
［２７］　程梦娟，耿晓桐，张宝，等．不同种质怀地黄生育期根际土壤
挥发性有机物变化分析［Ｊ］．西北农林科技大学学报（自然科
学版），２０２２，５０（１０）：８７－９６．

［２８］　古力，陶晓赛，王丰青，等．基于 ＧＣ－ＭＳ代谢组学分析间作
玉米下地黄根际土壤中挥发性有机物特征［Ｊ］．中国实验方剂
学杂志，２０２１，２７（１０）：１０２－１０８．

［２９］　王光志，严铸云，马云桐，等．川芎栽培地土壤有机物变化初
步研究［Ｃ］／／中药与天然药高峰论坛暨第十二届全国中药和天
然药物学术研讨会论文集．海口，２０１２：２５４－２５９．

［３０］　薛亚，朱海青，张立超，等．论地黄产地变迁、炮制方法与气候
变化的关系［Ｊ］．上海中医药杂志，２０２３，５７（１）：１２－１５，２４．

［３１］　刘跃红，闫小珍，焦振法，等．焦作气候生态环境对四大怀药
生长的影响［Ｊ］．气象，２００７，３３（５）：１０５－１１０．

［３２］　李雨薇．便携式土壤基础养分检测仪的设计与实现［Ｄ］．哈尔
滨：黑龙江大学，２０２１．

［３３］　ＭＣＣＡＲＴＨＹＫＡ，ＪＯＨＮＳＯＮＲＬ．Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｏｆｖｏｌａｔｉｌｅｏｒｇａｎｉｃ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｃｒｏｓｓｔｈｅｃａｐｉｌｌａｒｙｆｒｉｎｇｅ［Ｊ］．ＷａｔｅｒＲｅｓｏｕｒＲｅｓ，
１９９３，２９（６）：１６７５－１６８３．

［３４］　ＳＨＥＮＲ，ＰＥＮＮＥＬＬＫＧ，ＳＵＵＢＥＲＧＥＭ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｓｏｉｌｍｏｉｓ
ｔｕｒｅｏｎｓｏｉｌｇａｓｖａｐｏｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒｖａｐｏｒｉｎｔｒｕｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｅｎｖｉｒｏｎ
ＥｎｇＳｃｉ，２０１３，３０（１０）：６２８－６３７．

［３５］　ＪＯＨＮＳＯＮＰＣ，ＥＴＴＩＮＧＥＲＲＡ．Ｈｅｕｒｉｓｔｉｃｍｏｄｅｌｆｏｒｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ
ｔｈｅｉｎｔｒｕｓｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔｖａｐｏｒｓｉｎｔｏｂｕｉｌｄｉｎｇｓ［Ｊ］．Ｅｎｖｉｒｏｎ
ＳｃｉＴｅｃｈｎｏｌ，１９９１，２５（８）：１４４５－１４５２．

［３６］　汪涛，袁飞云，宋阳，等．基于 ＲＳＥＩ的近３０年来泸石高速公
路路域生态环境质量评价［Ｊ］．公路，２０２３，６８（８）：３５５－３６３．

［３７］　李艳玲，宋阿琳，卢玉秋，等．不同土壤玉米根际挥发性有机
物组成和微生物群落特征［Ｊ］．植物营养与肥料学报，２０１９，２５
（１０）：１６３３－１６４５．

［３８］　唐仕欢，杨洪军，黄璐琦．论自然环境因子变化对中药药性形
成的影响［Ｊ］．中国中药杂志，２０１０，３５（１）：１２６－１２８．

［３９］　倪新兴．中药材品质影响因素研究［Ｄ］．南京：南京中医药大
学，２０１５．

［４０］　赵萌，印春生，厉成伟，等．Ｍｉｓｅｑ测序分析围垦后海三棱草
湿地土壤微生物群落多样性的季节变化［Ｊ］．上海海洋大学学
报，２０１８，２７（５）：７１８－７２７．

［４１］　ＲＡＺＡＷ，ＬＩＮＧＮ，ＹＡＮＧＬＤ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｔｏｍａｔｏｗｉｌｔ
ｐａｔｈｏｇｅｎＲａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍｔｏｔｈｅｖｏｌａｔｉｌｅｏｒｇａｎｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
ｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙａｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｉｎＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＳＱＲ－９
［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１６，６：２４８５６．

［４２］　陈敬忠．基于关键种理论下根际微生物塑造大果木姜子道地性
的潜在机制研究［Ｄ］．贵阳：贵州大学，２０２３．
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射干苷通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路
诱导胃癌 ＨＧＣ－２７细胞凋亡和自噬

刘鑫雨１，王志强２，姚宁宁２，韩磊２，陆玉成２

（１．广州中医药大学临沂市人民医院研究生培养基地，广东 广州５１０４０５；２．广州中医药大学临沂市人民医院，山东 临沂 ２７６０００）

　　摘要：目的 探讨射干苷（Ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ，Ｔｅｃ）对人胃癌细胞ＨＧＣ－２７细胞自噬和凋亡的影响。方法 采用ＣＣＫ－８和克
隆形成检测细胞增殖能力，流式细胞术检测细胞凋亡率，自噬抑制剂３－甲基腺嘌呤（３－ＭＡ）用于检测自噬；蛋白免疫
印迹法检测Ｂｅｃｌｉｎ－１、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ和 ｐ５３的蛋白表达；进行生物信息学方法预测其可能的靶点及信号通路，分子对接用
于评估靶点与 Ｔｅｃ的结合程度；蛋白免疫印迹法检测相关蛋白的表达水平。结果 Ｔｅｃ以时间和剂量依赖的方式抑制胃
癌ＨＧＣ－２７细胞增殖，促进细胞的自噬和凋亡，上调自噬因子 Ｂｅｃｌｉｎ－１、凋亡因子 ｐ５３、ＢＡＸ的蛋白表达，减少凋亡分
子 Ｂｃｌ－２的蛋白表达。蛋白互作（ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络可视化分析显示 Ｔｅｃ与 ＡＫＴ１等靶点的亲和力
强，ＫＥＧＧ富集分析表明Ｔｅｃ抑制胃癌的作用机制可能与 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路密切相关；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通
路ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ、ｐ－ｍＴＯＲ的蛋白表达下调。结论 Ｔｅｃ可以通过抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路诱导细胞凋亡和自噬来
抑制 ＨＧＣ－２７细胞的生长。
　　关键词：射干苷；胃癌；分子机制；自噬；凋亡

中图分类号：Ｒ２８５．５　　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　　文章编号：１６７３７７１７（２０２６）０２０２０６０８

ＴｅｃｔｏｒｉｄｉｎＩｎｄｕｃｅｓＡｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄＡｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＧａｓｔｒｉｃＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓＴｈｒｏｕｇｈ
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙ

ＬＩＵＸｉｎｙｕ１，ＷＡＮＧＺｈｉｑｉａｎｇ２，ＹＡＯＮｉｎｇｎｉｎｇ２，ＨＡＮＬｅｉ２，ＬＵＹｕｃｈｅｎｇ２

（１．ＧｒａｄｕａｔｅＴｒａｉｎｉｎｇＢａｓｅｏｆＧｕａｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅａｔＬｉｎｙｉＰｅｏｐｌｅ＇ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０４０５，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ；
２．ＬｉｎｙｉＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，ＧｕａｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｌｉｎｙｉ２７６０００，Ｓｈａｎｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ）

基金项目：国家自然科学基金项目（３２１００６１８）；山东省中医药科技项目（Ｍ－２０２３１３１）；徐州医科大学附属医院发展基金项目（ＸＹＦＭ２０２３４６）
作者简介：刘鑫雨（１９９６－），女，山东临沂人，硕士在读，研究方向：中药单体抗肿瘤。
通讯作者：陆玉成（１９８３－），男，山东临沂人，研究员，硕士研究生导师，博士，研究方向：中药抗肿瘤的分子机制。Ｅｍａｉｌ：ｌｕｙｕ－２０＠１６３．ｃｏｍ。
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ＨＧＣ－２７．ＭｅｔｈｏｄｓＴｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ－８ａｎｄｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓ
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ；ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ；ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　胃癌是全球范围内第五大最为常见的肿瘤类型，同时也是
引发癌症相关死亡的第五大诱因［１］。由于该疾病在早期的症

状较为隐匿，并且筛查时的检出率较低，致使绝大多数患者在

确诊时已处于疾病晚期［２］。当前的治疗手段，普遍存在疾病

耐药性、不良反应明显、患者在治疗过程中依从性差以及手术

后生存率低等问题［３－４］。因此，胃癌的治疗依旧面临着极为严

峻的挑战，迫切需要开发出一种天然、高效且低毒的抗胃癌药

物，以此来填补当前治疗现状的不足。

长期以来，天然产物一直是新药研发过程中重要的来源。

数据显示，美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）批准的抗癌药物
中，约６０％的药物成分来自天然产物［５］。射干苷（Ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ，
Ｔｅｃ）作为鸢尾科植物中的一种特征性成分［６］，其药理作用多

样化，在降血糖［７－８］、抗炎［９］以及保肝［１０］等多方面发挥着积极

作用。已有研究证实，Ｔｅｃ通过抑制 ＰＫＣ／ｐ３８ＭＡＰＫ途径减缓
结肠癌的疾病进展［１１］；在对肺癌［１２］、前列腺癌［１３］和膀胱癌［１４］

等癌症类型的研究中，Ｔｅｃ也具有显著的抗肿瘤活性；不仅如
此，Ｔｅｃ还可调节 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，抑制卵巢癌 ＳＫ－ＯＶ－３
细胞的活性［１５］。鉴于此，本研究旨在探讨 Ｔｅｃ通过调节
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路，对人胃癌 ＨＧＣ－２７细胞凋亡及自
噬的影响，以期为胃癌的临床治疗提供全新的理论依据与创新

思路。

１　材料与方法
１．１　细胞、主要试剂和仪器

胃癌细胞系 ＨＧＣ－２７由王朴教授（长治医学院）友情提
供；Ｔｅｃ（硕恒生物科技有限公司，ＣＡＳ号：６１１－４０－５）；ＤＭＥＭ
培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，货号为 ＰＭ１５０２１０）；灭活胎牛血
清、青、链霉素及胰蛋白酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司，货号分别为
１６０００－０４４、ＰＢ１８０１２０、ＰＢ１８０２２９）；ＣＣＫ－８检测试剂盒；Ａｎ
ｎｅｘｉｎＶ－异硫氰酸荧光素（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａ－ｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）／
碘化丙啶（Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）；总蛋白提取试剂盒（上海贝博
生物公司，货号分别为 ＧＫ１０００１、７０－ＡＰ１０１－１００、ＢＢ－
３１０１）；ＢＣＡ蛋白定量检测试剂盒（上海碧云天生物技术有限
公司，商品编号为 Ｐ００１）；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶快速制备试剂盒
（北京兰博利德商贸有限公司，货号 Ｐ１２５０）；预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，货号 Ｐ１０１８）；ＥＣＬ化学发光试剂盒和
ＰＶＤＦ膜（北京兰杰柯科技有限公司，货号分别为 ＷＰ２０００５、

ＢＳ－ＰＶＤＦ－４５）；３－甲基腺嘌呤（３－ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３－ＭＡ）
（美国 ＡＰＥＸＢＩＯ公司，货号ＩＭ０１９０－５０ｍｇ）；兔抗人 Ｂｅｃｌｉｎ－
１、ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２一抗、抗－ＧＡＰＤＨ（山东赛汶赛德生物科技
有限公司，货号分别为ａｂｘ１５９３４７、ａｂ３２０４９、ａｂ３２５０３、ａｂ３０２７１０、
ａｂ８２４５）；兔抗人 ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｍ－ＴＯＲ，ｐ－ｍＴＯＲ、Ａｋｔ和
ｐ－Ａｋｔ抗体、ＨＲＰ－羊抗兔（杭州华安生物技术有限公司，货
号分别为 ＥＴ１６０９－３０、ＨＡ７２１６７３、ＥＴ１６０８－５、ＨＡ７２１６３２、
ＥＴ１６０９－５１、ＥＴ１６０７－７３和ＨＡ１００１）。ＣＯ２培养箱（美国赛默
飞世尔科技公司，型号 ３７１ｅ）；倒置荧光显微镜（日本尼康株式
会社，型号 ＣＫＸ５３ＳＦ）；生物安全柜（上海力康生物医疗科技控
股有限公司，型号 ＨＦｓａｆｅ－１８０ＯＬＣ）；高速冷冻离心机［美国赛
默飞世尔科技（中国）有限公司，型号ＳＴ８Ｒ］。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　将 ＨＧＣ－２７细胞接种于含 １０％胎牛血清
和１％青霉素 －链霉素混合液的 ＤＭＥＭ培养基中，置于 ３７
℃，５％ ＣＯ２的全湿培养箱中培养，通过显微镜下观察细胞生长
状态，待细胞融合度达到或超过 ８０％时，用胰蛋白酶消化传
代，共传代 １５次，取对数生长期的 ＨＧＣ－２７细胞用于后续
实验。

１．２．２　ＣＣＫ－８试剂盒检测细胞活力　取对数生长期 ＨＧＣ－
２７细胞接种于 ９６孔板中（３０００ｃｅｌｌｓ／孔），贴壁培养 ２４ｈ后，
每组设５个复孔，分别使用不同浓度（０、１５、３０和４５μｍｏｌ／Ｌ）
的含Ｔｅｃ培养基处理细胞，处理 ２４、４８和 ７２ｈ后每孔加入
１０％的 ＣＣＫ－８试剂，在３７℃，５％ ＣＯ２培养箱培养４ｈ后，使
用酶标仪检测 ４５０ｎｍ波长处吸光度，以吸光度值表示细胞增
殖能力，吸光度值越大表示细胞增殖能力越强。

１．２．３　平板克隆形成实验检测细胞增殖能力　将 ＨＧＣ－２７
细胞接种于６孔板中，待细胞贴壁后，用不同浓度（０、１５、３０和
４５μｍｏｌ／Ｌ）的含Ｔｅｃ培养基在６孔板（５００ｃｅｌｌｓ／孔）中培养２
周。每３天更换１次培养基。然后，用４％多聚甲醛固定细胞，
并用结晶紫染色１０ｍｉｎ。使用显微镜检查以计数由５０多个细
胞组成的细胞集落，并根据这些观察结果计算集落形成率。

１．２．４　３－ＭＡ抑制剂法检测细胞自噬能力　将 ＨＧＣ－２７细
胞以每孔３×１０３ｃｅｌｌｓ的密度在９６孔板中培养，待细胞贴壁
后，分别用Ｔｅｃ（５０μｍｏｌ／Ｌ）、３－ＭＡ（０．１μｍｏｌ／Ｌ）和不同浓度
的Ｔｅｃ和３－ＭＡ混合液（５０μｍｏｌ／ＬＴｅｃ＋０．１μｍｏｌ／Ｌ３－ＭＡ、

７０２
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４０μｍｏｌ／ＬＴｅｃ＋０．１μｍｏｌ／Ｌ３－ＭＡ、３０μｍｏｌ／ＬＴｅｃ＋０．１
μｍｏｌ／Ｌ３－ＭＡ）处理４８ｈ，每孔加入１０％ＣＣＫ－８试剂，于３７
℃，５％ ＣＯ２培养箱培养４ｈ后测其４５０ｎｍ处光吸收值。
１．２．５　流式细胞术检测细胞凋亡　取对数生长期 ＨＧＣ－２７
细胞（１×１０５ｃｅｌｌｓ／孔）接种在６孔组织培养板中，待细胞贴壁
后用不同浓度的含药 ＤＭＥＭ（０、１５、３０、４５μｍｏｌ／Ｌ）培养细胞
４８ｈ，每组设２个复孔。用冷磷酸缓冲盐水（ＰＢＳ）洗涤两次，用
不含乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）的胰酶消化，从６孔培养板收集所
有漂浮和黏附细胞，重悬后加入５００μＬ结合缓冲液、５μＬＡｎ
ｎｅｘｉｎＶ和１０μＬＰＩ，在黑暗中孵育样品５ｍｉｎ。用流式细胞仪
对细胞进行计数。

１．２．６　蛋白质印迹法检测相关蛋白的表达　将 ＨＧＣ－２７细
胞给予不同浓度 Ｔｅｃ（０、１５、３０、４５μｍｏｌ／Ｌ）处理４８ｈ，药物处
理结束后，弃去培养基，并用 ＰＢＳ洗涤细胞，弃去 ＰＢＳ，将
ＨＧＣ－２７细胞置于冰上，使用含有磷酸酶抑制剂混合物（１∶
１００）、蛋白磷酸酶抑制剂（１∶５０）和 ＰＭＳＦ（１∶２００）的预冷 ＲＩ
ＰＡ缓冲液进行裂解，裂解时间为３０ｍｉｎ。然后１２０００ｒ／ｍｉｎ，４
℃离心２０ｍｉｎ，收集上清液，使用 ＢＣＡ蛋白检测试剂盒测定蛋
白浓度，然后加入一定体积的 Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ准备蛋白样品，在
１００℃下煮沸５～１０ｍｉｎ。用５％脱脂乳封闭２ｈ后，根据预染
色标记物的分子量切割转移膜。将膜与特异性一抗在４℃下
孵育过夜。用 ＴＢＳＴ洗涤膜３次，并与相应的二抗在室温下孵
育２ｈ。最后，采用化学发光法检测蛋白免疫反应带。并用
ＩｍａｇｅＪ软件分析密度测定结果。
１．２．７　分子机制预测　通过 ＰｕｂＣｈｅｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃ
ｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）数据库获得 Ｔｅｃ的 ＳＭＩＬＥＳ序列号。使用
ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔ－ｐｒｅｄｉｃ
ｔｉｏｎ．ｃｈ／），Ｓｕｐｅｒ－ＰＲＥＤ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈａｒｉｔｅ．ｄｅ／
ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）和 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｌｉｌａｂ－ｅｃｕｓｔ．ｃｎ／
ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ／）进行检测以获得Ｔｅｃ潜在作用靶点。以“ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ”为关键词用 ＤｉｓＧｅＮＥＴ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｄｉｓｇｅｎｅｔ．ｏｒｇ／）
数据库、ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ／）和 ＯＭＩＭ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｏｍｉｍ．ｏｒｇ／）进行查找和筛选胃癌靶点。合并所有的靶
点蛋白信息，并删去靶点蛋白信息中的重复值，获得胃癌疾病

的目标靶蛋白基因。对 Ｔｅｃ靶点与胃癌靶点绘制韦恩图取交
集，将交集靶点提交至 ＳＴＲＩＮＧ数据库（ｗｗｗ．ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．
ｏｒｇ／），物种选择为“Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ”，置信度设置为“ｈｉｇｈｃｏｎｆｉ
ｄｅｎｃｅ（０．７００）”，构建蛋白互作（ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，
ＰＰＩ）网络模型。将交集靶点录入 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ平台（ｍｅｔａｓｃａｐｅ．
ｏｒｇ），设置 Ｐ＜０００１，分析其主代谢通路。从 ＴＣＭＳＰ平台获
取Ｔｅｃ的 ｍｏｌ２格式文件，ＰＤＢ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ）
获取关键目标的 ＰＤＢ格式文件。使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ软件
（ａｕｔｏｄｏｃｋ．ｓｑｕｉｐｐｓ．ｅｄｕ）进行分子对接，使用 Ｐｙｍｏｌ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｐｙｍｏｌ．ｏｒｇ）软件进行可视化。
１．３　统计学分析

采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件进行统计学分析，其中计量资
料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用独立样本ｔ检
验。Ｐ＜００５时差异具有统计学意义。
２　结果
２．１　Ｔｅｃ抑制 ＨＧＣ－２７细胞增殖

给予 ＨＧＣ－２７细胞不同浓度（０～２００μｍｏｌ／Ｌ）的 Ｔｅｃ，分

别处理２４、４８和７２ｈ，使用ＣＣＫ－８试剂盒检测Ｔｅｃ对 ＨＧＣ－
２７细胞增殖影响。结果显示，Ｔｅｃ对细胞增殖的抑制作用呈现
出剂量和时间依赖性（插页ⅩＬ图１Ａ），经计算可知 Ｔｅｃ的 ＩＣ５０
值为２５４１μｍｏｌ·Ｌ－１（插页ⅩＬ图１Ｂ）。因此，选取０、１５、３０和
４５μｍｏｌ／Ｌ浓度梯度进行后续实验。克隆形成实验结果显示
（插页ⅩＬ图 ２），与对照组相比，不同浓度 Ｔｅｃ处理后，细胞集落
形成能力显著减弱。上述结果提示，Ｔｅｃ以剂量和时间依赖性
抑制 ＨＧＣ－２７细胞增殖。
２．２　Ｔｅｃ诱导ＨＧＣ－２７细胞自噬

３－甲基腺嘌呤（３－ＭＡ），是 ＰＩ３Ｋ的选择性抑制剂，可阻
断自噬体的形成，通常用作自噬抑制剂。ＨＧＣ－２７细胞在Ｔｅｃ
和 ３－ＭＡ共处理４８ｈ后，使用 ＣＣＫ－８试剂盒检测 ＨＧＣ－２７
细胞活力。结果发现细胞存活率介于单独使用 Ｔｅｃ与 ３－ＭＡ
之间，并且随着 Ｔｅｃ和 ３－ＭＡ共处理的药物浓度的增加细胞
存活率逐渐降低（插页ⅩＬ图３Ａ）。

考虑到 ３－ＭＡ作为自噬抑制剂的非特异性，通过蛋白质
印迹检测自噬标志物 Ｂｅｃｌｉｎ－１（５２ｋＤａ）的蛋白质水平。Ｔｅｃ
可显著提高 Ｂｅｃｌｉｎ－１的表达（插页ⅩＬ图３Ｂ和插页ⅩＬ图３Ｃ），
并且以剂量依赖的方式增强。上述结果提示，Ｔｅｃ能够促进
ＨＧＣ－２７细胞的自噬过程。
２．３　Ｔｅｃ诱导 ＨＧＣ－２７细胞凋亡

用不同浓度的Ｔｅｃ（０、１５、３０、４５μｇ／ｍＬ）处理 ＨＧＣ－２７细
胞４８ｈ后，使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ和 ＰＩ染色，通过流式细胞仪
检测细胞凋亡情况。如插页ⅩＬⅠ图４所示，凋亡细胞群（早期和
晚期凋亡）分别增加到２０．１６％、３７．６０％和５０．６０％，与对照细
胞相比分别增加了２．３２、４．３２和５．８１倍。这些数据表明，Ｔｅｃ
促进 ＨＧＣ－２７细胞凋亡，并且凋亡细胞的比例随剂量增加而
增加。

此外，这一发现与观察到的重要凋亡相关蛋白（如 Ｂｃｌ－
２、Ｂａｘ和 ｐ５３）的水平变化一致（插页ⅩＬⅠ图４Ｂ、插页ⅩＬⅠ图４Ｃ、插
页ⅩＬⅠ图４Ｄ）。上述结果提示，Ｔｅｃ可以促进 ＨＧＣ－２７细胞的
凋亡。

２．４　Ｔｅｃ诱导细胞自噬、凋亡的分子机制预测
为了进一步研究 Ｔｅｃ诱导 ＨＧＣ－２７细胞自噬，凋亡的潜

在机制，我们从 ＰｕｂＣｈｅｍ数据库获得的Ｔｅｃ的 ＳＭＩＬＥＳ序列号
“ＣＯＣ１＝Ｃ（Ｃ＝Ｃ２Ｃ（＝Ｃ１Ｏ）Ｃ（＝Ｏ）Ｃ（＝ＣＯ２）Ｃ３＝ＣＣ＝Ｃ
（Ｃ＝Ｃ３）Ｏ）ＯＣ４Ｃ（Ｃ（Ｃ（Ｃ（Ｏ４）ＣＯ）Ｏ）Ｏ）Ｏ”在 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ
数据库以 ＮｏｒｍＦｉｔ标准化拟合得分 ≥０．５为筛选条件，在
ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库以 Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ＞０．１为筛选条件和
Ｓｕｐｅｒ－ＰＲＥＤ数据库共获得了２４４个 Ｔｅｃ潜在靶点。以“ｇａｓ
ｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ”为关键词在 ＤｉｓＧｅＮＥＴ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｄｉｓｇｅｎｅｔ．
ｏｒｇ／）数据库以得分≥０．０１为筛选条件，得到胃癌靶点 １８４９
个；在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ／）数据库中以得
分＞１２．８为筛选条件，得到胃癌靶点１７１７个；在 ＯＭＩＭ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｏｍｉｍ．ｏｒｇ／）数据库得到胃癌靶点５１０个。综合这３个数
据库，去除不同数据库中重复靶点基因合并所有靶点，最终得

到胃癌疾病靶点共３０４２个。将Ｔｅｃ靶点数据库与胃癌疾病靶
点数据库导入 Ｖｅｎｎｙ２．１．０在线工具，绘制出疾病和药物靶点
的韦恩图并取交集（插页ⅩＬⅡ图 ５Ａ），交集基因即 Ｔｅｃ治疗胃癌
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的潜在作用靶点。将所获得的１１４个交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ
数据库，设置人源性的物种来源，默认其余参数设置，构建 ＰＰＩ
网络图（插页ⅩＬⅡ图 ５Ｂ）。

根据ｃｅｎｔｉｓｃａｐｅ２．２计算拓扑参 Ｄｅｇｒｅｅ值进行排名，获得
前 １９个富集靶点（插页ⅩＬⅡ图 ５Ｃ）。结果表明，ＡＫＴ１、ＳＲＣ、
ＨＳＰ９０ＡＡ１等靶点可能在 Ｔｅｃ的抗 ＨＧＣ作用中发挥重要作
用。其中，ＡＫＴ是一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，有３种亚型：
ＡＫＴ１、ＡＫＴ２和 ＡＫＴ３［１６］，ＡＫＴ１编码的亚型可以调节细胞凋
亡［１７］。我们推测 ＡＫＴ１在 Ｔｅｃ诱导的 ＨＧＣ细胞凋亡中起关
键作用。因此，进行了分子对接和ＫＥＧＧ通路富集分析以验证
这一假设。如插页ⅩＬⅡ图５Ｄ和插页ⅩＬⅡ图５Ｅ所示，Ｔｅｃ与 ＡＫＴ１
的结合自由能为 －５．０１ｋＪ／ｍｏｌ，具有良好的结合亲和力。
ＫＥＧＧ通路富集分析结果显示Ｔｅｃ作用于ＧＣ主要涉及ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路。
２．５　Ｔｅｃ对ＨＧＣ－２７细胞ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路的影响

以上研究结果提示，Ｔｅｃ可以显著诱导细胞凋亡和自噬。
根据靶点及信号通路的预测结果，ＡＫＴ１排名靠前的蛋白质，
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路是排名靠前的信号通路，可能在 Ｔｅｃ对
胃癌的治疗作用中发挥关键作用。蛋白免疫印迹结果显示

Ｔｅｃ以剂量依赖性的方式降低了 ｐ－ＰＩ３ｋ、ｐ－Ａｋｔ和ｐ－ｍＴＯＲ
的蛋白表达（插页ⅩＬⅠ图 ６）。进一步验证了 Ｔｅｃ通过抑制
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路介导胃癌细胞的凋亡和自噬。
３　讨论

根据中医对胃癌的认识，胃癌在中医上可归属于“胃脘

痛”“积聚”“伏梁”“噎膈”“反胃”和“心下痞”等范畴［１８］。中

医学对肿瘤病理的认识基本达成共识，总结为“正”“邪”消长

两方面，在治法上不外乎“扶正”和“祛邪”［１９］。中医药和植物

来源的化合物因其可用性和相对较低的毒性，在癌症的预防和

治疗中发挥着至关重要的作用［２０］。Ｔｅｃ是一种天然化合物，
具有结构多样性、毒性较低和来源广泛等特点［２１］，此次研究首

次通过体外实验证明了Ｔｅｃ对ＨＧＣ的抑制作用及其机制。
在本研究中，ＣＣＫ－８实验和克隆形成实验结果表明 Ｔｅｃ

以时间－剂量依赖性的方式抑制 ＨＧＣ－２７增殖。当采用５０
μｍｏｌ／ＬＴｅｃ和０．１ｍｍｏｌ／Ｌ３－ＭＡ共处理 ＨＧＣ－２７细胞后，
发现细胞存活率介于单独使用５０μｍｏｌ／ＬＴｅｃ与０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
３－ＭＡ之间，并且细胞存活率随着药物浓度（３０μｍｏｌ／ＬＴｅｃ＋
０．１ｍｍｏｌ／Ｌ３－ＭＡ、４０μｍｏｌ／ＬＴｅｃ＋０．１ｍｍｏｌ／Ｌ３－ＭＡ、５０
μｍｏｌ／ＬＴｅｃ＋０．１ｍｍｏｌ／Ｌ３－ＭＡ）的增加而降低。流式细胞
术对细胞凋亡的分析表明，细胞的凋亡情况随Ｔｅｃ浓度的增加
而增加。以上研究结果提示，Ｔｅｃ能够抑制 ＨＧＣ－２７细胞的
增殖，并促进其凋亡和自噬，且这一作用与浓度和时间有一定

相关性。

通过生物信息学的方法，鉴定出了１１４个与Ｔｅｃ治疗胃癌
相关的潜在基因，通过ＰＰＩ分析选择了１９个中枢靶基因，根据
Ｄｅｇｒｅｅ值排名，结果提示 ＡＫＴ１靶点与其关联度最高。ＫＥＧＧ
通路分析表明，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路排名靠前。提示 Ｔｅｃ可能
通过调节 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路发挥抗肿瘤作用。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路是细胞中调节细胞生长、增殖、运动、
代谢和存活的核心信号通路之一［２２］。在维持正常细胞功能方

面起着重要作用。ＰＩ３Ｋ启动这一信号通路并调节不同的信
号，以防止细胞凋亡并促进细胞增殖和存活［２３］，其作用机制是

磷脂酰肌醇３－激酶（ＰＩ３Ｋ）特异性催化磷脂酰肌醇（ＰＩ）磷酸
化［２４］，磷酸肌醇环为丝氨酸／苏氨酸（ｓｅｒ／ｔｈｒ）激酶、蛋白激酶
Ｂ（ＰＫＢ，通常称为 Ａｋｔ）和磷酸肌醇依赖性蛋白激酶 －１
（ＰＤＫ１）提供对接位点。将 ＰＤＫ１募集到质膜和 ＰＫＢ附近会
导致ｓｅｒ／ｔｈｒＡＫＴ激酶的磷酸化和激活［２３］。Ａｋｔ被磷酸化和激
活，进一步调节靶基因［２５］。许多研究表明，ＡＫＴ１基因在胃癌、
乳腺癌、结直肠癌和其他癌症中扩增［２６］。此外，研究发现杠柳

苷通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ途径抑制癌症生长，并诱导细胞凋亡
和保护性自噬［２７］。百里香醌通过抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ途径，
抑制 ＧＣ细胞增殖并诱导细胞死亡和保护性自噬［２８］。因此，

推测ＡＫＴ１和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路可能是 Ｔｅｃ抑制癌症
细胞增殖、促进细胞凋亡和自噬的关键靶点和途径。

近年来，研究自噬对胃癌细胞的干预机制已经成为胃癌诊

疗的新方向。自噬能够有效抑制ＧＣ细胞的增殖、提高机体对
化疗靶向药物的敏感性［２９］。自噬基因 Ｂｅｃｌｉｎ１是哺乳动物参
与自噬的特异性基因，能够正向调节自噬的发生。上调 Ｂｅｃ
ｌｉｎ１表达可以诱导自噬的发生［３０］。Ｂｅｃｌｉｎ１既可以与Ⅲ型磷脂
酰肌醇 ３激酶（ＰＩ３ＫＣ３）相互结合，形成 Ｂｅｃｌｉｎ１－ＰＩ３ＫＣ３－
Ｖｐｓ１５复合体，促进自噬发生，又可以与抗凋亡基因 Ｂ淋巴细
胞瘤 －２（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）相互结合，形成
Ｂｅｃｌｉｎ１－Ｂｃｌ－２复合体，抑制自噬活性。本实验结果显示，Ｔｅｃ
可上调Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达，诱导胃癌细胞自噬。

细胞凋亡主要包括两条途径：涉及Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂｃｌ－
２）家族蛋白的内在途径和由死亡受体（ＤＲ）配体介导的外在
途径［３１］。ｐ５３可以诱导大量基因参与细胞凋亡，这些基因可
以通过诱导ＢＨ３－ｏｎｌｙ蛋白，改变线粒体外膜通透性，参与内
源性凋亡途径，也可以通过 Ｆａｓ和 ＤＲ５参与外源性凋亡途
径［３２］。Ｂｃｌ－２蛋白家族可以调节内源性凋亡途径［３３］。Ｂａｘ作
为Ｂｃｌ－２蛋白家族的成员，在细胞凋亡中起着重要的促进作
用［３４］。Ｂｃｌ－２属于抗凋亡蛋白，通过螯合 Ｂｉｍ来抑制 Ｂａｘ和
Ｂａｋ的激活，从而防止细胞凋亡［３５］。肿瘤中 Ｂｃｌ－２和 Ｂａｘ表
达水平的平衡决定了凋亡的发生。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ实验
发现Ｔｅｃ能够上调 ｐ５３、Ｂａｘ蛋白的相对表达水平，同时降低
Ｂｃｌ－２蛋白的相对水平，从而诱导ＨＧＣ－２７细胞凋亡。此外，
Ｔｅｃ治疗后ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ和ｍＴＯＲ的磷酸化显著降低，表明Ｔｅｃ抑
制了人ＨＧＣ－２７细胞ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路。

综上所述，Ｔｅｃ能够增加自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ－１及凋亡
蛋白ｐ５３和Ｂａｘ的表达，同时降低Ｂｃｌ－２蛋白的表达。此外，
Ｔｅｃ还显著减少了磷酸化的 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ和 ｍＴＯＲ蛋白的表达，
提示Ｔｅｃ通过抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路诱导 ＨＧＣ－２７
细胞的自噬和凋亡，这为 Ｔｅｃ临床治疗癌症提供了理论依据，
射干苷有望成为新型的治疗药物。
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中医药大学学报，２０２２，４１（１）：６５－７２．
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