

剂。在日本，它可以用来防止味噌变质。有研究发

现小槐花提取物中含有大量的黄酮类物质，而黄酮

类化合物具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、改善糖脂代谢

等活性。本课题组前期研究发现小槐花提取物具

有降血糖和调血脂双重活性，后又从小槐花提取物

中提取分离出了黄酮类化合物，发现黄酮类化合物

也具有降血糖和调血脂双重活性［13］。研究报道小

槐花中的活性成分还具有抗肿瘤活性。朱丹［14］发

现小槐花中的不同组分分别对肝癌细胞HepG2、乳

腺癌细胞MCF-7以及宫颈癌细胞HeLa的生长有抑

制作用。另外，也有文献报道小槐花总黄酮可以抑

制HeLa细胞的增殖［15］，但迄今为止，对小槐花在结

肠癌中抗肿瘤作用的分子机制研究较少。本研究

旨在研究小槐花提取物和提取物中黄酮类化合物

抑制结肠癌增殖和转移的作用，并基于Wnt/β-catenin和

AMPK信号通路探讨其作用机制。

1　材料

1.1　药材

小槐花于 2019年 12月购自中国广西壮族自治

区河池市，经中国医学科学院协和药物研究所马林

教授鉴定为豆科山蚂蝗属植物小槐花 Desmodium 

caudatum（Thunb.）DC.，样品编号（ID-S-2960），存放

在中国医学科学院协和药物研究所植物标本室。

1.2　细胞

人结肠癌细胞（HCT-116、SW480）、人肝癌细

胞（HepG2）、小 鼠 单 核 巨 噬 细 胞 白 血 病 细

胞（RAW264.7）、人肝星状细胞（LX-2）、人肾上皮细
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胞（293T）均来源于国家实验室细胞资源共享服务

平台（北京）。

1.3　主要试剂

AICAR（北京索莱宝科技有限公司 ，批号

IA1503，质量分数≥98%）；胎牛血清（北京民海生物

科技有限公司）；1% 青霉素 -链霉素溶液（美国

Hyclone 公 司 ）；IMDM（ 美 国 Gibco 公 司 ）；

DMEM（美国Gibco公司）；喜树碱（上海毕得医药，

批号BD38860，质量分数 98%）；结晶紫（美国西格

玛奥德里奇公司）；β -catenin 抗体、c-Myc 抗体、

Cyclin D1 抗体、GSK-3β 抗体、p-GSK-3β 抗体、

AMPK 抗体、p-AMPK 抗体、ACC 抗体、CPT-1A 抗

体、α微管蛋白（α-Tubulin）抗体、脂肪酸合成酶（FAS）

抗体（美国CST公司）；山羊抗小鼠 IgG或山羊抗兔

IgG（南京建成生物工程研究所）；ECL超敏发光液（北

京索莱宝科技有限公司）；Lipo 2000转染试剂（美国英

杰生命技术有限公司）；萤火虫荧光素酶报告基因检测

试剂盒（上海百泰生物科技有限公司）。

1.4　主要仪器

MULTISKAN MK3酶标仪、3111二氧化碳培养

箱（赛默飞世尔科技有限公司）；Ci-L 光学显微

镜（尼康光学仪器中国有限公司）；DYY-11 蛋白电

泳仪、DYCP-40E转膜仪（北京市六一仪器厂）。

2　方法

2.1　小槐花提取物的制备

根据本课题组前期研究［13］，将小槐花的根茎、

叶分别磨成粉末，用甲醇或乙醇在室温提取 72 h或

回流条件下提取 3 h。用 10 倍溶剂提取，共提取 2

次。将提取液真空浓缩得到提取物 1～8（具体见表

1）。所有的提取物在使用前均在室温下存放于干

燥器中。

2.2　细胞培养

HCT-116 和 SW480 细胞培养于添加 10% 胎牛

血清和 1%青霉素-链霉素溶液的 IMDM中。HepG2

和 LX-2 细胞培养于添加 10% 胎牛血清和 1% 青霉

素 -链霉素溶液的含葡萄糖 1 g·L−1 的 DMEM 中。

RAW264.7 和 293T 细胞培养于添加 10% 胎牛血清

和 1% 青霉素 -链霉素溶液的含葡萄糖 4.5 g·L−1的

DMEM中。细胞在37 ℃、5% CO2的培养箱中培养。

2.3　小槐花提取物对肿瘤细胞增殖和转移的作用

研究

2.3.1　　MTT法检测小槐花提取物 1～8抑制肿瘤细

胞增殖［16］　　将HCT-116、SW480细胞以5×104 ·mL−1

的 浓 度 接 种 于 96 孔 板 ，培 养 24 h。分别加入

0.02、0.20、2.00、20.00、200.00 μg·mL−1 提取物 1～8

及喜树碱培养 48 h。孵育后，每孔加 20 μL 质量

浓度为 5 mg·mL−1的 MTT，37 ℃培养 4 h。弃去培

养基，将蓝紫色结晶甲瓒溶于 100 μL DMSO 中，

37 ℃培养 10 min。用 MULTISKAN MK3 酶标仪

在 492 和 630 nm处测量吸光度（A）值，计算半数抑

制浓度（IC50）。

2.3.2　　集落形成抑制实验［17］　　将 300～500个HCT-

116 细胞接种到 6 孔板中，37 ℃培养 24 h。分别加

入提取物 2、3（10、20、50、100、200 μg·mL−1）继续培

养 7～10 d，对照组不加药，观察到集落后，用磷酸盐

缓冲液（PBS）清洗细胞 2 次，甲醇固定 20 min。

除去甲醇，用结晶紫染色 5 min，拍照、显微镜下计

数。

2.3.3　　划痕实验［18］　　将HCT-116细胞以2×105·mL−1

的浓度接种于 12 孔板中，37 °C 培养 24 h，待细

胞生长至 80%左右时，在每孔中心画 2个无细胞交

叉划痕区。用PBS冲洗细胞 3次，置于含 1%胎牛血

清的 IMDM培养基继续培养。加入提取物 2、3（20、

50、100 μg·mL−1），对照组不加药，分别于给药 0、12、

24、48 h后在倒置显微镜下拍照。

2.4　小槐花提取物中黄酮类化合物的分离纯化

根据本课题组前期研究［13］，将较高活性且提取

率高的小槐花根茎提取物 2先用大孔树脂经不同浓

度的乙醇和水进行梯度洗脱，得到不同组分。再用

硅胶柱色谱进行梯度洗脱，流动相为醋酸乙酯/石油

醚＝1∶9～9∶1（体积比），再重结晶得到 5种黄酮类

化合物，分别为 8-异戊烯基槲皮素（1）、槲皮素（2）、

8-异戊烯基柚皮素（3）、柚皮素（4）和芹菜素（5）。

2.5　黄酮类化合物对肿瘤细胞增殖和转移的作用

研究

将 HCT-116、SW480、HepG2、RAW264.7 和

LX-2细胞以 5×104 ·mL−1 的浓度接种于 96 孔板，

表1　小槐花提取物1～8

Table 1　Extracts 1—8 of Desmodium  caudatum

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

部位

根、茎

根、茎

根、茎

根、茎

叶

叶

叶

叶

溶剂

甲醇

甲醇

乙醇

乙醇

乙醇

乙醇

甲醇

甲醇

提取条件

回流

室温

室温

回流

室温

回流

室温

回流
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MTT 法检测化合物 1～5（0.01、0.10、1.00、10.00、

100.00 μmol·L−1）对细胞增殖的影响，方法同“2.3.1”

项；结晶紫染色检测化合物 1（8-异戊烯基槲皮素，

0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 μmol·L−1）对 HCT-116 和

SW480 细 胞 集 落 形 成 的 抑 制 作 用 ，方 法

同“2.3.2”项；划痕实验检 测 8- 异 戊 烯 基 槲 皮

素（1、2、5、10 μmol·L−1）对HCT-116和SW480细胞

转移的抑制作用，方法同“2.3.3”项。

2.6　蛋白表达的检测

将HCT-116和 SW480细胞以 5×104·mL−1 浓度

接种到培养皿中，在 37 °C、5% CO2的培养箱中培养

24 h。分别加入8-异戊烯基槲皮素（0、5、20 μmol·L−1）

与 阳 性 对 照 AICAR（250 μmol·L−1）或 槲 皮

素（100 μmol·L−1）静置培养48 h，对照组不加药。弃

去原培养基，用胰蛋白酶消化后，2 500 r·min−1离心

5 min。加入裂解液，于冰上裂解 60 min，随即 4 ℃、

13 500 r·min−1离心 20 min，收集上清液，放入−20 ℃

或−80 ℃保存备用。使用快速蛋白测定染料一步测

定蛋白浓度。用聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳

分离等量的蛋白，并转移到聚偏氟乙烯（PVDF）膜

上，转膜 2 h。将 PVDF 膜放入含有 5% 脱脂牛奶

的 PBST（含 0.5% 聚山梨酯 -20 的 PBS）中室温封

闭 1 h。用 PBST 洗涤后，分别在 1∶1 000 稀释的

β-catenin抗体、c-Myc抗体、Cyclin D1抗体、GSK-3β

抗体、p-GSK-3β 抗体、AMPK 抗体、p-AMPK 抗体、

ACC 抗体、CPT-1A 抗体、α -Tubulin 抗体、FAS 抗

体中 4 ℃孵育过夜。用 PBST 洗涤 3 次后，放入

1∶5 000 稀释的山羊抗小鼠 IgG 或山羊抗兔 IgG

室温孵育 2 h。使用 ECL 超敏发光液在凝胶成

相系统中检测蛋白表达情况，并用 Image J 软件

分析结果［ 16］。

2.7　荧光素酶报告基因实验

293T细胞（1×105·mL−1）接种于 6孔板中，当细

胞生长到 70% 左右时，用 3.2 μg 荧光素酶报告质

粒（TOP/FOP flash）和 3.2 μL Lipo 2000 转染试剂

转染细胞 6 h。质粒转染后，更换新鲜培养基，

加入 8-异戊烯基槲皮素（0、5、20 μmol·L−1）继续

培养 48 h。采用萤火虫荧光素酶报告基因检测试

剂盒进行荧光素酶报告基因检测［19-20］。

2.8　统计分析

数据均以 x
—
±s表示，采用SPSS 23.0软件，通过

方差齐性和最小显著性差异（LSD）多重比较确定显

著性差异，组间比较采用 T 检验、单因素方差分

析（ANOVA）。

3　结果

3.1　小槐花提取物1～8抑制癌细胞增殖

如表 2所示，用甲醇在室温下提取的小槐花根

茎提取物 2和用乙醇在室温下提取的小槐花根茎提

取物 3 对 HCT-116 和 SW480 细胞的增殖抑制活性

最好。

3.2　小槐花提取物抑制癌细胞集落形成

如图 1 所示，提取物 2 和 3 在质量浓度 10～

200 μg·mL−1 均能显著抑制 HCT-116细胞集落的形

成（P＜0.05、0.01、0.001）。结果表明，小槐花提取物

2、3除了抑制细胞增殖外，还能抑制集落的形成，从

而降低结肠癌细胞的存活能力。

3.3　小槐花提取物抑制癌细胞迁移

为了进一步评价提取物是否抑制癌细胞的迁

移和侵袭，采用体外划痕实验对其进行了评价。如

图 2 所示，提取物 2 和 3 在 20～100 μg·mL−1 时能显

著抑制 HCT-116 细胞 12、24、48 h 时迁移率（P＜

0.01、0.001）。结果表明，提取物 2 和 3 能显著抑制

HCT-116细胞的迁移，且呈浓度和时间相关性。

3.4　黄酮类化合物抑制癌细胞增殖

如表 3 所示，除柚皮素（4）外，其余 4 种黄酮

类化合物对肿瘤细胞增殖均有抑制活性。从结

构特点上分析，异戊烯基黄酮类化合物（1 和 3）比

其对应的母核结构（2 和 4）具有更强的抑制活性。

其中，8-异戊烯基槲皮素（1）抑制活性最好。除结

肠 癌 细 胞 外 ，8- 异 戊 烯 基 槲 皮 素 也 能 抑 制

RAW264.7 的增殖，但对 HepG2 和 LX-2 的抑制活

性较低，说明 8-异戊烯基槲皮素对不同肿瘤细胞

具有一定选择性。

表2　提取物 1～8 对 HCT-116 和 SW480 细 胞 增 殖的

抑制作用（x
—
±s，n=3）

Table 2　Inhibition of extracts 1—8 on proliferation of 

HCT-116 and SW480 cells (x
—

±s, n=3)

组别

提取物1

提取物2

提取物3

提取物4

提取物5

提取物6

提取物7

提取物8

喜树碱

IC50/（μg·mL−1）

HCT-116

81.71±8.93

67.51±8.46

43.90±7.50

112.61±2.08

＞200

＞200

＞200

＞200

0.02±0.02

SW480

161.72±6.80

139.35±2.73

112.19±4.04

156.37±11.00

160.36±16.31

＞200

＞200

＞200

0.06±0.03
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3.5　黄酮类化合物抑制癌细胞集落形成

为了验证提取物 8-异戊烯基槲皮素（1）的增殖

抑制活性，进一步对集落形成抑制活性进行了评

价。如图 3所示，8-异戊烯基槲皮素各浓度能够显

著抑制 HCT-116 细胞集落形成（P＜0.01、0.001），

1.0、2.0、5.0、10.0 μmol·L−1 8-异戊烯基槲皮素显著

抑制 SW480细胞集落的形成（P＜0.01、0.001）。结

果表明，8-异戊烯基槲皮素除了抑制细胞增殖

外，还能抑制集落的形成，从而降低结肠癌细

胞的存活能力。

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group

图1　小槐花提取物2和3对HCT-116细胞集落形成的影响（x
—
±s，n=3）

Fig. 1　Effect of Desmodiumcaudatum extracts 2 and 3 on colony formation of HCT-116 cell (x
—

±s, n=3)

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group

图2　不同浓度提取物2和3对HCT-116细胞迁移的影响（x
—
±s，n=3）

Fig. 2　Effects of different concentrations of extracts 2 and 3 on HCT-116 cell migration by scratch assay (x
—

±s, n=3)
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3.6　黄酮类化合物抑制癌细胞迁移

如图 4 所示 ，在 12、24 和 48 h 对照组细胞

向划痕处明显迁移。与对照组比较 ，经 1～

10 μ mol · L−1 的 8-异戊烯基槲皮素处理的 SW480

细胞在 24、48 h 细胞迁移率显著降低（P＜0.01、

0.001）。除 1 μmol·L−1作用 48 h 外，用 8-异戊烯基

槲皮素处理的 HCT-116 细胞与对照组比较显示了

对 细 胞 迁 移 的 显 著 抑 制 作 用（P＜0.05、0.01、

0.001）。

3.7　 8- 异戊烯基槲皮素激活 HCT-116 细胞的

AMPK信号通路

如图 5 所示，在 HCT-116 细胞中，与对照组比

较，用 20、5 μmol·L−1的 8-异戊烯基槲皮素处理后，p-

AMPK 蛋白表达显著提高（P＜0.001），AMPK、CPT-

1A、ACC 和 FAS蛋白表达显著降低（P＜0.05、0.01、

0.001）。ACC 和 CPT-1A 是 AMPK 下游的 2 个重要

信号分子，与 FAS一起调节脂肪酸的氧化与合成，

脂肪酸作为癌细胞的能量来源之一，促进某些恶性

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group

图3　8-异戊烯基槲皮素对HCT-116和SW480细胞集落形成的影响（x
—
±s，n=3）

Fig. 3　Effects of 8-prenylquercetinon colony formation of HCT-116 and SW480 cell (x
—

±s, n=3)

表3　黄酮类化合物1～5的抗肿瘤增殖活性

Table 3　Anti-tumor proliferative activity of flavonoids 1—5

组别

1

2

3

4

5

喜树碱

IC50/（μmol·L−1）

HCT-116

  3.13±0.31

26.47±5.36

37.95±1.33

＞100

30.74±2.44

  0.06±0.02

SW480

  6.44±0.59

37.56±6.70

22.86±0.89

＞100

58.75±6.20

  0.16±0.03

HepG2

25.31±0.19

＞100

40.64±1.32

＞100

33.38±2.29

   0.03± 0.00

RAW 264.7

  3.91±1.10

12.34±2.24

29.68±6.25

＞100

31.51±0.45

  0.03±0.00

LX-2

28.40±7.70

＞100

41.39±3.76

＞100

77.45±9.36

  0.07±0.02
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group

图4　不同浓度的8-异戊烯基槲皮素对细胞迁移的影响（x
—
±s，n=3）

Fig. 4　Effects of different concentrations of 8-prenylquercetin on cell migration by scratch assay (x
—

±s, n=3)
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肿瘤的发展［21］。结果表明，8-异戊烯基槲皮素能够

促进结肠癌细胞AMPK信号通路的激活。

3.8　8-异戊烯基槲皮素对 Wnt/β -catenin 通路的

影响

如图 6 所示，与对照组比较，在 20、5 μmol·L−1

下，8-异戊烯基槲皮素显著下调 SW480 和 HCT-116

细 胞 中 的 β -catenin、p-GSK-3β/GSK-3β 蛋白表达

量（P＜0.05、0.001）；20、5 μmol·L−1 8-异戊烯基槲

皮素能显著抑制 SW480 细胞 β-catenin 下游 c-Myc

和 Cyclin D1 蛋白水平（P＜0.001），并呈浓度相关

性；20 μmol·L−1 8-异戊烯基槲皮素显著抑制 SW480

细胞 c-Myc 和 Cyclin D1 蛋白水平（P＜0.001）。

结果表明 8-异戊烯基槲皮素通过抑制 β -catenin

和 p-GSK-3β 蛋白表达，来抑制 Wnt/β-catenin 信号

通路，从而减少 c-Myc和Cyclin D1蛋白水平。有文

献报道槲皮素（2）参与调控Wnt/β-catenin信号通路

的活性［22］，因此将从小槐花中提取的另一个组分槲

皮素作为阳性对照［22］，结果发现 100 μmol·L−1的槲

皮素明显影响了 Wnt/β -catenin 信号通路相关蛋

白的表达，与文献报道一致。

为了进一步验证上述结论，进行了荧光素酶报

告基因检测实验，探究化合物抑制 β-catenin与TCF

结合能力。其中，TCF报告基因包含 2组三拷贝的

结合位点（野生型）和荧光素酶开放阅读框

TOPflash（pGL3-OT）；FOPflash（pGL3-OF）含有突

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  **P＜0.001
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group

图5　8-异戊烯基槲皮素激活HCT-116细胞的AMPK信号
通路（x

—
±s，n=3）

Fig. 5　8-Prenylquercetin activates AMPK signaling path‐

way of HCT-116 (x
—

±s, n=3)

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  **P＜0.001
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group

图6　Western blotting法分析8-异戊烯基槲皮素抑制Wnt/β-catenin信号通路（x
—
±s，n=3）

Fig. 6　8-Prenylquercetin inhibits Wnt/β-catenin signaling pathway via Western blotting (x
—

±s, n=3)
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变的TCF结合位点，因此被用作阴性对照［18］。结果

显示（图 7），8-异戊烯基槲皮素显著降低了TOPflash

活性，且呈浓度相关性（IC50＝2.39 μmol·L−1），而对

FOPflash活性无影响，证明化合物抑制了 β-catenin

与TCF的结合。

4　讨论

传统中药作为肿瘤治疗的重要手段，具有毒性

低和多维度治疗的优势，从中药中发现先导化合物

也是药物研发的重要途径。本研究从提取物和活

性单体两方面分析了中药小槐花抑制肿瘤细胞的

活性与作用机制。据报道，8-异戊烯基槲皮素具有

抑制增殖和增加 HT-29 细胞中 caspase 活性的作

用［23］，但其在其他肿瘤细胞中的生物学活性和分子

机制尚不清楚。在本研究发现小槐花根茎提取物 2

和 3对肿瘤细胞增殖、迁移和集落形成具有抑制作

用；8-异戊烯基槲皮素选择性抑制HCT-116、SW480

和RAW264.7细胞的增殖，但对HepG2和LX-2细胞

的毒性较低，同时还能抑制结肠癌细胞的迁移和集

落形成。

异常激活的 Wnt/β-catenin 信号通路与肿瘤发

展和转移密切相关，能量传感器AMPK作为癌症潜

在的治疗靶点也引起了广泛的关注，但到目前为止

同时作用于两条通路上的研究鲜有报道。本研究

发现小槐花中黄酮成分对人结肠癌细胞的 Wnt和

AMPK信号通路具有双重调节作用。8-异戊烯基槲

皮素能够显著上调 p-AMPK蛋白表达，而AMPK以

及其下游的ACC、p-ACC、CPT-1A和 FAS表达显著

下调，说明 8-异戊烯基槲皮素促进了癌细胞AMPK

信号通路的激活。8-异戊烯基槲皮素与槲皮素相

比，前者对 β-catenin、p-GSK-3β、c-Myc和Cyclin D1

蛋白水平的下调作用更明显，同时抑制了 β-cateni

与TCF的结合，表明其抑制了Wnt/β-catenin信号通

路。结果表明，8-异戊烯基槲皮素通过调控AMPK

通路和 Wnt/β-catenin 通路进而抑制肿瘤细胞的增

殖和迁移。此外，由于小槐花中的活性成分复杂，

因此 8-异戊烯基槲皮素在小槐花中的含量及与其

抗肿瘤活性的关系仍有待进一步深入研究。
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