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葫芦素Ｅ对人结肠癌细胞Ｃａｃｏ２增殖与迁移的影响及其作用机制
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　　［摘要］　目的　研究葫芦素Ｅ（ＣｕＥ）对人结肠癌细胞Ｃａｃｏ２增殖与迁移的影响，并探讨ＣｕＥ作用
的分子机制。方法　 用０．００１、０．０１、０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ的ＣｕＥ分别处理培养的 Ｃａｃｏ２细胞，ＣＣＫ８法
检测细胞增殖能力，采用划痕实验及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室细胞跨膜实验检测细胞迁移能力，荧光法检测细胞
Ｆａｃｔｉｎ与Ｇａｃｔｉｎ相对含量，激光共聚焦显微镜观察细胞骨架 Ｆａｃｔｉｎ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测 ｃｏｆｉｌｉｎ、
ｐｃｏｆｉｌｉｎ、ＬＩＭＫ２及ｐＬＩＭＫ２蛋白表达。结果　 ＣＣＫ８法、划痕实验与 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ跨膜实验显示：０．１、１、
１０μｍｏｌ／Ｌ的ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞的增殖与迁移均具有明显的抑制作用（Ｐ＜０．０５），并呈现出剂量与时
间依赖性；荧光法表明０．１μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｕＥ能增加 Ｃａｃｏ２细胞 Ｇａｃｔｉｎ含量（Ｐ＜０．０５），引起 Ｆａｃｔｉｎ／
Ｇａｃｔｉｎ的动态平衡失调，并在０．１μｍｏｌ／Ｌ的ＣｕＥ处理１、２、６、１２、２４ｈ后，对细胞骨架Ｆａｃｔｉｎ有明显的
破坏作用，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，不同浓度ＣｕＥ处理Ｃａｃｏ２细胞后，ｃｏｆｉｌｉｎ、ｐｃｏｆｉｌｉｎ及ｐＬＩＭＫ２的蛋白
表达明显降低（Ｐ＜０．０５），而ＬＩＭＫ２表达与对照组比较无明显差异。结论　 ＣｕＥ可能通过抑制ＬＩＭＫ／
ｃｏｆｉｌｉｎ信号通路而损害细胞骨架ａｃｔｉｎ，从而导致结肠癌Ｃａｃｏ２细胞的增殖与迁移受到抑制。
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｉｎＥ；Ｃａｃｏ２ｃｅｌｌｓ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；Ｆａｃｔｉｎ；Ｇａｃｔｉｎ；ＬＩＭｄｏｍａｉｎ

ｋｉｎａｓｅ２；ｃｏｆｉｌｉｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨｕａｎｇＪｉａｊｕｎ，Ｔｅｌ：８６２３６８４８５１６１，Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｊｉａｊｕｎ１９６４＠１６３．ｃｏｍ

　　结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤，严重危害人类
健康，其发病率在发达的欧美国家仅次于肺癌。在我

国，随着饮食习惯、生活方式及环境因素等的变化，结

肠癌发病率呈明显上升趋势［１］。目前结肠癌治疗手

段包括手术治疗、放射治疗、化学药物治疗、免疫治疗、

基因治疗等，尽管近年来在结肠癌治疗上已取得了较

大的进步，但总体疗效及预后仍然不佳［２］。结肠癌的

发病原因和机制较复杂，涉及多种基因与蛋白的改变，

细胞增殖与周期的异常，细胞凋亡机制受到抑制及

Ｗｎｔ等多条信号转导通路失调等［３］。因此，探索新型

的高效低毒的靶向抗癌药物对结肠癌的药物治疗显得

非常重要。

　　葫芦素Ｅ（ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｉｎＥ，ＣｕＥ）是葫芦素家族的重
要成员。有研究表明，ＣｕＥ能明显抑制卵巢癌、肝癌、
乳腺癌等多种肿瘤细胞的增殖、迁移和诱导其凋亡，被

认为是极具潜力的抗肿瘤药物［４－７］。但是，目前关于

ＣｕＥ的抗肿瘤分子机制仍未完全阐明。众所周
知［８－１１］，细胞骨架微丝肌动蛋白（ａｃｔｉｎ）与诸多细胞活
动过程如增殖、凋亡、运动、分泌等密切相关，而肌动蛋

白又以纤维状肌动蛋白（Ｆａｃｔｉｎ）与球状肌动蛋白
（Ｇａｃｔｉｎ）动态平衡形式存在，并受丝切蛋白（ｃｏｆｉｌｉｎ）
及其上游信号分子 ＬＩＭ激酶（ＬＩＭＫ）组成的 ＬＩＭＫ／
ｃｏｆｉｌｉｎ信号通路的调控。因此，本研究以培养的人结
肠癌细胞株Ｃａｃｏ２为模型，研究ＣｕＥ对结肠癌细胞增
殖与迁移的影响，并从 ＬＩＭＫ／ｃｏｆｉｌｉｎ信号通路角度探
讨其分子作用机制，为ＣｕＥ治疗结肠癌提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　人结肠癌细胞株 Ｃａｃｏ２由中国科学院上海细胞
研究所提供，ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，胰蛋
白酶购自ＢＢＩ公司，胎牛血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，细
胞培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，多功能读板仪购自
Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＣＣＫ８试剂盒购自碧云天生物科技有限
公司，倒置荧光显微镜为日本奥林巴斯产品，８μｍ孔

径的２４孔板 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ购自美国 ｃｏｒｎｉｎｇ公司，ＤＵ８００
核酸蛋白分析仪购自美国贝克曼公司，４８８ＤＮａｓｅＩ和
５９４ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＴＣＳＳＰ５型激光
共聚焦显微镜购自德国 Ｌｅｉｃａ公司，βａｃｔｉｎ、ｃｏｆｉｌｉｎ、ｐ
ｃｏｆｉｌｉｎ抗体购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，ＬＩＭＫ２、ｐＬＩＭＫ２抗
体购自Ａｂｃａｍ公司，超敏ＥＣＬ化学发光试剂盒购自美
国ＧＥ公司，聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜为 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司
产品，ＵＤ２０１型组织细胞超声细胞破碎仪购自日本
ＴＯＭＹ公司，ＴＧＬ１６Ｇ台式离心机购自中国湘仪离心
机公司，ＲＣＤＣ蛋白测定试剂盒、蛋白测定试剂盒、蛋
白电泳试剂、电泳仪、电转仪及ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ型凝胶图
像分析系统均购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司。ＣｕＥ购自宝鸡
市晨光生物科技有限公司，用ＤＭＳＯ配制成０．０２ｍｏｌ／Ｌ
的储存液，－２０℃保存备用。
１．２　检测指标与方法
１．２．１　细胞培养　　人结肠癌细胞株 Ｃａｃｏ２的培养
参照文献方法［１２－１３］，用含１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ
链霉素、１０％胎牛血清、２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺、１ｍｍｏｌ／Ｌ
非必需氨基酸、ｐＨ为７．４的ＤＭＥＭ培养液于５％ＣＯ２、
３７℃的饱和湿度培养箱中进行培养，每２～３天换液
１次，待细胞生长到约８０％汇合时，用０．２５％胰蛋白
酶及０．５３ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ液常规消化细胞，按１∶３比例
传代培养。

１．２．２　ＣＣＫ８法检测 ＣｕＥ对细胞增殖的影响　　
Ｃａｃｏ２细胞常规消化并计数，分别以２×１０４／ｍＬ的密
度接种于９６孔培养板，过夜使其贴壁。分为空白组、
对照组和 ＣｕＥ处理组，每组设 ３个复孔。空白组加
１００μＬ培养液，对照组加入终体积分数为 ０．０５％
ＤＭＳＯ溶液，ＣｕＥ处理组分别加入终浓度为 ０．００１、
００１、０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ的ＣｕＥ溶液１００μＬ，分别培养
２４、４８、７２ｈ后。每孔加入１０μＬ的 ＣＣＫ８溶液，继续
培养箱孵育１ｈ，用酶标仪４５０ｎｍ波长处测定光密度
值Ｄ（４５０）。
１．２．３　划痕法检测ＣｕＥ对细胞迁移的影响　　参照
文献［１４］方法稍加改进，即将Ｃａｃｏ２细胞接种在２４孔
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板中，待细胞贴壁长满后用２００μＬ无菌枪头进行划
痕，ＤＭＥＭ培养液淋洗１次。分为对照组与不同剂量
ＣｕＥ组。分别在０、２４、４８ｈ及７２ｈ时测量划痕距离并
拍照。

１．２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室跨膜检测 ＣｕＥ对细胞迁移的影
响　　将Ｃａｃｏ２细胞常规消化，用无血清ＤＭＥＭ制备
细胞悬液，按 ５×１０５／ｍＬ的密度接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上
室，每孔１００μＬ，分为对照组与ＣｕＥ处理组，对照组下
室加５００μＬ无血清ＤＭＥＭ，ＣｕＥ处理组分别加入终浓
度为 ０．００１、０．０１、０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｕＥ溶液
５００μＬ（用无血清ＤＭＥＭ稀释），每组设３个复孔。培
养箱中培养２４ｈ后。取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，弃去培养
液，ＰＢＳ洗１遍，甲醇室温固定３０ｍｉｎ，将小室膜风干，
０．１％结晶紫室温染色２０ｍｉｎ，用医用棉签轻轻擦去上
室内的细胞，ＰＢＳ洗２遍。显微镜下观察，选５个视野
拍照，并计数。

１．２．５　荧光法检测ＣｕＥ对细胞ａｃｔｉｎ动态平衡的影响
　　将Ｃａｃｏ２细胞按１×１０５／ｍＬ的密度接种到９６孔
板，每孔 １００μＬ。待细胞生长至约 ８０％汇合时，用
０１ｍｍｏｌ／ＬＣｕＥ处理，并设对照组，继续培养箱孵育
２４、４８及 ７２ｈ。ＰＢＳ洗 １次，４％ＰＦＡ固定 １５ｍｉｎ，
０１％Ｔｒｉｔｏｎ打孔１５ｍｉｎ，２．５％ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗３次，分别用４８８ＤＮａｓｅＩ（０．１６５μｍｏｌ／Ｌ）、５９４鬼笔
环肽（０．３μｍｏｌ／Ｌ）标记１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，用多功能
读板仪分别在激发光５７８ｎｍ、发射光６００ｎｍ及激发
光４９５ｎｍ、发射光５１９ｎｍ波长处测定荧光强度，依荧
光强度计算 Ｆａｃｔｉｎ、Ｇａｃｔｉｎ相对含量及 Ｆａｃｔｉｎ／Ｇ
ａｃｔｉｎ相对含量的比值。
１．２．６　荧光标记法检测ＣｕＥ对细胞骨架Ｆａｃｔｉｎ的影
响　　Ｆａｃｔｉｎ的荧光标记法参照文献［１５］，将 Ｃａｃｏ２
细胞接种于鼠尾胶原包被的无菌载玻片上，细胞生长

至约８０％汇合时，用０．１μｍｏｌ／Ｌ的ＣｕＥ处理细胞，并
设正常对照组。培养２４ｈ后用 ＰＢＳ洗１次，４％ＰＦＡ
固定１５ｍｉｎ，０．１％Ｔｒｉｔｏｎ打孔１５ｍｉｎ，２．５％ＢＳＡ封闭
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，最后用５９４鬼笔环肽（０．３μｍｏｌ／Ｌ）
标记Ｆａｃｔｉｎ，１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，滴加抗荧光衰减试
剂，用１∶１甘油／ＰＢＳ封片，激光共聚焦显微镜下观察
并拍照。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣｕＥ对 ｃｏｆｉｌｉｎ、ｐｃｏｆｉｌｉｎ、
ＬＩＭＫ２及ｐＬＩＭＫ２蛋白表达的影响　　参照文献［１６－
１７］方法进行，以 βａｃｔｉｎ作内参。方法简述如下：将
Ｃａｃｏ２细胞接种于６孔板培养，待细胞长满后，分别加
入新鲜培养液或不同浓度的 ＣｕＥ，继续培养２４ｈ。弃

培养液并用冷 ＰＢＳ洗１次后，加入细胞裂解液收集细
胞，超声破碎仪破碎细胞提取蛋白。经４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清液沸水煮５ｍｉｎ。取等量蛋白进行
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，并转移至 ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂奶
粉封闭ＰＶＤＦ膜１ｈ。分别与相应一抗于４℃孵育过
夜，用ＴＢＳＴ漂洗１５ｍｉｎ／次×４次后，分别与相应二抗
室温孵育 １ｈ，用 ＴＢＳＴ漂洗 ４次。加入化学发光液
（ＧＥ公司），用 ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ系统采集化学发光信
号，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析结果。
１．３　统计学分析
　　数据以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析，
２组间比较采用ｔ检验，多组间数据分析采用单因素方
差分析。

２　结果

２．１　ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞增殖的影响
　　ＣＣＫ８检测结果显示（图１）：在０．００１、０．０１、０．１、
１、１０μｍｏｌ／Ｌ５种剂量中，０．００１μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｕＥ对细
胞增殖抑制作用不明显（Ｐ＞０．０５），而０．０１、０．１、１、
１０μｍｏｌ／Ｌ的ＣｕＥ作用２４、４８ｈ及７２ｈ时，对细胞增
殖均有显著的抑制作用（Ｐ＜０．０５），随着剂量与作用
时间的延长，抑制作用也随之增加。ＣｕＥ作用２４、４８ｈ
及７２ｈ的ＩＣ５０分别是９．２２、０．３５与０．１９μｍｏ／Ｌ，抑制
作用总体呈现出剂量及时间依赖性。这表明 ＣｕＥ对
Ｃａｃｏ２细胞增殖有明显抑制作用。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
图１　ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞增殖的影响

２．２　ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞迁移的影响
２．２．１　划痕实验检测ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞迁移能力的
影响　　０．００１及０．０１μｍｏｌ／Ｌ的ＣｕＥ对细胞迁移的
影响较小，在各时相点均与对照无显著差异（Ｐ＞
００５）；但０．１、１及１０μｍｏｌ／Ｌ的ＣｕＥ则明显抑制２４、
４８及７２ｈ时的细胞迁移（Ｐ＜０．０５），尤其当ＣｕＥ剂量
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达到１或１０μｍｏｌ／Ｌ时，细胞基本不发生迁移，两剂量
的ＣｕＥ处理７２ｈ后，划痕距离分别为处理前原划痕距
离的９８．１２％与９８．０１％（图２）。
２．２．２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室跨膜实验验证ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细
胞迁移的影响　　结果见图３、４，与上述划痕实验结

果相一致，０．００１、０．０１μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｕＥ组细胞跨膜数
量较多，与对照组比较无统计差异（Ｐ＞０．０５），而０．１、
１、１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｕＥ组，细胞跨膜数量逐渐减少，１、
１０μｍｏｌ／Ｌ的ＣｕＥ组与对照组比较有统计学差异（Ｐ＜
００５）。表明ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞迁移有抑制作用。
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图２　ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞迁移能力的影响
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图３　不同剂量ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞跨膜迁移的影响
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１：对照组；２～６：分别为０００１、００１、０１、１、１０μｍｏｌ／ＬＣｕＥ组
ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移数量变化

２．３　ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞ａｃｔｉｎ含量及动态平衡的影响
　　根据上述的细胞增殖及迁移结果，我们进一步选
用 ０．１μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｕＥ，观察了 ＣｕＥ对 Ｃａｃｏ２细胞
ａｃｔｉｎ动态平衡的影响。如表 １所示，与对照组的 Ｆ
ａｃｔｉｎ相对含量相比较，０．１μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｕＥ处理２４ｈ
后，Ｆａｃｔｉｎ相对含量增加，但４８及７２ｈ后又接近对照
水平。而 Ｇａｃｔｉｎ相对含量的变化与 Ｆａｃｔｉｎ不同，与
对照组的Ｇａｃｔｉｎ相对含量相比较，０．１μｍｏｌ／Ｌ的ＣｕＥ
处理２４ｈ后，Ｇａｃｔｉｎ相对含量增加（Ｐ＜０．０５），至４８、

７２ｈ后更显著增加，接近对照水平的２倍（Ｐ＜００１）。
以对照细胞 ａｃｔｉｎ动态平衡即 Ｆａｃｔｉｎ／Ｇａｃｔｉｎ相对含
量的比值为１．０计算，０．１μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｕＥ处理２４、４８
及７２ｈ后 Ｆａｃｔｉｎ／Ｇａｃｔｉｎ相对含量的比值分别为
０８９、０．５６及０．５３，这些表明 ＣｕＥ能增加 Ｇａｃｔｉｎ含
量，引起Ｆａｃｔｉｎ与Ｇａｃｔｉｎ的动态平衡失调。

表１　ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞Ｆａｃｔｉｎ和Ｇａｃｔｉｎ相对
含量的影响（珋ｘ±ｓ）

Ｆａｃｔｉｎ Ｇａｃｔｉｎ
时间

对照组 ０．１μｍｏｌ／ＬＣｕＥ组 对照组 ０．１μｍｏｌ／ＬＣｕＥ组
２４ｈ１．０００±０．０００ １．３８８±０．６９５ １．０００±０．０００ １．５５１±０．２６７ａ

４８ｈ１．０００±０．０００ １．０９３±０．４１４ １．０００±０．０００ １．９３１±０．４０３ｂ

７２ｈ１．０００±０．０００ １．０３４±０．５９６ １．０００±０．０００ １．９４６±０．３１５ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

２．４　ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞骨架Ｆａｃｔｉｎ的影响
　　荧光标记 Ｆａｃｔｉｎ结果如图 ５所示，０ｈ（即对照
组）细胞骨架Ｆａｃｔｉｎ呈清晰可见的丝状纤维状相连分
布，但０．１μｍｏｌ／Ｌ的ＣｕＥ处理１、２、６、１２、２４ｈ后，细胞
骨架 Ｆａｃｔｉｎ逐渐发生明显变化，分布不清晰，出现丝
束断裂、棒状及溶解等现象。这表明ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细
胞骨架Ｆａｃｔｉｎ有明显的破坏作用。
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图５　０．１μｍｏｌ／ＬＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞骨架Ｆａｃｔｉｎ的影响
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２．５　ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞ｃｏｆｉｌｉｎ、ｐｃｏｆｉｌｉｎ、ＬＩＭＫ２及 ｐ
ＬＩＭＫ２蛋白表达的影响

　　蛋白免疫印迹结果如图６所示，０．００１、０．０１μｍｏｌ／Ｌ
的ＣｕＥ处理 Ｃａｃｏ２细胞２４ｈ对 ｃｏｆｉｌｉｎ及 ｐｃｏｆｉｌｉｎ蛋
白表达的影响较小，与对照相比较无明显差异（Ｐ＞
００５）；但 ０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｕＥ处理 ２４ｈ后，
ｃｏｆｉｌｉｎ及 ｐｃｏｆｉｌｉｎ蛋白表达均明显降低，尤其是 ｐ
ｃｏｆｉｌｉｎ降低更显著（Ｐ＜０．０５）。
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１：对照组；２～６：分别为０００１、００１、０１、１、１０μｍｏｌ／ＬＣｕＥ组
图６　各组ｃｏｆｉｌｉｎ、ｐｃｏｆｉｌｉｎ蛋白表达变化

　　又进一步观察了 ＣｕＥ对 ｃｏｆｉｌｉｎ上游信号分子
ＬＩＭＫ２及磷酸化型ＬＩＭＫ２蛋白表达的影响，结果见图
７。与对照相比较，５种剂量的ＣｕＥ处理２４ｈ对ＬＩＭＫ２
蛋白表达均无明显影响（Ｐ＞０．０５），但它们对磷酸化
型ＬＩＭＫ２蛋白表达均有不同程度的抑制作用，并与
ＣｕＥ剂量有关，０．００１μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｕＥ抑制作用最弱，
而 １０μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｕＥ抑制作用最强，其中 ０．１、１、
１０μｍｏｌ／Ｌ的ＣｕＥ处理组与对照组比较具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。
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１：对照组；２～６：分别为０００１、００１、０１、１、１０μｍｏｌ／ＬＣｕＥ组
图７　ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞ＬＩＭＫ２及ＰＬＩＭＫ２蛋白表达的影响

３　讨论

　　葫芦素系主要从葫芦科植物中提取的一类四环三
萜类化合物，具有广泛的药理学作用，如抗炎、抗肿瘤、

保肝等［７］。已知的葫芦素家族成员有多种，ＣｕＥ是其
中的重要一员。既往的研究发现，ＣｕＥ能明显抑制卵
巢癌、肝癌、乳腺癌等多种肿瘤细胞的增殖、迁移和诱

导其凋亡，具有明显的抗肿瘤作用，被认为是极具潜力

的抗肿瘤药物［４－７］。但是，目前对 ＣｕＥ是否对结肠癌
也有作用尚不清楚，这主要是相关研究资料少。为此，

我们利用人结肠癌细胞株 Ｃａｃｏ２，首先研究了 ＣｕＥ对
体外培养的 Ｃａｃｏ２细胞增殖及迁移的影响。结果表
明，ＣｕＥ对Ｃａｃｏ２细胞增殖及迁移均有明显的抑制作
用，并呈现出剂量与时间依赖性。这与近期有关 ＣｕＥ

抑制卵巢癌、肝癌、乳腺癌细胞增殖与迁移的结果相类

似［４－６］。但ＣｕＥ是否能抑制在体结肠癌的生长，目前
还不清楚，我们今后将利用荷瘤实验予以证实。

　　目前有关 ＣｕＥ抑制肿瘤细胞增殖与迁移的分子
机制尚不完全清楚。有研究表明［５］，ＣｕＥ是通过影响
细胞周期而发挥抑制作用，ＣｕＥ通过上调 ｐ２１蛋白表
达及下调细胞周期蛋白依赖性激酶 ＣＤＫ１的蛋白表
达，干扰细胞周期的进程，使细胞周期阻滞于 Ｇ２／Ｍ
期，从而抑制肿瘤细胞增殖。新近的研究发现［１８］，

ＣｕＥ诱导人膀胱癌 Ｔ２４细胞的细胞周期阻滞于 Ｇ２／Ｍ
期可能与ＳＴＡＴ３ｐ５３ｐ２１信号通路有关。最新的研究
表明，ＣｕＥ引起喉癌及鼻咽癌细胞阻滞于 Ｇ２／Ｍ期与
其抑制周期蛋白 Ｂ１及细胞周期蛋白依赖性激酶
ＣＤＣ２表达有关［１９］；ＣｕＥ也可能是通过诱导 Ｍｅｎｉｎ蛋
白表达而抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路而发挥作
用［２０］。但是，除这些分子机制外，是否还有其他机制

介导ＣｕＥ的作用呢？目前的研究认为［８－１０］，细胞骨架

微丝ａｃｔｉｎ在细胞的许多活动如增殖、凋亡、运动、分泌
等的调控中具有重要作用，而ａｃｔｉｎ又处于聚合与解聚
的动态平衡，即以 Ｆａｃｔｉｎ与 Ｇａｃｔｉｎ动态平衡形式存
在，并与肿瘤的生长及侵袭转移等密切相关。在发现

ＣｕＥ能明显抑制 Ｃａｃｏ２结肠癌细胞增殖及迁移的基
础上，我们又观察了 ＣｕＥ对 Ｃａｃｏ２细胞骨架 ａｃｔｉｎ的
影响。结果表明，在对Ｃａｃｏ２细胞增殖与迁移能力均
能同时显著抑制的最低剂量（０．１μｍｏｌ／Ｌ）时，ＣｕＥ处
理Ｃａｃｏ２细胞２４ｈ即能明显引起 Ｆａｃｔｉｎ／Ｇａｃｔｉｎ的
动态平衡失调，并对细胞骨架Ｆａｃｔｉｎ具有明显的破坏
作用。这些结果提示，ＣｕＥ可能是通过影响细胞骨架
ａｃｔｉｎ而抑制结肠癌细胞增殖与迁移。
　　我们又进一步探讨了 ＣｕＥ影响细胞骨架 ａｃｔｉｎ的
分子机制，重点研究了 ＣｕＥ对在 ａｃｔｉｎ动态平衡调控
中具有极其重要的作用的 ＬＩＭＫ／ｃｏｆｉｌｉｎ信号通路的影
响。目前已知［８－１０，２１－２２］，细胞骨架 ａｃｔｉｎ聚合与解聚
的动态平衡直接受到ｃｏｆｉｌｉｎ的调控。作为一种重要的
ａｃｔｉｎ结合蛋白，ｃｏｆｉｌｉｎ的基本功能是解聚Ｆａｃｔｉｎ，抑制
Ｇａｃｔｉｎ的聚合，调控Ｆａｃｔｉｎ／Ｇａｃｔｉｎ的转换，是细胞骨
架ａｃｔｉｎ解聚和重构的重要调控因子。ｃｏｆｉｌｉｎ活性主
要取决于自身 Ｎ末端第３位丝氨酸残基 Ｓｅｒ３磷酸化
状态，而Ｓｅｒ３磷酸化又主要受上游信号分子 ＬＩＭＫ的
调控，ＬＩＭＫ被磷酸化而激活后进一步引起 ｃｏｆｉｌｉｎ的
Ｓｅｒ３磷酸化，导致 ｃｏｆｉｌｉｎ失活，从而提高 Ｆａｃｔｉｎ的稳
定性。我们的结果表明，ＣｕＥ处理 Ｃａｃｏ２细胞２４ｈ即
能引起ｃｏｆｉｌｉｎ及磷酸化型 ｃｏｆｉｌｉｎ蛋白表达明显降低，
尤其是磷酸化型 ｃｏｆｉｌｉｎ降低更显著。关于 ＣｕＥ引起
Ｃａｃｏ２细胞ｃｏｆｉｌｉｎ蛋白表达降低的机制目前尚不清
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楚，有文献表明［２３］，ＣｕＥ能抑制核转录因子 ＮＦｋＢ的
活性，因此，我们推测可能与 ＣｕＥ影响某些转录因子
的转录活性，从而抑制ｃｏｆｉｌｉｎ基因表达有关，但需进一
步研究证实。此外，ＣｕＥ对磷酸化型 ＬＩＭＫ２蛋白表达
也有明显的抑制作用，并呈现出剂量依赖性。与我们

的结果相似，Ｎａｋａｓｈｉｍａ等［２４］也发现 ＣｕＥ通过抑制白
血病Ｕ９３７细胞株ｃｏｆｉｌｉｎ磷酸化而引起Ｆａｃｔｉｎ／Ｇａｃｔｉｎ
比值降低，其作用明显强于 ＣｕＩ。因此，我们认为 ＣｕＥ
可能是通过抑制结肠癌细胞 ＬＩＭＫ磷酸化而降低
ｃｏｆｉｌｉｎ磷酸化水平。但 ＣｕＥ是直接还是间接调控
ＬＩＭＫ磷酸化，目前尚不清楚，需进一步深入研究。
　　综上所述，ＣｕＥ对结肠癌细胞 Ｃａｃｏ２的增殖与迁
移具有明显抑制作用，其分子机制可能与其抑制

ＬＩＭＫ／ｃｏｆｉｌｉｎ信号通路，从而引起影响细胞骨架 ａｃｔｉｎ
有关。
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