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摘 要!%目的& 观察汉黄芩素对人肝癌细胞
-./0!

细胞株基因表达谱的影响"探索汉黄芩
素的抗肿瘤机制' %方法& 用不同浓度的汉黄芩素处理
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细胞' 应用
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全人类基因表达谱芯片" 检测汉黄芩素作用于肝癌细胞
,*?

后的基因表达差
异' %结果& 肝癌细胞经汉黄芩素作用
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后"筛出差异表达
!

倍以上的基因共
,)@

个"其
中
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个基因上调"
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个基因下调' 这些差异基因主要涉及
:,*

功能分类和
@:

个基因通
路"包括细胞凋亡(肿瘤发生(代谢(信号转导(细胞周期(物质运输等多个生物过程' %结
论& 汉黄芩素抑制肝癌细胞生长与其对
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因的表达调控有关'
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为唇形科植物黄芩的主要活性成分之一"

是一种黄酮类化合物%

:

&

"具有较强的抗炎活性%

!

&

(抗病

毒%

$

&和神经保护效应%

,

&

' 近年来研究表明"汉黄芩素

还具有抗肿瘤生物活性" 能抑制多种肿瘤细胞生

长"如白血病细胞%

'

&

(乳腺癌细胞%

@

&

(小鼠
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肉瘤%

K

&

和膀胱癌细胞%

*
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' 有趣的是"汉黄芩素并不诱导外周

血单核细胞和成纤维细胞凋亡%

%

&

' 因此汉黄芩素能

特异性地抑制肿瘤细胞的生长"但其作用机制仍未

明确' 基因芯片技术具有检测通量高(速度快的特

点"为寻找新的药物作用靶点(明确药物作用机理

提供了更简便快速的方法 %

:)

&

' 因此"本研究采用基

因芯片技术来观察汉黄芩素对肝癌细胞株基因表

达的影响"分析汉黄芩素抑制肿瘤细胞增殖的分子

机制'
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材料与方法

!"!

材 料

#:#:#

肿瘤细胞株

人肝癌
<1=>!

细胞株购自中国医学科学院上

海生命科学研究院!

8:8:!

主要试剂及仪器

汉黄芩素
?

南京替斯艾么中药研究所" 纯度

%%:@ABC

溶于二甲亚砜
?DEF3

"美国
F05G+

公司
C

中"

配制为母液
?

终浓度为
!@@GG',HIC

"用一次性注射滤

器过滤"

J!@!

冰箱冷冻保存备用! 其他试剂包括四

甲基偶氮唑盐
?EKK

"美国
F05G+

公司
C

#

<05/"DELE

?

美国
>0M4'

公司
C

# 胎牛血清
?

美国
>0M4'

公司
C

$

>1*1./0=!$#N9K LO=)122 P0Q ?

美国
R--6G1Q)0O

公司
C

和
KSNT',

试剂盒
?

美国
N*U0Q)'51*

公司
C

! 高密度寡核

苷酸芯片基因芯片
?>1*14/0= <(G+* >1*'G1 V8$$

W,(2 !:" R))+6C

代表人类全基因组
XY X""

转录本"承

载
$Z A@@

条明晰的人类基因" 具有
AX @@@

个短寡

核苷酸探针! 使用的仪器包括全自动洗涤工作站

%

R--6G1Q)0O [,(0\042 FQ+Q0'* XA@

&$杂交炉%

R--6G1Q)0O

>1*14/0= <6M)0\0T+Q0'* 3U1* ]X@

& 和 芯片扫描仪

%

R--6G1Q)0O >1*1 R))+6 F4+**1) $@@@Y>
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主要分析软件及数据库

>.3F

分析软件包
R--6G1Q)0O

公司
D+Q:U01^ 8:@

软件#

;._N

数据库#

PL>>

数据库等!

!"#

方 法

8:!:8

细胞培养

肝癌
<1=>!

细胞常规培养于含青霉素及链霉

素$

8@B

胎牛血清的
<05/"DELE

培养液"

$Y!

$

AB

.3

!

孵箱内贴壁生长"每
!$$\

用
@:!AB

胰蛋白酶消

化传代"取对数生长期细胞用于实验!

8:!:! EKK

法检测汉黄芩素对肝癌
<1=>!

细胞增

殖的抑制作用

用
@:!AB

胰蛋白酶消化
<1=>!

细胞"用完全培

养基配单细胞悬液"以每孔
X%8@

X 个接种于
%]

孔板

中"每孔
8@@!,

!培养
!X/

"待细胞贴壁并进入对数生

长期后换液"并进行实验干预"实验分
]

组'空白对

照组和汉黄芩素处理组
?

汉黄芩素终浓度分别为

8!:A

$

!A

$

A@

$

8@@

$

!@@!G',HIC

! 其中" 每组设
Z

个复

孔" 于
$Y!

$

AB.3

!

的饱和湿度培养箱中继续培养

!X

$

XZ

$

Y!/

" 培养结束前
X/

每孔加入
8@@!, EKK

%

8G5HG,

&"

$Y!

继续孵育
X/

"吸去培养液"每孔加入

8A@!, DEF3

"在振荡器上振荡
8AG0*

"用全自动酶

标仪%测定波长
X%@*G

"参考波长
]$@*G

&测定各孔

吸光度%

R

值&计算细胞生长抑制率"并计算
N.

A@

值!

各组细胞生长抑制率%

B

&

` ?8J

用药组平均
R

值
H

阴

性对照组平均
R

值
C%8@@B

!

8:!:$ R--6G1Q)0O LO=)1220'* R))+6

芯片检测汉黄芩

素对
<1=>!

基因表达的影响

S;R

抽提!探针制备和芯片杂交" 采用一步法

KSNT',

分别提取实验组 %经汉黄芩素
8@@!G',HI

处

理&和对照组细胞总
S;R

"并用
S;1+26 E0*0P0Q

纯

化"

8B

琼脂糖电泳和分光光度计评价
S;R

的质量

和完整性! 每组各
$

个样品"分别进行芯片实验! 芯

片实验按照
R--6G1Q)0O

公司提供的操作指南进行!

以
S;R

为模板"合成单链及双链
4D;R

"纯化#再以

双链
4D;R

为模板"用
S;R

转录标记试剂盒进行体

外转录合成生物素标记的
4D;R

"片段化处理#分光

光度计质控合格的
4D;R

与
<(G+* >1*'G1 V8$$

W,(2 !:@

基 因 芯 片 在 杂 交 炉
]X@

中
XA!

预 杂 交

8@G0*

" 取出杂交缓冲液加等体积处理好的杂交液

XA!

杂交
8]/

" 然后于全自动洗涤工作站洗涤和染

色! 芯片扫描仪扫描基因芯片并拍照!

8:!:X SKJW.S

验证

选取
!

个表达差异较明显的基因 %

>D[8A

和

<8%

&"采用半定量
SKJW.S

对基因芯片结果进行验

证" 并为了进一步的研究做准备! 检索
;._N >1*"

_+*a

数据库" 所设计引物分別针对不同的外显子"

以
>RWD<

作对照的校准基因 ! 应用
W)0G1) W)1"

G01)2$:@

软件分别设计其
W.S

引物! 引物由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成! 引物序列分别

为'

>D[8A

'上游引物'

A#">>..RR..R>R>.K>>>"

RR>"$#

下游引物'

A#">...>R>R>RKR.>.R>>K>"$#

#

!

<8%

' 上游引物 '

A# ".KKKR.RR..R.K>.R.KR.."

K>."$#

下游引物'

A#"..K..KKK>>K.K.RRRKK>>"$#

#

>RWD<

' 上游引物 '

A# ">R>K.RR.>>RKKK>>K."

>K"$#

下游引物'

A#">R.RR>.KK...>KK.K.R>"$#

!

8:!:A

生物信息学分析及统计学处理

芯片数据处理与生物信息学分析
b

芯片扫描仪

扫描基因芯片"

NG+51 901^1)

软件提取杂交信号叠

加图"所有原始数据予以
W+)Q1a >F ]:A

软件进行均

一化和数据校正! 将实验组与对照组芯片上对应探

8%X
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针之间的荧光信号强度比值进行转换! 将所得商取

以
!

为底的对数! 其结果是正值为表达上调"

!&!

为有意义的上调差异表达#!负值为下调表达"

"'!

为有意义的下调差异表达$% 用
()((#*+,

统计软件

分析!同一指标的组间比较采用
-

检验!

).,+,/

表示

差异有统计学意义%

!

结 果

'89

汉黄芩素对肝癌
0123!

细胞增殖活性的影响

455

测定法结果显示"

6789:1 #

$!汉黄芩素处理

0123!

细胞
!;

&

;<

&

=!>

后细胞的增殖抑制率随着

药物浓度的增加及作用时间的延长显著增加 "

).

,+,/

$!呈量效和时效关系%汉黄芩素作用
;<>

的
?@

/,

值为
AA/+=!BCDEF

%

:8: GHHIB1-:7J

表达谱芯片检测结果

!+!+A

基因芯片杂交后的扫描结果

芯片杂交后的原始扫描图 !由

G3@@

软件直接生成% 芯片整体背景

较低&信噪比较高'从芯片信号点的

质量上观察!所有信号点的大小以及

形状规则程度呈均一化&信号点的信

噪比以及信号点的背景强度&信号点

的信号饱和程度均显现良好!近乎一

致化% 这说明芯片的实验结果理想

K6789:1 !L

%

!+!+!

基因芯片检测后数据结果

对照组&实验组样本进行
09BMN

31NCB1 OA$$ )D9P !+"

基因芯片检测

的结果显示!与对照组相比!实验组

总共有
;"*

个基因发生显著性变化

Q

上调或下调倍数大于
!R

% 其中!

!%/

个基因上调!

AAA

个基因下调% 利用

生 物 注 释 数 据 据 库
31N1 SN-CDC8I

"

3SR

对
;,*

个差异基因功能聚类分

析共有
A;<

个功能类别%其中主要涉

及以下通路(细胞凋亡)

!$

个基因$&

代谢"

!;

个基因$&细胞增殖"

!A

个基

因$&细胞内信号转导"

!;

个基因$&

物质运输"

!,

个基因$&细胞周期"

!,

个基因$&转录调控"

A<

个基因$等多

个生物过程%在
*

次比较中!差异倍数均明确达
;

倍

以 上 的 上 调 基 因
A!

个 ! 如
6G4A!%G

&

?T0UV

&

3W6#/

等' 差异倍数均达
;

倍以上的下调基因
<

个!包括
@CJ!#

&

0#%

等% 同时!利用
XV33

数据库对

这些差异基因进行通路分析!共涉及
*#

条生物学通

路
K5MYD1 #R

% 在参与
*#

条通路的基因中!有
#/

个基

因涉及
$

个癌症相关通路(细胞周期&

2/$

信号通路

和
4G)X

信号通路% 细胞周期通路中
3GWW;/"

&

@WXT#G

&

@WXT!U

基 因 上 调 !

4G)X

通 路 的

4G);X;

基因上调!

GZ)UA

&

[OT

&

V36Z

&

4G)!X=

基

因下调%

!+!+$

半定量
Z5')@Z

验证结果

Z5')@Z

验证结果表明! 经汉黄芩素干预后的

肝癌细胞
3W6A/ BZTG

表达增强'而经汉黄芩素干

预后的肝癌细胞
0A%

的
BZTG

表达降低
K5MYD1 $R

%

Z5')@Z

结果与芯片结果基本一致! 表明芯片检测

结果准确可靠%

;",$%< 9 =%1>6? "+?"@"6"1+ 1A >1,1+"+ 1+ B</=: )<330 C+DEF
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讨 论

近年来! 传统的中药作为一种新

型的抗癌药物获得了相当大的关注"

黄酮类化合物以安全性强#来源广#种

类多#抗肿瘤谱广泛#抗肿瘤细胞增殖

作用效果明显# 能够诱导肿瘤细胞凋

亡!能提高机体免疫力性等特点!成为

国内外筛选抗肿瘤药物的重要资源之

一" 但是由于中药药理作用广泛!常涉

及机体以及细胞的多个生理病理过

程! 若仅对单个或少数几个基因进行

研究通常难以明确其作用靶点" 基因

芯片技术可以一次分析上千个基因的

!"#$% & '()*+(#,*(-. -/ *0% 12 3"*04"5) -/ *0% 6%.%) 4(*0 7-+% *0". 1!/-$8 90".6% -/ %:3+%))(-. "/*%+ 4-6-.(. *+%"*7%.*

<+=/>+62

?1*1 *+@1AB',C 4/+*51D
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肿瘤学杂志
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年第
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卷第
$

期

表达水平变化!能够从基因组水平对某一刺激"如药

物#进行检测!有助于发现药物的新的作用靶点!阐

明药物作用的分子机制! 确定药物靶基因以及新药

开发提供依据$

汉 黄 芩 素 是 从 唇 形 科 植 物 黄 芩
&'()*+,,-./-

0-/(-,+12/2 3+4.5/6

%半枝莲
7'()*+,,-./- ./8),-./2 9-,,:;

以及夹竹桃科植物鳝藤 &

<14=+1=.41->>/1+! 7?44@:

A*<.1:; B.)(+

' 等植物中分离得到的一种重要的黄

酮类化合物!具有广泛的生物活性!如抗氧化 &

#

'

%抗

炎&

!

'

%神经保护&

C

'和抗病毒&

$

'

$ 研究表明!汉黄芩素还

具有抗肿瘤生物活性!能影响多种肿瘤细胞生长!如

骨髓性白血病细胞 &

D

'

%乳腺癌细胞 &

E

'

%小鼠
'#F"

肉

瘤&

G

'和膀胱癌细胞&

F

'

$ 另一方面!汉黄芩素抗肿瘤的

体内实验显示其对于荷瘤动物的正常上皮% 外周血

和正常髓细胞几乎没有毒性或只有轻微毒性$ 因此

汉黄芩素作为一种新的化疗药物或辅助化疗药物有

着广阔的前景$ 本研究证实汉黄芩素对肝癌
?+H3!

细胞生长有较明显的抑制作用! 且呈量效和时效依

赖性$

基因芯片技术检测汉黄芩素作用
CFI

的肝癌细

胞株
?+H3!

基因组表达发现( 有
!%D

个基因上调!

JJJ

个基因下调$ 其中涉及细胞周期和凋亡%细胞内

信号转导%物质运输%转录调控等多种生理功能$ 其

中以
BK<

损伤修复% 细胞周期和
L<MN

信号通路

的基因表达水平变化最为显著$

生长阻滞及
BK<

损伤诱导
CD&5.4O*I -..+2* -1=

BK< =-P-5+ /1=)(/0,+ CD

!

3<BBCD;

是
HD$

%

QRS<#

的下游基因!

3<BBCD

基因家族是
BK<

损伤修复的

重要相关基因! 其亚家族包含
$

个结构相似的酸性

核蛋白
3<BBCD!

%

3<BBCD"

和
3<BBCD#

&

##

'

$ 汉黄

芩 素 作 用 于
?+H3!

细 胞 后 能 上 调
3<BBCD!

$

3<BBCD!

是一个受高度调控的基因!编码由
#ED

个

氨基酸组成的核蛋白 &

##

'

$

3<BBCD!

含有
HD$

转录

调控特异位点!

HD$

基因是一个广谱抑癌基因!参与

细胞周期%细胞生长%细胞凋亡%

BK<

损伤修复!在

基因调控网络中具有中枢地位$

HD$

蛋白与它结合

后! 以增强子的方式在转录水平调节
3<BBCD!

的

表达 &

#!

'

$ 在环境损伤因子作用下
3<BBCD!

结合

LANNC

的
K

末端结构域介导
LANNC

激活
M$F

和

TKN

细胞内信号通路! 通过
M$FL<MNUTKN

通路介

导细胞凋亡&

J$

'

$ 另外!研究发现
3<BBCD

编码的核

蛋白能与其他蛋白如
MSK<

%

H!J

% 核组蛋白%

LVN#U

LANNC

激酶以及
S=@#

等相互作用 &

#C

'

!并参与多种

信号通路的调节!在
KW!$Q

&

#D

'

%

H$FUTKN

&

#E

'等的通路

中发挥作用$

肝癌的发生与发展与细胞周期调控密切相关$

细胞周期调控!可分为外源性调控和内源性调控$外

源性调控主要是细胞因子和其他外界刺激引起的!

而内源性调控通过细胞周期蛋白)细胞周期蛋白依

赖性激酶)细胞周期蛋白依赖抑制蛋白进行网络调

控来实现$ 这些调节基因的异常和异常表达在肝癌

的发病中起关键作用$汉黄芩素作用肝癌细胞后!能

上调细胞周期调控的调节因子
H!#&SBNK#<;

和
H#D

&SBNK!Q;

$

H#D

与
SBNC

和
SBNE

结合!抑制
SBNC!

(X(,/1B

和
SBNE!(X(,/1B

!阻断细胞生长于
3

#

期!抑

制细胞增殖$

H!#

基因是
S#M

家族中的一员!它是位

于
HD$

基因下游的细胞周期素依赖性激酶抑制因

子$

H!#

可以和
HD$

共同构成细胞周期
3

#

检查站!

因
BK<

损伤后不经过修复则无法通过!

H!#

能够增

强
BK<

的修复! 可以用来消除由
BK<

损伤积累而

引起的肿瘤的发生! 减少了受损
BK<

的复制和积

累!从而发挥抑癌作用&

#G

'

$

肿瘤的病因非常复杂! 细胞信号转导系统异常

与肿瘤的发生发展密切相关$ 丝裂原活化蛋白激酶

&L<MN;

系统作为调控细胞信号的主要途径之一!控

制着细胞的增殖%分化%凋亡等过程!其某个环节发

生问题可引起细胞生长失控!肿瘤发生$

L<MN

家族

包括
F

个亚家族! 其中
TKNUL<MN

通路尤为重要$

L<MN

级联具有高度保守性! 采用三级激酶级联传

递信号( 细胞外刺激通过某些环节使
L<MN

激酶

&L<MNNN;

激活!转而激活
L<MN

激酶
&L<MNN;

!然

后再通过双位点磷酸化激活
L<MN

$

L<MN

活化后!

磷酸化其下游底物)))转录因子%蛋白激酶%酶%结

构蛋白等!以此调控细胞的生长%增殖%分化%凋亡和

粘附%迁移等过程!继而影响肿瘤的发生%侵袭%转移

以及耐药&

#F

!

#%

'

$不同的刺激活化不同的
L<MN

亚型!两

种或者更多种
L<MN

级联的活化也能同时发生 &

!Y

'

$

L<MN

的多条信号通路间存在着广泛的交叉作用

&(.422!*-,@;

! 几乎涉及激酶级联信号传递的每个水

平$ 汉黄芩素作用肝癌细胞后!

L<MCNC

基因上调!

<RMQJ

%

TZK

%

A3WR

%

L<M!NG

基因下调$

L<MCN2

是

'VA!Y

相关激酶!

TKN

强的特异性激活剂$

TZK

是一

J%G
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&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:#%7;':$

种癌基因!研究表明!

4!-'2

和
4!<(*

在正常肝组织中

只有低水平表达或不表达! 而在癌旁异型增生肝组

织中均有表达"

!#

#

$

&=;

和
>'2

家族为核内两种重要

的转录因子!

&=;

家族包括
4!<(*

%

<(*?

%

<(*@

%

<(*A

$

&=;

蛋白可形成同源二聚体或与
>'2

蛋白形成异二

聚体构成
?B!8

!调节肿瘤细胞的侵袭性生长%肿瘤

血管生成以及肿瘤转移"

!!

#

$

CD>E

是一种细胞膜蛋

白激酶受体! 对维持细胞的生长% 增殖等起关键作

用! 其过度激活可以促使恶性肿瘤细胞增殖和抑制

凋亡!还能促进肿瘤转移和血管形成$抑制
CD>E

酪

氨酸激酶活性!阻断其信号转导可抑制肿瘤生长$

总之!通过本研究提示!汉黄芩素抑制肝癌细胞

的分子机制! 可能通过上调细胞周期调控的调节因

子
D?AAFG!

%

.AH;8?

%

.AH;!@

! 抑制细胞恶性增

殖! 并通过下调癌基因
&=;

% 表皮生长因子受体

CD>E

的表达!抑制肿瘤生长转移$
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