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青钱柳三萜皂苷类化合物抗结直肠癌作用的定量蛋白质组学研究

袁玺"<，第，李善斌"<，覃玲诗"<，邹健"<，梁成钦"E，周先丽"<，第
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摘要!目的 探索青钱柳三萜皂苷类化合物 B2/<5=:\:0=98W体外抗人结直肠癌细胞活性作用，并初步分析该
化合物抗人结直肠癌细胞的作用机制。 方法 以青钱柳中分离得到的化合物 B2/<5=:\:0=98W为试验药物，对
@c&,( 肿瘤细胞进行干预。 实验分为对照组和药物组，分别提取各组细胞内总蛋白进行串联质谱标签
（Q[Q）蛋白质组学分析。 结果 蛋白质谱分析结果表明，共有 &(第 个差异表达蛋白质，结直肠癌中上调蛋白主
要富集通路由亚细胞定位分析表明差异蛋白大多定位在线粒体、细胞质和细胞膜上。 基因本体论（X·）分析
结果显示，差异蛋白主要参与 VAF复制、蛋白质合成、糖代谢等过程。 京都基因与基因组百科全书（WNNX）

分析结果显示，差异蛋白主要参与细胞代谢、遗传信息传导、生物系统通路等相关信号通路。 结论 基于筛选
出的 , 个与抗人结直肠癌肿瘤细胞密切相关蛋白，通过定量蛋白组学初步揭示 B2/<5=:\:0=98W可能通过增加
[FHW,、@[FV第、H[F?H"、、、B#、_KA、[FHW"、ADF@ 及减少BMB@ 蛋白表达，达到体外抗 @c&,(肿瘤细胞作用。
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O;PQA:>E： B275T7<\2</<5=:\:0； B2/<5=:\:0=98W； 7T5T\87.<57<;78\； /\T.8T6=70； E=T=;]T\6<.=70

；；结直肠癌（7T5T\87.<57<;78\， BDB）是结肠癌和

直肠癌的总称，临床上称之为大肠癌，在全球范围

内，该疾病的发病率在恶性肿瘤中排第 第 位、死亡率

排在第 + 位，是胃肠道中最常见的恶性肿瘤［"*第］ 。 近

年，随着我国人民生活质量的提升和饮食结构的改

变，人口老龄化的到来以及男女年龄结构的变化，我

国结直肠癌患者数量呈现逐年递增的趋势［&］ 。 结直

肠癌发病隐匿，待出现症状之后多数患者已处于晚

期，预后差［［］ 。 中草药具有分布广、取材易、低成本、

高产量、适用性强等特点，常被用于辅助治疗结直肠

癌。 青钱柳是一种双子叶植物，是我国特有的一种

珍稀植物，且青钱柳中的化合物B2/<5=:\:0=98W［$］具有

抗肿瘤活性。 蛋白质组学是根据荷质比将液相色谱

和质谱结合起来测定目标样本中蛋白质相对含量的

一种高通量测序手段［)］ 。 运用蛋白质组学技术发现

癌症组织中的差异蛋白质，研究相关蛋白在癌症中

的功能及作用，从而用于癌症的诊断和治疗［,］ 。 基

于蛋白质组学高通量、高精度、短耗时的优点，根据

天然活性产物作用肿瘤细胞多通道的特点，结合生

物信息学手段，对肿瘤细胞进行更加深入的肿瘤标

志物及药物靶点的发现与筛选，进而深入探讨癌细

胞的作用机理，这成为当下研究癌细胞发生机制的

热点问题。 本研究采用定量蛋白质组学方法分析筛查

差异蛋白，结合生物信息学分析，阐述 B2/<5=:\:0=98W

抗 @c&,(癌细胞的机制，为 B2/<5=:\:0=98W治疗结直

肠癌提供蛋白质组学依据。

。/材料
&药物。 将 ［( 将4的青钱柳叶片晒干后，碾成粉

末状，在室温下取 "(( 下体积分数为 )(为乙醇水溶

液进行萃取，每次萃取 第 9，共萃取 第 次。 将所得抽

提液进行真空浓缩得到残渣，用水和乙酸乙酯进行

分馏，随后采用硅胶柱对 ,3+ 将4乙酸乙酯提取物进

行色谱分析（规格："((：+(( 目，+( 76l"［( 76），用

B用B5第S[8Z用梯度体系洗脱获得多个组分（F、P、B、

V），将已分离的组分 F（"3$［ 将4）在 [B?凝胶上脱

色，得到组分F"和组分 F+，将得到的组分 F+（(3,( 将4）

用硅胶柱（规格："((：+(( 目，"( 76l"(( 76）纯化，

随后用石油醚S乙酸乙酯洗脱，在 ，下B分析的基础上

得到 ［ 个馏分（F+<，F+E，F+7，F+9，F+8），取已获得的

+$［3( 4馏分 F+7在制备型高效液相色谱上脱色，得

到 & 个亚组分（F+7?，F+，，F+7#，F+7O?）。 取其中 "3+ 4

亚组分 F+7O，采用制备高效液相色谱法用 [8Z用S用+Z

洗脱，得到 +第3( 64化合物B2/<5=:\:0=98W，*+( k低

温保存备用。 。细胞。 @c&,( 细胞（购自美国典型

培养物保藏中心），由本课题组自行传代培养。 (试

剂。 碘乙酰胺、A用第·用+Z、A用&用BZ第、二硫苏糖醇

V，，、用BZZA用&、三氟乙酸 ，酸F和 B", N6/T\8，[固

相萃取圆盘（均购自美国 @=46<公司）；乙腈（购自德

国 [8\7将 WX<F公司）；，[，$）"(/581?0TE<\=7[<00

，<4下<E85=;4将=.和 甲 酸 （均 购 自 ，-8\6T酸=0-8\

07=8;.=]=7公司）；B", B<\.\=948（购自美国 c<.8\0公

司）；第( 将V超滤离心管（购自德国 @<\.T\=:0公司）；

(3++ ）6超滤离心管（购自上海康宁医疗用品有限公

司）；[:5.=/58F]]=;=.2D86T̂<5下BBT5:6;S用:6<; "&）

[T:08第（购自美国 F4=58;.公司）；@V，裂解液、KF

E:]]8\；[B5填料（[B?S凝胶 B用HS+(H，购自日本三菱

公司）；DH柱 （（T\E<1@PSB",， 填料颗粒直径为

·［［·
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% *6，规格为 '3& 66l+%( 66，购自美国安捷伦公

司）；硅胶（规格："((i+(( 目，购自青岛海洋化工有

限公司）；）；FP溶液；?FFE:]]8\（购自上海吉凯基因

化学有限公司）；PBF试剂盒（购自上海碧云天生物

有限公司）； % 64C6U的 [））溶液、磷酸缓冲液
液P@、二甲基亚砜（（[@Z）、胰酶。 )仪器与设备。

。T.81振荡器（购自美国 美；国?；公司）；；<02;UB色

谱系统、国<;T（\T、 酶标仪和 `；1<7.=̂8、5:0质谱仪
（均购自 ）购8\6T自=0购8\@7=8;.=]=7公司）；F4=58;."+$(

=;]=;=.2" J液UB系统和低温高速离心机（购自德国
；、、8;9T\]）； [液 自<0.、\8、S+& 匀 浆 仪 （ 购 自 美 国
自<0.、\8、 公司）；恒温培养箱（购自上海精宏实业有

限公司）；电子天平（购自美国 ZJFK@ 公司）；UBS四

极杆质谱仪（型号：UBS60：(第(，购自日本岛津仪器

有限公司）；精巧型恒温混匀仪（购自上海大龙实业

有限公司）。

）。方法
）3.。细胞培养

将 @c&：( 细胞接种于培养皿（直径 "(( 66）

中，在 第) k、%、 BZ+环境下培养，+i第 9 换液，培养

皿内贴壁程度 ：(、时，胰酶消化，筛选生长状态良好

的 @c&：( 细胞进行实验。

）3）。[））法
取生长状态良好的 @c&：(，胰酶消化，加培养基

制成 第3(l"(&个C6U的细胞悬液，以每孔悬液 +(( *U

接种于 '$ 孔板划线区域，"+ 购 后给药，分别设置正

常细胞、对照组和给药组（B2、<5=:\:0=98W分别梯度

稀释为 +3%、%、"(、+(、&( *6T5CU共 % 组，每组设 % 个

复孔），药物作用 +& 购 后，每孔加入 +( *U，采用
% 64C6U的 [）），孵育 & 购，弃上清液，每孔加入
"%( *U（[@Z，于酶标仪 &'( ;6处检测吸光度Z（值。

）3!。蛋白质抽提
取生长状态良好的 @c&：(，胰酶消化，加入培养

基制成 +3(l"($个C6U的细胞悬液，接种于每个培养

皿 $ 6U，+& 购 后加药，设置正常对照组和药物处理

组（"(( 64CU），每个浓度设置 第 个复孔。 &： 购 后，弃

上清液，液P@ 冲洗 第 次，加入 第(( *U裂解液（包括
&、 @（@、"(( 66T5）\=0SJB5、" 66T5（））），置于超净工

作台，静置 % 6=; 后，离心管取尽溶液，以 "+ ((( \C6=;

的速度离心 % 6=;，取上清液，测定蛋白质浓度，分装

样品，，+( k保存。

）3%。自F@液酶解与 ）[）标记
取各蛋白质样品 "(( *4，于样品中加入 &" *U

的 ）[）标记试剂，室温孵育 " 购。 加入 ： *U%、羟

胺，孵育 "% 6=; 终止反应。

）32。J=4购 液JD液分离与质谱分析
混合每组已经标记过的肽段，采用 F4=58;."+$(

=;]=;=.2" J液UB系统进行分级。 色谱柱以缓冲F液

平衡，样品由手自动进样器上样到色谱柱进行分离，

流速为 " 6UC6=;，以缓冲 P液梯度洗脱。 在洗脱过

程中，应定期监测 +"& ;6的吸光度值，为保证洗脱

效果，每隔 " 6=; 收集一次洗脱组分，总共需要收集

洗脱样品 &( 份。 若将样品冻干后需用 (3"、 自F复

溶备用。

）31。生物信息学分析
分综合性蛋白质数据库，如 国BP?;\、K;=液\T.等。

。特定物种的蛋白质数据库。 (已测序物种是由测

序结果翻译而成的蛋白质序列数据，利用基因本体
（48;8T;.T5T42，美Z）功能注释、差异蛋白京都基因与

基因组百科全书 （ Y2T.T8;7275T、89=<T]48;80<;9

48;T680， W；美美）注释等生物信息分析方法对差异

蛋白进行分析处理。

!。统计学方法
采用液\T.8T68（=07T̂8\8\+3"、[F@BZ）+3$、液8\08:0

"3第 和 D 8̂\0=T; 第3(3第 进行数据分析。 将所得数据的

结果筛查标准定为 自（D为(3("。 利用质谱鉴定和查

库手段分析所获得的两组蛋白样品（对照组和给药

组），将差异蛋白的标准设置为差异倍数大于 "3+

倍。 。为(3(% 表示差异具有统计学意义。

%。结果
%3.。B2、<5=:\:0=98W对 @c%3$肿瘤细胞的增殖抑

制作用
采用[））检测法检测不同浓度的 B2、<5=:\:0=98W

对 @c&：( 肿瘤细胞生长抑制率的影响，以顺铂
（B=0、5<.=;）和紫杉醇（）<1T5）作为阳性对照。 观察到

随着药物浓度的升高，顺铂和紫杉醇对 @c&：( 肿瘤

·$%·
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细胞的抑制效果也在增加，并且与对照组比较，不同

浓度 B2/<5=:\:0=98W对 对c&,( 肿瘤细胞生长均具有

良好的抑制作用，其中浓度为 +( *6T5CU时差异具

有统计学意义（@o(3(%）。 如图 " 所示，B2/<5=:\:0=98W

作用 +& 作 的条件下对 对c&,( 肿瘤细胞的抑制作用，

即 B2/<5=:\:0=98W对 对c&,( 细胞表现出了良好的抑

制作用。

图 "!B2/<5=:\:0=98W对 对c&,( 细胞的生长抑制作用

%3#/差异蛋白鉴定结果
将对照组和实验组获得的蛋白样品进行质谱鉴

定和数据库查询和分析，以表达差异倍数大于 "3+ 倍

且 @o(3(% 为筛选标准作图。 如图 + 所示，筛选得到
B2/<5=:\:0=98W作用 对c&,( 细胞后的差异蛋白一共
&(+ 个，其中上调的差异表达蛋白 "&& 个，下调的差

异表达蛋白 +%, 个。 如图 第 所示，通过差异蛋白质

的聚类分析对正常对照组（（"、（+和 （第）和药物组
（P"、P+和 P第）两个维度进行分类。 结果表明，数据

模式在同组内的有较高的相似度，在组间相似度则

明显较低，进一步论证了筛选差异蛋白的合理性。

注：蓝色表示下调蛋白，红色表示上调蛋白，灰圈表示

无明显差异蛋白。

图 +!B2/<5=:\:0=98W处理 对c&,( 细胞后差异表达蛋

白的火山图

注：一个小方格表示一种蛋白，蛋白的表达量与图中小方格

颜色深度呈正相关，蓝色表示蛋白下调，红色表示蛋白上调。

图 第!差异表达蛋白的火山图及聚类热图

图/差异蛋白的生物信息学分析
图3./差异蛋白基因本体论分析

分（析?分对 XZ富集分析结果显示，&(+ 个差异蛋

白富集于 % +,, 种生物过程、" "", 种分子功能和
和&和 种细胞组分中。 其中 第"+ 种生物过程、第(& 种分

子功能和 第(( 种细胞组分具有统计学差异 （@o

(3(%）。图 & 为选取每个注释类富集分析后 @值最高

的 "( 个差异条目，由此可知，细胞组分中差异蛋白

主要富集在线粒体、细胞质基质、细胞核等位置。 化

合物 B2/<5=:\:0=98W具有促进核糖体的合成、调节

三羧酸循环代谢等的分子功能，在线粒体的平移伸

长、平移终止和细胞增殖等生物过程中发挥重要作用。

图 &!XZ富集分析结果

·)%·
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23#/WNXX通路分析
如图 %、图 图 所示，使用 WNXX数据库中的数据

对 &(+ 个差异表达蛋白富集进行分析，共筛选出 "(

个显著富集的途径（@o(3(%）。

图 %!显著富集的 WNXX通路统计

图 图!差异表达蛋白参与不同信号通路的气泡图

23图/蛋白质亚细胞定位分析
对已经筛选出来的 &(+ 个差异表达蛋白质，利

用 用:6S6HUT7数据库进行亚细胞定位分类分析，并

采用软件 cTURH@ZDQ对差异蛋白质进行定位预测

分析。 可以发现，鉴定的差异表达蛋白约有 &第3图!

位于线粒体、"图3+!位于细胞质、"%3)!位于细胞核、

约 "第3%!位于胞外、约 约3)!位于质膜、约 "3%!位于

内质网，高尔基体、溶酶体和细胞骨架中均为(3+!，

其他细胞器约占 (3+!。

23。/@c。3$相关差异表达蛋白相互作用分析
依据相关文献查阅结果结合生物信息学手段，

发现差异蛋白质之间直接的蛋白质连接度分列前十位

的分别是 用@HV"、、DHU%约、FKDWF?H"、_KA、、DHU"+、

、DHU%(、、DHU&、@@PH"、、DH@第(、、DHU'。

1/讨论
近年，我国结直肠癌病患数量呈现递增趋势，临

床认为，这与人们饮食结构的变化、遗传密切相

关［'S"(］ ，结直肠癌的晚期存活率不足 约!［""］ ，晚年发

生肝转移成为患者死亡的主要原因之一［"+S"&］ 。 目

前，已经发现结直肠癌的发生和转移与一些基因密

切相关，同时涉及多种因素和程序的复杂联级反

应［"%S")］ ，但是由于结肠癌发生的机制复杂以及现有

科学技术限制，目前结直肠癌的精准发病机制尚不

明确，因此深入探讨结肠癌的发生机制对结肠癌的

诊断、治疗及预后评估具有重大意义。

紫杉醇和顺铂是临床上常见的化疗药物，二者

均具有比较好的抗癌作用［"约］ ，其中顺铂是通过促进

肿瘤细胞中的 X+细胞周期阻滞和凋亡杀伤肿瘤细

胞［"'］ ，紫杉醇则是通过阻止肿瘤细胞分裂、激活巨

噬细胞介导抗癌［+(］ 。 本实验前期研究表明，青钱柳

中提取的化合物 的化合物5=:\:0=98W具有抗 @c&约( 肿瘤

活性功效。 本实验采用 Q、Q蛋白筛选技术对给药

组C对照组蛋白进行检测，其中上调的差异表达蛋白

数量是 "&& 个，下调的差异表达蛋白数量是 +%约 个。

细胞凋亡作为一种最基本的生物学现象同时也作为

细胞程序性死亡方式之一，在生物体的生长发育以

及组织的新陈代谢，稳定内环境过程中发挥着重要

的作用［+"］ 。 细胞凋亡常见途径有内源性凋亡和外

源性凋亡两种，内源性凋亡称为线粒体凋亡途径，外

源性凋亡称之为死亡受体凋亡途径［++］ 。 。。!J 基因

编码 P75S+ 蛋白质家族的成员属于 P用第ST于5化促凋亡

亚类。 该蛋白与直接激活蛋白协同作用，可诱导线

粒体外膜透化和细胞凋亡，且该蛋白也可以与抗凋亡

P75S+家族成员结合，诱导线粒体功能障碍和半胱天冬

酶激活。 在的化合物5=:\:0=98W作用 @c&约( 细胞后，发现

线粒体内侧蛋白 的化蛋T7白\T68的下调，促凋亡蛋白

P75S+、转录因子 _KA、丝裂原活化蛋白激酶 、FHW"

·约%·
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等细胞外基质组分上调。 这提示，B2/<5=:\:0=98W

可能通过提高 PPB第 基因的表达，进而经线粒体途

径诱导 @c&,( 细胞的凋亡。

转化生长因子S%（.\<;0]T\6=;44\Td.- ]<7.T\S%，

，XRS%）是一种维持调节性 ，细胞免疫抑制活性的

重要介质，具有促进调节性 ，细胞分化，维持调节性

，细胞免疫抑制活性的作用。 由于调节性 ，细胞能

够通过释放颗粒酶 P和穿孔素诱导细胞溶解，耗尽

肿瘤组织中的效应 ，细胞，因此 ，XRS%可直接或间

接影响肿瘤浸润淋巴细胞的组成及功能。 在肿瘤发

生的初期，癌细胞的停滞和凋亡程序被 ，XRS%触发，

肿瘤的生长被抑制；当肿瘤达到中期，肿瘤生长受到

，XRS%的抑制，此时大量的 ，XRS%将会被释放［+第］ 。

@。FV+ 家族是转化生长因子，XRS%信号转导途径中

一个重要的新基因家族，本研究中 @。FV+ 呈上调趋

势，推测 B2/<5=:\:0=98W可促进 @c&,( 细胞 @。FV+

基因持续表达从而抑制肿瘤细胞的生长。

目前，人体中主要有 第 组 。F组W通路，其中

。F组W通路的激活会致使细胞过度生长，这种现象

也普遍存在于多种人类恶性肿瘤细胞中，即 。F组W

可推进细胞恶化的病理过程。 本研究中 。F组W, 通

路出现了明显的上调，推测 @c&,( 细胞的凋亡加速

可能受此影响。 致癌基因 癌基F@ 编码和表达的

癌S基<0蛋白作为 基F@C。F组W信号通路途径的组分之

一，参与 基F@S基FRS。NWSN基W途径，与基因的转录、

细胞周期和增殖有关。 若编码基因发生了恶性突

变，其编码的蛋白将不会受到抑制并陷入长久的激

活状态，将会导致细胞无序生长，最终导致肿瘤的发

生。 本研究中 癌基F@ 上调，或许可以把对 癌基F@ 的

检测 作 为 靶 向 治 疗 的 指 标。 由 此 我 们 推 测，

B2/<5=:\:0=98W可能通过激活 。F组W信号传导通路

的相关基因，起到抑制结直肠癌细胞增殖的作用。

。/结论/
本研究对青钱柳三萜皂苷类化合物B2/<5=:\:0=98W

作用的结直肠癌细胞所产生的差异蛋白进行分析，

采用 ，。，蛋白组学技术与生物信息学结合的方法，

在蛋白层面上揭露 B2/<5=:\:0=98W抗直结肠癌机制

的可能性，为 B2/<5=:\:0=98W治疗结直肠癌提供蛋

白质组学证据，也为直结肠癌的发现和治疗提供新

靶点和新思路。
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