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摘要： 目的　 基于 ＲＡＳ ／ ＡＫＴ ／ ＥＲＫ 信号通路探讨延龄草总皂苷体内外抗结肠癌作用及机制。 方法　 建立移植瘤小鼠模

型， 延龄草总皂苷水溶液 （５、 １０、 １５ ｍｇ ／ ｋｇ） 灌胃给药， 通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法检测瘤体组织细胞基因表达， ＨＥ 染色法

测定组织病理学变化， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定瘤组织中 ＲＡＳ 蛋白的表达； 体外实验包括 ＭＴＴ 法检测延龄草总皂苷对其抑

制率的影响， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞中 ＲＡＳ 蛋白、 ＡＫＴ、 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白及其磷酸化蛋白的表达。 结果　 体内实验结果

表明对照组瘤重为 （３􀆰 １０１± ０􀆰 ３０１） ｇ、 延龄草总皂苷低剂量组为 （２􀆰 ３２５± ０􀆰 ２４１） ｇ、 延龄草总皂苷中剂量组为

（２􀆰 ０１９±０􀆰 ３０５） ｇ、 延龄草总皂苷高剂量组为 （１􀆰 ５１３±０􀆰 １７８） ｇ； 瘤体组织细胞 ＲＡＳ 基因表达呈现剂量依赖性降低；
ＨＥ 染色显示延龄草总皂苷 （１０、 １５ ｍｇ ／ ｋｇ） 可见大片肿瘤细胞坏死； 瘤组织 ＲＡＳ 蛋白表达呈现浓度依赖性降低。 细

胞毒性实验结果表明延龄草总皂苷可以有效抑制结肠癌 ＣＴ２６ 细胞增殖； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示延龄草总皂苷能够

下调结肠癌 ＣＴ２６ 细胞中 ＲＡＳ 蛋白以及磷酸化 ＡＫＴ、 磷酸化 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白的表达。 结论　 延龄草总皂苷可以在体内外

产生抗结肠癌作用， 其机制可能与干扰 ＲＡＳ ／ ＡＫＴ ／ ＥＲＫ 信号通路相关。
关键词： 延龄草总皂苷； 结肠癌； ＲＡＳ ／ ＡＫＴ ／ ＥＲＫ 信号通路
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　 　 结肠癌是消化系统中最为常见的恶性肿瘤之一［１］ ， 严

重威胁人类健康。 化疗仍是治疗结肠癌的主要手段， 但化

疗药物严重的不良反应等问题使其临床应用受到很大的限

制。 因此寻找能高效杀伤肿瘤细胞同时毒副作用小的药物，
是当今抗肿瘤新药研发的热点。

延龄草 Ｔｒｉｌｌｉｕｍ ｔｓｃｈｏｎｏｓｋｉｉ Ｍａｘｉｍ． 是土家族四大名药之

一， 别名 “头顶一颗珠、 芋儿七”。 其味甘性温， 有消痛

去肿、 止血解毒、 安神活血等功效， 主治肺痈疮肿、 疔疮

肿毒、 头痛眩晕、 神经衰弱等疾病， 因其果实呈圆球形生

长在上部故得名 “天珠”。 而其根茎下方生多数细根， 加

工成药材时常将其编扎在根茎之外方， 形成球状， 又因其

生长在地下， 又称 “地珠” ［２］ 。 延龄草总皂苷是其主要的

化学成分［３］ 。 研究表明， 延龄草总皂苷 （ Ｔｒｉｌｌｉｕｍ Ｔｏｔａｌ
Ｓａｐｏｎｉｎｓ， ＴＴＢ） 对结肠癌、 肺癌、 宫颈癌等均有显著抑制
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作用［４］ 。 ＲＡＳ 是目前所知最保守的癌基因之一， 参与细胞

生长、 增殖、 发育及分化调控等重要生理过程， 也在细胞

恶性转化中起重要作用。 ＲＡＳ 蛋白的持续活化可引起细胞

快速增殖和抗凋亡信号亢进， 由此导致肿瘤的发生和发展。
Ｈａｎｓ Ｒａｓｋｏｖ 等［５⁃６］研究发现， 结肠癌的发生与 Ｋ⁃ｒａｓ、 ＡＰＣ
和 Ｐ５３ 基因突变高度相关。 目前， 已有许多研究证实延龄

草总皂苷可以显著抑制结肠癌细胞增殖［７］ ， 诱导结肠癌细

胞凋亡［８］ ， 抑制结肠癌细胞转移［９］ ， 但其可能的分子机制

尚未阐明。 因此， 本课题组观察了延龄草总皂苷对裸鼠皮

下肿瘤的抑制作用以及其对结肠癌 ＣＴ２６ 细胞增殖的抑制

作用， 探讨其可能发生的作用机制， 以期为结肠癌的临床

治疗提供基础理论支撑。
１　 材料

１􀆰 １　 药材　 本实验所用中药延龄草地珠采摘于神农架林

区， 经三峡大学生物技术研究中心陈发菊教授鉴定为延龄

草地珠 Ｔｒｉｌｌｉｕｍ ｔｓｃｈｏｎｏｓｋｉｉ Ｍａｘｉｍ．， 植物标本保存于三峡大

学天 然 产 物 研 究 与 利 用 湖 北 省 重 点 实 验 室 （ 编 号

ＴＴ２００５０９ＳＮＪ）。
１􀆰 ２　 试剂　 甲醇购自天津市天力化学试剂有限公司 （批号

２０１８０７０８）； 乙醇购自上海沪试化学试剂有限公司 （批号

２０１９０１２３）； 石油醚购自天津市科密欧化学试剂有限公司

（批号 ２０１６１２０７）； 乙酸乙酯购自广东西陇科学股份有限公

司 （批号 １６０８０５）； 正丁醇购自广东华大化学试剂有限公

司 （批号 ２０１３０８１０）； ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基购自武汉普诺赛

生命科技有限公司 （批号 ＷＨＯ１１１１８０３ＳＰ）； 胰蛋白酶购

自杭州吉诺生物有限公司 （批号 ２０１８０８０６）； 胎牛血清

（批号 １８５６０３２ ） 购 自 美 国 ｇｉｂｃｏ 公 司； 二 甲 基 亚 砜

（Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ， ＤＭＳＯ） 购自国药集团化学试剂有限公

司 （批号 ２０１６０７０４）； ＭＴＴ 试剂购自武汉塞维尔生物科技

有限公司 （批号 １８０９０９）； ＢＣＡ 试剂盒 （批号 ＲＣ２３０５１６）
购自 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司； β⁃ａｃｔｉｎ 抗 体 （ 批 号

１８１１０９） 购自武汉塞维尔生物科技有限公司； ＲＡＳ 抗体

（批号 ５）、 Ａｋｔ 抗体 （批号 ２０）、 ｐ⁃Ａｋｔ 抗体 （批号 ２３）、
ＥＲＫ１ ／ ２ 抗体 （批号 ２１）、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 抗体 （批号 １７） 均购

自美国 ＣＳＴ 公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＥＹＥＬＡＮ⁃１１００ 型旋转蒸发仪购自上海爱郎仪

器有限公司； 电子天平购自上海天平仪器厂； 全波长酶标

仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｅｌｅｃｔｒｏｎ 公司； ＭＣＤ１７５ 型 ＣＯ２ 培养箱

购自日本 Ｓａｎｙｏ 公司； Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８０４Ｒ 型低温高

速离心机购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司； 超净台购自苏州安泰空

气技术有限公司； 微型瞬时离心机、 免疫印迹仪， 凝胶成

像仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
１􀆰 ４　 瘤株　 小鼠 ＣＴ２６ 细胞购自上海柯雷生物技术有限

公司。
１􀆰 ５　 动物　 ＢＡＬＢ ／ ｃ⁃ｎｕ 雌性鼠与雄性鼠各 ２０ 只， ＳＰＦ 级，
体质量 １８～ ２０ ｇ， 由湖北省实验动物研究中心供应， 由三

峡大学动物实验中心饲养， 实验动物使用许可证编号为

ＳＹＸＫ （鄂） ２０１１⁃００６１。

２　 方法

２􀆰 １　 延龄草总皂苷制备　 取延龄草地珠于 ４８ ℃恒温干燥，
粉碎后过 ６０ 目筛， 得到 ６􀆰 ４ ｋｇ 原药材粉末。 以甲醇为溶

剂， 利用多功能强制渗漉罐 （常压， ６５ ℃） 提取， 每２ ｈ
提取 １ 次， 反复 ３ 次。 提取液过滤后用旋转蒸发仪减压浓

缩 （温度 ４８ ℃）， 干燥得深棕色醇提物浸膏共 ２􀆰 ４ ｋｇ。 甲

醇提取浸膏和蒸馏水以 １ ∶ １ 比例充分混匀， 依次用石油

醚、 乙酸乙酯和正丁醇萃取， 萃取液减压浓缩 （０􀆰 １ ｍＰａ，
５０ ℃）， 真空冷冻干燥得各个萃取物。 其中正丁醇萃取部

分浸膏 ７２３ ｇ， 为延龄草总皂苷。 经比色法测定延龄草中总

皂苷的含有量为 １９􀆰 ７８％ 。
２􀆰 ２　 建立移植瘤小鼠模型　 ＢＡＬＢ ／ ｃ⁃ｎｕ 鼠在三峡大学动物

实验中心适应性饲养一周后开始实验 （体质量 １８ ～ ２０ ｇ）。
取对数生长期结肠癌 ＣＴ２６ 细胞， 台盼蓝拒染显示活细胞＞
９５％ ， 调整细胞浓度至 ４×１０６ ／ Ｌ， 制成细胞悬液， 于右腋

皮下接种 ０􀆰 ２ ｍＬ 形成实体瘤。 待肿瘤大小约为 １００ ｍｍ３ 后

将荷瘤小鼠随机分为对照组、 ５⁃ＦＵ 组及高、中、低浓度组，
每组 ８ 只。 模型组给予生理盐水灌胃（０􀆰 ２ ｍＬ），低、中、高
剂量组分别用延龄草总皂苷水溶液（５、１０、１５ ｍｇ ／ ｋｇ）灌胃。
每天给药 １ 次， 共 ９ ｄ。
２􀆰 ３　 肿瘤抑制率的计算　 每 ２ 天测量 １ 次体质量， 观察给

药组和对照组荷瘤小鼠体征和体质量变化情况， 并绘制出

体质量变化图。 给药第 ９ 天， 处死荷瘤小鼠， 剥取瘤组织

并称取质量， 计算肿瘤抑制率。 抑瘤率＝ ［ （对照组平均瘤

重－给药组平均瘤重） ／对照组平均瘤重］ ×１００％ 。
２􀆰 ４　 病理切片 ＨＥ 染色　 荷瘤小鼠称定质量处死后， 剥离

瘤体组织， 剪取 １ ｃｍ×１ ｃｍ 组织固定于 １０％ 甲醛溶液中，
常规石蜡包埋切片， 苏木精⁃伊红染色法 （ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ， ＨＥ） 染色， 镜下观察肿瘤组织病理学变化。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测瘤体组织细胞 ＲＡＳ 基因表达 　 称取

１５０ ｍｇ瘤组织置于干燥的玻璃匀浆器内， 加 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ，
充分研磨， 提取 ＲＮＡ， 利用反转录试剂盒将其反转为

ｃＤＮＡ， 然后 ＲＴ⁃ＰＣＲ 的方法检测 ＲＡＳ 基因的表达。 采用

２－△△ＣＴ法分析实验组和对照组细胞之间 ＲＡＳ ｍＲＮＡ 表达的

相对差异。 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因名称 序列

ＲＡＳ 正向 ５′⁃ＡＴＧＡＣＴＧＡＧＴＡＴＡＡＡＣＴＴＧＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＣＡＣＡＴＡＡＣＴＧＴＡＣＡＣＣＴＴＧ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＴＧＴＴＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＴＴＣＡＣＧＧＴ⁃３′

２􀆰 ６　 ＭＴＴ 法检测延龄草总皂苷对 ＣＴ２６ 体外增殖抑制作

用　 将处于对数生长期的结肠癌 ＣＴ２６ 细胞以 ５×１０４ ／ ｍＬ 接

种于 ９６ 孔板内， 每孔 １００ μＬ， 置于 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃恒温培

养箱中培养 ２４ ｈ。 分别加入含有不同浓度的延龄草总皂苷

（０、 ３􀆰 １２５、 ６􀆰 ２５、 １２􀆰 ５、 ２５、 ５０ μｇ ／ ｍＬ） 的培养液 １００ μＬ，
溶剂对照组仅加入含有 ０􀆰 ０５４％ ＤＭＳＯ 的培养液， 每孔设

置 ３ 个平行复孔， 细胞继续培养 ２４ ｈ。 然后取出培养板，
９８１２
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每孔加入 ５ ｇ ／ Ｌ 的 ＭＴＴ 溶液 ２０ μＬ， 继续孵育 ４ ｈ 后， 弃去

留存的孵育液， 每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ 置摇床低俗振荡

１０ ｍｉｎ使得结晶充分溶解， 酶标仪上检测各孔 ４９０ ｎｍ 处吸

光度值 （ＯＤ）。 计算细胞增殖率＝ ［ （ＯＤ给药组－ＯＤ对照组） ／
ＯＤ对照组］ ×１００％ 。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定结肠癌细胞中 ＲＡＳ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、
ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达以及瘤体组织细胞 ＲＡＳ 蛋白的

表达 　 收集对照组和延龄草总皂苷处理各组结肠癌 ＣＴ２６
细胞， 用细胞刮收集后加入 ＲＩＰＡ 细胞裂解液提取总蛋白，
用 ＢＣＡ 试剂盒进行蛋白定量。 蛋白变性后进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳， 转膜。 聚偏二氟乙烯膜 （ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，
ＰＶＤＦ） 膜用 ５％ 脱脂牛奶室温封闭 １ ｈ， 分别加兔抗 ＲＡＳ
（１ ∶ １ ０００）、 Ａｋｔ （ １ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃Ａｋｔ （ １ ∶ １ ０００）、
ＥＲＫ１ ／ ２ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ （１ ∶ １ ０００） 及兔抗 β⁃
ａｃｔｉｎ （１ ∶ １ ０００） 一抗 ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜后加对应

ＨＲＰ 标记二抗， 室温孵育 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜后， 进行化学发

光。 瘤体组织细胞的处理与之类似， 取 ０􀆰 １ ｇ 瘤组织放入

玻璃匀浆器， 加入 １ ｍＬ ＲＩＰＡ 裂解液， 冰上充分研磨， 提

取蛋白， 用相同的方法检测其中 ＲＡＳ 蛋白的表达。
２􀆰 ８　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件进行数据统

计， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行灰度分析。 定量数据以

（ｘ±ｓ） 表示， ｎ 为样本数量， 两组间计量资料的比较采用

独立样本 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 肿瘤抑制率 　 如表 ２ 所示， ５⁃ＦＵ 组肿瘤抑制率最高

为 ６５􀆰 １５％ ， 延龄草总皂苷高、 中、 低浓度组也都表现出较

好的抑制率， 分别为 ５１􀆰 ２２％ 、 ３４􀆰 ８８％ 和 ２５􀆰 ０２％ ， 呈一定

的浓度依赖趋势。 此结果说明延龄草总皂苷对小鼠体内肿

瘤的生长有抑制效果。
表 ２　 延龄草总皂苷对小鼠瘤重的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别
剂量 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
瘤重 ／ ｇ 抑瘤率 ／ ％

对照组 － ３􀆰 １０１±０􀆰 ３０１ －
５⁃ＦＵ １０ １􀆰 ０８１±０􀆰 １１８∗∗ ６５􀆰 １５
延龄草总皂苷低浓度组 ５ ２􀆰 ３２５±０􀆰 ２４１∗∗ ２５􀆰 ０２
延龄草总皂苷中浓度组 １０ ２􀆰 ０１９±０􀆰 ３０５∗∗ ３４􀆰 ８８
延龄草总皂苷高浓度组 １５ １􀆰 ５１３±０􀆰 １７８∗∗ ５１􀆰 ２２

　 　 注：与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 延龄草总皂苷对 ＲＡＳ 基因表达的影响　 如图 ２ 所示，
与对照组相比， 延龄草总皂苷的低、 中、 高浓度组均能降

低 ＲＡＳ 基因的表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 呈浓度依赖性。
因此推测延龄草总皂苷抑制肿瘤的生长与抑制 ＲＡＳ 基因表

达或者其下游通道基因相关联。
３􀆰 ３　 延龄草总苷作用肿瘤组织及脾组织 ＨＥ 染色结果　 与

对照组相比， 延龄草总皂苷的低、 中、 高浓度组均可见肿

瘤细胞坏死， 尤其以中高浓度组明显， 其中可见大片肿瘤

细胞坏死。 由此说明延龄草总皂苷可促进结肠癌细胞的凋

亡 （图 ３）。 结果显示多数细胞核显深色， 且胞质致密、 嗜

酸性染色 （伊红染色） 增强， 呈凋亡状态。 同时， 为了观

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 延龄草总皂苷对 ＲＡＳ 基因表达的影响 （ｎ＝８）

察延龄草总皂苷对小鼠是否有器质性的影响， 对荷瘤鼠的

脾脏进行切片。 如图 ４ 所示， 与对照组相比， 各组脾脏切

片均未见明显病变， 无明显差异， 说明延龄草总皂苷对正

常组织的毒副作用小。

图 ３　 延龄草总苷作用后肿瘤组织 ＨＥ 染色 （×４０）

图 ４　 延龄草总苷作用后脾脏组织 ＨＥ 染色 （×４０）
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３􀆰 ４　 延龄草总皂苷降低体内 ＲＡＳ 蛋白的表达 　 如图 ５ 所

示， 与对照组相比， 延龄草总皂苷的低、 中、 高浓度组均

能降低 ＲＡＳ 蛋白的表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而且呈剂量依赖性。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 延龄草总苷对肿瘤组织 ＲＡＳ 蛋白表达的影响 （ｎ＝８）

３􀆰 ５　 延龄草总皂苷抑制结肠癌 ＣＴ２６ 细胞增殖 　 延龄草总

皂苷处理体外培养 ＣＴ２６ 细胞 ２４ ｈ 后， ＭＴＴ 法分析药物对

细胞增殖能力的影响， 图 ６ 显示延龄草总皂苷对 ＣＴ２６ 细胞

增殖具有抑制作用， 抑制效果随总皂苷浓度的增加而增强。
在处理 ２４ ｈ 条件下， 延龄草总皂苷作用于 ＣＴ２６ 细胞的 ＩＣ５０

为 （１０􀆰 ２３±１􀆰 ０２） μｇ ／ ｍＬ。 依据上述结果， 后续实验使用

终质量浓度分别为 ５、 １０ μｇ ／ ｍＬ 延龄草总皂苷处理的细胞

作为实验组， 以 ０ μｇ ／ ｍＬ 处理的细胞作为对照组。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 延龄草总皂苷对结肠癌 ＣＴ２６ 细胞的增殖抑制

作用 （ｎ＝３）

３􀆰 ６　 延龄草总皂苷降低结肠癌 ＣＴ２６ 细胞 ＲＡＳ 相关蛋白的

表达　 进一步分析延龄草总皂苷对于结肠癌 ＣＴ２６ 细胞中

ＲＡＳ ／ ＡＫＴ ／ ＥＲＫ 信号通路的影响。 结果发现延龄草总皂苷

的高浓度组 （１０ μｇ ／ ｍＬ）、 低浓度组 （５ μｇ ／ ｍＬ） 均能呈浓

度依赖性降低 ＲＡＳ 蛋白以及 ＡＫＴ、 ＥＲＫ１ ／ ２ 及其磷酸化蛋

白的表达。 由此推测延龄草总皂苷抑制肿瘤生长与抑制

ＲＡＳ ／ ＡＫＴ ／ ＥＲＫ 信号通路有关。
４　 讨论

ＲＡＳ 基因在许多肿瘤的发生发展过程中产生重要的作

用， 参与细胞生长、 增殖、 发育、 分化以及恶性调控等重

要的生理过程， 同时 ＲＡＳ 蛋白也是表皮生长因子受体信号

通路中的重要成员。 表皮生长因子受体 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＧＦＲ） 参与的细胞信号传导通路在结直肠

癌原发灶形成中扮演着重要角色， 其主要通过丝裂原活化

蛋白激酶 （ ＲＡＳ⁃ＲＡＦ⁃ＥＲＫ） 和磷脂酞肌醇激酶 （ ＰＩ３Ｋ⁃
ＰＴＥＮ⁃ＡＫＴ） 两条途径， 将细胞外信号转导至细胞内细胞

核， 从而引起核内基因转录水平的增加， 进而调控细胞的

增殖、 分化、 转化和凋亡等重要的生理过程［１０］ 。 目前也有

许多针对 ＲＡＳ ／ ＲＡＦ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 这一信号通路的靶向药物出

现［１１］ ， Ｊｅｏｎｇ 等［１２］ 提出了通过降低蛋白质活性从而干预

ＲＡＳ⁃ＥＲＫ 信号通路抗结肠癌治疗的一系列新策略。 因此阐

明延龄草总皂苷是否通过干扰 Ｒａｓ 信号通路发挥其抗结肠

癌效果成为本研究的重要内容。
在本研究中， 体外细胞实验表明延龄草总皂苷对于体

外培养的结肠癌 ＣＴ２６ 细胞的增殖具有抑制作用， 其 ２４ ｈ
时 ＩＣ５０值为 （１０􀆰 ２３±１􀆰 ０２） μｇ ／ ｍＬ， 表明其可能是抗结肠

癌的有效成分。 体内实验表明延龄草总皂苷有效抑制了裸

鼠皮下肿瘤的生长， 延龄草总皂苷高、 中、 低三个浓度也

都表现 出 较 好 的 抑 制 率， 分 别 为 ５１􀆰 ２２％ 、 ３４􀆰 ８８％ 和

２５􀆰 ０２％ ， 呈一定的浓度依赖趋势 （见表 １）。 此结果说明延

龄草总皂苷体内对肿瘤的生长有抑制效果， 与体外细胞实

验符合。
结肠癌的发生与 ＲＡＳ 蛋白的持续活化有关， 体内实验

瘤组织蛋白水平的结果进一步验证其剂量依赖性作用 （见
结果 ２）， 而延龄草总皂苷的高、 中、 低 ３ 个剂量组在

ｍＲＮＡ 水平上均能显著降低 ＲＡＳ 基因的表达， 而且呈剂量

依赖性。 因此推测延龄草总皂苷抑制肿瘤的生长与抑制

ＲＡＳ 基因表达或者其下游通道有关联。 随后在体外实验中

使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞中 ＲＡＳ、 ＡＫＴ、 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白

及其磷酸化蛋白的表达水平进一步证实其作用机制， 发现

ＲＡＳ 蛋白、 磷酸化 ＡＫＴ 蛋白、 磷酸化 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白同时呈

现浓度依赖性降低趋势。 说明延龄草总皂苷在 ＲＡＳ 信号通

路的活化过程中下调 ＲＡＳ 信号通路下游分子的表达。 ＨＥ
染色结果同时也提示体内中高剂量组延龄草总皂苷可以促

进结肠癌细胞的凋亡。
综上所述， 延龄草总皂苷在体内外均具有抗结肠癌药
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 延龄草总皂苷对结肠癌 ＣＴ２６ 细胞蛋白表达的影响 （ｎ＝３）

理活性， 其机制可能是通过 ＲＡＳ ／ ＡＫＴ ／ ＥＲＫ 信号通路干扰

其下游蛋白的表达， 至于其具体的作用靶点还有待进一步

研究。 本研究有望为抗结肠癌药物开发提供一个新的思路。
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