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CAPE对神经胶质瘤生长抑制作用研究 
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重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨咖啡酸苯乙酯(Caffeic acid phenethyl ester，CAPE)在人神经胶质瘤中的治疗作用。方法：建立裸鼠胶质瘤模 

型，观察 CAPE在体内对肿瘤 的影响。运用实时荧光定量 PCR、Western blotting检测 CAPE对胶质瘤细胞株 U251异常 

Wnt／13一catenin通路及靶基因 c—myc的影响。结果 ：通过对荷瘤鼠模型的观察，发现1：3服 CAPE可以抑制神经胶质瘤的生长。 

CAPE可以抑制 13一catenin基因 mRNA及蛋白的表达，下游靶基因c—myc的 mRNA及蛋白表达也相应降低。结论：CAPE可以抑 

制神经胶质瘤异常 Wnt／p—catenin通路中 p—catenin基因及 c—myc基因的表达，对神经胶质瘤的生长有抑制作用。 
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【Abstract】Objective：The therapic effect of caffeic acid phenethyl ester(CAPE)in neuroglioma was to be investigated in this article． 

Methods：Athymic mouse model was constructed for therapic observation when tumor was treated by CAPE in vivo．Then Real—time PCR 

was employed to detected the expressing level of c-myc and 8-catenin genes in Wnt／p—catenin signaling pathway when U25 1 cells were 

treated by CAPE．Results：CAPE could inhibit the growth of neuroglioma in athymic mouse through drug oral application．The mRNA and 

protein expression of B—catenin were inhibited．Furthermore，c-mye gene，which was the downstream of 13一eatenin gene，was also 

down—regulated after the drug treatment．Conclusion：The expressing level of B-catenin and c—myc genes were down—regu lated after 

CAPE treatment，by which the growth of neuroglioma could be inhibited． 
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神经胶质瘤是最常见的神经恶性肿瘤之一，其 

发病率呈逐年上升趋势，目前的多种治疗方法效果 

都不尽理想。神经胶质瘤治疗的关键在于寻找触发 

其发生发展的始动因素，从而采取针对性的靶向治 

疗。近年发现异常 Wnt／B—catenin通路在神经胶质 

瘤的发生发展中起着重要作用，此通路改变可能是 

肿瘤发生的机制之一。 

许多植物多酚化合物，抗氧化剂，(t)一3脂肪酸等 

对神经胶质瘤有明显的预防和治疗作用，并能提高放 

化疗敏感性，减轻放化疗对正常组织的毒性反应f11 2J。 

咖啡酸苯乙酯是一种酚类抗氧化剂，对肿瘤细胞具有 
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选择性的抑制作用，而对正常细胞几乎没有毒性作 

用。有研究发现咖啡酸苯乙l~(Caffeic acid phenethyl 

ester,CAPE)抑制大肠癌增殖 ，并呈时间及剂量依赖 

性I引，且体内CAPE明显抑制大肠癌细胞裸鼠皮下移 

植瘤的生长，但其确切机制尚不清楚。本课题旨在分 

析 CAPE在神经胶质瘤细胞株中是否抑制了异常 

Wnd B—catenin通路。并通过建立裸鼠胶质瘤模型， 

探索 CAPE对神经胶质瘤是否有治疗作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

U251细胞株购 自中国科学院典型培养物保藏委员会上 

海细胞库；裸鼠由重庆医科大学动物实验中心提供；胎牛血 
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清 ( 杭 州 赛乐 公 司 ) ；R P M I 一 1 6 4 0 培 养基 ， T R I Z O L ( 美 国 l n v i t —

r o g e n 公 司 ) ；引 物 合 成 ． R T — P C R 试 剂 盒 ， S Y B R g r e e n q P C R

M a s t e r M i x ， 连 接 试 剂 盒 ( 美 国 f e r m e n t a s 公 司 ) ；T 载 体 ， D N A

凝 胶 回 收试 剂 盒 ， D N A 产 物 纯 化 试 剂 盒 ， 质 粒 小 量 抽 提 试 剂

盒 (美 国 B i o m e d 公 司 ) ；R I P A ( 北 京 B I O M E D 公 司 ) ；13 一 c a t e n i n 、

c — m y c 蛋 白抗 体 ( 美 国 s a n t a C 13 1 Z 公 司 ) ， 化 学 发 光 试 剂 ( 杭 州

联 科 公 司 ) ；C A P E ( 德 国 ， m e r c k 公 司 ) 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 细 胞 培 养 人 神 经 胶 质 瘤 细 胞 株 U 2 5 1 培 养 于 含 1 0 ％

胎 牛 血 清 的 R P M l l 6 4 0 培养 基 中 ， 5 ％ C O ： 、 3 7
o

C 培养 。

1 ． 2 ． 2 C A P E 体 内 实 验 U 2 5 l 胶 质 瘤 细 胞 用 含 1 0 ％ 胎 牛 血

清 的 R P M l l 6 4 0 培 养 液 在 5 ％ C O ：、 3 7
~

C 培 养 箱 中常 规 培 养 传

代 。 取 4 周 龄 裸 鼠共 2 0 只 ， 随机 分 为两 组 各 1 0 只 ， 接 种 U 2 5 1

胶 质瘤 细 胞 2 × 10 a 个 于 背 部 ， 饲 养 于 无 特 定 病 原 体 ( S p e c ifi c

p a t h o g e n f r e e ， S P F )级 实验 动物 房 。 待成瘤 1 月 时 给予 实 验组

荷 瘤 鼠 口 服 C A P E 5 m g ／a ， 共 3 周 ， 对 照 组 荷 瘤 鼠 常规 饲 养 。

观 察植 入 瘤 大 小变 化 ， 测 量 肿 瘤最 终 体 积 ， 计 算 抑 瘤率 。 抑 瘤

率 = ( 对 照 组 相 对 体 积 一 实 验 组 相 对 体 积 )／对 照 组 相 对 体

积 × 10 0 ％ 。 取 瘤组 织 待测 。

l _2 _3 实 时 荧光 定 量 P C R ( R e a l — T i m e Qu a n t i t a t i v e P C R )检 测

B —

c a t e n i n 前 准 备 T r i z o l 提 取 U 2 5 1 细 胞 总 R N A ， 取 0 ． 5

斗 g 总 R N A 用 于 R T — P C R ， 按 试 剂 盒 说 明书进 行 操 作 。 p — c a

t e n i n 基 因 用 上 游 引 物 5
’

T C A T G c C A T c T G T G C T c l Tr C 3
’

；下

游 引物 5
’

T I
"

G G G A T G G T G G G T G T A A G 3
’

进 行 扩 增 ， 扩 增 产

物 为 1 2 4 b p ； B — a c t i n 扩 增 引 物 为 ： 上 游 引 物 5
’

T A C C A A C T

G G G A C G A C A T 3
’

， 下 游 弓H勿5
’

A c A G C C T G G A T G G c T A C G 3
’

，

扩增 片段 长 度 1 8 9 b p 。 R T — P C R 产 物进 行 琼脂 糖凝 胶 回 收 ， T

载 体 按 1 ：10 的 比 例进 行 连 接 ， 1 6
~

C 过 夜 。 将 连 接 产 物 转 化

D H 5 仪 菌 ， 挑 取 菌 落进 行 P C R 鉴 定 ， P C R 鉴 定 阳性 的 克隆提

取 质 粒 测 序 。

1 ． 2 ． 4 实 时 荧 光 定 量 P C R 检 测 B — c a t e n i n 在 体 内瘤 的 表 达

情 况 匀 浆 器 研 磨瘤 体 ， 提 取 总 R N A 。 根 据 实 时 荧 光 定 量

P C R 的 O D 值确定 13 一 c a t e n i n 浓度 ，将标准 品梯度稀释( 1 0 。
、 1 0

’
、

1 0
‘

、 1 0 ’
、 1 0

。
、 10 ’

c o p i e s ／n 1 ) 作 为模 板 进 行 R e a l — T i m e P C R 反

应 ， 制 作标 准 曲线 。 2 0 斗 j 反 应 体 系 中包 括 ：2 × S Y B R g r e e n

q P C R M a s t e r M i x 1 0 ¨ l ， 上 下 游 引 物 各 0 ． 5 肛 l ， 双 蒸 水 8 斗 1 ，

重 组 质 粒 D N A 1 “ l ， 每 个 样 品 均 做 3 个 平 行 管 ， 由 电脑 自

动分析 并 计算 结 果 。

1 ． 2 ． 5 W e s t e r n b l o t t i n g 检 测 B — c a t e n i n 蛋 白及 c — m y e 蛋 白

匀 浆 器研 磨后 收集实验组 及 对 照 组 瘤体 细胞 ， 按 R I P A 裂 解

液说 明 书提 取 总 蛋 白。 经 1 0 0 g／L S D S — P A G E 电泳 ， 分 离后 的

蛋 白质转 移至 P V D F 膜 ， 0 ． 5 ％脱 脂 奶 粉 ／P B S 封 闭 2 h ， 加 入 1 ：

2 0 0 稀 释 的 B — c a t e n i n 、 c — m y c 鼠单 克 隆抗 体 ， 4
~

C 过 夜 。 T B S

洗 膜 3 次后 加 人 H R P 标 记 的 山 羊 抗 小 鼠 I g G ( 1 ：5 0 0 0 ) ， 3 7
~

C

孵 育 1 h ， T B S 洗 膜 3 次后 E C L 显 色反 应 3 m i n ， 用 化 学 发 光

成像 系统 成像 。

1 ． 2 ． 6 统 计 学 分 析 所 有 数 据 采 用 ；± S 表 示 ， 用 统 计 学 软

件 为 S P S S l 2 ． 0 进 行分 析 ， 以 氏 0 ． 0 5 为差 异 有 统 计学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 C A P E 对 裸 鼠体 内瘤 作 用

以胶质瘤细胞 株 U 2 5 1 植 入 裸 鼠 ， 1 个 月 后 可 见 3

组 小 鼠 背 部 均 有 胶 质 瘤 形 成 ， 口 服 C A P E 3 周 后 取

瘤 。 对 照组 瘤体 可 达 ( 2 -3 1 - 4- 0 -3 1 ) × ( 2 ． 0 1 ± 0 ． 2 3 )c m ，

瘤 重 ( 3 1 1 ． 6 8 ± 4 ． 4 3 ) m g 。 实 验 组 瘤 体 可 达 ( 1 ． 8 I ±

0 ． 2 6 ) × ( 1 ． 6 6 - 4 - 0 ． 1 9 ) c m ， 瘤 重 ( 2 0 7 ． 5 2 ± 5 ． 3 9 ) m g 。 根

据 单 向方 差 分 析 ， 可 得 两 组 瘤 体 大 小 具 有 统 计 学 差

异 ， 实验 组 瘤 体 明显 小 于 对 照 组 的瘤 体 ( P < 0 ． 0 1 ) ， 抑

瘤 率 为 4 8 ． 3 9 ％ 。

2 ． 2 13 一 c a t e n i n 基 因 标 准 品 扩 增 R T — P C R 结 果

以 U 2 5 1 细胞 总 R N A 为模板 ， 用 特异 B — c a t e n i n

引物扩增 出大小约 为 1 2 4 b p 的条带 ， 扩 增 产 物 与 预 期

片 段 大 小 相 似 ( 图 1 ) 。

图 1 13 -

c a t e n i n 基 因 扩 增

2 -3 实 时 荧 光 定 量 P C R 分 析 C A P E 作 用 移 植 瘤 细

胞 后 13 一 c a t e n i n 基 因表 达 水 平

B — c a t e n i n 标 准 品 的 标 准 曲 线 相 关 系 数 是

0 ． 9 9 6 ( >9 9 ％ ) ， 说 明该 标 准 品 能 很 好 的用 于 实 验 。 实

时 荧 光 定 量 P C R 结 果 显 示 ， p —

c a t e n i n 与 p — a c t i n

的 相 对 比 值 在 U 2 5 1 细 胞 中 为 0 ． 1 9 3 ± 0 ． 0 3 ， C A P E

作 用 移 植 瘤 中为 0 ． 0 8 9 4 - 0 ． 0 4 。 经 统 计学 分 析 二 者表

达 差 异有 统计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 4 W e s t e r n b l o t t i n g 分 析 C A P E 作 用 移 植 瘤 细 胞

后 13 一 c a t e n i n 蛋 白 表 达 水 平

W e s t e r n b l o t t i n g 分 析 显 示 B — c a t e n i n 蛋 白 及

c
— m y c 蛋 白在 C A P E 作 用 后 U 2 5 1 移 植 瘤 细 胞 表 达

均 较无 C A P E 作用 U 2 5 l 移植 瘤 细胞低 ( 图 2 ) ， 二 者

翩 毋 ‰ — _ i鞠

蝴≯‰嗲 榉 汹
图 2 13 -

c a t e n i n 蛋 白及 c — m y c 蛋 白在 C A P E 作 用 后 移 植瘤

中的 表达 情 况
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差异有统计学意义(P<0．05)。 

3 讨 论 

Wnt／13一catenin信号传导通路是近年来发育生 

物学及肿瘤生物学研究的热点。越来越多的证据表 

明，Wnd B—catenin信号传导通路不仅在胚胎发育 

调控中起至关重要的作用，而且它与肿瘤的发生也 

有密切相关。目前已经发现 c—myc的激活与神经胶 

质瘤、Burkitt’S淋巴瘤 、肺癌、结肠癌等多种人类肿 

瘤相关。随着对 Wnt／13一catenin信号通路的深入研 

究，发现原癌基因 c—myc和 cyclinD1是该通路的两 

个下游靶基因，B—catenin与 Tcf-4结合成复合物 

并发生核转位 ，通过转录激活癌基因 c—myc和 cv— 

clinD1等 ]。有研究表明，此通路在卵巢上皮肿瘤的 

发生、发展起重要作用 ，13一Catenin异常表达可能 

激活原癌基因c—my、cyclinD 1的表达嘲。而这些下游 

基因都与细胞的增殖、分化有着密切的联系。 

蜂胶作为一种民间药物，已证明其具有抗病原 

微生物、抗炎、免疫调节和抗肿瘤作用。目前，蜂胶中 

抑制肿瘤细胞生长的有效成分已被鉴定出来 ，主要 

是咖啡酸类的衍生物和黄酮类化合物，其中CAPE是 

其抗肿瘤作用的主要活性成分。1988年 Grunberger 

等人就从以色列的蜂胶中首次分离出 CAPE，并发 

现 CAPE对肿瘤细胞具有特定 的细胞毒性作用 ， 

2 g／ml浓度的 CAPE就可以有效抑制肿瘤细胞的 

生长，但是对于正常的细胞，即使 CAPE的浓度提高 

5倍(10 g／m1)仍不具有毒性作用，同时发现天然 

的与合成的CAPE的性质完全相同。Nagaoka等『6I研 

究发现 CAPE可选择性诱导肿瘤细胞株的DNA断 

裂，从而发挥抑制细胞增殖作用。 

本试验在动物体内构建神经胶质瘤模型，成瘤 

后给荷瘤鼠口服 CAPE，较好地模拟了临床上药物 

的给予方式。通过计算抑瘤率，并使用实时荧光定 

量 PCR，Western blotting技术检测动物 口服 CAPE 

后体内神经胶质瘤 13一catenin基因及靶基因 c—myc 

的变化。结果显示 ，荷瘤鼠在 口服 CAPE后移植瘤 

13一catenin mRNA及蛋白表达较对照组有所降低 

(P<0．05)，而受 B—catenin调控的下游靶基因 c—myc 

I~JmRNA及蛋白的表达对照组亦较对照组相应降低 

(P<0．05)。一般认为，抑瘤率达到 40％fllJ为有效，结 

果显示荷瘤鼠在 口服 CAPE后抑瘤率为 48．39％ 

(P<0．01)。因此我们认为，CAPE在体内可以抑制 

B—catenin mRNA及蛋白表达 ，同时也降低了下游 

靶基因c—myc mRNA及蛋白的表达。本实验首次将 

非细胞毒性化合物 CAPE用于治疗神经胶质瘤，并 

验证了其靶点为 Wnt／B—catenin信号传导通路。但 

是否对其他信号通路或基因也有作用 ，以及 CAPE 

作用于 Wnd B—catenin信号传导通路的具体机制有 

待我们进一步研究。 

肿瘤的发生生长极为复杂 ，治疗也极为困难 ， 

本研究仅从抑制 Wnt／B—Catenin信号传导通路进 

行探索。CAPE抑制 Wnt／B—catenin信号传导通路 

来作为一个新的治疗靶点，为神经胶质瘤的基因治 

疗开辟新的道路。有关神经胶质瘤的治疗 ，抑制 

Wnd B—catenin信号传导通路也只是其中的一个可 

能的治疗靶点，具体方法仍有待更为深入地研究。 
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