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摘要：目的　研究表木栓醇（Ｅｐｉ）对人结肠腺癌细胞 ＬＳ１７４Ｔ中Ｐ－糖蛋白
（Ｐ－ｇｐ）基因表达的影响及机制。方法　将 ＬＳ１７４Ｔ细胞分为对照组和低、中、
高剂量实验组。低、中、高剂量实验组分别用５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｅｐｉ处理细胞；
对照组用０１％二甲基亚砜处理细胞。用聚合酶链反应检测Ｅｐｉ对ＬＳ１７４Ｔ细胞
中Ｐ－ｇｐｍＲＮＡ表达水平的影响，用孕烷 Ｘ受体（ＰＸＲ）－多药耐药蛋白 １
（ＭＤＲ１／Ｐ－ｇｐ）双荧光报告基因实验检测Ｅｐｉ对ＬＳ１７４Ｔ细胞中 ＭＤＲ１（Ｐ－ｇｐ）
荧光素酶活性的影响，用蛋白质印迹法检测 Ｅｐｉ对 ＬＳ１７４Ｔ细胞中Ｐ－ｇｐ及核因
子－κＢ（ＮＦ－κＢ）通路相关蛋白表达水平的影响。结果　中、高剂量实验组和
对照组的 Ｐ－ｇｐｍＲＮＡ相对表达水平分别为 ５２２４±５１９、２３００±３５２和
１００００±９００，Ｐ－ｇｐ蛋白相对表达水平分别为８６３７±９９６、７４８５±１５９２和
１００００±１２９１，荧光素酶相对活性分别为 ２３０１９±４１３２、２０３１０±５２８４和
２７９６７±１９２０，细胞核内ｐ６５（ＲｅｌＡ／ｐ６５）相对表达水平分别为１３２３６±２３９３、
１４５９６±２５１５和１００００±１０８８，细胞质中磷酸化 ＮＦ－κＢ抑制蛋白激酶 α／β
（ｐ－ＩＫＫα／β）相对表达水平分别为 １８４００±５４８２、２９０１０±４９５９和
１００００±１５３４，磷酸化 ＮＦ－κＢ抑制蛋白 α（ｐ－ＩκＢα）相对表达水平分别为
１２５７３±１８７７、１３３６９±２０２５和 １００００±８１２，ＩκＢα相对表达水平分别为
７８３６±１４８３、７０４４±１４５７和１００００±２２８２。中、高剂量实验组的上述指标
与对照组比较，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１）。结论　Ｅｐｉ可以抑制人结肠腺癌细胞ＬＳ１７４Ｔ中Ｐ－ｇｐ的基因表达，
其机制可能与激活ＮＦ－κＢ通路和抑制ＰＸＲ途径有关。
关键词：表木栓醇；Ｐ－糖蛋白；ＬＳ１７４Ｔ细胞；核因子－κＢ；孕烷Ｘ受体
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２３００±３５２ａｎｄ１００００±９００；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰ－ｇｐｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ８６３７±９９６，７４８５±１５９２
ａｎｄ１００００±１２９１；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓＰ－ｇｐｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｗｅｒｅ２３０１９±４１３２，２０３１０±５２８４ａｎｄ
２７９６７±１９２０；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ６５（ＲｅｌＡ／ｐ６５）ｉｎｎｕｃｌｅｕｓｗｅｒｅ１３２３６±２３９３，１４５９６±２５１５
ａｎｄ１００００±１０８８；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎＮＦ－κＢｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅα／β（ｐ－ＩＫＫα／
β）ｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍｗｅｒｅ１８４００±５４８２，２９０１０±４９５９ａｎｄ１００００±１５３４；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＮＦ－κＢｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎα（ｐ－ＩκＢα）ｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍｗｅｒｅ１２５７３±１８７７，１３３６９±２０２５ａｎｄ
１００００±８１２；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩκＢαｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｗｅｒｅ７８３６±１４８３，７０４４±１４５７ａｎｄ
１００００±２２８２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
Ｅｐｉｃａｎｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ－ｇｐｉｎｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＬＳ１７４Ｔ，ａｎｄｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦ－κＢａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＸＲ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｅｐｉｆｒｉｅｄｅｌａｎｏｌ；Ｐ－ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ；ＬＳ１７４Ｔｃｅｌｌ；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ；ｐｒｅｇｎａｎｅＸｒｅｃｅｐｔｏｒ

　　Ｐ－糖蛋白（Ｐ－ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐ－ｇｐ）是许多药物
在机体内运输和转运的重要载体，其负责将药物或外

来异物从细胞质排出细胞［１］。Ｐ－ｇｐ表达和活性的
改变可以显著影响其底物的吸收或疗效，甚至产生药

物不良反应［２－３］。因此，通过研究鉴定 Ｐ－ｇｐ的诱导
药或抑制药，对减少或避免药物不良反应具有重要的

临床意义。此外，研究显示，孕烷 Ｘ受体（ｐｒｅｇｎａｎｅＸ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＸＲ）和核因子 －κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－κＢ，
ＮＦ－κＢ）通路在调控药物转运体 Ｐ－ｇｐ的表达和功
能中具有潜在的重要作用［４－５］。表木栓醇是传统中

药材春榆的榆皮中一种主要的三萜类活性成分。本

研究拟探讨表木栓醇对人结肠腺癌 ＬＳ１７４Ｔ细胞中
Ｐ－ｇｐ基因表达的影响，及其可能的作用机制。

材料与方法

１　材料
细胞　人结肠腺癌 ＬＳ１７４Ｔ细胞，购自中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库。

药品与试剂　表木栓醇，规格：每支２０ｍｇ，纯度：
≥９９％，批号：１００１４７－２００３０２，购自上海佰世凯化学
科技有限公司；利福平（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，Ｒｉｆ），规格：每支
２５０ｍｇ，纯度：≥９５％，批号：Ｒ３５０１，购自美国Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ公司。双荧光素酶报告基因检测试剂盒，购自
美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＰＲＬ－ＴＫ质粒，购自日本 ＴａＫａＲａ
公司；ＴＫ－ＭＤＲ１－ｌｕｃ报告质粒，由美国匹兹堡大学
谢文教授惠赠；ｐＳＧ５－ｈＰＸＲ表达质粒，由美国得克萨
斯大学ＤｒＳｔｅｖｅｎＡＫｌｉｅｗｅｒ惠赠；逆转录 －聚合酶
链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ

ｔｉｏｎ，ＲＴ－ＰＣＲ）试剂盒、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ试剂
盒、Ｐ－ｇｐ上下游引物，均购自日本 ＴａｋａｒａＢｉｏ公司；
Ｐ－ｇｐ一抗，购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；
Ｖ－Ｒｅｌ网状内皮病毒癌基因同源物Ａ（Ｖ－ｒｅｌｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎ
ｄｏｔｈｅｌｉａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｖｉｒｕｓｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏｌｏｇＡ，ＲｅｌＡ／ｐ６５）
一抗，购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。

仪器　ＸＳＺ－Ｄ２显微镜，重庆光学仪器厂产品；
Ｌｕｍａｔ３ＬＢ９５０８超灵敏管式发光仪，德国 Ｂｅｒｔｈｏｌｄ公
司产品；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ２多功能酶标仪，美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ公司产品；Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００微量紫外分光光度
计，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司产品；ＡＢＩ７５００实时荧光
定量 ＰＣＲ仪，美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司产品；
Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮ３电泳仪和转移仪，均为美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养

ＬＳ１７４Ｔ细胞培养于含１０％胎牛血清和１％青霉
素／链霉素双抗溶液的 ＲＰＭＩ－１６４０培养基中，置于
３７℃，５％ＣＯ２的细胞培养箱中培养，每２～３ｄ更换培
养基１次，取对数生长期细胞进行后续实验。
２２　细胞分组与处理方法［６－７］

将ＬＳ１７４Ｔ细胞分为对照组和低、中、高剂量实验
组。低、中、高剂量实验组分别用５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１

表木栓醇处理细胞；对照组用溶媒（０１％二甲基亚
砜）处理细胞。

质粒转染　ＬＳ１７４Ｔ细胞用含１０％胎牛血清（活
性炭／葡聚糖处理）的无酚红ＲＰＭＩ－１６４０培养基制成
单细胞悬液，以每孔２×１０４个细胞的密度接种于９６
孔板，培养２４ｈ。待细胞贴壁完全后，用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
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２０００进行质粒转染，每孔中各质粒的量分别为
ｐＲＬ－ＴＫ１０ｎｇ、ｐＳＧ５－ｈＰＸＲ８０ｎｇ、ｔｋ－ＭＤＲ１－ｌｕｃ
８０ｎｇ。ｐＳＧ５－Ｅｍｐｔｙ空载体对照组中各质粒的量分
别为 ｐＲＬ－ＴＫ１０ｎｇ、ｐＳＧ５－ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｓ８０ｎｇ、
ｔｋ－ＭＤＲ１－ｌｕｃ８０ｎｇ。待细胞与质粒共同孵育 ６ｈ
后，将细胞继续分别与 １０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｒｉｆ＋５、１０、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１表木栓醇孵育２４ｈ。

ｓｉＲＮＡ转染　ＬＳ１７４Ｔ细胞用含１０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ－１６４０培养基制成单细胞悬液，以 ２×１０５

ｃｅｌｌ·ｃｍ－２的密度接种于１２孔板，培养２４ｈ。待细胞
贴壁完全后，用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行 ｈＲｅｌＡｓｉＲＮＡ
或ＰＸＲｓｉＲＮＡ转染，浓度为５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１。待细胞与
ｓｉＲＮＡ共同孵育５ｈ后，按照低、中、高剂量实验组及
对照组给药继续孵育４８ｈ。
２３　ＲＴ－ＰＣＲ法检测Ｐ－ｇｐｍＲＮＡ的表达水平［８］

ＬＳ１７４Ｔ细胞经给药处理后，按照操作说明书用
Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取各组总 ＲＮＡ并定量。用 ＰｒｅｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ试剂盒进行逆转录得到ｃＤＮＡ，用实时
荧光定量ＰＣＲ法检测细胞中Ｐ－ｇｐ的基因表达水平。
以甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）为内参，用２－ΔΔＣｔ法计算
Ｐ－ｇｐ基因的表达水平。
２４　蛋白质印迹法检测Ｐ－ｇｐ和ＮＦ－κＢ通路相关
蛋白的表达水平

ＬＳ１７４Ｔ细胞经给药处理后，收集各组细胞并裂解，
在４℃下，以１６×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｍｉｎ，得蛋白溶
液；按照细胞质／核蛋白抽提试剂盒说明书提取各组细胞
质蛋白与核蛋白。按照ＢＣＡｐｒｏｔｅｉｎａｓｓａｙＫｉｔ试剂盒的
操作说明书测定蛋白溶液浓度。按照文献［９］的方法进
行操作，以ＧＡＰＤＨ为内参，用ＩｍａｇｅＪ１３８软件半定量分
析蛋白的相对表达水平。

２５　双荧光报告基因实验检测 Ｐ－ｇｐ（ＭＤＲ１）荧光
素酶活性［１０］

ＬＳ１７４Ｔ细胞经质粒转染和给药处理后，用化学
发光仪进行萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶荧光数

值测定，其中溶媒为空白对照，Ｒｉｆ为阳性对照。每孔
的荧光素酶活性值用海肾荧光素酶的活性进行校正，

每个样品孔校正后的荧光素酶活性值 ＝萤火虫荧光
素酶的活性值／海肾荧光素酶的活性值。用空白对照
组的荧光素酶活性值作为基础表达，其他给药组的荧

光素酶活性与空白组荧光素酶活性值相比，以倍数表

示荧光素酶表达量的高低。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），各组间比较用Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ两两比较法。

结　　果

１　表木栓醇对ＬＳ１７４Ｔ细胞内Ｐ－ｇｐｍＲＮＡ和蛋白
表达的影响

低、中、高剂量实验组分别用５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１

表木栓醇处理；对照组用０１％二甲基亚砜处理。
表木栓醇能显著降低ＬＳ１７４Ｔ细胞中Ｐ－ｇｐｍＲＮＡ

的表达，且随着表木栓醇浓度的增加，Ｐ－ｇｐｍＲＮＡ表
达的下调作用逐步增强，呈现剂量依赖性。低、中、高

剂量实验组与对照组相比，可分别使Ｐ－ｇｐｍＲＮＡ相
对表达水平显著下降２９１５％、４７７６％和７７００％，在
统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１）。同时，本研究考察了干扰 ＲｅｌＡ（ｐ６５）或
ＰＸＲ后表木栓醇对ＬＳ１７４Ｔ细胞中Ｐ－ｇｐｍＲＮＡ表达
的影响，结果表明，ＲｅｌＡｓｉＲＮＡ或ＰＸＲｓｉＲＮＡ干扰均可
以显著削弱表木栓醇对 Ｐ－ｇｐｍＲＮＡ表达的下调作
用，见表１。

中、高剂量实验组与对照组相比，可分别使Ｐ－ｇｐ
蛋白相对表达水平显著下降１３６３％和２５１５％，在统
计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。
同时，本研究结果还发现，ＲｅｌＡｓｉＲＮＡ或ＰＸＲｓｉＲＮＡ干
扰也可以显著削弱表木栓醇对 ＬＳ１７４Ｔ细胞中 Ｐ－ｇｐ
蛋白表达的下调作用，见表１和图１。

表１　表木栓醇（Ｅｐｉ）对ＬＳ１７４Ｔ细胞中Ｐ－糖蛋白（Ｐ－ｇｐ）ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｐｉｆｒｉｅｄｅｌａｎｏｌ（Ｅｐｉ）ｏｎｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ－ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐ－ｇｐ）ｉｎＬＳ１７４Ｔｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｄｏｓｅ

（μｍｏｌ·Ｌ－１）
ｎ

Ｐ－ｇｐｍＲＮＡ Ｐ－ｇｐｐｒｏｔｅｉｎ

ＮｏｓｉＲＮＡ ＰＸＲｓｉＲＮＡ ＲｅｌＡｓｉＲＮＡ ＮｏｓｉＲＮＡ ＰＸＲｓｉＲＮＡ ＲｅｌＡｓｉＲＮＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ － ９ １００００±９００ １００００±９００ １００００±９００ １００００±１２９１ １００００±１２９１１００００±１２９１
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ５ ９ ７０８５±８３０ １０３５４±９４６ ９９６３±７８７ ９１８２±９６４ １０９７１±７３９ １００７１±９３６
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １０ ９ ５２２４±５１９ １０５７６±５６２ ９５９０±８２１ ８６３７±９９６ １０６７５±１０２３１０３２２±９７２
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ２０ ９ ２３００±３５２ ９８４８±１１２８ ９２９０±１３３６ ７４８５±１５９２ １０１４６±８５２ ９８７２±９０８

ＰＸＲ：ＰｒｅｇｎａｎｅＸｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＲｅｌＡ：Ｖ－ｒｅｌｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｖｉｒｕｓｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏｌｏｇＡ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２３）

图 １　Ｅｐｉ对ＬＳ１７４Ｔ细胞中Ｐ－ｇｐ蛋白表达水平的影响
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＥｆｆｅｃｔｏｆＥｐｉｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ－ｇｐｉｎ
ＬＳ１７４Ｔｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｃ，Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍ，－Ｈ ｇｒｏｕｐｓ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２　表木栓醇对 ＬＳ１７４Ｔ细胞内 ＰＸＲ介导的 Ｐ－ｇｐ
（ＭＤＲ１）荧光素酶活性的影响

报告基因质粒转染后的 ＬＳ１７４Ｔ细胞与 ＰＸＲ的
阳性诱导药物 Ｒｉｆ共同孵育２４ｈ后，Ｒｉｆ能够显著增
加Ｐ－ｇｐ（ＭＤＲ１）荧光素酶表达约 ２７５倍，证明
ＰＸＲ－ＭＤＲ１报告基因检测体系成功建立。表木栓醇
能够明显抑制 ＬＳ１７４Ｔ细胞中 ＰＸＲ介导的 ＭＤＲ１荧
光素酶活性。低、中、高剂量实验组与Ｒｉｆ共同给药至
转染质粒的ＬＳ１７４Ｔ细胞孵育２４ｈ后，可分别使细胞
中的 Ｐ－ｇｐ（ＭＤＲ１）荧光素酶活性显著下降约
１０８１％、１７６９％和２７３８％，在统计学上差异均有统
计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。中、高剂
量实验组单独给药至转染质粒的 ＬＳ１７４Ｔ细胞孵育
２４ｈ后，可分别使细胞中的 Ｐ－ｇｐ（ＭＤＲ１）荧光素酶
活性显著下降约２０７４％和２７４２％，在统计学上差异
均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结果见表２。
３　表木栓醇对 ＬＳ１７４Ｔ细胞内 ＮＦ－κＢ通路相关蛋
白表达的影响

低、中、高剂量实验组与对照组比较，ｐ６５（ＲｅｌＡ）
蛋白的核转位均明显增强（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１），且呈浓度依赖性，提示表木栓醇可以激活
ＮＦ－κＢ通路；同时，研究发现，细胞质中磷酸化ＮＦ－κＢ
抑制蛋白α（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＮＦ－κＢｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎα，
ｐ－ＩκＢα）蛋白相对表达水平均明显增加（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），而ＩκＢα蛋白相对表达水平呈浓度
依赖性地下降。实验进一步检测了表木栓醇对ＮＦ－κＢ
　　

通路上游蛋白磷酸化 ＮＦ－κＢ抑制蛋白激酶 α／β
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎＮＦ－κＢｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅα／β，
ｐ－ＩＫＫα／β）的影响，结果发现，低、中、高剂量实验组
与对照组比较，可以显著升高细胞质中ｐ－ＩＫＫα／β蛋
白相对表达水平，在统计学上差异均有统计学意义

（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结果见图２和表３。

表２　Ｅｐｉ对ＬＳ１７４Ｔ细胞中孕烷 Ｘ受体（ＰＸＲ）介导的 Ｐ－ｇｐ
（ＭＤＲ１）荧光素酶活性的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥｐｉｏｎｐｒｅｇｎａｎｅＸｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＰＸＲ）ｍｅｄｉａｔｅｄ
Ｐ－ｇｐ（ＭＤＲ１）ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＬＳ１７４Ｔｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ Ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ

Ｅｍｐｔｙｐｌａｓｍｉｄ １６１７±２５２ １９１７±３４６
Ｃｏｎｔｒｏｌ １００００±１７７９ ２７９６７±１９２０
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ８３８９±１８５４ ２４９４４±２８３１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ７９２６±１７２６ ２３０１９±４１３２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ７２５８±２５１５ ２０３１０±５２８４

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１

图 ２　Ｅｐｉ对ＬＳ１７４Ｔ细胞内核因子 －κＢ（ＮＦ－κＢ）通路相关
蛋白表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＥｆｆｅｃｔｏｆＥｐｉｏｎｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ
（ＮＦ－κＢ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎＬＳ１７４Ｔｃｅｌｌｓ
Ａ－Ｄｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１；ｐ－ＩＫＫα／β：ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎＮＦ－κＢｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏ

ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅα／β；ｐ－ＩκＢα：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＮＦ－κＢｐｒｏｔｅｉｎα

表３　Ｅｐｉ对ＬＳ１７４Ｔ细胞内ＮＦ－κＢ通路相关蛋白表达的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥｐｉｏｎｔｈｅＮＦ－κＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎＬＳ１７４Ｔｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＲｅｌＡ（ｐ６５） ｐ－ＩＫＫα／β ｐ－ＩκＢα ＩκＢα

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００００±１０８８ １００００±１５３４ １００００±８１２ １００００±２２８２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １１３７７±１１０３ １２７６５±２３３８ １１４８７±１４３１ ８４６１±１７０４

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １３２３６±２３９３ １８４００±５４８２ １２５７３±１８７７ ７８３６±１４８３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １４５９６±２５１５ ２９０１０±４９５９ １３３６９±２０２５ ７０４４±１４５７

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１
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讨　　论

表木栓醇存在于治疗乳腺炎、水肿和淋病的许多

中医处方中，其主要功效是利水通淋、安神健脾和消

肿解毒等。近年来，国内外关于表木栓醇的科学研究

逐渐增加，研究发现，表木栓醇具有抑制细胞衰

老［１１］、抗破骨细胞活性［１２］和抗肿瘤活性［１３］等方面药

理作用。

本研究以人结肠腺癌细胞株 ＬＳ１７４Ｔ为载体，首
先考察表木栓醇对ＬＳ１７４Ｔ细胞中Ｐ－ｇｐ基因表达的
影响，结果表明，表木栓醇可以显著下调 ＬＳ１７４Ｔ中
Ｐ－ｇｐｍＲＮＡ和蛋白的表达水平，且下调作用呈现浓
度依赖性。在此基础上，进一步探究表木栓醇下调

ＬＳ１７４Ｔ细胞中 Ｐ－ｇｐ基因表达的潜在作用机制，结
果发现，表木栓醇不论是否与ＰＸＲ激动药 Ｒｉｆ联合给
药均可以显著抑制ＬＳ１７４Ｔ细胞中Ｐ－ｇｐ的荧光素酶
活性，提示 ＰＸＲ通路可能参与了表木栓醇所致的
Ｐ－ｇｐ基因表达的下调作用。此外，本研究结果显示，
表木栓醇可以显著增加细胞中 ｐ６５（ＲｅｌＡ）蛋白的核
转位，同时发现细胞质中 ｐ－ＩκＢα和 ｐ－ＩＫＫα／β蛋
白相对表达水平均明显增加，而 ＩκＢα蛋白相对表达
水平呈浓度依赖性地降低，上述结果提示 ＮＦ－κＢ通
路激活也可能参与了表木栓醇所致的 Ｐ－ｇｐ基因表
达的下调作用。本研究还用 ｓｉＲＮＡ干扰技术确证核
受体ＰＸＲ和ＮＦ－κＢ通路在表木栓醇抑制 Ｐ－ｇｐ基
因表达作用中的重要角色，结果表明，干扰ｐ６５（ＲｅｌＡ）
或ＰＸＲ均可以显著削弱表木栓醇对 ＬＳ１７４Ｔ细胞中
Ｐ－ｇｐｍＲＮＡ和蛋白表达的下调作用，提示ｐ６５（ＲｅｌＡ）
和ＰＸＲ在表木栓醇对 Ｐ－ｇｐ基因表达的下调作用中
发挥至关重要的作用。

本研究证实激活ＮＦ－κＢ通路和抑制ＰＸＲ途径均
参与了表木栓醇所致的 Ｐ－ｇｐ表达的下调，然而表木
栓醇抑制Ｐ－ｇｐ的确切机制仍不清晰，值得进一步探
索，尤其是ＮＦ－κＢ和ＰＸＲ之间的调控关系尚待探明。
既往研究报道，激活ＮＦ－κＢ可以通过与ＰＸＲ－类视黄
醇Ｘ受体复合物结合，进而抑制其下游药物转运体的
基因表达［５］。与此相反的是，另有研究表明，ＰＸＲ可以
与细胞质中ＮＦ－κＢ的ｐ６５（ＲｅｌＡ）结合，阻碍ｐ６５（ＲｅｌＡ）
蛋白的核转位及其对下游基因的调控［１４］。因此，推测

ＮＦ－κＢ和ＰＸＲ之间可能存在相互抑制的调控关系。
本研究提示，表木栓醇可以抑制人结肠腺癌细胞

ＬＳ１７４Ｔ中 Ｐ－ｇｐ基因的表达，其机制可能与激活
ＮＦ－κＢ通路和抑制ＰＸＲ途径有关。
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２０１８，４１（５）：５０６—５１２

［１３］　ＫＵＮＤＵＪＫ，ＲＯＵＦＡＳ，ＨＯＳＳＡＩＮＭＮ，ｅｔａｌＡｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｅｐｉｆｒｉｅｄｅｌａｎｏｌｆｒｏｍＶｉｔｉｓｔｒｉｆｏｌｉａ［Ｊ］Ｆｉｔｏｔｅｒａｐｉａ，２０００，７１（５）：５７７—５７９

［１４］　ＺＨＡＮＧＪ，ＣＡＯＬＪ，ＷＡＮＧＨ，ｅｔａｌＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓｒｅｇｕｌａｔｅＰＸＲ／

ＮＦ－κＢｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄａｔｔｅｎｕａｔｅｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ－ｉｎｄｕｃｅｄ

ｃｏｌｉｔｉｓ［Ｊ］ＤｒｕｇＭｅｔａｂＤｉｓｐｏｓ，２０１５，４３（８）：１１８１—１１８９
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