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基于 ＮＦ－ｋＢ 信号通路研究化合物 ＧＡ １３３ １６ 对结肠癌

的抑制作用

研宄生 ： 武娅曦

导 师 ： 丁健 院士

卿晨 教授

（昆明医科大学药学院暨云南省天然药物药理重点实验室 ， 云南 昆明 ， ６ ５ ０５ ００
）

中文摘要

【 目 的 】 基于 ＮＦ －ｋＢ 信号通路研宄化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对结肠癌的抑制作用 。

【方 法 】 １ 、 以人结肠癌细胞 Ｃａｃｏ２ 、 ＨＴ２９ 、 ＨＣＴ－

１ １ ６ 为模型 ， 采用 ＭＴＴ 法检测

化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对细胞增殖的影响 ；
２ 、 采用敏感株人结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 的裸小 鼠异

种移植瘤模型 ， 评估化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 的体 内抗肿瘤活性 ；
３ 、 以 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞为模

型 ， 采用 ％６５ １６ １１１ ８ 丨〇１ 检测化合物 ０八 丨 ３ ３ １ ６ 对 １？：丁－

１ １ ６ 细胞 邪－吐 信号通路蛋 白

Ｐ６ ５ 、 ＩｋＢａ表达的影响 ；
４ 、 采用 免疫组织化学技术 ， 检测化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６

裸小 鼠异种移植瘤组织 ＮＦ －

ｋＢ 信号通路蛋 白 ｐ６
５ 、 ｋＢ ａ 、 磷酸化 Ｉ ｉｃＢ ａ以及相关信

号通路蛋 白 ＥＲＫ 表达的影响 ；
５ 、采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌ ｏｔ 检测化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６

细胞 ＮＦ －

ｋＢ 信号通路下游靶基因 ｃ ＩＡＰ２ 、 ＭＭＰ９ 、 Ｂｃ ｌ２ 及关联信号通路蛋 白 ＰＰＭ １ Ｄ

、 ｐ５ ３ 表达的影响 。

【结 果 】 １ 、 ＭＴＴ 检测结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对人结肠癌细胞 Ｃａｃｏ２ 、 ＨＴ２９

、 ＨＣＴ－

１ １ ６ 的生长增殖均表现出抑制作用 ， 具有浓度依赖性 ， 作用 ４ ８ｈ 的半数抑制

浓度
ＩＣ ５０ 分别为３ １ ＿ ６ ８± １ ．４０＾Ｍ 、 １ １ ．４ １ ±０ ． ８ １ ｍＭ 、 ４ ． １ ５±０ ． ０７

ｍ
Ｍ ， 其中化合物ＧＡ １ ３ ３ １ ６

对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 抑制作用较为 明显 。

２ 、 体 内结果显示 ， 在剂量为 ２ 、 ４ 、 ８ｍｇ
／ｋｇ 灌 胃给药 ２ １ 天 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６

对人结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 裸小 鼠异种移植瘤的生长具有显著的抑制作用 ， 瘤重分别为

１ ． ８４±０ ． ７３ ｇ 、 １ ． ３ ８±０ ． ５ ９
ｇ

、 ０ ． ９２士０ ．４９ｇ
， 与溶媒对照组相 比 ， 差异具有高度显著性 ：

肿瘤的相对增殖率 （ Ｔ ／Ｃ ） 分别为 ８４％ 、 ７９％ 、 ４９％ ， 且对荷瘤裸小 鼠的体重及重要

免疫器官 －脾脏无 明 显影响 ， 提示其治疗效果较好 、 毒副作用较小 。

３



３ 、 Ｗｅｓｔｅｍ Ｂ ｌ ｏｔ 结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 明显下调 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＮＦ －ｋＢ 通

路主要蛋 白 ｐ６５ 的表达 ， 明显上调 ＮＦ －

ｋＢ 抑制蛋 白 ＩｋＢａ的表达 。

４ 、 免疫组织化学结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 明显上调 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＮＦ －ｋＢ

信号通路中 ＮＦ－

ｋＢ 抑制蛋 白 ＩｋＢａ的表达 ， 下调磷酸化 ＩｋＢｃｕｐ６ ５ 、 ＥＲＫ 的蛋 白表

达 。

５ 、 Ｗｅｓｔｅｍ Ｂ ｌｏｔ 结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 明显下调 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＮＦ －ｋＢ 信

号通路下游蛋 白 ｃＩＡＰ２ 、 ＭＭＰ９ 、 Ｂ ｃ ｌ２ 以及相关信号通路蛋 白 ＰＰＭ １Ｄ 的表达 ， 上调

ｐ５３ 的蛋 白表达 。

【结 论 １ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 抑制结肠癌细胞 ＨＣＴ－

１ １ ６ 的作用 ， 与抑制 ＮＦ －ｋＢ 信号

转导通路的经典途径 （ 即抑制 ＩｋＢｏｔ的磷酸化从而抑制 ｐ６ ５ 的入核 ） ， 进而抑制其下
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－
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前 言

恶性肿瘤是威胁人类健康和生命的重大疾病 ， 其中结直肠癌 （ ｃｏ ｌｏｒｅｃｔａ ｌｃａｎｃｅｒ ，

ＣＲＣ ） 是最常见的恶性肿瘤之
一

， 其发病率及死亡率均位于前列 ［
１

＞
２

］

。 外科手术是结

肠癌治疗的主要手段 ， 对早期患者可取得 良好效果 ， 但多数结肠癌在早期症状隐匿 ，

大多数患者诊断时 已是中晚期 ， 此类患者术后复发率和转移率高 ， 均需配合化疗 、

靶向治疗 、 基因治疗 、 免疫治疗等术后辅助治疗 。

化疗是结肠癌术后辅助治疗的最重要手段 ， 但 目 前使用 的化疗药物多存在选择

性低 、 毒副作用大及产生耐药性等缺点 ， 成为临床治疗的难题 ［

３
］

。 如结肠癌化疗基

础用药 ５
－氟尿嘧啶 、 伊立替康 、 奥沙利铂等易产生恶心 、 呕吐 、 腹泻等严重消化道

反应 ， 亦有骨髓抑制的发生 ［

４
］

。

近年来 ， 结肠癌的治疗尤其是分子靶向治疗取得 了 显著发展 ， 使患者在近期 内

明显受益 ， 但靶向治疗几乎无法避免耐药性的发生 ， 使得远期治疗效果难以保障 ，

结肠癌患者的相对存活率也尚未明显改善 ［

５
］

。 因此 ， 研宄和发现新的临床治疗药物

是结肠癌治疗的重要任务 。

从天然产物中筛选和发现活性先导化合物 ， 以此为基础对其结构进行修饰和改

造 ， 是新药研发的重要途径 。 萜类化合物广泛分布于植物 、 动物和大型真菌中 ， 结

构多样 ， 目 前 己报道的萜类化合物结构大约有 ５ ００００ 种 ［
６

］

， 绝大多数具有抗炎 、 抗

肿瘤 、 抑菌和抗氧化等多种生物活性 。 如我国 中药丹参的主要有效成分丹参酮 （二

萜类 ） ， 具有抗炎 、 抗肿瘤 、 抑菌 、 抗氧化等多种活性ｍ ； 灵芝中分离 出来的灵芝

酸 Ｃ １（三萜类 ） 通过抑制肿瘤坏死因子 －

ｏｔ（ ＴＮＦ －ａ ） 的产生发挥抗炎活性叫 来源

于植物黄花蒿 、 具有显著抗症原虫活性的青蒿素 （倍半萜类 ） ， 在
一

定程度上还可

用于改善多种临床耐药肿瘤病人的药物敏感性 食用菌 中含有多种萜类具有抑

菌作用 ， 如茯苓皮三萜对大肠杆菌 、 金黄色葡萄球菌和绿脓杆菌有较好的抑制作用 ；

类胡萝 卜素类化合物 （ 四萜类 ） 具有抗氧化活性 。 因此 ， 萜类物质是
一

类重要的天

然产物 。

赤霉素 （ ｇ
ｉｂｂｅｒｅ ｌ ｌ ｉｎ ｓ ， ＧＡ ） 是

一

类广泛存在于植物和微生物体 内 、 具有多种生

物活性的天然二萜类化合物 。 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６（ １ ３
－氯 －

３ ， １ ５
－二氧 －赤霉酸对 甲氧基

苄基酯 ， 结构见图 １ ） 是 以赤霉素为原料合成的新四环二萜类化合物 。 由于 ＧＡ １ ３ ３ １ ６

７



合成原料易得 、 合成工艺较为稳定成熟 ， 故具有进
一

步研宄的价值 。

我们前期的研究结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对不同肿瘤细胞的增殖具有较明显

的抑制作用 ， 其 中对结肠癌细胞的作用更为显著 。 于是 ， 我们进
一

步采用药物芯片

（ Ｄｒｕｇ

Ａｒｒａｙ ） 对其抑制结肠癌细胞可能的作用靶点进行了筛选 。 Ｄｒｕ
ｇ 

Ａｒｒａｙ 含有针

对 ６６ 个特定作用靶点的药物 ／工具药 ， 干预特定的信号通路 ， 可快速筛选和预测受

试化合物可能涉及的靶点或信号通路 。

我们筛选的结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 抑制结肠癌细胞 ＨＣＴ １ １ ６ 增殖的作用与

ＮＦ －ｋＢ １（ Ｎｕｃ ｌｅａｒＦａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ １） 及ＩＫＫＥ（ Ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒＯｆ Ｎｕｃ ｌｅａｒＦａｃｔｏｒＫａｐｐａＢ

Ｋ ｉｎａｓｅＳｕｂｕｎ ｉｔ Ｅｐｓ ｉ ｌｏｎ ） 有关 ， 之后采用 ＲＱ
－ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂ ｌｏｔ 进行验证 ， 结果显

示化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 可下调 ＮＦ －ｋＢ １ 、 ＩＫＫＥ 基因 的表达 ， 而 ＫＫＥ 及 ＮＦ －ｋＢ １ 是 ＮＦ －ｋＢ

信号通路的重要组成部分 ， 此结果提示化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 抑制结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞

的作用机制可能与 ＮＦ －ｋＢ 信号通路有关 。

ＮＦ －ｋＢ信号通路 由ＮＦ －ｋＢ家族、 ＮＦ －ｋＢ抑制子 （ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ ｓ ， ＩｋＢ ｓ ） 和

ＩｋＢ激酶 （ ｉｎｈｉｂ ｉｔｏｒｏｆ ｎｕｃ ｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａ
－Ｂｋｉｎａｓｅ ， ＩＫＫｓ ） 组成 。 ＮＦ －ｋＢ是１ ９ ８６年

由 Ｓｅｎ 和 Ｂａ ｌｔｉｍｏｒｅ 等发现的核转录因子 ， 其家族包括 ５ 名成员 ： Ｒｅ ｌＡ （ ｐ６５ ， ＮＦＫＢ３ ） ，

Ｒｅ ｌＢ ，Ｒｅ ｌ（ ｃＲｅ ｌ ） ， ｐ ｌ ０５ ／ｐ５ ０（ＮＦ －ｋＢ １ ） 和ｐ ｌ ００／ｐ５２（ＮＦ －ｋＢ２ ）［
ｎ

］

。 在这些成员

中 ， 除 Ｒｅ ｌＢ 只能与 Ｐ５０ 或 ｐ５２ 形成二聚体外 ， 其它成员均可形成同源或异源二聚

体 。 其 中 ， Ｐ
６ ５ ／Ｒｅ ｌＡ

（即通常所指的 ＮＦ －ｋＢ
）
是发现最早 、 最常见 ， 也是分布最广 、

发挥主要生理作用 的 ＮＦ －ｋＢ 。 ＩｋＢ 是
一

种能特异性结合并抑制 ＮＦ －ｋＢ 的蛋 白 ， 在

未被刺激的细胞中 ， 它与 ＮＦ －ｋＢ 二聚体结合形成三聚体 、 以非活性状态存在 ， 其 中

以 ＩｋＢｃ ｔ为主要形式 。 ＩＫＫ 是 ＩｋＢ 激酶 ， 是 ＩｋＢ 的上游调节机构 ［
１ ２

］

。

目 前 ， ＮＦ －ｋＢ 信号通路的激活方式可分为经典途径和非经典途径 ， 大部分 ＮＦ －ｋＢ

的激活是通过经典途径 。 经典途径是指在肿瘤坏死因子 －ａ
（
ＴＮＦ －ａ

）
、 白细胞介素

（
ｉｎｔｅｒ ｌｅｕｋ ｉｎ ， ＩＬ

）
、 细菌和病毒抗原等诱导 因子的刺激下 ， 上游激酶 ＩＫＫ 复合体通

过磷酸化而活化 ， 活化后 的 ＩＫＫ 进而磷酸化 ＩｋＢ 蛋 白 ， 磷酸化后的 ＩｋＢ 经泛素化降

解 、 释放出 ＮＦ －ｋＢ ， 释放出 的游离的 ＮＦ －ｋＢ 入核结合耙基因 、 以启动相应基因 的转

录而发挥作用 ［
１ ３

，
１ ４

］

。 非经典途径则是指 由不同于经典途径的刺激引起的使 ｐ ｌ ＯＯ 加

工为 Ｐ５２ 的信号途径的激活 。

细胞信号转导通路的异常调节和交叉对话在恶性肿瘤的发生发展中发挥关键作

８



用 ， 可导致细胞异常增殖 、 血管生成 、 侵袭和转移 ， 从而促进肿瘤的进展 ［
１ ５

］

。 ＮＦ －ｋＢ

是
一

种重要的信号转导通路 ， 在结直肠癌 中常可观察到 ＮＦ －ｋＢ 的组成型活化 ， 其活

化通常与较高的肿瘤分期 、 治疗抗性和不 良的预后有关 ， 因此 ， ＮＦ －ｋＢ 信号途径的

成员有可能成为 ＣＲＣ 的预后标志物或治疗靶点 ［
＂

］

。

活化的 ＮＦ －ｋＢ 参与细胞的多种生理和病理反应过程 ， 涉及细胞增殖 、 炎症 、 细

胞转化 、 血管增生 、 细胞侵袭转移等 还参与多种靶基因 的转录 ， 如①抗细胞

凋亡蛋 白 （ ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒｏｆ ａｐｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓ
ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｓ ， ＬＡＰ ） 、 Ｂ淋巴细胞瘤 －２ （ Ｂ －

ｃｅ ｌ ｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ－２ ，

Ｂｅ ｌ２ ） 蛋 白 ， 参与细胞凋亡调节 ， 其 中细胞凋亡抑制 因子 ２（ ｃＩＡＰ２ ） 是最具代表的

ＬＡＰ
； ②基质金属蛋 白酶 （ ｍａｔｒｉｘｍｅｔａ ｌ ｌｏｐ

ｒｏｔｅ ｉｎａｓｅ ， ＭＭＰ ） ， ＭＭＰ 与肿瘤细胞的侵

袭和转移密切相关 ［

１ ８
，

１ ９
］

， 其中 ＭＭＰ９ 是常见的基质金属蛋 白酶 。 ＮＦ －ｋＢ 促进肿瘤的

发生发展还与其它信号转导途径 ， 如丝裂原活化蛋 白激酶 （ ｍ ｉ ｔｏｇｅ
ｎ

－

ａｃｔ ｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅ ｉｎ

ｋ ｉｎａｓｅ ，ＭＡＰＫ ） 、 ｐ５ ３ 等 的相互作用有关 。 ＭＡＰＫ 信号通路与 ＮＦ －ｋＢ 相互作用 ，

参与肿瘤发生发展 ， ＥＲＫ（ Ｅｘｔｒａｃｅ ｌ ｌｕ ｌａｒＳ ｉ

ｇｎａ
ｌ
－Ｒｅｇｕ ｌａｔｅｄＫ ｉｎａｓｅ ） 是ＭＡＰＫ信号转

导系统的主要通路 ， 包括 ＥＲＫ １ 和 ＥＲＫ２ 。
ｐ
５ ３ 和 ＮＦ －ｋＢ 是发现较早的两条信号转

导 途 径 ， 研 究 发现 ， ｐ
５ ３ 可 以 抑制 ＮＦ －ｋＢ 的 信 号途径岡 。 ＰＰＭ １ Ｄ（ Ｗ ｉ ｌｄ－

ｔｙｐｅ

ｐ ５ ３
－

ｉｎｄｕｃ ｉｂ ｌ ｅ ｐ
ｈｏ ｓｐｈａｔａｓｅ －

１ ，ＷＩＰ １ ／ＰＰＭ １ Ｄ ） 是野生型ｐ５ ３诱导型磷酸酶 －

１ ， 在多种

肿瘤 中 高表达 ， 可负反馈抑制 ｐ５ ３ 的抑癌活性 ， 也可 以与 ＮＦ －ｋＢ 相互作用促进肿瘤

细胞增殖 。

本课题拟在前期工作 的基础上 ， ① 以人结肠癌细胞 ＨＣＴ－

１ １ ６ 为模型 ， 从细胞

和整体动物水平研究 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对结肠癌的抑制作用 ； ② 选择 ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路

中 的几个重要蛋 白 ＩｋＢａ 、 磷酸化 ＩｋＢａ 、 ｐ６５ 、 ＥＲＫ 为指标 ， 检测其在人结肠癌裸

小 鼠移植瘤组织 中 的表达水平 ； ③检测 ＩｋＢａ 、 ｐ６ ５ 、 ｃ ＩＡＰ２ 、 ＭＭＰ９ 、 Ｂｅ ｌ２ 、
ｐ
５ ３

以及 ＰＰＭ １ Ｄ 在人结肠癌细胞中 的表达水平 ， 以探讨化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 抑制结肠癌的

作用及机制 。

９



材料与方法

—

、 实验材料

（

一

） 受试样品 ： 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ， 化学名 ： １ ３
－氯－

３
，
１ ５

－二氧 －赤霉酸对 甲氧基苄基

酯 ， 分子量为 ４ ９６ ．９４ ， 是从合成的
一

系列赤霉素衍生物中筛选出 的新四环二萜类化

合物 ， 云南大学提供 。

Ｖｘ
．

图 １ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６

（
二

） 细胞株

细胞名称


细胞的组织来源


生长方式

Ｃａｃｏ２人结肠癌细胞株贴壁生长

ＨＴ ２９人结肠癌细胞株贴壁生长

ＨＣＴ－

１ １ ６人结肠癌细胞株贴壁生长

注 ： 购 自 中 国科学院上海生命科学研宄院细胞库 ， 并在我室传代培养

（三 ） 主要试剂和仪器设备

１  ？ 主要试剂


试剂名称生产厂家批号

ＭｃＣｏｙ
＇

ｓ５Ａ Ｍｅｄｉｕｍ美国ＧＩＢＣＯ公司 １ ６６０００ ８２

ＭＥＭ 美国ＧＩＢＣＯ公司 １ ９６７ ５２０

胎牛血清 （
ＦＢ Ｓ

）美国 ＧＩＢＣＯ 公司 １ ２４４ ８４０

二 甲基亚砜 （
ＤＭＳＯ

） Ａｍｒｅ ｓｃｏ公司 ２０ １ ５０８

０ ．２５％ＥＤＴＡ －胰蛋 白酶美国 ＧＩＢＣＯ 公司 １ ３ １ ６９２９

ＭＴＴ Ｂ ｉｏＦｒｏｘｘ Ｅ２３４ １ ３Ａ １ １ ２

ＰＢ Ｓ 磷酸盐缓冲溶液福州迈新生物技术开发有限公司 １ ３ ０６２５ ０３

总蛋 白 定量测试盒 （ ＢＣＡ 法 ）康维世纪生物科技有限公司６０３４５

１０



过硫酸铵 （
ＡＰ

）上海生物工程股份有限公司０７７７Ａ ５５

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ蛋 白上样缓冲液 （
５Ｘ

） ｂ ｉｏｓｈａｒｐ ６ ８ １ １ ６３ ａ

Ｔｒｉ ｓ Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ ８０３Ｘ０７ １

甘氣酸 Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ １ ０ １ ０Ｍ０６

甲醇 （分析纯）西陇化工股份有限公司 １ ３ ０５ ０５

Ｓｋｉｍｍ ｉ ｌｋ
ｐｏｗｄｅｒ ＢＤ公司 ３ １ ０７０９４

Ｔｗｅｅｎ－２０西晚化工股份有限公司 １ １ ０４０ ８

ＰＭ ＳＦ北京康为世纪生物科技有限公司 ３Ａ０４０ １ ０３ ５０

ＲＩＰＡ 裂解液 （中 ）碧云天生物有限公司Ｐ００ １ ３Ｃ

高灵敏度化学发光检测试剂盒康为世纪生物科技有限公司００ １ ７ １ ５ ０７

ＰＶＤＦ膜 （ ｓ ｉｚｅ ： ０ ．４ ５
＾
ｉｍ ）Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏ ｒｅＫ２ＭＡ ８ ３ ５ ０Ｅ

甲醛溶液成都金 山化学试剂有限公司２０ １ ６０９ ０ ８

羧 甲基纤维素钠３ ００
－

８００ Ｓｏ ｌ ａｒｂ ｉｏ ４２ ８Ａ０２ １ ０

显微镜盖玻片 Ｃ ＩＴＯＧＬＡ Ｓ 世泰 ８０ ３４０－

３ ６ １ ０

柠檬酸组织抗原修复液 （ １ ００Ｘ
）福州迈新生物技术开发有限公司 １ ７ １ ０３ １ ４ ３ ２Ｊ

粘附载玻片福州迈新生物技术开发有限公司 １ ７０７ １ ９

即用型快捷免疫组化 ＭａｘＶｉ ｓ ｉｏｎ福州迈新生物技术开发有限公司 １ ７ １ １ １ ６４０７Ｔ

动物非免疫血清福州迈新生物技术开发有限公司 １ ８０ １ ０ ５ ３ ９２Ａ

内源性过氧化物酶阻断剂北京博奥龙免疫技术有限公司ＫＬＡ ７ １ ２４ １ ６８

增强型 ＤＡＢ 显色试剂盒 （ ２０Ｘ ） Ｓｏ ｌａｒｂ ｉ ｏ ２０ １ ７ １ ０ １ ７

Ａｎｔｉｂｏｄｙ

Ｐｈｏ ｓｐｈｏ
－

Ｉ
－Ｋａｐｐａ

－Ｂ －

ａ ｌ

ｐ
ｈａ Ｉｎｖ ｉｔｒｏｇｅｎ

 ＲＥ ２ １ ５ ８２９

ｐ
４４／４２ＭＡＰＫ

（
Ｅｒｋ１ ／２

）Ｃｅ ｌ ｌＳ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｉｎｇ

Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ ４６９ ５

Ｂ ｅｔａ
－Ｔｕｂｕ ｌ ｉｎＭｏｕ ｓｅＭｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌ ＡｂＡｆｆｉｎ ｉ ｔｙ

Ｂ ｉｏ ｓｃ ｉｅｎｃｅ ｓ６ ５ｙ９２ ５ ５

ｌ ｉ



Ｇｏａｔａｎｔｉ
－ＭｏｕｓｅＩｇＧ（ Ｈ＋Ｌ ）ＨＲＰＡｆｆｉｎ ｉｔｙ

Ｂ ｉｏ ｓｃ ｉｅｎｃｅｓ １ １Ｗ８６２７

Ｂｅ ｌ２ ＳａｎｔａＣｒｕｚＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙＥＯ １ １ ２

ｐ
５３（ ＦＬ －

３９３ ） ＳａｎｔａＣ ｒｕｚ Ｂ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙＢ２５ １ １

ＲｂｍＡｂｔｏＮＦ －ｋＢ
ｐ６ ５ ａｂｅａｍＧＲ２００９６３ －９

Ｒｂ
ｐ
ＡｂｔｏＰＰＭ  ＩＤ ａｂｅａｍＧＲ３２２８２０ １ 

－

１

ＲｂｍＡｂｔｏＭｕｔａｎｔ
ｐ
５ ３ ａｂｅａｍＧＲ １ ３６ １ ２０－

３ ６

Ａｎｔｉ
－ＭＭＰ９ Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｓ ｉｇｍａ ＱＣ４９６ １ ８

Ａｎｔ ｉ
－

ＩｋＢ －ａ ， Ｎ－Ｔｅｒｍ ｉｎａｌ ， ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｓ ｉｇｍａ ２ １ ７ １ １ ６

ＧＡＰＤＨ Ａｎｔ ｉｂｏｄｙ ＳＡＢ ８７ １ ５

Ｇｏａｔ ａｎｔ ｉ
－Ｒａｂｂ ｉｔ ＩｇＧＳｅｃｏｎｄａｒｙ ＳＡＢ ８ ７ １ ５

Ｐ
－ａｃｔ ｉｎ Ａｎｔ ｉｂｏｄｙ ＳＡＢ ８ ８０３

１ ２



２ 、 主要仪器设备

仪器生产厂商型号 、 规格

超纯水系统力康公司ＮＷ 基础型

Ｃ０２ 细胞培养箱美国 ＳＨＥＬＬＡＢ 公司 ２４０６ 型

医用净化工作 台珠海再鑫仪器有限公司 ＥＶＬ －５ ３

电热恒温水槽上海
一

恒科技有限公司ＨＷ Ｓ １ ２ 型

医用冰箱合肥美菱公司ＹＣＤ －ＥＬ２ ５ ９ 型

超低温冰箱美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司 ＲＥＶＣＯ 型

倒置显微镜日 本 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司 ＣＫＸ３ 丨 型

电子天平德 国 Ｓａｒｔｏｒ ｉｕｓ 公司 ＣＰＡ２２４Ｓ 型

全波长酶标仪美国 Ｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌａｒＤｅｖ ｉ ｃｅ ｓ 公司Ｐ ｌｕ ｓ３ ８４ 型

普通低速离心机上海菲恰尔公司 ＴＤＬ－４Ａ 型

摇床宁波其林贝尔公司 ＴＳ －

８ 型

Ｈｏｅｆｅｒ 水平 电泳槽美国 Ｐｒｏｔｅ ｉｎｓ ｉｍｐ
ｌｅ 公司ＭＡＸＦＵＬＬ 型

漩涡混匀器北京大龙兴传公司ＭＸ －Ｆ 型

电泳仪电源美国 Ｂ ｉｏｒａｄ 公司 Ｐｏｗｅｒｐａｃ 基础型

小型垂直电泳槽美国 Ｂ ｉｏ ｒａｄ 公司Ｍ ｉｎ ｉ

－ＰＲＯＴＥＡＮＴｅａｎ 型

湿转系统美国 Ｂ ｉｏｒａｄ 公司Ｍ ｉｎ ｉＴｒａｎ ｓ
－ｂｏ ｌ ｔ 型

凝胶化学发光成像仪美国 Ｐ ｒｏｔｅ ｉｎｓ ｉｍ
ｐ

ｌｅ 公司 ＦＣＥ 型

台式高速离心机美国 Ｓ ｉｇｍａ 公司 １
－

１ ４ 型

高速冷冻离心机德国 Ｅ
ｐｐ

ｅｎｄｏｒｆ 公司 ５４ １ ７Ｒ 型号

１３



二 、 实验方法

（

―

） 受试药物配制

１ 、 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 的配制

称取 ７ ． ５ｍｇ ， 加入 ０ ． ７５ｍ ｌ ＤＭＳＯ ， 混匀 ， 配制成 ２０ｍＭ 的储备液 ， 分装 ，

－２０

°

Ｃ

保存 。

（二 ） 试剂配制

１ 、 １ ０％胎牛血清完全培养基

基础培养基 （ＭｃＣ〇ｙ ｓ ５Ａ 、 ＭＥＭ ） 中加入 １ ０％胎牛血清 、 青霉素 （
ｌ 〇〇

ｐ
＿ｇ／ｍ ｌ

）

和链霉素 （
１ 〇〇Ｍｇ／ｍ ｌ

）
， ｐ

Ｈ７ ．４ 。

２ 、 Ｏ ． ｌｍｏ ｌ ＰＢＳ 平衡盐溶液

ＮａＣ １ ８ ．００ｇ 、 ＫＣ １ ０ ．２０ｇ 、 Ｎａ２ ＨＰ〇 ４
．Ｈ２０２ ． ８９ｇ 、 ＫＨ２Ｐ〇 ４ 〇 ．２０ｇ ， 用１ Ｌ三蒸水溶

解后调 ｐＨ 至 ７ ．２ 左右 。

３ 、 细胞冻存液

５０％ ＭｃＣｏｙ
＇

Ｓ ５Ａ 、 ４０％ ＦＢ Ｓ 、 １ ０％ ＤＭＳＯ ， 力口入离心管中混匆 ， ４

°

Ｃ保存备用 ，

冻存肿瘤细胞株 。

４ 、 ０ ． ５％羧 甲基纤维素钠

称取羧甲基纤维素钠 〇 ． ５
ｇ 于三蒸水中溶解 ， 混匀 ， 定容至 １ ００ｍ ｌ 。

５ 、 ４％中性 甲醛溶液

甲醛 ５ｍ ｌ ， ＰＢ 定容至 ５０ｍＬ

６ 、 ７０％ ， ８０％ ，９０％ ， ９５％乙醇

由无水乙醇梯度稀释配制而得 。

７ 、 １％梓檬酸抗原修复液

５ｍ ｌ 柠檬酸抗原修复液加入三蒸水定容至 ５ ００ｍ ｌ 配成 １％柠檬酸抗原修复液 。

８ 、 增强型 ＤＡＢ 显色试剂盒 （ ２０Ｘ ）

配制方法 ： 将 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 三种液体各 ５０ｕ ｌ 按顺序加入至 ８５ ０ｕ ｌ 三蒸水中 即可 ，

避光 。

９ 、 ＰＭＳＦ 溶液

称取 ０Ｊ ７４ １
ｇ 粉末 ， 加入 １ ０ｍ ｌ 异丙醇 ， 即为 １ ００ｍＭ 储备液 ， 分装 １ ００叫／管 ，

－２０

°

Ｃ保存 。

１４



１ ０ 、 ＲＩＰＡ 裂解液的配制

取 ９９０卟裂解液加入 Ｉ Ｏ
ｍ
Ｌ ＰＭＳＦ 溶液 、 １ ０ｐ

Ｌ 磷酸酶抑制剂 （ １ ００ ：１ ： １ ） ， 现

配现用 。

１ １ 、 １ ０％过硫酸铵溶液 （ ＡＰＳ ）

ｌ

ｇ 过硫酸铵 ， 三蒸水溶解并定容至 Ｉ 〇ｍ ｌ ，

－２０

°

Ｃ保存 。

１ ２ 、 ｌ Ｏ ｘＴｒｉ ｓ
－甘氨酸电泳缓冲液

３ ０ ． ３ ｇ
Ｔｒｉ ｓ ，１ ８ ８

ｇ 甘氨酸 ， ｌ ＯｇＳ
ＤＳ ， 三蒸水定容至 １Ｌ ， 临用前稀释 １ ０ 倍 。

１ ３ 、 膜转移缓冲液

１ ４ ．２６ｇ
甘氨酸 ， ３ ． ０３ ｇ

Ｔｒ ｉ ｓ ， ２００ｍ ｌ甲醇 （ ２０％ ） ， ｐＨ ８ ＿ ３ ， 定容至１ Ｌ ， 现配现

用 。
（
可先配制成 １ ０Ｘ 不加 甲醇保存 ， 电泳时加入预冷的 甲醇 。 如 目 的蛋 白 分子量

大于 ８０ｋＤａ ， 则加入终浓度为 ０ ． １％的 ＳＤＳ
）

１ ４ 、 ｌ Ｏ ｘＴＢ Ｓ

ＮａＣ １ ８０
ｇ ，ＫＣ １ ２ｇ ， Ｔｒ ｉ ｓ ３ ０ｇ ， 加８００ｍ ｌ三蒸水 ， ｐＨ ７ ＿４ ， 定容到 １ Ｌ ，４

°

Ｃ保存

ｏ

１ ５ 、 ＴＢ ＳＴ

ｌ Ｏ ｘＴＢ Ｓ 稀释 １ ０ 倍 ， 按照 ０ ． １％
（
ｖ／ｖ

）的量加入吐温－２０ ， 充分溶解即为 ＴＢＳＴ 缓

冲液 ， 现用现配 ， 预冷备用 。

１ ６ 、 封闭液

１ ０％
（
ｗ／ｖ

）
脱脂奶粉的 ＴＢ ＳＴ 。

１ ７ 、

一

抗稀释液

根据不同抗体稀释浓度比例使用 ＴＢＳＴ 稀释 （ １ ：１ ０００ ） 。

１ ８ 、 二抗稀释液

５％
（
ｗ／ｖ

）脱脂奶粉的ＴＢ ＳＴ（ １ ：１ ００００ ） 。

１ ９ 、 ＥＣＬ 发光显影液的配制

ＥＣＬ－Ａ ：ＥＣＬ －Ｂ 为 １ ： １ 进行配制 。

（
三 ） 肿痛细胞的培养

１ 、 细胞培养

将 Ｃａｃｏ ２ 、 ＨＴ ２９ 、 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞置于培养瓶 ， 加入配制好的含 １ ０％血清 的完

全培养基 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２饱和湿度培养箱 中培养 。 细胞呈贴壁生长 ， 适时换液

１５



， 取对数生长期细胞进行后续试验 。

细胞名称培养基

Ｃａｃｏ ２ＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢＳ

ＨＴ ２９ＭｃＣｏｙ
＇

ｓ５Ａ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ

ＨＣＴ－

１ １ ６ＭｃＣｏｙ
＇

ｓ５Ａ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ

２ 、 细胞传代

待细胞生长到
一

定程度后 （约 ７０％？ ８０％融合 ）
， 即可进行传代培养 。 用 ０ ．２５％

Ｔｒｙｐ ｓ ｉｎ－ＥＤＴＡ 消化液消化细胞 ， 收集于离心管中 ， 以 ８００ －

１ ０００ ｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ 。 倒

去上清液 ， 加入适量完全培养基后吹打混匀 ， 制备单细胞悬液计算数量及活率 。 以

适宜密度接种于培养瓶后 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２饱和湿度培养箱中培养 ， 适时换液 。

３ 、 细胞冻存与复苏

３ ． １ 细胞冻存 ： 取对数生长期且状态 良好的细胞（活率＞ ９８％
）

， 用 ０ ．２５％Ｔｒｙｐ ｓ ｉｎ－ＥＤＴＡ

消化收集细胞 ， 以 ８００ｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ 。 加入适量配制好的冻存液混悬细胞 ， 计数 。

以 ５
－

ｌ 〇 ｘ ｌ ０
６个 ／ｍ ｌ 浓度将细胞移入已消毒冻存管 ， 放入程序降温盒 ， 置于－

８０

°

Ｃ冰箱

过夜 ， 次 日将冻存管转移至液氮 内保存 。

３ ．２ 细胞复苏 ： 于液氮 内快速取 出冻存管 ， 置于 ３７

°

Ｃ温水中迅速解冻 。 将解冻后的

细胞悬液快速转移至离心管 ， 加入 ９ 倍体积的完全培养基 ， 以 ８００ｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ 。

倒去上清液 ， 以适量完全培养基重新混悬 ， 接种于培养瓶 ， 并置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０ ２

饱和湿度培养箱 中培养 ， 适时换液 。

（ 四 ） 化合物 ＧＡ １３３ １６ 对 Ｃａｃｏ ２ 、 ＨＴ ２９ 、 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞增殖的影响一ＭＴＴ 法

１ 、 受试物配制

１ ． １化合物
ＧＡ１３３ １ ６

化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 设 １ 、 ２ 、 ４ 、 ８ 、 １ ６ｐ
Ｍ 共 ５ 个受试浓度 （

此浓度根据预试验结

果设定 ）
。 具体配制如下 ： 称取

一

定量化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 加入
一

定量的 ＤＭＳＯ 熔解后

， 再加入
一

定量的完全培养基配制成高浓度溶液 ， 其余各浓度按 比例稀释配制而成

〇

１ ．２ 溶媒对照

取高浓度化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６
（
１ ６ｐＭ）所含 ＤＭＳＯ 的量 ， 用完全培养基配制相应的

溶媒对照 ， 此时 ＤＭＳＯ 的浓度为 ０ ． ０ ８％ 。

１６



２ 、 实验原理

ＭＴＴ 化学名为 ３
－（ ４ ，５

－二 甲基噻唑－２ ）－２ ，５
－二苯基四氮唑溴盐 ， 商 品名 ： 噻

唑蓝 ， 是
一

种黄颜色的染料 。 活细胞线粒体 中 的琥珀酸脱氢酶能使外源性 ＭＴＴ 还

原为水不溶性的蓝紫色结晶 ？ 甲臢 （ Ｆｏｒｍａｚａｎ ） 并沉积在细胞中 ， 而死细胞无此功能

。 二 甲基亚砜 （ＤＭＳＯ ） 能溶解细胞中 的 甲臢 ， 用酶标仪在 ５ ７０ｎｍ 和 ６３ ０ｎｍ 波长处

测定其光吸收值 ， 在
一

定细胞数范围 内 ， ＭＴＴ 结晶形成的量与细胞数成正 比 。 根据

测得的吸光度值 （ ０Ｄ 值 ） ， 来判断活细胞数量 ， ０Ｄ 值越大 ， 细胞数量越多 ， 细胞

活性越强 （ 如果是测药物毒性 ， 则表示药物毒性越小 ） 。

３ 、 实验方法

取对数生长期 的 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ， 调整细胞浓度为 ６ ＞＜
丨 〇

４

个 ／ｍＬ ， ９０ｐＬ ／孔加入

９６ 孔培养板 ， 每个给药浓度设 ６ 个复孔 ， 接种细胞之后静置 ｌ ｈ 再放入细胞培养箱

（避免 ９６ 孔板的边缘效应 ） 。 ２４ｈ 细胞贴壁之后再加 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 使其终浓度为 １ ， ２

， ４ ，８ ， １ ６ｐ
Ｍ ， 每个浓度设 ５ 个平行孔 ， 并设阴性对照 （培养基 ） 及溶媒对照 ， 在

３ ７
。

（： ， ５％Ｃ０ ２ 培养箱 中孵育 ４ ８ｈ 后加入 ＭＴＴ ２０
ｆ
ｉＬ ， 继续孵育 ４ｈ 后 ， 以 ５ ７０ｎｍ 和

６３ ０ｎｍ 波长检测 ０Ｄ 值 ， 实验重复 ３ 次 。

４ 、 结果计算及分析

计算不 同浓度的 ０Ｄ 值均数及标准差 ， 按下列公式计算细胞增殖抑制率 ？

？

０Ｄ
给药孔

＝ＯＤ ５ ７０
－

ＯＤ ６ ３０

抑制率 （％ ）＝（ ０Ｄ 阴性对照孔
—

０Ｄ 给药孔 ） ／０Ｄ 阴性对照孔
＞＜

１ ００％ 〇

采用 Ｍ ｉ ｃｒｏ ｓｏｆｔ Ｅｘｃｅ ｌ２００７ 软件计算增殖抑制率 ， 运用 ＳＰＳＳ 软件计算药物的半

数抑制浓度 ＩＣ ５ ０ 。

（五 ） 化合物 ＧＡ １３３ １ ６ 对人结肠痛 ＨＣＴ－ １ １ ６ 裸小 鼠异种移植瘤生长的影响

１ 、 受试物配制

受试前用 ０ ． ５％竣 甲基纤维素钠 （ ＣＭＣ －Ｎａ ） 配制成相应剂量的所需浓度 。 由于

药物稳定性不好 ， 于每次给药前配制 ， 给药体积均为 〇 ． ２ｍ ｌ ／ １ ０ｇ 。

具体配制如下 ：

高剂量 ： ８ｍｇ
／ｋ

ｇ
， 配制溶液浓度 ： ０ ．４ｍｇ／ｍ ｌ

中剂量 ： ４ｍｇ／ｋｇ ， 配制溶液浓度 ： ０ ．２ｍｇ／ｍ ｌ

低剂量 ： ２ｍｇ／ｋ
ｇ

， 配制溶液浓度 ： ０ ． １ｍｇ／ｍ ｌ

１ ７



２ 、 实验方法

２ ． １ 人结肠癌 ＨＣＴ－１ １６ 裸小 鼠移植瘤模型的建立

取生长旺盛期的 ＨＣＴ－

１ １ ６ 瘤组织 ， 剪切成约 １ ． ５ｍｍ
３ 大小的组织块 ， 在无菌条

件下 ， 接种于裸小 鼠右侧腋窝皮下 。 在接种后第 １ ４ 天 ， 去除移植瘤未生长或移植瘤

生长过缓 、 过速的裸小 鼠 ， 选择 己形成 １ ００ －３ ００ ｍｍ
３ 大小移植瘤组织的裸小 鼠 ， 按

实验方案随机分组及给药 。

２ ．２ 实验方案

（ １ ） 阴性对照组 ： ０ ． ９％Ｎａｃ ｌ ， 灌 胃给药 ；

（ ２ ） 溶媒对照组 ： ０ ． ５％ＣＭＣ －Ｎａ ， 灌 胃给药 ；

（ ３ ） 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 低剂量组 ： ２ｍｇ／ｋｇ ， 灌 胃给药 ；

（ ４ ） 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 中剂量组 ： ４ｍｇ／ｋｇ ， 灌 胃给药 ；

（ ５ ） 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 高剂量组 ： ８ｍｇ／ｋｇ ， 灌 胃给药 ；

各剂量组按 ０ ．２ｍ ｌ／ １ ０ｇ 的给药体积灌 胃给药 ， 每周连续给药 ６ 天 ， 停药 １ 天 ，

共 ２ １ 天 。

３ 、 结果计算及分析

实验期间每周测量瘤径和体重 ２ 次 ， 实验结束后处死动物 ， 并测量瘤径和称量

体重 。 每次测量瘤径后计算肿瘤体积 （ ＴＶ ） 、 相对肿瘤体积 （
ＲＴＶ

）
和相对肿瘤增

殖率 （
Ｔ／Ｃ

）
， 计算公式如下 ：

（ １ ）ＴＶ（ ｔｕｍｏｒ ｖｏ ｌｕｍｅ ）＝

ｌ ／２ ＞＜ ａ ｘｂ
２

， 其中 ａ 、 ｂ 分别表示肿瘤的长和宽 ；

（ ２ ）ＲＴＶ（ ｒｅ ｌ ａｔ ｉｖｅｔｕｍｏｒｖｏ ｌｕｍｅ ）＝

ＷＶ〇 ， 其 中Ｖ。 为分组给药时 （即ｄ〇
）
所测得

的肿瘤体积 ， Ｖｔ 为每
一

次测量时的肿瘤体积 ；

（ ３ ）Ｔ／Ｃ（％ ）＝ ＴＲＴＶ／ ＣＲＴＶｘ ｌ 〇〇％ ， 其 中Ｔｒｔｖ为治疗组的ＲＴＶ ，ＣＲＴＶ为溶媒对

照组的 ＲＴＶ 。

实验结束后 ， 称取裸小 鼠肿瘤重量以及计算去瘤体重 。

（六 ） 化合物 ＧＡ １３３ １ ６ 对人结肠癌细胞 ＨＣＴ－

１ １６ＮＦ－ｋＢ 信号通路相关蛋 白表达的

影响一ＷｅｓｔｅｒｎＢ 丨ｏｔ 法

１ 、 实验原理

Ｗｅ ｓｔｅｒｎ Ｂ ｌｏｔ 采用 的是聚丙烯酰胺凝胶 电泳 （ ＰＡＧＥ ） ， 被检测物是蛋 白质 ， 探

针是抗体 ， 显色用标记的二抗 。 经过 ＰＡＧＥ 分离的蛋 白质样品 ， 转移到 固相载体 （

１８



例如硝酸纤维素薄膜 ） 上 ， 固相载体以非共价键形式吸附蛋 白质 ， 且能保持 电泳分

离的多肽类型及其生物学活性不变 。 以固相载体上的蛋 白质或多肽作为抗原 ， 与对

应的抗体起免疫反应 ， 再与酶或同位素标记的第二抗体起反应 ， 经过底物显色或放

射 自 显影 以检测 电泳分离的特异性 目 的基因表达的蛋 白成分 。

２ 、 受试物配制

２ ． １化合物
ＧＡ１３３ １ ６

化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 设 １ 、 ２ 、 ４
ｐ
Ｍ 共 ３ 个受试浓度 （

此浓度根据预试验结果设定 ）

。 具体配制如下 ： 称取
一

定量化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 加入
一

定量的 ＤＭＳＯ 熔解后 ， 再加

入
一

定量 的完全培养基配制成高浓度溶液 ， 其余各浓度按比例稀释配制而成 。

２ ．２ 溶媒对照

取高浓度化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６
（
４ｎＭ）所含 ＤＭＳＯ 的量 ， 用完全培养基配制相应的溶

媒对照 ， 此时 ＤＭＳＯ 的浓度为 ０ ．０２％ 。

３ 、 实验方法

３ ． １ 取对数生长期 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ， 常规消化制成单细胞悬液并计数 ， 以 ｌ
ｘ

ｌ Ｏ
６个接

种于培养皿中 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０ ２ 饱和湿度培养箱 中培养 ２４ｈ ， 细胞贴壁后更换新

鲜完全培养基 ， 同时给予 １ 、 ２ 、 ４
ｐ

ＪＶＩ ３ 个不 同浓度的化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ，７７ ７＃ ／皿 ，

阴性对照组加完全培养基 ７ ７７
＾
１７皿 ， 溶媒对照组加药物高浓度对应 的溶媒稀释液

７７７ｐＬ ／皿 ， 将细胞置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０ ２ 饱和湿度培养箱中作用 ４ ８ｈ 后 ， 用无 ＥＤＴＡ 的

胰酶消化收集细胞 。

３ ．２ 细胞总蛋 白提取 （均在冰上操作 ）

收集细胞 ， 先用预冷 ＰＢ Ｓ 洗涤细胞 ， 重复 ２ 次 ， 离心转速为 ８００ 转 ／ｍ ｉｎ ， 将细

胞置于冰上 ； 加入提前配好的 ＲＩＰＡ 裂解液 （ ＲＪＰＡ ：ＰＭＳＦ ： 磷酸酶抑制剂＝
１ ００ ： １

： ｌ ）５ ５０
ｆ
ｉＬ／管 ， 用移液枪吹打贴壁细胞 ， 震荡器震荡 ２０ ｓ ， 冰上静置 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 重复

４ 次 ， 使细胞充分裂解 。 于 ４
°

Ｃ ， １ ４０００ｘｇ 离心 １ ７ｍ ｉｎ 收集细胞裂解液上清 ， 分装于

ｅ
ｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ 管 ，

－

８０ 

°

Ｃ
保存 。

３ ．３ 总蛋 白浓度测定 （ ＢＣＡ 法 ）

３ ．３ ． １ 测定原理

碱性条件下 ， 蛋 白质分子中 的肽链结构能与 Ｃｕ
２＋络合生成络合物 ， 同时将 Ｃ ｕ

２ ＋

还原为 Ｃｕ
＋

。 ＢＣＡ 试剂可敏感特异地与 Ｃｕ
＋

结合 ， 形成稳定的紫色络合物 。 在 ５６２ｎｍ

１９



处有高的光吸收值 ， 颜色的深浅与蛋 白质浓度成正 比 ， 可根据吸收值大小来测定蛋

白质 的含量 。

３ ．３ ．２ 操作步骤

３ ．３ ．２ ． １ 稀释 ＢＳＡ标准品 ： 用与待测蛋 白样 品相
一

致的稀释液按下表稀释 Ｂ ＳＡ 标准

品

管号 稀释液用量 （ ＭＬ ）ＢＳＡ 标准品用量 （ ｍＬ ）ＢＳＡ 标准品最终浓度 （吨／叫 ）

Ａ Ｏ １ ００ ２

Ｂ ２００ ２００ １

Ｃ ２００ ２００（从
Ｂ管中取 ） ０ ． ５

Ｄ ２００ ２００（从Ｃ管中取 ） ０ ．２５

Ｅ ２００ ２００（从Ｄ管中取 ） ０ ． １ ２５

Ｆ ２００ ２００（从Ｅ管中取 ） ０ ． ０６２５

Ｇ ２００ ０ ０（空 白 ）

３ ．３ ．２ ．２ 配置 ＢＣＡ 工作液

（ １ ） 计算 ＢＣＡ 工作液总量 ： ＢＣＡ 工作液总量＝

（
Ｂ ＳＡ 标准品样本个数＋未知样本个

数 ）

ｘ复孔数 ｘ每个样本 ＢＣＡ 工作液体积

（ ２ ） 裉据计算 出 的 ＢＣＡ 工作液需要总量 ， 将 ＢＣＡ－Ａ 和 ＢＣＡ －Ｂ 按照 ５ ０ ：１ 的体积

比配制 ＢＣＡ 工作液 ， 充分混匀 。

注意 ： 由于加样可能存在误差 ， 建议配制 ＢＣＡ 工作液时 ， 多配制 １
－２ 个孔 ； 新配制

的 ＢＣＡ 工作液室温密封条件下可稳定保存 ２４ｈ 。

３ ．３ ．２ ．３ 定量检测一微孔检测法（蛋 白浓度检测范围 ２０－２０００— １

）

（ １ ）将稀释好的标准品和待测蛋 白样品 （原液或稀释液 ）各 ２５ｕｌ 分别加到作好标记的

９６ 孔板微孔中 ， 每个测定的样本做 ３ 个平行反应 ；

（ ２ ） 每孔加入 ２００ｕｌＢＣＡ 工作液 ， 充分混匀 ， 盖上 ９６ 孔板盖 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 ３ ０ｍ ｉｎ
；

冷却至室温 ， 须在 ３
－

５ｍ ｉｎ 内完成检测 ；

（ ３ ） 用酶标伩在 ５６２ｎｍ 处测定每个样品及 Ｂ ＳＡ 标准品 的吸光值 ， 同时做好记录 。

（ ４ ） 绘制标准 曲线 ， 计算样品 中 的蛋白浓度 。

３ ．４ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳和Ｗｅｓｔｅｒｎｂ 丨ｏｔ
分析

（ １ ） 用 ９５％乙醇将洗好的胶模长短各
一

的玻璃板 、 上样梳擦拭干净 ， 空气中 自然

２０



晾干待用 。

（ ２ ） 配制 ＥＺ
ｐｒｏｔｅ ｉｎａｎｙ

ＫＤＰＡＧＥ 压缩胶及分离胶 。

（ ３ ） 取 ２ 支小烧杯 （ 小试管亦可 ） ， 在第
一

个小烧杯 中加入试剂盒 ＥＺ Ｐｒｏｔｅ ｉｎａｎｙ

ＫＤＰＡＧＥ浓缩胶Ａ液１ ．０ｍ ｌ＋ＥＺＰｒｏｔｅ ｉｎａｎｙ
ＫＤＰＡＧＥ浓缩胶Ｂ液１ ． ０ｍ ｌ

； 在另
一

个小烧杯 中 加入ＥＺＰ ｒｏｔｅ ｉｎａｎｙ
ＫＤＰＡＧＥ分离胶Ａ液２ ． ５ｍ ｌ＋ＥＺＰ ｒｏｔｅ ｉｎａｎｙ

ＫＤ

ＰＡＧＥ 分离胶 Ｂ 液 ２ ． ５ｍ ｌ 。

（ ４ ） 在 ５ｍ ｌ 的分离胶溶液中加入 １ ０％ＡＰＳ ５ （Ｈｉ ｌ ， 轻轻搅拌使其混勾 ， 避免产生气

泡 。

（ ５ ） 在凝胶模具 中灌入适量混匀 的分离胶 （对于 ｍ ｉｎ ｉ
－

ｇｅ
ｌ ， 凝胶液加至约距前玻璃板

顶端 １ ． ５ｃｍ 或距梳齿约 ０ ． ５ ｃｍ 即可 ）
。

（ ６ ） 在 ２ｍ ｌ 的浓缩胶液中 加入 ｌ 〇％ＡＰＳ ２〇Ｗ ， 轻轻搅拌使其混匀后直接灌入凝胶

模具 中分离胶的上层 （无需等待分离胶液凝固 ）
。

（ ７ ） 将梳子插入凝胶 内 ， 静置 ｌ 〇 －

１ ５ｍ ｉｎ ， 等待浓缩胶聚合 。

（ ８ ） 取蛋 白样品 ， 所取量使得各组含相 同的蛋 白总量 ， 并与 ５ｘ ｌｏａｄ ｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 上样

缓冲液按 １ ：４ 配比 ， 另将 ５ｘ ｌｏａｄ ｉｎ
ｇ
ｂｕｆｆｅｒ 用 ｄｄＨ ２０ 稀释成 ｌ ｘ ｌｏａｄ ｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ 待用 ，

置于 １ ００

°

Ｃ ， 变性 １ ５ｍ ｉｎ 。

（ ９ ） 将现配的 电泳液 １ ０００ ｍ ｌ 倒入电泳槽中 ， 并小心拔 出浓缩胶里的梳子 ， 以免破

坏加样孔 。

（ １ ０ ） 向上样孔中依次加入各组样品和 扣 １ 的预染蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ 。

（ １ １ ） 调整 电泳仪为恒压 ３ ００Ｖ ， 进行 电泳操作 ， 直至溴酚蓝到达分离胶底部 ， 终止

电泳 ， 约 ４０ｍ ｉｎ 完成蛋 白 电泳实验 。
（
３ ００Ｖ 为绝大多数电泳仪设计可承受电压 ， 正

常使用不会损坏仪器 。 如有担心可 以适当降低 电压至 ２５ ０ｖ ， 对 电泳速度不会有明显

影响 。
）

（ １ ２ ） 电泳快结束时准备 ＰＶＤＦ 膜 （
５ ． ５ ｃｍｘ７ｃｍ

）
， 将 ＰＶＤＦ 膜用 甲醇浸泡活化约 ３ｍ ｉｎ

后 ， 放入预冷的转膜液中浸泡 １ ５ｍ ｉｎ 。

（ １ ３ ） 电泳结束后 ， 将胶梳孔以上和溴酚蓝 以下部分切除 。

（ １ ４ ） 转模 （湿转法 ） ： 剪 ２ 张与胶相同大小的滤纸 ， 放入转膜液浸泡后 ， 按转移

装置负极 （
黑色 ）板

一

海绵垫
一

滤纸 ３ 张
一

胶
一

ＰＶＤＦ 膜
一

滤纸 ３ 张
一

海绵垫
一

转移

装置正极板 （
透明 ）

的顺序放好各层 ， 并用玻璃棒赶走气泡 ， 将此装置放入转移槽里

２ １



， 让负极板靠近黑色槽边 ， 正极板靠近红色槽边 ， ４

°

Ｃ ３ ５ ０ｍＡ 恒流下 电泳 １ ２０ｍ ｉｎ 。

（ １ ５ ） 转膜结束后 ， 预染 Ｍａｒｋｅｔ

？ 条带己转染到 ＰＶＤＦ 膜上 。

Ｕ ６ ） 使用 １ ０％脱脂奶粉封闭 ， 室温中摇床振摇 ２ｈ 。

（ １ ７ ） 倾去封闭液 ， ＴＢ ＳＴ 洗膜 ３ 次 ， １ Ｏｍ ｉｎ／次 。

（ １ ８ ） 结合
一

抗 ， 摇床振摇 ， ４
°

Ｃ过夜 。

（ １ ９ ） 回收
一

抗 ， ＴＢ ＳＴ 洗膜 ３ 次 ， ｌ Ｏｍ ｉｎ／次 。

（ ２０ ） 结合＿■抗 ， 室温摇床振荡 ２ｈ 。

（ ２ １ ） 倾去二抗 ， ＴＢ ＳＴ 洗膜 ３ 次 ， ｌ Ｏｍ ｉｎ／次 。

（ ２２ ） 将 ＥＣＬ 发光液 Ａ 液和 Ｂ 液按 １ ： １ 的 比例配制 ， 充分混合 ， 将 ＰＶＤＦ 膜放入

其中 ， 转入 ＦＣＥ 化学发光成像系统中进行曝光处理 ， 并观察拍照 ， 使用软件 Ｉｍａｇｅ

Ｊ 对结果进行灰度分析 。

（七 ） 化合物 ＧＡ １３３ １ ６对人结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 裸小 鼠异种移植瘤组织中 ＮＦ－ｋＢ 信号

通路相关蛋白表达的影响 一

免疫组织化学技术

１ 、 实验原理

免疫组化 ， 是应用免疫学基本原理一抗原抗体反应 ， 即抗原与抗体特异性结合

的原理 ， 通过化学反应使标记抗体的显色剂 （荧光素 、 酶 、 金属离子 、 同位素 ） 显

色来确定组织细胞 内抗原 （多肽和蛋 白质 ） ， 对其进行定位 、 定性及相对定量的研

宄 ， 称 为 免 疫 组 织 化 学 技 术 （
Ｉｍｍｕｎｏｈ ｉ ｓｔｏｃｈｅｍ ｉ ｓｔｒｙ） 或 免 疫 细 胞 化 学 技 术

．

（
Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍ ｉ ｓｔｒｙ） 

〇

２ 、 实验方法

２ ． １ 切片前处理 ：

（ １ ） 固定 ： 将肿瘤组织进行固定 （ ４％中性 甲醛固定
一

天 ）
；

（ ２ ） 冲洗 ： 对己固定的肿瘤组织流水冲洗 ２ｈ
；

（ ３ ） 梯度乙醇脱水 ： ７０％乙醇 ３ ｈ
—

８０％乙醇过夜一 ９０％乙醇 １ ． ５ｈ
—

９５％乙醇 １ ． ５ｈ
—

无水乙醇 Ｉ４０ｍ ｉｎ
—无水乙醇 Ｉ Ｉ４０ｍ ｉｎ

；

（ ４ ） 透明 ： 二 甲苯透 明 Ｉ １ ５ｍ ｉｎ
—二 甲苯透明 ｎ ｉ ５ｍ ｉｎ

；

（ ５ ） 脱蜡 ： 石蜡 Ｉ ｌ ｈ
—石蜡 Ｉｌ ｌ ｈ

—石蜡 Ｉ ｌ ｌ ｌ ｈ
；

（ ６ ） 包埋 ： 将组织块置于包埋机包埋 ；

（ ７ ） 切片 ： 将包埋好的蜡块固定于切片机上 ， 切成薄片 （ ３ ｎｍ ）
；

２ ２



（ ８ ） 摊片 ： 切下 的薄片 易折叠 ， 故置于热水中铺展 ；

（ ９ ） 捞片 ： 待蜡片铺展后 ， 捞片于洁净防脱载玻片上 ；

（ １ ０ ） 烘片 ： 将带有组织的载玻片置于 ３ ７

°

Ｃ恒温箱 中烤干 。

２ ．２ 切片的免疫组织化学染色

（ １ ） 将带有组织的载玻片置于 ６０

°

Ｃ烤箱中烤片 ２ｈ
；

（ ２ ） 脱蜡 ： 烤片趁热放入二 甲苯中脱蜡 ２０ｍ ｉｎ／次 ＞＜ ２ 次 ；

（ ３ ） 复水 ： １ ００％ 、 １ ００％ 、 ９ ５％ 、 ９０％ 、 ８０％ 、 ７０％乙醇各１次 ， ５ｍ ｉｎ／次一蒸馏

水５ｍ ｉｎ
；

（ ４ ） 高温高压抗原修复 ： 用 １％柠檬酸抗原修复液高温高压修复 ９０ 秒 ， 冷却至室

温 ；

（ ５ ） 漂洗 ： 冷却后取 出载玻片于组织周 围用免疫组化笔画 圈 以限定范 围 ， ＰＢＳ 漂

洗 ， ５ｍ ｉｎ／次 ＞＜ ３次 ；

（ ６ ） 阻断 内源性过氧化物酶活性 ： 甩干片子 ， 内源性过氧化物酶阻断剂室温孵育

ｌ Ｏｍ ｉｎ
；

（ ７ ） 漂洗 ： ＰＢ Ｓ 漂洗 ， ５ｍ ｉｎ／次 ｘ ３ 次 ；

（ ８ ） 封闭 ： 滴加动物非免疫血清 （ 即用 型 ） ， 室温封 闭 ３ ０ｍ ｉｎ ；

（ ９ ） 加
一

抗 ： 倾去血清 ， 勿洗 ， 滴加
一

抗工作液 ， ４

°

Ｃ孵育过夜 ；

（ １ ０ ） 漂洗 ： ＰＢＳ 漂洗 ， ５ｍ ｉｎ／次 ｘ ３ 次 ；

（ １ １ ） 加二抗 ： 滴加二抗 ， ３ ７

°

Ｃ温箱孵育 ２０ｍ ｉｎ ；

（ １ ２ ） 漂洗 ： ＰＢ Ｓ 漂洗 ， ５ｍ ｉｎ／次 ｘ ３ 次 ；

（ １ ３ ） 显色 ： ＤＡＢ显色３
－

１ ０ｍ ｉｎ ；

（ １ ４ ） 漂洗 ： 自来水充分冲洗 ；

（ １ ５ ） 复染 ： 苏木素复染 ２ｍ ｉｎ
；

（ １ ６ ） 分化 盐酸分化 ｌ 〇 ｓ ；

（ １ ７ ） 自 来水充分洗涤 ｌ Ｏｍ ｉｎ
；

（ １ ８ ） 梯度酒精快速脱水 ， 二 甲苯透明 ；

（ １ ９ ） 中性树脂封片 ， 观察 ；

（ ２０ ） 采用Ｉｍａｇｅ
－ＰｒｏＰ ｌｕｓ６ ．０分析结果 。

（八 ） 统计学处理

２ ３



所有数据用均数±标准差 （Ｍｅ〇ｎ±ＳＤ ） 表示 ， 对实验结果的统计 ， 采用 ＳＰＳＳ １ ７ ． ０

统计学软件处理分析 ， 各组间结果的比较采用单因素方差分析 （ ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ）

进行统计 ， 方差不齐时采用秩和检验 ， 检验水准ａ
＝
０ ． ０ ５ ， ＰＣ ０ ． ０ ５ 有统计学意义 。

２４



结 果

一

、 化合物 ＧＡ １ ３３ １ ６ 对结肠癌 Ｃａ ｃｏ２ 、 ＨＴ ２ ９ 、 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞增殖的影响

结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 Ｃａｃｏ２ 、 ＨＴ ２９ 、 ＨＣＴ－

１ １ ６ 三株人结肠癌细胞均

显示 出 不同浓度的抑制作用 ， 且呈浓度依赖性 ， 作用 ４ ８ｈ 的半数抑制浓度 ＩＣ ５ 〇 分别

为３ １ ．６ ８± １ ． ４０ｐＭ 、 １ １ ．４ １ ±０ ． ８ １ ｐＭ 、 ４ ． １ ５士０ ． ０ ７ｐＭ ， 其 中化合物ＧＡ １ ３ ３ １ ６对ＨＣＴ－

１ １ ６

的抑制作用最为 明显 。 见表 １ 、 图 ２ 。

表１化合物ＧＡ １ ３ ３ １ ６对Ｃａｃｏ２ 、 ＨＴ ２９ 、 ＨＣＴ－

１ １ ６细胞增殖的影响 （Ｍｅａｎ土ＳＤ ，ｎ
＝
３ ）

细胞株Ｃ ａ ｃｏ２ＨＴ ２ ９ＨＣＴ－

１ １ ６

ＩＣ ｓｏＣ
＾
ｉＭ ） ３ １ ． ６８± １ ．４ １ １ ． ４ １±０ ．８ １ ４ ． １ ５±０ ． ０７

Ｃ ａ ｃｏ ２ ＨＴ ２ ９ ＨＣＴ １ １ ６

１ ００ ｉ

１ ５０
－

１ ８０
－

．—
ｎ

７
一 ７

ｐ．

Ｉ
ｒ

；■ｉ －

ｊ

＊ｖ
｜

＇
■

一 ＿ ｇ ｜｜麗
１

图 ２ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 Ｃａｃｏ２ 、 ＨＴ ２９ 、 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞增殖的影响

二 、 化合物 ＧＡ １ ３３ １ ６ 对人结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 裸小 鼠异种移植瘤生长的影响

采用人结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 裸小 鼠异种移植瘤模型 ， 评估化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 的体 内

抗肿瘤活性 。 实验结果显示 ， 在剂量为 ２ 、 ４ 、 ８ｍｇ
／ｋ
ｇ 灌 胃给药 ２ １ 天 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６

对人结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 裸小 鼠异种移植瘤的生长具有显著 的抑制作用 ， 瘤重分别为

１ ． ８４±０ ． ７ ３
ｇ

、 １ ． ３ ８±０ ． ５ ９
ｇ

、 ０ ． ９２±０ ． ４ ９ｇ ， 与溶媒对照组相 比 ， 差异具有高度显著性 ，

肿瘤 的相对增殖率 （ Ｔ／Ｃ ） 分别 为 ８４
°
／。 、 ７９％ 、 ４ ９％ ， 且对荷瘤动物的体重及重要免

疫器官 －脾脏无明 显影响 ， 提示其治疗效果好 、 毒副作用 小 。 见表 ２ 、 图 ３ 。

２ ５
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三、 化合物 ＧＡ １ ３３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＮＦ－ ｋＢ 信号通路蛋 白表达的影响

１ 、 化合物 ＧＡ １ ３３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＮＦ－ ｋＢ
ｐ

６５ 蛋 白表达的影响

结果显示 ， 与 阴性对照组相 比 ， 溶媒对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 Ｎ Ｆ －ｋＢ
ｐ
６ ５ 蛋 白 的表

达无 明 显影响 ， 差异无统计学意义 ； 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 １ 、 ２ 、 ４
ｐ
Ｍ 浓度作用

ＨＣＴ １ １ ６ 细胞 ４ ８ｈ ， ｐ６５ 蛋 白 的表达分别下调 了２０ ． １ １％ 、 ２６ ． ９４％ 、 ３０ ．２９％ ， 与溶

媒对照组相 比 ， 差异具有统计学意义 。 见表 ３ ， 图 ４ 、 ５ 。

１２３４５

Ｐ６５ ６ ５ＫＤａ

ＧＡＰＤＨ ３ ６ＫＤ ａ

图 ４ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ｐ６ ５ 蛋 白表达的影响

Ｌａｎｅ１  ：Ｎ ｅｇａｔ ｉｖｅＣ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

Ｌａｎｅ２ ：Ｓｏ ｌｖｅｎｔＣ ｏｎｔｒｏ ｌ

Ｌａｎｅ３ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ｌ

＾
ｉＭ

Ｌａｎｅ４ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６２
＾
ｉＭ

Ｌａｎｅ５ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６４
＾
ｉＭ

表 ３ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ｐ６ ５ 蛋 白表达的影响 （
ｍｅａｎ±ＳＤ ，ｎ

＝
３ ）



Ｇ ｒｏｕｐｓ


ｐ６ ５ ／ＧＡＰＤＨ


Ｎ ｅｇａｔ ｉｖｅｃｏｎｔｒｏ ｌ ０ ． ９７士０ ？  １ １

Ｓｏ ｌｖｅｎ ｔｃｏｎｔｒｏ ｌ １ ． ０ ５±０ ． １ ５

ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ｌ ｕＭ ０ ． ８４士０ ． ０ ５
＊ ＊ ＊

２ｕＭ ０ ． ７６士０ ． ０ ３
＊ ＊ ＊



４
ｉ
ｉＭ


０ ． ７ ３士０ ． ０４
＊ ＊ ＊



注 ： 与溶媒对照组比较 ：

＊
：Ｐ＜０ ． ５ ，Ｐ＜０ ．０ １ ，＊ ＊ ＊

：Ｐ＜０ ．００ １

Ｐ６ ５

１ ． ５
－

１

“
■ ＰＭ

０ ０

ＩＭｍＭＢ

／／ｙｙＹ

Ｚ ｃ／１４《

图 ５ 化合物 ０八 １ ３ ３ １ ６ 对 只 （：丁－

１ １ ６ 细胞 卩
６ ５ 蛋 白表达的影响

２ ８



２ 、 化合物 ＧＡ １ ３３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 Ｉ ｋＢａ蛋 白表达的影响

结果显示 ， 与 阴性对照组相 比 ， 溶媒对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 丨 ｋＢａ 蛋 白 的表达无

明显影响 ， 差异无统计学意义 ； 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 丨 、 ２ 、 ４＾Ｍ 浓度作用 ＨＣＴ－

１ １ ６

细胞 ４ ８ ｈ ，Ｉ ｋＢｃｔ 蛋 白 的表达分别上调 了７ ． ０３％ 、 １ ０ ． ５ ９
°

／。 、 ４２ ． ２０
°

／。 ， 与溶媒对照

组相 比 ， ４＾Ｍ 浓度作用 下差异具有统计学意义 。 见表 ４ ， 图 ６ 、 ７ 。

１２３４５

Ｉ ｋＢａ圓
＾３ ５ＫＤ ａ

Ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎｍｕｍ ５ ５ＫＤａ

图 ６ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 丨 ｋＢａ蛋 白表达的影响

Ｌａｎ ｅ １ ：Ｎ ｅｇａ
ｔ ｉ ｖ ｅＣ ｏｎ ｔｒｏ ｌ

Ｌａｎｅ２ ：Ｓｏ ｌｖ ｅ ｎ ｔＣ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

Ｌａｎｅ３ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６ｌ
＾
ｉＭ

Ｌａ ｎ ｅ４ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６２
＾
ｉＭ

Ｌａｎ ｅ５ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６４
＾
ｉＭ

表 ４ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 Ｉ ｋＢａ蛋 白表达的影响 （
ｍ ｅａｎ±ＳＤ ，ｎ

＝
３ ）



Ｇ ｒｏ ｕ ｐ ｓ


Ｉ ｋＢａ／Ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎ


Ｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ０ ． ６ ５土０ ． ０９

Ｓｏ ｌ ｖｅｎ ｔｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ０ ． ７ ５±０ ． ０ ３

ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ｌ

＾
ｉＭ ０ ． ８ ０士０ ． ２２

２ｎＭ ０ ． ８２±０ ． １ ７



４
＾
ｉＭ


１ ． ０６土０ ． ０２
＊ ＊ ＊



注 ： 与溶媒对照组 比较 ：

＊
：Ｐ＜〇 ． ５ ，＊ ＊

：Ｐ＜〇 ． 〇 ｌ ，＊ ＊ ＊
：Ｐ＜〇 ． 〇〇 ｌ

Ｉ ｋＢａ

１ ． Ｑ
－

１

ｄｌ ｌ １ １ １

／／／Ｗ
＾＾^

图 ７ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

ｌ １ ６ 细胞 Ｉ ｋＢａ蛋 白表达的影响

２ ９



四 、 化合物 ＧＡ １ ３３ １６ 对 ＨＣＴ－

１ １６ 裸小 鼠异种移植瘤组织中 ＮＦ－ｋＢ 信号通路相

关蛋白表达的影响

采用免疫组织化学技术进行检测 ， 组织中 目 标蛋 白呈现棕黄色 ， 颜色变浅则

表达量减少 ， 颜色变深则表达量增加 ， 以颜色深浅为依据 ， 用软件进行定量分析 。

在化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 剂量为 ２ 、 ４ 、 ８ｍｇ
／ｋｇ 灌 胃给药 ２ １ 天 ， ＨＣＴ－

１ １ ６ 裸小 鼠异种

移植瘤组织 中 ＮＦ －ｋＢ Ｐ６５ 、 ＩｋＢ ｏｕ 磷酸化 Ｉ ｉｃＢ ａ（ Ｐ－

ＩｋＢ ｃＯ 、 ＥＲＫ 蛋 白表达量见

表５ ， 图８（ ８
－

１ 、 ８ －２ 、 ８
－３ 、 ８

－４ ） 。 其 中 ， ＮＦ－ｋＢ Ｐ６ ５ ： 溶媒对ＮＦ－ｋＢ Ｐ６５的表

达无影响 ， 与溶媒对照组相 比 ， ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 下调其表达 ；
Ｉ ｉｃＢ ａ ： 溶媒对 Ｉ ｉｃＢ ａ的表

达无影响 ， 与溶媒对照组相 比 ， ＧＡ １ ３３ １ ６ 上调其表达 ； Ｐ－

Ｉ ｉｃＢ ａ ： 溶媒对 Ｐ－

ｌＫＢ ａ

的表达无影响 ， 与溶媒对照组相 比 ， ＧＡ １ ３ ３ Ｉ ６ 下调其表达 ；
ＥＲＫ ： 溶媒对 ＥＲＫ

的表达无影响 ， 与溶媒对照组相 比 ， ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 下调其表达 。

表 ５ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６对人结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６裸小 鼠异种移植瘤组织中 ＮＦ－ｋＢ
ｐ６ ５ 、

Ｉ ｉｃＢ ａ 、 Ｐ－

ＩｋＢ ｃｕＥＲＫ蛋 白表达的影响 （
ｍｅａｎ土ＳＤ ， ｎ

＝

３ ）

ＩＯＤ／Ａｒｅａ

阴性对照溶媒对照 ＧＡ １ ３ ３ １ ６

（ ｏ ．９％Ｎａｃ ｌ ） （ ０ ． ５％ＣＭＣ －Ｎａ ）２ｍｇ／ｋｇ４ｍｇ／ｋｇ ８ｍｇ／ｋ
ｇ

ＮＦ －ｋＢ

０ ． ０７２０±０ ． ０ １ ０ １０ ．０７３４±０ ．００ １ ９０ ．０３ ０９士０ ． ００ ５ ７０ ． ０ １ ３ ３±０ ．００２６０ ．００５ ９±０ ． ００３ ７

ｐ６ ５

ＩｋＢ ｏ０ ．００３４±０ ． ０００ ５０ ．００ ５ ６±０ ． ０００００ ．００８２±０ ．００ １ ２０ ． ０ １ １ ３士０ ． ００２ １０ ．０ １ ９８士０ ． ００ １ ８

Ｐ －

ｌＫＢ ａ０ ．０３ ７２±０ ．００ ３７０ ． ０３ ５ １ ±０ ． ００８２０ ． ０ １ ４４±０ ．００３３０ ．００ ３ ８±０ ．００２７０ ．００２ １
士０ ． ０００ ５

ＥＲＫ０ ．０ １ ３ ８±０ ． ００２００ ．０ １ ７２±０ ． ００２８０ ．０ １ ２３±０ ． ００ １ ４０ ． ００７ ８±０ ． ００３ ５０ ．０００５±０ ． ０００２

３０



蓝紫色 ： 细胞核 的位置

棕色 ： 蛋 白表的达位置

■

^

阴性 （ ０ ． ９％Ｎ ａｃ ｌ ）溶媒 （ ０ ． ５％ＣＭＣ －Ｎ ａ ）

■Ｈｉ
＊

－

 ；

． ：
＇

ＧＡ １ ３３ １ ６（ ２ｍ ｇ
／ｋ

ｇ ） ＧＡ １ ３３ １ ６（ ４ｍ ｇ
／ｋ

ｇ
）

：

１．：
］
■

ｊ

，： 泜 ？

＇ｕ兑＾
％＃

ＧＡ １ ３３ １ ６（ ８ｍｇ／ｋｇ ）

图 ８
－

１ 人结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 裸小 鼠异种移植瘤组织 ＮＦ － ｋＢ
ｐ
６ ５ 的表达 （ ４００Ｘ ）

注 ： 蓝紫色 ： 细胞核 的位置 ； 棕色 ： 蛋 白表达的位置

３ １



，一
： “ … 二

阴性 （ ０ ．９％Ｎａｃ ｌ ）溶媒 （ ０ ． ５％ＣＭＣ －Ｎａ ）

．識禪腦纖
ｍ

■ ：

、

靡 ，

‘

； ： 入
＇

 ：

：史
？

’

．
； ；

＾

－

ＧＡ １ ３３ １ ６（ ２ｍ ｇ／ｋｇ ） ＧＡ １ ３３ １ ６（ ４ｍｇ／ｋｇ ）

，

壞沒灘觸ｎ＋

御。，
：：ｉ

．


－ ？

，

？

：＆

〇 〇 ｉ ｓ
－

午＿

卜
‘

〈
／ 、 ． ，ｖ ．ｊｇ筆＿ ｉ ＂

丨

ｉ ｉ＿

ｔ
… ４ ｃ／ ｃＺ ／ Ｚ ／

ＧＡ １ ３３ １ ６（ ８ｍ ｇ
／ｋ

ｇ ）

图 ８
－２ 人结肠癌细胞 ＨＣＴ－

１ １ ６ 裸小 鼠异种移植瘤组织 Ｉ ｋＢ ｃｉ 的表达 （ ４００Ｘ ）

注 ： 蓝紫色 ： 细胞核的位置 ； 棕色 ： 蛋 白表达的位置

３ ２
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ＨＨＨＨＨＨＩＨＨＨＨＨｉｌｉ除攸３＿ＨＨＨＨＩＨＨＨＨＨＨＩ

阴性 （ ０ ．９％Ｎａｃ ｌ ）溶媒 （ ０ ． ５％ＣＭＣ －Ｎ ａ ）

－

备
Ｖ？

？

．
■

？

，

ＧＡ １ ３３ １ ６（ ２ｍ ｇ
／ｋ

ｇ ） ＧＡ １ ３３ １ ６（ ４ｍ
ｇ
／ｋｇ ）

｜“ ．


＇、

‘

：羅ｈ
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＿ｌ－

？
‘

，ｉ
０ ０ １

．ＨｐＡ

…
．％， ／ ／＞ ／

■

＾＾＾＾^

ＧＡ １ ３３ １ ６（ ８ｍ ｇ／ｋｇ ）

图 ８
－

３ 人结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 裸小 鼠异种移植瘤组织 Ｐｈｏ ｓｐ
ｈｏ －

Ｉ
－ｋａ

ｐｐ
ａ
－Ｂ －

ａ ｌ

ｐ
ｈａ

ｐ
Ｓ ｓｅ ｒ３ ２ ／

ｐ
Ｓ ｅ ｒ３ ６的表达 （ ４００Ｘ ）

注 ： 蓝紫色 ： 细胞核 的位置 ； 棕色 ： 蛋 白表达的位置

３ ３
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＊
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Ｗ
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ＧＡ １ ３３ １ ６（ ２ｍ ｇ
／ｋ

ｇ
）ＧＡ １ ３３ １ ６（ ４ｍｇ／ｋｇ ）

０ ． ０２５
－

１

＇

．

一

 ．

”？ ，
．ｔ

Ｊ
■

■

Ｓ

１ｒ
〇２〇

＿

ｊ，

．

．

＾＂

 。
／

。
／ ， ， ／

，／／／Ｖｚ
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二
＂

ＧＡ １ ３３ １ ６（ ８ｍｇ／ｋ
ｇ ）

图 ８
－４ 人结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 裸小 鼠异种移植瘤组织 ｐ
４４／４２ＭＡＰＫ

（
Ｅｒｋ １ ／２

）的表达

（ ４０ ０Ｘ ）

注 ： 蓝紫色 ： 细胞核的位置 ； 棕色 ： 蛋 白表达的位置

３ ４



五 、 化合物 ＧＡ １ ３３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＮＦ － ｋＢ 信号通路下游蛋 白表达的影响

１ 、 化合物 ＧＡ １ ３３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ｃ ＩＡＰ２ 蛋 白表达的影响

结果显示 ， 与 阴性对照组相 比 ， 溶媒对 ＨＣＴ－

Ｉ １ ６ 细胞 ｄＡ Ｐ２ 蛋 白表达无明

显影响 ， 差异无统计学意义 ； 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 Ｉ 、 ２ 、 ４
ｍ
Ｍ 浓度作用 ＨＣＴ－

１ １ ６

细胞 ４ ８ ｈ ，ｃ ＩＡ Ｐ２ 蛋 白 的表达分别下调 了１ ４ ． ７２ ％ 、 ５ １ ． ２ ７％ 、 ５ ２ ． ２ １ ％ ， 与溶媒对

照组相 比 ， ２ 、 ４ｐＭ 浓度作用 下 的差异具有统计学意义 。 见表 ６ ， 图 ９ 、 １ ０ 。

１２３４５

ｃ ＩＡＰ ２麵＿＿？？＿７ ２ＫＤ ａ

Ｔｕ ｂ ｕ ｌ ｉ ｎ

图 ９ 化合物 ＧＡ Ｉ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

ｌ １ ６ 细胞 ｃ ＩＡ Ｐ２ 蛋 白表达 的影响

Ｌａ ｎ ｅ １ ：Ｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅＣ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

Ｌａｎ ｅ２ ：Ｓｏ ｌｖ ｅ ｎ ｔＣ ｏｎ ｔｒｏ ｌ

Ｌａｎ ｅ３ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６ｌ ＾Ｍ

Ｌａｎ ｅ４ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６２
｜

ｉＭ

Ｌａｎ ｅ５ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６４
（

ｉＭ

表 ６ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ｃ ＩＡＰ２ 蛋 白表达的影响
（
ｍ ｅａｎ土ＳＤ ，ｎ

＝
３
）



Ｇ ｒｏ ｕ ｐ ｓ


ｃ Ｉ Ａ Ｐ ２ ／Ｔｕ ｂ ｕ ｌ ｉ ｎ


Ｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖｅＣ ｏｎ ｔｒｏ ｌ １ ． ３ １ 士０ ． ５ ８

Ｓｏ ｌ ｖ ｅｎ ｔＣ ｏｎ ｔｒｏ ｌ １ ． ３ １ 
士０ ． ７ １

ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ｌ

＾
ｉＭ １ ． １ ２土０ ． ４４

２
｜

ｉＭ ０ ． ６４士０ ． １ ４
＊ ＊ ＊



４
＾
Ｍ


０ ． ６ ３士０ ． ０９
＊ ＊ ＊



注 ： 与溶媒对照组 比较 ：

＊
：Ｐ＜〇 ． ５ ，

＊ ＊
：Ｐ＜〇 ． 〇 ｌ ，

＊ ＊ ＊
：Ｐ＜〇 ． 〇〇 ｌ

Ｃ ＩＡＰ２

２ ． ５
－

｜

至

２ 〇
？

丁
—

１

１ °
－

Ｈｒａｉ＊＊＊

０

：： ｉｉ Ｂ ｉ ｉ ＞
／／夕 ＃＃

＾＾^
ｃ／々 立^

图 １ ０ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣ Ｔ－

１ １ ６ 细胞 ｃ ＩＡ Ｐ２ 蛋 白表达的影响

３ ５



２ 、 化合物 ＧＡ １ ３３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 Ｂｅ ｌ２ 蛋 白表达的影响

结果显示 ， 与 阴性对照组相 比 ， 溶媒对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 Ｂ ｅ ｌ２ 蛋 白表达有下

调作用 ； 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ １ 、 ２ 、 ４ｐＭ 作用 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞下 ， Ｂｄ ２ 蛋 白 表达分

别下调 了２ ３ ． ５ ７％ 、 ４ ７ ． ５ ９％ 、 ５ ０ ． １ ９％ ， 与溶媒对照组相 比 ， 差异具有统计学意义 。

见表 ７ ， 图 １ １ 、 １ ２ 。

１２３４５

Ｂｃ ｌ

＇

２偏＿ ２６ＫＤａ

ｇａｐｄｈｍｍ ３ ６ＫＤａ

图 】 １ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 Ｂ ｅ ｌ２ 蛋 白表达的影响

Ｌａｎ ｅ １ ：Ｎｅｇａｔ ｉ ｖｅＣｏｎ ｔｒｏ ｌ

Ｌａｎｅ２ ：Ｓｏ ｌ ｖｅｎ ｔＣｏ ｎ ｔｒｏ ｌ

Ｌａｎｅ３ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６１ ＾Ｍ

Ｌａｎｅ４ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６２＾Ｍ

Ｌａｎ ｅ５ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６４
ｐ

．Ｍ

表 ７ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 Ｂ ｅ ｌ２ 蛋 白表达的影响 （
ｍ ｅａｎ士ＳＤ ， ｎ

＝

３
）



Ｇ ｒｏｕｐ ｓ


Ｂ ｅ ｌ２ ／ＧＡ ＰＤＨ


Ｎｅｇａｔ ｉ ｖ ｅＣｏｎ ｔ ｒｏ ｌ １ ． ２５士０ ． １ １ 

＊

Ｓｏ ｌ ｖｅｎ ｔＣ ｏｎｔｒｏ ｌ ０ ． ９ ８士０ ． ０９

ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ｌ

＾
ｉＭ ０ ． ７ ５土０ ． ０ ５

＊ ＊ ＊

２
＾
ｉＭ ０ ． ５ ２±０ ． ０ ６

＊ ＊ ＊



４
ｊ

ｉＭ


０ ．４ ９士０ ． ０４
＊ ＊ ＊



注 ： 与溶媒对照组比较 ：

＊
：ｐ＜〇 ． ５ ，＊ ＊

：Ｐ＜〇 ． 〇 ｌ ，＊ ＊ ＊
：ｐｏ． ｏｏ ｉ

Ｂｅ ｌ ２

１ ．５ｔ

本

卜
— ＿

＿ …

３＿ 議 占

－

ｌ ｌ ｌ ｉ ｉ
／／ｙｙｙ

ｃ
°ｃ

°Ｊ１

^

ｃ／＾＾^

图 １ ２ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 Ｈ ＣＴ－

１ １ ６ 细胞 Ｂ ｅ ｌ２ 蛋 白表达的影响

３ ６



３ 、 化合物 ＧＡ １ ３３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＭＭＰ ９ 蛋 白表达的影响

结果显示 ， 与 阴性对照组相 比 ， 溶媒对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＭＭＰ ９ 蛋 白表达有

下调作用 ； 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 １ 、 ２ 、 ４
｜

ｉＭ 浓度作用 ＨＣＴ １ １ ６ 细胞 ４ ８ ｈ ，ＭＭ Ｐ ９

蛋 白表达分别 下调 了１ ９ ． ４６％ 、 ２０ ． ４９％ 、 ３ １ ． ９ ７％ ， 与溶媒对照组相 比 ， 差异均具

有统计学意义 。 见表 ８ ， 图 １ ３ 、 １ ４ 。

１２３４５

ＭＭＰ ９Ｗｍ＾＾ ９２ＫＤ ａ

ＧＡＰＤＨｍｍｍｍｍｍｍａｍｍｍｍｍｍｍ３ ６ＫＤ ａ

图 １ ３ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＭＭ Ｐ ９ 蛋 白表达 的影响

Ｌａｎ ｅ １ ：Ｎ ｅｇａｔ ｉ ｖ ｅＣｏｎ ｔｒｏ ｌ

Ｌａｎ ｅ２  ：Ｓ ｏ ｌ ｖ ｅ ｎ ｔＣｏｎ ｔｒｏ ｌ

Ｌａｎ ｅ３ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ｌ

｜

ｉＭ

Ｌａｎ ｅ４ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６２
｜

ｉＭ

Ｌａｎ ｅ５ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６４＾Ｍ

表 ８ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 Ｈ ＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＭＭ Ｐ ９ 蛋 白表达的影响 （
ｍ ｅａｎ士ＳＤ ， ｎ

＝

３
）



Ｇ ｒｏｕ ｐ ｓ


ＭＭ Ｐ９ ／ＧＡ ＰＤＨ


Ｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅＣｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ２ ． ３ ９士０ ． ０ ８
＊ ＊ ＊

Ｓｏ ｌ ｖｅ ｎ ｔＣｏｎ ｔｒｏ ｌ ２ ． ０ １ 土０ ． １ ７

ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ｌ

＾
ｉＭ １ ． ６２士０ ． １ ３

…

２
＾
ｉＭ １ ． ６ ０士０ ． １ ９

＊ ＊ ＊



４
＾
ｉＭ


１ ． ３ ７士０ ． １ ３
＊ ＊ ＊



注 ： 与溶媒对照组 比较 ：

＊
：ｐ＜〇 ． ５ ，＊ ＊

：Ｐ＜〇 ． 〇 ｌ ，＊ ＊ ＊
：Ｐ＜〇 ． 〇〇 ｌ

ＭＭ Ｐ ９

１
２

＇

＿＿＾ｉ
ｉ￥ｉ■ｉｉ^

Ｈ
圍
Ｉ Ｉ｜

ｗ？

图 １ ４ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＭＭ Ｐ９ 蛋 白表达的影响

３ ７



４ 、 化合物 ＧＡ １ ３３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ｐ５３ 蛋 白表达的影响

结果显示 ， 与 阴性对照组相 比 ， 溶媒对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ｐ５ ３ 蛋 白表达无 明显

影响 ， 差异无统计学意义 ； 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 １ 、 ２ 、 ４
ｐＭ 浓度作用 ＨＣＴ－

１ １ ６

细胞 ４ ８ ｈ ， ｐ ５
３ 蛋 白表达分别上调 了 １ ２ ． ７０％ 、 ２２ ． ２２％ 、 ３ ６ ． ５ １ ％ ， 与溶媒对照组

相 比 ， ２ 、 ４＾Ｍ 浓度作用下差异具有统计学意义 。 见表 ９ ， 图 １ ５ 、 １ ６ 。

１２３４５

Ｐ
５３細， 儀＿賴＿＿５ ３ Ｋ Ｄａ

ｇａｐｄｈｍｍｍｍｍｍｍｍ ３ ６ｋｄ ３

图 １ ５ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

］ ］ ６ 细胞 ｐ ５ ３ 蛋 白表达的影响

Ｌａｎ ｅ １ ：Ｎ ｅ
ｇａｔ ｉｖ ｅＣ ｏｎｔｒｏ ｌ

Ｌａｎｅ２ ：Ｓｏ ｌｖｅｎｔＣｏｎ ｔｒｏ ｌ

Ｌａｎ ｅ３ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ｌ

（

ｉＭ

Ｌａｎｅ４ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６２
ｊ

ｉＭ

Ｌａｎｅ５ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６４
｜

ｉＭ

表 ９ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ｐ ５ ３ 蛋 白表达的影响 （
ｍ ｅａｎ±ＳＤ ， ｎ

＝

３
）



Ｇｒｏ ｕｐ ｓ


ｐ ５ ３ ／ＧＡＰＤＨ


Ｎ ｅｇａｔ ｉｖｅＣｏｎ ｔｒｏ ｌ ０ ． ６ ３土０ ． ０２

Ｓｏ ｌｖｅｎｔＣｏｎｔｒｏ ｌ ０ ． ６ ３士０ ． ０６

ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ｌ

＾
ｉＭ ０ ． ７Ｕ０ ． ０ ５

２
ｊ

ｉＭ ０ ． ７ ７士０ ． １ ０
＊



０ ． ８ ６士０ ． １ １

＊ ＊ ＊



注 ： 与溶媒对照组 比较 ：

＊
：ｐ＜〇 ． ５ ，Ｐ＜〇 ． 〇 ｌ ，

＊ ＊ ＊
：Ｐ＜〇 ． 〇〇 Ｉ

ｐ５３

１ ． ０
＊

１ ＊ ＊ ＊

Ｐｌ ｉ ｌ ｉ ｌ

ＭＭＭＵＭ
／／ｙ

０
°Ｇ

°

＾＾^
＃＾＾^

０。＆

图 １ ６ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ Ｉ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ｐ ５ ３ 蛋 白表达的影响

３ ８



５ 、 化合物 ＧＡ １ ３３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＰＰＭ １ Ｄ 蛋 白表达的影响

结果显示 ， 与 阴性对照组相 比 ， 溶媒对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＰＰＭ １ Ｄ 蛋 白有轻度上

调作用 ； 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 １ 、 ２ 、 ４ｇＭ 浓度作用 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ４ ８ ｈ ，ＰＰＭ １ Ｄ

蛋 白表达分别下调 了４０ ． ４ ５％ 、 ４９ ． ４ ９％ 、 ５ ３ ． ２ ７％ ， 与溶媒对照组相 比 ， 差异均具

有统计学意义 。 见表 １ ０ ， 图 １ ７ 、 １ ８ 。

１２３４５

ｐｐｍ ｉ ｄａｓｍｍｗｍ
１６ ７ｋｄ ３

Ｔｕ ｂｕ ， ｉ ｎ
 ５ ５ ＫＤ ａ

图 １ ７ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＰＰＭ Ｉ Ｄ 蛋 白表达的影响

Ｌａｎ ｅ １ ：Ｎ ｅ
ｇ
ａ ｔ ｉ ｖ ｅＣｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

Ｌａｎ ｅ２  ：Ｓｏ ｌｖｅ ｎ ｔＣｏ ｎ ｔｒｏ ｌ

Ｌａｎ ｅ３ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ｌ ＾Ｍ

Ｌａｎ ｅ４ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６２
＾
ｉＭ

Ｌａｎ ｅ５ ：ＧＡ １ ３ ３ １ ６４
｜

ｉＭ

表 １ ０ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＰＰＭ Ｉ Ｄ 蛋 白表达的影响 （
ｍｅａｎｄ：ＳＤ ， ｎ

＝
３
）



Ｇ ｒｏ ｕ ｐ ｓ


Ｐ ＰＭ  １ Ｄ ／Ｔｕ ｂ ｕ ｌ ｉ ｎ


Ｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖｅＣ ｏｎ ｔｒｏ ｌ １ ． １ ９士０ ． ２ ０

Ｓｏ ｌ ｖ ｅｎ ｔＣ ｏｎ ｔｒｏ ｌ １ ． ２９士０ ． ３ ７

ＧＡ １ ３ ３ １ ６ ｌ

＾
ｉＭ ０ ． ７ ７士０ ． １ １

＊ ＊

２
＾
ｌＭ ０ ． ６ ５士０ ． ０９

＊ ＊ ＊



４
＾
Ｍ


０ ． ６０士０ ． １ １
＊ ＊ ＊



注 ： 与溶媒对照组 比较 ：

＊
：ｐ＜〇 ． ５ ，＊ ＊

：Ｐ＜〇 ． 〇 ｌ ，＊ ＊ ＊
：Ｐ＜〇 ． 〇〇 ｌ

Ｐ ＰＭ １ Ｄ

２ ． ０
－

ｔ

°
’
、

ｙ

图 １ ８ 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 Ｐ ＰＭ Ｉ Ｄ 蛋 白表达 的影响

３ ９



６ 、 化合物 ＧＡ１３３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞突变型 ｐ５３ 蛋白表达的影响

结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞突变型 ｐ５ ３ 蛋 白不表达 ， 说明

对该蛋 白不影响 ， 且 ＨＣＴ－

１ １ ６ 为 ｐ５ ３ 野生型 。

４０



讨 论

结肠癌是常见的消化道肿瘤 ， 其发病率及死亡率均位于前列 ［
１

＇
２

］

。 外科手术

是其主要治疗手段 ， 对早期患者可取得 良好效果 。 但结肠癌在早期的症状表现隐

匿 ， 多数患者诊断时 己是中晚期 ， 此类患者术后复发率和转移率高 ， 术后需要配

合以化疗为主的多种辅助治疗 。

目 前常用 的化疗药物包括氟尿嘧啶类的 ５
－氟尿嘧啶 、 卡培他滨 ， 铂类的奥沙

利铂和喜树碱类的伊立替康 ， 但这些药物均存在选择性低 、 毒副作用大及产生耐

药性等缺点 ， 成为临床治疗的难题 ｐ ］

。 因此 ， 继续发现和研宄新的临床治疗药物 ，

是改善结肠癌预后的重要课题 。

化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 是从
一

系列赤霉素衍生物中筛选出 的 、 具有体 内外抗肿瘤

活性的新 四环二萜类化合物 。 我们前期的研宄结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对不

同肿瘤细胞的增殖均具有较明显的抑制作用 ， 其中对结肠癌的作用更为显著 。 本

研究在前期基础上 ， 选择 Ｃａｃｏ２ 、 ＨＴ２９ 、 ＨＣＴ－

１ １ ６ 三株人结肠 （ 腺 ） 癌细胞 ，

对化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 的细胞毒活性再次进行 了验证 。 结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６

对 以上三株结肠癌细胞作用 ４ ８ｈ 后 ， 其半数抑制浓度 （ ＩＣ ５Ｇ ）分别为 ３ １ ． ６８± １ ．４０ｐ
Ｍ

、 １ １ ．４ １ ±０ ． ８ １ ｒＭ 、 ４ ． １ ５±０ ． ０７＃ ， 其中对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞的抑制作用最为显著 ， 故

后续的体 内 实验及作用机制研宄均采用 敏感的人结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞为模型进

行 。

我们采用 ＨＣＴ－

１ １ ６ 裸小 鼠异种移植瘤模型 ， 检测 了化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对结肠

癌生长的影响 。 结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 裸小 鼠异种移植瘤的生

长具有明显 的抑制作用 ， 在剂量为 ２ 、 ４ 、 ８ｍｇ／ｋ
ｇ 灌 胃给药 ２ １ 天 ， 肿瘤的重量

和体积均 明显降低 ， 抑瘤率分别为 １ ９％ 、 ３ ９％ 、 ５９％ ， 肿瘤的相对增殖率 （ Ｔ／Ｃ

） 分别为 ８４％ 、 ７９％ 、 ４９％ ， 并呈现 出 剂量依赖性 。

以上结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 具有 良好的体 内 外抑制

活性 。

我们前期还采用药物芯片 （ Ｄｒｕｇ

Ａｒｒａｙ ） 对化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 抑制结肠癌细胞

可能的作用靶点进行 了 筛选 。 Ｄｒｕｇ 

Ａｒｒａｙ 含有针对 ６６ 个特定作用靶点的药物 ／工

具药 ， 干预特定的信号通路 ， 可快速筛选和预测受试化合物可能涉及的靶点或信

号通路 。 筛选的结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 抑制 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞增殖 的作用 与

４ １



ＩＫＫＥ 及 ＮＦ －ｋＢ １ 有关 ， 之后米用 ＲＱ
－ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂ ｌｏｔ 进行 了初步验证 ， 结

果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 可下调 ＮＦ －

ｋＢ １ 和 ＩＫＫＥ 基因的表达 ， 而二者是 ＮＦ ＿ｋＢ

信号通路的重要组成部分 ， 提示化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 抑制结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞的作

用机制可能与 ＮＦ －

ｋＢ 信号通路有关 。

ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路主要 由 ＮＦ －ｋＢ 家族 、 ＮＦ －ｋＢ 抑制子 （ ＩｋＢ ｓ ） 和 ＩｋＢ ｓ

激酶ＯＫＫｓ ）组成 。ＮＦ －

ｋＢ 是 １ ９８６ 年发现的核转录因子 ， 包括 Ｒｅ ｌＡ （ ｐ６５ ， ＮＦＫＢ３ ） ，

Ｒｅ ｌＢ ，Ｒｅ ｌ（ ｃＲｅ ｌ ） ， ｐ
ｌ ０５ ／ｐ５０（ＮＦ －ｋＢ １ ） 和ｐ ｌ ００／ｐ５ ２（ＮＦ －ＫＢ２ ）５名成员 。 其

中 ｐ６５ ／Ｒｅ ｌＡ（
通常所指的 ＮＦ－ｋＢ

）
是发现最早 、最常见 、发挥主要作用 的 ＮＦ－ｋＢ 。

ＩｋＢ（主要形式是 ＩｋＢａ ） 以特异性结合 ＮＦ －ｋＢ 的方式抑制其活性 。 ＫＫ 是 ＩｋＢ

激酶 ， 是 ＩｋＢ 的上游因子 ［
１ ２

］

。

目 前 ， ＮＦ －ｋＢ 信号通路的激活方式可分为经典途径和非经典途径 ， 大部分

ＮＦ －ｋＢ 通路 以 经 典途径激活 ， 即 在肿瘤坏死 因 子 －ａ
（
ＴＮＦ－

ｃ〇 、 白 细胞介素

（
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋ ｉｎ ， ＩＬ

）
、 细菌和病毒抗原等因子刺激下 ， 上游激酶 ＩＫＫ 经磷酸化活化 ，

进而磷酸化下游的 ＩｋＢ 蛋 白 ， 后者经泛素化降解 、 释放出 ＮＦ －ｋＢ ， 游离的 ＮＦ－ｋＢ

入核 、 启动
一

系列靶基因 的活化 ［
１ ３

，

１ ４
］

。

ＮＦ －ｋＢ 是
一

种重要的信号转导通路 ， 在结肠癌 中常可观察到它的组成型活

化 ， 在细胞异常增殖 、 凋亡 、 血管新生 、 肿瘤侵袭和转移中起关键作用 ， 广泛参

与结肠癌的发生发展 ， 通常与较高的肿瘤分期 、 治疗抗性和不 良预后有关 ， 因此 ，

ＮＦ －ｋＢ 信号途径的成员可成为结肠癌的千预靶点和预后标志物队 ２２
］

。

本研究 以 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞为模型 ， 采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 技术检测 了ＮＦ －ｋＢ 信号

通路经典途径中 ＮＦ －ｋＢ 蛋 白 的主要形式 ｐ６５ ， 以及 ＮＦ－ｋＢ 抑制蛋 白 Ｉ ｉｃＢａ 的表达 。

结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 １ 、 ２ 、 ４
ｐ
Ｍ 浓度作用 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ４８ｈ ， ｐ６５ 蛋

白 的表达分别下调 了２０ ． １ １ ％ 、 ２６ ． ９４％ 、 ３ ０ ．２９
°
／。 ， 与溶媒对照组相 比差异具有显

著性 ； 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 ４
＾Ｍ 浓度作用 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ４８ｈ ， Ｉ ｉｃＢ ａ蛋 白 的表达

上调 了４２ ．２０ ％ ， 与溶媒对照组相比差异具有显著性 ， 此效应均呈现出浓度依赖

性 。 根据 己知 的 ＮＦ－ｋＢ 信号转导经典活化途径 ， Ｐ６５ 蛋 白表达的下调和 ＩｋＢａ蛋

白表达的上调 ， 都将抑制 ＮＦ －ｋＢ 信号转导途径的活化 ， 进而影响对下游靶基因

的激活 。

细胞的生命活动极其复杂 ， 必须受到严格调控 。 作为
一

个开放系统 ， 它不仅

４ ２



与外界环境进行信息交流 ， 还要在细胞间进行信 息传递 。 在长期进化发展过程中

逐步建立起复杂 的信号转导 网络 ， 由 不 同 的信 号转导途径相瓦联系和作用 形成 ，

即不 同信号转导途径间 的
“

ｃｒｏ ｓ ｓ
－

ｔａ ｌｋ ｉｎｇ

”

。

在信号 网络 中 ，
ＭＡＰＫ信号途径起着极为重要的作用 ， 控制着细胞多种生理

过程 ， 如细胞生长 、 发育 、 分裂 、 死亡等 。 ＥＲＫ是ＭＡＰＫ家族的
一

员 ， 其介导的

信号途径是调节细胞生长 、 发育及分裂的信号网络核心 。 ＮＦ－ ｋＢ 可调控ＭＡＰＫ

信号通路 ，
二者相互作用促进肿瘤的发生发展 ［

２３
，
２４

］

。 ＥＲＫ与结肠癌细胞增殖密切

相关 ， 参与肿瘤细胞增殖 、 侵袭 、 分化 、 衰老和凋亡的调控 ［
２ ５

，
２６

］

。 研宄显示 ， 多

种恶性肿瘤可检测到 ＥＲＫ的过表达及活化 ， 已成为相关肿瘤发展变化的标志物

［
２ ７

，
２ ８

］

本研宄采用免疫组化技术 ， 检测 了 
ＨＣＴ－

１ １ ６裸小 鼠异种移植瘤组织中 ＮＦ －ｋＢ

ｐ６
５ 、 磷酸化 ｉ ＫＢａ（ Ｐ－

ＩｋＢ ｃｉ ） 、 ＥＲＫ蛋 白 的表达 ， 结果显示 ， 化合物ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 剂

量为 ２ 、 ４ 、 ８ｍｇ／ｋｇ灌 胃给药 ２ １ 天 ， ＨＣＴ－Ｕ ６ 移植瘤组织中ＮＦ －ｋＢ Ｐ６５ 的表达量

较溶媒对照组下调 ；
Ｉ ｉｄＢ ａ的表达量较溶媒对照组上调 ； 磷酸化 ｉ ＫＢ ａ （ Ｐ－

ｌＫＢ ａ ）

的表达量较溶媒对照组下调 ；
ＥＲＫ蛋 白 的表达量较溶媒对照组下调 （ 前期结果显

示 ， 化合物ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 可抑制ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞ＥＲＫ蛋 白 的表达 ） 。 以上作用均具有

剂量依赖性 。 表 明化合物ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 可不同程度地抑制ＮＦ －ｋＢ信号通路经典途径 以

及与其相互作用 的ＭＡＰＫ信号通路 。

以上结果提示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 可 以抑制 ＩＫＢ ａ的磷酸化 ， 增加 ＩＫＢ ａ的表

达从而抑制 ｐ
６ ５ ， 使 ｐ６ ５ 无法解离入核 ， 致使 ＮＦ－ｋＢ 经典信号通路失活 ， 从而发

挥抗肿瘤作用 。

ＮＦ－ｋＢ 信号通路在 自 身激活的基础上 ， 通过对
一

系列下游靶基因的激活 ， 从

而在肿瘤的发生发展 中发挥作用 １

１ ８
，

｜
９

］

。 这些靶基因涉及抗凋亡 、 细胞周期进程 、

细胞侵袭 、 血管生成等 ， 从而参与炎症 、 细胞转化 、 细胞增殖 、 血管增生 、 细胞

侵袭 ／转移 、 化疗抵抗和抗辐射等生物学过程 【
１Ｍ ７

］

。

为验证化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 是否通过抑制 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＮＦ －ｋＢ 信号通路 ， 影响

其下游靶蛋 白表达 、 进而影响细胞增殖 ， 本研宄进
一

步采用 Ｗｅｓｔｅｍ Ｂ ｌｏｔ 技术 ，

检测 了ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞对 ＮＦ －ｋＢ 信号通路下游蛋 白 ｃ ＩＡＰ２ 、 ＭＭＰ９ 、

Ｂ ｃ ｌ２ 表达的影响 。

４３



Ｃ ＩＡＰ２ 是最具代表性的细胞凋亡抑制 因子 ， Ｂ ｅ ｌ２ 也是
一

种重要的抗凋亡蛋

白 ， 均与肿瘤的发生 、 发展密切相关 ；
ＭＭ Ｐ ｓ 是基质金属蛋 白酶 ， 具有降解细胞

外基质 （ ＥＣＭ ） 的功能 ， 在包括结肠癌在 内 的 多种肿瘤组织 中均呈阳性表达 ，

也是肿瘤侵袭 、 转移的重要影响因子 ［

２９
￣
３ （ ）

】

， 其 中 ＭＭ Ｐ９ 是常见的基质金属蛋 白

酶 。 研究发现 ， 血浆中 ＭＭ Ｐ９ 含量的增加可提高结肠癌 的血管生成及细胞发生

肺转移的能力％ ３ ２
］

。

？＿ 、＜Ｔ ＧＡ １ ３３ １ ６＞

ｆｔ^ＰＰＭ １０

＾
Ｔｒａｎｓｃ ｒｉｐｔｉｏｎＤｅｇ ｒａｄｅｄＭ

＾＾ＳＳＳＳＳ^ Ｓ^

＇

结果显示 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 ２ 、 ４＿ Ｉ 浓度作用 ４ ８ ｈ ， ＨＣＴ－

ｌ ｌ ６ 细胞 中 Ｃ ＩＡＰ２

蛋 白 的表达分别下调 了５ １ ．２ ７％ 、 ５ ２ ．２ １％ ， 与溶媒对照组相 比 ， 差异具有统计学

意义 。 ０八 １ ３ ３ １ ６ 在 １ 、 ２ 、 知＼４ 浓度作用 ４ ８ １１ ， ＾１ （：１

＇

－

１ １ ６ 细胞 中 ８ ￡ ： １ ２ 蛋 白 的表

达分别下调 了２ ３ ． ５ ７％ 、 ４ ７ ． ５ ９％ 、 ５ ０ ． １ ９％ ， 与溶媒对照组相 比 ， 差异具有统计学

意义 。 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 １ 、 ２ 、 ４
）

ｉＭ 浓度作用 ４ ８ｈ ， ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 中 ＭＭＰ ９

蛋 白 的表达分别下调 了 丨 ９ ．４６％ 、 ２０ ．４９％ 、 ３ １ ．９ ７％ ， 与溶媒对照组相 比 ， 差异具

有统计学意义 。

以上结果表 明 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在抑制结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＮＦ －ｋＢ 信号通

路 的 同 时 ， 亦抑制 了 与 肿瘤进展 、 转移密切相关 的 ＮＦ －ｋＢ 信号通路下游蛋 白

４４



ｃＩＡＰ２ 、 Ｂｃ ｌ
－２和ＭＭＰ９的表达 。

ｐ
５ ３ 是细胞死亡的关键调节因子 ， 是经典的抑癌蛋 白 ， 其在 ５ ０％以上的恶性

肿瘤 中发生突变 ［
３ ３

］

， 野生型 ｐ５ ３ 可以抑制 ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路 ， ｐ
５ ３ 功能的丧

失 （如 ｐ５ ３ 突变蛋 白 ） 可增强 ＮＦ －ｋＢ 的 ＤＮＡ 结合和转录活性 ［
３ １

］

。 就其生物学背

景 ， 结肠癌 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞表达野生型 ｐ５ ３ 蛋 白 ， 因此 ， 我们检测 ／验证了化合物

ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞野生型和突变型 ｐ５ ３ 蛋 白表达 ／含量的影响 。结果显示 ，

化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 ２ 、 浓度作用下 ， ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞野生型 ｐ５ ３ 蛋 白 的表达

分别上调 了２２ ．２２％ 、 ３ ６ ． ５ １ ％ ， 与溶媒对照组相 比 ， 差异具有统计学意义 ， 但未

检测到突变型的 ｐ
５ ３ 蛋 白 。

ＰＰＭ １ Ｄ（Ｗ ｉ ｌｄ－

ｔｙｐｅｐ５ ３
－

ｉｎｄｕｃ ｉｂ ｌｅ
ｐｈｏ ｓｐ

ｈａｔａｓｅ －

１ ， ＷＩＰ １ ／ＰＰＭ １Ｄ ） 是野生型ｐ
５ ３

（ ｐ５ ３ ） 蛋 白诱导型磷酸酶 ， 是野生型 Ｐ５ ３ 的下游分子 ， 激活后可负反馈地使野

生型 ｐ５ ３ 蛋 白分子丝 ／苏氨酸位点去磷酸化 ， 抑制 ｐ５ ３ 功能 ， 参与细胞应激后 ｐ
５ ３

功能的稳态调节 ［Ｈ ３ ５
］

。 ＰＰＭ １ Ｄ 是致癌基因 ， 可增强 ＮＦ －ｋＢ 的信号转导＾
３ ７

！

。

ＮＦ －ｋＢ 可通过直接结合 ＰＰＭ １ Ｄ 的启 动子区域激活其表达 、 并促进 ＣＲＣ 细胞增

殖 ［
３ ８

］

。 故本研究还检测 了化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 对 ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞中 ＰＰＭ １ Ｄ 基因表达

的影响 。 结果显示 ， ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 在 １ 、 ２ 、 ４ｐＭ 浓度作用 ４８ｈ ，ＨＣＴ－

１ １ ６ 细胞 ＰＰＭ １ Ｄ

蛋 白 的表达分别下调 了４０ ．４ ５％ 、 ４９ ．４９％ 、 ５ ３ ． ２ ７％ ， 与溶媒对照组相 比 ， 差异具

有显著性 。

综上所述 ， 化合物 ＧＡ １ ３ ３ １ ６ 抑制结肠癌细胞 ＨＣＴ－

１ １ ６ 的作用 ， 与抑制 ＮＦ －ｋＢ

信号转导通路的经典途径 （ 即抑制 ＩｋＢｃｔ的磷酸化从而抑制 ｐ６５ 的入核 ） ， 进而

抑制其下游靶基因 ＣＩＡＰ２（细胞凋亡抑制 因子 ２ ） 、 Ｂ ｃ ｌ２（ Ｂ 淋巴细胞瘤 －２ ） 、

ＭＭＰ９ Ｃ基质金属蛋 白酶 ９ ） 有关 。 同时 ， 也与影响 ＭＡＰＫ 信号通路 以及 ｐ５ ３ 和

ＮＦ －ｋＢ 之间 的交叉对话有关 。

４ ５
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ＮＦ－ｋＢ 信号转导通路与恶性肿瘤关系的研宄进展

武碰曦 （综述 ） 卿晨 （ 审校 ）

（ 昆明 医科大学药学院暨云南省天然药物药理重点实验室 ， 云南 昆明 ， ６５ ０５ ００ ）

摘要 ： 癌症是世界公共卫生 问题 ， 其复发率及死亡率高 ， 威胁着人类健康 。 癌症

的发生发展机制十分复杂 ， 信号转导通路的异常激活参与肿瘤发病机制 ， 并在癌

症的发生发展和复发中起关键作用 。 ＮＦ －ｋＢ（ ｎｕｃ ｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ ） 是参与癌症

发病机制和治疗的重要信号转导通路 ， 在各种肿瘤组织中发现了ＮＦ －ｋＢ 信号转

导通路的过度激活 ， 并且针对靶向癌症治疗的该信号转导通路的研究 己成为热 门

话题 。 本文就 ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路及其与恶性肿瘤的关系作
一

综述 。

关键词 ： ＮＦ －ｋＢ ； 宫颈癌 ； 结直肠癌 ； 血液系统恶性肿瘤 ； 乳腺癌
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细胞信号转导通路是指细胞通过胞膜或胞内受体 ， 感受胞外信号分子的刺激

， 通过
一

系列信号转导蛋 白 的酶促反应 ， 将生物学信息传递到细胞核 内 ， 诱导相

应的基因表达 ， 从而引起相关生物学效应及细胞应答的过程 。 细胞信号转导通路

的异常调节和相互作用在癌症中发挥关键作用 ， 其异常可能导致细胞过度增殖 ，

分化 ， 细胞凋亡 ， 血管生成 ， 侵袭和转移 ， 最终导致癌症的发展和进展 ［
１

］

。 ＮＦ－ｋＢ

是
一

种重要的信号转导通路 ， 广泛参与癌症的发展和进展 。 目 前 ， 随着癌症免疫

疗法的兴起 ， 免疫细胞 ， 炎症和癌症之间 的联系成为主要焦点 ， 而 ＮＦ －ｋＢ 是三

者之间 的重要调节因子 ［
２

］

， 在控制细胞增长 、 分化 、 凋亡 、 介导免疫及炎症反应

、 应激反应和癌症的进展过程中起着重要的作用 。

ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路参与细胞免疫 ， 炎症和应激 ， 以及细胞分化 ， 增殖和凋

亡的调节 ［
３

，

４
］

， 经典和替代的 ＮＦ －ｋＢ 途径在不同程度上于许多类型的癌症中被激

活 ， 如在宫颈癌 、 结直肠癌 、 血液系统恶性肿瘤 以及乳腺癌等诸多肿瘤 中 ， ＮＦ －ｋＢ

组成型激活 ， 与肿瘤的发生发展密切相关 。 现将 ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路及其与各

种肿瘤的关系综述如下 ：

１ＮＦ－ｋＢ 信号转导通路的组成

ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路是 由 ＮＦ －ｋＢ 家族 、 ＩｋＢ
（

ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ
，
ＩｋＢ

）家族 以

及ＩＫＫ（ ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒｏ ｆ ｎｕｃ ｌｅａｒｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ
－Ｂｋ ｉｎａｓｅ ） 家族三部分组成 。

１ ． １ＮＦ－ｋＢ 及家族成员 （ＮＦ－ｋＢｓ ）

ＮＦ －

ｋＢ 是 １ ９８６ 年 由 Ｓｅｎ和 Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ 等在研宄电离辐射诱导的
一

种早期反应

中发现的核转录因子 ， 因能够与 Ｂ 细胞免疫球蛋 白 ｋ轻链基因 的增强子ｋＢ 序列

（ ＧＧＧＡＣＴＴＴＣＣＣ ） 发生特异性结合而得名 。 ＮＦ －ｋＢ 广泛表达于哺乳动物细胞

中 ， 参与细胞生长 、 凋亡 、 炎症反应 以及肿瘤发生发展中多种相关基因的转录调

控 。

ＮＦ －ｋＢ家族包括５名成员 ： ＮＦ －ｋＢ １（ ｐ ｌ ０５／
ｐ５０ ） 、 ＮＦ －ｋＢ２（ ｐ

ｌ ００／ｐ５
２ ） 、

Ｒｅ ｌＡ（ ｐ６５ ，ＮＦ －ｋＢ ３ ） 、 Ｒｅ ｌＢ 以及 Ｒｅ ｌ（ ｃＲｅ ｌ ） ， 根据 Ｃ 末端不 同分为两类 ［以

。 其 中 Ｉ 类为 ＮＦ －ｋＢ １ 、 ＮＦ －ｋＢ２ ，ｐ５ ０ 和 ｐ５２ 分别 由前体蛋 白 ｐ ｌ ０ ５ 和 ｐ ｌ ＯＯ 水解

加工成 ｐ５０ 和 ｐ５２ ， 变成成熟形式 ［
８

，

９
］

， 其 Ｃ 末端仅含有 Ｒｅ ｌ 同源结构域 （Ｒｅ ｌ

ｈｏｍｏ ｌｏｇｙ
ｄｏｍａｉｎ ， ＲＨＤ ） ， 不含反式激活结构域 （ Ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎｄｏｍａ ｉｎ ，ＴＡＤ

） ｎ 类为 Ｒｅ ｌＡ 、 ＲｄＢ 及 Ｒｅ ｌ ， 其 Ｃ 末端含有 ＲＨＤ 和 ＴＡＤ ， 合成时就是

５０



成熟形式 ［
１ ２

］

；ＲＨＤ 包括核定位序列和 ＩｋＢ 结合区 ， 参与 ＮＦ －ｋＢ 因子的核定 向 、

易位及与 ＩｋＢ 的结合 ［
１ ３

］

， 负责不 同或相 同家族成员之间 的 ＤＮＡ 结合和二聚化 ，

导致亚基的 同聚或异聚体结合 ， 而 ＴＡＤ 仅与转录激活有关 ［
１ ４

，

１ ５
］

。 在这些成员 中

， 除 Ｒｅ ｌＢ 只能与 ｐ５
０ 或 ｐ５

２ 形成二聚体外 ， 其他成员均可形成同源或异源二聚

体 。 其 中 ， Ｐ５
０／Ｒｅ ｌＡ

（即通常所指的 ＮＦ －ｋＢ
）
是发现最早 、 最常见的 ， 也是分布

最广泛 、 主要发挥生理作用 的 ＮＦ －ｋＢ 。 这些同源和 ／或异源二聚体可 以结合靶基

因 的特定序列 （ 即 ＮＦ －ｋＢ 位点 ） 以调节基因转录 。 因此 ， ＮＦ －ｋＢ 可 以通过调控

ＮＦ －ｋＢ 二聚体与耙序列结合的差异来调节细胞的活性 。

１ ．２ １ ？＜８ 及家族成员 （ １ １？８８ ）

ＩｋＢ ｓ 和 ＩＫＫｓ 是 ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路的上游调节 因子 ［
１ ６

］

， 与 ＮＦ －ｋＢ 共同构

成 ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路 。 ＩｋＢ 是
一

种能特异性结合并抑制 ＮＦ －ｋＢ 的蛋 白 ， 在未

被刺激的细胞中 ， 它与 ＮＦ －ｋＢ 二聚体结合形成三聚体并 以非活性状态存在于胞

浆 ， 阻止 ＮＦ －ｋＢ 易位入核发挥作用 【
１ ７

，
１ ８

］

。 哺乳动物的 ＩｋＢ 蛋 白家族包括 ＩｋＢ ｃｕ

ＩｋＢ
Ｐ

、 ＩｋＢｙ／ｐ １ 〇 ５ 、 ＩｋＢ ｓ 、 ＩｋＢ ５ 、 ｐ ｌ ＯＯ 和 Ｂｃ ｌ
－３ 七个成员 。 该家族成员在分子中部

均含有 ５
？

７ 个约 ３０ 个氨基酸残基保守序列 ， 称之为锚蛋 白重复序列 ， 可与 ＮＦ－ｋＢ

的 ＲＨＤ 相互作用 ， 将 ＮＦ －ｋＢ 隔离在细胞浆 内 。

１ ．３ １１０＾ 及家族成员 （ １１＾ ）

ＩＫＫ 是 ＩｋＢ 激酶 ，

一

种分子量在 （
７００
？

９００ ）ｘ ｌ 〇
３

的蛋 白激酶复合体 ， 是 ＩｋＢ

的上游监管机构Ｍ 】

。 目 前发现并克隆 出它的 四个组分 ： ＩＫＫａ 、 ＩＫＸ
Ｐ

、 ＩＫＫＹ 和

ＩＫＡＰ
（

ＩＫＫ －

ｃｏｍｐ
ｌｅｘ

－

ａｓ ｓｏｃ ｉａｔｅｄ
－

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ

）
。 ＩＫＫ复合物 由催化亚基ＩＫＫａ和ＩＫＫ ｐ以

及调节亚基 ＩＫＫ
Ｙ组成

［
１ ７

】

。 ＮＦ －ｋＢ 由两类亚基形成同 ／异源二聚体 ， ＮＦ －ｋＢ 未被激

活时和 ＩｋＢ 形成复合物分布在细胞浆中 ， 炎症 、 生长或趋化因子等可启动 ＮＦ－ｋＢ

的活化 ［
２Ｑ

，
２ １

］

。 ＩＫＫ 复合体参与 了此过程 ， ＩＫＫ 的激活使 ＩｋＢ 被磷酸化 ， 随后 ＩｋＢ

从 ＮＦ －ｋＢ 上脱落并被泛素化降解 ， 使得 ＮＦ －ｋＢ 由抑制状态被激活 ， 解离 的 ＮＦ －ｋＢ

转位入核并激发
一

系列反应 ［

２ ２
，
２ ３

］

。

２ＮＦ－ｋＢ 信号转导通路的激活

在细胞静息状态下 ， 由 ＮＦ －ｋＢ 二聚体与 ＩｋＢ 形成的复合物存在于细胞质 中 【
２ ４

］

。 当细胞被细胞外信号刺激时 ， ＮＦ －ｋＢ 被激活并进入细胞核结合靶基因发挥作用

。 在激活途径上被分为经典途径和非经典途径 ， 两者都需要 ＩｋＫ 参与 【

２ ５
］

。

５ １



２ ． １ 经典激活途径

大部分 ＮＦ －

ｋＢ 的激活是通过经典途径 ， 如在肿瘤坏死因子－ａ
（
ＴＮＦ －

ｃ〇 、 白细

胞介素 （
ｉｎｔｅｒ ｌｅｕｋｉｎ ， ＩＬ

）
、 细菌和病毒抗原等的刺激下 ， 上游激酶 ＩＫＫ 复合体通

过磷酸化而活化 ， 进而活化后的 ＩＫＫ 磷酸化 ＩｋＢ 蛋 白 ， 磷酸化后的 ＩｋＢ 泛素化

降解 ， ＮＦ －ｋＢ 释放后入核结合靶基因 以启动相应基因转录发挥作用 ［
２６

，
２ ７

］

２ ．２ 非经典 （替代 ） 激活途径

非经典激活途径是 由不同于经典途径的刺激引 起的 ， ｐ
ｌ ＯＯ 转化为 Ｐ

５２ 的过

程即属于非经典激活途径 。 正常静息状态下 ， ＮＦ －

ｋＢ 诱导激酶 （ＮＩＫ ） 泛素化而

被蛋 白酶体降解 ， 不能诱导活化 ＮＦ －

ｋＢ 产生 ｐ
ｌ ＯＯ 以无活性状态存在于细胞浆中

。 当细胞受到淋巴细胞毒素Ｐ受体 、 Ｂ 细胞激活因子 、 ＣＤ４０ 配体刺激后 ， ＮＩＫ 泛

素化受到阻碍导致 Ｎ ＩＫ 自 磷酸化积累并激活 ， 从而磷酸化 ＤＣＫｃｔ 。 ＩＫＫａ活化后

使 ｐ ｌ ＯＯ 发生磷酸化依赖性剪切 ， 生成有活性的 ｐ ５２ －Ｒｅ ｌＢ 复合物并进入细胞核与

靶基因结合 。

３ＮＦ－ｋＢ 信号转导通路与恶性肿瘤

目 前 ， 在许多研宄中发现 ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路在生理和病理过程中具有重

要作用 ， 与多种恶性肿瘤发生发展密切相关 ， 是癌症研宄的热点 ［
２ ８

，
２９

］

。

３ ． １ＮＦ－ｋＢ 信号转导通路与宫颈癌

宫颈癌 （ Ｃ ｅｒｖ ｉｃａ ｌＣａｎｃｅｒ ） 是常见的妇科恶性肿瘤 ， ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路是

宫颈癌发生发展的重要参与者 。 ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路的功能性突变在实体瘤 中是

罕见事件 ， 但几项研究表明 ， ＮＦ －ｋＢ 组成型在宫颈癌进展过程中被激活 ［
３叱 在肿

瘤发生的早期阶段 ， ＮＦ －ｋＢ 与 ＨＰＶ（ ＨｕｍａｎＰａｐ ｉ ｌ ｌｏｍａｖ ｉｒｕｓ ） 密切相关 ， 使其产

生慢性炎症状态 。 由于持续的 ＨＰＶ 感染 ， ＮＦ －

ｋＢ 介导的生长抑制信号逐渐丧失

， 发生肿瘤 ［
３ １

］

。 在正常宫颈组织和低度鳞状上皮 内病变 （ ＬＳ ＩＬ ） 中 ， Ｐ５０／ｐ６５ 和

ＩｋＢａ定位于细胞质 中 ， 在 Ｓ ＩＬ 高度病变和鳞状细胞癌 （ ＳＣＣ ） 中 ＮＦ －ｋＢ 易位至

细胞核 。 在癌症发展过程中 ， 细胞质 中 的 ＩｋＢａ降低 ， 表明 ＩｋＢａ在宫颈癌晚期发

生降解 ， 随着疾病从正常到癌前的发展 ， 核 ＮＦ －ｋＢ 表达逐渐增加 ［
３２

］

。 宫颈原位

癌等级的增加与 ＮＦ －

ｋＢ 表达的强度之间存在线性关系 ， 这表明肿瘤 ＮＦ －ｋＢ 在宫

颈癌的进展过程中发挥肿瘤促进作用 中Ｍ ｌ

。

３ ．２ＮＦ－ｋＢ 信号转导通路与结直肠癌

５ ２



结直肠癌 （ Ｃｏ ｌｏｒｅｃｔａ ｌｃａｎｃｅｒ ， ＣＲＣ ） 是 胃肠道最常见的恶性肿瘤 ［
３ ３

］

， 是全

球癌症相关死亡的第三大常见原 因 。 ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路与 ＣＲＣ 的发生发展密

切联系 ， 在癌症相关过程如细胞增殖 ， 细胞凋亡 ， 血管生成和转移中起关键作用

ｔ
３４

］

。 ＮＦ －ｋＢ 在 ＣＲＣ 中 的作用是复杂的 ， 涉及结肠炎相关癌症 中 的腺瘤形成的早

期阶段 ［

３ ５
］

， 且在结肠炎相关癌症中直接促进肿瘤发生中起作用 。 ＮＦ ＿ｋＢ 活化通过

增强细胞增殖和影响血管生成调节因子 （如血管内皮生长因子 ， 白介素 １ ， 白介

素 ８ 和环氧合酶 －２ 等 ）来抑制细胞凋亡和促进细胞侵袭和转移从而支持肿瘤发生

［
３６

，
３火 除此之外 ， 参与上皮细胞向 间充质细胞转变 （ ＥＭＴ ） 以及调节基质金属蛋

白酶 （ＭＭＰ ）
［
３４

］

。 因此 ， ＮＦ －ｋＢ 对促进结直肠癌转移具有重要意义 。 在 ＣＲＣ 中

观察到 ＮＦ －ｋＢ 的组成型活化 ， 并且与较高的肿瘤分期 ［
３ ８

，
３＇ 治疗抗性和较差的

生存结果相关 激活与预后不 良有关 ， 因此 ， ＮＦ －ｋＢ 途径的成员可能可用作

ＣＲＣ 的预后标志物或新的治疗靶点 【
３ １

］

。

３ ．３ＮＦ－ｋＢ 信号转导通路与血液系统恶性肿瘤

ＮＦ －ｋＢ 在各种类型的血液癌症 中发挥重要作用 ［
４ １

］

， 特别是在急性髓性 白血病

（ ＡＭＬ ） 以及慢性粒细胞 白血病 （ ＣＭＬ ） 中发挥重要作用 【

４ ２
］

。 ＮＦ －ｋＢ 在原发性

急性髓细胞 白血病细胞 以及 白血病干细胞中过表达 ， 但在正常 的造血细胞中不表

达 。 在 ＣＭＬ 中 ， ＮＦ －ｋＢ 是活跃的 ， 但活跃程度低于 ＡＭＬ ， 但在 ＣＭＬ 急変期

ＮＦ －ｋＢ 表达增加 ［
４ ３

］

， ＩＫＫａ在 ＣＭＬ 发病机制 中必不可少 ， 说明 ＮＦ －

ｋＢ 对 ＣＭＬ 以

及 ＡＭＬ 的发生发展有重要作用 。 淋巴瘤和 白血病的显着特征是 ＮＦ－ｋＢ 的组成型

表达 ， ＮＦ －ｋＢ 的组成型表达抑制霍奇金淋巴瘤细胞 ＨＲＳ 细胞系中 的细胞凋亡 ，

刺激细胞增殖 ［
４２

］

。 综上所述 ， ＮＦ －ｋＢ 与各种血液系统恶性肿瘤 的发生发展密切相

关 。

３ ．４ＮＦ－ｋＢ 信号转导通路与乳腺癌

ＮＦ －ｋＢ 在乳腺生物学的各个发育阶段都发挥着重要作用 丨
４２

］

。在正常生理条件

下 ， ＮＦ －ｋＢ 是导管发育和调节乳腺上皮分支和增殖所必需的 【？
。 怀孕期间乳腺千

细胞扩张是通过激活 ＮＦ －ｋＢ 途径的受体激活剂来激活 ， 其正 向调节肺泡发育 １

４ ５
］

。 关于乳腺癌 ， ＮＦ －ｋＢ 的组成型活化有助于细胞增殖 ， 血管生成 ， 细胞凋亡的逃

避 ［
４２

］

。刘等人报道 ＮＦ －ｋＢ 是启动 Ｈｅｒ２ 阳性小 鼠乳腺肿瘤生长所必需的 Ｉ

４ ６

ＬＮＦ －ｋＢ

控制 Ｈｅｒ２ 肿瘤的起始 ， 其抑制作用足 以降低 ＣＤ４４ 阳性细胞群并降低模型 中 的

５ ３



肿瘤微血管密度 。 此外 ， ＮＦ －ｋＢ 对于 ＥＭＴ 以及转移很重要 ［
４ ７

，

４ ８
］

。 ＮＦ －ｋＢ 显示出

对乳腺癌发展和维持的显着支持 ， 其激活是乳腺癌预后不 良的主要标志 。

４ＮＦ－ｋＢ 信号转导通路与恶性肿瘤治疗

目 前 已经开发出数百种 ＮＦ －ｋＢ 抑制剂 ， 许多 ＮＦ －ｋＢ 抑制剂在临床前方法 中

表现出 明显的抗癌活性 ［
１ ６

，
４９

］

。 这些抑制剂主要设计用于靶向 ＮＦ－ｋＢ 途径 中 的四

个关键点 ： ＤＣＫ ， ＮＦ －ｋＢ 亚基二聚体 ， 蛋 白酶体抑制剂 以及泛素化阻断剂 ［
４９

］

。 例

如 ， ＢＡＹ １ １
－７０ ８２ 可以特异性地消除 ｐ６５ 与靶 ＤＮＡ 的结合并下调肿瘤坏死因子

ＴＮＦ ｃｔ的表达 ［气 ＥＦ２４ 作为 ＩＫＫ
Ｐ抑制剂可通过抑制 ＤＣＫＰ磷酸化来阻断 ＮＦ －ｋＢ

信号转导通路 ， 导致 Ｇ２／Ｍ 期细胞周期停滞和细胞凋亡Ｎ ］

。 蛋 白酶体抑制剂

ＭＧ １ ３２ 通过下调 ＮＦ －ｋＢ 信号转导通路抑制肿瘤生长印 ，

５习
。 虽然许多 ｎｆｍ 抑制

剂己被开发用于在从淋巴瘤到实体瘤的各种实验性癌症模型 中并发挥抗肿瘤作

用 ， 但其抗肿瘤作用 的机制 尚不完全清楚州 ， 因此临床尚未批准此类药物 ［
５ ５

，
５６

］

〇

ＮＦ －ｋＢ 抑制剂 目前被认为是单
一

抗癌药物最有希望的替代品 ［
５ ７

］

。 ＮＦ －ｋＢ 抑

制剂作为新型抗癌药物候选物应用于临床的挑战在于这些 ＮＦ －ｋＢ 抑制剂是否具

有更好的药物治疗作用和安全性 ［
１ ６

］

。 因此 ， 还需要
一

些改进和更广泛的研宄 ， 以

确保和优化未来的预期治疗效益 ［
５ ８

】

。

５ 结论

ＮＦ－ｋＢ 信号转导通路与各种肿瘤关系密切 ， 在宫颈癌 、 结直肠癌 、 各种血液

系统恶性肿瘤 、 乳腺癌等多种肿瘤中发现 ＮＦ －ｋＢ 组成型激活 ， 且广泛参与各种

癌症的发生发展过程 ， 并可 以作为预后标志物或新的治疗靶点 。 尽管靶向 ＮＦ －ｋＢ

信号转导通路用于癌症治疗取得了很大进展 ， 但 ＮＦ －ｋＢ 抑制剂尚未投入临床应

用 ， 需要探索更有效和特异性的 ＮＦ －ｋＢ 靶向抗癌策略 。 随着技术的发展 ， 各种

抑制剂对 ＮＦ－ｋＢ 的抑制可能为未来的个性化治疗策略奠定基础 。

５４
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感谢 昆明 医科大学 ， 让我有科研学 习 的平台 ， 感谢药学院这个大家庭的关心

与帮助 ， 能进入 昆明医科大学药学院
“

肿瘤药理课题组
”

继续学习 ， 还得益于

卿晨老师负责的
“

云南省丁健院士工作站
”

支持 。 因为在
“

院士工作站
”

的建设

过程中 ， 学校给予 了大力支持 ， 包括在研究生培养方面增加 了招生的名额 。 我们

被录取 ， 直接受益于
“

院士工作站
”

提供的条件 ， 在此特别致谢 。

这三年 中还得到众多老师的关心支持和帮忙 。 在此 ， 谨向老师们致 以衷心的

感谢和崇高的敬意 。 最后 ， 我要 向百忙之中抽时间对本文进行审 阅 ， 评议和参与

本人论文答辩的各位老师表示感谢 。

６ １
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