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二氢杨梅素调控MAPKs信号通路抑制SMMC-7721细胞凋亡和

迁移的分子机制研究
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摘要: 研究二氢杨梅素 (ampelopsin, AMP) 在体外诱导人肝癌SMMC-7721细胞凋亡和抑制细胞迁移的作用, 并

初步探讨其分子机制。用不同浓度的AMP处理SMMC-7721细胞, 采用CCK-8法和集落形成实验检测细胞增殖情

况; 倒置显微镜下观察细胞形态改变; DAPI染色检测细胞核形态变化; Annexin V-FITC/PI流式细胞术检测细胞凋亡

率; Transwell和细胞划痕愈合实验检测细胞的迁移和转移能力; 运用Western blot法检测相关蛋白。结果表明, AMP

对肝癌 SMMC-7721细胞具有显著的增殖抑制及凋亡诱导作用, 24 h的半数有效抑制浓度 (IC50) 为 38.98 μg·mL-1;

SMMC-7721细胞发生典型的凋亡形态改变, 细胞贴壁性差, 细胞皱缩, 变圆, 细胞核出现高亮的蓝染区; 50 μg·mL-1

AMP处理SMMC-7721细胞 24 h后, 细胞凋亡率显著增加, 从 15%增加到 55.1%; 对凋亡相关蛋白PARP (poly ADP-

ribose polymerase) 分析发现, AMP处理SMMC-7721细胞后, PARP出现切割条带, 且随着AMP剂量的增加, 切割条

带显著增强; 细胞划痕愈合实验发现AMP能抑制细胞的迁移能力; Transwell实验证实AMP能够显著抑制穿膜细胞

数, 降低细胞的侵袭能力; 检测基底膜降解关键蛋白酶发现, 基质金属蛋白酶 (matrix metalloproteinase, MMP)-2和 9

的表达量均减少; 进一步分析细胞EMT相关蛋白发现, 50 μg·mL-1 AMP作用24 h后, E-钙黏蛋白 (E-cadherin) 表达上

调, N-钙黏蛋白 (N-cadherin) 表达下调; MAPKs家族ERK在AMP处理 1 h后达到峰值, JNK的最大活化时间在 12 h,

而P38在 4 h内被AMP激活, 2 h磷酸化水平最高, 4 h后AMP反而抑制了P38的磷酸化, 抑制作用一直持续到 24 h,

并且AMP对MAPKs家族蛋白的激活具有浓度依赖性。可见, AMP不仅有效抑制 SMMC-7721细胞增殖和诱导凋

亡, 还能显著降低其迁移和侵袭能力, 并提示其作用机制可能与激活MAPKs信号通路与逆转肿瘤细胞EMT有关,

这为AMP的抗肝癌治疗作用和解析其具体分子机制提供新的思路和理论依据。
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human hepatoma SMMC-7721 cells and explore the molecular mechanism. SMMC-7721 cells were pretreated with

different doses of ampelopsin and cells proliferation was detected by CCK8 kit. Cell morphology was observed

under an inverted microscope. Nuclear morphology was detected by DAPI staining. Apoptotic rate was detected by

Annexin V-FITC/PI flow cytometry. Migration and invasion were detected by Transwell and scratch healing test.

Western blotting was used to detect cleavage of poly ADP-ribose polymerase (PARP), expression of matrix metallo‐

proteinase-2 (MMP-2), matrix metalloproteinase-9 (MMP-9), E-cadherin, and N-cadherin, and phosphorylation of

ERK, P38 and JNK in MAPKs pathway. Our results showed that ampelopsin significantly inhibited proliferation

and induced apoptosis of SMMC-7721 cells, with half inhibition dose (IC50) for 24 h was 38.98 μg ·mL-1. With

50 μg·mL-1 ampelopsin treatment, typical apoptotic morphological changes occurred, such as cell detachment,

shrinkage and nuclear condensation. Apoptotic rate increased from 15% to 55.1%, with PARP cleavage significantly

increased. In addition, treatment of ampelopsin reduced scratch healing of cells and transmembrane cells number.

The expression levels of MMP-2 and MMP-9 were decreased. Further analysis of EMT-related proteins showed that

after ampelopsin treatment, E-cadherin was up-regulated and N-cadherin was down-regulated. During ampelopsin

treatment, ERK reached its peak of activation after 1 h, while the maximum activation time of JNK was 12 h.

Meanwhile, P38 was activated within 4 h, with the highest point at 2 h. But after 4 h, ampelopsin inhibited

phosphorylation of P38. These results indicated that ampelopsin induced apoptosis and reduced migration through

activating MAPKs pathway and reversing EMT process in SMMC-7721 cells. This work provides a mechanistic

basis for utilizing ampelopsin for anti-hepatocarcinoma treatment.
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肝细胞癌 (hepatocellular carcinoma, HCC) 是全球

最常见的恶性肿瘤之一, 在亚洲和南非具有高发病率[1],

我国肝癌患者的数量占全世界的 55%。原发性肝癌恶

性程度高, 易侵袭、转移及复发, 且预后差, 死亡率一直

居高不下[2], 因此, 寻找和发现高效、低毒、易得的抗肝

癌药物迫在眉睫。

细胞增殖失控和细胞凋亡机制受损在肝细胞肝

癌的发生和发展过程中发挥着关键的作用。细胞凋

亡, 又称程序性细胞死亡, 维持着多细胞生物体内存

活/死亡之间的动态平衡。细胞凋亡通过激活内源性

或外源性途径, 最终由凋亡相关蛋白执行, 包括细胞色

素-c (cytochrome-c) 的释放和 caspase-3 的活化 (产生

切割的 caspase-3)[3]。细胞凋亡的特征性形态改变包括

细胞皱缩、染色体凝聚和DNA的片段化[4]。细胞凋亡

途径受到机体的严格调控, 而细胞凋亡机制的缺陷导

致癌细胞对治疗产生抵抗和促进癌症的进展。

肿瘤转移是由癌细胞从原发肿瘤向靶器官的运动

引起的, 是多种因素参与其各个环节的复杂过程[5]。最

近的研究表明, 癌细胞的转移与迁移和侵袭能力密切

相关。上皮细胞-间充质转化 (epithelial-mesenchymal

transition, EMT) 通过诱导癌细胞迁移和侵袭, 是促进

癌症转移和进一步发展的重要机制[6]。在迁移的过程

中, 上皮细胞逐渐获得成纤维细胞特性, 包括下调 E-

钙黏蛋白 (E-cadherin, 上皮标志物), 上调N-钙黏蛋白

(N-cadherin, 间充质标记物)[7]。围绕原发肿瘤的细胞

外基质和基底膜成分 (extracellular matrix, ECM) 的降

解是癌细胞迁移和入侵的必需条件[8]。在MMP家族

的 20多个成员中, 基质金属蛋白酶 (matrix metallopro‐

teinase, MMP)-2/9是基底膜降解过程中最关键的蛋白

酶[9,10]。抑制MMP-2和MMP-9的表达和活性, 已被证

实可以有效防止癌细胞的迁移和侵袭[11]。

二氢杨梅素 (3,5,7,3'4'5'-六羟基-2,3-二氢黄酮醇,

ampelopsin, AMP, 图 1) 又名双氢杨梅树皮素、福建茶

素、白蔹素、蛇葡萄素等, 是植物中黄酮类化合物的重

要一员[12,13]。该化合物首次由 Kotake 和 Kubota 于

1940年从葡萄科蛇葡萄属植物福建茶即楝叶玉葡萄

A. Meliaefolia的叶中分离获得, 命名为蛇葡萄素[14-16]。

1996年周天达等[17]从藤茶的茎叶中再次分离得到该

化合物, 并命名为AMP。据报道, 蛇葡萄素具有多种药

理活性, 如抗炎和抗菌活性、缓解咳嗽、抗氧化、抗高血

压、保肝作用和抗癌作用[18-20]。本课题组的前期研究

结果证实, 双氢杨梅素调控 ERK1/2和 P38的活性, 分

别通过死亡受体途径和线粒体途径诱导人肝癌HepG2

细胞凋亡[21]。Zhang 等[22]证实 AMP 通过增加 PKC-δ

的蛋白表达, 抑制丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-acti‐

vated protein kinases, MAPKs) 的磷酸化, 减少MMP-9

Figure 1 Chemical structure of ampelopsin (AMP)
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的表达, 阻止肝癌细胞 SK-Hep-1和MHCC97L的迁移

和侵袭。据文献报道, AMP亦可通过降低血管内皮生

长因子和成纤维细胞生长因子的表达和释放, 抑制肝

细胞癌的血管生成[23,24]。本课题组在研究中发现, 不

同分化程度和侵袭潜能的肝癌细胞株, 对AMP的敏感

度不同 , 而 AMP 发挥作用的具体分子机制亦不尽相

同。SMMC-7721人肝癌细胞株属于中等分化耐药型

细胞株, AMP对其是否具有抑制增殖和迁移的作用,

尚未见文献报道。

综上所述, 二氢杨梅素在肝癌发生发展的多个环

节, 均能发挥抑制作用, 而且AMP来源丰富, 在植物中

含量非常高, 安全无毒, 具有极高的肝癌治疗的潜能。

目前, AMP对人肝癌SMMC-7721细胞系的作用, 尚未

见报道。本研究拟证实AMP能够抑制SMMC-7721细

胞增殖, 诱导其凋亡, 阻止细胞的迁移和侵袭, 并进一

步阐明其分子机制, 为将AMP研制为临床抗肝癌药物

提供实验支持和理论依据。

材料和方法

主要试剂 二氢杨梅素 (阿拉丁生物试剂公司),

溶解于二甲基亚砜 (DMSO), 储备液浓度为 100 g·L-1,

使用时用培养基稀释至工作浓度 ; CCK-8 细胞活力/

毒性试剂盒和 Annexin Ⅴ -FITC/PI 双染试剂盒购自

南京凯基生物科技发展有限公司 ; p-JNK、p-ERK、p-

P38MAPKs、E-cadherin、N-cadherin、MMP-2和 MMP-9

抗体均购自Santa Cruz公司; PARP、Caspase-3和β-actin

购自CST公司。DAPI购自 Sigma公司。HRP山羊抗

兔二抗和HRP山羊抗鼠二抗购自上海碧云天生物技

术有限公司。

细胞株和细胞培养 本研究选用的人肝癌

SMMC-7721细胞株购自中国科学院典型培养物保藏

委员会细胞库。用含 10%胎牛血清 (FBS, Hyclone公

司) 和抗生素 (1×105 u·L-1 青霉素和 100 mg·L-1 链霉

素) 的 1640 培养液 (Gibco 公司), 放置于 37 ℃含 5%

CO2培养箱中培养, 取对数生长期细胞用于实验。

CCK-8法 SMMC-7721细胞提前 24 h接种于 96

孔板, 细胞密度为 2×104个/孔。待细胞贴壁后用不同

浓度的 AMP (0、12.5、25、50、75、100 和 150 μg·mL-1)

处理细胞 24 h, 同时设置溶剂对照组和空白调零孔 ,

每组设5个重复孔。弃尽培养液, 每孔加入含有CCK-8

(10 μL) 的无血清 1640 培养基 , 37 ℃避光继续培养

2 h, 在波长 450 nm处测定每孔的OD值。细胞存活率

按照下面公式计算:

细胞存活率 ( % ) =
( 实验组OD值 - 空白调零孔OD值 )

( 空白对照组OD值 - 空白调零孔OD值 )

细胞划痕实验 将伤口愈合 2孔硅胶插件 (德国

Ibidi公司) 放置于 12孔板中, 将细胞接种于插件的 2

个孔中, 待细胞完全长满后拔取插件获得宽度一致的

划痕, 用 PBS溶液冲洗 3次, 去除未贴壁的细胞, 加入

含 10%胎牛血清的 1640培养液。用不同浓度的AMP

(0、12.5、25和 50 μg·mL-1) 处理细胞、同时设置溶剂对

照组, 置于 37 ℃含 5% CO2的培养箱中继续培养。分

别在0、24、48和72 h倒置显微镜下采集图像。

细胞迁移实验 将细胞悬液和不同浓度的 AMP

(0、12.5、25和 50 μg·mL-1) 混匀加入 24孔 Transwell插

件中 (每个插件 200 μL), 在 24 孔板的每个孔中加入

600 μL 含 20% 胎牛血清的 1640 培养基 , 在 5% CO2、

37 ℃条件下孵育 24 h, 弃去小室内的培养基, 用 PBS

清洗细胞, 用 4%多聚甲醛固定 20 min, PBS清洗, 结晶

紫染色 30 min, 弃去结晶紫, 用 PBS洗 3遍, 然后用镊

子轻轻将滤膜放在玻片上。倒置显微镜下观察细胞外

膜, 随机选取5个位置计算细胞平均数。

克隆形成实验 将细胞接种到 6孔板中, 细胞接

种密度为 500～1 000个/孔, 细胞贴壁后加入不同浓度

的AMP处理, 在 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养 1周,

细胞集落数大于 20个时, PBS清洗 1遍, 用 4%多聚甲

醛固定集落 30 min, PBS洗 3遍, 用 0.1%结晶紫染色,

PBS清洗细胞后, 用倒置显微镜进行计数和拍照。

DAPI染色 用不同浓度的AMP处理 24 h, 待 12

孔板中的细胞基本融合后, 用 PBS清洗细胞, 4%多聚

甲醛固定 30 min, PBS清洗 3遍, DAPI避光染色 5 min,

PBS洗3遍, 使用荧光显微镜观察细胞并拍摄。

细胞凋亡分析 细胞接种于 12 孔板 (2×105 个/

孔), 用不同浓度 AMP 处理细胞 24 h 后 , 离心收集细

胞 , PBS 清洗后 , 加入 500 μL Binding buffer制成单细

胞悬液, 用Annexin Ⅴ-FITC和 PI避光染色 15 min, 通

过流式细胞仪进行检测并分析结果 (BD公司)。

免疫印迹实验 用含蛋白酶抑制剂的裂解液, 收

集各组细胞裂解物。在冰上孵育 30 min后, 离心收上

清, BCA法测定样品蛋白质浓度。取等量蛋白质用10%

SDS-PAGE凝胶分离, 然后转移到硝酸纤维素膜 (NC)

上, 在含 0.1%吐温的 1×TBST配制的脱脂牛奶中室温

封闭1 h, 用PBS清洗3遍后, 在4 ℃条件下加入一抗孵

育过夜, 用 PBS清洗 3遍, 加入HRP 标记的二抗, PBS

清洗3遍, 用化学发光试剂使蛋白可视化, Image J分析

结果。

统计学分析 实验数据均用均数±标准差表示。

采用GraphPad Prism6软件对实验数据进行处理, 组间

比较采用单因素方差分析 (ANOVA), P<0.05表示差异

有统计学意义。
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结果

1 AMP抑制SMMC-7721细胞增殖和集落形成

为了探讨AMP对SMMC-7721细胞增殖的潜在影

响, 用不同浓度的AMP (0、12.5、25、50、75和100 μg·mL-1)

处理 SMMC-7721 细胞 24 h, 用 CCK-8 法检测细胞活

力值。结果表明, AMP能显著抑制 SMMC-7721细胞

的增殖并呈剂量依赖性 , 24 h 的半数有效抑制浓度

(IC50) 为 38.98 μg·mL-1 (图 2A)。根据CCK-8法的实验

结果, 将 12.5、25和 50 μg·mL-1作为后续实验的低、中、

高剂量组。此外, 集落形成实验证实, AMP能有效地降

低SMMC-7721细胞的集落形成, 在 50 μg·mL-1组细胞

克隆形成显著减少 (图2B)。

2 AMP诱导SMMC-7721细胞凋亡

分别用0、12.5、25和50 μg·mL-1 AMP处理SMMC-

7721细胞, 光镜下观察各组细胞, 对照组 SMMC-7721

细胞轮廓清晰, 贴壁牢固, 折光度好, 呈铺路石状生长。

AMP处理后, 细胞贴壁不牢, 细胞皱缩, 悬浮细胞增多

(图 3A)。DAPI 染色后 , 对照组细胞核呈均匀蓝染 ;

AMP处理组细胞核浓缩, 呈蓝色高亮, 细胞核发生裂

解 (图3A)。流式细胞术检测结果表明, AMP能够显著

诱导 SMMC-7721 细胞凋亡 , 对照组和溶剂对照组细

胞凋亡率分别为 15.0%和 11.4%, AMP低、中和高剂量

组细胞凋亡率分别为 12.9%、30.9%和 55.1% (图 3B)。

Western blot 结果证实 , AMP 显著增加 PARP 的切割

(图3C)。

Figure 2 AMP inhibited SMMC-7721 cells proliferation. A: SMMC-7721 cells were treated with the indicated concentrations of AMP for

24 h, cell viability was determined by CCK-8 assay. n = 5,
-
x ± s. B, C: SMMC-7721 cells were treated with the indicated concentrations of

AMP for a week, colony formation assay detected the effect of AMP on the cell proliferation ability. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs control

Figure 3 AMP induced apoptosis in SMMC-7721. A: Cell morphology was observed using an invert microscope, nuclear morphological

changes were measured by DAPI stain and observed under a fluorescent microscope; B: Cell apoptosis was measured by Annexin Ⅴ and

propidium iodide (PI) stain and then detected by flow cytometry; C: Cell lysates were prepared and subjected to Western blot by using PARP

antibody. Detection of β-actin was done to confirm the equal loading of the samples. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs control
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3 AMP抑制SMMC-7721细胞的迁移

进一步探究了AMP对SMMC-7721细胞迁移能力

的影响。如图 4A所示, 对照组 72 h后, 划痕已经基本

愈合, 不同浓度的AMP均能显著抑制 SMMC-7721细

胞的迁移。统计划痕愈合面积表明, 在 24、48和 72 h

三个检测时间点, AMP实验组与对照组相比, 均有显

著性差异。此外, Transwell染色结果显示AMP实验组

的穿膜细胞数明显少于对照组 (图 4B)。本课题组进

一步探讨了迁移相关蛋白MMP-2、MMP-9、E-cadherin

和N-cadherin的表达。如图 4C所示, AMP预处理 24 h

后 , MMP-2、MMP-9 和 N-cadherin 的蛋白水平显著下

调, E-cadherin的表达明显上调。因此, AMP通过调节

相关迁移蛋白的表达量 , 有效地抑制 SMMC-7721 细

胞的迁移和侵袭。

4 AMP对MAPKs信号通路的影响

大量的研究发现, MAPKs信号通路参与调控肝癌

细胞的迁移和侵袭[25]。本研究首先用AMP (50 μg·mL-1)

处理 SMMC-7721细胞 , 如图 5A 所示 , ERK 磷酸化在

1 h达到峰值, 24 h基本恢复本底水平; JNK的最大活

化时间在 12 h, 24 h开始下降; P38在 4 h内被AMP激

活, 2 h磷酸化水平最高, 4 h后AMP反而抑制了P38的

磷酸化, 抑制作用一直持续到 24 h。接着用不同浓度

的 AMP (12.5、25和 50 μg·mL-1) 分别处理细胞 1、2和

12 h, 结果同时间梯度, ERK和 JNK分别在 1 h和 12 h

活化最强, P38在 1 h和 2 h被激活, 在 12 h磷酸化被抑

制。另外, 随着AMP浓度的增加, MAPKs的磷酸化水

平呈现浓度梯度依赖性 (图 5B)。AMP可能通过调控

MAPKs信号分子, 调节相关蛋白的表达水平, 从而抑

制 SMMC-7721细胞增殖, 诱导细胞凋亡, 抑制细胞迁

移和侵袭。

讨论

中草药藤茶 (Ampelopsis grossedentata) 广泛分布

于华南地区, 是一种保健饮料, 主要用于治疗感冒和体

Figure 4 AMP suppressed SMMC-7721 cell migration and invasion. SMMC-7721 cells were treated with AMP (12.5, 25 and 50 μg·mL-1)

for indicated time. A: Cell migration rate was detected by cell scratch test; B: Cell invasion rate was detected by Transwell invasion

experiment; C: Protein extracts were prepared and subjected to Western blot assay using antibody against MMP-2, MMP-9, N-cadherin

and E-cadherin. Protein levels of β-actin were also measured as control. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs control
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癣。双氢杨梅素作为藤茶中的主要生物活性成分, 与

其具有多种药理作用直接相关。双氢杨梅素与杨梅素

[3,5,7-三羟基-2-(3,4,5-三羟基苯基)-4-苯并吡喃酮] 具

有相似的结构, 后者是广泛存在于葡萄、浆果、水果、蔬

菜和草药中的黄酮类化合物, 具有一定的抗癌活性。

据文献报道, AMP能够抑制人肝细胞癌细胞的血管内

皮生长因子 (VEGF) 的分泌, 发挥抗血管生成活性, 在

小鼠体内亦能抑制肝细胞癌的增殖[23]。课题组前期研

究表明AMP能够通过内源性和外源性凋亡通路诱导

人肝癌细胞系HepG2细胞凋亡[26]。本文证实AMP能

够显著抑制人肝癌细胞系 SMMC-7721细胞增殖和细

胞集落的形成。不同浓度的AMP均能够有效诱导细

胞凋亡 , SMMC-7721 细胞出现典型的凋亡形态改变

(细胞皱缩、贴壁不牢、漂浮、细胞核浓缩、裂解, 呈现

DAPI高亮染色区), 细胞凋亡率显著增加, PARP切割

增多。因此, AMP能够通过抑制 SMMC-7721细胞增

殖, 诱导其凋亡, 发挥抗癌活性。

肿瘤转移作为恶性肿瘤的主要标志, 是导致癌症

患者高死亡率的首要原因。肿瘤细胞迁移是肿瘤转移

的必要条件, 是涉及肿瘤细胞黏附、基质降解和迁移运

动等多个环节的复杂生物学行为[27,28]。大量的研究结

果表明, 肿瘤细胞的迁移速度越快, 肿瘤转移能力越

强, 其恶性程度越高。本研究结果证实, AMP能够有

效降低SMMC-7721细胞划痕愈合距离, 50 μg·mL-1组

在 72 h和对照组相比 , 抑制率达到 82.6%。Transwell

小室中, 穿过基底膜的细胞数在AMP处理组中均显著

减少, 在 50 μg·mL-1组迁移细胞数仅有对照组的 15%

左右。因此, AMP能够有效抑制 SMMC-7721细胞的

迁移和侵袭。另外, AMP作用SMMC-7721细胞后, 上

皮标志物 E-cacherin表达量增加, 而间充质标志物N-

cadherin 表达量减少 , 表明 SMMC-7721 细胞出现“钙

黏蛋白转换”, 这一现象是判断EMT发生的关键性标

志[29]。EMT在肿瘤的侵袭性生长发生过程中扮演着

重要角色, 而发生EMT改变的肿瘤细胞最重要的行为

改变是迁移和侵袭能力的增强, 本研究的划痕实验和

Transwell小室实验结果也进一步证实了这一点。细

胞外基质 (extracellular matrix, ECM) 由基底膜和细胞

间质组成, 为肿瘤转移的重要组织屏障。MMPs是蛋

白水解酶家族, 具有许多重要的生理功能, 包括 ECM

修饰、加速细胞迁移和切割细胞因子[30]。在 MMP家

族中 , MMP-2/9 被报道为底物特异性明胶酶 , 这对

ECM 降解至关重要[31,32]。MMP-2/9 水平上调与各种

类型癌症的侵袭、转移和预后不良密切相关[33]。因此,

抑制 MMP-2/9 的表达 , 是预防癌细胞侵袭的重要策

略[34]。在本研究中, AMP预处理SMMC-7721细胞24 h

后, MMP-2和MMP-9的表达水平显著下降。

MAPKs信号通路由 4个不同的级联组成, 目前鉴

定的主要成员有: 胞外信号相关激酶 1/2 (ERK1/2)、c-

Figure 5 AMP regulated MAPKs signal pathway. A: SMMC-7721 cells were treated with 50 μg·mL-1 AMP for indicated time; B: SMMC-

7721 cells were pretreated with (12.5, 25, 50 μg ·mL-1) AMP for (1, 2, 12 h), respectively. Protein extracts were prepared and subjected

to Western blot assay using antibody against p-ERK, p-JNK and p-P38. Protein levels of total MAPKs were also measured as control. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs control
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Jun 氨基末端激酶 (JNK/SAPK)、P38MAPK 和 ERK5,

它们与细胞增殖、分化、迁移、衰老和凋亡有关[35]。研

究证实, MAPKs在诱导蛋白酶水解、降解基底膜和促

进细胞迁移以及启动促生存基因、维持肿瘤生长中发

挥着关键作用。在多种人类肿瘤中检测到MAPKs的

过度激活, 提示可能在肿瘤发展和转移中扮演重要角

色[36,37]。在转移细胞中, ERK的活性显著高于非转移

细胞[25]。在多种蛋白水解酶的启动子中, 例如MMP-1

和MMP-9等具有AP-1共有序列[38,39]。本研究发现, 在

SMMC-7721细胞中, ERK1/2、JNK和 P38均能被不同

浓度的 AMP 激活 , 且活化时间并不完全相同 , 提示

MAPKs信号通路参与AMP调控肿瘤细胞增殖、凋亡

和迁移 , 但具体的调控机制以及 ERK1/2、JNK 和 P38

的作用是否相同, 还需要进一步的验证。

综上所述 , AMP 能够有效抑制人肝癌细胞系

SMMC-7721 的增殖 , 诱导其发生细胞凋亡 , 并且显

著抑制 SMMC-7721 细胞的迁移和侵袭 , 调控相关蛋

白 MMP-2/9、E-cadherin和 N-cadherin的表达。另外,

AMP作用后, MAPKs的 3个主要成员ERK1/2、JNK和

P38均被显著激活。因此, AMP可能通过调控MAPKs

信号通路发挥抗肝癌作用, 具有开发为抗肝癌治疗药

物的潜能。本文为拓宽AMP的临床用药范围和解析

AMP的药理机制提供了一些实验依据和理论参考。
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