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摘 要!$目的% 探讨迷迭香酸通过丝裂原激活的蛋白激酶
9

胞外信号调节的蛋白激酶&

:;<=9

->=

#信号通路对结肠癌细胞增殖凋亡的影响' $方法% 取对数生长期
?@'%&A

细胞"加入迷迭
香酸!

"

(

!3

(

3"

和
'""!.819?

)处理
!&

(

&$

和
%!B

后"

CC=!$

法检测迷迭香酸对细胞增殖活性
的影响' 以

'))!.819?

迷迭香酸处理细胞"

!&

(

&$

和
%!B

后"采用流式细胞仪检测迷迭香酸对
细胞周期和细胞凋亡率的影响*采用蛋白质印迹法检测细胞中

D/E

(

D71!!

和
C1F/GFH C/IJ/IF!

,

蛋白的表达及
->='K!

磷酸化水平' $结果% 迷迭香酸对
?@#%&A

细胞呈时间浓度依赖性抑
制细胞增殖*

#**!.81K?

迷迭香酸处理
?@#%&A

细胞不同时间后"与对照组相比"迷迭香酸组
细胞中

@

期和
L

!

K:

期细胞所占比例明显降低"

L

*

KL

#

期比例显著升高" 但组间时间效应不显
著&

<M*N*3

)*而
D71!!

蛋白表达(

->=#K!

磷酸化水平明显降低 "细胞凋亡率 (

D/E

和
C1F/GFH

C/IJ/IF!,

蛋白表达量显著增强"均表现出明显的时效关系&

<O*N*3

)' $结论% 迷迭香酸能够
抑制结肠癌

?@#%&A

细胞增殖"诱导细胞凋亡"其作用机制可能与抑制
:;<=K->=

信号通路
有关'

关键词!迷迭香酸*结肠肿瘤*细胞增殖*细胞凋亡*

:;<=K->=

信号通路
中图分类号!

>%,3N,

P

3

文献标识码!

;

文章编号!

'**&(*!&!

%

!*'$

&

*&(*,*5(*3

H80

!

'*N''%,3KQN0IIRN'**&(*!&!N!*'$N*&N;*''

!""#$%& '" ('&)*+,-,$ .$,/ '- 0+'1,"2+*%,'- *-/ .3'3%'&,&

'" 4'1'- 4*-$2+ 4211& 5,* 6789:!(9 ;,<-*1,-< 8*%=>*?

S;TL U0/RV!Q0F

#

WX;TL D0R

#

WX;TL YF!ZB8RV

#

F[ /1N

&

ABF S0\I[ ;]]010/[FH X8IJ0[/1 8] U0RE0/RV :FH07/1 C811FVF

"

U0RE0/RV &3,'""

"

CB0R/

)

.@&%+*$%

+$

<^\J8IF

%

A8 0RGFI[0V/[F [BF F]]F7[ 8] \8I./\0R07 /70H 8R [BF J\810]F\/[08R /RH /J8J[8I0I

8] 7818R 7/R7F\ 7F11I /RH 0[I \F1/[08R [8 :;<=K->= I0VR/10RV J/[B_/ 6̀

$

:F[B8HI

%

ABF 7^1[^\FH B^./R

7818\F7[/1 7/R7F\ ?@'%&A 7F11I 0R 18V/\0[B.07 V\8_[B JB/IF _F\F [\F/[FH _0[B \8I./\0R07 /70H

&

*

"

!3

"

3* /RH '**!.81K?

)

]8\ !&

"

&$ /RH %!B

"

\FIJF7[0GF1`6 CC=!$ /II/` _/I ^IFH [8 HF[F7[ [BF

F]]F7[ 8] \8I./\0R07 /70H 8R 7F11 J\810]F\/[08R

*

]18_ 7`[8.F[\` _/I ^IFH [8 HF[F7[ [BF F]]F7[I 8] \8I!

./\0R07 /70H 8R 7F11 7`71F /RH 7F11 /J8J[8I0I \/[F /][F\ ?@'%&A 7F11I _F\F [\F/[FH _0[B '**!.81K?

\8I./\0R07 /70H ]8\ !&

"

&$ /RH %!B

*

[BF FEJ\FII08RI 8] D/E

"

D71!! /RH 71F/GFH C/IJ/IF!, J\8[F0RI

/RH JB8IJB8\`1/[08R 1FGF1 8] ->='K! _F\F HF[F7[FH a` 0..^R8a18[[0RV6

$

>FI^1[I

%

>8I./\0R07 /70H

0RB0a0[FH [BF J\810]F\/[08R 8] ?@'%&A 7F11I 0R / [0.F /RH H8IF!HFJFRHFR[ ./RRF\6 C8.J/\FH _0[B

[BF 78R[\81 V\8^J

"

[BF J\8J8\[08R 8] @ JB/IF /RH L

!

K: JB/IF 7F11I 0R \8I./\0R07 /70H [\F/[.FR[

V\8^J HF7\F/IFH /RH [B/[ 8] L

*

KL

'

JB/IF 0R7\F/IFH I0VR0]07/R[1`

"

a^[ [BF [0.F F]]F7[ aF[_FFR [BF

V\8^JI _/I R8[ I0VR0]07/R[

&

<M*6*3

)

6 X8_FGF\

"

[BF FEJ\FII08R 8] D71!! J\8[F0R /RH [BF 1FGF1 8]

->='K! JB8IJB8\`1/[08R _F\F I0VR0]07/R[1` HF7\F/IFH

"

/RH [BF /J8J[8I0I \/[F

"

[BF FEJ\FII08R 8] D/E

/RH 71F/GFH C/IJ/IF!, J\8[F0R _F\F I0VR0]07/R[1` 0R7\F/IFH 0R / [0.F!HFJFRHFR[ ./RRF\

&

!O*6*3

)

6

$

C8R71^I08R

%

>8I./\0R07 /70H 7/R 0RB0a0[ [BF J\810]F\/[08R 8] B^./R 7818\F7[/1 7/R7F\ ?@'%&A 7F11I

/RH 0RH^7F /J8J[8I0I

"

_B07B ./` aF \F1/[FH [8 [BF 0RB0a0[08R 8] :;<=K->= I0VR/10RV J/[B_/`6

92? >'+/&

+

\8I./\0R07 /70H

*

7818R 7/R7F\

*

7F11 J\810]F\/[08R

*

/J8J[8I0I

*

:;<=K->= I0VR/10RV J/[B_/`

结肠癌是一种常见的发生在大肠底部( 直肠内 或附近的消化道恶性肿瘤 $

'

"

!

%

"其发生与环境(遗传

和生活方式等因素密切有关$

,

%

' 目前"临床常规的治

疗手段多为手术和化疗等" 但手术后多易出现转移

论 著 ,*5
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或复发!化疗又往往伴有较大的毒副作用"

&

#

$ 近年来

数据研究表明! 结肠癌在我国的发病率和死亡率有

升高的趋势"

'

#

!严重威胁着人们的健康!寻找安全有

效的治疗方法一直是结肠癌研究的热点$ 由于中药

具有来源广泛%价格低廉和毒副作用小等特点!中药

及其提取物在抗肿瘤药物的研究中备受关注$ 迷迭

香酸是迷迭香%夏枯草%丹参%紫苏等多种中药材的

有效成分!是一种广泛分布的天然多酚羟基化合物$

研究表明!迷迭香酸具有抗炎%抗氧化和抗肿瘤等药

理作用!是一种前景很好的抗肿瘤药物"

(

!

%

#

$ 迷迭香

酸对多种肿瘤的发生发展具有良好的抑制作用 "

$

!

)

#

!

然其对结肠癌的研究较少!本研究以结肠癌
*+#%&,

细胞为研究对象! 探讨迷迭香酸对
*+#%&,

细胞增

殖凋亡及对丝裂原激活的蛋白激酶
-

胞外信号调节

的蛋白激酶&

./01-231

'信号通路的影响$

#

材料与方法

!"!

材 料

4.2.!5#!

培养基%胎牛血清%青霉素链霉素双

抗&

#66789:

青霉素和
;""!<-9:

链霉素'和胰蛋白

酶均购于美国
=>?@A

公司$

BCD

%

B@:!!

%

E:FCGFH ECI!

JCIF!K

%

231;8!

和
J!231;8!

兔多克隆抗体和碱性

磷酸酶标记羊抗兔
L<=

二抗购于南京恩晶生物科技

有限公司$ 膜联蛋白
!"!

异硫氰酸荧光素&

/MMFD>M

"!5L,E

'

8

碘化丙啶&

0L

'凋亡检测试剂盒%

EE1!$

检

测试剂盒和细胞周期检测试剂盒均购于碧云天生物

技术研究所$ 酶标仪%流式细胞仪和
EN

!

培养箱购

于美国
+><9C

公司! 凝胶成像系统购于美国
B>A!3CH

公司$ 人结肠癌细胞株
*+;%&,

购于中国科学院生物

研究所!迷迭香酸&纯度
!)$O

'购于美国
+><9C

公司$

!"#

细胞培养

将
*+;%&,

细胞培养在含
;"O

胎牛血清和青霉

素链霉素双抗的
4.2.!5;!

培养基中!在温度为
K%"

%

EN

!

体积分数为
'O

%饱和湿度为
)'O

的培养条件下

常规培养$

!"$ EE1!$

法检测细胞增殖

取对数生长期
*+;%&,

细胞种植于
)(

孔细胞

培养板中!调整细胞浓度为
;"" """

个
89:

!待细胞

贴壁后! 加入终浓度为
"

%

!'

%

'"

和
;""!9A:8*

的迷

迭香酸溶液!其中每个浓度设
'

个平行复孔$分别于

培养
!&

%

&$

和
%!P

各时间点! 加入
;"!: EE1$

试

剂!孵育
!P

后!加入二甲基亚砜溶解!于
'%"M9

检

测吸光值&

/

'$ 该实验及以下实验均重复
K

次$

!"%

流式细胞仪检测细胞周期和细胞凋亡

取对数生长期
*+;%&,

细胞!经
"Q!'O

胰蛋白酶

消化后制成单细胞悬液! 以
#6 666

个
89:

的细胞浓

度种植于
(

孔细胞培养板中! 待细胞贴壁后! 加入

6

%

#66!9A:8*

迷迭香酸溶液! 分别在培养
!&

%

&$

和

%!P

后! 根据细胞周期检测试剂盒和
/MMFD>M "!

5L,E80L

凋亡检测试剂盒操作步骤检测细胞周期和

细胞凋亡率$ 其中以
6!9A:8*

迷迭香酸溶液处理细

胞为对照组!

#66!9A:8*

迷迭香酸处理细胞为迷迭

香酸组$

!"&

免疫印迹法!

RFISFTM ?:AS

"检测

收集经
#66!9A:8*

迷迭香酸溶液处理
!&

%

&$

和

%!P

后的
*+#%&,

细胞!经预冷的磷酸缓冲盐溶液洗

涤后!加入细胞裂解液提取细胞蛋白$采用二喹啉甲

酸法检测蛋白浓度$ 取上清蛋白
'6!<

!用十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白! 转聚偏二氟

乙烯膜! 置封闭液中封闭
#P

! 加入针对
BCD

%

B@:!!

%

E:FCGFH ECIJCIF!K

%

#!C@S>M

%

J!231#8!

和
231#8!

的一

抗!稀释比例为
###666

!孵育过夜后!加入碱性磷酸

酶标记的二抗!稀释比例为
##!666

$ 孵育
!P

!以化学

发光法显色!

B>A!3CH

凝胶成像仪拍照!

$!C@S>M

为内

参!以目的条带灰度值
8$!C@S>M

条带的灰度值来计算

目的蛋白的相对表达量$

!"'

统计学分析

采用
+0++!#Q6

软件对实验中的数据进行统计

学分析!以均数
$

标准差
U!$IV

表示数据结果!两组间

比较采用独立样本
S

检验! 多组间比较采用单因素

方差分析!两两比较采用
*+4!S

检验!以
0WXQ"'

表

示差异具有显著性$

!

结 果

#"!

迷迭香酸对结肠癌细胞增殖的影响

迷迭香酸对结肠癌
*+;%&,

细胞有明显的抑制

作用!组间比较差异显著&

0W"Q"'

'$ 随着时间的延长

及迷迭香酸浓度的增加! 对
*+;%&,

细胞的抑制能

力逐渐增强! 迷迭香酸对
*+;%&,

细胞呈时间浓度

依赖性抑制细胞增殖
U,C?:F ;V

$

论 著K"%
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4).56(,-,7 67,8 1()23

!&9 &$9 %!9

:6; <=!$!<=<> "=??!"="@

A

<=$>!<=<$

A

#=?!!<=#!

A

/0+6B+8 76.36.+"? <=&?!<=<? <=@C!<=<>

A

<=C!!<=<>

A

#=!>!<=#$

A

:70"! #=!>!<=<$ <=%!!<=<&

A

<=&?!<=<?

A

<=?$!<=<>

A

D !><=?%$ >>=<>! @&=><< ><=<@?

' <=<<< <=<<< <=<<< <=<<<

4).56(,-,7 67,8

E!5)0FGH

I

>%<

!&9 &$9 %!9

< #=?#!<=<$ #=>?!<=#! #=@$!<=##

!> #=<!!<=#<

A

#=!>!<=#!

A

#=&@!<=<>

A

>< <=>&!<=<>

A

<=@$!<=<$

A

<=$?!<=<>

A

#<< <=&?!<=<!

A

<=>#!<=<>

A

<=@>!<=<?

A

D #<>=$<? %!=%># #@!=<@%

' <=<<< <=<<< <=<<<

!"#$% & !'% %()*%++,-. $%/%$+ -0 1"(

!

2$%"/%3 4"+)"+%!& ".3

54$!6 )*-7%,. ,. %"4' 8*-9)

"

!"+

!

.:&

#

6;6

迷迭香酸对细胞周期的影响

采用
#<<!5)0FG

迷迭香酸处理
GJK%&L

细

胞不同时间后! 结果显示!

M

"

FM

K

期"

J

期和
M

!

FN

期细胞比例组间变化不显著#

'O<=<>

$%但同一作

用时间下!与
<!5)0FG

相比!加入迷迭香酸使细

胞中的
M

<

FM

K

期细胞明显增加!

J

期和
M

!

FN

期细

胞明显减少!差异有统计学意义#

'P<=<>

$& 迷迭

香酸可将
GJK%&L

细胞阻滞在
M

<

FM

K

期! 使细胞

分裂增殖受到抑制
QL6R0+ !S

&

6;<

迷迭香酸对结肠癌细胞凋亡的影响

#<<!5)0FG

迷迭香酸分别作用
!&

'

&$

和
%!9

后细胞凋亡率分别为(

#!=@>!#=!!

$

T

'(

K$=$!!K=&@

$

T

和(

!>=%>!!=?!

$

T

& 与对照组(

@=>>!K=<>

$

T

相比!

迷迭香酸组中细胞凋亡率明显升高! 差异有统

计学意义(

'P<=<>

$& 迷迭香酸诱导
GJK%&L

细胞

凋亡!且呈现良好的时效关系
QD,12(+ KH

&

6;=

迷迭香酸对凋亡相关蛋白的影响

迷迭香酸处理
GJK%&L

细胞
!&

'

&$

和
%!9

后!

:6;

'

/0+6B+8 /6.36.+"?

蛋白的相对表达量均

高于对照组%同时!

:70"!

蛋白的相对表达降低&

迷迭香酸可呈时间依赖性上调
GJK%&L

细胞中

:6;

和
/0+6B+8 /6.36.+"?

蛋白的表达!下调
:70"

!

蛋白的表达
QL6R0+ ?

!

D,12(+ !H

&

6;>

迷迭香酸对
NI'UFV4U

信号通路的影响

不同作用时间下! 与对照组相比!

V4U#F!

表达水平变化不显著(

'O<=<>

$!而迷迭香酸组细胞

中
3"V4U#F!

表达水平明显下降! 差异有统计学意

义(

'P<=<>

$& 迷迭香酸可抑制
V4U#F!

磷酸化水平!

且表现出一定的时间依赖性
QL6R0+ &

!

D,12(+ ?H

&

?

讨 论

结肠癌是世界第三大癌症! 患者死亡的原因往

往为远端转移和复发!远端转移主要集中为肝转移!
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A
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A
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A

%! @&=<K!K=C>

A

!$=&>!K=<>

A
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A

D K<=@<C >=@<@ &K=!>$

' <=<<& <=<!? <=<<<

H,89*% D @00%47 -0 *-+A"*,.,4 "4,3 -. ")-)7-+,+ -0 BCDEF! 4%$$+
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肝转移导致死亡的患者占结肠癌死亡率的一半以

上" 因此有效控制癌细胞转移的发生发展是治疗的

关键#

<:

$

%中药治疗结肠癌重在温阳益肾和健脾理气"

不良反应小" 不会损伤正常组织" 并且治疗费用较

低"在减毒增效&减少或预防复发转移等方面具有独

特优势#

<<

"

<!

$

% 迷迭香酸作为从多种中药中提炼出的

天然化学物质" 其抗肿瘤作用受到广泛关注% 研究

发现" 迷迭香酸能够通过调控炎症因子和血管生成

因子的分泌"抑制肝癌细胞的生长"其作用机制可能

与
'=!!>

信号通路有关#

#?

$

'迷迭香酸能够呈剂量依

赖性抑制白血病
@A!B:

细胞增长"可将细胞周期阻

滞于
C

:

DC

<

期"诱导细胞凋亡 #

<&

$

% 目前"关于迷迭香

酸对结肠癌细胞增殖凋亡的机制研究较少" 本实验

以不同浓度的迷迭香酸处理
AE<%&F

细胞发现"迷

迭香酸呈时间浓度依赖性抑制
AE#%&F

细胞增殖%

#::"-(4DA

迷迭香酸处理
AE#%&F

细胞不同时间后"

流式细胞仪检测细胞周期和细胞凋亡情况发现"与

对照组相比"迷迭香酸组中细胞周期被阻滞在
C

:

DC

#

期"细胞凋亡率明显升高%

细胞凋亡是一种正常的生物学现象" 在维持细

胞内环境稳定中发挥重要作用" 是由多种基因严格

控制的过程% 与细胞凋亡相关的蛋白有很多"

>24!!

蛋白家族和胱天蛋白酶(

,/G./G*

)家族是其中最受

关注的两大家族%

>24!!

基因和
>/H

基因是重要的凋

亡调控基因"

,/G./G*!?

是凋亡过程中重要的凋亡执

行蛋白酶" 三者分别是细胞凋亡过程中重要的凋亡

促进因子&凋亡抑制因子和凋亡效应因子"在肿瘤细

胞凋亡中起着关键作用#

#;

"

#B

$

% 研究表明"迷迭香酸可

以影响多种癌细胞中
>/H

&

>24!!

和
,4*/I*1 ,/G./G*!?

蛋

白的表达"促进细胞凋亡#

#%J#K

$

% 本研究发现"

#::"-(4DA

迷迭香酸处理
AE#%&F

细胞后"

>/H

和
,4*/I*1 ,/G!

./G*!?

蛋白表达增强"

>24!!

蛋白表达降低% 结果提

示" 迷迭香酸可能通过上调
>/H

&

,4*/I*1 ,/G./G*!?

蛋白的表达和下调
>24!!

蛋白表达的促进结肠癌细

胞凋亡%

LM7NDOPN

信号通路是细胞内重要的信号传

导通路之一"在多种肿瘤细胞的增殖&分化和凋亡过

程中发挥着重要作用% 活化的
OPN

进入细胞核内"

使转录因子磷酸化"调控相关基因的表达"影响细胞

周期和
>/H

&

,4*/I*1 ,/G./G*!?

等蛋白的表达" 进而

介导细胞增殖凋亡过程#

!"

"

!<

$

% 研究发现"迷迭香酸能

够通过抑制
LM7NDOPN

信号通路抑制头颈部鳞状

细胞癌细胞的生长和迁移#

!!

$

% 为了探讨迷迭香酸对

结肠癌细胞中
LM7NDOPN

信号通路的影响"本研究

用
<"""-(4DA

迷迭香酸处理
AE<%&F

细胞后检测发

现
OPN<D!

磷酸化水平明显降低"结果表明"迷迭香

酸可能通过抑制
LM7NDOPN

信号通路抑制结肠癌

AE<%&F

细胞增殖"诱导细胞凋亡%

综上所述" 迷迭香酸可抑制结肠癌
AE<%&F

细

胞增殖" 诱导细胞凋亡" 其作用机制可能与抑制

OPN<D!

磷酸化有关%研究结果为迷迭香酸成为治疗

结肠癌的潜在药物提供参考依据%
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