
胞凋亡及 ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达影响［ Ｊ］ ． 辽宁中

医药大学学报， ２０１６， １８（８）： ４２⁃４５．
［ ６ ］ 　 韩正怡， 何淑芳， 朱海娟， 等． 微小 ＲＮＡ⁃１３３ｂ⁃５ｐ 在缺氧复

氧诱发大鼠心肌细胞凋亡中的作用［ Ｊ］ ． 中华麻醉学杂志，
２０１５， ３５（６）： ７４０⁃７４３．

［ ７ ］ 　 Ｔｓｅｎｄ⁃Ａｙｕｓｈ Ｅ， Ｏ′Ｓｕｌｌｉｖａｎ Ｌ Ａ， Ｇｒüｔｚｎｅｒ Ｆ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＲＢＭＸ
ｇｅｎｅ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ［ Ｊ］ ． Ｄｅｖ
Ｄｙｎ， ２００５， ２３４（３）： ６８２⁃６８８．

［ ８ ］ 　 张金龙． ＲＢＭＸ 在大鼠脊髓损伤后的表达［Ｄ］． 南通： 南通

大学， ２０１４．
［ ９ ］ 　 朱　 晶， 万　 丽， 徐　 玮， 等． 人参首乌方对缺氧复氧诱导

的皮质神经细胞凋亡的影响 ［ Ｊ］ ． 广东药科大学学报，
２０１７， ３３（１）： ７７⁃８３．

［１０］ 　 闵　 清， 白育庭， 余　 薇， 等． 山楂叶总黄酮对缺氧再给氧

心肌细胞的保护作用及机制研究［ Ｊ］ ． 中药药理与临床，
２０１１， ２７（１）： ３０⁃３３．

［１１］ 　 袁　 芳． 山楂叶总黄酮对Ｈ２Ｏ２ 诱导乳鼠心肌细胞氧化应激

和细胞凋亡的影响［ Ｊ］ ． 现代中西医结合杂志， ２０１６， ２５
（４）： ３６８⁃３７１； ４０５．

［１２］ 　 纪影实， 李　 红， 曲极冰， 等． 山楂叶总黄酮对脑缺血⁃再灌

注损伤的保护作用［ Ｊ］ ． 中国老年学杂志， ２００９， ２９（２１）：
２７４３⁃２７４６．

［１３］ 　 陈颖添， 汤永红． ｍｉＲＮＡ 与缺血性脑卒中的关系进展研究

［Ｊ］ ． 临床合理用药杂志， ２０１８， １１（１１）： １７７⁃１７８．

［１４］ 　 刘海莉， 李　 涛， 王洪杰， 等． ｍｉＲ⁃１３３ｂ 在甲基苯丙胺诱导

ＰＣ１２ 细胞凋亡中的调控作用［ Ｊ］ ． 中山大学学报 （医学科

学版）， ２０１８， ３９（１）： ２６⁃３３．
［１５］ 　 潘永露． ＥＲＫ 信号通路与 ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃１３３ｂ⁃５ｐ 在吗啡预处理

减轻心力衰竭大鼠心肌缺血再灌注损伤中的作用及其机制

［Ｄ］． 合肥： 安徽医科大学， ２０１８．
［１６］ 　 程　 洁． 吗啡预处理通过调控 ｍｉＲ⁃１３３ｂ⁃５ｐ 减轻心肌细胞缺

氧再给氧损伤的作用及机制 ［ Ｄ］． 合肥： 安徽医科大

学， ２０１６．
［１７］ 　 Ｍａｒｔ íｎｅｚ⁃Ａｒｒｉｂａｓ Ｆ， Ａｇｕｄｏ Ｄ， Ｐｏｌｌáｎ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｘ⁃ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ＲＢＭ ｇｅｎｅｓ
（ＲＢＭＸ， ＲＢＭ３， ＲＢＭ１０） ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏａｐｏｐｔｏｔｉｃ Ｂａｘ ｇｅｎｅ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２００６， ９７ （ ６ ）：
１２７５⁃１２８２．

［１８］ 　 Ａｄａｍｓｏｎ Ｂ， Ｓｍｏｇｏｒｚｅｗｓｋａ Ａ， Ｓｉｇｏｉｌｌｏｔ Ｆ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ａ
ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ｔｈｅ
ＲＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＢＭＸ ａｓ ａ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ⁃
ｄａｍａｇｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１２， １４（３）： ３１８⁃３２８．

［１９］ 　 Ｓｈｉｎ Ｋ Ｈ， Ｋｉｍ Ｒ Ｈ， Ｋｉｍ Ｒ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＨｎＲＮＰ Ｇ ｅｌｉｃｉｔｓ
ｔｕｍｏｒ⁃ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｐａｒｔ ｂｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ Ｔｘｎｉｐ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２００８， ３７２（４）：
８８０⁃８８５．

［２０］ 　 戴　 明． ＲＢＭＸ 在大鼠视网膜光损伤后的表达［Ｄ］． 南通：
南通大学， ２０１５．

葫芦素 Ｂ 通过调控 ＨＥＲＧ１ 对膀胱癌细胞增殖、 迁移侵袭和放射敏感

性的影响

董建设１， 　 李　 豪１， 　 赵俊峰１， 　 陈瑞廷１， 　 张林超１， 　 贾占奎２

（１． 河南省中医院 泌尿外科， 河南 郑州 ４５００００； ２． 郑州大学第一附属医院 泌尿外科， 河南 郑州

４５００００）

收稿日期： ２０１９⁃０９⁃２６
作者简介： 董建设 （１９７９—）， 男， 硕士， 副主任医师， 研究方向为中西医结合泌尿外科男科。 Ｔｅｌ： １３８３８０５５８０５， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｙｇｍ１６３＠

１６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探讨葫芦素 Ｂ 通过调控 ＨＥＲＧ１ 对膀胱癌细胞增殖、 迁移侵袭和放射敏感性的影响。 方法 　 葫芦素 Ｂ
（０􀆰 １、 １、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理膀胱癌细胞 ４８ ｈ； 将 ｓｉ⁃ＮＣ、 ｓｉ⁃ＨＥＲＧ１、 ｐｃＤＮＡ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ 转染至 Ｔ２４ 细胞； 经

ｐｃＤＮＡ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ 转染后， 分别加入 １０ μｇ ／ ｍＬ 葫芦素 Ｂ 培养 ４８ ｈ。 ＭＭＴ 法检测各组细胞增殖情况； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
评估细胞的迁移和侵袭变化； 细胞克隆形成实验测定细胞放射敏感性； ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｔ２４ 细胞 ＨＥＲＧ１ ｍＲＮＡ 表达；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达。 结果　 葫芦素 Ｂ 抑制 Ｔ２４ 细胞增殖、 迁移、 侵袭， ＨＥＲＧ１ｍＲＮＡ 及蛋白表达， 呈浓度依

赖型 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 增强 Ｔ２４ 细胞的放射敏感性。 抑制 ＨＥＲＧ１ 表达可抑制 Ｔ２４ 细胞的增殖、 迁移和侵袭， 增强其放射

敏感性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 过表达 ＨＥＲＧ１ 逆转了葫芦素 Ｂ 抑制 Ｔ２４ 细胞增殖、 迁移和侵袭和放疗增敏的作用。 结论　 葫芦

素 Ｂ 能抑制膀胱癌细胞增殖、 迁移、 侵袭能力， 并且增强细胞的放射敏感性， 机制可能与调控 ＨＥＲＧ１ 基因有关。
关键词： 葫芦素 Ｂ； ＨＥＲＧ１； 膀胱癌； 放射敏感性； 增殖； 迁移侵袭
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Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｉｎ Ｂ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｒａｄｉｏｓｅｎ⁃
ｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ＨＥＲＧ１ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ＤＯＮＧ Ｊｉａｎ⁃ｓｈｅ１， 　 ＬＩ Ｈａｏ１， 　 ＺＨＡＯ Ｊｕｎ⁃ｆｅｎｇ１， 　 ＣＨＥＮ Ｒｕｉ⁃ｔｉｎｇ１， 　 ＺＨＡＮＧ Ｌｉｎ⁃ｃｈａｏ１，
ＪＩＡ Ｚｈａｎ⁃ｋｕｉ２

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｕｒｏｌｏｇｙ Ｓｕｒｇｅｒｙ， Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｕｒｏｌｏｇｙ
Ｓｕｒｇｅｒｙ， Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００， Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ： ＡＩＭ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｉｎ Ｂ （Ｃｕ Ｂ） ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ
ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ （ＢＣＣｓ） ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ． ＭＥＴＨＯＤＳ 　 Ｈａｖｉｎｇ ｂｅｅｎ ｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ Ｃｕ Ｂ （０􀆰 １， １， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｆｏｒ ４８ ｈ， Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ， ｏｒ ｓｉ⁃ＨＥＲＧ１， ｏｒ ｐｃＤＮＡ， ｏｒ
ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ ａｎｄ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ ｇｒｏｕｐｓ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ４８ ｈ １０ ｇ ／ ｍＬ Ｃｕ Ｂ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ＭＭＴ ｍｅｔｈｏｄ， ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ，
ｃｅｌｌ ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ａｎｄ ＢＣＣｓ ＨＥＲＧ１ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｗｅｒｅ ｐｅｒ⁃
ｆｏｒｍｅｄ． ＲＥＳＵＬＴＳ 　 Ｃｕ Ｂ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＥＲＧ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｉｔ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ａｓ ｗｅｌｌ．
ＨＥＲＧ１ ｅｘｐｒｅｓｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． ＨＥＲＧ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｄ Ｃｕ Ｂ’ ｓ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ 　 Ｃｕ Ｂ ｃａｎ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＢＣＣｓ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅｉｒ ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ
ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＨＥＲＧ１ ｇｅｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｉｎ Ｂ （ Ｃｕ Ｂ）； ＨＥＲＧ１； ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ； ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ

　 　 膀胱癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤之一， 其治

疗策略包括手术、 放疗、 化疗等， 但因其浸润性难

根除、 放化疗不敏感而导致疗效差、 易复发［１］。
增强膀胱癌细胞的放化疗敏感性是提高治疗效果的

重要途径之一， 研究［２］ 发现放疗配合中医药可以

提高肿瘤患者生存质量和机体免疫功能、 提高对放

疗的敏感性及预防肿瘤转移与复发。 葫芦素属于葫

芦烷型四环三萜类化合物， 分离自葫芦科植物， 对

多种肿瘤具有抑制作用， 此类药物还能提高放疗的

敏感性， 而葫芦素 Ｂ 是葫芦素类化合物的一种［３］。
研究发现葫芦素 Ｂ 可抑制卵巢癌［４］、 胃癌［５］、 肺

癌［６］、 前列腺癌［７］、 结肠癌［８］ 等肿瘤细胞的增殖，
促进细胞凋亡。 葫芦素 Ｂ 能够逆转人乳腺癌细胞

ＭＣＦ⁃７ ／ Ｄｏｘ 细胞耐药性［９］； 且能逆转顺铂对胃癌

细胞耐药作用［１０］； 而葫芦素 Ｂ 对膀胱癌增殖、 迁

移侵袭和放射敏感性的影响还未见报道。 人类 ｅａｇ
相 关 基 因 （ ｈｕｍａｎ ｅｔｈｅｒ⁃ａ⁃ｇｏ⁃ｇｏ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ，
ＨＥＲＧ１） 是钾离子通道家族成员之一， 过表达

ＨＥＲＧ１ 可以增强胰腺癌细胞的放射敏感性［１１］。
ＨＥＲＧ１ 对膀胱癌的放射敏感性的作用尚未清楚。

基于以上研究， 本实验旨在研究葫芦素 Ｂ 和

ＨＥＲＧ１ 对膀胱癌细胞增殖、 迁移侵袭和放射敏感

性的影响及它们之间的关系。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 膀胱癌细胞 Ｔ２４ 购自中国科学院上海

细胞库。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 葫芦素 Ｂ （批号 Ａ０６４９， 四川

成都曼斯特生物有限公司）； 胎牛血清 （批号

８７１３０１）、 ＤＭＥＭ 培养 （批号 ８１１２０６６） 均购自

美 国 Ｇｉｂｃｏ 公 司； ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒 （ 批 号

１５５９６０２６， 美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）； 反转录试剂盒

（批号 ＲＲ０３７ Ａ， 日本 Ｔａｋａｒａ 公司）； ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ
ＳＹＢＲ􀳏 Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ （货号 Ｑ１２１⁃０２， 南京诺唯赞生

物科技有限公）； ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 转染试剂盒

（批 号 １１６６８⁃０１９， 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司）； ＭＴＴ
（批号 ９７１０， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 蛋白提取试剂盒

（批号 ＢＣ３６４０， 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司）；
ＢＣＡ 试剂盒 （批号 ０２２６１６０５１１， 上海碧云天生

物技术有限公司）； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室、 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶

（批号 ３５３０９６， 美国 ＢＤ 公司）； 兔抗人 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
０５４１
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抗体 （货号 ｓａｎｔａ ｓｃ⁃７５３， 广州沛瑜生物制品有限

公 司 ）； 兔 抗 人 ＭＭＰ⁃２ 抗 体 （ 货 号 ｓａｎｔａ
ｓｃ⁃１０７３６， 广州沛瑜生物制品有限公司）； 兔抗人

ｐ２１ 抗体 （货号 ２２７８０００２， 上海煊翎生物科技有

限公司）； 兔抗人 ＭＭＰ⁃９ 抗体 （货号 ＰＡＢ０９８２，
上海煊翎生物科技有限公司）； 兔抗人 ＨＥＲＧ１ 抗

体 （货号 ｓｃ⁃１５９６， 美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）； 兔抗

人 ＧＡＰＤＨ 抗体 （货号 ＸＦＣ１６６５， 上海信帆生物

科技有限公司）； 山羊抗兔 ＩｇＧ⁃辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ， 货号 ＧＢ２３３０３， 塞维尔生物技 术 有 限

公司）。
１􀆰 ３ 　 仪 器 　 ＰＣＲ 扩 增 仪 （ 型 号 ５３３１， 德 国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）； 酶标仪 （型号 ＭＯＤＥＬ６８０， 美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司 ）； 倒 置 显 微 镜 （ 型 号 ＣＫＸ３１⁃
Ａ１１ＰＨＰ， 日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； Ｃｏ６０ 医疗照射装

置 （型号 ＦＣ⁃５０， 中国核动力研究院）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养 　 Ｔ２４ 细胞培养于 ＤＭＥＭ 培养基，
其中包含 １０％ ＦＢＳ， 在 ３７ ℃， ５％ ＣＯ２ 恒温箱常规

培养。 每 ２ ～ ３ 天传代 １ 次。
２􀆰 ２　 葫芦素 Ｂ 储存液制备　 称取 ２０ ｍｇ 葫芦素 Ｂ，
加入 ＤＭＳＯ 溶液 ４ ｍＬ， 配成质量浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ，
搅拌均匀后， 抽滤无菌培养， －２０ ℃避光保存， 使

用时按所需浓度按比例稀释。
２􀆰 ３　 细胞转染　 取常规培养的 Ｔ２４ 细胞于 ６ 孔板

中， 细胞融合至 ８０％ 的生长状态时， 用无血清培

养基培养 １２ ｈ， 以同步化细胞。 将 ｓｉ⁃ＮＣ、 ｓｉ⁃
ＨＥＲＧ１、 ｐｃＤＮＡ 和 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ 质粒分别转染

至 Ｔ２４ 细 胞 中， 分 为 ｓｉ⁃ＮＣ 组、 ｓｉ⁃ＨＥＲＧ１ 组、
ｐｃＤＮＡ 组、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ 组， 转 染 通 过

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 试剂盒， 依照说明书的步骤进

行操作。 经 ｐｃＤＮＡ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ 转染后， 分别

加入 １０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 葫芦素 Ｂ 培养 ４８ ｈ， 即葫芦素Ｂ＋
ｐｃＤＮＡ 组、 葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ 组。
２􀆰 ４　 ＭＴＴ 法测定细胞增殖 　 参考谭立君［４］ 实验

研究方法， 取对数生长期 Ｔ２４ 细胞接种于 ９６ 孔

板 （１×１０４ ／孔） 培养， ＤＭＥＭ 培养液培养 ２４ ｈ，
加入葫芦素 Ｂ （０􀆰 １、 １、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 培养 ４８ ｈ；
阳性对照药组加入 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 紫杉醇处理 Ｔ２４ 细

胞 ４８ ｈ。 每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ （５ ｇ ／ Ｌ） 试剂， 孵

育 ４ ｈ， 加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 震荡混匀， 在酶标

仪测定各孔 ４５０ ｎｍ 波长处 ＯＤ。 每组设 ３ 个复孔

取均值， 将对照组细胞抑制率设定为 ０。 其余各

组细胞抑制率＝［１－ （ＯＤ实验组 ／ ＯＤ对照组） ］ ×１００％ 。

２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨＥＲＧ１ ｍＲＮＡ 表达　 按照 Ｔｒｉｚｏｌ
说明书提取 Ｔ２４ 细胞总 ＲＮＡ， 反转录试剂盒逆转

录成 ｃＤＮＡ， ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ􀳏 Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ 试剂盒

用于 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增。 反应程序为 ９５ ℃、 ３０ ｓ，
６０ ℃、 ３０ ｓ； ７２ ℃、 ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环； ６０ ℃延

长 ５ ｍｉｎ。 采用 ２－△△ｃｔ法计算 ＨＥＲＧ１ ｍＲＮＡ 相对表

达量。 ＨＥＲＧ１ 正向 ５′⁃ＧＴＣＧＡＣＧＧＡＣＴＣＧＣＴＴＴＣＴ⁃
ＣＡＧＧＴ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＧＣＧＧＣＣＧＣＡＣＴＧＣＣＣＧＧＧＴ⁃
３′； β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ⁃３′，
反向 ５′⁃ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ⁃３′。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测增殖、 迁移侵袭相关蛋白表

达　 提取各组 Ｔ２４ 细胞蛋白， ＢＣＡ 蛋白定量试剂

盒定量测定。 蛋白上样量为 ６０ μｇ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分

离， 采用电转将其转到 ＰＶＤＦ 膜。 在 ５％ 脱脂牛奶

封闭 液 中 封 闭 １􀆰 ５ ｈ， 加 入 一 抗 （ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、
ＭＭＰ⁃２、 ｐ２１、 ＭＭＰ⁃９、 ＨＥＲＧ１、 ＧＡＰＤＨ ）， 于

４ ℃条件下孵育过夜； 再加入山羊抗兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ
二抗， 在室温条件下孵育 ２ ｈ， 暗室中显影， 定影。
采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件分析处理蛋白条带的吸光

度， 将蛋白表达水平表示为目的条带与 ＧＡＰＤＨ 条

带的比值。
２􀆰 ７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞迁移、 侵袭 　 用无血清培

养基重悬各组 Ｔ２４ 细胞， 制成 ２×１０４ ／ ｍＬ 细胞悬

液。 迁移测定实验， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室接种细胞

悬液 ２００ μＬ， 下室接种含血清培养基 ６００ μＬ，
３７ ℃孵育 ２４ ｈ。 之后用无菌棉签去除上层 Ｔ２４ 细

胞， ＰＢＳ 充分清洗， 依次在 ４％ 多聚甲醛与 ０􀆰 １％
结晶紫中固定 ３０ ｍｉｎ、 染色 １０ ｍｉｎ， 显微镜随机捕

获 ５ 个视野进行拍照， 计算结晶紫其中染色的细胞

数目即为迁移细胞数。 侵袭测定实验以 １ ∶ ５ 比例

加入 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液稀释 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 后， 涂覆

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室， 干燥后根据上述细胞迁移实验的步

骤进行后续操作， 统计侵袭细胞数。
２􀆰 ８　 细胞克隆形成实验测定细胞放射敏感性　 取

各组细胞分别给予 ０、 ２、 ４、 ６、 ８ Ｇｙ Ｃｏ６０ 医疗装

置照射。 按照射剂量大小分别以 ０􀆰 ３×１０３、 １×１０３、
１×１０３、 ３×１０３、 ３×１０３ 个细胞接种于 ６０ ｍｍ 培养皿

中， 孵育 １０～１４ ｄ。 依次使用甲醇和吉姆萨进行固

定 １５ ｍｉｎ， 染色 ３０ ｍｉｎ， 通过低倍光学显微镜记录

多于 ５０ 个细胞的集落。 克隆形成率 （ｐｌａｎｔｉｎｇ ｅｆｆｉ⁃
ｃｉｅｎｃｙ， ＰＥ） ＝ （克隆数 ／接种细胞数） × １００％ ，
存活分数 （ｓｕｒｖｉａｌ ｆｒａｃｔｉｏｎ， ＳＦ） ＝ 照射剂量组的集

落数 ／ （该组细胞接种数×未照射组 ＰＥ）。 采用单

击 多 靶 模 型 拟 合 细 胞 存 活 曲 线，
１５４１
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ＳＦ＝ １－ （１⁃ｅ⁃Ｄ ／ Ｄ０） Ｎ， Ｄｑ ＝Ｄ０×ｌｎＮ。 其中 Ｄ 为照

射剂量 （Ｇｙ）， Ｄ０ 为平均致死剂量， Ｄｑ 为准阈剂

量 （代表存活的宽肩度）， Ｎ 为外推值。 放射增敏

比 （ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｒａｔｉｏ， ＳＥＲ） ＝ 单纯照

射组 Ｄ０ ／加药联合照射组 Ｄ０。
２􀆰 ９　 统计学分析　 采用 ＧｒａｇｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ５ 拟合细胞

存活曲线。 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ００ 软件进行分析。 计量

资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

分析， 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

３　 结果

３􀆰 １　 葫芦素 Ｂ 对 Ｔ２４ 细胞增殖、 迁移、 侵袭的影

响　 葫芦素 Ｂ （０􀆰 １、 １、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 及紫杉醇抑

制 Ｔ２４ 细胞增殖、 迁移、 侵袭， 呈浓度依赖型

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １、 表 １。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示

（图 ２、 表 ２）， 与对照组比较， 葫芦素 Ｂ （０􀆰 １、 １、
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 及紫杉醇抑制 Ｔ２４ 细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、
ＭＭＰ⁃２、 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达， 促进 ｐ２１ 蛋白表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 １　 葫芦素 Ｂ 对 Ｔ２４ 细胞迁移侵袭的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｕ Ｂ ｏｎ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ

表 １　 葫芦素 Ｂ 对 Ｔ２４ 细胞增殖和迁移侵袭的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｕ Ｂ ｏｎ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）

组别 增殖抑制率 ／ ％ 迁移细胞数 ／ 个 侵袭细胞数 ／ 个
对照组 ０　 　 １１２􀆰 ４９±１１􀆰 ３７ ９８􀆰 ７６±９􀆰 ４３
紫杉醇组 ４５􀆰 ３２±４􀆰 ３１∗ ４８􀆰 ４９±５􀆰 １３∗ ３９􀆰 ６４±３􀆰 ４２∗

葫芦素 Ｂ ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ６􀆰 ４７±０􀆰 ８２∗ ８９􀆰 ３３±８􀆰 ４２∗ ７６􀆰 ５８±７􀆰 １１∗

葫芦素 Ｂ １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ２１􀆰 ４９±２􀆰 １８∗＃ ６８􀆰 ５４±７􀆰 ３７∗＃ ６１􀆰 ７５±６􀆰 ２７∗＃

葫芦素 Ｂ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ４１􀆰 ６９±４􀆰 １１∗＃▲ ５２􀆰 ４１±５􀆰 ３６∗＃▲ ４３􀆰 ７２±４􀆰 ５８∗＃▲

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与葫芦素 Ｂ ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与葫芦素 Ｂ １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测增殖、 迁移侵袭相关蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３􀆰 ２　 葫芦素 Ｂ 对 Ｔ２４ 细胞放射敏感性的影响　 细

胞克隆形成实验后， 通过单击多靶模型拟合计算得

出 （表 ３）， 在膀胱癌细胞中对照组、 葫芦素 Ｂ
（０􀆰 １、 １、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组 Ｄ０ 值分别是 ２􀆰 ８５５、
１􀆰 ９３９、 １􀆰 ６１９、 １􀆰 ２８８， ０􀆰 １、 １、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 葫芦素

Ｂ 放 射 增 敏 比 （ ＳＥＲ ） 分 别 是 １􀆰 ４７２、 １􀆰 ７６４、
２􀆰 ２１６。 细胞存活拟合曲线 （图 ３） 显示， 在同一

剂量照射下， 葫芦素 Ｂ 联合照射组存活率明显小

于单纯照射对照组， 细胞的存活曲线明显下移； 且

随着照射剂量和葫芦素 Ｂ 浓度的增加， 曲线下移

的趋势呈现直线型。 可见， 葫芦素 Ｂ 对 Ｔ２４ 细胞

具有辐射增敏作用。
３􀆰 ３　 葫芦素 Ｂ 对膀胱癌细胞中 ＨＥＲＧ１ 表达影

响　 如图 ４、 表 ４ 所示， 与对照组比较， 葫芦素 Ｂ
组 ＨＥＲＧ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达降低， 且呈浓度依赖

性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 葫芦素 Ｂ 抑制膀胱癌细胞中

ＨＥＲＧ１ 表达。
２５４１

２０２０ 年 ６ 月

第 ４２ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ６



表 ２　 葫芦素 Ｂ 对 Ｔ２４ 细胞增殖、 迁移侵袭相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｕ Ｂ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

组别 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｐ２１ ＭＭＰ⁃２ ＭＭＰ⁃９
对照组 ０􀆰 ７５±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０３ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０６ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０７
紫杉醇组 ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３∗

葫芦素 Ｂ ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０􀆰 ６２±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０５∗

葫芦素 Ｂ １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０􀆰 ５３±０􀆰 ０５∗＃ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０６∗＃ ０􀆰 ３７±０􀆰 ０４∗＃ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０３∗＃

葫芦素 Ｂ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０􀆰 ３４±０􀆰 ０３∗＃▲ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０６∗＃▲ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０３∗＃▲ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０２∗＃▲

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与葫芦素 Ｂ ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与葫芦素 Ｂ １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ３　 单击多靶模型参数

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｌｉｃｋ ｏｎ ｍｕｌｔｉ⁃ｔａｒｇｅｔ ｍｏｄｅｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
组别 Ｄ０ ／ Ｇｙ Ｄｑ ／ Ｇｙ Ｎ ＳＦ２ ｋ ＳＥＲ

对照组 ２􀆰 ８５５ １􀆰 ６５９ １􀆰 ７８８ ０􀆰 ７０７ ０􀆰 ３５０ －
葫芦素 Ｂ ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １􀆰 ９３９ ０􀆰 ８７５ １􀆰 ５７０ ０􀆰 ４９９ ０􀆰 ５１６ １􀆰 ４７２
葫芦素 Ｂ １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １􀆰 ６１９ ０􀆰 ４２６ １􀆰 ３０１ ０􀆰 ３６０ ０􀆰 ６１８ １􀆰 ７６４
葫芦素 Ｂ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １􀆰 ２８８ ０􀆰 ３６１ １􀆰 ３２３ ０􀆰 ２７０ ０􀆰 ７７６ ２􀆰 ２１６

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与葫芦素 Ｂ ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比

较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与葫芦素 Ｂ １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 不同剂量照射后 Ｔ２４ 细胞的存活曲线

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＥＲＧ１ 蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ４ 　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＥＲＧ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

表 ４　 葫芦素 Ｂ 对 Ｔ２４ 细胞中 ＨＥＲＧ１ 表达的影响 （ｘ±ｓ，
ｎ＝１２）

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｕ Ｂ ｏｎ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ＨＥＲＧ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
（ｘ±ｓ， ｎ＝１２）
组别 ＨＥＲＧ１ ＨＥＲＧ１

对照组 １􀆰 ０２±０􀆰 ０９ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０８
葫芦素 Ｂ ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０􀆰 ８１±０􀆰 ０８∗ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０６∗

葫芦素 Ｂ １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０􀆰 ５９±０􀆰 ０５∗＃ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０４∗＃

葫芦素 Ｂ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０􀆰 ３３±０􀆰 ０３∗＃▲ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０３∗＃▲

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与葫芦素 Ｂ ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与葫芦素 Ｂ １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４　 抑制 ＨＥＲＧ１ 表达对 Ｔ２４ 细胞增殖和迁移侵

袭的影响　 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较， ｓｉ⁃ＨＥＲＧ１ 组 Ｔ２４ 细

胞抑 制 率 增 加， 迁 移、 侵 袭 细 胞 数 减 少，
ＨＥＲＧ１、 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ＭＭＰ⁃２、 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达降

低， ｐ２１ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 见 图 ５ ～
６、 表 ５ ～ ６。

图 ５　 抑制 ＨＥＲＧ１ 表达对 Ｔ２４ 细胞迁移侵袭的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＨＥＲＧ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ

表 ５　 抑制 ＨＥＲＧ１ 表达对 Ｔ２４ 细胞增殖和迁移侵袭的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＨＥＲＧ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 抑制率 ／ ％ 迁移细胞数 ／ 个 侵袭细胞数 ／ 个

ｓｉ⁃ＮＣ ５􀆰 １４±０􀆰 ５６ １０２􀆰 ９７±９􀆰 ５４ ９１􀆰 ４７±９􀆰 ３２
ｓｉ⁃ＨＥＲＧ１ ３８􀆰 ４９±３􀆰 ５７∗ ５６􀆰 ８９±５􀆰 ３７∗ ４７􀆰 ２５±４􀆰 ３８∗

　 　 注：与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ５　 抑制 ＨＥＲＧ１ 表达对 Ｔ２４ 细胞放射敏感性的

影响　 细胞克隆形成实验后， 通过单击多靶模型拟

合计算得出 （表 ７）， 在 Ｔ２４ 细胞中 ｓｉ⁃ＮＣ 组和 ｓｉ⁃
ＨＥＲＧ１ 组 的 Ｄ０ 值 分 别 是 ２􀆰 ６６９、 １􀆰 ４５６，

３５４１
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图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＥＲＧ１ 和增殖、 迁移侵袭相关蛋

白表达

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＥＲＧ１ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

表 ６　 抑制 ＨＥＲＧ１ 表达对 Ｔ２４ 细胞增殖、 迁移侵袭相关

蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ６ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＨＥＲＧ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＨＥＲＧ１ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｐ２１ ＭＭＰ⁃２ ＭＭＰ⁃９
ｓｉ⁃ＮＣ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０７ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０３ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０６ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０７
ｓｉ⁃ＨＥＲＧ１ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０４∗

　 　 注：与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

ｓｉ⁃ＨＥＲＧ１ 组的放射增敏比 （ＳＥＲ） 是 １􀆰 ８３３。 细胞

的存活拟合曲线 （图 ７） 显示， 在同一剂量照射

下， ｓｉ⁃ＨＥＲＧ１ 联合照射组的存活率明显小于单纯

照射 ｓｉ⁃ＮＣ 组， 细胞的存活曲线明显下移； 且随着

照射剂量的增加， 曲线下移的趋势呈现直线型。 抑

制 ＨＥＲＧ１ 表达对膀胱癌细胞具有辐射增敏作用。

注： 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 不同剂量照射后 Ｔ２４ 细胞的存活曲线

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

３􀆰 ６　 ＨＥＲＧ１ 过表达逆转了葫芦素 Ｂ 对 Ｔ２４ 细胞增

殖、 迁移侵袭和放射敏感性的作用 　 与葫芦素Ｂ＋
ｐｃＤＮＡ 组， 葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ 组膀胱癌细

胞抑制率降低， 迁移、 侵袭数量升高， ＨＥＲＧ１、
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ＭＭＰ⁃２、 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达升高， ｐ２１ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ８～９、 表 ８～９。
表 ７　 单击多靶模型参数

Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｃｌｉｃｋ ｏｎ ｍｕｌｔｉ⁃ｔａｒｇｅｔ ｍｏｄｅｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
组别 Ｄ０ ／ Ｇｙ Ｄｑ ／ Ｇｙ Ｎ ＳＦ２ ｋ ＳＥＲ
ｓｉ⁃ＮＣ ２􀆰 ６６９ １􀆰 ６３５ １􀆰 ８４５ ０􀆰 ６９３ ０􀆰 ３７５ －

ｓｉ⁃ＨＥＲＧ１ １􀆰 ４５６ ０􀆰 ４６３ １􀆰 ３７４ ０􀆰 ３３０ ０􀆰 ６８７ １􀆰 ８３３

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 ＨＥＲＧ１ 过表达逆转了葫芦素 Ｂ 对 Ｔ２４ 细胞迁移侵袭和放射敏感性的作用

Ｆｉｇ􀆰 ８　 ＨＥＲＧ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｕ Ｂ ｏｎ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

　 　 细胞克隆形成实验后， 通过单击多靶模型拟合

计算得出 （表 １０）， 在膀胱癌细胞中对照组、 葫芦

素 Ｂ 组、 葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ 组和葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ⁃

ＨＥＲＧ１ 组的 Ｄ０ 值分别是 ２􀆰 ６９０、 １􀆰 ４０９、 １􀆰 ２６０、
２􀆰 ０７２， 葫芦素 Ｂ 组、 葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ 组

的放射增敏比 （ ＳＥＲ） 分别是 １􀆰 ９０９、 ０􀆰 ６０８。 细

４５４１

２０２０ 年 ６ 月

第 ４２ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ６



　 　 　 　 　 表 ８　 ＨＥＲＧ１ 过表达逆转了葫芦素 Ｂ 对 Ｔ２４ 细胞增殖、 迁移侵袭的作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）
Ｔａｂ􀆰 ８　 ＨＥＲＧ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｕ Ｂ ｏｎ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ（ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

组别 抑制率 ／ ％ 迁移细胞数 ／ 个 侵袭细胞数 ／ 个
对照组 ０ １０８􀆰 ４６±１０􀆰 ３２ ９２􀆰 ４３±８􀆰 ３９
葫芦素 Ｂ 组 ４１􀆰 ５９±４􀆰 ２１∗ ５１􀆰 ６９±５􀆰 ３６∗ ４１􀆰 ３７±４􀆰 ５２∗

葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ ４３􀆰 ６７±４􀆰 ０５ ４７􀆰 ９８±５􀆰 １７ ３８􀆰 ６９±４􀆰 １１
葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ １５􀆰 ９８±１􀆰 ６４＃ ８２􀆰 ６４±７􀆰 ２２＃ ７１􀆰 ３５±７􀆰 ２４＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＥＲＧ１ 和增殖、 迁移侵袭相

关蛋白的表达

Ｆｉｇ􀆰 ９ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＥＲＧ１ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

胞的存活拟合曲线 （图 ８Ｂ） 显示， 在同一剂量照

射下， 葫芦素 Ｂ 联合照射组的存活率明显小于单

纯照射对照组， 细胞的存活曲线明显下移； 而葫芦

素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ 照射组的存活率大于葫芦素

Ｂ＋ｐｃＤＮＡ 照射组。 ＨＥＲＧ１ 过表达逆转了葫芦素 Ｂ
对膀胱癌细胞增殖、 迁移和侵袭的抑制及放射增敏

的作用。
４　 讨论

膀胱癌是威胁人类健康的恶性肿瘤之一， 其术

后复发率和病死率高， 严重影响患者的生活质

量［１２］。 葫芦素 Ｂ 是从中草药中提取的一种化合物，
具有抗肿瘤活性作用［１３］。 葫芦素 Ｂ 通过调节

ｓｅｓｔｒｉｎ⁃３ 可抑制肺癌细胞增殖， 诱导细胞凋亡［１４］。
葫芦素 Ｂ 能明显抑制食管鳞癌 ＥＣ１０９ 细胞的增殖

和迁移， 与射线联合使用时能诱导细胞凋亡， 引起

Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞阻滞， 且随药物浓度增加放射敏感性

增强， 具有放射增敏效应［１５］。 葫芦素 Ｂ 还可诱导

　 　 　 　 　
表 ９　 ＨＥＲＧ１ 过表达逆转了葫芦素 Ｂ 对 Ｔ２４ 细胞增殖、 迁移侵袭相关蛋白表达的作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）

Ｔａｂ􀆰 ９　 ＨＥＲＧ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｕ Ｂ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）

组别 ＨＥＲＧ１ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｐ２１ ＭＭＰ⁃２ ＭＭＰ⁃９
对照组 ０􀆰 ８３±０􀆰 ０８ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０２ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０６ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０７
葫芦素 Ｂ 组 ０􀆰 ２７±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０３∗

葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０２ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０３ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０５ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０３ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０３
葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０５＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 １０　 单击多靶模型参数

Ｔａｂ􀆰 １０　 Ｃｌｉｃｋ ｍｕｌｔｉ⁃ｔａｒｇｅｔ ｍｏｄｅｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
组别 Ｄ０ ／ Ｇｙ Ｄｑ ／ Ｇｙ Ｎ ＳＦ２ ｋ ＳＥＲ

对照组 ２􀆰 ６９０ １􀆰 ７０４ １􀆰 ８８４ ０􀆰 ７０３ ０􀆰 ３７２ －
葫芦素 Ｂ 组 １􀆰 ４０９ ０􀆰 ４６６ １􀆰 ３９２ ０􀆰 ３２０ ０􀆰 ７１０ １􀆰 ９０９
葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ １􀆰 ２６０ ０􀆰 ４５６ １􀆰 ４３６ ０􀆰 ２８０ ０􀆰 ７９４ －
葫芦素 Ｂ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ ２􀆰 ０７２ １􀆰 ３６１ １􀆰 ９２９ ０􀆰 ６０３ ０􀆰 ４８３ ０􀆰 ６０８

人卵巢癌紫杉醇耐药细胞 Ａ２７８０ ／ Ｔａｘｏｌ 的凋亡［１６］。
本实验通过用不同浓度葫芦素 Ｂ 处理膀胱癌细胞，
检测葫芦素 Ｂ 对膀胱癌细胞增殖、 迁移、 侵袭的

影响， 结果显示， 紫杉醇和不同浓度葫芦素 Ｂ 处

理的膀胱癌细胞， 细胞增殖抑制率显著升高， 细胞

迁移和侵袭数量显著降低， 且 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ＭＭＰ⁃２
和 ＭＭＰ⁃９ 表达显著降低， ｐ２１ 表达显著升高。 说

明紫杉醇和葫芦素 Ｂ 均能抑制膀胱癌细胞的增殖、
迁移和侵袭， 且葫芦素 Ｂ 对膀胱癌的抑制作用呈

浓度依赖性。 而且本研究结果还发现， 随着照射剂

５５４１

２０２０ 年 ６ 月

第 ４２ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ６



量和葫芦素 Ｂ 浓度的增加， 细胞存活曲线下移，
放射增敏比升高。 说明葫芦素 Ｂ 对膀胱癌细胞具

有辐射增敏作用， 增强了膀胱癌 Ｔ２４ 细胞的放射敏

感性。
有研究发现 ＨＥＲＧ１ 在大肠癌中高表达， 可作

为其诊断和治疗的生物学标志物和治疗靶点［１７］。
ＨＥＲＧ１ 在口腔鳞状细胞癌和乳腺癌的上调表达，
与其预后相关［１８⁃１９］。 ＨＥＲＧ１ 在结肠癌中高表达，
敲低可以抑制细胞增殖， 与利鲁唑可降低结直肠癌

细胞顺铂耐药的能力［２０］。 本研究发现， 抑 制

ＨＥＲＧ１ 表达， 细胞增殖抑制率显著升高， 细胞迁

移和侵袭数量显著降低， 且 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ＭＭＰ⁃２、
ＭＭＰ⁃９ 表达显著降低， ｐ２１ 表达显著升高。 说明抑

制 ＨＥＲＧ１ 表达可抑制膀胱癌细胞的增殖、 迁移和

侵袭。 本实验还发现抑制 ＨＥＲＧ１ 表达可增强膀胱

癌细胞的放射敏感性。 ＨＥＲＧ 与葫芦素 Ｂ 的相互影

响还未见相关报道， 本实验结果显示在葫芦素 Ｂ
处理的膀胱癌细胞中 ＨＥＲＧ１ 低表达； 过表达

ＨＥＲＧ１ 逆转了葫芦素 Ｂ 对膀胱癌 Ｔ２４ 细胞增殖、
迁移和侵袭抑制和放疗增敏的作用。 提示葫芦素 Ｂ
可能通过调控 ＨＥＲＧ１ 的表达影响膀胱癌细胞的增

殖、 迁移、 侵袭和放射敏感性。
综上所述， 葫芦素 Ｂ 具有抑制膀胱癌 Ｔ２４ 细

胞增殖、 迁移和侵袭的作用， 还可提高细胞的放射

敏感性， 并且其作用机制可能与调控 ＨＥＲＧ１ 的表

达有关， 将可为膀胱癌的预防和治疗提供新思路。
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