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青钱柳三萜皂苷类化合物抗结直肠癌作用的定量蛋白质组学研究

袁玺１ａ，２，李善斌１ａ，覃玲诗１ａ，邹健１ａ，梁成钦１ｂ，周先丽１ａ，２
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摘要　 目的 探索青钱柳三萜皂苷类化合物 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 体外抗人结直肠癌细胞活性作用，并初步分析该

化合物抗人结直肠癌细胞的作用机制。 方法 以青钱柳中分离得到的化合物 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 为试验药物，对
ＳＷ４８０ 肿瘤细胞进行干预。 实验分为对照组和药物组，分别提取各组细胞内总蛋白进行串联质谱标签

（ＴＭＴ）蛋白质组学分析。 结果 蛋白质谱分析结果表明，共有 ４０２ 个差异表达蛋白质，结直肠癌中上调蛋白主

要富集通路由亚细胞定位分析表明差异蛋白大多定位在线粒体、细胞质和细胞膜上。 基因本体论（ＧＯ）分析

结果显示，差异蛋白主要参与 ＤＮＡ 复制、蛋白质合成、糖代谢等过程。 京都基因与基因组百科全书（ＫＥＥＧ）
分析结果显示，差异蛋白主要参与细胞代谢、遗传信息传导、生物系统通路等相关信号通路。 结论 基于筛选

出的 ８ 个与抗人结直肠癌肿瘤细胞密切相关蛋白，通过定量蛋白组学初步揭示 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 可能通过增加

ＭＡＰＫ８、ＳＭＡＤ２、ＰＭＡＩＰ１、ＢＢＣ３、ＪＵＮ、ＭＡＰＫ１、ＮＲＡＳ 及减少 ＣＹＣＳ 蛋白表达，达到体外抗 ＳＷ４８０ 肿瘤细胞作用。
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＤＮＡ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ， ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ． Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ （ＫＥＥＧ） ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ
ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ， ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ８ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ，
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈａｔ Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ ｍａｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＭＡＰＫ８，
ＳＭＡＤ２， ＰＭＡＩＰ１， ＢＢＣ３， ＪＵＮ， ＭＡＰＫ１， ＮＲＡＳ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＹＣＳ ａｎｄ ａｃｈｉｅｖｅｓ ａｎｔｉ⁃ＳＷ４８０
ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｖｉｔｒｏ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｃｙｃｌｏｃａｒｙａ ｐａｌｉｕｒｕｓ； Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ； ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ； ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ； ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ

　 　 结直肠癌（ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ）是结肠癌和

直肠癌的总称，临床上称之为大肠癌，在全球范围

内，该疾病的发病率在恶性肿瘤中排第 ３ 位、死亡率

排在第 ２ 位，是胃肠道中最常见的恶性肿瘤［１－３］。 近

年，随着我国人民生活质量的提升和饮食结构的改

变，人口老龄化的到来以及男女年龄结构的变化，我
国结直肠癌患者数量呈现逐年递增的趋势［４］。 结直

肠癌发病隐匿，待出现症状之后多数患者已处于晚

期，预后差［５］。 中草药具有分布广、取材易、低成本、
高产量、适用性强等特点，常被用于辅助治疗结直肠

癌。 青钱柳是一种双子叶植物，是我国特有的一种

珍稀植物，且青钱柳中的化合物Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ［６］具有

抗肿瘤活性。 蛋白质组学是根据荷质比将液相色谱

和质谱结合起来测定目标样本中蛋白质相对含量的

一种高通量测序手段［７］。 运用蛋白质组学技术发现

癌症组织中的差异蛋白质，研究相关蛋白在癌症中

的功能及作用，从而用于癌症的诊断和治疗［８］。 基

于蛋白质组学高通量、高精度、短耗时的优点，根据

天然活性产物作用肿瘤细胞多通道的特点，结合生

物信息学手段，对肿瘤细胞进行更加深入的肿瘤标

志物及药物靶点的发现与筛选，进而深入探讨癌细

胞的作用机理，这成为当下研究癌细胞发生机制的

热点问题。 本研究采用定量蛋白质组学方法分析筛查

差异蛋白，结合生物信息学分析，阐述 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ
抗 ＳＷ４８０ 癌细胞的机制，为 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 治疗结直

肠癌提供蛋白质组学依据。

１　 材料
①药物。 将 ５０ ｋｇ 的青钱柳叶片晒干后，碾成粉

末状，在室温下取 １００ Ｌ 体积分数为 ７０%乙醇水溶

液进行萃取，每次萃取 ３ ｄ，共萃取 ３ 次。 将所得抽

提液进行真空浓缩得到残渣，用水和乙酸乙酯进行

分馏，随后采用硅胶柱对 ８．２ ｋｇ 乙酸乙酯提取物进

行色谱分析（规格：１００ ～ ２００ 目，２０ ｃｍ×１５０ ｃｍ），用
ＣＨＣｌ３⁃ＭｅＯＨ 梯度体系洗脱获得多个组分（Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｄ），将已分离的组分 Ａ（１．６５ ｋｇ）在 ＭＣＩ 凝胶上脱

色，得到组分 Ａ１和组分 Ａ２，将得到的组分 Ａ２（０．８０ ｋｇ）
用硅胶柱（规格：１００ ～ ２００ 目，１０ ｃｍ×１００ ｃｍ）纯化，
随后用石油醚⁃乙酸乙酯洗脱，在 ＴＬＣ 分析的基础上

得到 ５ 个馏分（Ａ２ａ，Ａ２ ｂ，Ａ２ ｃ，Ａ２ ｄ，Ａ２ｅ），取已获得的

２６５．０ ｇ 馏分 Ａ２ｃ 在制备型高效液相色谱上脱色，得

到 ４ 个亚组分（Ａ２ｃＩ，Ａ２Ⅱ，Ａ２ｃⅢ，Ａ２ｃＶＩ）。 取其中 １．２ ｇ
亚组分 Ａ２ｃＶ，采用制备高效液相色谱法用 ＭｅＯＨ⁃Ｈ２Ｏ
洗脱，得到 ２３．０ ｍｇ 化合物 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ，－２０ ℃低

温保存备用。 ②细胞。 ＳＷ４８０ 细胞（购自美国典型

培养物保藏中心），由本课题组自行传代培养。 ③试

剂。 碘乙酰胺、ＮＨ３ ·Ｈ２ Ｏ、ＮＨ４ ＨＣＯ３、二硫苏糖醇

ＤＴＴ、ＨＣＯＯＮＨ４、三氟乙酸 ＴＦＡ 和 Ｃ１８ ＥｍｐｏｒｅＴＭ固

相萃取圆盘（均购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；乙腈（购自德

国 Ｍｅｒｃｋ ＫＧａＡ 公司）；ＴＭＴ ６ ／ １０ｐｌｅｘ Ｉｓｏｂａｒｉｃ Ｍａｓｓ
Ｔａｇ Ｌａｂｅｌｉｎｇ ｋｉｔ 和 甲 酸 （ 均 购 自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；Ｃ１８ Ｃａｒｔｒｉｄｇｅ（购自美国 Ｗａｔｅｒｓ 公

司）；３０ ｋＤ 超滤离心管（购自德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）；
０．２２ μｍ超滤离心管（购自上海康宁医疗用品有限公

司）；Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｒｅｍｏｖａｌ ＬＣ Ｃｏｌｕｍｎ⁃Ｈｕｍａｎ １４ ／
Ｍｏｕｓｅ ３（购自美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；ＳＤＴ 裂解液、ＵＡ
ｂｕｆｆｅｒ；ＭＣｌ 填料（ＭＣＩ⁃凝胶 ＣＨＰ⁃２０Ｐ，购自日本三菱

公司）； ＲＰ 柱 （ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ⁃Ｃ１８， 填料颗粒直径为

·５５·
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５ μｍ，规格为 ９．４ ｍｍ× ２５０ ｍｍ，购自美国安捷伦公

司）；硅胶（规格：１００ ～ ２００ 目，购自青岛海洋化工有

限公司）；ＴＥＡＢ 溶液；ＩＡＡ ｂｕｆｆｅｒ（购自上海吉凯基因

化学有限公司）；ＢＣＡ 试剂盒（购自上海碧云天生物

有限公司）； ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＭＴＴ 溶液、磷酸缓冲液

ＰＢＳ、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、胰酶。 ④仪器与设备。
Ｖｏｔｅｘ 振荡器（购自美国 ＧＥＮＩＥ 公司）；ＥａｓｙｎＬＣ 色

谱系统、Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ 酶标仪和 Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ ｐｌｕｓ 质谱仪

（均购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０
ｉｎｆｉｎｉｔｙ Ⅱ ＨＰＬＣ 系统和低温高速离心机（购自德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）； ＭＰ Ｆａｓｔｐｒｅｐ⁃２４ 匀 浆 仪 （ 购 自 美 国

Ｆａｓｔｐｒｅｐ 公司）；恒温培养箱（购自上海精宏实业有

限公司）；电子天平（购自美国 ＯＨＡＵＳ 公司）；ＬＣ⁃四
极杆质谱仪（型号：ＬＣ⁃ ｍｓ８０３０，购自日本岛津仪器

有限公司）；精巧型恒温混匀仪（购自上海大龙实业

有限公司）。

２　 方法

２．１　 细胞培养

将 ＳＷ４８０ 细胞接种于培养皿（直径 １００ ｍｍ）
中，在 ３７ ℃、５% ＣＯ２环境下培养，２ ～ ３ ｄ 换液，培养

皿内贴壁程度 ８０%时，胰酶消化，筛选生长状态良好

的 ＳＷ４８０ 细胞进行实验。

２．２　 ＭＴＴ 法

取生长状态良好的 ＳＷ４８０，胰酶消化，加培养基

制成 ３．０×１０４个 ／ ｍＬ 的细胞悬液，以每孔悬液 ２００ μＬ
接种于 ９６ 孔板划线区域，１２ ｈ 后给药，分别设置正

常细胞、对照组和给药组（Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 分别梯度

稀释为 ２．５、５、１０、２０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 共 ５ 组，每组设 ５ 个

复孔），药物作用 ２４ ｈ 后，每孔加入 ２０ μＬ，采用

５ ｍｇ ／ ｍＬ的 ＭＴＴ，孵育 ４ ｈ，弃上清液，每孔加入

１５０ μＬ ＤＭＳＯ，于酶标仪 ４９０ ｎｍ 处检测吸光度ＯＤ 值。

２．３　 蛋白质抽提

取生长状态良好的 ＳＷ４８０，胰酶消化，加入培养

基制成 ２．０×１０６个 ／ ｍＬ 的细胞悬液，接种于每个培养

皿 ６ ｍＬ，２４ ｈ 后加药，设置正常对照组和药物处理

组（１００ ｍｇ ／ Ｌ），每个浓度设置 ３ 个复孔。 ４８ ｈ 后，弃
上清液，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，加入 ３００ μＬ 裂解液（包括

４% ＳＤＳ、１００ ｍｍｏｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、１ ｍｍｏｌ ＤＴＴ），置于超净工

作台，静置 ５ ｍｉｎ 后，离心管取尽溶液，以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ

的速度离心 ５ ｍｉｎ，取上清液，测定蛋白质浓度，分装

样品，－２０ ℃保存。

２．４　 ＦＡＳＰ 酶解与 ＴＭＴ 标记

取各蛋白质样品 １００ μｇ，于样品中加入 ４１ μＬ
的 ＴＭＴ 标记试剂，室温孵育 １ ｈ。 加入 ８ μＬ ５%羟

胺，孵育 １５ ｍｉｎ 终止反应。

２．５　 Ｈｉｇｈ ＰＨ ＲＰ 分离与质谱分析

混合每组已经标记过的肽段，采用 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０
ｉｎｆｉｎｉｔｙ Ⅱ ＨＰＬＣ 系统进行分级。 色谱柱以缓冲 Ａ 液

平衡，样品由手自动进样器上样到色谱柱进行分离，
流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，以缓冲 Ｂ 液梯度洗脱。 在洗脱过

程中，应定期监测 ２１４ ｎｍ 的吸光度值，为保证洗脱

效果，每隔 １ ｍｉｎ 收集一次洗脱组分，总共需要收集

洗脱样品 ４０ 份。 若将样品冻干后需用 ０．１% ＦＡ 复

溶备用。

２．６　 生物信息学分析

①综合性蛋白质数据库，如 ＮＣＢＩｎｒ、ＵｎｉＰｒｏｔ 等。
②特定物种的蛋白质数据库。 ③已测序物种是由测

序结果翻译而成的蛋白质序列数据，利用基因本体

（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）功能注释、差异蛋白京都基因与

基因组百科全书 （ ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ）注释等生物信息分析方法对差异

蛋白进行分析处理。

３　 统计学方法
采用 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ ２．１、ＭＡＳＣＯＴ ２．６、Ｐｅｒｓｅｕｓ

１．３ 和 Ｒ ｖｅｒｓｉｏｎ ３．０．３ 进行数据分析。 将所得数据的

结果筛查标准定为 ＦＤＲ＜０．０１。 利用质谱鉴定和查

库手段分析所获得的两组蛋白样品（对照组和给药

组），将差异蛋白的标准设置为差异倍数大于 １． ２
倍。 Ｐ＜０．０５ 表示差异具有统计学意义。

４　 结果

４．１　 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 对 ＳＷ４８０ 肿瘤细胞的增殖抑

制作用

采用ＭＴＴ 检测法检测不同浓度的 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ
对 ＳＷ４８０ 肿瘤细胞生长抑制率的影响，以顺铂

（Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）和紫杉醇（Ｔａｘｏｌ）作为阳性对照。 观察到

随着药物浓度的升高，顺铂和紫杉醇对 ＳＷ４８０ 肿瘤
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细胞的抑制效果也在增加，并且与对照组比较，不同

浓度 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 对 ＳＷ４８０ 肿瘤细胞生长均具有

良好的抑制作用，其中浓度为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时差异具

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 如图 １ 所示，Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ
作用 ２４ ｈ 的条件下对 ＳＷ４８０ 肿瘤细胞的抑制作用，
即 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 对 ＳＷ４８０ 细胞表现出了良好的抑

制作用。

图 １　 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 对 ＳＷ４８０ 细胞的生长抑制作用

４．２　 差异蛋白鉴定结果

将对照组和实验组获得的蛋白样品进行质谱鉴

定和数据库查询和分析，以表达差异倍数大于 １．２ 倍

且 Ｐ＜０．０５ 为筛选标准作图。 如图 ２ 所示，筛选得到

Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 作用 ＳＷ４８０ 细胞后的差异蛋白一共

４０２ 个，其中上调的差异表达蛋白 １４４ 个，下调的差

异表达蛋白 ２５８ 个。 如图 ３ 所示，通过差异蛋白质

的聚类分析对正常对照组（Ａ１、Ａ２和 Ａ３）和药物组

（Ｂ１、Ｂ２和 Ｂ３）两个维度进行分类。 结果表明，数据

模式在同组内的有较高的相似度，在组间相似度则

明显较低，进一步论证了筛选差异蛋白的合理性。

注：蓝色表示下调蛋白，红色表示上调蛋白，灰圈表示

无明显差异蛋白。

图 ２　 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 处理 ＳＷ４８０ 细胞后差异表达蛋

白的火山图

注：一个小方格表示一种蛋白，蛋白的表达量与图中小方格

颜色深度呈正相关，蓝色表示蛋白下调，红色表示蛋白上调。

图 ３　 差异表达蛋白的火山图及聚类热图

５　 差异蛋白的生物信息学分析

５．１　 差异蛋白基因本体论分析

ＤＡＶＩＤ 对 ＧＯ 富集分析结果显示，４０２ 个差异蛋

白富集于 ５ ２８８ 种生物过程、１ １１８ 种分子功能和

６４６ 种细胞组分中。 其中 ３１２ 种生物过程、３０４ 种分

子功能和 ３００ 种细胞组分具有统计学差异 （ Ｐ ＜
０．０５）。图 ４ 为选取每个注释类富集分析后 Ｐ 值最高

的 １０ 个差异条目，由此可知，细胞组分中差异蛋白

主要富集在线粒体、细胞质基质、细胞核等位置。 化

合物 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 具有促进核糖体的合成、调节

三羧酸循环代谢等的分子功能，在线粒体的平移伸

长、平移终止和细胞增殖等生物过程中发挥重要作用。

图 ４　 ＧＯ 富集分析结果
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５．２　 ＫＥＧＧ 通路分析

如图 ５、图 ６ 所示，使用 ＫＥＧＧ 数据库中的数据

对 ４０２ 个差异表达蛋白富集进行分析，共筛选出 １０

个显著富集的途径（Ｐ＜０．０５）。

图 ５　 显著富集的 ＫＥＧＧ 通路统计

图 ６　 差异表达蛋白参与不同信号通路的气泡图

５．３　 蛋白质亚细胞定位分析

对已经筛选出来的 ４０２ 个差异表达蛋白质，利

用 Ｈｕｍ⁃ｍＰＬｏｃ 数据库进行亚细胞定位分类分析，并

采用软件 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 对差异蛋白质进行定位预测

分析。 可以发现，鉴定的差异表达蛋白约有 ４３．６%
位于线粒体、１６．２%位于细胞质、１５．７%位于细胞核、

约 １３．５%位于胞外、约 ８．７%位于质膜、约 １．５%位于

内质网，高尔基体、溶酶体和细胞骨架中均为０．２%，

其他细胞器约占 ０．２%。

５．４　 ＳＷ４８０相关差异表达蛋白相互作用分析

依据相关文献查阅结果结合生物信息学手段，

发现差异蛋白质之间直接的蛋白质连接度分列前十位

的分别是 ＨＳＰＤ１、ＭＲＰＬ５８、ＡＵＲＫＡＩＰ１、ＪＵＮ、ＭＲＰＬ１２、

ＭＲＰＬ５０、ＭＲＰＬ４、ＳＳＢＰ１、ＭＲＰＳ３０、ＭＲＰＬ９。

６　 讨论
近年，我国结直肠癌病患数量呈现递增趋势，临

床认为，这与人们饮食结构的变化、遗传密切相

关［９⁃１０］，结直肠癌的晚期存活率不足 ８%［１１］，晚年发

生肝转移成为患者死亡的主要原因之一［１２⁃１４］。 目

前，已经发现结直肠癌的发生和转移与一些基因密

切相关，同时涉及多种因素和程序的复杂联级反

应［１５⁃１７］，但是由于结肠癌发生的机制复杂以及现有

科学技术限制，目前结直肠癌的精准发病机制尚不

明确，因此深入探讨结肠癌的发生机制对结肠癌的

诊断、治疗及预后评估具有重大意义。

紫杉醇和顺铂是临床上常见的化疗药物，二者

均具有比较好的抗癌作用［１８］，其中顺铂是通过促进

肿瘤细胞中的 Ｇ２细胞周期阻滞和凋亡杀伤肿瘤细

胞［１９］，紫杉醇则是通过阻止肿瘤细胞分裂、激活巨

噬细胞介导抗癌［２０］。 本实验前期研究表明，青钱柳

中提取的化合物 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 具有抗 ＳＷ４８０ 肿瘤

活性功效。 本实验采用 ＴＭＴ 蛋白筛选技术对给药

组 ／对照组蛋白进行检测，其中上调的差异表达蛋白

数量是 １４４ 个，下调的差异表达蛋白数量是 ２５８ 个。

细胞凋亡作为一种最基本的生物学现象同时也作为

细胞程序性死亡方式之一，在生物体的生长发育以

及组织的新陈代谢，稳定内环境过程中发挥着重要

的作用［２１］。 细胞凋亡常见途径有内源性凋亡和外

源性凋亡两种，内源性凋亡称为线粒体凋亡途径，外

源性凋亡称之为死亡受体凋亡途径［２２］。 ＢＢＣ３ 基因

编码 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白质家族的成员属于 ＢＨ３⁃ｏｎｌｙ 促凋亡

亚类。 该蛋白与直接激活蛋白协同作用，可诱导线

粒体外膜透化和细胞凋亡，且该蛋白也可以与抗凋亡

Ｂｃｌ⁃２家族成员结合，诱导线粒体功能障碍和半胱天冬

酶激活。 在 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 作用 ＳＷ４８０ 细胞后，发现

线粒体内侧蛋白 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ 下调，促凋亡蛋白

Ｂｃｌ⁃２、转录因子 ＪＵＮ、丝裂原活化蛋白激酶 ＭＡＰＫ１
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等细胞外基质组分上调。 这提示，Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ

可能通过提高 ＢＢＣ３ 基因的表达，进而经线粒体途

径诱导 ＳＷ４８０ 细胞的凋亡。

转化生长因子⁃β （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β，

ＴＧＦ⁃β）是一种维持调节性 Ｔ 细胞免疫抑制活性的

重要介质，具有促进调节性 Ｔ 细胞分化，维持调节性

Ｔ 细胞免疫抑制活性的作用。 由于调节性 Ｔ 细胞能

够通过释放颗粒酶 Ｂ 和穿孔素诱导细胞溶解，耗尽

肿瘤组织中的效应 Ｔ 细胞，因此 ＴＧＦ⁃β 可直接或间

接影响肿瘤浸润淋巴细胞的组成及功能。 在肿瘤发

生的初期，癌细胞的停滞和凋亡程序被 ＴＧＦ⁃β 触发，

肿瘤的生长被抑制；当肿瘤达到中期，肿瘤生长受到

ＴＧＦ⁃β 的抑制，此时大量的 ＴＧＦ⁃β 将会被释放［２３］。

ＳＭＡＤ２ 家族是转化生长因子ＴＧＦ⁃β信号转导途径中

一个重要的新基因家族，本研究中 ＳＭＡＤ２ 呈上调趋

势，推测 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 可促进 ＳＷ４８０ 细胞 ＳＭＡＤ２

基因持续表达从而抑制肿瘤细胞的生长。

目前，人体中主要有 ３ 组 ＭＡＰＫ 通路，其中

ＭＡＰＫ 通路的激活会致使细胞过度生长，这种现象

也普遍存在于多种人类恶性肿瘤细胞中，即 ＭＡＰＫ

可推进细胞恶化的病理过程。 本研究中 ＭＡＰＫ８ 通

路出现了明显的上调，推测 ＳＷ４８０ 细胞的凋亡加速

可能受此影响。 致癌基因 ＮＲＡＳ 编码和表达的

Ｎ⁃Ｒａｓ蛋白作为 ＲＡＳ ／ ＭＡＰＫ 信号通路途径的组分之

一，参与 ＲＡＳ⁃ＲＡＦ⁃ＭＥＫ⁃ＥＲＫ 途径，与基因的转录、

细胞周期和增殖有关。 若编码基因发生了恶性突

变，其编码的蛋白将不会受到抑制并陷入长久的激

活状态，将会导致细胞无序生长，最终导致肿瘤的发

生。 本研究中 ＮＲＡＳ 上调，或许可以把对 ＮＲＡＳ 的

检测 作 为 靶 向 治 疗 的 指 标。 由 此 我 们 推 测，

Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 可能通过激活 ＭＡＰＫ 信号传导通路

的相关基因，起到抑制结直肠癌细胞增殖的作用。

７　 结论　
本研究对青钱柳三萜皂苷类化合物 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ

作用的结直肠癌细胞所产生的差异蛋白进行分析，

采用 ＴＭＴ 蛋白组学技术与生物信息学结合的方法，

在蛋白层面上揭露 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 抗直结肠癌机制

的可能性，为 Ｃｙｐａｌｉｕｒｕｓｉｄｅ Ｋ 治疗结直肠癌提供蛋

白质组学证据，也为直结肠癌的发现和治疗提供新

靶点和新思路。
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