
书书书

文章编号：１０００５４０４（２０１２）２３２３９９０４ 论著

ｍＴＯＲ信号通路介导黄芩苷抑制人结肠癌细胞的增殖
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　　［摘要］　目的　探讨黄芩苷抑制人结肠癌细胞（ＨＣＴ１１６）增殖的分子机制。方法　 采用ＭＴＴ比色法检测不同浓度
的黄芩苷（０．０１～１００μｇ／ｍｌ）对体外培养的 ＨＣＴ１１６细胞增殖的抑制作用；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析检测被黄芩苷干预的
ＨＣＴ１１６细胞的增殖相关蛋白的表达。结果　 与对照组比较，浓度为１～１００μｇ／ｍｌ的黄芩苷处理组明显抑制 ＨＣＴ１１６
细胞的增殖（Ｐ＜０．０５）。用 １００μｇ／ｍｌ黄芩苷处理后，增殖相关的蛋白 ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、Ｓ６、ｅＩＦ４Ｅ表达明显下调（Ｐ＜
００５），４ＥＢＰ１表达明显上调。ｐｍＴＯＲ（Ｓｅｒ２４４８）、ｐＳ６（Ｓｅｒ２３５／２３６）、ｐ４ＥＢＰ１（Ｔｈｒ３７／４６）的磷酸化水平下降（Ｐ＜
００５）。结论　 黄芩苷能通过抑制ｍＴＯＲ信号通路来抑制人结直肠癌ＨＣＴ１１６细胞的增殖。
　　［关键词］　 黄芩苷；人结直肠癌ＨＣＴ１１６细胞；增殖；ｍＴＯＲ信号通路
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　　哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，
ｍＴＯＲ）信号通路是转导细胞内外的营养，生长因子及
环境压力的信号通路。ｍＴＯＲ是重要的调节细胞生长
中心调节器，在许多人类肿瘤中都会发生ｍＴＯＲ的功能
失调［１］。由于各种因素使得ｍＴＯＲ活化，表达异常，功
能失调，在肿瘤的发生、发展中起着重要的作用。抑制

ｍＴＯＲ信号通路的活化已成为肿瘤治疗的新策略。
　　近年来研究发现，黄芩苷作为一种黄酮类成分具

有抗肿瘤作用，主要表现为抑制肿瘤细胞增殖、促进凋

亡等方面［２］，但其分子机制仍不清楚。本研究通过黄

芩苷处理人结肠癌细胞 ＨＣＴ１１６后，检测细胞内
ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白的表达变化，细胞增殖的变
化，以探讨黄芩苷通过介导 ｍＴＯＲ信号通路的转导从
而抑制人结肠癌细胞ＨＣＴ１１６的这一分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＨＣＴ１１６细胞株购自南京凯基生物科技发展有限公司；
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ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清的购于 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司，黄芩苷购于西安飞达有限公司，四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）
购自 Ｓｉｇｍａ公司，雷帕霉素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ）购自 Ｓｉｇｍａ公司，
ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、Ｓ６、ｐｍＴＯＲ（Ｓｅｒ２４４８）、ｐＳ６（Ｓｅｒ２３５／２３６）、
ｐ４ＥＢＰ１（Ｔｈｒ３７／４６）等单克隆抗体购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，
ｅＩＦ４Ｅ单克隆抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＨＲＰ标记的山羊抗鼠
ＩｇＧ二抗、ＨＲＰ标记的山羊抗兔ＩｇＧ二抗购自中杉金桥。

１．２　主要溶液配制
　　黄芩苷用 ＤＭＥＭ培养液稀释成１ｍｇ／ｍｌ的浓度，分装后
－２０℃ 避光保存备，雷帕霉素用纯乙醇配制为１００μｇ／ｍｌ的
浓度，分装后－２０℃保存备用。

１．３　细胞培养
　　ＨＣＴ１１６细胞在含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养基、
３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度条件的孵箱中培养，待细胞生长至培养
瓶表面积约８０％时，用０．２５％胰蛋白酶和０．０２％ＥＤＴＡ的胰酶
消化传代，选用对数生长期细胞进行实验。

１．４　实验分组
　　实验分为对照组（含１０％胎牛血清及的 ＤＭＥＭ培养液 ＋
ＨＣＴ１１６细胞）；黄芩苷组（含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液＋
ＨＣＴ１１６细胞＋黄芩苷）；雷帕霉素干预组（含１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养液＋ＨＣＴ１１６细胞＋雷帕霉素），黄芩苷的终浓度为
１００μｇ／ｍｌ，雷帕霉素的浓度为１００ｎｇ／ｍｌ。

１．５　ＭＴＴ法测定ＨＣＴ１１６细胞的增殖
　　取对数生长期的细胞，用２．５ｇ／Ｌ胰酶消化，加入培养液调
整细胞密度为 ２×１０３／ｍｌ，接种于 ３块 ９６孔培养板，每孔
１００μｌ。常规培养２４ｈ后，吸弃培养液和未贴壁细胞，更换为
含不同浓度的药物的培养液，每孔加入各组溶液１００μｌ，每个
浓度种５个复孔。标准条件下分别孵育２４、４８、７２ｈ后，向每孔
内加入２０μｌＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍｌ），继续培养４ｈ。倒置显微镜
下观察ＭＴＴ结晶状况，然后倒弃孔内上清液，并小心吸干，最
后每孔内加入１５０μｌ二甲基亚砜，轻轻地振荡１０ｍｉｎ后，在酶
标仪下测定光密度值［Ｄ（４９０）］，取５孔平均值，获取最佳增殖
密度和培养时间。

１．６　细胞总蛋白提取与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
　　根据实验设计的分组培养以后收集细胞，用预冷ＰＢＳ洗涤
３次后，将细胞重悬于裂解液中，冰浴３０ｍｉｎ，使细胞充分裂
解。４℃，８０００×ｇ离心５ｍｉｎ，收集上清液，进行蛋白质定量。
各组取等量蛋白质，经８％、１０％、１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，半干
转膜至ＰＶＤＦ膜上，封闭后。与一抗结合，４℃ 摇床过夜；ＴＢＳＴ
洗涤后与二抗结合反应，同上洗涤，用ＥＣＬ发光显色后在 Ｘ线
洗片机（ＨＱ３２０ＸＴ）上曝光检测，采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６．２软件
进行图像分析，并计算目的蛋白与βａｃｔｉｎ蛋白的比值。

１．７　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　黄芩苷ＨＣＴ１１６细胞增殖活性的影响
　　由表１可见，实验组中加入０．０１～１００μｇ／ｍｌ的黄芩苷，对

ＨＣＴ１１６细胞的增殖有一定的抑制作用。２４ｈ时，从１μｇ／ｍｌ
浓度的黄芩苷起即显示出明显的抑制增殖的作用；４８、７２ｈ时，
０．１～１００μｇ／ｍｌ浓度的黄芩苷组，与对照组比较，都具有极显
著性差异（Ｐ＜０．０１），且有明显的剂量依赖性。同时可见，雷帕
霉素组对细胞的增殖也有明显的增殖抑制作用，与对照组比较

具有显著差异（Ｐ＜０．０５）。并且在 ２４～７２ｈ范围内，显示
１００μｇ／ｍｌ浓度的黄芩苷抑制增殖作用最强，与同期对照组比
较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　黄芩苷对ＨＣＴ１１６细胞的增殖活性的影响（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

组别　　　 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
对照组 ０．５４０±０．００６ ０．６２６±０．０１７ ０．７４５±０．０２３
０．０１μｇ／ｍｌ黄芩苷组 ０．５２５±０．０１３ ０．５８１±０．０１５ ０．７２９±０．０２６
０．１μｇ／ｍｌ黄芩苷组 ０．５０６±０．０２７ ０．５６９±０．０１６ａ ０．７１４±０．０２５
１μｇ／ｍｌ黄芩苷组 ０．４４９±０．０４０ａ ０．５３２±０．０１２ａ ０．６９１±０．０２６ａ

１０μｇ／ｍｌ黄芩苷组 ０．３６１±０．００９ａ ０．４５５±０．０１９ａ ０．５９１±０．０５３ａ

１００μｇ／ｍｌ黄芩苷组 ０．３２３±０．０１９ａ ０．３５８±０．０１６ａ ０．５２７±０．０１４ａ

１００ｎｇ／ｍｌ雷帕霉素组 ０．３２５±０．０１２ａ ０．３５２±０．００９ａ ０．４６９±０．０２３ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．２　黄芩苷对ｍＴＯＲ信号通路增殖相关蛋白表达的
影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，经 １００μｇ／ｍｌ的黄芩苷处理后，
ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、Ｓ６、ｅＩＦ４Ｅ蛋白表达量与对照组比较明显减少
（Ｐ＜０．０５），而４ＥＢＰ１与对照组比较蛋白表达量增加；与雷帕
霉素处理组相比较作用一致。见图１、表２。
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１：对照组；２：１００μｇ／ｍｌ黄芩苷组；３：１００ｎｇ／ｍｌ雷帕霉素组
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＣＴ１１６细胞中ｍＴＯＲ信号通路增殖蛋白

ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、Ｓ６、ｅＩＦ４Ｅ、４ＥＢＰ１的表达

表２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＣＴ１１６细胞中ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、Ｓ６、ｅＩＦ４Ｅ、
４ＥＢＰ１蛋白的表达（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

组别　　　 ｍＴＯＲ蛋白 ｐ７０Ｓ６Ｋ蛋白 Ｓ６蛋白 ｅＩＦ４Ｅ蛋白 ４ＥＢＰ１蛋白

对照组 ０．９７±０．０２ ０．９３±０．０３ ０．９６±０．０２ ０．９９±０．０２ １．４６±０．０６

１００μｇ／ｍｌ黄芩苷组 ０．８１±０．０２ａ０．６８±０．０４ａ０．７９±０．０３ａ０．８７±０．０４ａ１．９４±０．０３ａ

１００ｎｇ／ｍｌ雷帕霉素组 ０．６４±０．０５ａ０．６１±０．０３ａ０．５４±０．０５ａ０．６３±０．０８ａ１．４９±０．０２ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．３　不同作用时间黄芩苷对 ｍＴＯＲ通路增殖相关蛋
白的磷酸化水平的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，经１００μｇ／ｍｌ的黄芩苷处理的在０、
１５、３０、６０ｍｉｎ的ｐｍＴＯＲ（Ｓ２４４８）、ｐｐ７０Ｓ６Ｋ（Ｔ４２１／Ｓ４２４）、ｐＳ６
（Ｓ２３５／２３６）、ｐ４ＥＢＰ１（Ｔ３７／４６）的磷酸化随着时间的变化而下
降，尤其在３０、６０ｍｉｎ与对照组相比较下降显著（Ｐ＜０．０５），且
呈时间依赖性。见图２、表３。
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１：对照组（０μｇ／ｍｌ黄芩苷）６０ｍｉｎ；２～５：１００μｇ／ｍｌ黄芩苷组０、
１５、３０、６０ｍｉｎ
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＣＴ１１６细胞中ｍＴＯＲ通路增殖相关蛋白

磷酸化的变化

表３　ＨＣＴ１１６细胞中 ｍＴＯＲ通路增殖相关蛋白的磷酸化水平
（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

组别
ｐｍＴＯＲ

（Ｓ２４４８）

ｐｐ７０Ｓ６Ｋ

（Ｔ４２１／Ｓ４２４）

ｐＳ６

（Ｓ２３５／２３６）

ｐ４ＥＢＰ１

（Ｔ３７／４６）

对照组 １．１３±０．０１ １．０９±０．０１ ０．８６±０．０２ ０．９５±０．０２
１００μｇ／ｍｌ黄芩苷组（０ｍｉｎ） １．０９±０．０５ １．０２±０．０１ ０．８３±０．０６ ０．９７±０．０３
１００μｇ／ｍｌ黄芩苷组（１５ｍｉｎ） ０．９６±０．０１ａ０．８３±０．０１ａ０．６５±０．０１ａ０．６０±０．０３ａ

１００μｇ／ｍｌ黄芩苷组（３０ｍｉｎ） ０．８２±０．０１ａ０．６６±０．０２ａ０．５２±０．０２ａ０．５２±０．０２ａ

１００μｇ／ｍｌ黄芩苷组（６０ｍｉｎ） ０．５６±０．０２ａ０．５４±０．０１ａ０．４１±０．０１ａ０．３９±０．０２ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

３　讨论

　　黄芩苷是唇形科植物黄芩中提取的一种黄酮类化
合物，具有解热、降压、保肝、抗菌等作用。近年的研究

发现黄芩苷具有抗肿瘤作用，其机制与诱导细胞凋亡，

抑制细胞增殖等作用有关［３－４］。而黄芩苷影响细胞增

殖的机制尚不清楚，本实验证实，黄芩苷通过影响

ｍＴＯＲ信号通路相关的蛋白表达的下调，抑制ＨＣＴ１１６
细胞的增殖。

　　哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，
ｍＴＯＲ）是一种从酵母到哺乳动物高度保守的丝氨酸／
苏氨酸的蛋白激酶［５－６］。在细胞内参与基因转录，蛋

白质翻译，核糖体合成，细胞凋亡等多种生物学功能，

是多种重要的信号转导枢纽［７－８］。近年来的研究显

示，ｍＴＯＲ的功能失调与多种肿瘤的形成密切相关［９］。

并且ｍＴＯＲ在直结肠癌中呈现出高表达［１０］。黄芩苷

对多种肿瘤细胞生长均有抑制作用，我们的研究设计

了不同浓度的黄芩苷对 ＨＣＴ１１６细胞增殖的影响；并
探讨了黄芩苷抑制 ＨＣＴ１１６的细胞增殖的其分子机
制。本实验中我们给予不同浓度的黄芩苷（０．０１、
０１、１、１０、１００μｇ／ｍｌ）干预ＨＣＴ１１６细胞，发现黄芩苷
在１～１００μｇ／ｍｌ的浓度范围对 ＨＣＴ１１６细胞的抑制
作用都较明显，其中１００μｇ／ｍｌ浓度抑制作用最明显，
并且呈剂量依赖性。与雷帕霉素组比较，对 ＨＣＴ１１６
细胞的增殖抑制作用基本一致。由此我们认为黄芩苷

对ＨＣＴ１１６细胞的增殖的抑制作用可能是通过抑制
ｍＴＯＲ信号通路实现的。在ｍＴＯＲ信号通路中核糖体
Ｓ６蛋白激酶（Ｓ６Ｋ）和真核生物起始因子４Ｅ结合蛋白１
（４ＥＢＰ１）是其下游的两个重要的调节器［１１］。Ｓ６Ｋ１
主要影响蛋白质的合成；ｅＩＦ４Ｅ是真核细胞翻译起始
复合物的亚单位之一，结合于 ｍＲＮＡ的 ５′Ｃａｐ，４Ｅ
ＢＰ１与 ｅＩＦ４Ｅ的帽端结合，抑制翻译起始。ｍＴＯＲ使
４ＥＢＰ１磷酸化而失活，使４ＥＢＰ１与ｅＩＦ４Ｅ解离，游离
的ｅＩＦ４Ｅ与ｅＩＦ４Ｇ、ｅＩＦ４Ｂ、ｅＩＦ４Ａ结合形成ｅＩＦ４Ｆ起始
复合物，结合到 ｍＲＮＡ的５′Ｃａｐ，促进帽状依赖翻译
的起始［１２－１３］。ｍＴＯＲ可使４ＥＢＰ１的４个位点发生磷
酸化，其中有两个位点是对雷帕霉素敏感的位点，可被

雷帕霉素抑制［１４－１５］。另外在 ｍＴＯＲ信号通路中
ｅＩＦ４Ｅ是癌基因编码的蛋白，在许多肿瘤中包括我们
所研究的ＨＣＴ１１６肿瘤细胞中都存在有ｍＴＯＲ信号通
路的过度活化。因此抑制 ＨＣＴ１１６肿瘤细胞的 ｍＴＯＲ
信号通路的过度活化成为抑制肿瘤生长的策略。从而

我们进一步设计了黄芩苷干预后 ｍＴＯＲ信号通路的
相关蛋白表达的调控的变化。本实验中，我们给予

１００μｇ／ｍｌ的黄芩苷干预 ＨＣＴ１１６细胞，检测 ｍＴＯＲ、
ｐ７０Ｓ６Ｋ、Ｓ６、ｅＩＦ４Ｅ、４ＥＢＰ１相关蛋白的表达，发现
ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、Ｓ６、ｅＩＦ４Ｅ的表达明显减少，同时与
ｅＩＦ４Ｅ结合后能抑制翻译起始的４ＥＢＰ１的表达被上
调。而４ＥＢＰ１在肿瘤形成的相关信号通路中起着重
要的作用［１６］。因此我们认为黄芩苷是通过 ｍＴＯＲ信
号通路实现抑制ＨＣＴ１１６细胞的增殖。
　　为了进一步证实黄芩苷的这一作用机制，本实验
采用雷帕霉素（ｍＴＯＲ的一种特异性抑制剂）处理细胞
后对ｍＴＯＲ信号通路的抑制作用与黄芩苷作用组相
比较。检测ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、Ｓ６、ｅＩＦ４Ｅ、４ＥＢＰ１的表达
以及ｐｍＴＯＲ（Ｓｅｒ２４４８）、ｐＳ６（Ｓｅｒ２３５／２３６）、ｐｐ７０Ｓ６Ｋ
（Ｔｈｒ４２１／Ｓｅｒ４２４）、ｐ４ＥＢＰ１（Ｔｈｒ３７／４６）的磷酸化水平
的变化。雷帕霉素是一种新型大环内酯类免疫抑制

剂，其作用的靶蛋白是 ｍＴＯＲ，具有明确的抗肿瘤作
用［１７］。研究显示，雷帕霉素通过抑制ｍＴＯＲ复合物中
ｍＴＯＲＣ１的下游的核糖体蛋白 Ｓ６，抑制蛋白合成，同
时能抑制细胞增殖［１８－２０］。这些结果显示 ｍＴＯＲ、
ｐ７０Ｓ６Ｋ、Ｓ６、ｅＩＦ４Ｅ的表达明显减少，４ＥＢＰ１的表达被
上调；ｐｍＴＯＲ（Ｓｅｒ２４４８）、ｐＳ６（Ｓｅｒ２３５／２３６）、ｐ７０Ｓ６Ｋ
（Ｔｈｒ４２１／Ｓｅｒ４２４）、ｐ４ＥＢＰ１（Ｔｈｒ３７／４６）的磷酸化水平
均在不同程度地被抑制。因此，黄芩苷对 ＨＣＴ１１６细
胞有与雷帕霉素相似的肿瘤抑制作用。但黄芩苷是否

也与雷帕霉素一样对 ｍＴＯＲ复合物中的 ｍＴＯＲＣ２不
起作用，仍不清楚，还有待于进一步的研究。

　　综上所述，本实验研究了黄芩苷对 ＨＣＴ１１６细胞
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的抑制作用的机制是通过 ｍＴＯＲ信号通路的介导，这
为黄芩苷的抗肿瘤作用提供了合理的有意义的理论基

础。其确切的作用机制尚需要动物实验及临床研究进

一步证实。
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２　讨论

　　血栓通又名三七总皂苷，系由三七的叶中分离提取的三七
总苷制成的注射剂，具有活血化淤、活络以及抑制血小板聚集

和增加脑血流量的作用。临床上广泛用于脑血栓形成、脑梗

死、冠心病、心绞痛。

　　血栓通注射液致药疹近两年常有报道［１－２］，其具体机制尚

不清楚。张冰等［３］认为，血栓通致药疹可能是其中某些未知成

分激活了皮肤组织的Ｈ１受体，从而引起组胺释放，导致皮肤反
应性增高。张金华［４］认为，可能是血栓通中存留某些大分子物

质，这些物质进入机体后可成为抗原或半抗原，刺激机体产生

相应抗体，从而引起变态反应。

　　本组２例患者从静滴血栓通注射液到出现过敏反应的潜
伏期分别为２ｄ和１周，说明血栓通所致药疹发病较快。血栓
通引起的药疹除了皮疹表现外，还可伴有胸闷、气短、心悸，口

服抗组胺药很难取得满意疗效，说明血栓通引起的药疹属于

中、重度药疹，常需住院治疗。

　　治疗方面，以静滴复方甘草酸苷注射液辅以口服抗组胺药
和外用药的综合治疗，通常于１周内取得满意疗效。使用复方
甘草酸苷注射液治疗血栓通所致的中、重度药疹，比系统使用

糖皮质激素更安全，后者的诸如消化道出血、骨质疏松、股骨头

坏死等副作用，基本可以避免，故值得在临床中推广。
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