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中药研究

臭牡丹总黄酮对 Ａ５４９细胞增殖迁移侵袭力
及 Ｗｎｔ通路相关蛋白的影响
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摘要　目的：观察臭牡丹总黄酮对βｃａｔｅｎｉｎ过表达Ａ５４９细胞增殖、迁移、侵袭力以及 Ｗｎｔ通路相关蛋白的影响。方法：
选取构建βｃａｔｅｎｉｎ真核过表达载体并转染Ａ５４９细胞，将其分为６组，分别为未转染细胞、未转染细胞 ＋臭牡丹总黄酮、
空载组、空载＋臭牡丹总黄酮、βｃａｔｅｎｉｎ过表达组、βｃａｔｅｎｉｎ过表达 ＋臭牡丹总黄酮。ＭＴＴ法检测各组细胞的相对存活
率，划痕实验检测各组细胞迁移能力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验检测各组细胞的侵袭力。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各组Ｗｎｔ通路相
关蛋白βｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ３β、ＰＧＳＫ３β、ｃｍｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达。结果：转染βｃａｔｅｎｉｎ过表达的Ａ５４９细胞增殖能力、迁移能
力、侵袭力均明显增强（Ｐ＜００５），并显著上调ｗｎｔ通路相关因子βｃａｔｅｎｉｎ、ＣＭｙｃ，ＣｙｃｌｉｎＤ的蛋白表达，下调ＰＧＳＫ３β的
蛋白表达（Ｐ＜００５）。采用臭牡丹总黄酮干预后，能明显降低各组细胞的存活率，降低细胞向划痕区域迁移的能力，减少
侵袭小室穿过基膜的细胞数（Ｐ＜００５）。并下调 βｃａｔｅｎｉｎ、ＣＭｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＤ１表达（Ｐ＜００５），上调 ＰＧＳＫ３β表达（Ｐ＜
００５）。臭牡丹总黄酮的干预作用对转染βｃａｔｅｎｉｎ过表达细胞尤为明显。结论：转染 βｃａｔｅｎｉｎ过表达的 Ａ５４９细胞其增
殖、迁移、侵袭力均明显增强，能激活Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路。臭牡丹总黄酮可抑制 Ａ５４９细胞的增殖、迁移、侵袭力，其机制
可能是通过抑制细胞中βｃａｔｅｎｉｎ的高表达从而调控下游的一系列因子而起到抑制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路的作用。
关键词　臭牡丹总黄酮；上皮间质转化；Ｗｎｔ信号通路；βｃａｔｅｎｉｎ过表达载体
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　　原发性支气管肺癌（简称肺癌）是一种发生于
支气管黏膜及腺体的恶性肿瘤，属于中医“肺积、肺

岩、息贲、虚劳”等范畴。２０１４年全球癌症报告显
示，全球引起死亡的最常见癌症，肺癌居于首位。在

我国肺癌的发病率与死亡率均占肿瘤疾病的首位。

肿瘤局部复发和远处转移是肿瘤病程发生发展的主

要原因，８０％以上的肺癌患者确诊时癌细胞已发生
全身侵犯和转移，进入疾病晚期。臭牡丹是从湖南

民间治疗恶性肿瘤的单方发掘，并经过反复临床与

科研实践筛选出来的一味中药。臭牡丹性平，味辛、

苦，历代本草记载其有“祛风除湿、解毒散瘀、消肿止

痛”之功，对多种肿瘤具有临床治疗作用，尤以肺癌

为佳。研究表明臭牡丹对多种肿瘤细胞具有抑制作

用，并有一定预防肺癌发生及转移的作用［１２］。

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路作为一条高度保守的信号通路
在发育成熟动物个体中的异常激活，参与肿瘤发生

的机制涉及信号传导、细胞周期、细胞增殖、凋亡以

及细胞黏附等多方面［３］，并与肺癌的发生发展密切

相关。本实验采用 βｃａｔｅｎｉｎ过表达载体转染 Ａ５４９
细胞，并予以臭牡丹总黄酮进行干预，观察βｃａｔｅｎｉｎ
过表达载体以及臭牡丹总黄酮对Ａ５４９细胞增殖、侵
袭、侵袭力以及Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路的影响。
１　材料与方法
１１１　细胞　人肺腺癌Ａ５４９购自中国科学院典型
培养物保藏委员会细胞库。

１１２　试剂与仪器　βｃａｔｅｎｉｎ质粒（ｐＣＤＮＡ３１＋
载体，ＡＭＰ抗性），空载体（ｐＣＤＮＡ３１＋，ＡＭＰ抗
性），由上海交通大学金卫林教授馈赠。臭牡丹总黄

酮由湖南中医药研究院附属医院中药房提供臭牡丹

生药，经湖南省中医药研究院中药研究所提取，总黄

酮含量６５％，１ｇ相当于生药３０ｇ。批号：２０１３０７２０。
ＭＴＴ购自 Ｓｉｇｍａ公司。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司。二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自 ＶＥＴＥＣ公司。ＲＩ
ＰＡ裂解液购自中国北京普利莱。βＣａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ
３β、ＰＧＳＫ３β（Ｓｅｒ９）兔单克隆抗体均购自 ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＣＭｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＤ１兔单克隆
抗体均购自北京博奥森；βＡｃｔｉｎ鼠单克隆抗体购自
ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ公司；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔
ＩｇＧ购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。ＥｎｄｏｆｒｅｅＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉ
ＫｉｔＩ试剂盒购自广州飞扬生物工程有限公司。

Ｌｉｐ２０００助转染试剂购自美国ＬＩＦＥ公司。胎牛血清
购自Ｇｉｂｃｏ公司。ＤＭＥＭ培养液，胰酶均购自 Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司。金属浴 Ｇｒａｎｔｂｉ公司生产，垂直凝胶电
泳系统、转膜系统、化学发光仪 ＸＲＳ＋由 ＢＩＯＲＡＤ
公司生产超净工作台，细胞培养箱均由 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ公司生产；离心机由ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司生产；倒置
生物显微镜由北京中显恒业仪器公司生产；酶标仪

由汇松公司生产。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　将细胞分为 ６组：Ａ组
（未转染细胞），Ｂ组（未转染细胞 ＋臭牡丹总黄
酮），Ｃ组（转染空载质粒），Ｄ组（转染空载质粒 ＋
臭牡丹总黄酮），Ｅ组（转染βＣａｔｅｎｉｎ过表达质粒），
Ｆ组（转染 βｃａｔｅｎｉｎ过表达质粒 ＋臭牡丹总黄酮
组）。

１２２　检测指标与方法
１）细胞培养与质粒转染：细胞培养：人肺腺癌细

胞Ａ５４９培养于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基
中，置于３７℃，５％ＣＯ２恒温细胞培养箱中。每２～３
天换液１次，待细胞长满约８０％时，０２５％含 ＥＤＴＡ
的胰酶消化后直接分瓶传代。Ａ５４９细胞呈梭形贴
壁生长。

βｃａｔｅｎｉｎ过表达和空载质粒的转化、扩增与抽
提：常规制备ＤＨ５α大肠杆菌感受态，制备感受态细
胞，克隆母的基因片段。将纸片质粒 βｃａｔｅｎｉｎ过表
达、空载质粒分别剪下，放到１５ｍＬ离心管中，加入
２０～５０μＬ灭菌水浸润备用。将制备好的感受态细
胞加入准备好的 βｃａｔｅｎｉｎ过表达和空载质粒溶液
５０μＬ，摇匀后置于冰上３０ｍｉｎ。４２℃水中热击９０
ｓ，迅速冰浴冷却３～５ｍｉｎ。另准备ＥＰ管１只，加入
液体ＬＢ培养基１ｍＬ（不含 Ａｍｐ），混匀，３７℃下恒
温振荡１ｈ。取２００μＬ菌液涂抹在有 Ａｍｐ的培养
板上筛选，正面朝上３０ｍｉｎ，待菌液被培养基吸收
后，将培养皿倒置，置于３７℃细菌培养箱中，培养２４
ｈ。质粒的抽提按 ＥＺＮＡＥｎｄｏｆｒｅｅＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉ
ＫｉｔＩ试剂盒操作，得到的质粒采用 ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００超
微量分光光度计检测浓度。

真核表达载体转染肺腺癌 Ａ５４９细胞：将 Ａ５４９
细胞接种于６孔板中，待细胞生长至８０％～９０％时，
弃原培养液，每孔加入８００μＬ不含抗生素的含１０％

·９７９·世界中医药　２０１８年４月第１３卷第４期



胎牛血清的ＤＭＥＭ完全培养基，待转染。取空载质
粒４μｇ，βｃａｔｅｎｉｎ过表达质粒４μｇ，按Ｌｉｐ２０００试剂
盒步骤转染Ａ５４９细胞。将转染后的细胞置于 ＣＯ２
恒温培养箱中５ｈ后，去除原培养基，更换含１０％胎
牛血清的ＤＭＥＭ完全培养基，继续培养。
２）ＭＴＴ法检测臭牡丹总黄酮对 Ａ５４９细胞增殖

活性的影响：ＭＴＴ法检测不同浓度臭牡丹总黄酮对
Ａ５４９细胞增殖活性的影响：对数生长期的未转染质
粒的Ａ５４９细胞株，按 ５０００个／孔细胞铺于 ９６孔
板。培养６～８ｈ待细胞充分贴壁后待用。将臭牡
丹总黄酮浸膏溶于无菌水中，母液浓度为 １０ｍｇ／
ｍＬ。用含４％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ液稀释母液，配成不同
浓度的药液。臭牡丹总黄酮浓度分别为０、０１、０２、
０４、０６、０８、１０、２０、３０、４０、５０、６０ｍｇ／ｍＬ，共
１２个浓度。用不同浓度的药液置换原培养液，每孔
终体积２００μＬ，每组６个复孔，另设无细胞的培养基
为空白对照孔。ＭＴＴ法测活细胞数，测定各孔各孔
的吸光度（Ａ值），计算存活率。以上实验重复３次。
将ＩＣ５０对应的臭牡丹总黄酮浓度作为后续实验的给
药浓度。存活率 ＝实验组平均 Ａ值／对照组平均 Ａ
值×１００％。

ＭＴＴ法检测臭牡丹总黄酮对各组细胞增殖活性
的影响：取对数生长期正常 Ａ５４９细胞、转染空载质
粒细胞、转染 βｃａｔｅｎｉｎ过表达质粒细胞，按 １３分
组，５０００个／孔细胞铺于９６孔板。用无菌蒸馏水将
臭牡丹总黄酮浸膏配成浓度为１０ｍｇ／ｍＬ的母液，再
用含１０％胎牛血清的完全ＤＭＥＭ培养基配成２ｍｇ／
ｍＬ的含药溶液。待 Ａ５４９细胞生长密度达 ７０％～
８０％时，Ｂ、Ｄ、Ｆ组分别加入含药的完全培养基，Ａ、
Ｃ、Ｅ组加入不含药物的完全培养基，每组每孔终体
积２００μＬ，继续培养４８ｈ，用ＭＴＴ法测活细胞数。
３）划痕试验检测臭牡丹总黄酮对 Ａ５４９细胞迁

移能力的影响：用无菌蒸馏水将臭牡丹总黄酮浸膏

配成浓度为１０ｍｇ／ｍＬ的母液，再用含１０％胎牛血
清的完全ＤＭＥＭ培养基配成２ｍｇ／ｍＬ的含药溶液。
细胞按１３分组。待细胞生长密度达 ７０％～８０％
时，Ｂ、Ｄ、Ｆ组分别加入含药的完全培养基，Ａ、Ｃ、Ｅ
组加入不含药物的完全培养基，每孔终体积１ｍＬ，
于３７℃，５％ＣＯ２环境下培养４８ｈ。待细胞长满后
用１００μＬＴｉｐ头沿培养板中轴均匀画一直线，用
ＤＰＢＳ洗细胞３次，去除划下的细胞，加入１％低血
清培养基，放入恒温 ＣＯ２培养箱继续培养。分别于
０、２４、４８ｈ时间点在倒置显微镜下观察刮痕内的细
胞，取样，拍照。结果以各组划痕培养后的划痕区域

闭合宽度占初始（０ｈ）划痕区域宽度的百分比来表
示。重复３次实验，取平均值。
４）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭检测臭牡丹总黄酮对

Ａ５４９细胞侵袭力的影响：制备 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，吸取
Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶１６０μＬ加入３２０μＬ无血清培养基中，按
１∶２稀释，即得４８０μＬ，每个小室铺胶６０μＬ，共制作
８个小室。置３７℃培养箱内６０分钟使胶凝固。吸
出小室内残余液体，每个小室加入 ７０μＬ无血清
ＤＭＥＭ培养基，３７℃ ３０ｍｉｎ水化基底膜。细胞按
１３分组，将各组细胞常规消化，调整细胞密度至１
×１０５／ｍＬ。吸取２００μＬ到小室上室内，下室加入含
１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的ＤＭＥＭ，继续培养６ｈ。用无
菌蒸馏水将臭牡丹总黄酮浸膏配成浓度为１０ｍｇ／
ｍＬ的母液，再用含无血清培养基配成２ｍｇ／ｍＬ的
含药溶液。Ｂ、Ｄ、Ｆ组分别加入含药的完全培养基，
Ａ、Ｃ、Ｅ组加入不含药物的无血清培养基，每孔终体
积２００μＬ，于ＣＯ２恒温培养箱中培养４８ｈ。弃去小
室内培养液，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗２遍。用湿
棉签擦尽上室面的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶和细胞，丙酮：甲醇 ＝
１∶１，固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２遍，用０５％结晶紫染色５
ｍｉｎ，用清水洗３遍上。倒置显微镜下观察，随机取
个５视野计数细胞数，计算均值。以上实验重复３
次。

５）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 Ｗｎｔ通路相关蛋
白的表达：将细胞分为４组：ｐｃＤＮＡ３１组（转染空
载质粒），ｐｃＤＮＡ３１＋ＣＭＤ组（转染空载质粒 ＋臭
牡丹总黄酮），βＣａｔｅｎｉｎ组（转染 βＣａｔｅｎｉｎ过表达
质粒），βＣａｔｅｎｉｎ＋ＣＭＤ组（转染 βｃａｔｅｎｉｎ过表达
质粒＋臭牡丹总黄酮）。待 Ａ５４９细胞生长密度达
７０％～８０％时，加入２ｍｇ／ｍＬ的臭牡丹含药溶液，置
于３７℃，５％ＣＯ２环境下培养４８ｈ后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测。

用预冷的ＰＢＳ洗涤１次，加入１００μＬＲＩＰＡ裂解
液，反复吹打混匀，置于冰上，裂解３０ｍｉｎ；将裂解完
毕的细胞于４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，将上清
分装转移至０５ｍＬ的离心管中。按照ＢＣＡ蛋白定
量试剂盒绘制蛋白标准曲线，算出蛋白浓度。灌胶、

上样，根据蛋白定量的结果，每孔上样５μＬ已变性
蛋白，电泳后转膜。按 βｃａｔｅｎｉｎ（９２ＫＤ），ＧＳＫ３β
（４６ＫＤ），ＰＧＳＫβ（４６ＫＤ），ＣＭｙｃ（４９ＫＤ），Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１（３２ＫＤ），βａｃｔｉｎ（４２ＫＤ）所在位置进行切胶。转
移至 ＰＶＤＦ膜，βｃａｔｅｎｉｎ约 １１０ｍｉｎ，ＧＳＫ３β约 ６０
ｍｉｎ，ｐＧＳＫβ约６０ｍｉｎ，βａｃｔｉｎ约６０ｍｉｎ，ｃｍｙｃ约
６０ｍｉｎ，ｃｙｃｌｉｎＤ１约４０ｍｉｎ。载有蛋白质条带的膜
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在含有５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ溶液中室温封闭１ｈ，
然后加入含有稀释一抗（βｃａｔｅｎｉｎ１∶１０００、ＧＳＫ３β
１∶１０００、ＰＧＳＫ３β１∶１０００、ＣＭｙｃ１∶５００、ＣｙｃｌｉｎＤ１
１∶５００、βａｃｔｉｎ１∶４０００），４℃下振荡孵育过夜。用１
×ＴＢＳＴ稀释ＨＲＰ标记的二抗（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ），稀释比
例１∶３０００，将ＰＶＤＦ膜放入杂交袋中与稀释完毕二
抗共同孵育４５～６０ｍｉｎ。洗涤后，采用 ＥＣＬ化学发
光显示液曝光。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件进行
数据分析。计量资料用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，２
组间比较采用 ｔ检验，多组间比较采用单因素方差
分析，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　ＭＴＴ法检测臭牡丹总黄酮对 Ａ５４９细胞增殖
活性的影响

２１１　ＭＴＴ法检测不同浓度臭牡丹总黄酮对 Ａ５４９
细胞增殖活性的影响　臭牡丹总黄酮处理 Ａ５４９细
胞４８ｈ后，ＭＴＴ检测细胞活力显示，Ａ５４９细胞活力
受到明显抑制，随着给药浓度增加，细胞成活率下

降，对细胞抑制作用增强，用 ＳＰＳＳ１７０计算其半数
抑制率 ＩＣ５０约２０ｍｇ／ｍＬ，将该浓度作为后续实验
的给药浓度。

２１２　ＭＴＴ法检测臭牡丹总黄酮对各组细胞增殖
活性的影响　转染空载质粒的细胞与正常细胞比
较，增殖活性差异无统计学意义，但 βＣａｔｅｎｉｎ过表
达组细胞增殖活性明显提高（Ｐ＜００５）；臭牡丹总
黄酮可使各组细胞的增殖活性均明显降低（Ｐ＜
００５），对βＣａｔｅｎｉｎ过表达组活性抑制尤为明显（Ｐ
＜００５）。见图１、表１。

图１　不同浓度的臭牡丹总黄酮对Ａ５４９细胞的抑制率

２２　划痕试验检测臭牡丹总黄酮对Ａ５４９细胞迁移
能力的影响　给药４８ｈ后，与正常 Ａ５４９细胞比较，
空载组的迁移率差异无统计学意义（Ｐ＞００５），但
βＣａｔｅｎｉｎ过表达组较空载组迁移率上升（Ｐ＜
００５）。采用臭牡丹总黄酮干预后，正常 Ａ５４９细
胞、空载细胞、βｃａｔｅｎｉｎ过表达细胞的迁移能力均明

显降低（Ｐ＜００５）。见图２、表２。
表１　ＭＴＴ法检测臭牡丹总黄酮对各组细胞

　　的增殖活性影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 Ａ值

Ａ组（未转染细胞） ０３８±００６
Ｂ组（未转染细胞＋臭牡丹总黄酮） ０２７±００８

Ｃ组（转染空载质粒） ０３６±００４
Ｄ组（转染空载质粒＋臭牡丹总黄酮） ０２５±００７△

Ｅ组（转染βＣａｔｅｎｉｎ过表达质粒） ０４６±００５△

Ｆ组（转染βｃａｔｅｎｉｎ过表达质粒＋臭牡丹总黄酮组） ０３２±００８▲

　　注：和Ａ组比较，Ｐ＜００５；与 Ｃ组比较，△Ｐ＜００５；与 Ｅ组比

较，▲Ｐ＜００５

图２　给药０、２４、４８ｈ镜下观察各组细胞的划痕迁移图像
　　注：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ分别为未转染细胞、未转染细胞 ＋臭牡丹总

黄酮、转染空载质粒、转染空载质粒 ＋臭牡丹总黄酮、转染 βｃａｔｅｎｉｎ

过表达质粒、转染βｃａｔｅｎｉｎ过表达质粒＋臭牡丹总黄酮

表２　给药后４８ｈ各组细胞迁徙能力比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 愈合（％）

Ａ组（未转染细胞） ０７０±００５
Ｂ组（未转染细胞＋臭牡丹总黄酮） ０４８±０１１

Ｃ组（转染空载质粒） ０６９±００３
Ｄ组（转染空载质粒＋臭牡丹总黄酮） ０４５±０１３△

Ｅ组（转染βＣａｔｅｎｉｎ过表达质粒） ０９１±００３△

Ｆ组（转染βｃａｔｅｎｉｎ过表达质粒＋臭牡丹总黄酮组） ０６０±００２▲

　　注：与Ａ组比较，Ｐ＜００５；与 Ｃ组比较，△Ｐ＜００５；与 Ｅ组比

较，▲Ｐ＜００５
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２３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测臭牡丹总黄酮对各组Ａ５４９细胞
侵袭力的影响　转染空载质粒的细胞与正常细胞比
较，侵袭活性无明显差异，而转染 βｃａｔｅｎｉｎ过表达
载体的细胞穿透人工基底膜的侵袭力明显增强

（Ｐ＜００５）。臭牡丹总黄酮可使空白组，空转载体
组，βｃａｔｅｎｉｎ过表达组细胞的侵袭力均明显降低（Ｐ
＜００５）。见图３、表３。

图３　各组细胞镜下观察经染色的穿膜细胞
　　注：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ分别为未转染细胞、未转染细胞 ＋臭牡丹总

黄酮、转染空载质粒、转染空载质粒 ＋臭牡丹总黄酮、转染 βｃａｔｅｎｉｎ

过表达质粒、转染βｃａｔｅｎｉｎ过表达质粒＋臭牡丹总黄酮

表３　给药４８ｈ后各组细胞的穿膜细胞数
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 穿膜细胞数

Ａ组（未转染细胞） １３８００±２１００
Ｂ组（未转染细胞＋臭牡丹总黄酮） ９３３３±１４２９

Ｃ组（转染空载质粒） １３８００±８００
Ｄ组（转染空载质粒＋臭牡丹总黄酮） ９０００±１４００△

Ｅ组（转染βＣａｔｅｎｉｎ过表达质粒） ２３３００±２３００△

Ｆ组（转染βｃａｔｅｎｉｎ过表达质粒＋臭牡丹总黄酮组）１７０００±９００▲

　　注：与Ａ组比较，Ｐ＜００５；与 Ｃ组比较，△Ｐ＜００５；与 Ｅ组比

较，▲Ｐ＜００５

２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｗｎｔ通路相关蛋白的表达　
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析结果显示：转染 βｃａｔｅｎｉｎ过
表达的Ａ５４９细胞βｃａｔｅｎｉｎ、ＣＭｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白
表达上调 （Ｐ＜００５），ＰＧＳＫ３β蛋白表达下调
（Ｐ＜００５）。采用臭丹总黄酮进行干预后，空载组
的βｃａｔｅｎｉｎ、ＣＭｙｃ蛋白表达下调 （Ｐ＜００５），
过表达组 βｃａｔｅｎｉｎ、ＣＭｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达下
调 （Ｐ＜００５），ＰＧＳＫ３β的蛋白表达上调 （Ｐ＜
００５）。见图４。

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｗｎｔ通路相关蛋白的表达
　　注：ａ１为各组βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白条带；ａ２为βｃａｔｅｎｉｎ蛋白灰度值

的相对表达量比较；ｂ１为各组ＧＳＫ３β的蛋白条带；ｂ２为 ＧＳＫ３β蛋

白灰度值的相对表达量比较；ｃ１为各组 ＣＭｙｃ的蛋白条带；ｃ２为 Ｃ

Ｍｙｃ蛋白灰度值的相对表达量比较；ｄ１为各组 ＰＧＳＫ３β的蛋白条

带；ｄ２为ＰＧＳＫ３β蛋白灰度值的相对表达量比较；ｅ１为各组 Ｃｙ

ｃｌｉｎＤ１的蛋白条带；ｅ２为ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白灰度值的相对表达量比较（

Ｐ＜００５；Ｐ＜００１）；Ａ（转染空载质粒组），Ｂ（转染空载质粒 ＋臭

牡丹总黄酮组），Ｃ（转染βＣａｔｅｎｉｎ过表达质粒组），Ｄ（转染βｃａｔｅｎｉｎ

过表达质粒＋臭牡丹总黄酮组）

３　讨论
臭牡丹，性寒，具有“祛风除湿、解毒散瘀、消肿

止痛之功”，正符合肺癌“化瘀解毒”的中医治疗原

则；另一方面臭牡丹具有一定的补益之力，重在补脾

肺肾三脏，可治虚劳久咳，这与中医所认为的肺癌所

致肺气虚不敛而致虚咳，肾气虚不纳气致虚喘，皆以

补肺肾之气以定咳喘，并且补土生金补益脾气的治

疗大法不谋而合，是符合中医药治疗肺癌用药原则
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的中药之一。臭牡丹现代药理研究发现具有镇静催

眠、局麻、镇痛、抗炎、抑菌、抗肿瘤等作用。本课题

组曾采用淋巴瘤 Ｒａｊｉ细胞与人肺腺癌 Ａ５４９细胞对
臭牡丹提取物的黄酮部分、生物碱部分、水提液去黄

酮部分、水提醇溶部分４个不同样品进行抗肿瘤实
验，发现４个样品均有不同程度的体外细胞毒作用，
在综合考虑４个组分的抗肿瘤强度、提取工艺等情
况后，最终确定臭牡丹总黄酮为抗肿瘤有效组分之

一，并对其抗肿瘤作用机制进行研究。

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路参与肿瘤发生的机制涉及
信号传导、细胞周期、细胞增殖、凋亡以及细胞黏附

等多方面。Ｗｎｔ信号通路通过调控 βｃａｔｅｎｉｎ而发
挥作用，当无 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号时，胞质中的 Ａｘｉｎ
复合体处于稳定状态，βｃａｔｅｎｉｎ维持在较低水平。
当细胞中存在 Ｗｎｔ信号时，βｃａｔｅｎｉｎ即从 ａｘｉｎ／
ＡＰＣ／ＧＳＫ３β组成的降解复合物分离，在细胞内积
聚并向细胞核内转移，与 ＴＣＦ／ＬＥＦ结合，激活下游
重要靶基因 Ｃｍｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｓｌｕｇ等的转录。经典
的 Ｗｎｔ通路激活与肺癌的发生发展密切相关［４］。

如Ｋｒａｓ转基因小鼠肺组织中的Ｗｎｔ通路基因上调，
可明显增加肿瘤发生的概率［５］。在肺癌瘤组织中，

Ｗｎｔ通路的相关因子 Ｗｎｔ１存在过表达［６］。相反，

如果下调Ｗｎｔ信号通路，可促进肺癌细胞的凋亡、抑
制肿瘤扩散和异种移植瘤生长，减少细胞活性和侵

袭性，诱导表型分化，胞质 βｃａｔｅｎｉｎ和存活素表达
下降，ＴＣＦ依赖的转录活性降低［７８］。

βｃａｔｅｎｉｎ为胞质中一个多功能蛋白，是 ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路途径中具有转录调控活性的关键成
员，研究证实 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的过表达、细胞定位变
化及基因突变等是肺癌发生的重要原因。如曾凡军

等［９］认为阻止 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白异常表达以防止肺癌
的发生、发展可能是治疗肺癌的新策略，为肺癌表观

遗传干预治疗开辟一条新途径。Ｈａｎ等［１０］研究表

明，舒林酸抑制肺癌细胞增殖及诱导其凋亡的作用

是通过抑制βｃａｔｅｎｉｎ的转录而实现的。
ＧＳＫ３β是哺乳类动物胞质内的一个Ｓｅｒ／Ｔｈｒ激

酶，ＧＳＫ３β对肿瘤细胞具有抑癌与促癌的双重调节
作用［１１］。ＧＳＫ３β的抑癌作用主要表现在其作为
Ｗｎｔ信号通路的一个重要的负调控因子。ＧＳＫ３β
的失活将在核内外启动 Ｗｎｔ信号途径，从而促进肿
瘤的发生发展。相反，上调 ＧＳＫ３β的活性可以抑
制Ｗｎｔ信号从而减少肿瘤的发生［１２］。ＧＳＫ３β对肺
癌主要表现为抑癌作用，表现为 ＧＳＫ３β失活，而
ＧＳＫ３βｐＳｅｒ９过表达的情况。王革平和陈莉［１３］研究

发现磷酸化ＰＧＳＫ３β可促进肺癌的演进过程，与肺
癌的分化、分期相关。曾静等［１４］采用免疫组化方法

检测ｐＧＳＫ３β在 １１１例非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患
者肺癌组织中的表达，阳性表达 ｐＧＳＫ３β的部分患
者平均中位生存时间明显缩短，认为 ｐＧＳＫ３β阳性
表达可作为 ＮＳＣＬＣ独立预后的危险因素经证实
ＧＳＫ３β在口腔癌、食管癌、鼻咽癌等多种肿瘤中均
起到抑癌作用［１５］。Ｃｍｙｃ与 ＣｙｃｌｉｎＤ１Ｃｍｙｃ是决
定细胞从 Ｇ０／Ｇ１期进入 Ｓ期的开关，是较早出现的
细胞恶化的分子标志，与肺癌启动、恶性增生密切相

关［１６］。正常情况下，ｃｍｙｃ基因不显示转录活性或
低水平表达，只有受某些因子激活时，ｃｍｙｃ基因才
大量表达，使细胞由静止期进入增殖期，促进癌细胞

的增殖、浸润与转移［１７１８］。ＣｙｃｌｉｎＤ１为原癌基因，
其过表达和失调控均可导致细胞，周期调控异常，从

而发生肿瘤。βｃａｔｅｎｉｎ／Ｔｃｆ的复合物可直接刺激
ＣＤＫｓ的活性，通过 ｃｙｃｌｉｎＤ１上调促进细胞异常增
生。本实验显示，βｃａｔｅｎｉｎ可以成功转染 Ａ５４９细
胞，转染后的细胞增殖、迁移、侵袭力均增强，并可通

过调控 Ｗｎｔ通路相关因子 βｃａｔｅｎｉｎ、ＰＧＳＫ３β、ｃ
ｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达而激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路，可
证实 βｃａｔｅｎｉｎ在细胞内的稳定过表达是激活 Ｗｎｔ
通路的起始因子。臭牡丹总黄酮可抑制 Ａ５４９细胞
的增殖、迁移、侵袭力，并通过调节上述因子的表达，

具有抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路的倾向，其作用在 β
ｃａｔｅｎｉｎ过表达组尤为明显。由此可推测臭牡丹总黄
酮抗肿瘤的可能机制是通过抑制细胞内 βｃａｔｅｎｉｎ
的过表达从而调节下游多种因子，抑制 Ｗｎｔ通路而
起作用。另外，由于 ＧＳＫ３β在具有促癌与抑癌的
双向调节作用，在本实验中 ＧＳＫ３β的蛋白表达在
各组差异无统计学意义，而ＰＧＳＫ３β则在βｃａｔｅｎｉｎ
过表达组表现为下调，在臭牡丹总黄酮组表现为表

达上调，其内在机制还有待于进一步研究。
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