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目的
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探讨竹节香附素
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$抑制
2X;$$)

细胞的增殖及其相关机制&方法
!

利用四甲基偶氮

唑蓝"

T;;

$检测
9:

对
2X;$$)

细胞的增殖抑制#流式细胞术"

LXT

$检测
9:

对细胞凋亡的影响#透射电镜

观察
9:

诱导自噬#

d=+A=<,EI"A

检测凋亡%自噬相关蛋白表达&结果
!

9:

能够明显抑制
2X;$$)

细胞的增

殖!并呈浓度%时间依赖性&透射电镜观察到双层膜自噬体的存在#

LXT

显示
9:

能够诱导
2X;$$)

细胞凋

亡!且随着浓度的增大凋亡率增加&

d=+A=<,EI"A

检测显示!自噬相关蛋白
3=?I#,.$

%微管相关蛋白
$

轻链
'

"

_X'

$表达增高#抑制凋亡蛋白
3?I.1

表达减少#而促凋亡蛋白
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!凋亡相关蛋白
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%
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$表达增加#

9:\:

靶蛋白"

8;49

$信号通路中
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蛋白表达增加!磷酸化
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"
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$蛋白表达减少&加入
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通路抑制剂雷帕霉素"
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能够抑制肠癌细胞
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的增
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大肠癌包括结肠癌和直肠癌#是较常见的消化道

恶性肿瘤#在美国癌症统计工作组统计
$(((U1%%/

年美国癌症发病率和死亡率时#发现其发病率和死亡

率在恶性肿瘤中分别列第
0

位和第
1

位+根据中国

健康状况调查等统计发现#国内大肠癌发病率略低于

欧美#其发病率和死亡率在恶性肿瘤中均列第
7

70/$

重庆医学
1%$/

年
7

月第
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卷第
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位'

$

(

+在大肠癌的综合治疗中#手术是惟一具有根治

效果的治疗方案#但多数患者在确诊时#已处于进展

期#化疗在进展期大肠癌治疗中扮演重要角色+然

而#化疗耐药和药物不良反应#限制了其疗效'

$

(

#所以

寻找新的低毒抗肿瘤药物是临床迫切的需要+竹节

香附素
:

$

<>!!=>,#,:

#

9:

&是从竹节香附$又名银莲

花#两头尖&中分离出的一种三萜皂苷#-医方歌括.最

早记载了两头尖可治疗乳腺癌+现代药理研究已证

实
9:

具有明显的抗肿瘤,抗炎,解热镇痛,抗惊厥,

镇静等作用'

1.-

(

+本课题组前期研究已经证实
9:

能

够抑制胃癌细胞增殖和侵袭转移#并能诱导胃癌细胞

自噬和凋亡'

/.(

(

+本实验旨在探讨
9:

能否抑制

2X;$$)

细胞的增殖,诱导细胞自噬和凋亡#并探讨

其可能机制+

@

!

材料与方法

@&@

!

材料

@&@&@

!

试剂及细胞株
!

9\TP.$)0%

细胞培养基$含

双抗&及胎牛血清$

L35

&购自美国
2

C

?"I",

公司%

9:

购自中国药品生物制品检定所$批号!

$0$$$'

&%四甲

基偶氮唑蓝$

T;;

&#购自美国
5#

G

8>

公司$批号!

T1$1/

&%

:,,=F#,.[

"

\P

凋亡试剂盒购自美国
36

公

司$批号!

77)70-

&%雷帕霉素$

9:\:

&,

&

.>?A#,

,

3=?I#,.

$

,微管相关蛋白
$

轻链
'

$

_X'

&,

3?I.1

,

3>F

,

?>+

D

+>=.

'

,聚二磷酸腺苷核糖多聚酶$

\:9\

&,

9:\:

靶蛋白

$

8;49

&,磷酸化
8;49

$

D

.8;49

&一抗及二抗#购

自美国
X5;

公司+人结肠癌细胞株
2X;$$)

由上海

生物研究所提供+

@&@&A

!

仪器
!

:X1.05$

超洁净工作台,

;@=<8"X4

1

恒温培养箱,

V_F/%%

酶标仪#购自美国
3#";=O

公

司%倒置荧光显微镜购自德国
Q=,>

公司%

QV4_.$%$%

型透射电镜$

;VT

&购自日本
QV4_

公司%

X)

型流式

细胞仪购自美国
36

公司%

T#,#\.0

型垂直电泳仪购

自美国伯乐公司%化学发光成像仪购自美国
_P.X49

公司+

@&A

!

方法

@&A&@

!

细胞株培养
!

人结肠癌细胞株
2X;$$)

培养

于含
$%WL35

的
9\TP.$)0%

培养基中#置于
'-]

#

含
7WX4

1

,完全饱和湿度的培养箱中培养+

@&A&A

!

T;;

实验
!

取对数生长期的人肠癌

2X;$$)

细胞#以
/%%%

个"孔接种于
()

孔板中#每组

设
)

个复孔#培养
10@

+对照组,溶剂对照组,实验组

分别每孔
$%%

'

_

的完全培养液,

$f

二甲亚砜$

6T.

54

&,不同浓度的
9:

$

$

,

1

,

0

,

/

,

$)

'

8"I

"

_

&培养不同

的时间$

$1

,

10

,

')

,

0/@

&#每孔加入
T;;

溶液
1%

'

_

$

78

G

"

8_

&+继续孵育
0@

后弃上清液#每孔加入

$7%

'

_6T54

#避光振荡
7

%

$%8#,

#酶标仪
0(%,8

处测吸光度$

ID

&+重复检测
'

次#计算抑制率!

抑制率
g

$

$UID

实验组"
ID

对照组&

$̂%%W

@&A&B

!

;VT

实验
!

将细胞种植于培养皿中培养
10

@

后加入含
9:

$

0

'

8"I

"

_

&的完全培养液#再培养
$1

@

#消化收集细胞#

1&7W

戊二醛固定液固定后制片#然

后进行
;VT

观察+

@&A&E

!

流式细胞术$

LXT

&实验
!

2X;$$)

细胞种植

于
)

孔板中培养
10@

#对照组加入完全培养基#实验

组分别加入不同浓度的
9:

$

1

,

0

,

/

'

8"I

"

_

&#继续孵

育
$1@

+收集各组细胞#

\35

冲洗后重悬于
7%%

'

_

3#,!#,

G

3HBB=<

中#分别加入
:,,=F#,[.LP;X

和
\P

各
7

'

_

#避光振荡
$%8#,

后上机进行检测+

@&A&F

!

d=+A=<,EI"A

实验
!

将细胞种植于
)

孔板中#

仅选择
9:0

,

/

'

8"I

"

_

两个浓度#大体观察
9:

对自

噬与凋亡相关蛋白趋势变化的影响+收集细胞总蛋

白#采用
3<>!B"<!

法测定各样本蛋白水平+每组取

1%

'

G

上样#分别用
$1W

,

$%W

十二烷基硫酸钠
.

聚丙

烯酰胺凝胶电泳$

565.\:RV

&#用湿转法转膜+后

7W

牛血清清蛋白$

35:

&室温封闭
$@

#一抗
0]

孵育

过夜+洗膜缓冲液$

;35;

&洗膜
'

次后#二抗室温孵

育
$@

#

;35;

洗膜
'

次后使用化学发光成像仪进行

条带分析#

&

.>?A#,

作为内参+

@&B

!

统计学处理
!

采用
5\55$)&%

统计学软件进行

统计学分析#计量资料以
Jh@

表示#组间比较采用单

因素方差分析#检验水准为
(

g%&%7

+以
'

$

%&%7

为

差异有统计学意义+

A

!

结
!!

果

A&@

!

9:

对
2X;$$)

细胞增殖的影响
!

9:

能够明

显抑制
2X;$$)

细胞增殖+不同浓度的
9:

$

$

,

1

,

0

,

/

,

$)

'

8"I

"

_

&作用于
2X;$$)

细胞不同的时间$

$1

,

10

,

')

,

0/@

&#其抑制率随着浓度增加,作用时间延长

而增大#

9:

对
2X;$$)

细胞的抑制作用呈现浓度,

时间 依 赖 性 $图
$

&+当
9: $

'

8"I

"

_

作 用 于

2X;$$)

细胞
$1@

时#其抑制率为$

'(&%/h1&'%

&

W

#

作用
0/@

时抑制率为$

)-&/0h%&1'

&

W

#当
9:$)

'

8"I

"

_

作用
0/@

时抑制率为$

(%&$%h$&1$

&

W

#各实

验组抑制率与对照组比较差异均有统计学意义$

'

$

%&%7

&%而溶剂对照组抑制率与对照组比较差异无统

计学意义$

'

%

%&%7

&+镜下观察#随着
9:

给药浓度

的增大#细胞皱缩#细胞间的空隙逐渐增大,数量逐渐

减少#形态也由原来的多触角逐渐变圆#细胞活力下

降#逐渐趋于死亡#见图
1

+

!!

>

!

'

$

%&%7

#与对照组比较

图
$

!!

9:

对肠癌
2X;$$)

细胞增殖抑制的影响
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重庆医学
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年
7

月第
0-

卷第
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期
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!对照组%

3

!

9:1

'

8"I

"

_

%

X

!

9:0

'

8"I

"

_

%

6

!

9:/

'

8"I

"

_

图
1

!!

T;;

观察各组肠癌
2X;$$)

细胞形态%

1̂%%

'

!!

:

!

;VT

$

1̂(%%

#箭头处为自噬体&%

3

!

;VT

$

$̂/7%%

#箭头处为自噬体&%

X

!各组自噬相关蛋白表达

图
'

!!

9:

对
2X;$$)

细胞自噬及自噬相关蛋白的影响

图
0

!!

LXT

检测各组肠癌
2X;$$)

细胞凋亡情况

A&A

!

9:

对
2X;$$)

细胞自噬的影响
!

;VT

结果

显示#

9:

作用于细胞
$1@

后#在电镜下$

%

'

个视野&

可观察到双层膜自噬体$图
':

,

3

&#而对照组中未找

到自噬体+

d=+A=<,EI"A

结果显示#随着给药剂量的

增加#

3=?I#,.$

蛋白表达逐渐增加#

_X'

!

蛋白逐渐减

少#而
_X'

"

逐渐增加$图
'X

&+

_X'

分别以
_X'

!

和
_X'

"

的形式存在#

_X'

!

在胞质中经过泛素化与

磷脂酰乙醇胺$

\V

&结合#形成
_X'

"

#定位于自噬体

膜上#是自噬体的标志分子#随自噬体的增多而增多#

_X'

"

的水平或
_X'

"

"

_X'

!

的比值#与自噬体的数

量呈正相关+

A&B

!

9:

对
2X;$$)

细胞凋亡的影响
!

LXT

结果

显示#当
9:1

'

8"I

"

_

作用于细胞时#早期凋亡率为

$

$%&'%h$&17

&

W

#晚期凋亡率为$

1&'%h%&/-

&

W

%当

9:/

'

8"I

"

_

作用于细胞时#早期凋亡率增加至

$

1)&/%h1&%'

&

W

#晚期凋亡率增加至$

$%&/%h

$&%'

&

W

$图
0

&+

d=+A=<,EI"A

结果显示#随着给药剂

量的增加#抗凋亡蛋白
3?I.1

逐渐递减#而促凋亡蛋白

3>F

逐渐增加#凋亡标志性蛋白
X>+

D

>+=.'

,

\:9\

被

剪切成
XI=>N=!.?>+

D

>+=.'

,

XI=>N=!.\:9\

#见图
7

+

图
7

!!

各组肠癌
2X;$$)

细胞凋亡相关蛋白表达

A&E

!

8;49

通路对
9:

诱导的自噬及凋亡的影响
!

d=+A=<,EI"A

检测结果显示#

8;49

蛋白表达增加#

而
D

.8;49

蛋白表达递减$图
):

&+使用
8;49

通

路抑制剂
9:\:

$

$%%,8"I

"

_

&后#自噬相关蛋白
3=.

?#,.$

,

_X'

表达增加#凋亡率增加#凋亡标志性蛋白

XI=>N=!.?>+

D

>+=.'

,

XI=>N=!.\:9\

也增加#见图
)3

,

X

+

-0/$

重庆医学
1%$/

年
7

月第
0-

卷第
$0

期



!!

:

!各组细胞
8;49

蛋白表达%

3

!

LXT

检测各组
2X;$$)

细胞自噬情况%

X

!各组
2X;$$)

细胞凋亡相关蛋白表达

图
)

!!

8;49

通路对
9:

诱导的自噬及凋亡的影响

B

!

讨
!!

论

!!

近年来关于自噬的研究已经成为热门#

425a.

TP

'

$%

(也因阐述了自噬的机制而荣获
1%$)

年诺贝尔

生理及医学奖+研究发现#自噬调控机制的失调可能

与肿瘤的发生,发展有重要的联系#一方面#自噬通过

参与清理受损的线粒体和过氧化物酶体#促进细胞分

化#和$或&增加自噬性死亡发挥抗肿瘤作用%另一方

面#肿瘤细胞通过自噬不断适应变化的生长条件#使

侵袭及转移过程中的肿瘤细胞有效逃脱凋亡的威胁#

在各种恶劣环境下得以存活'

$$

(

+

细胞发生凋亡通常可以分为
'

个阶段!$

$

&启动

阶段#由各种诱因进入细胞#启动细胞凋亡程序%$

1

&

效应阶段#通过调节促凋亡因子与抗凋亡因子来决定

是否发生凋亡%$

'

&执行阶段#凋亡细胞表现出凋亡所

特有的形态学特征和生化特点!

6M:

断裂,核固缩,

核碎裂,核溶解#以凋亡小体形成和
X>+

D

>+=

激活为

特征#最后被吞噬细胞的溶酶体降解'

$1

(

+

自噬与凋亡同属于程序性细胞死亡#为主动死

亡#但在形态,分子机制,生化指标方面均存在不同#

有研究发现#出现大量自噬小体的细胞#用
X>+

D

>+=

抑制剂不能阻止细胞死亡#而利用自噬抑制剂
'.

甲基

腺嘌呤却能阻止细胞死亡#说明自噬性死亡不同于凋

亡'

$'

(

+自噬与凋亡虽然是两个不同的过程#但越来越

多的研究提示#二者确实存在一些共同的调节因子#

如
3?I.1

#

3=?I#,.$

+

3?I.1

等抑凋亡因子可以通过

32'

结构域与
3=?I#,.$

结合而影响其活性#而
3=?I#,.

$

又是调节自噬的重要靶点#因而
3?I.1

等凋亡因子

又可进一步影响自噬'

$0

(

+

SVV

等'

$7

(研究发现#

\a.

T:

和
3>F

诱导的自噬#可使损伤的线粒体被选择性

的清除#减少凋亡的应答+

本实验
T;;

结果显示#

9:

在低浓度$

$

'

8"I

"

_

&

就表现出对肠癌细胞
2X;$$)

增殖抑制作用#且这种

抑制作用随浓度的增加及作用时间的延长进一步加

强#即呈剂量
.

时间相关$图
$

&+鉴于
9:

能够明显抑

制肠癌细胞增殖#本研究推测
9:

能否诱导自噬和凋

亡+为此#采用不同浓度的
9:

作用于
2X;$$)

细

胞#在
;VT

观察到双层膜自噬体的产生$图
':

,

3

&#

d=+A=<,EI"A

也证实
3=?#,.$

,

_X'

蛋白表达增加$图

'X

&#说明
9:

能够诱导
2X;$$)

细胞自噬+

LXT

结

果显示随着
9:

浓度的增大#细胞凋亡率逐渐增高

$图
0

&%

d=+A=<,EI"A

结果也证实凋亡标志性蛋白

XI=>N=!.?>+

D

>+=.'

,

X=>N=!.\:9\

表达增高$图
7

&#提

示
9:

能剂量依赖性地诱导肠癌
2X;$$)

细胞凋亡+

本研究证实了
9:

能够诱导
2X;$$)

细胞自噬

和凋亡#猜想
9:

是通过调控某条信号通路#来实现以

上抗肿瘤药效+而关于自噬和凋亡的调控#关注较多的

是
8;49

信号通路+

8;49

作为磷脂酰肌醇$

D

@"+.

D

@>A#!

C

I#,"+#A"I'.O#,>+=

#

\P'Z

&相关激酶$

D

@"+

D

@>A#.

!

C

I#,"+#A"I'.O#,>+=.<=I>A=!

D

<"A=#,O#,>+=+

#

\PZZ

&家

族成员的一员#是一种进化保守的丝氨酸苏氨酸蛋白

激酶$

:Z;

&#作为
:Z;

通路的下游效应分子#以及

作为氨基酸,三磷酸腺苷酸和激素的感受器#与肿瘤

细胞增殖,细胞周期,蛋白合成,细胞自噬等密切相

关'

$)

(

#现已发现许多肿瘤如乳腺癌,前列腺癌,肺癌中

都有
8;49

信号通路的调节异常'

$-

(

+

本实验发现#

9:

作用于细胞后#

8;49

蛋白表

达增多#而
D

.8;49

蛋白表达减少$图
):

&+而当使

用了
8;49

通路抑制剂
9:\:

后#自噬相关蛋白

3=?#,.$

,

_X'

表达增加+细胞凋亡率较
9:

,

9:\:

单独给药组也增加#且凋亡相关蛋白
XI=>N=!.?>+

D

>+=.

'

,

XI=>N=!.\:9\

表达也增加$图
)3

,

X

&#说明
9:

诱

导
2X;$$)

细胞自噬和凋亡可能是通过调控
8;49

通路实现的+

基于以上实验结果#本研究认为
9:

可明显抑制

人肠癌
2X;$$)

细胞株的增殖#且与浓度,时间呈正

相关%而调控
8;49

信号通路#可能是
9:

发挥诱导

细胞自噬和凋亡药理作用潜在的分子机制+结合前

期相关研究结果#可以推测
9:

可能是一个潜在的有

/0/$

重庆医学
1%$/

年
7

月第
0-

卷第
$0

期



效的抗肿瘤药物#而目前研究主要集中在体外实验#

期待更进一步的动物实验,临床实验获取更多更高级

别的证据支持+
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