
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ａｍ Ｃｏｌｌ Ｃａｒｄｉｏｌ，
２０１５， ６５ （１４）： １４５４⁃１４７１．

［ ５ ］ 　 唐丹丽， 刘寨华， 张华敏． 心肌缺血再灌注损伤中医病机

及临床辨治的现代研究进展［ Ｊ］ ． 中国中医基础医学杂志，
２０１１， １７（０９）： １０５１⁃１０５２．

［ ６ ］ 　 Ｈａｎ Ｊ Ｙ， Ｌｉ Ｑ， Ｍａ Ｚ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｃｏｍ⁃
ｐｏｕｎｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ ｍａｊｏｒ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｏｎ ｍｉｃｒｏｃｉｒｃｕｌａ⁃
ｔｏｒｙ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｒｇａｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｈｅｒ， ２０１７， １７７： １４６⁃１７３．

［ ７ ］ 　 闫素云， 谢　 平， 于东明， 等． 参芍片对犬急性心肌缺血

的影 响 ［ Ｊ ］ ． 第 四 军 医 大 学 学 报， ２００２， ２３ （ ２０ ）：
１８４７⁃１８４９．

［ ８ ］ 　 赵志芳． 阿托伐他汀预处理对大鼠心肌缺血再灌注损伤保

护作用的研究 ［Ｄ］． 石家庄： 河北医科大学， ２０１３．
［ ９ ］ 　 Ｙｕａｎ Ｙ， Ｃａｏ Ｗ， Ｈｏｎｇ Ｙ， Ｇｕｏ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｔｉｌｉａｎｉｎ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｈｅａｒｔ［Ｊ］ ． Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１７，

３４： １０６⁃１１４．
［１０］ 　 Ｃａｄｅｎａｓ Ｓ． ＲＯＳ ａｎｄ ｒｅｄｏｘ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃

ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ
Ｍｅｄ， ２０１８， １１７： ７６⁃８９．

［１１］ 　 Ｙｕａｎ Ｌ， Ｄａｉ Ｘ， Ｆｕ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｓｐｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｒａｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｍｙｏ⁃
ｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ （ＭＩＲＩ） ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１８， ８３５：
１３２⁃１３９．

［１２］ 　 Ｊｉ Ｃ， Ｓｏｎｇ Ｆ， Ｈｕａｎｇ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｃｕｐｏｉｎｔ
ｇｅｌ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ｏｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］ ． Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０１８， ２１１： ５１⁃６２．

［１３］ 　 Ｓｃｈｅｎｋ Ｒ Ｌ， Ｓｔｒａｓｓｅｒ Ａ， Ｄｅｗｓｏｎ Ｇ． ＢＣＬ⁃２： ｌｏｎｇ ａｎｄ ｗｉｎｄｉｎｇ
ｐａｔｈ ｆｒｏｍ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｔｏ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ
Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１７， ４８２（３）： ４５９⁃４６９．

［１４］ 　 Ｗａｎｇ Ｄ， Ｗａｎｇ Ｊ， Ｌｉｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉ⁃
ｃｉｎｅｓ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅｓ （ ＩＨＤ） ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｒｄｉｏｌ， ２０１６， ２２０： ３１４⁃３１９．

白头翁皂苷 ＰＳＡ 对 ＳＷ４８０ 人结直肠癌细胞糖酵解途径关键蛋白及调节

因子 ＨＩＦ⁃１α的影响

崔亚茹， 　 王慧玲， 　 陈兰英∗， 　 官紫祎， 　 罗颖颖

（江西中医药大学国家工程研究中心， 江西 南昌 ３３０００６）

收稿日期： ２０１８⁃１１⁃０９
基金项目： 国家自然科学基金项目 （８１４６０６１８， ８１８６０７２０， ８１６６０６８３）； 江西省自然科学基金项目 （２０１６ＢＡＢ２１５１９０）
作者简介： 崔亚茹 （１９８７—）， 女， 硕士， 从事药理学研究。 Ｔｅｌ： １３８７０８２０２８５， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｙａｒｕｃｕｉ＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 陈兰英 （ １９６６—）， 女， 博士， 教授， 从事中药药效评价及机制研究。 Ｔｅｌ： （ ０７９１） ８７１１９６１１， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｌｙｘｙ２５１３＠

１６３．ｃｏｍ
网络出版日期： ２０１９⁃０４⁃１７
网络出版地址： ｈｔｔｐ： ／ ／ ｋｎｓ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３１􀆰 １３６８．Ｒ．２０１９０４１６􀆰 １１５０􀆰 ００２．ｈｔｍｌ

摘要： 目的　 探讨白头翁皂苷 ＰＳＡ 对人结直肠癌 ＳＷ４８０ 细胞糖酵解的影响。 方法　 ＭＴＴ 法检测细胞存活率； 分光光

度试剂盒检测葡萄糖消耗及糖酵解产物； 荧光定量 ＰＣＲ 法检测己糖激酶 ＩＩ （ＨＫＩＩ）、 丙酮酸激酶 Ｍ２ （ＰＫＭ２） 和乳酸

脱氢酶 Ａ （ＬＤＨＡ） 以及葡萄糖转运体 １ （ＧＬＵＴ１）、 单羧酸转运体 ４ （ＭＣＴ４） ｍＲＮＡ 表达； 流式细胞术检测凋亡；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测低氧诱导因子 （ＨＩＦ⁃１α） 蛋白表达。 结果　 在无血清条件下， 白头翁皂苷 ＰＳＡ （１～ ９ μｇ ／ ｍＬ） 能

够显著抑制细胞的增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 降低葡萄糖的消耗、 乳酸和 ＡＴＰ 的生成 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 下调 ＨＫ⁃ＩＩ、 ＰＫＭ２
以及 ＧＬＵＴ１ ｍＲＮＡ 的表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 诱导凋亡 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 降低 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达水平 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
结论　 白头翁皂苷 ＰＳＡ 能够有效干扰 ＳＷ４８０ 细胞糖酵解途径， 其机制可能与抑制 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达， 下调 ＨＫ⁃ＩＩ、
ＰＫＭ２ 及 ＧＬＵＴ１ ｍＲＮＡ 有关。
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　 　 结直肠癌是常见的消化道恶性肿瘤， 近年来其

发病率和死亡率均呈上升趋势， 应用抗肿瘤药物治

疗结直肠癌仍是当前临床重要的治疗方式。 随着肿

瘤第七大特征⁃有氧糖酵解提出［１］， 肿瘤细胞即使

在有氧条件下， 仍会选择通过糖酵解快速提供能量

来维持肿瘤细胞的快速增殖。 近年来， 越来越多的

证据表明， 肿瘤细胞的糖酵解途径与肿瘤的发生发

展有着密切关系， 因此， 筛选出能够抑制肿瘤细胞

糖酵解的药物将成为抗肿瘤药物研发的重要方向。
白头翁属毛莨科多年生草本植物， 味苦性寒，

归胃、 大肠经， 可清热、 凉血止痢［２］。 目前已经从

白头翁中分离提取出 １００ 多种化学成分， 其中三萜

皂苷类成分最多有 ８１ 种， 现代药理研究发现三萜皂

苷类为白头翁主要的抗肿瘤活性物质之一。 白头翁

皂苷 ＰＳＡ 是白头翁中提取的三萜皂苷类单体成分之

一， 目前研究发现其具有较好的抗黑色素瘤［３］、 结

肠癌［４］、 胃癌［５］、 肺癌［６］ 等抗癌疗效， 其抗肿瘤作

用机制与诱导肿瘤细胞凋亡、 抑制肿瘤细胞增殖有

关。 但是， 白头翁皂苷 （Ｐｕｌｓａｔｉｌｌａ Ｓａｐｏｎｉｎ Ａ， ＰＳＡ）
对肿瘤细胞能量代谢， 尤其是糖酵解路径影响的研

究尚未见报道。 本实验旨在探讨白头翁皂苷 ＰＳＡ 是

否会干扰肿瘤细胞糖酵解及其可能的作用机制， 为

白头翁皂苷 ＰＳＡ 抗肿瘤应用提供理论参考。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人结直肠癌 ＳＷ４８０ 细胞株， 由中国医

学科学院提供。
１􀆰 ２　 试药　 白头翁皂苷 ＰＳＡ， 含有量≥９８％ ， （江
西本草天工科技有限责任公司， 批号 ２０１３１２０４）；
ＩＭＤＭ 培养液 （江苏凯基生物技术股份有限公司，
批号 ＫＧＭ１２２００⁃５００）、 ＤＭＳＯ 试剂 （北京索莱宝

科技有限公司， 批号 １２１３Ｃ０２１４）； ＭＴＴ 试剂 （北
京 梦 怡 美 生 物 技 术 有 限 公 司， 批 号

２０１６０７１６Ｍ２０１）； ＦＩＴＣ ＡｎｎｅｘｉｎＶ 凋亡检测试剂盒

（美国 ＢＤ 公司， 批号 ７３４７７１７）； 葡萄糖检测试剂

盒 （ 上 海 荣 盛 生 物 药 业 有 限 公 司， 批 号

２０１７１２０５１４７）； 乳酸、 ＡＴＰ 测试试剂盒 （南京建

成生 物 工 程 研 究 所， 批 号 分 别 为 ２０１８０１１８、
２０１８０１１９）； Ｔｒｉｚｏｌ 裂解液 （北京索莱宝科技有限

公司， 批号 ２０１６０３２５）； 逆转录试剂盒 （ 美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司， 批 号 １７０５３２４ ）； ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 定量 ＰＣＲ 试剂 （美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公

司， 批号 １５０９４８７）； ＲＩＰＡ 裂解液、 ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒 （上海碧

云 天 生 物 技 术 有 限 公 司， 批 号 分 别 为
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１００１１７１７１２１３、 ０６０８１６１６１２２３、 ０１０３１７１７０１０３ ）；
Ａｎｔｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 抗 体 （ 英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批 号

ＧＲ１０３３２４５６）； 山羊抗兔 ＩｇＧ ／ ＨＲＰ （康为世纪生

物科技有限公司， 批号 ０１３３４ ／ ４０２４３）； 荧光定量

ＰＣＲ 引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。
１􀆰 ３　 仪器 　 冷冻离心机 （美国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司），
多功能酶标仪 （美国 ＭＤ 公司）， 超声波细胞破碎

仪 （美国 ＳＯＮＩＣ＆ ＭＡＴＥＲＩＡＬＳ 公司）， 流式细胞

仪 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｇａｌｌｉｏｓ 公司）， ７５００ 荧光定量

ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公司）， 垂直电泳系统、 凝胶成

像系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＭＴＴ 法检测细胞存活率 　 取对数生长期的

ＳＷ４８０ 细胞， 胰酶消化后用无血清 ＩＭＤＭ 培养基制

成浓度为 ２×１０５ ／ ｍＬ 的细胞悬液， 于 ９６ 孔板内每孔

加入 １００ μＬ， 培养 ４８ ｈ 后， 分别加入终浓度为 １、
３、 ９ μｇ ／ ｍＬ 的白头翁皂苷 ＰＳＡ 进行药物干预， 每个

浓度设 ３ 个复孔， 空白对照组加入等体积的无血清

培养基， 继续培养 ２４ ｈ。 每孔加入 ２０ μＬ 质量浓度

为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＭＴＴ， ３７ ℃ 孵育 ４ ｈ。 弃上清， 每孔

加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 振荡充分溶解１０ ｍｉｎ， 于 ４９０
ｎｍ 波长测定 ＯＤ 值， 计算存活率， 公式为存活率＝
［１－ （空白组平均 ＯＤ 值－给药组平均 ＯＤ 值） ／ （空白

组平均 ＯＤ 值－调零组平均 ＯＤ 值）］ ×１００％
２􀆰 ２　 分光光度试剂盒检测能量代谢葡萄糖、 乳酸

和 ＡＴＰ 水平　 取对数生长期 ＳＷ４８０ 细胞， 胰酶消

化， 用无 血 清 ＩＭＤＭ 培 养 基 调 整 细 胞 浓 度 为

２×１０５ ／ ｍＬ， 接种于 １２ 孔板， 每孔 １ ｍＬ。 培养 ４８ ｈ
后， 分别加入终浓度为 １、 ３、 ９ μｇ ／ ｍＬ 的白头翁

皂苷 ＰＳＡ 进行药物干预， 每个浓度设 ３ 个复孔，
空白对照组加入等体积的无血清培养基， 继续培养

２４ ｈ。 收集细胞培养液上清， 根据葡萄糖和乳酸检

测试剂盒测定上清中葡萄糖和乳酸水平， 另收集

ＳＷ４８０ 细胞， 置于热水浴 （９０～ １００ ℃） 中用破碎

仪匀浆破碎细胞， 然后将细胞悬液置于沸水浴中加

热 １０ ｍｉｎ， 备用于蛋白浓度和 ＡＴＰ 水平的测定。
为避免各实验组间细胞数的差异性， 将试剂盒计算

得出的葡萄糖、 乳酸、 ＡＴＰ 含有量再除以各待测

样本蛋白浓度， 进行样品标准化， 最终计算得出每

毫克蛋白中葡萄糖、 乳酸、 ＡＴＰ 相对含有量， 其

中， 葡萄糖消耗量 ＝培养液葡萄糖含有量⁃细胞培

养液葡萄糖含有量。
２􀆰 ３　 荧光定量 ＰＣＲ 检测能量代谢关键酶及转运蛋

白 ｍＲＮＡ 表达　 取对数生长期 ＳＷ４８０ 细胞， 无血

清 ＩＭＤＭ 培养基调整细胞浓度为 ４×１０５ ／ ｍＬ， 接种

于 ６ 孔板中， 每孔 ２ ｍＬ， ４８ ｈ 后加入相应药物干

预 ２４ ｈ。 用 Ｔｒｉｚｏｌ 裂解细胞后提取细胞总 ＲＮＡ， 使

用逆转录试剂盒逆转录成 ｃＤＮＡ 后应用 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 试剂进行荧光定量 ＰＣＲ 检测， 采用经典

２－ΔΔＣｔ法进行基因表达差异数据分析。 引物序列如

下： ＧＡＰＤＨ 正向 ＴＴＣＣＡＣＣＣＡＴＧＧＣＡＡＡＴＴＣＣ， 反

向 ＡＴＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧ； ＧＬＵＴ１ 正向 ＣＡＴ⁃
ＧＧＧＣＴＴＣＴＣＧＡＡＡＣＴＧＧ， 反 向 ＣＣＡＣＡＴＡＣＡＴ⁃
ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧ； ＨＫＩＩ 正向 ＴＧＧＡＴＣＴＴＧＧＡＧＧＧＡＣ⁃
ＣＡＡＣ， 反向 ＴＣＧＧＣＡＡＴＧＴＧＧＴＣＡＡＡＣＡＧ； ＰＦＫ１
正向 ＡＴＧＡＣＣＣＡＴＧＡＡＧＡＧＣＡＣＣＡ， 反 向 ＧＣＡＣ⁃
ＣＧＧＴＧＡＡＧＡＴＡＣＣＡＡＣ； ＰＫＭ２ 正 向 ＧＡＴＴＣＡＣ⁃
ＣＡＣＣＣＡＴＣＡＣＡＧＣ， 反向 ＡＧＡＡＧＴＴＣＡＧＡＣＧＡＧＣ⁃
ＣＡＣＡ； ＬＤＨＡ 正 向 ＣＧＴＣＡＧＣＡＴＡＧＣＴＧＴＴＣＣＡＣ，
反 向 ＧＣＡＡＴＧＡＧＡＴＣＣＧＧＡＡＴＣＧＧ； ＭＣＴ４ 正 向

ＧＧＧＣＣＴＡＡＣＡＧＧＡＡＣＡＧＡＣＴ， 反向 ＴＣＴＧＧＣＴＡＣ⁃
ＣＡＧＧＴＧＡＡＡＧＧ。
２􀆰 ４　 流式细胞仪检测细胞凋亡率　 取对数生长期

的 ＳＷ４８０ 细胞， 胰酶消化， 用无血清 ＩＭＤＭ 培养

基调整细胞浓度为 ２×１０５ ／ ｍＬ， 接种于 １２ 孔板， 每

孔 １ ｍＬ。 培养 ４８ ｈ 后， 分别加入不同浓度白头翁

皂苷 ＰＳＡ 进行药物干预， 每个浓度设 ３ 个复孔，
空白对照组加入等体积的无血清培养基， 继续培养

２４ ｈ。 收集细胞， ＰＢＳ 冲洗两遍后按 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡检测试剂盒说明书进行染色， 立即于

Ｇａｌｌｉｏｓ 流式细胞仪上测定细胞凋亡率。
２􀆰 ５　 蛋白免疫印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 检测能量代

谢调控蛋白 ＨＩＦ⁃１α 的表达　 取对数生长期 ＳＷ４８０
细胞， 无血清 ＩＭＤＭ 培养基调整细胞浓度为 ４ ×
１０５ ／ ｍＬ， 接种于 ６ 孔板中， 每孔 ２ ｍＬ， 培养 ４８ ｈ 后

加入相应不同浓度白头翁皂苷 ＰＳＡ 干预 ２４ ｈ。 ＰＢＳ
清洗细胞后用 ＲＩＰＡ 裂解液提取细胞总蛋白， ＢＣＡ
法测定样品蛋白浓度； 煮沸变性后， 每个样品取 ２０
μｇ 总蛋白上样， 经 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后转移至

ＰＶＤＦ 膜； 用 ５％脱脂奶粉室温下封闭 １ ｈ， 用 ＴＢＳＴ
稀释的一抗于 ４ ℃冰箱孵育过夜。 ＴＢＳＴ 充分洗膜 ３
次， １５ ｍｉｎ ／次。 然后， 于室温孵育二抗１ ｈ， ＴＢＳＴ
充分洗膜 ３ 次， １５ ｍｉｎ ／次， ＨＲＰ 显色后使用 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 凝胶成像系统拍照并测定条带灰度值。
２􀆰 ６　 数据统计 　 实验数据以 （ ｘ±ｓ） 表示， 应用

ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 数据分析软件进行分析， 组间差异独立

样本 ｔ 检验分析， 多组间差异采用单因素方差分

析， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
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３　 结果

３􀆰 １　 白头翁皂苷 ＰＳＡ 对 ＳＷ４８０ 细胞增殖的抑制作

用　 用不同浓度的白头翁皂苷 ＰＳＡ 在无血清条件

下 ＳＷ４８０ 细胞进行干预 ２４ ｈ 后， ＭＴＴ 法测定结果

显示， 低剂量 １ μｇ ／ ｍＬ 时即可显著降低细胞存活

率 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 中剂量３ μｇ ／ ｍＬ和高剂量 ９ μｇ ／ ｍＬ
对 ＳＷ４８０ 细胞的抑制作用呈剂量依赖关系逐渐增

强 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 细胞存活率分别为 ５０％ 和 ２４％ 。
由此表明， 白头翁皂苷 ＰＳＡ 对 ＳＷ４８０ 细胞具有一

定的增殖抑制作用。 见图 １。

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １　 白头翁皂苷对 ＳＷ４８０ 肿瘤细胞存活率的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＳＡ ｏｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＳＷ４８０ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝３）

３􀆰 ２　 白头翁皂苷 ＰＳＡ 对 ＳＷ４８０ 细胞葡萄糖消耗量

与代谢产物量的影响　 在无血清条件下， 白头翁皂

苷 ＰＳＡ 在 ９ μｇ ／ ｍＬ 剂量时对 ＳＷ４８０ 细胞葡萄糖的

消耗量有显著影响， 与空白组比较显著降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 乳酸作为糖酵解的主要代谢产物， 在白头

翁皂苷 ＰＳＡ ３ μｇ ／ ｍＬ 剂量和 ９ μｇ ／ ｍＬ 剂量时， 细

胞培养液上清中含有量均较空白组显著降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 此外， ＡＴＰ 作为能量储存和利用

中心， 与空白组相比， 白头翁皂苷 ＰＳＡ ９ μｇ ／ ｍＬ
剂量显著抑制了 ＳＷ４８０ 细胞内 ＡＴＰ 的生成。 由此

说明， 在无血清条件下， 白头翁皂苷 ＰＳＡ 能够显

著抑制 ＳＷ４８０ 细胞葡萄糖的摄取， 明显减少乳酸

和 ＡＴＰ 的生成， 干扰了肿瘤细胞糖酵解途径的正

常进行。 见图 ２。
３􀆰 ３　 白头翁皂苷 ＰＳＡ 对 ＳＷ４８０ 细胞能量代谢关键

酶及转运蛋白 ｍＲＮＡ 表达影响 　 白头翁皂苷 ＰＳＡ
显著降低了糖酵解关键酶 ＨＫ⁃ＩＩ、 ＰＫＭ２ 以及转运

蛋白 ＧＬＵＴ１ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 对

ＬＤＨＡ 及 ＭＣＴ４ 表达无明显影响。 说明白头翁皂苷

ＰＳＡ 可能就是通过抑制这些关键蛋白干扰糖酵解

的正常进行。 见图 ３。

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ２　 白头翁皂苷 ＰＳＡ 对 ＳＷ４８０ 细胞葡萄糖消耗量与代谢产物量的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＰＳＡ ｏｎ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ （Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ＋ ＡＴＰ） ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ＳＷ４８０ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝３）

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 白头翁皂苷 ＰＳＡ 对 ＳＷ４８０ 细胞糖酵解关键酶及转运蛋白表达的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＰＳＡ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ ＳＷ４８０ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝３）

０９８２

２０１９ 年 １２ 月

第 ４１ 卷　 第 １２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１９

Ｖｏｌ． ４１　 Ｎｏ． １２



３􀆰 ４　 白头翁皂苷 ＰＳＡ 对 ＳＷ４８０ 细胞凋亡的影

响　 随着白头翁皂苷 ＰＳＡ 浓度的升高， ＳＷ４８０ 细

胞的凋亡率逐渐升高， 与空白组相比， ３、 ９ μｇ ／ ｍＬ

剂量组细胞凋亡率显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 表明白头

翁皂苷 ＰＳＡ 在抑制了糖酵解途径， 阻断了能量供

给后， 进一步诱导了肿瘤细胞的凋亡。 见图 ４。

注： 与空白组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ４　 流式细胞仪检测白头翁皂苷 ＰＳＡ 对 ＳＷ４８０ 细胞凋亡的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＳＡ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＳＷ４８０ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ （ｎ＝３）

３􀆰 ５　 白头翁皂苷 ＰＳＡ 对 ＳＷ４８０ 细胞糖酵解调控因

子 ＨＩＦ⁃１α 的影响 　 与空白组比较， 白头翁皂苷

ＰＳＡ 干预后， 糖酵解调控因子 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达显

著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 说明， ＨＩＦ⁃１α 很有可能是其

调控糖酵解途径的关键调节因子。 见图 ５。

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ５　 白头翁皂苷 ＰＳＡ 对 ＳＷ４８０ 细胞 ＨＩＦ⁃１α蛋白水平的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＰＳＡ ｏｎ ＨＩＦ⁃１α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＷ４８０ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝３）

４　 讨论

近年来， 白头翁在治疗癌症方面的研究逐渐被

报道［７⁃９］， 其单体成分三萜皂苷类在体内外均表现

出显著的抗肿瘤作用， 且作用机制多样。 但是， 目

前对于白头翁皂苷 ＰＳＡ 抗肿瘤的作用机制研究仍

不全面， 现有的研究发现， 白头翁皂苷 ＰＳＡ 抗肿

瘤作用有抑制人结肠癌细胞的增殖、 诱导细胞凋

亡［１０］， 诱导急性白血病细胞分化［１１］ 等， 然而对于

是否能够调控肿瘤细胞能量代谢尚不清楚。 因此，

本研究从糖酵解代谢角度出发， 探讨了在无血清即

营养物料缺乏的情况下白头翁皂苷 ＰＳＡ 可能的抗

肿瘤作用机制。
无论是糖酵解还是氧化磷酸化， 最终的目的都

是为肿瘤细胞增殖、 转移等活动提供能量 （ＡＴＰ）。
在糖酵解代谢中， ＨＫ、 ＰＫ 是途径正常进行的主要

限速酶， 其中 ＨＫ 是使葡萄糖生成 ６ 磷酸葡萄糖的

糖酵解的第 １ 个关键酶； ＰＫ 是使磷酸烯醇式丙酮

酸生成丙酮酸的最后 １ 个限速酶， ＧＬＵＴ 也是将葡
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萄糖转运入肿瘤细胞的第一步关卡［１２］。 此外， 关

键酶 ＰＫ 以及 ＬＤＨ 的抑制可以促进 ＰＡＲＰ 的清除

和 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的表达进而诱导肿瘤细胞凋亡［１３］。 本

研究发现， 白头翁皂苷 ＰＳＡ 可显著抑制 ＳＷ４８０ 人

结直肠癌细胞的增殖， 降低肿瘤细胞葡萄糖摄取

量， 降低能量代谢产物乳酸和 ＡＴＰ 的产量， 下调

ＨＫ⁃ＩＩ、 ＰＫＭ２ 这两种关键酶以及转运蛋白 ＧＬＵＴ１
的表达水平， 促进了细胞凋亡。 由此推断， 白头翁

皂苷 ＰＳＡ 主要是通过下调 ＨＫＩＩ、 ＰＫＭ２ 两种限速

酶以及转运蛋白 ＧＬＵＴ１ 的表达来干扰糖酵解途径

的正常进行， 从而减少对肿瘤细胞的能量供应， 抑

制细胞增殖， 诱导凋亡的发生。
转录因子对糖代谢基因的调控是肿瘤能量代谢

的重要机制之一， 与肿瘤能量代谢密切相关的转录

因子有 ＨＩＦ⁃１α、 ｃ⁃Ｍｙｃ、 ｐ５３ 等。 其中， ＨＩＦ⁃１α 作

为转录因子可上调肿瘤细胞 ＧＬＵＴ、 ＨＫ、 ＰＦＫ １、
ＰＦＫ ２、 ＬＤＨ 等糖酵解限速酶的表达， 从而调控糖

酵解代谢［１４］。 本研究发现， 在营养物料缺乏的情

况下， 白头翁皂苷 ＰＳＡ 干预后， ＳＷ４８０ 细胞 ＨＩＦ⁃
１α 蛋白的表达水平明显下降。 揭示了其可能通过

下调转录因子 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达来抑制肿瘤细胞糖

酵解的进行， 但是对于 ＨＩＦ⁃１α 是如何调控糖酵解

关键酶的将有待于继续研究。 基于以上研究， 本课

题主要揭示了白头翁皂苷 ＰＳＡ 可以通过抑制肿瘤

细胞糖酵解从而发挥抗肿瘤效应的作用机制， 为其

成为抗肿瘤药物的研发提供了新思路。
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