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摘要： 目的　 研究去氧地胆草素对肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖、 迁移及糖酵解的影响。 方法　 用不同剂量去氧地胆草素分

别处理 ＨｅｐＧ２ 细胞， ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖情况， 划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验检测细胞迁移情况， 试剂盒检测细胞葡

萄糖摄取、 乳酸生成水平及关键酶 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 活性， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测关键酶 ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检

测关键酶及相关信号通路的蛋白表达。 结果　 去氧地胆草素浓度为 ５、 ２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 分别在 ２４、 ４８ ｈ 抑制 ＨｅｐＧ２ 细

胞增殖和迁移 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时能抑制细胞迁移， ５～２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时对细胞葡萄糖的摄取减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， １０～
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时减少乳酸生成 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ５～２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时降低糖酵解关键酶 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 活性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ５～
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时抑制关键酶 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ ｍＲＮＡ 及蛋白表达， 同时也抑制了 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ ／ ＨＩＦ⁃１α 信号通路的

活化。 结论　 去氧地胆草素能够抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖和迁移， 降低 ＨｅｐＧ２ 细胞的糖酵解水平， 可能与抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／
ｍＴＯＲ ／ ＨＩＦ⁃１α 信号通路活化有关。
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　 　 能量代谢重编程是肿瘤细胞基本特征之一， 其中糖酵

解是肿瘤细胞重要的能量来源方式， 无论在有氧或无氧条

件下， 肿瘤细胞都偏好于采用糖酵解途径作为主要产能方

式， 此现象被称为 “Ｗａｒｂｕｒｇ 效应” ［１］ 。 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应在大

多数恶性肿瘤细胞中广泛存在， 一方面， 糖酵解为许多生

物合成途径 （如磷酸戊糖途径以及氨基酸、 脂质等大分子

物质的合成） 提供前体物质， 满足肿瘤细胞快速增殖过程

对能量的需求； 另一方面， 糖酵解终产物乳酸生成导致胞

外低 ｐＨ、 低氧的肿瘤微环境， 更利于肿瘤细胞适应生存。
因此， 通过靶向肿瘤能量代谢重编程抑制肿瘤的增殖成为

近年来肿瘤研究领域的热点［２］ 。
去氧地胆草素又称去氧苦地胆苦素， 来源于菊科植物

地胆草全草中的一种倍半萜内酯， 具有抗炎保肝、 抗菌、
抗病毒等作用［３］ 。 有研究表明去氧地胆草素能抑制肿瘤细

胞增殖和迁移、 诱导肿瘤细胞凋亡、 增强肿瘤细胞对化疗

药物敏感性等［４］ 。 近来有研究证实去氧地胆草素可抑制

ＮＦ⁃κＢ 和线粒体功能障碍诱导肝癌细胞凋亡［５］ ， 但去氧地

胆草素对肝癌细胞的能量代谢作用尚未有报道， 且对肝癌

细胞糖酵解的作用有待研究。 因此本研究拟通过人肝癌

ＨｅｐＧ２ 细胞考察去氧地胆草素对肝癌细胞增殖、 迁移、 糖

酵解及相关蛋白的作用， 初步探讨其作用机制， 为去氧地

胆草素应用临床肿瘤防治提供实验参考。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞， 购自武汉普诺赛生命科

技有限公司。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 去氧地胆草素 （纯度 ９８％ ， 批号 Ｑ０８３，
成都瑞芬思生物科技有限公司）。 细胞活力 ＣＣＫ⁃８ 检测试

剂盒 （货号 Ｃ００３８）、 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒、 ＥＣＬ 化学

发光试剂 （上海碧云天生物技术有限公司）； 葡萄糖检测

试剂盒、 乳酸测定试剂盒 （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， 货号

ＧＡＨＫ２０、 ＭＡＫ０６４）； 己糖激酶 （ＨＫ２） 活力测试盒、 果

糖⁃６⁃磷 酸 激 酶 （ ＰＦＫ１ ） 活 力 测 试 盒、 丙 酮 酸 激 酶

（ＰＫＭ２） 活力测试盒 （南京建成生物工程研究所， 货号

Ｍ００５、 Ｈ２４４、 Ｍ００３）； ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 及其磷酸化抗体

（美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 货号 １３１０Ｓ、 ４６９１Ｓ、
２９８３Ｓ）； ＰＫＭ２、 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＨＩＦ⁃１α、 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗

体和 ＨＲＰ 标记的二抗 （美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司， 货号 ６０２６８、
２２０２９、 ５５０２８、 １２０４５、 ６６００９）； ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、
ｃＤＮＡ 合成试剂盒 （日本 ＴａＫａＲａ 公司， 货号 ＡＫ３６０１）； 引

物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养与药物配制 　 ＨｅｐＧ２ 细胞置于完全培养基
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（含 １０％ 胎牛血清、 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素

的 ＤＭＥＭ 培养基） 中， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 饱和湿度的培养

箱中培养， 每 ２～ ３ ｄ 传代 １ 次， 取对数生长期的细胞用于

实验。 去氧地胆草素用二甲基亚砜溶解后， 配制成 ０􀆰 ６２５、
１􀆰 ２５、 ２􀆰 ５、 ５、 １０、 ２０、 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 溶液用于实验。
２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒检测细胞存活率 　 取对数期 ＨｅｐＧ２ 细

胞接种于 ９６ 孔板中， 每孔 ５×１０３ 个细胞， 于 ３７ ℃培养箱

中培养至细胞单层融合度达 ７０％ 时， 加入不同浓度去氧地

胆草素 （０􀆰 ６２５、 １􀆰 ２５、 ２􀆰 ５、 ５、 １０、 ２０、 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
另设对照组 （有细胞， 但无药物干预）， 每组 ６ 个复孔，
分别在 ２４、 ４８ ｈ 按照 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒说明书检测细胞存活

率， 采用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 波长处的光密度 （ＯＤ） 值，
计算细胞存活率， 并据此计算药物对细胞的半数抑制浓度

（ＩＣ５０） 值。
２􀆰 ３　 划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验检测细胞迁移

２􀆰 ３􀆰 １　 划痕实验　 取对数期 ＨｅｐＧ２ 细胞接种于 ６ 孔板中，
待细胞呈单层汇合时， 随机分为对照组、 去氧地胆草素

（５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组， 每组 ３ 个复孔， 用 ２０ μＬ 无菌枪

头中间沿直线在孔底划线， ＰＢＳ 清洗粘附的细胞及碎片，
给予相应药物处理， 于 ３７ ℃培养箱中继续培养 ２４ ｈ， 分别

在镜下观察 ０、 ２４ ｈ 细胞迁移情况。 划痕修复率 ＝ ［ （０ ｈ
划痕宽度－２４ ｈ 划痕宽度） ／ ０ ｈ 划痕宽度］ ×１００％ 。
２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验 　 将对数期 ＨｅｐＧ２ 细胞用无血

清培养基制成悬液， 接种到孔径为 ８ μｍ 的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室

（２４ 孔）， 每孔 ５×１０４ 个细胞， 设对照组、 去氧地胆草素

（５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组， 每组 ３ 个复孔， 给予相应药物处

理， 下室加入 ６００ μＬ 含 １５％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液，
３７ ℃培养箱孵育 ２４ ｈ， 待细胞穿膜至 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的下层

后取出小室， 弃培养基， 棉签轻轻擦去上室细胞， ４％ 多聚

甲醛固定后用 ０􀆰 １％ 结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ， 显微镜下 （×１００）
随机选取 ５ 个视野拍照观察细胞迁移情况。
２􀆰 ４　 葡萄糖摄取量、 乳酸水平检测 　 将对数期 ＨｅｐＧ２ 细

胞按 “２􀆰 ３” 项下方法分组及给药， 培养 ２４ ｈ 后收集上清

液， 并以新鲜培养基作对照， 取 １０ μＬ 上清液加入 ９６ 孔板

中， 用葡萄糖或乳酸盐测定缓冲液将每孔的体积调节至 ５０
μＬ， 同时， 使用相同的方案制备标准曲线， 于 ３７ ℃避光

反应 ３０ ｍｉｎ 后， 分别于 ５０５、 ５３０ ｎｍ 波长处测定 ＯＤ 值，
参照标准曲线， 计算各组上清液中葡萄糖摄取量和乳酸水

平， 公式为葡萄糖摄取量＝新鲜培养基葡萄糖水平－样品中

的葡萄糖水平。
２􀆰 ５　 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 酶活性检测　 将对数期 ＨｅｐＧ２ 细

胞按 “２􀆰 ３” 项下方法分组及给药， 培养 ２４ ｈ 后， 按说明

书要求收集各组细胞， 加适量提取液超声后匀浆， ４ ℃、
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清， 按照相应试剂盒说明

书， 采用酶耦连比色法检测 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 酶活性。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ ｍＲＮＡ 表达　 将

对数期 ＨｅｐＧ２ 细胞按 “２􀆰 ３” 项下方法进行分组及给药，
培养 ２４ ｈ 后收集各组细胞， 使用细胞总 ＲＮＡ 提取试剂盒

提取总 ＲＮＡ， ｃＤＮＡ 合成试剂盒将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ。
采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒配制反应体系， 通过

ＱＴＯＷＥＲ３Ｇ 实时荧光定量 ＰＣＲ 系统检测基因转录水平。
引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

引物
序列（５′→３′）

正向 反向

ＨＫ２ ＧＡＡＴＧＧＧＡＡＧＴＧＧＧＧＴＧＧＡＧ ＧＡＧＧＡＧＧＡＴＧＣＴＣＴＣＧＴＣＣＡ
ＰＦＫ１ ＣＧＧＴＣＡＣＡＡＣＡＣＣＡＣＣＡＡ ＧＣＴＴＧＣＧＴＴＴＣＣＴＡＡＴＣＴＣＣＴ
ＰＫＭ２ ＧＧＧＣＣＡＴＡＡＴＣＧＴＣＣＴＣＡＣＣ ＴＴＧＣＡＣＡＧＣＡＣＡＧＧＧＡＡＧＡＴ
ＧＡＰＤＨ ＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴＡＧＡＣＡＡＧＡ ＧＡＡＧＧＣＡＧＣＣＣＴＧＧＴＡＡＣＣ

２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检 测 各 指 标 蛋 白 表 达 　 将对数期

ＨｅｐＧ２ 细胞按 “２􀆰 ３” 项下方法进行分组及给药， 培养 ２４
ｈ 后， 收集各组细胞， 加入适量 ＲＩＰＡ 细胞裂解液于冰上裂

解， 离心收集蛋白样品， 使用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度。
取适量蛋白样本电泳、 转膜后， 使用含 ５％ 脱脂奶粉的

ＴＢＳＴ 溶液封闭 ２ ｈ， 加一抗 ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗涤， 加

二抗室温孵育 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤， ＥＣＬ 试剂盒暗室显影， 凝

胶成像系统拍摄成像， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件对图像进行灰度值分析， 计算目的蛋白相对表达量。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 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　 去氧地胆草素对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖和迁移的影响 　 如

图 １Ａ 所示， 随着去氧地胆草素浓度增加， 细胞存活率呈下

降趋势， ２４、 ４８ ｈ 的 ＩＣ５０值分别为 ２０􀆰 ７１、 １８􀆰 ０９ μｍｏｌ ／ Ｌ； 与

对照组比较， ５、 ２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 去氧地胆草素分别作用 ２４、
４８ ｈ 后， 细胞存活率均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 如图 １Ｂ 所示，
１０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 去氧地胆草素作用 ２４ ｈ 后， 细胞迁移能力

受到抑制 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ２　 去氧地胆草素对 ＨｅｐＧ２ 细胞糖酵解的影响 　 如图 ２
所示， 与对照组比较， 各浓度去氧地胆草素组细胞葡萄糖

摄取水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 去氧地胆草素

组细胞乳酸生成水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 去氧地胆草素对 ＨｅｐＧ２ 细胞糖酵解关键酶活性的影

响　 如图 ３ 所示， 与对照组比较， 各浓度去氧地胆草素组

细胞糖酵解关键酶 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 活性均降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。
３􀆰 ４　 去氧地胆草素对 ＨｅｐＧ２ 细胞糖酵解关键酶 ｍＲＮＡ 和

蛋白表达的影响 　 如图 ４Ａ 所示， 与对照组比较， １０、 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 去氧地胆草素组细胞糖酵解关键酶 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、
ＰＫＭ２ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 如图 ４Ｂ 所示， 与对照

组比较， １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 去氧地胆草素组细胞糖酵解关键

酶 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ５　 去氧地胆草素对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ ／ ＨＩＦ⁃１α
信号通路的影响　 如图 ５ 所示， 与对照组比较， ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
去氧地胆草素组细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），

９０２
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 去氧地胆草素对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖 （Ａ） 和迁移 （Ｂ） 的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为各组细胞葡萄糖摄取量， Ｂ 为各组细胞乳酸水平。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 去氧地胆草素对 ＨｅｐＧ２ 细胞糖酵解的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

１０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 去氧地胆草素组细胞 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ＨＩＦ⁃
１α 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
４　 讨论

肿瘤细胞能量代谢重编程对于肿瘤的增殖与迁移转移

非常重要。 与正常细胞不同的是， 肿瘤细胞主要依靠糖酵

解获得能量， 这是因为糖酵解快速产生的 ＡＴＰ 更能满足肿

瘤细胞增殖和迁移对于能量的需求［６⁃７］ 。 靶向肿瘤能量代谢

干预肿瘤发生发展过程及临床诊疗等方面的研究已取得一

定进展， 如通过抑制糖酵解过程来阻遏肿瘤增殖与迁移等

恶性生物学行为， 为肿瘤治疗提供了新的策略［８⁃１１］ 。
ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 是糖酵解关键酶， 在多种肿瘤组

织中高表达， 并与肿瘤的恶性进展密切相关［１２］ 。 ＨＫ２、
ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 通过调控肿瘤细胞糖酵解进而对肿瘤细胞增

殖、 迁移以及凋亡等生物学行为发挥重要作用［１３］ 。 有研究

显示， 抑制 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 可以抑制肿瘤细胞增殖和

迁移、 诱导肿瘤细胞凋亡， 提示 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 有可

能是恶性肿瘤的治疗靶点［１２⁃１３］ 。
去氧地胆草素是来源于菊科植物地胆草中的一种倍半

萜内酯， 对包括宫颈癌、 肝癌、 乳腺癌和结直肠癌在内的

多种肿瘤细胞均有抑制作用［３，１４］ ， 其抗肿瘤活性越来越受

到关注［１５］ ， 但其对于肿瘤细胞能量代谢的作用未见有研

究。 本研究结果显示， 去氧地胆草素能够抑制肝癌 ＨｅｐＧ２
０１２
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 去氧地胆草素对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 酶活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 去氧地胆草素对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ ｍＲＮＡ （Ａ） 和蛋白 （Ｂ） 表达影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 去氧地胆草素对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ ／ ＨＩＦ⁃１α信号通路蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

细胞的增殖和迁移、 细胞葡萄糖摄取、 乳酸生成水平， 且

下调糖酵解关键酶 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 活性、 ｍＲＮＡ 及蛋

白表达， 表明去氧地胆草素对 ＨｅｐＧ２ 细胞的糖酵解过程也

有抑制作用。

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路是肿瘤细胞能量代谢最重要

的调控通路之一， 它的活化是介导肿瘤细胞 “Ｗａｒｂｕｒｇ 效

应” 发生的重要因素。 ＰＩ３Ｋ 磷酸化活化 Ａｋｔ， 激活的 Ａｋｔ
随即将信号传递给下游因子 ｍＴＯＲ， 从而影响肿瘤细胞增

１１２
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殖、 迁移和能量代谢等过程， ｍＴＯＲ 活化又增强转录因子

ＨＩＦ⁃１α 的翻译， 进而促进 ＨＫ２、 ＰＦＫ１、 ＰＫＭ２ 等多个糖酵

解酶的基因转录， 增强糖酵解水平， 抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ
信号转导通路则可降低糖酵解水平［１６⁃２０］ ， 由此可见，
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ ／ ＨＩＦ⁃１α 通路在肿瘤细胞的糖酵解代谢中

发挥重要作用。 本研究结果显示， 去氧地胆草素能够抑制

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号通路的蛋白磷酸化水平， 同时降低

ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达， 提示 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ ／ ＨＩＦ⁃１α 信号通路

很可能在去氧地胆草素对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖、 迁移及糖酵解

作用过程中发挥不可或缺作用， 其具体调控机制有待进一

步深入研究。
综上所述， 本研究首次从调控糖酵解角度考察了去氧

地胆草素对于 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖和迁移的作用， 并且发现去

氧地胆草素对 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ ／ ＨＩＦ⁃１α 信号通路也有调控

作用， 但其具体机制有待进一步研究。 本研究结果为去氧

地胆草素作为抗肿瘤药物的研究提供实验依据， 也为靶向

肿瘤细胞能量代谢的糖酵解途径的药物开发提供参考。
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