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摘要： 目的　 基于转录组测序探究拟黑多刺蚁活性组分对胶质母细胞瘤 Ｔ９８Ｇ 细胞生长的抑制作用。 方法 　 采用

ＣＣＫ８ 法检测不同质量浓度拟黑多刺蚁活性组分干预 ２４ ｈ 对 Ｔ９８Ｇ 细胞活力的影响； 克隆形成实验、 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验、
ＤＮＡ 损伤检测实验和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验检测拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８Ｇ 细胞的增殖、 迁移、 ＤＮＡ 损伤和修复能力的影

响。 拟黑多刺蚁活性组分处理 Ｔ９８Ｇ 细胞后进行转录组测序， 通过生物信息学分析获得拟黑多刺蚁的活性成分及关键

靶基因， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测相关基因 ｍＲＮＡ 表达。 结果　 拟黑多刺蚁活性组分作用 Ｔ９８Ｇ 细胞的 ＩＣ５０值为 ４ ５７ ｍｇ ／ ｍＬ。 与

对照组比较， 给药组克隆形成数目和迁移率降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， Ｔ９８Ｇ 细胞 ＤＮＡ 损伤增加 （Ｐ＜０ ０１）， ＤＮＡ 损

伤修复基因 ＲＡＤ５０、 ＭＲＥ１１ 表达降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 转录组测序分析显示， 与对照组比较， 给药组有 ３６３ 个基

因表达上调， １ ００６ 个基因表达下调。 ＧＯ 富集分析显示， 差异基因主要参与细胞过程、 代谢、 免疫等反应调控。
ＫＥＧＧ 分析显示， 差异基因主要参与 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路、 Ｎｏｄ 样受体信号通路。 生物信息学分析显示， 拟黑多刺蚁

活性组分抗胶质瘤的关键靶基因是 Ｆ３、 ＴＬＲ４ 和 ＬＹ９６。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证实验显示， 拟黑多刺蚁活性组分能降低 Ｆ３、
ＴＬＲ４、 ＬＹ９６ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 结论　 拟黑多刺蚁活性组分可抑制胶质母细胞瘤 Ｔ９８Ｇ 细胞的增殖、 迁

移能力， 诱导 ＤＮＡ 损伤并抑制 ＤＮＡ 损伤修复途径， 其机制可能与抑制 Ｆ３ 以及抑制 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路有关。
关键词： 拟黑多刺蚁； 胶质母细胞瘤； ＤＮＡ 损伤修复； 转录组测序； 组织因子 （Ｆ３）； Ｔｏｌｌ 样受体
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　 　 胶质母细胞瘤 （ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ， ＧＢＭ） 是一种具有高度

侵略性的中枢神经系统原发性肿瘤［１］ ， ５ 年内的存活比例

不到 ５％ ［２］ 。 由于 ＧＢＭ 具有显著的异质性， 肿瘤细胞具有

较高的 ＤＮＡ 修复活性， 导致 ＧＢＭ 患者普遍对放疗和化疗

产生耐药性， 因此治疗效果不容乐观［３］ 。
中药已被普遍认为是开发抗肿瘤药物的宝贵资源［４］ 。

拟黑多刺蚁 Ｐｏｌｙｒｈａｃｈｉｓ ｖｉｃｉｎａ Ｒｏｇｅｒ， 俗称黑蚂蚁， 是一种

传统的动物药， 在 《本草纲目》 中记载为 “玄驹”。 拟黑

多刺蚁主要分布于我国广西、 广东等地， 具有改善风湿、
调节免疫等功效， 已有双蚁祛湿通络胶囊、 蚂蚁双参通痹

丸等产品上市， 均为其传统功效产品， 而对拟黑多刺蚁的

现代药理研究还有待进一步拓宽。 在前期研究中， 拟黑多

刺蚁石油醚提取物被证实主要由饱和脂肪酸和不饱和脂肪

酸组成， 为拟黑多刺蚁活性组分［５⁃７］ ， 多项研究报道其具

有抗肿瘤活性［８⁃９］ 。 拟黑多刺蚁活性组分对脑缺血和抑郁

等脑部疾病具有改善作用［１０⁃１２］ ， 表明其可以有效通过血

脑屏障。 但拟黑多刺蚁对 ＧＢＭ 的作用尚无报道。 本研究

将通过体外实验探讨拟黑多刺蚁活性组分是否抑制 ＧＢＭ
细胞的生长， 并通过转录测序分析和分子对接寻找活性化

合物和靶点， 进一步探讨拟黑多刺蚁活性组分抑制 ＧＢＭ
生长的分子机制， 以期为拟黑多刺蚁的临床应用提供实验

依据。
１　 材料

１ １ 　 细 胞 株 　 人 脑 胶 质 瘤 Ｔ９８Ｇ 细 胞 （ 批 号

Ｌ８６０４０７０２２１１５）， 购自武汉普诺赛生命科技有限公司， 经

过 ＳＴＲ 检测， 细胞株中未发现人类细胞交叉污染。
１ ２　 试剂与药物 　 干燥的拟黑多刺蚁 （批号 ２０２２０２１１）
购自广西南宁臻远生物科技有限公司， 由广西壮族自治区

中医 药 研 究 院 黄 云 峰 副 研 究 员 鉴 定 为 拟 黑 多 刺 蚁

Ｐｏｌｙｒｈａｃｈｉｓ ｖｉｃｉｎａ Ｒｏｇｅｒ； 阳性药替莫唑胺 （ ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ，
ＴＭＺ， 批号 ＬＲＡＤ１２３４， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司）。 胎牛血清 ［批
号 Ｔ２２０９０６Ｈ５０１， 赛业 （广州） 生物科技有限公司］；
ＤＭＥＭ 培养基 （批号 ６１２４１９７， 美国 Ｇｂｉｃｏ 公司）； ０ ２５％
胰酶、 青霉素⁃链霉素、 结晶紫染色液 （批号 ２４０００４００６、
２０２３１１０４、 ２４０００１００１， 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ）；
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室 （批号 １９６２２０４２， 美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）； ＲＮＡ
提取试剂盒 ［批号 ＡＮＥ１８５９Ａ， 宝日医生物技术 （北京）
有限公司］； 细胞增殖与活性检测 （ＣＣＫ８） 试剂盒、 ＤＮＡ
损伤检测试剂盒、 ＲＮＡ 逆转录试剂盒、 ＰＣＲ 扩增试剂盒

（批号 Ｂ３２７０ＤＡＡ、 ０８１０２３２３１０１０、 ７Ｅ７８２Ｊ３、 ７Ｅ８２１Ａ４， 南

京诺唯赞生物科技股份有限公司）。
１ ３　 仪器 　 ＭＣＯ⁃１８ＡＩＣ 培养箱 （日本松下公司）； ＡＣ２⁃
４Ｓ１ 生物安全柜 （新加坡 ＥＳＣＯ 公司）； ＳｙｎｅｒｇｙＨ１ 多功能

酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ＤＭｉ８ 荧光倒置显微镜 （德国

徕卡公司）； Ｖｅｒｉｔｙ ９６⁃ｗｅｌｌ Ｔｈｅｒｎａｌ ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪 （美国赛默

飞世尔科技公司）； ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０Ⅱ实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

（瑞典 Ｒｏｃｈｅ 公司）； Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ 生物分析仪 （美国安捷伦

公司）； Ｎｏｖａｓｅｑ６０００ 基因测序仪 （美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司）。

２　 方法

２ １　 提取物制备　 参考文献 ［８⁃９， １３⁃１４］ 报道， 取干燥

的拟黑多刺蚁粉碎， 称取 １ ０ ｋｇ， 用 ９５％ 乙醇浸泡， 水浴

回流提取 ３ 次， 合并后浓缩回流液， 经石油醚萃取， 收集

上层液体， 浓缩， 得到 ５６ ２３ ｇ 浓缩膏。 取 ４ ５ ｇ 浓缩膏与

１００ ｍＬ ２ ０％ 吐温 ８０ 混合乳化， 得到拟黑多刺蚁活性组分

母液。 每 １ ｍＬ 拟黑多刺蚁活性组分含有 ０ ８０ ｇ 拟黑多刺

蚁生药， 即质量浓度为 ０ ８ ｇ ／ ｍＬ， 分装后于－２０ ℃冰箱保

存。 ２ ０％ 吐温 ８０ 作为溶剂对照， 于－２０ ℃冰箱保存。 通

过气相色谱⁃质谱联用技术的分析， 显示拟黑多刺蚁活性组

分中含有十七烷、 肉豆蔻酸、 棕榈油酸、 棕榈酸、 十六碳

烯酸异构体、 ８， １１⁃十八碳二烯酸、 顺式⁃１３⁃十八碳烯酸、
反油酸、 花生四烯酸、 二十碳五烯酸、 二十烷酸、 胆甾⁃３，
５⁃二烯、 二十八烷、 豆甾⁃３， ５⁃二烯、 三十一烷［９］ 。
２ ２　 细胞培养　 Ｔ９８Ｇ 细胞在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养环境下，
使用含 １０％ 胎牛血清和 １％ 青霉素⁃链霉素双抗的 ＤＭＥＭ 培

养基进行培养。
２ ３　 ＣＣＫ８ 法检测细胞毒性　 将 Ｔ９８Ｇ 细胞接种于 ９６ 孔板

中， 每孔约含 ８ ０００ 个细胞， 培养 ２４ ｈ 后， 加入不同质量

浓度 （０、 ０ ５、 １、 ２、 ４、 ８、 １６、 ３２ ｍｇ ／ ｍＬ） 拟黑多刺蚁

活性组分处理， 继续培养 ２４ ｈ 后， 弃上清液， 并加入含有

１０％ ＣＣＫ８ 检测液的无血清培养基， 培养 １ ｈ 后， 使用多功

能酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 波长处的吸光度值。 采用 ＳＰＳＳ ２５ ０
统计软件计算出药物 ＩＣ５０值。
２ ４　 克隆形成实验　 将 Ｔ９８Ｇ 细胞接种于 ２４ 孔板中， 每孔

约含 ３００ 个细胞， 加入拟黑多刺蚁活性组分 １、 ２ ｍｇ ／ ｍＬ、
２ ０％ 吐温 ８０ （对照组） 和 ＴＭＺ （２００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理细胞，
２ ｄ 后更换新的培养基， １ 周后停止培养。 去除培养基，
ＰＢＳ 清洗， 甲醇固定， ０ ０１％ 结晶紫染色 １５ ｍｉｎ， 最后用

ＰＢＳ 冲洗并拍照以计数。
２ ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验　 将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室放置入 ２４ 孔板

内， 并在下室加入含有 １０％ 血清的 ＤＭＥＭ 培养基 ６００ μＬ，
上室加入不含血清的细胞悬浮液 （２×１０６ ／ ｍＬ） ２００ μＬ， 分

别加入 ２ ０％ 吐温 ８０、 拟黑多刺蚁活性组分 １、 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 和

ＴＭＺ ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ， 处理 ２４ ｈ 后， 吸弃小室内的培养基， 将

小室浸没在甲醇中固定， 用 ０ ０１％ 结晶紫染色 １５ ｍｉｎ， 用

ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 于显微镜下观察， 随机选取 ６ 个视野拍摄

照片， 并使用 ＩｍａｇｅＪ 软件计算迁移率。
２ ６　 ＤＮＡ 损伤检测　 取对数生长期的 Ｔ９８Ｇ 细胞， 接种于

６ 孔板， 设置对照组 （２ ０％ 吐温 ８０）、 拟黑多刺蚁活性组

分低、 高剂量组（１、 ２ ｍｇ ／ ｍＬ） 和 ＴＭＺ 组 （２００ μｍｏｌ ／ Ｌ），
加药处理 ２４ ｈ 后吸去培养基， ＰＢＳ 洗涤， 按照说明书操作

步骤， 加入固定液固定 １５ ｍｉｎ。 依次进行免疫染色封闭液

封闭、 γ⁃Ｈ２ＡＸ 兔单抗孵育、 抗兔 ４８８ 孵育、 ＤＡＰＩ 染色、
封片。 于荧光显微镜下观察， 随机选取 ６ 个视野拍照， 并

使用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行半定量分析。
２ ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 细胞 ＲＡＤ５０、 ＭＲＥ１１、 Ｆ３、 ＴＬＲ４、
ＬＹ９６ ｍＲＮＡ 表达　 取对数生长期的 Ｔ９８Ｇ 细胞， 接种于 ６
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孔板， 设置对照组 （２ ０％ 吐温 ８０）、 拟黑多刺蚁活性组分

低、 高剂量组 （１、 ２ ｍｇ ／ ｍＬ） 和 ＴＭＺ 组 （２００ μｍｏｌ ／ Ｌ），
加药处理２４ ｈ后收集细胞， 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取细胞中的总

ＲＮＡ， 使用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ， 使用 ＰＣＲ 扩增试剂

盒进行 ＰＣＲ 扩增。 引物由生工生物 （上海） 股份有限公司

合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）

ＲＡＤ５０ 正向 ５′⁃ＴＡＣＴＧＧＡＧＡＴＴＴＣＣＣＴＣＣＴＧＧ⁃３′

反向 ５′⁃ＡＧＡＣＴＧＡＣＣＴＴＴＴＣＡＣＣＡＴＧＣ⁃３′

ＭＲＥ１１ 正向 ５′⁃ＡＴＧＣＡＧＴＣＡＧＡＧＧＡＡＡＴＧＡＴＡＣＧ⁃３′

反向 ５′⁃ＣＡＧＧＣＣＧＡＴＣＡＣＣＣＡＴＡＣＡＡＴ⁃３′

Ｆ３ 正向 ５′⁃ＣＣＣＡＡＡＣＣＣＧＴＣＡＡＴＣＡＡＧＴＣ⁃３′

反向 ５′⁃ＣＣＡＡＧＴＡＣＧＴＣＴＧＣＴＴＣＡＣＡＴ⁃３′

ＴＬＲ４ 正向 ５′⁃ＡＧＡＣＣＴＧＴＣＣＣＴＧＡＡＣＣＣＴＡＴ⁃３′

反向 ５′⁃ＣＧＡＴＧＧＡＣＴＴＣＴＡＡＡＣＣＡＧＣＣＡ⁃３′

ＬＹ９６ 正向 ５′⁃ＧＡＡＧＣＡＧＴＡＴＴＧＧＧＴＣＴＧＣＡＡ⁃３′

反向 ５′⁃ＴＴＧＧＡＡＧＡＴＴＣＡＴＧＧＴＧＴＴＧＡＣＡ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ⁃３′

反向 ５′⁃ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ⁃３′

２ ８　 转录组测序分析　 取对数生长期的 Ｔ９８Ｇ 细胞， 设置

对照组和给药组 （拟黑多刺蚁活性组分 ２ ｍｇ ／ ｍＬ）， 培养

２４ ｈ 后收集细胞， 提取细胞总 ＲＮＡ。 使用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ 生物

分析仪评估 ＲＮＡ 质量， 并使用无 ＲＮａｓｅ 琼脂糖凝胶电泳进

行检测。 提取总 ＲＮＡ 后， 用 Ｏｌｉｇｏ （ｄＴ） 珠富集真核细胞

ｍＲＮＡ。 纯化后的双链 ｃＤＮＡ 片段经末端修复、 添加 Ａ 碱

基并与 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序适配器连接。 连接反应用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ
Ｂｅａｄｓ （１ ０Ｘ） 纯化， 并进行 ＰＣＲ 扩增。 所得到的 ｃＤＮＡ
文库由广州基迪奥生物科技有限公司使用 Ｎｏｖａｓｅｑ６０００ 基

因测序仪测序。 获得原始值后经过质控、 过滤， 使用软件

进行比对。 评估测序质量合格后进行基因表达分析。 根据

分析结果筛选出样品间差异表达基因。 对差异基因进行基

因本体论 （ ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ） 功能富集分析 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ． ｏｒｇ） 和京都基因和基因组百科全书

（Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ） 信号通路

富 集 分 析 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｏｍｅ． ｊｐ ／ ｋｅｇｇ ／ ｐａｔｈｗａｙ．
ｈｔｍｌ）。
２ ９　 生物信息学分析　 拟黑多刺蚁活性组分化学成分靶标

从 ＴＣＭＳＰ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌｄ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ． ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ ） ［１５］ ，
ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ） ［１６］ ，

和 ＴＣＭＩＰ ｖ２ ０ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔｃｍｉｐ． ｃｎ） ［１７］ 数据库获取。
胶质 瘤 易 感 基 因 来 源 于 Ｍａｌａｃａｒｄｓ 人 类 疾 病 数 据 库

（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍａｌａｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ） ［１８］ 。 韦 恩 图 通 过

Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ＆ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 网 站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ． ｂｅ ／ ｗｅｂｔｏｏｌｓ ／ Ｖｅｎｎ ） 作 图 得 到。
通 过 ＧＥＰＩＡ２ 网 站 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ２． ｃａｎｃｅｒ⁃ｐｋｕ． ｃｎ ／ ＃
ｉｎｄｅｘ） ［１９］分析 ＧＢＭ ＴＣＧＡ 数据库、 ＴＣＧＡ 正常组织数据和

ＧＴＥｘ 数据库， 获取基因在正常脑组织和胶质母细胞瘤组织

中的表达情况。 通过 Ｓｔｒｉｎｇ 平台 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ．
ｏｒｇ） ［２０］进行蛋白相互作用分析。
２ １０　 分子对接 　 成分的分子结构来自 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ）， 蛋白质结构来自

ＰＤＢ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ）， 利用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 工

具， 通过移除水分子并加入氢元素来构建蛋白质的结构。
最后， 运用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ ４ ２ 软件进行分子对接的模拟， 并使

用 ＰｙＭｏＬ 对结果进行分析［２１］ 。
２ １１　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２５ ０ 软件进行处理， 数据

以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组间两

两比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 不同质量浓度拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８Ｇ 细胞存活

率的影响　 如表 ２ 所示， 随着给药质量浓度增加， Ｔ９８Ｇ 细

胞存活率逐渐降低， 黑多刺蚁活性组分作用 Ｔ９８Ｇ 细胞２４ ｈ
的 ＩＣ５０值为 ４ ５７ ｍｇ ／ ｍＬ。 故后续实验设置拟黑多刺蚁活性

组分低剂量组为 １ ｍｇ ／ ｍＬ， 高剂量组为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ。
表 ２　 不同质量浓度拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８９Ｇ 细胞存

活率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） 细胞存活率 ／ ％
对照组 — １００ ００±２ ００

拟黑多刺蚁活性组分组 ０ ５ ８８ ８５±１ ９４
１ ７３ ５２±３ ２０
２ ６４ ３２±２ ００
４ ５９ ３６±３ ２０
８ ３３ ２０±４ ９５
１６ ２４ ８５±１ ８１
３２ ２０ ４２±０ ６５

３ ２　 拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８Ｇ 细胞克隆形成的影

响　 如图 １、 表 ３ 所示， 与对照组比较， 拟黑多刺蚁活性

组分各剂量组和 ＴＭＺ 组 Ｔ９８Ｇ 细胞集落数减少 （Ｐ＜０ ０５，
Ｐ＜０ ０１）， 表明拟黑多刺蚁活性组分能抑制 Ｔ９８Ｇ 细胞的

增殖。

注： Ａ 为对照组， Ｂ～Ｃ 分别为拟黑多刺蚁活性组分低、 高剂量组， Ｄ 为 ＴＭＺ 组。

图 １　 拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８Ｇ 细胞克隆形成能力的影响
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表 ３　 拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８Ｇ 细胞克隆形成的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 克隆形成数目 ／ 个

对照组 １７１ ６７±１６ ０４
拟黑多刺蚁活性组分低剂量组 １２５ ３３±１１ ０６∗

拟黑多刺蚁活性组分高剂量组 ５４ ３３±５ ６９∗∗

ＴＭＺ 组 １０１ ６７±７ ５１∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

３ ３　 拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８Ｇ 迁移能力的影响　 如图

２、 表 ４ 所示， 与对照组比较， 拟黑多刺蚁活性组分各剂量

组和 ＴＭＺ 组可抑制 Ｔ９８Ｇ 细胞穿过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室膜， 细胞

迁移率降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。
表 ４　 拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８Ｇ 细胞迁移形成的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 细胞迁移率 ／ ％

对照组 ２７ １４±１ ６８
拟黑多刺蚁活性组分低剂量组 １９ ４３±０ ９３∗∗

拟黑多刺蚁活性组分高剂量组 １７ ４４±０ ２２∗∗

ＴＭＺ 组 ２０ ８１±１ ４９∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

注： Ａ 为对照组， Ｂ～Ｃ 分别为拟黑多刺蚁活性组分低、 高剂量组， Ｄ 为 ＴＭＺ 组。

图 ２　 拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８Ｇ 细胞迁移的影响 （×１００）

３ ４　 拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８Ｇ 细胞 ＤＮＡ 损伤及修复的

影响　 与对照组比较， 拟黑多刺蚁活性组分高剂量组和

ＴＭＺ 组 Ｔ９８Ｇ 细胞 γ⁃Ｈ２ＡＸ 表达升高 （Ｐ＜０ ０１）， 表明拟黑

多刺蚁活性组分诱导 Ｔ９８Ｇ 细胞 ＤＮＡ 损伤， 见图 ３、 表 ５。
此外， 如表 ６ 所示， 拟黑多刺蚁活性组分高剂量组 Ｔ９８Ｇ 细

胞同源修复因子 ＲＡＤ５０、 ＭＲＥ１１ ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ ＜
０ ０１）， 低剂量组 ＭＲＥ１１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０１）， 而

ＴＭＺ 组 Ｔ９８Ｇ 细胞 ＲＡＤ５０、 ＭＲＥ１１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜
０ ０１）， 表明 ＴＭＺ 激活 Ｔ９８Ｇ 细胞中的 ＤＮＡ 损伤修复使

Ｔ９８Ｇ 细胞对 ＴＭＺ 的敏感性降低， 而拟黑多刺蚁活性组分

可以抑制 ＤＮＡ 损伤修复途径， 提示拟黑多刺蚁活性组分可

以降低胶质瘤细胞的耐药性。
表 ５　 拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８Ｇ 细胞 γ⁃Ｈ２ＡＸ 表达的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 平均光密度比值

对照组 ３ ８７±１ ５
拟黑多刺蚁活性组分低剂量组 ６ １１±０ ６８
拟黑多刺蚁活性组分高剂量组 ２１ ６８±４ ４８∗∗

ＴＭＺ 组 １４ ４９±１ ６１∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

表 ６　 拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８Ｇ 细胞 ＲＡＤ５０、 ＭＲＥ１１
ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＲＡＤ５０ ＭＲＥ１１
对照组 １ ００±０ ０３ １ ００±０ ０３

拟黑多刺蚁活性组分低剂量组 ０ ９４±０ ０５ ０ ８４±０ ０３∗∗

拟黑多刺蚁活性组分高剂量组 ０ ８３±０ ０１∗∗ ０ ６７±０ １１∗∗

ＴＭＺ 组 １ ３４±０ ０６∗∗ １ ７２±０ １０∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

３ ５　 差异表达基因筛选　 根据显著差异表达基因筛选条件

 ｌｏｇ２Ｒａｔｉｏ ≥１ ０， 且 Ｐ＜０ ０５， 筛选出对照组和给药组

共有 １ ３６９ 个差异基因， 其中在给药组中有 ３６３ 个基因表达

注： Ａ 为对照组， Ｂ～Ｃ 分别为拟黑多刺蚁活性组分低、 高剂

量组， Ｄ 为 ＴＭＺ 组。

图 ３　 各组 Ｔ９８Ｇ 细胞 γ⁃Ｈ２ＡＸ 荧光染色 （×２００）

上调， 有 １ ００６ 个基因表达下调， 见图 ４Ａ。 筛选的差异表

达基因， 进行聚类分析， 并绘制热图及火山图， 组内表达

相似的基因聚类后出现在同一簇中， 见图 ４Ｂ～４Ｃ。
３ ６　 差异基因 ＧＯ 功能分析和 ＫＥＧＧ 富集分析　 针对 １ ３６９
个差异表达的基因进行 ＧＯ 功能的注释、 分类和统计分析。
这些基因在生物学过程中表现出显著富集， 涉及到细胞过

程、 生物调节、 代谢过程、 对刺激的反应、 发育、 信号传

递、 定位、 免疫和运动相关。 在细胞组分上， 这些富集基

因主要与细胞解剖实体和蛋白质复合物相关； 而在分子功

能方面， 这些显著富集的基因类型主要包括结合、 催化活

性、 分子功能调节、 转录调节等方面， 见图 ５。
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图 ４　 差异表达基因筛选与聚类

图 ５　 差异基因 ＧＯ 功能分析

　 　 对 １ ３６９ 个差异表达基因进行 ＫＥＧＧ 信号通路富集分

析， 选取富集度最高的前 ２０ 个条目进行分类统计。 结果显

示， 差异基因中参与的通路主要有 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路、
Ｎｏｄ 样受体信号通路、 丝裂原活化蛋白激酶 （ＭＡＰＫ） 信号

通路、 ＦＯＸ 信号通路等， 见图 ６。
３ ７　 拟黑多刺蚁活性组分抗胶质瘤的靶基因筛选　 根据前

期研究结果， 拟黑多刺蚁活性组分主要含有 １５ 种化学成

分［９］ 。 从 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、 ＴＣＭＳＰ 和 ＴＣＭＩＰ ｖ２ ０ 数据

库中获取了拟黑多刺蚁活性组分所有鉴定成分的靶标， 删

除重复靶标和非人类靶标， 最终得到 ４４７ 个靶标。 从

Ｍａｌａｃａｒｄｓ 人类疾病数据库中获取了 ５ ６５１ 个胶质瘤风险基

因。 将拟黑多刺蚁活性组分成分潜在靶标、 胶质瘤风险基

因和转录组测序差异表达基因作交集， 筛选得到 ２４ 个靶基

因， 见图 ７。 根据测序结果， 与对照组比较， 给药组有 １７
个基因表达下调， ７ 个基因表达上调， 见表 ７。
　 　 利用 ＧＥＰＩＡ 网站分析 ＧＢＭ ＴＣＧＡ 数据库、 ＴＣＧＡ 正常

组织数据和 ＧＴＥｘ 数据库， 即可获取上述基因在正常脑组织

和 ＧＢＭ 组织中的表达情况。 符合在给药组中表达上调， 在

ＧＢＭ 组织中低表达的基因是醛脱氢酶 １ 家族成员 Ａ３
（ａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ １ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ Ａ３， ＡＬＤＨ１Ａ３）； 在

给药组中表达下调， 在 ＧＢＭ 组织中高表达的基因是内皮素

受体 Ａ 型 （ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ Ａ， ＥＤＮＲＡ）、 组织因子

（ｔｉｓｓｕｅ ｆａｃｔｏｒ， ＴＦ， 基因名为 Ｆ３）、 介导体复合物亚基 １
（ｍｅｄｉａｔｏｒ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｕｂｕｎｉｔ １， ＭＥＤ１）、 淋巴细胞抗原 ９６
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图 ６　 差异基因 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析

图 ７　 拟黑多刺蚁活性组分化学成分靶基因、 胶

质瘤风险基因和差异表达基因交集韦恩图

　 　 　 　

（ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ ９６， ＬＹ９６）、 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４， ＴＬＲ４）， 见图 ８。

利用 Ｓｔｒｉｎｇ 平台进行蛋白相互作用分析， 选择人类蛋白

作为研究对象， 设定最低相互作用阈值为中等， 其余值不

做调整， 获取蛋白互作网络图， 见图 ９。 ＰＰＩ 图显示， ＴＬＲ４
与 Ｆ３、 ＴＬＲ４ 与 ＬＹ９６ 存在蛋白相互作用， ＴＬＲ４ 和 ＬＹ９６ 为

Ｔｏｌｌ 样受体信号通路成员。
３ ８　 分子对接　 拟黑多刺蚁活性组分中靶向 Ｆ３ 的化学成

分为棕榈油酸 （ｐａｌｍｉｔｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ， ＰｕｂＣｈｅｍ ＣＩＤ 号 ４４５６３８）、
花生四烯酸 （ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ， ＰｕｂＣｈｅｍ ＣＩＤ 号 ４４４８９９） 和

二十碳五烯酸 （ ｉｃｏｓａｐｅｎｔ， ＰｕｂＣｈｅｍ ＣＩＤ 号 ４４６２８４）； 靶向

ＴＬＲ４ 的 化 学 成 分 为 棕 榈 油 酸、 反 油 酸 （ ｅｌａｉｄｉｃ ａｃｉｄ，
ＰｕｂＣｈｅｍ ＣＩＤ 号 ６３７５１７ ） 和 棕 榈 酸 （ ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ，
ＰｕｂＣｈｅｍ ＣＩＤ 号 ９８５）； 靶向 ＬＹ９６ 的化学成分为棕榈油酸、
棕榈酸和反油酸。 为了进一步探究拟黑多刺蚁活性组分的

　 　 　表 ７　 拟黑多刺蚁活性组分抗胶质瘤靶基因测序结果

基因名 ｌｏｇ２ＦＣ ＦＤＲ 基因名 ｌｏｇ２ＦＣ ＦＤＲ
ＡＤＡＭＴＳ５ －２ ６８０ ４ １ ２４０×１０－４ ＰＴＧＦＲ －１ ３３３ ０ ８ ８０３×１０－３

ＣＨＲＭ１ －８ ３６４ ９ １ ２４９×１０－２ ＲＧＳ４ －２ ９３５ ４ １ ９６２×１０－４

ＥＤＮＲＡ －３ ８１２ ２ ３ ５５０×１０－９ ＳＲＥＢＦ１ －１ ２０３ ５ １ ３１５×１０－３

Ｆ３ －１ ４７８ １ ３ ２９０×１０－７ ＴＬＲ４ －１ ３５９ ７ ３ ０７７×１０－３

ＧＬＩ３ －１ １７８ ４ １ ８１０×１０－７ ＴＲＰＡ１ －１ ６４１ ９ ２ ７８１×１０－４

ＨＰＧＤ －２ ３１７ ７ ４ ３７０×１０－９ ＡＤＲＢ２ ２ １０２ ６ ９ ０８０×１０－８

ＬＹ９６ －１ ０５５ ６ ３ ６５０×１０－３ ＡＬＤＨ１Ａ３ １ ０８８ ９ ３ ２８０×１０－８

ＭＥＤ１ －１ ０９２ ５ ３ ３８２×１０－２ ＣＲＡＢＰ２ １ ３８１ ２ １ １０８×１０－２

ＭＭＰ３ －１ ２３４ ４ ２ ２７８×１０－４ ＨＳＰＡ５ １ ７６５ ２ ６ ７９０×１０－８

ＮＣＯＡ１ －１ ０３９ ７ ４ ７７０×１０－２ ＪＵＮ １ １４１ ９ １ １２０×１０－５

ＰＤＥ４Ｄ －１ ８８０ １ ２ ４１０×１０－５ ＰＶＲ １ ０７８ ３ １ ３１４×１０－４

ＰＬＡ２Ｇ４Ｃ －１ ４４９ ０ ３ １９０×１０－５ ＴＥＲＴ １ ８１３ ６ １ ７７１×１０－３

　 　 注： ｌｏｇ２ＦＣ 表示 ２ 个分组间的差异倍数对数值， ｌｏｇ２ＦＣ＞１ 表示表达量上调， ｌｏｇ２ＦＣ＜１ 表示表达量下调； ＦＤＲ 为经过 ＢＨ 校正后的

Ｐ 值。
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注： 红色为肿瘤组织， 灰色为正常组织。 与正常组织比较，∗Ｐ＜０ ０５。

图 ８　 ＴＣＧＡ 数据库中 ＡＬＤＨ１Ａ３、 ＥＤＮＲＡ、 Ｆ３、 ＭＥＤ１、 ＬＹ９６、 ＴＬＲ４ 在 ＧＢＭ 组织和正常组织中的表达情况

图 ９　 蛋白⁃蛋白相互作用网络图

主要化学成分与关键靶点之间的相互作用， 对以上蛋白和

小分子化合物进行分子对接， 对接结合能＜－１ ２ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ
（－５ ｋＪ ／ ｍｏｌ） 被认为是稳定的。 对接结果如表 ８ 显示， 最

　 　 　

稳定的前 ３ 位对接分别是棕榈油酸与 Ｆ３、 花生四烯酸与

Ｆ３、 二十碳五烯酸与 Ｆ３， 对接模式图见图 １０。 以上结果表

明， Ｆ３ 可能是拟黑多刺蚁活性组分抗胶质瘤的关键靶点。
表 ８　 化合物与蛋白质的分子对接情况

小分子化合物 蛋白 结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）
棕榈油酸 Ｆ３ －５ ６
棕榈油酸 ＴＬＲ４ －３ ７
棕榈油酸 ＬＹ９６ －４ ５

花生四烯酸 Ｆ３ －６ ３
二十碳五烯酸 Ｆ３ －６ １

反油酸 ＴＬＲ４ －４ ５
反油酸 ＬＹ９６ －４ ３
棕榈酸 ＴＬＲ４ －３ ６
棕榈酸 ＬＹ９６ －４ ３

图 １０　 分子对接模式图
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３ ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验 证 拟 黑多 刺 蚁 活性 组 分 对 Ｆ３、 ＴＬＲ４、
ＬＹ９６ ｍＲＮＡ 表达的影响　 如表 ９ 所示， 与对照组比较， 拟

黑多刺蚁活性组分各剂量组 Ｆ３、 ＴＬＲ４、 ＬＹ９６ ｍＲＮＡ 表达均

降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。
表 ９　 拟黑多刺蚁活性组分对 Ｆ３、 ＴＬＲ４、 ＬＹ９６ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 Ｆ３ ＴＬＲ４ ＬＹ９６
对照组 １ ００±０ １４ １ ００±０ ０１ １ ００±０ ０３

拟黑多刺蚁活性组分低剂量组 ０ ６３±０ ０７∗ ０ ５７±０ ０５∗ ０ ７６±０ ０８∗

拟黑多刺蚁活性组分高剂量组 ０ ５４±０ ０６∗∗ ０ ６４２±０ １２∗∗ ０ ７３±０ ０５∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

４　 讨论

脑胶质瘤是侵袭性最强的恶性脑肿瘤， 几乎只能通过

放射线和 ＴＭＺ 化疗来治疗。 在临床中， 对脑胶质瘤术后多

采用放化疗辅以中药调理， 积极有效预防复发。 中药治疗

的脑部恶性肿瘤的主要原则是解郁、 通络、 软坚、 排毒。
拟黑多刺蚁归于肝、 肾经， 主治补肾益精、 通经活络， 解

毒消肿， 主肾虚头昏耳鸣， 失眠多梦， 中风偏瘫等。 本研

究结果显示， 拟黑多刺蚁活性组分可以抑制脑胶质瘤 Ｔ９８Ｇ
细胞的增殖和迁移能力， 为拟黑多刺蚁治疗脑胶质瘤提供

实验依据。
ＤＮＡ 损伤修复是 ＴＭＺ 耐药的重要机制。 人体细胞对

ＤＳＢｓ 主要有非同源末端连接和同源重组修复途径［２２］ ， 同

源重组是 ＤＳＢｓ 最重要和最精确的修复方式［２３］ ， 关键因子

ＭＲＥ１１、 ＲＡＤ５０ 和 ＲＡＤ５１ 参 与 胶 质 瘤 的 化 疗 耐 药［２４］ 。
ＭＲＥ１１⁃ＲＡＤ５０ 促进 ＤＳＢｓ 修复， 激活下游通路组分， 以及

ＡＴＰ 依赖性地切除 ＤＳＢ 上的 ５′⁃端链来促进 ＤＮＡ 双链断裂

修复［２５］ 。 本实验结果显示， 拟黑多刺蚁活性组分诱导

Ｔ９８Ｇ 细胞 ＤＮＡ 损伤， 并抑制 ＭＲＥ１１、 ＲＡＤ５０ ｍＲＮＡ 表达，
提示拟黑多刺蚁活性组分可以通过抑制 ＤＮＡ 损伤修复降低

ＧＢＭ 细胞的耐药性。
Ｔｏｌｌ 样受体 （ＴＬＲ） 是跨膜受体， 在先天免疫反应中起

关键作用［２６］ ， 在中枢神经系统中可检测到各种 ＴＬＲ 家族成

员［２７］ 。 ＴＬＲ４ 是 ＴＬＲ 家族中的一员， 配体附着后， ＴＬＲ４ 重

新定向结构域并二聚化， 激活细胞内级联反应， 并促进细

胞质信号传导。 Ｋｉｎａ 等［２８］ 在胶质瘤的研究中证实了

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路参与促进癌变。 ＴＬＲ４ 过表达导致 ＧＢＭ
患者 ＰＤ⁃Ｌ１ 水平升高， 并与不良预后相关［２９］ 。 此外，
ＴＬＲ４ 表达的增加会导致 Ｗｎｔ 信号转导， 推动 ＧＢＭ 的发

展， 并限制细胞凋亡［２７］ 。 本研究结果发现， 拟黑多刺蚁

活性组分抑制了 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路的相关因子 ＴＬＲ４ 和

ＬＹ９６ 水平， 提示其通过抑制 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路抑制

ＧＢＭ 的生长。
本研究蛋白互作预测显示 Ｆ３ 与 ＴＬＲ４ 存在相互作用。

拟黑多刺蚁活性组分下调 Ｔ９８Ｇ 细胞中 Ｆ３ 的表达。 Ｆ３ 也称

为 ＣＤ１４２， 在各种肿瘤类型 （包括神经胶质瘤） 中表达，
通常发挥促肿瘤作用［３０⁃３２］ 。 Ｊｅｏｎ 等［３０］ 研究发现， Ｆ３ 是

ＧＢＭ 致癌衰老和治疗耐药性的关键驱动因素。 分子对接结

果显示， Ｆ３ 与拟黑多刺蚁中的活性成分棕榈油酸、 花生四

烯酸和二十碳五烯酸的对接结果最稳定， 提示拟黑多刺蚁

活性组分通过多成分作用于 Ｆ３， 并对其自身及关联蛋白产

生影响， 但其相互调控机制尚不明确。

综上所述， 拟黑多刺蚁活性组分能抑制 Ｔ９８Ｇ 细胞的增

殖和迁移能力， 诱导 Ｔ９８Ｇ 细胞的 ＤＮＡ 损伤， 其机制可能

与拟黑多刺蚁活性组分抑制 ＤＮＡ 损伤修复途径有关。 此

外， 本研究结合转录测序、 生物信息学和分子对接初步探

讨拟黑多刺蚁活性组分抗 ＧＢＭ 的活性成分、 直接靶点及其

可能作用机制。 本研究还发现， 拟黑多刺蚁活性组分通过

多成分、 多靶点、 多途径作用于 Ｆ３ 和 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路

发挥抑制 ＧＢＭ 细胞生长的作用。 课题组后续将进一步深入

挖掘拟黑多刺蚁活性组分靶向 Ｆ３ 改善胶质瘤细胞耐药的具

体分子机制。
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