
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１５０７０８３

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号与吴茱萸碱抑制人结肠癌细胞增殖的关系研究

陈振华，任春美，万仁圣，潘　月，伍秋香，袁霜雪，王东旭，黄　军，何百成，孙文娟　　（４０００１６重庆，重庆医科
大学药学院药理学教研室，重庆市生物化学与分子药理学重点实验室）

　　［摘要］　目的　研究吴茱萸碱（Ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ，Ｅｖｏ）对结肠癌ＬｏＶｏ细胞增殖的抑制作用及可能的分
子机制。方法　采用结晶紫染色分析Ｅｖｏ（０、０．５、１、２、４μｍｏｌ／Ｌ）对ＬｏＶｏ细胞的增殖抑制作用；应用流
式细胞术分析Ｅｖｏ（０、０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ）对ＬｏＶｏ细胞凋亡的促进作用；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析 Ｅｖｏ（０、０．５、
１μｍｏｌ／Ｌ）对ＬｏＶｏ细胞中增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）及 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表
达水平的影响；利用缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）荧光素酶报告质粒检测
Ｅｖｏ（０、０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ）对ＨＩＦ１α转录活性的影响。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析Ｅｖｏ（０、０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ）
对ＬｏＶｏ细胞中ＨＩＦ１α、Ａｋｔ１／２和磷酸化Ａｋｔ１／２蛋白水平的影响。结果　与对照组相比，Ｅｖｏ明显抑
制ＬｏＶｏ细胞增殖，下调ＰＣＮＡ蛋白水平，促进ＬｏＶｏ细胞凋亡；报告质粒统计结果显示，Ｅｖｏ呈浓度依赖
性降低ＨＩＦ１α荧光素酶报告质粒活性（Ｅｖｏ为０．５μｍｏｌ／Ｌ时，Ｐ＜０．０５；Ｅｖｏ为１μｍｏｌ／Ｌ或２μｍｏｌ／Ｌ
时，Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，Ｅｖｏ能够明显降低 ＨＩＦ１α蛋白水平，下调 Ａｋｔ１／２磷酸化水
平。结论　Ｅｖｏ能够抑制ＬｏＶｏ细胞增殖并促进凋亡，其机制可能与 Ｅｖｏ下调 ＨＩＦ１α蛋白表达，抑制
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导相关。
　　［关键词］　 吴茱萸碱；细胞增殖；结肠癌；细胞凋亡；缺氧诱导因子１α；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
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Ｅｖｏｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１α，Ａｋｔ１／２，ａｎｄｐＡｋｔ１／２
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ；

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１３７２１２０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳｕｎＷｅｎｊｕａｎ，Ｅｍａｉｌ：１１１５４９４６０５＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　茱萸碱（Ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ，Ｅｖｏ）是从芸香科植物吴茱萸
［Ｅｖｏｄｉａｒｕｔａｅｃａｒｐａ（Ｊｕｓｓ．）Ｂｅｎｔｈ］的近成熟果实中分
离出的一种生物碱，临床可用于治疗胃肠道功能紊乱、

头痛和产后出血等疾病［１］。增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒ
ａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）是细胞增殖启动的重
要调节因子，其蛋白水平反应细胞的增殖状态。半胱

氨酸天冬氨酸蛋白酶（Ｃａｓｐａｓｅ）属于半胱氨酸蛋白水
解酶类，在细胞的凋亡、坏死及炎症反应中具有重要重

用。近年研究表明，Ｅｖｏ具有较强的抗肿瘤活性，对多
种肿瘤细胞具有抑制增殖作用，如肺癌、乳腺癌、胃癌

和结肠癌细胞等［２－３］，但其具体的分子机制目前仍不

十分清楚。目前，化疗是结肠癌临床治疗的一种重要

方式，但由于化疗药物的细胞毒性及结肠癌的转移等

因素［４］，寻找低细胞毒性及基因靶向药物依旧是研究

热点。实体瘤由于血管微环境异常造成血液供氧不足

或 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路活化，导致缺氧诱导因子１α
（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）在肿瘤组织
中高表达［５］。ＨＩＦ１α能够招募特定的转录共激活因
子并与ＨＩＦ１β形成有功能的转录复合体，与其效应元
件结合，调节与癌细胞增殖、血管生成、侵袭和转移等

有关的基因表达［６］。文献报道，在结肠癌细胞中降低

ＨＩＦ１α表达可促进结肠癌细胞凋亡，减少上皮细胞
间充质转化（ＥＭＴ）过程［７］。Ｅｖｏ抑制结肠癌细胞的增
殖作用是否与抑制 ＨＩＦ１α表达有关，目前尚不清楚。
本研究检测Ｅｖｏ对ＬｏＶｏ细胞增殖和凋亡的影响，并分
析这种作用与ＨＩＦ１α的关系，为将Ｅｖｏ作为抗肿瘤药
物或辅助抗肿瘤药物治疗结肠癌提供实验与理论基础。

１　材料与方法

１．１　试剂及细胞培养
　　吴茱萸碱购自西安昊轩生物科技有限公司（纯度
≥９９％），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自北京索莱宝科技有
限公司，胎牛血清购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＨＩＦ１α荧光素酶报告质粒
（ｐＨＩＦＬｕｃ，由芝加哥大学何通川教授惠赠），人结肠
癌ＬｏＶｏ细胞株购自ＡＴＣＣ（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌ
ｌｅｃｔｉｏｎ）。细胞培养使用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培
养基（含１０５Ｕ／Ｌ青霉素，０．１ｇ／Ｌ链霉素，北京索莱宝
科技有限公司），培养条件为３７℃、５％ＣＯ２。
１．２　结晶紫染色检测细胞增殖
　　取对数生长期 ＬｏＶｏ细胞接种于２４孔板，待细胞

贴壁后加入不同浓度Ｅｖｏ（０．２５、０．５、１、２、４μｍｏｌ／Ｌ）［８］，
每个浓度设３个平行复孔，并设空白溶剂对照组。药
物作用２４、４８、７２ｈ后，弃培养基，用ＰＢＳ清洗孔板，每
孔加结晶紫饱和溶液２００μＬ，室温孵育２０ｍｉｎ。移去
结晶紫工作液，用 ＰＢＳ清洗３次，室温下将孔板晾干
后扫描。

１．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶＥＧＦＰ双染法检测细胞凋亡
　　取对数生长期ＬｏＶｏ细胞接种于６孔板，待细胞贴
壁后加入不同浓度 Ｅｖｏ（０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ），２４ｈ后丢
弃培养基，ＰＢＳ洗涤 ２次，收集细胞。按 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＥＧＦＰ细胞凋亡试剂盒说明进行操作，通过流式细胞
仪检测，分析细胞凋亡率。

１．４　荧光素酶报告质粒检测ＨＩＦ１α转录活性
　　取对数生长期 ＬｏＶｏ细胞接种于 Ｔ２５瓶，细胞贴
壁后用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染 ＨＩＦ１α报告质粒（ｐＨＩＦ
Ｌｕｃ）３μｇ，４ｈ换液。１２ｈ后将细胞消化重新种于２４孔
板，待细胞贴壁后，用 Ｅｖｏ（０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ）处理细
胞。２４ｈ后，裂解细胞，收集裂解液，并按照试剂盒操
作说明进行荧光素酶活性测定。用 ＢＣＡ法测定裂解
液总蛋白浓度（校正荧光素酶活性）。每组实验重复

３次，结果取平均值。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　取对数生长期ＬｏＶｏ细胞接种于６孔板，取对数生
长期ＬｏＶｏ细胞接种于６孔板，Ｅｖｏ（０、０．５、１μｍｏｌ／Ｌ）
处理细胞后，于相应时间点提取ＰＣＮＡ、Ｃａｓｐａｓｅ３总蛋
白；Ｅｖｏ（０、０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞后，于相应时间
点提取 ＨＩＦ１α、Ａｋｔ１／２、ｐＡｋｔ１／２总蛋白，于１０％聚
丙烯酰胺凝胶进行电泳，实验步骤按照Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ常
规操作方法，ＥＣＬ试剂盒显影并成像。每组实验重复
３次。Ｅｖｏ（０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞，并于相应时间
点提取总蛋白，于１０％聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，实
验步骤按照Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ常规操作方法，ＥＣＬ试剂盒显
影并成像。每组实验重复３次。
１．６　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，
组间比较采用ｔ检验和单因素方差分析。

２　结果

２．１　Ｅｖｏ对ＬｏＶｏ细胞增殖的影响
　　结晶紫染色分析显示，不同浓度 Ｅｖｏ作用于 ＬｏＶｏ

３９４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）



细胞２４、４８、７２ｈ后，与对照组相比均表现出抑制ＬｏＶｏ
细胞增殖的作用，且呈浓度及时间依赖性（图 １Ａ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，Ｅｖｏ明显抑制增殖细胞核
抗原（ＰＣＮＡ）的表达水平（图１Ｂ）。提示 Ｅｖｏ具有抑
制ＬｏＶｏ细胞增殖的作用。
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Ａ：结晶紫染色分析　１：对照组；２～６：分别为０．２５、０．５、

１、２、４μｍｏｌ／ＬＥｖｏ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　１：对照组；

２、３：分别为０．５、１μｍｏｌ／ＬＥｖｏ

图１　结晶紫染色和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析Ｅｖｏ对ＬｏＶｏ细胞
增殖的影响

２．２　Ｅｖｏ对ＬｏＶｏ细胞凋亡的影响
　　ＡｎｎｅｘｉｎＶＥＧＦＰ双染流式分析显示，ＬｏＶｏ细胞
经不同浓度Ｅｖｏ（０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ后，与对
照组相比，凋亡细胞数随浓度增大而增多，呈浓度依赖

性（图２Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，与对照组相比，
Ｅｖｏ处理后各组Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平表达明显升高，呈
浓度依赖性（图２Ｂ）。表明Ｅｖｏ能明显诱导ＬｏＶｏ细胞
凋亡。

２．３　Ｅｖｏ对ＬｏＶｏ细胞中ＨＩＦ１α表达的影响
　　荧光素酶报告质粒分析显示，与对照组相比，Ｅｖｏ
对ＨＩＦ１α报告质粒的转录活性有明显抑制作用（图
３Ａ），且呈浓度依赖性增强。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，与
对照组相比，Ｅｖｏ处理后 ＬｏＶｏ细胞的 ＨＩＦ１α蛋白水
平表达明显降低，且呈现浓度依赖性（图３Ｂ）。提示
Ｅｖｏ对ＬｏＶｏ细胞中ＨＩＦ１α的表达具有抑制作用。
２．４　Ｅｖｏ对ＬｏＶｏ细胞中Ａｋｔ磷酸化的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，与对照组相比，Ｅｖｏ处理组
ＬｏＶｏ细胞中 Ａｋｔ１／２蛋白水平无明显变化；但 Ａｋｔ１／２

磷酸化水平明显降低，且呈现浓度依赖性（图４）。提
示Ｅｖｏ对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导具有明显抑制作用。
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Ａ：流式分析 　 Ａ１：对照组；Ａ２：０．５μｍｏｌ／ＬＥｖｏ；
Ａ３：１μｍｏｌ／ＬＥｖｏ；Ａ４：２μｍｏｌ／ＬＥｖｏ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
　１：对照组；２、３：分别为０．５、１μｍｏｌ／ＬＥｖｏ
图２　流式细胞术和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析Ｅｖｏ对ＬｏＶｏ细胞

凋亡的影响
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Ａ：荧光素酶报告质粒分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与
对照组比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　１：对照组；２～４：分别
为０．５、１、２μｍｏｌ／ＬＥｖｏ
图３　荧光素酶报告质粒和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析Ｅｖｏ对ＬｏＶｏ

细胞中ＨＩＦ１α表达的影响
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１：对照组；２～４：分别为０．５、１、２μｍｏｌ／ＬＥｖｏ
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析Ｅｖｏ对ＬｏＶｏ细胞中ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

信号的影响

３　讨论

　　结肠癌的高发病率和死亡率使其成为严重威胁我
国居民健康的恶性肿瘤之一。我国拥有丰富的中药资

源，从中药分离提取有效单体是寻找抗癌新药物的有

效途径之一。

　　Ｅｖｏ是吴茱萸果实中分离出的生物碱。文献报道
Ｅｖｏ对多种肿瘤细胞具有明显的增殖抑制作用，因而
成为研究新型抗癌药物的热点，但其具体机制仍不十

分清楚。本研究发现，Ｅｖｏ能够明显抑制ＬｏＶｏ细胞的
增殖及 ＰＣＮＡ表达水平，提示 Ｅｖｏ能抑制结肠癌细胞
增殖。ＡｎｎｅｘｉｎⅤ是一类广泛分布于真核细胞细胞质
内钙离子依赖的磷脂结合蛋白。在细胞发生凋亡的早

期，磷脂酰丝氨酸会外翻到细胞膜外侧，而ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
可与磷脂酰丝氨酸特异性结合。因此，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ可
作为检测细胞早期凋亡的灵敏指标之一。Ｃａｓｐａｓｅ３
作为凋亡家族的执行者，其蛋白水平表达能反映细胞

凋亡状态。本实验发现，Ｅｖｏ能明显增加 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋
白水平；流式分析结果也表明 Ｅｖｏ处理后，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
结合细胞比例明显增加。以上结果充分证实Ｅｖｏ能明
显抑制ＬｏＶｏ细胞增殖，促进细胞凋亡。
　　ＨＩＦ１α调控多种靶基因，在癌细胞增殖、能量代
谢、血管生成、侵袭、转移和耐药等方面起着重要作用。

因此本实验利用 ＨＩＦ１α荧光素酶报告质粒（ｐＨＩＦ
Ｌｕｃ）分析Ｅｖｏ对ＨＩＦ１α转录活性的影响。实验结果
显示，Ｅｖｏ能明显抑制 ＨＩＦ１α报告质粒的转录活性。
进一步研究发现，Ｅｖｏ能明显降低 ＨＩＦ１α在 ＬｏＶｏ细
胞的蛋白水平。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路异常活化是结肠
癌发生的分子机制之一。缺氧或胰岛素生长因子可通

过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，进而增强 ＨＩＦ１α蛋白稳
定性及蛋白聚集［９］。为进一步探索 Ｅｖｏ对 ＨＩＦ１α调
控的具体机制，本研究检测了 Ｅｖｏ对 ＬｏＶｏ细胞中
Ａｋｔ１／２和磷酸化 Ａｋｔ１／２蛋白水平的影响。结果显
示，Ｅｖｏ对 Ａｋｔ１／２蛋白表达水平无明显影响，但能显
著降低Ａｋｔ１／２的磷酸化水平，且呈浓度依赖性。
　　目前研究认为，Ｅｖｏ抑制癌细胞增殖和促进其凋
亡的主要机制与影响线粒体功能和调控 Ｃａｓｐａｓｅ和

Ｂｃｌ２蛋白家族的表达等有关，但其他可能的分子机制
仍不十分清楚［３，１０］。本研究结果表明，Ｅｖｏ能抑制结
肠癌ＬｏＶｏ细胞增殖，这种作用与下调 ＨＩＦ１α蛋白表
达有关；Ｅｖｏ对 ＨＩＦ１α表达的影响可能通过抑制
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导实现。但是，Ｅｖｏ抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信
号转导的机制还有待进一步研究。
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ｗａｙ［Ｊ］．ＥｘｐＴｈｅｒＭｅｄ，２０１４，７（５）：１２３７－１２４２．ＤＯＩ：
１０．３８９２／ｅｔｍ．２０１４．１５４９

［８］杨秋臖，周龙洋，刘映孜，等．小檗碱抑制 ＨＣＴ１１６细胞
生长与Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号的关系研究［Ｊ］．中国药理学
通报，２０１２，２８（９）：１２３４－１２３８．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．
１００１１９７８．２０１２．０９．０１２

［９］ＤｅｋａｎｔｙＡ，ＬａｖｉｓｔａＬｌａｎｏｓＳ，ＩｒｉｓａｒｒｉＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｎｓｕｌｉｎ
ＰＩ３Ｋ／ＴＯＲｐａｔｈｗａｙｉｎｄｕｃｅｓａＨＩＦｄｅｐｅｎｄｅｎｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ＨＩＦａｌｐｈａ／Ｓｉｍａ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＳｃｉ，２００５，１１８（Ｐｔ２３）：５４３１－
５４４１．ＤＯＩ：１０．１２４２／ｊｃｓ．０２６４８

［１０］ＦａｎｇＣ，ＺｈａｎｇＪ，ＱｉＤ，ｅｔａｌ．ＥｖｏｄｉａｍｉｎｅｉｎｄｕｃｅｓＧ２／Ｍ
ａｒｒｅｓｔａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｖｉａｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｎｄｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃ
ｕｌｕｍｐａｔｈｗａｙｓｉｎＨ４４６ａｎｄＨ１６８８ｈｕｍａｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１４，９（１２）：ｅ１１５２０４．ＤＯＩ：
１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．０１１５２０４

（收稿：２０１５０７１４；修回：２０１５０９０９）

（编辑　张　维）

５９４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）


