
·3354· 中草药 2024 年 5 月 第 55 卷 第 10 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 May Vol. 55 No. 10 

   

 

去氢毛钩藤碱抗突变型 p53（R273H）结直肠癌的体外作用机制研究  

任泽昊，张  彦，刘东辉，孔德新，邱玉玲* 

天津医科大学药学院，天津  300070 

摘  要：目的  从抑制结直肠癌细胞 HT29 增殖角度研究去氢毛钩藤碱（hirsuteine，HST）对突变型 p53（R273H）结直肠

癌的体外抗癌作用机制。方法  采用 MTT 和平板克隆形成实验评价 HST 对 HT29 细胞增殖的影响；流式细胞术和丹酰尸胺

（dansylcadaverine，MDC）染色法检测细胞周期分布和自噬情况；Western blotting、qRT-PCR 分析细胞中 p53 蛋白、mRNA

表达水平和 p53 下游效应子的表达情况；放线菌酮（actidione，CHX）-chase 实验检测 p53 蛋白半衰期；染色质免疫共沉淀

（chromatin immunoprecipitation，ChIP）实验检测 p53 与其下游靶基因 p21 启动子区的结合情况。结果  HST 显著抑制突变

型 p53（R273H）结直肠癌 HT29 细胞增殖，引起细胞周期阻滞，诱导杀伤性细胞自噬，缩短突变型 p53（R273H）蛋白半衰

期，诱导其发生 MDM2 介导的泛素-蛋白酶体降解，增强其与 p21 启动子的结合，并上调 p21 的 mRNA 表达。结论  HST

能够促进 HT29 细胞中突变型 p53（R273H）降解并恢复 p53 野生型转录激活功能，其体外抗结直肠癌活性可能与 p53 通路

密切相关。 
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In vitro anticancer mechanism of hirsuteine on mutant p53 (R273H) colorectal 

cancer 
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Abstract: Objective  To study in vitro anticancer mechanism of hirsuteine (HST) on mutant p53 (R273H) colorectal cancer from a 

perspective of inhibiting colorectal cancer cell (HT29) proliferation. Methods  MTT and plate clone formation assay were used to 

evaluate the effect of HST on proliferation of HT29 cells; Flow cytometry and dansylcadaverine (MDC) staining were used to detect cell 

cycle distribution and cell autophagy; The protein and mRNA expression levels of p53 and the expression of p53 downstream effectors 

were analyzed by Western blotting and qRT-PCR; Actidione (CHX)-chase assay was used to detect the half-life of p53; Chromatin 

immunoprecipitation (ChIP) was used to detect the binding situation of p53 and its downstream target gene p21 promoter region. Results  

HST significantly inhibited cell proliferation, arrested cell cycle, and induced autophagy on mutant p53 (R273H) colorectal cancer HT29 

cells. Meanwhile, HST shortened mutp53 (R273H) protein half-life, induced MDM2-mediated ubiquitin-proteasome degradation of 

mutp53 (R273H), increased the DNA binding ability of mutp53 (R273H) at the p21 promoter, and up-regulated p21 mRNA expression. 

Conclusion  HST promotes mutp53 (R273H) degradation and restores its wild-type transcriptional activation function in HT29 cells. The 

in vitro anticancer effect of HST on mutant p53 (R273H) colorectal cancer might be closely related with p53 pathway. 
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结直肠癌是结肠癌和直肠癌的统称，根据近期

的数据统计，全球结直肠癌发病率在癌症中排名第

3，死亡率排名第 2，并且结直肠癌的发病率还在逐
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年升高[1]。目前结直肠癌的治疗策略依然是以手术

治疗为主，再以奥沙利铂、卡培他滨等辅助化疗。

尽管已经开发出的西妥昔单抗、贝伐珠单抗等靶向
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药物可以极大地改善结直肠癌患者的生存期，但是

患者面临的高复发率和耐药性等问题亟待解决[2]。

肿瘤蛋白 p53（tumor protein p53，TP53）编码的野

生型 p53（wild-type p53，wtp53）是一种重要的肿

瘤抑制因子，通过对多个基因的转录调控来发挥抗

肿瘤的作用。wtp53 的激活是正常细胞生存和抑制

肿瘤发生的关键[3]。然而，TP53 在人类大多数癌症

中发生突变，最终产生突变型 p53（mutant p53，

mutp53），导致 wtp53 肿瘤抑制功能丧失，并且获得

致癌功能[4]。近些年的研究表明 TP53 基因突变或者

失活的比例在各种癌症中都达到了 50%，而 50%的

结直肠癌患者存在 p53 突变[5]。p53 突变肿瘤患者

的恶性程度更高，表现为预后差、对化疗药敏感性

差、容易复发等[6]。因此，mutp53 已成为抗肿瘤药

物研发的热门靶点。 

在肿瘤组织中，错义突变是 TP53 常发生的突

变形式，R175、G245、R248、R249、R273 和 R282

是较常见的 6 个突变热点[7]。研究发现，这些热点

突变可以分为 2 类，第 1 类是 DNA 接触突变体如

R273H 和 R248W。第 2 类是结构突变体如 R175H

等[8]。研究表明，具有 p53（R273H）纯合子突变

体的小鼠发生癌症转移的风险增加，且 p53

（R273H）位点突变的结直肠癌的增殖活性、细胞

干性和耐药性均有所增强 [9] 。这揭示了 p53

（R273H）突变密切参与了结直肠癌的病理过程。

目前由于 DNA 接触突变型 p53 在肿瘤病理过程中

的作用机制尚不明确，DNA 接触突变型 p53 的靶

向药物研发进程缓慢。 

据文献报道，钩藤属植物具有潜在的抗肿瘤活

性[10]。Ciani 等[11]发现毛钩藤水提物对鳞癌细胞具

有抑制增殖和诱导凋亡作用。生物碱类化合物是钩

藤属植物的特征性化学成分，其抗肿瘤作用也被广

泛研究，其中的钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱等

对肝癌、乳腺癌均具有体外抗肿瘤作用[10,12-14]。去

氢毛钩藤碱（hirsuteine，HST）是从钩藤属植物中分

离得到的一种吲哚生物碱，已有研究显示 HST 在肺

癌和乳腺癌中展示出了良好的抗肿瘤活性[15-16]，课

题组前期研究发现 HST 具有潜在的体外抗慢性粒

细胞白血病活性[17]，但其抗结直肠癌活性及其作用

机制目前仍不明确。本研究选取 mutp53（R273H）

结直肠癌细胞 HT29，探究 HST 抗突变型 p53

（R273H）结直肠癌活性和作用机制，为 HST 抗结

直肠癌的进一步开发提供实验基础。 

1  材料 

1.1  细胞 

HT29 细胞购自中国科学院细胞库。 

1.2  药品与试剂 

HST（质量分数≥98%，批号 AF20080211）购

自成都埃法生物科技有限公司；PBS（批号 C3580-

0500）、0.25%胰酶（含 EDTA，批号 C3530-0500）、

双抗（批号 C3421-0100）、RPMI 1640 培养基（批号

C3001-0500）、胎牛血清（fetal bovine serum，FBS，

批号 C04001-500）、细胞冻存液（批号 C3522-0100）、

ECL 发光试剂（批号 M5901-0500）购自上海逍鹏生

物科技有限公司；β-actin 抗体（批号 8457S）、裂殖

酵母 cdc2 基因编码的蛋白（cdc2 protein，cdc2）抗

体（批号 9116S）、细胞周期蛋白 B1（Cyclin B1）抗

体（批号 4138S）、HRP 标记的山羊抗兔 IgG 二抗（批

号 7074S）、HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG 二抗（批号

7076S）购自美国 CST 公司；p21 抗体（批号 10355-

1-AP）、微管相关蛋白轻链 3（microtubule-associated 

protein light chain3，LC3）抗体（批号 14600-1-AP）、

p53 抗体（批号 10442-1-AP）购自美国 Proteintech 公

司；MTT、过硫酸铵（ammonium persulphate，APS）

购自美国 Amresco 公司；十二烷基硫酸钠（sodium 

dodecyl sulfate，SDS）、30%聚丙烯酰胺、二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO）购自美国 Sigma-Aldrich

公 司 ； 染 色 质 免 疫 共 沉 淀 （ chromatin 

immunoprecipitation，ChIP）试剂盒（批号 P2078）购

自碧云天生物技术公司；丹酰尸胺（dansylcadaverine，

MDC）试剂盒（批号 DA0041）购自北京雷根生物技

术有限公司；BCA 蛋白定量试剂盒（批号 23227）购

自美国 Pierce Biochemicals 公司；2×Real Star Green 

Fast Mix、Star Scrip Ⅱ First-strand cDNA Synthesis Mix

（批号 A236）购自北京 GeneStar 公司；蛋白质合成

抑制剂放线菌酮（actidione，CHX，批号 S741804）、

蛋白酶体抑制剂硼替佐米（bortezomib，PS341，批号

S101318）；氟尿嘧啶（5-fluorouracil，5-Fu，批号

S120904 ）；自噬抑制剂 3- 甲基腺嘌呤（ 3-

methyladenine，3-MA，批号 S276713）购自美国

Selleck 公司；wtp53 转录激活抑制剂 Pifithrin-α（PFT-

α，批号 HY-15484-13022）、MDM2 抑制剂 Nutlin-3a

（批号 HY-10029-06213）购自美国 MCE 公司。 

1.3  仪器 

Heracell™ Vios 160i CR 型 CO2 培养箱（美国

Thermo Fisher Scientific 公司）；BD Accuri™ C6 型流
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式细胞仪（美国 BD 公司）；ME204E 型精密分析天

平（瑞士 Mettler Toledo 公司）；iMark-1681130 型全

自动酶标仪、Mini-PROTEAN® Tetra 电泳仪、

Chemidoc XRS＋化学发光凝胶成像系统（美国 Bio-

Rad 公司）；微量可调移液器（德国 Eppendorf 公司）；

CKX31 型倒置显微镜、BX51 型荧光显微镜（日本

Olympus 公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

HT29 细胞用含 10% FBS、1%双抗的 RPMI 1640

完全培养基，于 37 ℃、5% CO2的细胞培养箱中培养。 

2.2  细胞活力测定 

HT29 细胞以 4×104个/mL 接种于 96 孔板中，给

予 HST（0、5、10、20、40、80 μmol/L）处理 24 h；

以 2×104 个/mL 接种于 96 孔板中，给予 HST（0、

5、10、20、40、80、160 μmol/L）或 5-Fu（0、5、10、

20、40、80、160、300 μmol/L）处理 48 h；每孔加入

5 mg/mL MTT，孵箱孵育 4 h 后使用酶标仪检测 490 

nm 处的吸光度（A）值，使用 GraphPad 软件计算半

数抑制率（half inhibitory concentration，IC50）。 

HT29 细胞以 2×104个/mL 接种于 96 孔板中，

设置对照组、HST（20 μmol/L）组、3-MA（100 

μmol/L）组和 HST＋3-MA 组，给予药物处理 48 h，

检测细胞活力，考察 HST、3-MA 单用或联用对细

胞存活率的影响。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.3  平板克隆形成实验 

HT29 细胞以 1 500 个/孔接种于 6 孔板中，设

置对照组和 HST（10、20、40 μmol/L）组，给予药

物处理 48 h 后，更换为不含药物的完全培养基，继

续培养 10 d，每 3 天更换 1 次新鲜培养基。菌落用

4%多聚甲醛固定，用 0.25%结晶紫染色，用 Image 

J 软件对菌落进行拍照和计数。 

2.4  流式细胞术检测细胞周期分布 

HT29 细胞以 1×105 个/mL 接种于 6 孔板中，

设置对照组和 HST（10、20、40 μmol/L）组，给予

药物处理 48 h 后，收集细胞，加入 75%冰乙醇于

4 ℃固定过夜；加入碘化丙啶（propidium iodide，

PI），4 ℃避光染色 30 min，用流式细胞仪分析细胞

周期分布。 

2.5  MDC 染色检测细胞自噬情况 

按照“2.4”项下方法分组和给药，收集细胞，

调整细胞悬液密度为 1×106 个/mL，加入 10 μL 

MDC 染色液，室温避光染色 30 min。清洗细胞，重

悬细胞后，取 10 μL 细胞悬液滴加于载玻片上，加

盖盖玻片，于荧光显微镜下观察并拍照。 

2.6  Western blotting 检测相关蛋白表达 

HT29 细胞以 3×105 个/mL 接种于 10 cm 细胞

培养皿中，按“2.4”项下方法分组和给药，或给予

HST（40 μmol/L）分别处理 0、12、24、48 h，收集

细胞，加入细胞裂解液提取总蛋白，使用 BCA 定量

法测定蛋白浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，于脱脂牛奶中封

闭后，分别加入一抗和二抗孵育，使用 ECL 检测试

剂盒通过化学发光凝胶成像系统进行显影。 

设置对照组、HST（40 μmol/L）组、PS341（2 

μmol/L）组和 HST＋PS341 组，HST 处理细胞 42 h

再加入 PS341 处理细胞 6 h 后，检测 p53 蛋白表达。

设置对照组、HST（40 μmol/L）组、Nutlin-3a（15 

μmol/L）组和 HST＋Nutlin-3a 组，给予药物处理 48 h

后，检测 p53 蛋白表达。设置对照组、HST（40 

μmol/L）组、PFT-α（10 μmol/L）组和 HST＋PFT-α

组，给予药物处理 48 h 后，检测 p21 蛋白表达。 

2.7  qRT-PCR 检测 p53、p21 mRNA 表达 

HT29 细胞以 3×105 个/mL 接种于 10 cm 细胞

培养皿中，按“2.4”项下方法分组和给药，收集细

胞，按照试剂盒说明书提取总 RNA 并合成 cDNA，

进行 qRT-PCR 分析。引物序列：p53 上游引物 5’-

TAACAGTTCCTGCATGGGCGGC-3’，下游引物 5’-

AGGACAGGCACAAACACGCACA-3’；p21 上游引

物 5’-TGTCCGTCAGAACCCATGC-3’，下游引物

5’-AAAGTCGAAGTTCCATCGCTC-3’；甘油醛-3-

磷 酸 脱 氢 酶 （ glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）上游引物 5’-CATGAGAA- 

GTATGACAACAGCCT-3’，下游引物 5’-AGTCCT- 

TCCACGATACCAAAGT-3’。 

2.8  CHX-Chase 实验检测 HST 对 HT29 细胞

mutp53（R273H）蛋白半衰期的影响 

HT29 细胞以 3×105 个/mL 接种于 10 cm 细胞

培养皿中，单独给予 CHX（100 μmol/L）或联合给

予 HST（40 μmol/L）分别处理 0、3、6、12 h，收

集细胞，采用 Western blotting 检测 p53 蛋白表达。 

2.9  ChIP 实验检测 HST 对 mutp53（R273H）富

集 p21 启动子的影响 

HT29 细胞以 3×105 个/mL 种于 10 cm 细胞培

养皿中，给予 HST（40 μmol/L）处理 48 h 后用 1%
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甲醛固定细胞，甘氨酸溶液处理终止交联。收集细

胞，加入含 1% PMSF 的裂解缓冲液裂解，对细胞

进行超声破碎后，取出 40 μL 样品作为 Input，其他

分为实验组和对照组。向实验组中加入 p53 抗体，

对照组加入等量 IgG，4 ℃翻转混匀过夜。第 2 天，

加入 60 μL Protein A＋G，4 ℃混匀 1 h，以沉淀一

抗识别的蛋白。清洗沉淀。样品用 5 mol/L NaCl 处

理，65 ℃加热 4 h，然后用蛋白酶 K 处理，45 ℃

温育 1 h。用 PCR 纯化试剂盒纯化染色质复合物。

PCR 检测纯化的免疫沉淀 DNA，用 2−ΔΔCt 法计算

p21 启动子上 p53 的占位率。p21 引物序列为上游

引物 5’-GTTCCCAGCACTTCCTCTCC-3’，下游引

物 5’-GAAGCAGGCAGCATAGGGAT-3’。 

2.10  统计学分析 

数据以 x s 表示，实验结果应用 GraphPad 

Prime 5 软件进行 t 检验或者单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  HST 对 HT29 细胞增殖的影响 

3.1.1  MTT 检测 HST 对 HT29 细胞的增殖抑制活

性  HST 的化学结构见图 1-A，采用 MTT 检测 HST

干预 24、48 h 对 HT29 细胞活力的影响，如图 1-B

所示，HST 呈浓度相关性地抑制 HT29 细胞增殖，

且药物的 IC50 值在 48 h 显著低于 24 h（P＜0.01，

图 1-C），因此选择 HST 干预 HT29 细胞 48 h 开展

后续实验。以 5-Fu 作为阳性对照，HST 对 HT29 细

胞作用 48 h 的增殖抑制活性优于 5-Fu（图 1-D）。 

   

A-HST 的化学结构；B-不同浓度的 HST 干预 24、48 h 对 HT29 细胞增殖的影响；C-HST 干预 HT29 细胞不同时间的 IC50 值；D-HST 或 5-Fu

干预 48 h 对 HT29 细胞增殖的影响；与 24 h 干预组比较：**P＜0.01。 

A-chemical structure of HST; B-effect of HST at different concentrations for 24, 48 h on proliferation of HT29 cells; C-IC50 values of HST intervention 

on HT29 cells at different times; D-effect of HST or 5-Fu intervention for 48 h on proliferation of HT29 cells; **P < 0.01 vs 24 h treatment group. 

图 1  HST 抑制 HT29 细胞增殖 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  HST inhibits HT29 cell proliferation ( x s , n = 3) 

3.1.2  平板克隆形成实验检测HST 对HT29 细胞成

瘤性的影响  采用平板克隆形成实验进一步检测

HST 对 HT29 的增殖抑制活性，如图 2 所示，HST

显著抑制 HT29 细胞克隆形成（P＜0.001）。 

3.2  HST 对 HT29 细胞周期分布和自噬的影响 

3.2.1  HST 对 HT29 细胞周期分布的影响  HST 作

用于 HT29 细胞 48 h 后，流式细胞术检测结果显

示，处于 G2/M 期的细胞数量明显增多（P＜0.001，

图 3-A、B），Western blotting结果显示，细胞中Cyclin 

B1 和 cdc2蛋白表达受到抑制（P＜0.05、0.01、0.001，

图 3-C、D），说明 HST 可以诱导 HT29 细胞 G2/M

期周期阻滞。
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group, same as below figures. 

图 2  HST 抑制 HT29 细胞克隆形成 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  HST inhibits clone formation of HT29 cells ( x s , n = 3)

 
A-流式细胞术检测细胞周期分布；B-HST 干预后 HT29 细胞周期分布统计；C-HST 对细胞周期相关蛋白表达的影响；D-周期相关蛋白的相对

表达量。 

A-cell cycle distribution detected by flow cytometry; B-statistics of cell cycle distribution in HT29 after HST treatment; C-effect of HST on cell cycle 

related proteins expressions; D-relative expression level of cell cycle related proteins. 

图 3  HST 阻滞 HT29 细胞周期 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  HST induces HT29 cell cycle arrest ( x s , n = 3)

3.2.2  HST 对 HT29 细胞自噬的影响  MDC 染色结

果显示，HST 引起 HT29 细胞中自噬小体增多（图 4-

A），Western blotting 结果也发现了 HST 引起 LC3-

II/LC3-I 值增加（P＜0.05、0.01，图 4-B、C），说明

HST 诱导 HT29 细胞自噬发生。而自噬抑制剂 3-MA

可以减弱 HST 对 HT29 细胞的增殖抑制活性（P＜

0.05，图 4-D），表明 HST 在 HT29 细胞中诱导自噬

小体生成是其发挥抗结直肠癌作用的重要因素之一。 
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A-MDC 染色检测细胞自噬；B-Western blotting 检测 HST 对自噬相关蛋白表达的影响；C-自噬相关蛋白的相对表达量；D-MTT 检测 HST、3-

MA 单用或联用对细胞存活率的影响；与 HST 给药组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，下图同。 

A-cell autophagy detected by MDC staining; B-effect of HST on autophagy related protein expressions detected by Western blotting; C-relative expression 

level of autophagy related protein; D-effect of HST, 3-MA alone or in combination on cell viability detected by MTT; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs HST group, 

same as below figures. 

图 4  HST 诱导 HT29 细胞自噬 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  HST induces HT29 cells autophagy ( x s , n = 3)

3.3  HST 降低 HT29 细胞中 mutp53（R273H）表

达水平，并恢复其野生型转录功能 

3.3.1  HST 降低 HT29 细胞 mutp53（R273H）表达  

qRT-PCR 检测结果显示，HST 能抑制 mutp53

（R273H）的 mRNA 表达（P＜0.05、0.01、0.001，

图 5-A）。Western blotting 检测结果显示，HST 呈剂

量和时间相关性地抑制 mutp53（R273H）蛋白表达

（P＜0.05、0.01，图 5-B、C）。 

3.3.2  HST 诱导 HT29 细胞 mutp53（R273H）发生泛

素-蛋白酶体降解  CHX-chase实验结果显示，HST引

起 mutp53（R273H）蛋白半衰期缩短（图 6-A）。蛋

白酶体抑制剂PS341和MDM2抑制剂Nutlin-3a能够 

 

A-qRT-PCR 检测 mutp53（R273H）的 mRNA 表达水平；B-Western blotting 检测 HST 对 HT29 细胞中 mutp53（R273H）蛋白表达的影响；C-

mutp53（R273H）的蛋白相对表达量。 

A-mRNA expression level of mutp53 (R273H) detected by qRT-PCR; B-effect of HST on mutp53 (R273H) protein expression in HT29 cells detected by 

Western blotting; C-relative expression level of mutp53 (R273H) protein. 

图 5  HST 降低 HT29 细胞 mutp53（R273H）表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  HST decreases mutp53 (R273H) expression in HT29 cells ( x s , n = 3)
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A-CHX-chase 实验检测 HST 对 HT29 细胞中 mutp53（R273H）蛋白半衰期的影响；B-HST、PS341 单用或联用对 HT29 细胞中 mutp53（R273H）

蛋白表达的影响；C-HST、Nutlin-3a 单用或联用对 HT29 细胞中 mutp53（R273H）蛋白表达的影响。 

A-effect of HST on half-life of mutp53 (R273H) protein in HT29 cells detected by CHX-chase assay; B-effect of HST, PS341 alone or in combination on 

mutp53 (R273H) protein expression in HT29 cells; C-effect of HST, Nutlin-3a alone or in combination on mutp53 (R273H) protein expression in HT29 cells. 

图 6  HST 诱导 mutp53（R273H）发生泛素-蛋白酶体降解 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  HST induces mutp53 (R273H) degradation through ubiquitin proteasome pathway ( x s , n = 3) 

削弱 HST 引起的 mutp53（R273H）蛋白降解（P＜

0.05、0.01，图 6-B、C），表明 HST 能够诱导 mutp53

（R273H）发生 MDM2 介导的泛素-蛋白酶体降解。 

3.3.3  HST 恢复 HT29 细胞 mutp53（R273H）野生

型转录功能  ChIP 实验结果显示，HST 能增强

HT29 细胞中 mutp53（R273H）与 p21 启动子结合

（P＜0.05，图 7-A）。qRT-PCR 检测结果显示，给予

HST 后，p21 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.05，

图 7-B），而 wtp53 转录激活抑制剂 PFT-α 能显著削

弱 HST 对 p21 蛋白的上调作用（P＜0.01，图 7-C）。

以上结果表明，HST 能够诱导 HT29 细胞中 mutp53

（R273H）蛋白降解，恢复其野生样转录活性。 

4  讨论 

结直肠癌是一种常见的消化道肿瘤，在所有癌

症中发病率和死亡率均位于前列。目前手术治疗仍

然是主要临床治疗策略，同时会采用奥沙利铂等药

物辅助化疗。但是临床上，患者对化疗药物产生了

不同程度的耐药[2]，而 p53 突变的结直肠癌患者的

耐药性和复发性更强[18]，因此寻找一种可以靶向突

变型 p53 的药物或许对患者的生存更加有利。迄今

为止，中药来源的天然产物在癌症治疗方面表现出

巨大的开发潜力。本研究选取 DNA 接触型 mutp53

（R273H）结直肠癌细胞，评价了 HST 的抗结直肠

癌活性和作用机制。 

 本研究结果显示，HST 可以抑制 HT29 细胞增

殖，表明 HST 具有抗 mutp53（R273H）型结直肠癌

活性。诱导细胞周期阻滞是治疗肿瘤的有效策略之

一[19]。细胞周期有 G1/S、S、G2/M、M 4 个检查点。

其中 Cyclin B 和 cdc2 是 G2/M 期的总开关，调控

G2/M 期转化[20]。本研究中，HST 能诱导 HT29 细胞

G2/M 期周期阻滞，发挥抗结直肠癌作用。 

 自噬对癌症进展发挥着双刃剑的作用。一方面，

自噬可以促进肿瘤细胞死亡，另一方面肿瘤细胞通

过自噬分解蛋白等物质可以为自身提供生长所需要

的养料[21-22]。本研究中，HST 促进了 HT29 细胞自

噬小体形成，而 HST 和 3-MA 共同作用，相比于 
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A-ChIP 实验检测 HST 对 mutp53（R273H）富集 p21 启动子的影响；B-qRT-PCR 检测 HST 对 HT29 细胞中 p21 mRNA 表达的影响；C-HST、

PFT-α 单用或联用对 HT29 细胞中 p21 蛋白表达的影响。 

A-effect of HST on DNA binding ability of mutp53 (R273H) at p21 gene promoter detected by ChIP assay; B-effect of HST on p21 mRNA expression in 

HT29 cells detected by qRT-PCR; C-effect of HST, PFT-α alone or in combination on p21 protein expression in HT29 cells. 

图 7  HST 恢复 HT29 细胞 mutp53（R273H）野生型转录功能 ( x s , n = 2) 

Fig. 7  HST restores wild-type-like transcriptional properties of mutp53 (R273H) in HT29 cells ( x s , n = 2)

HST 单用组，细胞存活率有所恢复，表明 HST 诱导

HT29 细胞自噬是其发挥抗结直肠癌作用的重要因

素之一。但其对自噬溶酶体功能、自噬流的作用及

分子机制还有待进一步阐明。 

与 wtp53 相比，mutp53 的一个显著特点是半衰

期长，这可能是由于 mutp53 泛素化降解受到抑制

所引起[23]。MDM2 是 E3 泛素化连接酶，可以诱导

p53 发生泛素蛋白酶体降解。在正常细胞中，p53 与

MDM2 之间存在负反馈调节。当 p53 发生突变时，

由于 p53 不能激活 MDM2 而失去了反馈调节机制，

这可能也是 mutp53 蛋白在细胞内不断累积并且获

得促肿瘤能力的潜在原因之一[24]。本研究中，HST

缩短了 HT29 细胞 mutp53（R273H）的半衰期，下

调了 mutp53（R273H），蛋白酶体抑制剂 PS341 和

MDM2 抑制剂 Nutlin-3a 均能削弱 HST 该活性，表

明 HST 能诱导 HT29 细胞中 mutp53（R273H）发生

MDM2 介导的泛素化蛋白酶体降解。由于 p53 突变

位点通常位于其 DNA 结合结构域上，导致 mutp53

蛋白失去其野生型转录活性，从而失去肿瘤抑制功

能。本研究发现 HST 能增强 HT29 细胞中 mutp53

（R273H）与 p21 启动子结合，恢复野生样转录活性。

因此，HST 对 HT29 细胞的抗结直肠癌作用机制可

能是基于 HST 促进 mutp53（R273H）蛋白降解并恢

复野生型转录功能。 

综上，HST 可能通过促进 mutp53（R273H）蛋

白降解并恢复野生型转录功能而对 mutp53

（R273H）型结直肠癌细胞发挥抗癌作用，本研究为

进一步开发 HST 为抗结直肠癌药物先导物提供理

论依据。 
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