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钩吻生物碱对肺癌的抑制作用及其机制
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　　［摘要］　目的　探讨钩吻素子（ｋｏｕｍｉｎｅ，ＫＯＵ）及钩吻总生物碱（ｔｏｔａｌａｌｋａｌｏｉｄｓｏｆＧｅｌｓｅｍｉｕｍｅｌｅｇａｎｓ
Ｂｅｎｔｈ，ＴＡＧ）抗肺癌的作用及其机制。方法　采用活细胞动态分析系统、集落形成实验研究低、中、高
浓度（１００、１５０、２００μｇ／ｍＬ）ＫＯＵ对人肺腺癌细胞Ａ５４９、ＳＰＣＡ１的增殖作用。构建肺癌细胞小鼠移植瘤
模型，分为模型组（Ｍｏｄｅｌ组）、环磷酰胺组（ＣＴＸ组，剂量为 ２０ｍｇ／ｋｇ）、ＫＯＵ组（剂量为 ２ｍｇ／ｋｇ）和
ＴＡＧ组（剂量为０．５ｍｇ／ｋｇ），ＣＴＸ组和ＫＯＵ、ＴＡＧ组按０．１ｍＬ／１０ｇ隔天腹腔注射，给药１０ｄ检测ＫＯＵ
和ＴＡＧ对肺癌实体瘤生长的作用，采用 ＨＥ、免疫组化（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）及 ＴＵＮＥＬ染色观察
肿瘤组织，并计算肿瘤体积和肿瘤抑制率。对ＴＡＧ作用４８ｈ的Ａ５４９细胞进行ＲＮＡ测序分析，筛选差
异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），并进行 ＫＥＧＧ（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）和ＧＯ（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）功能富集分析。采用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应
（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ）进一步分析验证相关
基因的表达。结果　活细胞动态分析系统拟合出Ａ５４９、ＳＰＣＡ１细胞融合度下降，细胞数目减少，生长状
态变差。集落形成实验结果证实ＫＯＵ使细胞克隆数目形成减少，在高浓度 ２００μｇ／ｍＬ时最为显著（Ｐ＜
０．０１）。动物实验表明ＫＯＵ组、ＴＡＧ组的肿瘤抑制率依次可达２４．５５％、３６．０８％，与Ｍｏｄｅｌ组相比，ＴＡＧ
组肿瘤体积显著下降（Ｐ＜０．０５）。ＲＮＡ测序分析筛选出ＤＥＧｓ总数为２７９３个，其中上调基因１４３３个，
下调基因１３６０个。富集分析发现ＤＥＧｓ主要富集于ＩＬ１７信号通路、肿瘤坏死因子信号通路及ｐ５３信
号通路等。ＲＴｑＰＣＲ验证结果与 ＲＮＡ测序分析结果一致，ＧＡＤＤ３４、ＺＦＰ３６、ＧＡＤＤ４５Ａ、ＧＡＤＤ４５Ｂ、
ＴＰ５３ＩＮＰ２基因在ＴＡＧ组显著表达增加（Ｐ＜０．０１）。结论　在体内、外水平钩吻生物碱均抑制肺癌增
殖，转录组学发现其抑制肺癌作用的多个ＤＥＧｓ和通路。
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＧｅｌｓｅｍｉｕｍｅｌｅｇａｎｓＢｅｎｔｈ；ａｌｋａｌｏｉｄｓ；ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｉｔｉａｔｉｏｎＦｕｎｄｆｏｒＩｎｔｒｏｄｕｃｅｄＴａｌｅｎｔｓｏｆＧｕａｎｇｘｉＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＺｈｕａｎｇＭｅｄｉｃｉｎｅＨｏｓｐｉｔａｌＡｆｆｉｌｉａｔｅｄｔｏＧｕａｎｇｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ

ＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ（ＧＺ２０２１ＲＣ０１６），ｔｈｅＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｉｔｉａｔｉｏｎＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＩｎｔｒｏｄｕｃｅｄＤｏｃｔｏｒｓｏｆＧｕａｎｇｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ

（２０２０ＢＳ０３４），ｔｈｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＧｕａｎｇｘｉＧｒａｄｕａｔｅＥｄｕｃａｔｉｏｎ（ＹＣＳＷ２０２３３８８），ａｎｄｔｈｅＹｏｕｔｈＦｕｎｄＰｒｏｊｅｃｔｏｆＧｕａｎｇｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（２０２２ＱＮ０２６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＵＣｈｕｎｈｕａ，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｌｂｂ＠１６３．ｃｏｍ

　　肺癌是癌症死亡的重要原因之一，其发病率和死
亡率都很高。目前，肺癌已成为全球性问题和公共卫

生问题，肺癌的预防与治疗也引起了全世界的广泛关

注［１］。通过手术、放疗、化疗、靶向及免疫治疗等方式

可延长肺癌患者的生存期，但同时也会产生副作用，如

疲惫、呕吐及失眠等，给患者造成较大的经济和心理负

担。肺癌早期症状较为隐匿，部分患者发现时已处于

晚期，失去手术机会，需要更多其他治疗方式使患者获

益。中医药治疗肺癌已取得较好的临床效果，在减轻

患者的症状、提高生活质量和降低药物副作用等方面

具有优势［２］，同时中医药治疗肿瘤具有多靶点、多途

径等特点，可直接抑制肿瘤生长、改善微环境及调节机

体免疫功能等，因此开发新的抗肿瘤中药显得尤为

必要。

　　钩吻是马钱科、钩吻属常绿木质藤本，属于我国传
统中医药植物，又称为断肠草、大茶药、山砒霜等。在

《神农本草经》和《本草纲目》中均有记载，由于其毒性

较高，外用可以祛风、祛毒、止痒、杀虫、消毒等［３］。吲

哚类生物碱是钩吻的主要活性成分，钩吻总生物碱

（ｔｏｔａｌａｌｋａｌｏｉｄｓｏｆＧｅｌｓｅｍｉｕｍｅｌｅｇａｎｓＢｅｎｔｈ，ＴＡＧ）是从
植物钩吻中提取到的总生物碱复合物，包含钩吻素子

（ｋｏｕｍｉｎｅ，ＫＯＵ）、钩吻碱甲等多种生物碱化合物，其中
以 ＫＯＵ的含量最多［４］。研究表明，钩吻生物碱对肺

癌、结肠癌、肝癌、舌癌、胃癌等具有显著的抗肿瘤作

０３６２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



用［５－９］，然而其作用机制尚不明确。本课题组前期研

究发现ＴＡＧ对多种肿瘤细胞均具有明显抑制作用，本
研究进一步探讨ＫＯＵ和ＴＡＧ对肺癌细胞的抑制作用
及其机制，并通过小鼠移植瘤模型检测 ＴＡＧ和 ＫＯＵ
的体内抗肿瘤活性。

１　材料与方法

１．１　细胞株
　　人肺腺癌细胞Ａ５４９、ＳＰＣＡ１和小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌细
胞（ＬＬＣ细胞）均由广西国际壮医医院壮瑶医药研究
实验室保存。

１．２　主要仪器、试剂和药品
　　Ａ５４９、ＳＰＣＡ１和ＬＬＣ细胞用含１０％胎牛血清、１％
青霉素链霉素的 ＤＭＥＭ培养基培养，于 ３７℃、５％
ＣＯ２细胞培养箱中培养。主要仪器：活细胞动态功能
分析系统（美国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，型号：ＩｎｃｕｃｙｔｅＳ３）、细
胞计数器（美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司，型号：ＺⅠ型）、
ＣＯ２培养箱（新加坡Ｅｓｃｏ公司，型号：ＣＣＬ２４０Ｂ８）、高
速台式离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，型号：５４２４Ｒ）、
－８０℃超低温冰箱（中国海尔公司，ＤＷ８６Ｌ６２６）。主
要试剂：ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司，编号为
Ｃ１１９９５５００ＢＴ），胎牛血清（ＥｘｃｅｌｌＢｉｏ，编号为ＦＳＰ５００），
ＰＢＳ缓冲液、胰蛋白酶（北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，编号分别
为Ｐ１０２０、Ｔ１３００），青霉素链霉素溶液（中国上海碧云
天生物技术有限公司，编号为 Ｃ０２２２）。ＫＯＵ购自上
海陶术生物科技有限公司（编号为 Ｔ５Ｓ０６６１，纯度：
９９．４５％），钩吻生药材购自玉林市银丰国际中药港，经
广西国际壮医医院壮瑶医药研究实验室陈少峰副主任

药师鉴定为钩吻。从钩吻生药材中提取 ＴＡＧ［１０］，将
ＴＡＧ和ＫＯＵ分别溶解于二甲基亚砜中，配制成浓度
为４ｇ／ｍＬ的储存液，４℃避光保存。
１．３　活细胞动态分析系统拟合细胞融合度及观察细

胞凋亡形态

　　根据本课题组前期的工作，ＴＡＧ作用Ａ５４９、ＳＰＣＡ１
细胞的低、中、高浓度依次为５０、１００、１５０μｇ／ｍＬ，因此
将ＫＯＵ作用于Ａ５４９、ＳＰＣＡ１细胞的低、中、高浓度依次
确定为１００、１５０、２００μｇ／ｍＬ（ＫＯＵＬ、ＫＯＵＭ、ＫＯＵＨ）。
将处于对数生长期的Ａ５４９、ＳＰＣＡ１细胞以４０００个／孔
接种于９６孔板，于培养箱中培养至细胞贴壁生长，以
不加ＫＯＵ为对照组，不同浓度的 ＫＯＵ作为实验组处
理细胞，每组设置３个重复孔，将９６孔板置于活细胞
动态分析系统中动态检测４８ｈ，系统根据细胞融合度
拟合ＥＣ５０值及观察细胞凋亡形态。
１．４　集落形成实验
　　将处于对数生长时期的 Ａ５４９、ＳＰＣＡ１细胞，重悬

细胞后使用细胞计数仪进行计数，调整细胞密度以

２５００个／孔接种于１２孔板中，于 ３７℃、５％ＣＯ２的培
养箱培养至合适克隆团时，以不加 ＫＯＵ为对照组，不
同浓度的ＫＯＵ（１００、１５０、２００μｇ／ｍＬ）作为给药组处理
细胞４８ｈ，每组设置３个重复孔，结晶紫染色。扫描仪
扫描１２孔板，用Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ软件对克隆团进行计数。
１．５　肺癌细胞小鼠移植瘤模型
１．５．１　动物模型建立及肿瘤测量　　从广西中医药大
学购买 ５周龄的雌性 ＢＡＬＢ／Ｃ裸鼠，适应性喂养 ７ｄ
后，将处于对数生长期的ＬＬＣ细胞用ＤＭＥＭ培养基和
基质胶配置为５×１０６／ｍＬ的细胞悬液，按照０．１５ｍＬ／只
接种于小鼠皮下后肋部，构建肺癌细胞小鼠移植瘤模

型。肿瘤细胞接种数天后，当瘤体体积超过１５０ｍｍ３时
按照小鼠体质量简单随机分为４组：Ｍｏｄｅｌ组、ＣＴＸ组
（剂量为２０ｍｇ／ｋｇ）、ＫＯＵ组（剂量为２ｍｇ／ｋｇ）和 ＴＡＧ
组（剂量为 ０．５ｍｇ／ｋｇ），ＣＴＸ组和 ＫＯＵ组、ＴＡＧ组按
０．１ｍＬ／１０ｇ隔天腹腔注射，给药１０ｄ。每２天测量肿瘤
大小，解剖当日分别称取小鼠体质量，肿瘤质量及测量肿

瘤体积。肿瘤体积＝长×宽２／２，肿瘤抑制率＝（１－实验组
肿瘤质量／模型组肿瘤质量）×１００％，动物研究方案由广
西中医药大学动物伦理委员会审查和批准（ＤＷ２０２３０３０２
０２９０１），所有程序遵循相关法规和指南。
１．５．２　ＨＥ染色　　用 ４％多聚甲醛固定瘤体至少
２４ｈ，制作成石蜡切片进行 ＨＥ染色。使用苏木精染
料进行染色３ｍｉｎ，流水稍洗去染料；用 ０．１％盐酸乙
醇进行分化，自来水洗去多余染料；苏木精反蓝液反蓝

２０ｍｉｎ，自来水清洗；伊红液染色５ｍｉｎ，染色完成后洗
去多余染料，将切片依次放入７５％、８５％乙醇、无水乙
醇Ⅰ、无水乙醇Ⅱ中脱水，各５ｍｉｎ，取出来稍晾干，中
性树胶封片，进行镜检和图片采集。

１．５．３　免疫组化染色　　将石蜡切片脱蜡至水，之后
将组织切片置于盛满柠檬酸抗原修复缓冲液（ｐＨ６．０）
的修复盒中于微波炉内进行抗原修复，自然冷却后将

玻片置于 ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）中在脱色摇床上晃动洗涤
３次，每次５ｍｉｎ。阻断内源性过氧化物酶后，在组化
圈内滴加３％ＢＳＡ均匀覆盖组织，室温封闭 ３０ｍｉｎ。
轻轻甩掉封闭液，在切片上滴加按１∶５０配好的 Ｋｉ６７
抗体，切片平放于湿盒内４℃ 孵育过夜。切片稍甩干
后在圈内滴加与一抗相应种属的二抗（ＨＲＰ标记）覆
盖组织，室温孵育５０ｍｉｎ。玻片置于 ＰＢＳ中在脱色摇
床上晃动洗涤３次，每次５ｍｉｎ。切片稍甩干后在圈内
滴加新鲜配制的 ＤＡＢ显色液，显微镜下控制显色时
间，阳性为棕黄色，自来水冲洗切片终止显色。复染细

胞核进行脱水封片，显微镜镜检，图像采集分析。

１．５．４　ＴＵＮＥＬ染色　　将石蜡切片脱蜡至水，之后
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修复、破膜，阻断内源性过氧化物酶后，切片稍甩干在

圈内滴加 ｂｕｆｆｅｒ覆盖组织，去掉平衡液后，按照
ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴｄＴｅｎｚｙｍｅ∶ＢｉｏｔｉｎｄＵＴＰＬａｂｅｌｉｎｇＭｉｘ∶
ＥｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ＝１μＬ∶５μＬ∶５０μＬ比例混合，切片
平放于湿盒内，３７℃孵育１ｈ。洗涤玻片后，Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ
ＨＲＰ和ＴＢＳＴ按１∶２００比例混合，切片平放于湿盒内，
３７℃温箱孵育３０ｍｉｎ，切片甩干后在圈内滴加新鲜配
制的ＤＡＢ显色液，显微镜下控制显色时间，阳性的细
胞核呈棕黄色，纯水冲洗切片终止显色，苏木精复染细

胞核、脱水封片后镜检、拍照。

１．６　转录组学
　　选用Ａ５４９细胞为样本，分为对照组和 ＴＡＧ给药
组，用ＴＲＩｚｏｌ试剂从细胞中提取总 ＲＮＡ，采用琼脂糖
凝胶电泳、Ｑｕｂｉｔ４．０荧光计和 Ｑｓｅｐ４００生物分析仪对
样本ＲＮＡ进行检测，从总ＲＮＡ中去除核糖体ＲＮＡ，从
而得到ｍＲＮＡ。加入 ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ将 ＲＮＡ打断
成短片段，以短片段 ＲＮＡ为模板，用六碱基随机引物
合成第 １链 ｃＤＮＡ，然后加入缓冲液、ｄＮＴＰｓ（ｄＵＴＰ、
ｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ和ｄＣＴＰ）和ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅠ合成第２链
ｃＤＮＡ，利用 ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ纯化双链 ｃＤＮＡ。纯化
的双链ｃＤＮＡ再进行末端修复、加 Ａ尾并连接测序接
头，用ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ进行片段大小选择，进行ＰＣＲ
富集得到最终的ｃＤＮＡ文库。ｑＰＣＲ方法对文库的有
效浓度进行准确定量（文库有效浓度＞２ｎｍｏｌ／Ｌ），完
成库检。库检合格后，不同文库按照目标下机数据量

进行 ｐｏｏｌｉｎｇ，用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ平台进行测序。对照组和
ＴＡＧ给药组差异基因的筛选条件为 ｜ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄ
Ｃｈａｎｇｅ）｜≥１，且 ＦＤＲ＜０．０５。
１．７　实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ）实验

　　选择生长状态良好的 Ａ５４９细胞，分别给予高浓
度的ＫＯＵ和ＴＡＧ药物处理后放置细胞培养箱中培养
４８ｈ，收集细胞后采用 ＲＮＡ提取试剂盒提取 ＲＮＡ，用
超微量分光光度计测 ＲＮＡ浓度，使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔⅢ
ＡＬＬｉｎｏｎｅＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘＰｅｒｆｅｃｔｆｏｒｑＰＣＲ试剂盒进行
逆转录，之后使用ＣｈａｍＱＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ试剂盒进行ＰＣＲ扩增，以ＧＡＰＤＨ作为内参对照。
实验中所采用的 ｍｉＲＮＡ引物由武汉赛维尔生物科技
有限公司设计与合成。使用２－ΔΔＣｔ方法计算ｍＲＮＡ的
相对水平，引物序列见表１。
１．８　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．５软件进行统计分析，连
续型数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差分
析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

表１　引物相关序列

基因名称 引物序列（５′→３′）　　　

ＧＡＤＤ３４
正向：ＣＧＣＣＣＡＧＡＡＡＣＣＣＣＴＡＣＴＣＡＴ

反向：ＧＡＴＧＧＧＧＧＣＴＡＡＡＧＧＴＧＧＧＴ

ＺＦＰ３６
正向：ＴＧＡＣＴＧＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＧＡＧＣＣＴ

反向：ＡＡＧＴＧＧＧＴＧＡＧＧＧＴＧＡＣＡＧＣ

ＧＡＤＤ４５Ａ
正向：ＡＧＡＡＧＡＣＣＧＡＡＡＧＣＧＡＣＣＣＣ

反向：ＧＡＴＧＴＴＧＡＴＧＴＣＧＴＴＣＴＣＧＣＡＧ

ＧＡＤＤ４５Ｂ
正向：ＡＣＡＴＣＡＡＣＡＴＣＧＴＧＣＧＧＧＴＧ

反向：ＧＧＧＴＴＣＧＴＧＡＣＣＡＧＧＡＧＡＣＡＡＴ

ＴＰ５３ＩＮＰ２
正向：ＴＴＧＧＡＴＣＡＣＡＧＡＧＡＧＧＧＣＧ

反向：ＣＴＧＴＣＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＴ

ＧＡＰＤＨ
正向：ＧＧＡＡＧＣＴＴＧＴＣＡＴＣＡＡＴＧＧＡＡＡＴＣ

反向：ＴＧＡＴＧＡＣＣＣＴＴＴＴＧＧＣＴＣＣＣ

２　结果

２．１　ＫＯＵ抑制肺癌细胞增殖
　　如图１Ａ、Ｂ所示，活细胞动态分析系统拟合细胞
融合度统计图及进行细胞拍照，发现随着ＫＯＵ浓度的
升高，Ａ５４９、ＳＰＣＡ１的细胞融合度逐渐降低，并且细胞
数变少、形态逐渐变小变圆、生长状态变差。集落形成

实验证实低、中、高浓度的 ＫＯＵ抑制 Ａ５４９、ＳＰＣＡ１细
胞增殖，使细胞克隆数目减少，并具有一定的剂量依赖

性（图１Ｃ）。
２．２　ＫＯＵ和ＴＡＧ抑制肺癌实体瘤的生长
　　为了研究 ＫＯＵ和 ＴＡＧ在体内抑制肺癌的作用，
构建肺癌细胞小鼠移植瘤模型。与对照组相比，ＫＯＵ、
ＴＡＧ给药组均具有抑制肺癌实体瘤生长的作用（图
２Ａ、Ｂ），解剖当日数据发现，与阳性对照药物 ＣＴＸ组
的肿瘤抑制率４３．３４％相比，ＫＯＵ、ＴＡＧ给药组的肿瘤
抑制率可达２４．５５％、３６．０８％，且 ＫＯＵ、ＴＡＧ组的小鼠
体质量、肿瘤质量及体积均较 Ｍｏｄｅｌ组有不同程度的
下降（图２Ｃ～Ｅ）。另外发现，与 ＫＯＵ组相比，ＴＡＧ组
的抑瘤作用更明显（图２Ｂ、Ｄ、Ｅ）。ＨＥ染色发现给药
组肿瘤组织中存在大量的坏死细胞、核固缩和核碎裂，

肿瘤组织的坏死面积显著大于 Ｍｏｄｅｌ组，肿瘤坏死组
织周围水肿，细胞间隙显著加宽；Ｋｉ６７的 ＩＨＣ结果显
示，Ｍｏｄｅｌ组显色较强，呈棕褐色，给药组着色较浅，无
着色或呈淡黄色，说明给药组的肿瘤增殖能力低于

Ｍｏｄｅｌ组；ＴＵＮＥＬ检测发现，Ｍｏｄｅｌ组肿瘤组织呈淡黄
色或无着色，ＫＯＵ、ＴＡＧ组的阳性显色较强，呈现棕黄
色、棕褐色，提示给药组肿瘤组织的细胞发生凋亡更明

显（图 ２Ｆ）。以上结果表明 ＫＯＵ和 ＴＡＧ在体内和体
外均具有显著的抑制肺癌作用。
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图１　ＫＯＵ对肺癌细胞增殖及形态的影响
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图２　钩吻生物碱对肺癌实体瘤的影响
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２．３　ＤＥＧｓ相关分析
　　ＤＥＧｓ分析结果统计得到的 ＤＥＧｓ总数为 ２７９３
个，其中上调基因１４３３个，下调基因１３６０个。通过
ＭＡ图可直观地展示基因的表达水平和差异倍数的整
体分布（图３Ａ），根据火山图可以看出 ＴＡＧ组和 Ｃｔｒｌ
组之间差异基因的显著性大小（图 ３Ｂ），使用 Ｚｓｃｏｒｅ
对 ＤＥＧｓ进行标准化处理后绘制得到聚类热图（图

３Ｃ）。根据筛选出的 ＤＥＧｓ中按照Ｐ值由小到大排列
前 ２０ ＤＥＧｓ分 别 是 ＰＰＰ１Ｒ１５Ａ、ＰＩＭ３、ＺＦＰ３６、
ＴＳＣ２２Ｄ３、ＣＡＣＮＧ８、ＤＵＳＰ５、ＨＳＰＡ１Ｂ、Ｈ２ＢＣ２１、ＦＯＳ、
ＳＬＣ２Ａ３、 ＮＲ１Ｄ１、 ＩＮＳＩＧ１、 ＥＮＳＧ０００００２９０７９２、
ＨＳＰＡ１Ａ、 ＣＣＮＬ１、 ＤＤＩＴ３、 ＥＮＳＧ０００００２４９００７、
ＧＡＤＤ４５Ｂ、ＥＬＦ３、ＭＡＦＦ，详见表２。
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图３　ＤＥＧｓ分析图
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表２　根据Ｐ值由小到大前２０的ＤＥＧｓ

基因序列　　　 基因名称　　 ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ） Ｐ值 调节

ＥＮＳＧ００００００８７０７４ ＰＰＰ１Ｒ１５Ａ ４．８４ ２．７１Ｅ－１５４ 上调

ＥＮＳＧ０００００１９８３５５ ＰＩＭ３ ４．７６ ７．４８Ｅ－１４１ 上调

ＥＮＳＧ０００００１２８０１６ ＺＦＰ３６ ５．１４ ２．１７Ｅ－１３１ 上调

ＥＮＳＧ０００００１５７５１４ ＴＳＣ２２Ｄ３ ３．８０ ７．０８Ｅ－８１ 上调

ＥＮＳＧ０００００１４２４０８ ＣＡＣＮＧ８ －３．５１ １．２０Ｅ－７４ 下调

ＥＮＳＧ０００００１３８１６６ ＤＵＳＰ５ ４．６５ ４．３８Ｅ－６７ 上调

ＥＮＳＧ０００００２０４３８８ ＨＳＰＡ１Ｂ ４．３７ ４．５１Ｅ－６５ 上调

ＥＮＳＧ０００００１８４６７８ Ｈ２ＢＣ２１ ４．３７ １．４２Ｅ－６４ 上调

ＥＮＳＧ０００００１７０３４５ ＦＯＳ ４．２６ ５．４９Ｅ－６４ 上调

ＥＮＳＧ００００００５９８０４ ＳＬＣ２Ａ３ ３．１２ １．５４Ｅ－６３ 上调

ＥＮＳＧ０００００１２６３６８ ＮＲ１Ｄ１ ２．８９ ３．９４Ｅ－５８ 上调

ＥＮＳＧ０００００１８６４８０ ＩＮＳＩＧ１ ３．５６ ９．６６Ｅ－５７ 上调

ＥＮＳＧ０００００２９０７９２ ＥＮＳＧ０００００２９０７９２ ２．９２ １．０７Ｅ－５５ 上调

ＥＮＳＧ０００００２０４３８９ ＨＳＰＡ１Ａ ３．９４ ８．１３Ｅ－５４ 上调

ＥＮＳＧ０００００１６３６６０ ＣＣＮＬ１ ３．１０ ３．５１Ｅ－５３ 上调

ＥＮＳＧ０００００１７５１９７ ＤＤＩＴ３ ３．３８ ９．５５Ｅ－５３ 上调

ＥＮＳＧ０００００２４９００７ ＥＮＳＧ０００００２４９００７ ４．６３ ２．５２Ｅ－５１ 上调

ＥＮＳＧ００００００９９８６０ ＧＡＤＤ４５Ｂ ３．２０ ６．１４Ｅ－５０ 上调

ＥＮＳＧ０００００１６３４３５ ＥＬＦ３ ３．５７ ２．０９Ｅ－４９ 上调

ＥＮＳＧ０００００１８５０２２ ＭＡＦＦ ２．９５ １．４６Ｅ－４８ 上调

２．４　ＤＥＧｓＫＥＧＧ富集分析
　　将筛选得到的 ＤＥＧｓ进行 ＫＥＧＧ富集分析，选取
富集分析结果中Ｑ值最低的５０个 ＫＥＧＧ通路绘制富
集条目柱形图，发现 ＤＥＧｓ主要参与细胞过程中的细
胞衰老、程序性坏死；环境信息过程中的 ＭＡＰＫ信号
通路、细胞因子与其受体相互作用及肿瘤坏死因子信

号通路；基因信息中的内质网蛋白过程；人类疾病中的

脂质与动脉粥样硬化、ＥＢ病毒感染、沙门氏菌感染、大
肠埃希氏菌感染及癌症转录失调；代谢中的脂肪酸代

谢；生物系统中的 ＩＬ１７信号通路等（图 ４Ａ）。根据
Ｒｉｃｈｆａｃｔｏｒ、Ｑ值和富集到此通路上的差异基因个数来
绘制气泡图（图４Ｂ），其中较显著的通路包括 ＩＬ１７信
号通路、肿瘤坏死因子信号通路及ｐ５３信号通路等。
２．５　ＤＥＧｓＧＯ富集分析
　　将ＤＥＧｓ进行ＧＯ功能富集分析，发现ＤＥＧｓ主要
富集在生物过程中的细胞过程、生物调控及代谢过程；

细胞组成中的细胞解剖学实体，含蛋白质复合物；分子

功能中的结合、催化活性及转录调节活性等（图５Ａ）。
气泡图显示 ＤＥＧｓ主要富集在 ＤＮＡ结合抑制转录活

动、对温度刺激的反应、ＲＮＡ聚合酶Ⅱ特异的 ＤＮＡ结
合转录抑制和促进活性等ＧＯ条目（图５Ｂ）。
２．６　钩吻生物碱促进相关基因的表达
　　 通过 ＤＥＧｓ分析，选取了 ＧＡＤＤ３４、ＺＦＰ３６、
ＧＡＤＤ４５Ａ、ＧＡＤＤ４５Ｂ、ＴＰ５３ＩＮＰ２等５个表达升高的基
因进一步验证，经实验分析得知ＲＴｑＰＣＲ结果与转录
组学分析结果一致。ＴＡＧ组中 ＧＡＤＤ３４、ＧＡＤＤ４５Ａ、
ＧＡＤＤ４５Ｂ及 ＴＰ５３ＩＮＰ２基因的表达较 Ｃｔｒｌ组显著升
高（Ｐ＜０．０１），ＧＡＤＤ３４、ＧＡＤＤ４５Ａ和 ＧＡＤＤ４５Ｂ的表
达较ＫＯＵ组显著增加（Ｐ＜０．０１），见图６。

３　讨论

　　本课题组前期研究发现 ＴＡＧ具有抑制肺癌细胞
Ａ５４９、ＳＰＣＡ１增殖且促进其凋亡的作用，在此基础上，
本研究进一步利用体内动物实验和转录组学等实验技

术探究钩吻生物碱对肺癌的作用机制。动物实验设置

了ＴＡＧ和ＫＯＵ２种药物治疗组，结果发现２种药物都
具有抗癌作用，且ＴＡＧ组比ＫＯＵ组的抗癌作用显著。
但植物钩吻具有较强的毒性，口服可致中毒，主要表现
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Ａ：ＤＥＧｓＫＥＧＧ富集条目柱形图；Ｂ：ＤＥＧｓＫＥＧＧ富集分析气泡图

图４　ＫＥＧＧ富集分析
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图５　ＧＯ富集分析
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图６　钩吻生物碱对相关基因表达量的影响

８３６２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



为神经系统、消化系统、循环系统及呼吸系统等一系列

中毒症状［４］，ＴＡＧ作为从植物钩吻中提取到的钩吻总
碱复合物，其毒性要比钩吻生物碱化合物 ＫＯＵ高，因
此在研究钩吻生物碱抗肿瘤疗效的同时，开发高效低

毒的生物碱化合物及其衍生物显得非常必要，并且需

要更多的体内实验和临床试验来研究生物碱的抗肿瘤

疗效及安全性。

　　本研究转录组学 ＤＥＧｓ数据中，ＰＰＰ１Ｒ１５Ａ即蛋
白磷酸酶１调节亚基１５Ａ，是哺乳动物综合应激反应
的关键因子，可能在肿瘤发生中起关键作用。在应激

性生长停滞和 ＤＮＡ损伤剂处理的条件下 ＰＰＰ１Ｒ１５Ａ
的转录水平会增加，该基因诱导细胞生长停滞和 ＤＮＡ
损伤诱导蛋白３４（ＧＡＤＤ３４）的表达，而ＧＡＤＤ３４的激
活属于凋亡信号通路中的下游，可直接促进凋亡过程

的发生［１１］。有学者通过分析小鼠肿瘤模型的单细胞

转录组数据，发现 ＰＰＰ１Ｒ１５Ａ的抑制剂 Ｓｅｐｈｉｎ１处理
后会减少抗肿瘤免疫细胞类型和降低细胞毒性相关基

因表达水平，可导致更高水平的综合应激反应活性和更

低水平的抗肿瘤免疫活性，且Ｓｅｐｈｉｎ１可抑制肿瘤特异
性Ｔ细胞的克隆性扩增［１２］，这意味着 ＰＰＰ１Ｒ１５Ａ发挥
关键的抗肿瘤作用，提示 ＰＰＰ１Ｒ１５Ａ可能成为肿瘤治
疗的有效靶点。传统中药红景天苷具有抗缺氧、抗衰

老、抗肿瘤及抗疲劳的作用，在脓毒症相关急性肺损伤

的大鼠模型中，红景天苷通过抑制内质网应激靶向

ＰＰＰ１Ｒ１５Ａ改善脓毒症相关肺损伤，ＰＰＰ１Ｒ１５Ａ在脓
毒症模型中表达降低，而红景天苷增加 ＰＰＰ１Ｒ１５Ａ的
表达，沉默 ＰＰＰ１Ｒ１５Ａ可逆转红景天苷对细胞活力、
凋亡和内质网应激的影响［１３］。

　　ＺＦＰ３６是一种ＲＮＡ结合蛋白，虽然ＺＦＰ３６最初被
描述为炎症反应的重要调节因子，但越来越多的研究

表明，与正常细胞相比，在癌细胞中 ＺＦＰ３６表达是较
少的［１４］，可通过干扰不同的途径提高其表达来抑制恶

性肿瘤进展［１５－１７］。ＺＦＰ３６和该基因家族的其他成员
如ＺＦＰ３６Ｌ１，能够诱导降解编码癌基因的 ｍＲＮＡ。有
学者通过实验证明 ＺＦＰ３６的高表达能够减少肝细胞
癌的生长并增加肝癌细胞和小鼠异种移植模型中对氟

尿嘧啶的化疗敏感性［１８］，另外ＺＦＰ３６的过表达可降低
体外上皮间充质转化和克隆形成，并促进对阿霉素或

索拉非尼的化疗敏感性，进一步提示上调 ＺＦＰ３６对肝
癌细胞化疗敏感性起积极作用［１９］。

　　生长停滞和 ＤＮＡ损伤诱导（ＧＡＤＤ）４５家族包括

３种普遍分布的小蛋白（ＧＡＤＤ４５Ａ、ＧＡＤＤ４５Ｂ和
ＧＡＤＤ４５Ｇ），它们参与应激信号传导和损伤反应相关
的许多细胞过程［２０］，且ＧＡＤＤ４５基因家族在抗肿瘤免
疫反应中发挥重要的作用［２１］。ＧＡＤＤ４５Ａ是一种公认
的肿瘤抑制因子，能够在多个水平上延缓甚至预防肿

瘤发生，在调节细胞凋亡方面发挥了重要作用，同时也

参与ＤＮＡ修复并抑制细胞迁移，避免受损细胞转化为
恶性细胞［２２］。许多肿瘤中的 ＧＡＤＤ４５Ａ蛋白水平降
低，并且几种肿瘤抑制因子可诱导其转录［２０］。

ＧＡＤＤ４５Ａ表达水平与食管鳞状细胞癌患者较高的生
存率和更好的预后呈正相关［２３］，甚至有学者提出，血

清中ＧＡＤＤ４５Ａ蛋白的水平可作为预测胃癌患者辅助
化疗后的反应和生存率的生物标志物［２４］。橙皮苷

（ｈｅｓｐｅｒａｄｉｎ）被认为具有抗肿瘤作用，有学者通过转录
组分析发现，ＧＡＤＤ４５Ａ是橙皮苷抗胰腺癌的潜在靶
标，橙皮苷通过ＡＴＦ４增加胰腺癌细胞中ＧＡＤＤ４５Ａ的
表达，从而导致癌细胞凋亡［２５］，也有报道指出苦参碱

通过促进 ＧＡＤＤ４５Ｂ的表达来抑制前列腺癌的进展，
提高患者生存率［２６］。在本研究转录组学数据中给药

组ＧＡＤＤ４５Ａ、ＧＡＤＤ４５Ｂ、ＧＡＤＤ４５Ｇ均表达上升，且均
是差异表达基因，这与上述文献研究结果一致，通过

ＲＴｑＰＣＲ验证结果显示，在 ＫＯＵ和 ＴＡＧ组中
ＧＡＤＤ４５Ａ和 ＧＡＤＤ４５Ｂ的表达相较于 Ｃｔｒｌ组显著增
加（Ｐ＜０．０５），提示其或许是钩吻生物碱治疗肺癌的潜
在治疗靶点。

　　最后，本研究从体内、外实验角度验证 ＫＯＵ和
ＴＡＧ的抗肺癌疗效，并采取转录组学技术探究ＴＡＧ抑
制肺癌作用的相关差异基因的表达，为后续研究钩吻

生物碱抗肿瘤作用及机制提供新的见解，同时也为开

发新的抗肿瘤化疗药物提供参考。
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