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  [摘要] 目的 探讨穿心莲内酯(AGP)抑制人结肠癌LoVo细胞增殖并促进其凋亡的相关分子机制。方

法 LoVo细胞设置对照组、实验组,用不同浓度AGP(0、20、40、80
 

μmol/L)处理细胞,采用CCK-8检测细胞

活力,流式细胞术检测细胞周期和凋亡,Western
 

blot检测AGP对LoVo细胞PCNA、Bad、Bcl-2蛋白及骨形态

发生蛋白(BMP)9的影响,同时检测过表达或沉默BMP9后AGP对LoVo细胞PCNA、Bad、Bcl-2蛋白水平影

响;Western
 

blot检测AGP对LoVo细胞PTEN、Akt1/2/3、p-Akt1/2/3水平的影响,以及BMP9过表达或沉

默情况下AGP对LoVo细胞PTEN、Akt1/2/3、p-Akt1/2/3水平的影响。结果 AGP能抑制人结肠癌LoVo
细胞增殖并促进其凋亡,增加BMP9表达水平(P<0.05)。过表达BMP9可增强AGP抑制LoVo细胞增殖和

促进凋亡的作用,沉默BMP9则减弱AGP的上述作用(P<0.05)。AGP能降低LoVo细胞中p-Akt1/2/3表

达水平,增加PTEN表达水平(P<0.05)。过表达BMP9增强AGP降低LoVo细胞中p-Akt1/2/3表达水平,
增加PTEN表达水平,沉默BMP9则减弱AGP的上述作用(P<0.05)。结论 AGP能抑制人结肠癌LoVo
细胞增殖,机制可能与上调BMP9表达,进而增加PTEN蛋白水平抑制PI3K/Akt信号通路有关。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

related
 

molecular
 

mechanism
  

of
 

andrographolide
 

(AGP)
 

in
 

inhibi-
ting

 

the
 

proliferation
 

of
 

human
 

colon
 

cancer
 

LoVo
 

cells
 

and
 

promoting
 

their
 

apoptosis.Methods The
 

LoVo
 

cells
 

were
 

set
 

up
 

as
 

the
 

control
 

group
 

and
 

experimental
 

group.The
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

different
 

concentra-
tions

 

of
 

AGP
 

(0,20,40,80
 

μmol/L).The
 

cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8,the
 

cellular
 

cycle
 

and
 

apoptosis
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometery,and
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
  

protein
 

level
 

of
 

PCNA,Bad
 

and
 

Bcl-2,

and
 

the
 

effect
 

of
 

AGP
 

of
 

BMP9
 

overexpression
 

or
 

silencing
 

AGP
 

on
 

PCNA,Bad
 

and
 

Bcl-2
 

protein
 

levels;West-
ern

 

blot
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

AGP
 

on
 

PTEN,Akt1/2/3
 

and
 

p-Akt1/2/3
 

levels.Results AGP
 

could
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

LoVo
 

cells,promoted
 

their
 

apoptosis
 

and
 

increased
  

the
 

BMP9
 

expression
 

lev-
el.The

 

BMP9
 

overexpression
 

could
 

enhance
  

the
 

effect
 

of
 

AGP
  

for
 

inhibiting
 

the
 

proliferation
 

and
 

promoting
 

the
 

apoptosis,silencing
 

BMP9
 

could
 

weaken
 

the
 

above
 

effects
 

of
 

AGP
 

(P<0.05).AGP
 

decreased
 

the
 

expres-
sion

 

level
 

of
 

p-Akt1/2/3
  

in
 

the
 

LoVo
 

cells
 

and
 

increased
 

the
 

PTEN
 

expression
 

level
 

(P<0.05).BMP9
 

over-
expression

 

enhanced
 

AGP
 

and
 

decreased
 

the
 

p-Akt
 

1/2/3
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

LoVo
 

cells,and
 

silencing
 

BMP9
  

could
 

weaken
 

the
 

above
 

effects
 

of
 

AGP
 

(P<0.05).Conclusion AGP
 

could
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

human
 

colon
 

cancer
 

LoVo
 

cells,its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

with
 

up-regulating
 

BMP9
 

expression,thus
 

in-
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crease
 

PTEN
 

protein
 

level
 

and
 

inhibit
 

P13K/Akt
 

signal.
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  穿心莲内酯(Andrographolide,AGP)是从爵床科

植 物 穿 心 莲 [Andrographis
 

paniculata
 

(Burm.f)
 

Ness]全草或全叶分离出的一种二萜内酯类化合物,
临床用于治疗感冒、发烧、咽喉肿痛等症状[1]。近年

研究表明,AGP对多种肿瘤细胞具有抑制增殖和促

进凋亡的作用,如肝癌、肺癌、前列腺癌、乳腺癌和结

肠癌等[2-6],但具体的分子机制尚不清楚。骨形态发

生蛋白(bone
 

morphogenetic
 

protein,BMP)9作为转

化生长因子β超家族成员之一,参与多种生物过程的

调节,如 细 胞 增 殖、分 化、黏 附、迁 移 和 凋 亡 等[7]。
BMP9与癌症的发生和发展密切相关,如诱导前列腺

癌细胞凋亡[8],但促进卵巢癌细胞增殖[9],其在正常

直肠黏膜向腺瘤及随后的腺癌转变过程中表达呈逐

渐增加趋势[10]。课题组前期研究发现,白藜芦醇的抗

结肠癌作用可能与上调BMP9有关[11],提示BMP9
可能是抗结肠癌药物的潜在新靶点,AGP可能通过

靶向BMP9发挥抗结肠癌作用。因此,本研究旨在探

讨AGP抑制LoVo细胞增殖和促进凋亡的作用与

BMP9的关系,为将其应用于结肠癌治疗提供实验与

理论基础,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株

正常人结肠上皮 FHC细胞,人结肠癌 LoVo、
SW480、HCT116、HT29细胞购自美国菌种保藏中心

(American
 

type
 

culture
 

collection,ATCC),细胞在

DMEM(10%胎牛血清、1×105
 

U/L青霉素、0.1
 

g/L
链霉素)培养基中培养,培养箱设定条件为37

 

℃,5%
二氧化碳。
1.1.2 试剂与药物

AGP购自成都中美生物有限公司;胎牛血清

(SMK130.01)、DMEM(含青霉素、链霉素)培养基

(SMK201.01)购自中国Saimike
 

Biotech公司;CCK-
8试剂盒(C0038)购自上海碧云天生物科技有限公

司;膜联蛋白 V(Annexin
 

V)-异硫氰酸荧光素(fluo-
rescein

 

isothiocyanate,FITC)/碘化丙啶(propidium
 

iodide,PI)细胞凋亡检测试剂盒(KGA1102-10)购自

南京凯基生物科技有限公司;AdGFP、AdBMP9、Ad-
siBMP9重组腺病毒由芝加哥大学何通川教授惠赠。
本研究所用一抗购自圣克鲁斯生物技术(上海)有限

公司,包括β-actin(sc-8432)、PCNA(sc-56)、Bad(sc-
8044)、Bcl-2(sc-7382)、BMP9(sc-130703)、磷 酸 化

(p)-Akt1/2/3(sc-514032)、Akt1/2/3(sc-81434)和
PTEN(sc-7974)。
1.2 方法

1.2.1 药物配制及分组

将AGP溶于无菌二甲基亚砜(dimethyl
 

sulfox-
ide,DMSO)中,配制成 AGP溶液(10

 

mmol/L,-20
 

℃保存),设置对照组和实验组,实验组分别加入不同

浓度AGP(20、40、80
 

μmol/L),对照组加入同体积

DMSO作为溶剂。
1.2.2 CCK-8检测细胞活力

采用CCK-8检测不同浓度(20、40、80
 

μmol/L)
AGP对LoVo细胞活力的影响。将生长状态良好的

LoVo细胞接种于96孔板,当细胞贴壁后给予相应浓

度的药物。24、48
 

h后,每孔加入CCK-8溶液10
 

μL,
37

 

℃孵育2
 

h,采用酶标仪于450
 

nm处测定吸光度。
1.2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡与细胞周期

将生长良好的LoVo细胞接种于6孔板,待细胞

贴壁后用不同浓度的 AGP(20、40、80
 

μmol/L)培养

24
 

h,离心收集细胞沉淀,用预冷的磷酸盐缓冲液洗

涤,70%乙醇于4
 

℃固定,离心后加入PI(10
 

mg/L),
避光孵育,流式细胞仪检测分析细胞周期。凋亡检测

时,细胞培养和给药同细胞周期检测,随后将离心收

集的细胞用预冷的磷酸盐缓冲液洗涤,缓冲液悬浮细

胞,加入PI和Annexin
 

V-FITC避光孵育,流式细胞

仪检测细胞凋亡。
1.2.4 重组腺病载体构建

采用AdEasy系统构建本实验所用的重组腺病毒

载体。将人源BMP9的编码序列用PCR扩增,将上

述产物或BMP9的小干扰RNA片段连接到穿梭载体

中,然后与骨架质粒进行重组。最后,筛选并获得重

组好的目的质粒,将其线性化后转染至 HEK293细胞

进行重组腺病毒包装,所得载体分别命名为AdBMP9
(过表达BMP9)或AdsiBMP9(沉默BMP9)。采用绿

色荧光蛋白(GFP)标记重组腺病毒载体以便追踪病

毒,并将只表达GFP的重组腺病毒载体(AdGFP)作
为载体对照。
1.2.5 Western

 

blot
将生长良好的LoVo细胞接种于6孔板,24或48

 

h后提取不同浓度AGP(20、40、80
 

μmol/L)处理后的

细胞总蛋白,10%聚丙烯酰胺凝胶电泳后转至聚偏二

氟乙烯膜,分别用相应的一抗和二抗孵育,最后用化

学发光试剂盒显影目标蛋白并保存图像。
1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism9软件进行数据分析,计量

资料以x±s表示,比较采用t检验和单因素方差分

析,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 AGP对LoVo细胞增殖的影响
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CCK-8检测结果显示,与对照组比较,AGP可降

低LoVo细胞活力,并呈浓度与时间依赖性,见图

1A。流式细胞术分析结果显示,G1 期细胞比例逐渐

减少,S期细胞比例增加,见图1B。Western
 

blot结

果显示,AGP明显降低PCNA的蛋白表达水平,见图

1C、D。说明 AGP对 LoVo细胞的增殖具有抑制

作用。
2.2 AGP对LoVo细胞凋亡的影响

流式细胞术分析结果显示,与对照组比较,晚期

凋亡的LoVo细胞数量随着AGP浓度增加而逐渐增

加,见图2A。Western
 

blot结果显示,AGP增加了

LoVo细胞Bad表达水平,但降低了Bcl-2表达水平,
见图2B~D。说明AGP能诱导人结肠癌LoVo细胞

凋亡。
2.3 AGP对LoVo细胞中BMP9表达的影响

Western
 

blot结果显示,结肠癌细胞株 LoVo、
SW480、HCT116和HT29中BMP9表达水平明显低

于FHC细胞,见图3A、B。AGP在LoVo细胞中能

明显升高BMP9表达水平,见图3C、D。说明BMP9
与结肠癌的发生及发展关系密切。

  A:CCK-8检测LoVo细胞活力;B:流式细胞术检测LoVo细胞周期;C:Western
 

blot检测PCNA蛋白表达水平;D:Western
 

blot定量分析;a:

P<0.05,与对照组比较。

图1  AGP对LoVo细胞增殖的影响

2.4 BMP9对AGP抑制LoVo细胞增殖和促进凋亡

作用的影响

CCK-8检测结果显示,与对照组比较,BMP9过

表达可降低LoVo细胞活力,且具有增强 AGP降低

LoVo细胞活力的作用,沉默BMP9则减弱AGP降低

LoVo细胞活力的作用,见图4A。Western
 

blot结果

显示,BMP9过表达可增强AGP降低LoVo细胞PC-
NA蛋白水平的作用,沉默BMP9则减弱 AGP的这

种作用,见图4B、C;过表达BMP9增强 AGP升高

Bad水平和降低Bcl-2水平的作用,沉默BMP9则显

示相反的作用,见图4D~F。说明 BMP9可 能 是

AGP抑制LoVo细胞增殖的有效靶点。

2.5 AGP 与 BMP9 对 LoVo细 胞 Akt1/2/3 及

PTEN水平的影响

Western
 

blot结果显示,AGP明显降低LoVo细

胞p-Akt1/2/3水平,同时升高PTEN的蛋白水平,见
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图5A~C。BMP9过表达能增强AGP降低Akt1/2/
3的磷酸化和促进PTEN表达的作用,沉默BMP9则

减弱AGP的这种作用,见图5D~F。说明BMP9的

作用可能是通过上调PTEN抑制PI3K/Akt信号通

路,从而发挥增强AGP抑制LoVo细胞增殖的作用。

  A:流式分析LoVo细胞凋亡;B:Western
 

blot检测Bad和Bcl-2蛋白表达水平;C:Western
 

blot定量分析Bad表达水平;D:Western
 

blot定量

分析Bcl-2表达水平;a:P<0.05,与对照组比较。

图2  AGP对LoVo细胞凋亡的影响

  A:Western
 

blot检测结肠癌细胞和正常结肠上皮细胞中BMP9蛋白表达水平;B:Western
 

blot定量分析;C:Western
 

blot检测BMP9蛋白表

达水平;D:Western
 

blot定量分析;a:P<0.05,与对照组比较。

图3  AGP对LoVo细胞中BMP9表达的影响
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  A:CCK-8检测各组LoVo细胞活力(48
 

h);B:Western
 

blot检测各组PCNA蛋白表达水平(48
 

h,AGP
 

40
 

μmol/L);C:Western
 

blot定量分析;

D:Western
 

blot检测各组Bad、Bcl-2蛋白表达水平(48
 

h,AGP
 

40
 

μmol/L);E、F:Western
 

blot定量分析;a:P<0.05,与对照组比较;①:对照组;

②:AdBMP9;③:AGP;④:AdBMP9+AGP;⑤:AdsiBMP9;⑥:AdsiBMP9+AGP。

图4  AGP与BMP9对LoVo细胞增殖与凋亡的影响

  A:Western
 

blot检测LoVo细胞Akt1/2/3、p-Akt1/2/3、PTEN蛋白表达水平;B、C:Western
 

blot定量分析;D:Western
 

blot检测各组细胞中

Akt1/2/3、p-Akt1/2/3和PTEN蛋白表达水平(48
 

h,AGP
 

40
 

μmol/L);E、F:Western
 

blot定量分析;a:P<0.05,与对照组比较;①:对照组;②:

AdBMP9;③:AGP;④:AdBMP9+AGP;⑤:AdsiBMP9;⑥:AdsiBMP9+AGP。

图5  AGP与BMP9对LoVo细胞Akt1/2/3及PTEN水平的影响
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3 讨  论

结肠癌的发病率、死亡率在我国全部恶性肿瘤中

分别位居第3位及第5位[12],严重威胁大众的健康。
目前,结肠癌的常规治疗手段,手术、放疗和化疗的预

后远不如预期[13],寻找不良反应低、安全性好、治疗效

果佳的抗结肠癌药物仍面临巨大的挑战。中草药在

提高癌症治疗效果、减轻治疗副作用方面表现出较佳

的效果[14],是寻找抗癌新药的有效途径。
清热类中药穿心莲,为爵床科穿心莲属植物穿心

莲干燥地上部分,其在抗炎、抗菌、抗病毒、调节糖代

谢和抗肿瘤等方面显示出多样的作用[15]。AGP作为

穿心莲的有效成份之一,可抑制多种肿瘤细胞,如下

调HIF-1α及其介导的VEGFA表达抑制肝癌细胞增

殖[2],通过 Wnt/β-catenin和核因子-κB(nuclear
 

fac-
tor-kappa

 

B,NF-κB)/miR-21-5p/PDCD4信号通路抑

制乳腺癌细胞增殖[5,16]。AGP还能抑制SW480和

HCT-116等 结 肠 癌 细 胞 增 殖,机 制 可 能 与 调 节

Notch、Hedgehog和Src/MAPKs/AP-1等有关[17-19]。
本研究通过CCK-8实验发现AGP可降低LoVo细胞

活力且呈浓度与时间依赖性,降低PCNA、Bcl-2表达

水平,增加Bad表达水平,提示AGP可抑制LoVo结

肠癌细胞增殖并诱导凋亡。本研究结果与文献报道

都验证了AGP可以抑制结肠癌细胞增殖。
BMP属于转化生长因子-β超家族成员之一,目

前已发现至少20余种,BMP9也是BMPs成员之一,
具有调节细胞增殖、分化、凋亡等多种生物学功能。
BMP9水平异常可能与结肠癌的发生及发展有关[10],
其通过HIF-1α/P53途径介导冬凌草素的抗结肠癌细

胞作用[20],以及PTEN/PI3K信号介导汉防己甲素抑

制结肠癌细胞增殖作用[21]。以上研究提示,BMP9是

抗结肠癌药物的潜在靶点。本研究发现,在多种结肠

癌细胞中BMP9的表达水平明显低于正常结肠上皮

细胞,过表达BMP9增强 AGP抑制LoVo细胞增殖

和促进其凋亡的作用,而沉默BMP9则能减弱 AGP
的这种作用,说明AGP抗结肠癌的作用可能与促进

BMP9表达有关。
BMP9可与BMPRⅡ受体结合通过BMP/Smad

信号通路发挥其生理功能,也可通过非经典的PI3K/
Akt和 MAPK信号通路发挥作用[22]。本课题组既往

研究发现,BMP9可下调PI3K/Akt信号抑制骨肉瘤

细胞增殖[23]。PI3K信号主要由受体酪氨酸激酶(re-
ceptor

 

tyrosine
 

kinase,RTKs)、生长因子、细胞因子

和G蛋白偶联受体等调控,其异常活化是结肠癌发生

的重要分子机制之一[24]。PTEN是PI3K信号通路

的内源性负调控因子,可促使Akt去磷酸化抑制下游

信号,进而抑制细胞生长与分化[25]。本研究结果显

示,AGP能增加PTEN的蛋白水平和下调Akt1/2/3
的磷酸化水平;过表达BMP9增强 AGP升高PTEN
蛋白水平作用和AGP降低 Akt1/2/3磷酸化水平的

作用,但沉默BMP9的作用则相反,说明AGP抗结肠

癌的作用可能与促进BMP9表达,进而上调PTEN从

而抑制PI3K/Akt信号通路有关。
综上所述,AGP可能通过上调BMP9蛋白表达,

发挥抑制结肠癌细胞增殖并促进凋亡的作用;BMP9
则通过促进PTEN表达而抑制PI3K/Akt信号通路,
实现抗结肠癌的作用。本研究结果为AGP更好地应

用于临床提供了理论和实验基础支持。
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