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摘要：目的　探讨去氧地胆草素对非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）的抑制作用及其潜在
作用机制。方法　将人肺腺癌Ｈ１９７５细胞随机分为对照组（常规培养）、低剂量
实验组（１０μｍｏｌ·Ｌ－１去氧地胆草素）、中剂量实验组（２０μｍｏｌ·Ｌ－１去氧地胆
草素）、高剂量实验组（５２０μｍｏｌ·Ｌ－１去氧地胆草素）、Ｖｅｃｔｏｒ组（转染Ｖｅｃｔｏｒ质
粒＋５２０μｍｏｌ·Ｌ－１去氧地胆草素）、ＥＧＦＲ组（转染过表达 ＥＧＦＲ质粒 ＋５２０
μｍｏｌ·Ｌ－１去氧地胆草素）。用５－乙炔基－２′－脱氧尿苷（ＥｄＵ）实验检测细胞
增殖情况，用原位末端转移酶标记法（Ｔｕｎｅｌ）、流式细胞术实验检测细胞凋亡情
况，用蛋白质印迹法实验检测相关蛋白的表达水平，用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞
迁移和侵袭情况。结果　对照组和低、中、高剂量实验组细胞增殖率分别为
（４０６４±２７０）％、（２９７８±３２８）％、（２３５９±１９８）％和（１５７２±１０１）％，
Ｔｕｎｅｌ阳性细胞率分别为（４６３±０５７）％、（１０１８±０８８）％、（１５９６±０７９）％
和（２４７３±３７０）％，磷酸化表皮生长因子受体（ｐ－ＥＧＦＲ）蛋白相对表达水平
分别为０８７±０１０、０６０±００５、０４９±００４和０３３±００４，低、中、高剂量实验
组的上述指标分别与对照组比较，低、中、高剂量组组间比较，在统计学上差异均

有统计学意义（均Ｐ＜００５）。对照组、高剂量实验组、Ｖｅｃｔｏｒ组和 ＥＧＦＲ组的
ｐ－ＥＧＦＲ／ＥＧＦＲ蛋白相对表达水平分别为０７６±０１０、０４９±００７、０４７±００５
和０７１±０１０，细胞凋亡率分别为（４１１±０３９）％、（２６３３±２２９）％、
（２５４０±１５８）％和（１２６８±１７３）％，迁移细胞数分别为（１４７７８±１２６９）、
（８７１１±９６５）、（９３８９±９６７）和（１２４００±１４１０）个；高剂量实验组的上述指标与
对照组比较，ＥＧＦＲ组的上述指标与Ｖｅｃｔｏｒ组比较，在统计学上差异均有统计学
意义（均Ｐ＜００５）。结论　去氧地胆草素可通过降解 ＥＧＦＲ，抑制相关信号通
路，抑制肺癌细胞增殖和转移，并诱导凋亡。
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　　肺癌是癌症相关死亡的最常见原因，表皮生长因
子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）是一
种具有细胞质激酶活性的跨膜蛋白，可将重要的生长

因子信号从细胞外环境传导至细胞，６０％以上的非小
细胞肺癌（ｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）表达
ＥＧＦＲ［１］。然而，几乎所有的 ＥＧＦＲ突变阳性患者在
接受ＥＧＦＲ抑制药治疗的一年内产生耐药［２］。近年

来，中医药在 ＮＳＣＬＣ的辅助治疗中具有积极作用［３］，

去氧地胆草素是一种从地胆草中提取而来的倍半萜

内酯类化合物，其在大细胞肺癌中具有显著的抑癌作

用［４］。本研究旨在探究去氧地胆草素抑制肺癌进展

的潜在作用机制。

材料与方法

１　材料
细胞　人肺腺癌Ｈ１９７５细胞，购自美国ＡＴＣＣ公司。
药品与试剂　去氧地胆草素，纯度：９９％，规格：

每支１０ｍｇ，批号：２０２４０２２１，成都仪睿生物科技有限
公司。ｐｃＤＮＡ－Ｖｅｃｔｏｒ质粒、ｐｃＤＮＡ－ＥＧＦＲ质粒、引
物合成，均购自上海吉玛生物有限公司；细胞计数试

剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８），购自西安百萤
生物科技有限公司；５－乙炔基 －２′－脱氧尿苷
（５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＥｄＵ）增殖试剂盒、原

位末端转移酶标记法（ＴｄＴｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＤＰｎｉｃｋｅｎｄｌａ
ｂｅｌｉｎｇ，Ｔｕｎｅｌ）凋亡试剂盒，均购自上海碧云天生物公
司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒，温州科淼
生物科技有限公司；兔抗磷酸化（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，ｐ）－
ＥＧＦＲ、ＥＧＦＲ、磷酸化细胞外信号调节激酶（ｐｈｏｓｐｈｏ
ｒｙｌａｔｅｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ｐ－
ＥＲＫ）、ＥＲＫ、磷酸化 －信号转导与转录激活因子 ３
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ－ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ｐ－ＳＴＡＴ３）、ＳＴＡＴ３、ｃｌｅａｖｅｄ多聚 ＡＤＰ
核糖聚合酶（ｃｌｅａｖｅｄｐｏｌｙＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ｃｌ－
ＰＡＲＰ），均购自英国Ａｂｃａｍ公司；兔抗ｃｌｅａｖｅｄ半胱氨
酸天冬氨酸蛋白酶 －９（ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔｉｃｐｒｏ
ｔｅａｓｅ－９，ｃｌ－ｃａｓｐａｓｅ－９）、ＨＲＰ羊抗兔二抗，均购自
美国ＣＳＴ公司；ｃＤＮＡ链合成试剂盒，购自上海?雅生
物科技有限公司。

仪器　ＥｎＶｉｓｉｏｎ酶标仪，芬兰瑞孚迪公司产品；
ＤＭｉ８－Ｓ荧光显微镜，德国徕卡公司产品；ＣｙｔｏＦＬＥＸ
流式细胞仪，美国贝克曼库尔特公司产品；ＳｔｅｐＯｎｅ
ＴＭ实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）仪，美国
ＡＢＩ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养［５］

将Ｈ１９７５细胞培养在ＲＰＭＩ１６４０培养基（１０％胎
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２６）

牛血清）中，并置于培养箱中培养（５％ ＣＯ２），细胞融
合至８０％时进行消化传代。
２２　细胞转染［６］

将细胞接种在培养皿中，当细胞融合至８０％时，
将培养基更换为无血清培养基，然后用无血清培养基

配制转染混合物（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００），并加入细胞培
养皿中，混匀（十字交叉法），在培养箱中（３７℃）孵育
２４ｈ后进行后续实验。
２３　细胞分组与处置方法

将Ｈ１９７５细胞随机分为对照组、低剂量实验组、
中剂量实验组、高剂量实验组、Ｖｅｃｔｏｒ组、ＥＧＦＲ组。
对照 组 细 胞 不 做 处 理，分 别 用 １００、２００和
５２０μｍｏｌ·Ｌ－１的去氧地胆草素处理低、中、高剂量
实验组细胞 ２４ｈ，将 ｐｃＤＮＡ－Ｖｅｃｔｏｒ质粒转染至
Ｖｅｃｔｏｒ组细胞，２４ｈ后再用５２０μｍｏｌ·Ｌ－１的去氧地
胆草素继续处理细胞２４ｈ，将 ｐｃＤＮＡ－ＥＧＦＲ质粒转
染至ＥＧＦＲ组细胞，２４ｈ后用５２０μｍｏｌ·Ｌ－１的去氧
地胆草素继续处理２４ｈ。
２４　ＣＣＫ－８实验检测存活率［６］

调整 Ｈ１９７５细胞密度并接种在９６孔板中，给药
处理后每孔加入 ＣＣＫ－８试剂１０μＬ，在培养箱中培
养２ｈ，用酶标仪检测各孔的光密度值（４５０ｎｍ），计算
细胞存活率。

２５　ＥｄＵ法检测细胞增殖［７］

收集各组细胞，接种６孔板中（每孔１×１０５个细
胞），ＥｄＵ试剂１００μＬ对细胞孵育２ｈ（培养箱），磷酸
盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）清洗后加入
４％多聚甲醛５０μＬ固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后用通透液
（０５％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）１００μＬ室温下孵育２０ｍｉｎ，清
洗后加入染色反应液室温避光孵育 ３０ｍｉｎ，最后用
４′，６－二氨基－２－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）试剂对细胞核染色（１００μＬ，
１０ｍｉｎ），在荧光显微镜下观察各组细胞增殖情况。
２６　Ｔｕｎｅｌ实验检测细胞凋亡［８］

取各组细胞，接种于６孔板中（每孔１×１０５个细
胞），ＰＢＳ清洗后用多聚甲醛固定（２０ｍｉｎ），清洗后加
入细胞通透液（０５％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）室温条件下孵育
２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后加入 Ｔｕｎｅｌ反应液培养箱中孵育
２ｈ，清洗后用 ＤＡＰＩ试剂对细胞核染色１０ｍｉｎ，最后
用荧光显微镜观察各组细胞凋亡情况。

２７　流式细胞术检测细胞凋亡［７］

将细胞接种于６孔板中（每孔５×１０４个细胞），分
组处理结束后消化收集细胞，用Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细
胞，加入ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ５μＬ、ＰＩ试剂５μＬ，室温下

孵育１５ｍｉｎ，用流式细胞仪检测细胞凋亡率。
２８　蛋白质印迹实验检测相关蛋白的表达［６］

细胞裂解液裂解各组细胞后离心收集总蛋白测

定蛋白浓度，进行电泳分离蛋白，转膜并进行封闭，滴

加一抗稀释液，在摇床上孵育过夜（４℃），次日将膜
与对应种属的二抗试剂孵育１ｈ，然后用化学发光液
显色后曝光、收集图像，进行灰度值分析。

２９　ＲＴ－ｑＰＣＲ实验检测 ＥＧＦＲｍＲＮＡ相对表达
水平［６］

提取各组细胞总 ＲＮＡ（ＴＲＩｚｏｌ法，紫外分光光度
计检测总 ＲＮＡ浓度），将总 ＲＮＡ逆转为 ｃＤＮＡ，然后
配制反应体系进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ（反应程序：９５℃
１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃２０ｓ，４０循环），结
束后根据 ２－ΔΔＣｔ法计算 ＥＧＦＲｍＲＮＡ相对表达水平
（β－ａｃｔｉｎ为内参）。
２１０　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移和侵袭［９］

侵袭实验：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中放２４孔板，将基质胶
铺在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的上室，晾干后加入细胞悬液，并在下
室加入５００μＬ的细胞培养基，培养４８ｈ收集下室细
胞（弃原培养基），多聚甲醛固定，结晶紫染色后用显

微镜观察。迁移实验：上室不需铺基质胶，其余实验

步骤同侵袭实验。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２５软件进行统计分析。计量资料均用

珋ｘ±ｓ表示，２组间比较用独立样本 ｔ检验，多组间比较
用单因素方差分析。

结　　果

１　去氧地胆草素对Ｈ１９７５细胞存活的影响
用浓度为 ０、０１２５、０２５、０５０、１００、２００、４００、

８００、１６００、３２００、６４００μｍｏｌ·Ｌ－１的去氧地胆草素处
理细胞２４ｈ，细胞存活率分别为（１００００±３２０）％、
（９９６９±８２９）％、（９７９７±７６８）％、（９４４９±６０９）％、
（８１３１±８９４）％、（６３９３±２９７）％、（４９９７±５７６）％、
（３５９１±１５８）％、（３０７４±２４２）％、（２７４８±３７８）％、
（２５８４±２７１）％；除 ０１２５、０２５μｍｏｌ·Ｌ－１组外，其
余浓度组细胞存活率较０μｍｏｌ·Ｌ－１组均显著降低
（均Ｐ＜００５），去氧地胆草素对Ｈ１９７５细胞的半数最
大抑制浓度为５２０μｍｏｌ·Ｌ－１，因此后续实验分别选
择１００、２００和５２０μｍｏｌ·Ｌ－１为去氧地胆草素的
低、中、高剂量实验组浓度。

２　去氧地胆草素对Ｈ１９７５细胞增殖和凋亡的影响
对照组细胞不做处理；低、中、高剂量实验组细胞组
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分别用１００、２００和５２０μｍｏｌ·Ｌ－１去氧地胆草素处理
细胞２４ｈ；Ｖｅｃｔｏｒ组细胞转染ｐｃＤＮＡ－Ｖｅｃｔｏｒ质粒，２４ｈ
后再用５２０μｍｏｌ·Ｌ－１的去氧地胆草素继续处理细胞
２４ｈ；ＥＧＦＲ组细胞转染ｐｃＤＮＡ－ＥＧＦＲ质粒，２４ｈ后用
５２０μｍｏｌ·Ｌ－１的去氧地胆草素继续处理２４ｈ。

低、中、高剂量实验组细胞的ＥｄＵ增殖率较对照组
均显著降低，细胞凋亡率均显著升高（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；低、中、高剂量实验组组间比较，
增殖率和凋亡率差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１），见表１。
３　去氧地胆草素对Ｈ１９７５细胞ＥＧＦＲ降解的影响

低、中、高剂量实验组细胞的 ｐ－ＥＧＦＲ蛋白相对
表达水平、ＥＧＦＲ蛋白和 ｍＲＮＡ相对表达水平均较对
照组显著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；低、
中、高剂量实验组组间比较，ｐ－ＥＧＦＲ蛋白相对表达
水平、ＥＧＦＲ蛋白和ｍＲＮＡ相对表达水平差异均有统
计学意义（均Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表２。

４　去氧地胆草素对ＥＧＦＲ相关信号通路的影响
高剂量实验组细胞 ｐ－ＥＧＦＲ／ＥＧＦＲ、ｐ－ＥＲＫ／

ＥＲＫ、ｐ－ＳＴＡＴ３／ＳＴＡＴ３Ａ蛋白相对表达均较对照组显
著降低，ｃｌ－ＰＡＲＰ和ｃｌ－ｃａｓｐａｓｅ－９蛋白相对表达均
显著升高（均Ｐ＜０００１）；ＥＧＦＲ组细胞的 ｐ－ＥＧＦＲ／
ＥＧＦＲ、ｐ－ＥＲＫ／ＥＲＫ、ｐ－ＳＴＡＴ３／ＳＴＡＴ３Ａ蛋白相对表
达较Ｖｅｃｔｏｒ组均显著升高，ｃｌ－ＰＡＲＰ和ｃｌ－ｃａｓｐａｓｅ－９
蛋白 相 对 表 达 水 平 均 显 著 下 降 （Ｐ ＜００１，
Ｐ＜０００１），见表３。
５　去氧地胆草素增强 ＥＧＦＲ降解对 Ｈ１９７５细胞凋
亡、迁移和侵袭的影响

对照组、高剂量实验组、Ｖｅｃｔｏｒ组和ＥＧＦＲ组细胞
的凋亡率分别为（４１１±０３９）％、（２６３３±２２９）％、
（２５４０±１５８）％和（１２６８±１７３）％，迁移细胞数分
别为（１４７７８±１２６９）、（８７１１±９６５）、（９３８９±９６７）和
（１２４００ ±１４１０）个，侵 袭 细 胞 数 分 别 为
（１１０３３±６０６）、（４９３３±５１６）、（４８００±４７１）和
　　

表１　各组细胞增殖、凋亡相关指标的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｅｘｅｓｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ（μｍｏｌ·Ｌ－１） ｎ ＥｄＵｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｒａｔｅ（％） Ｔｕｎｅｌｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｒａｔｅ（％） Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ － ９ ４０６４±２７０ ４６３±０５７ ４５６±０３４
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １００ ９ ２９７８±３２８ １０１８±０８８ １１１４±０９６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ２００ ９ ２３５９±１９８＃ １５９６±０７９＃ １６３４±０８４＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ５２０ ９ １５７２±１０１＃＃ΔΔ ２４７３±３７０＃＃ΔΔ ２５４５±２５１＃＃Δ

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，ΔＰ＜００５，ΔΔＰ＜００１；Ｅｄｕ：５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ；Ｔｕｎｅｌ：ＴｄＴｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＤＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ

表２　表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）蛋白和ｍＲＮＡ表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＥＧＦＲ）ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｐ－ＥＧＦＲｐｒｏｔｅｉｎ ＥＧＦＲｐｒｏｔｅｉｎ ＥＧＦＲｍＲＮＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０８７±０１０ １２２±０１０ １００±００５
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ０６０±００５ ０９０±００８ ０７６±００５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ０４９±００４＃＃ ０８３±００５＃ ０６１±００６＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０３３±００４＃＃Δ ０６９±００３＃＃ΔΔ ０４４±００７＃＃＃ΔΔ

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，
＃＃Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，ΔＰ＜００５，ΔΔＰ＜００１

表３　各组细胞ＥＧＦＲ下游信号通路相关蛋白表达的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＧＦＲｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ｐ－ＥＧＦＲ／ＥＧＦＲ ｐ－ＥＲＫ／ＥＲＫ ｐ－ＳＴＡＴ３／ＳＴＡＴ３Ａ ｃｌ－ＰＡＲＰ ｃｌ－ｃａｓｐａｓｅ－９

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９ ０７６±０１０ ０８６±０１２ ０９２±０１４ ０２８±００６ ０４０±００５
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ９ ０４９±００７ ０４４±００６ ０４６±０１０ ０７５±００５ １０７±０１２

Ｖｅｃｔｏｒ ９ ０４７±００５ ０４１±００６ ０４９±０１３ ０７６±００６ １０６±０１２
ＥＧＦＲ ９ ０７１±０１０＃＃＃ ０６８±００８＃＃ ０８７±０１３＃＃＃ ０４６±００４＃＃＃ ０６６±０１０＃＃＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＶｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＶｅｃｔｏｒｐｌａｓｍｉｄ＋

５２０μｍｏｌ·Ｌ－１ｄｅｏｘｙｅｌｅｐｈａｎｔｏｐｉｎ；ＥＧＦＲｇｒｏｕｐ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＥＧＦＲｐｌａｓｍｉｄ＋５２０μｍｏｌ·Ｌ－１ｄｅｏｘｙｅｌｅｐｈａｎｔｏｐｉｎ；ｐ－ＥＧＦＲ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ｅｐｉｄｅｒ

ｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ；ｐ－ＥＲＫ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅｓ；ｐ－ＥＲＫ；ｐ－ＳＴＡＴ３：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ－ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

ａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３；ｃｌ－ＰＡＲＰ：ＣｌｅａｖｅｄｐｏｌｙＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ；ｃｌ－ｃａｓｐａｓｅ－９：Ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ－９
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２６）

（７６５６±９８４）个，高剂量实验组细胞的凋亡率较对
照组显著升高，细胞迁移和侵袭数均显著下降（均

Ｐ＜０００１）；ＥＧＦＲ组细胞的凋亡率较 Ｖｅｃｔｏｒ组显著
下降，细胞迁移和侵袭数均显著升高（均Ｐ＜０００１）。

讨　　论

天然产物对肿瘤的治疗作用已被世界认可。地

胆草是一种多年生的天然中草药，去氧地胆草素又名

去氧地胆草内脂，是从地胆草中提取而来，具有广谱

抗肿瘤效果［１０］。研究发现，去氧地胆草素在包括大

细胞肺癌在内的多种肿瘤中均具有抑瘤作用［４，１１］，但

其在抗ＮＳＣＬＣ中的潜在作用机制仍不清楚。在本研
究中用不同浓度的去氧地胆草素处理 Ｈ１９７５细胞
后发现，细胞存活率随着去氧地胆草素剂量的增加

不断降低，同时还观察到去氧地胆草素可呈剂量依

赖性降低 Ｈ１９７５细胞增殖率，且 Ｔｕｎｅｌ和流式细胞
术实验均发现 Ｈ１９７５细胞的凋亡率随着去氧地胆
草素浓度的增加逐渐明显增加，这提示去氧地胆草

素可在体外抑制 ＮＳＣＬＣ细胞增殖，并诱导其凋亡
发挥抑癌作用。

ＥＧＦＲ可通过调控多个通路激活下游信号，导致
癌细胞增殖、分化和迁移，靶向治疗 ＥＧＦＲ的激活突
变是作为ＥＧＦＲ激活突变的晚期 ＮＳＣＬＣ患者的一线
治疗策略［１２－１３］。本研究进一步探究去氧地胆草素体

外抑癌潜在机制，发现经去氧地胆草素处理后，Ｈ１９７５
细胞中ＥＧＦＲ水平均随着去氧地胆草素剂量的增加
明显降低，这提示去氧地胆草素可能通过靶向降解

ＥＧＦＲ对ＮＳＣＬＣ发挥抑癌作用。ＥＧＦＲ相关通路失调
是包括肺癌在内的多种癌症发展的不良因素之一。

在本研究中观察到去氧地胆草素可显著抑制 ＥＲＫ和
ＳＴＡＴ３磷酸化水平，而过表达 ＥＧＦＲ后，可明显提高
去氧地胆草素处理后的细胞中 ＥＲＫ和 ＳＴＡＴ３蛋白磷
酸化水平，提示ＥＧＦＲ下游信号通路可能是去氧地胆
草素发挥其抗癌作用的潜在作用机制。

此外，本研究还发现，去氧地胆草素可显著增强

ＰＡＲＰ和ｃａｓｐａｓｅ－９裂解。ＰＡＲＰ和 ｃａｓｐａｓｅ－９的表
达水平与细胞凋亡的发生呈正相关，其中 ＰＡＲＰ可对
ＤＮＡ损伤进行识别并修复［１４］；而 ＥＧＦＲ过表达后可
显著逆转去氧地胆草素对ＰＡＲＰ和ｃａｓｐａｓｅ－９裂解的
影响，这些数据提示去氧地胆草素的细胞毒性作用是

通过诱导细胞凋亡来实现的。

本研究提示，去氧地胆草素可能通过抑制 ＥＧＦＲ
的激活突变抑制癌细胞增殖、转移，并诱导凋亡，对

ＮＳＣＬＣ发挥抑癌作用。
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