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白花蛇舌草对肿瘤细胞信号传导通路的抑制

张 炜

!南京农业大学 生命科学学院"江苏 南京!#$$2"#

摘!要!研究了白花蛇舌草!!"#$%&’(#’))*(+"提取物对肿瘤细胞信号传导通路的影响#首先采
取四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法!566"法测定各提取物对体外培养人宫颈癌细胞株 789,
增殖的抑制$进一步通过免疫印迹法分析了各提取物对:;<介导的:=>信号传导通路中:=>#%!
蛋白磷酸化的影响#结果显示&煎煮及冷水提取物对 789,细胞的增殖均有抑制&但两者无显著差
别&而乙醇提取物显著抑制 789,细胞增殖#对:;<介导:=>信号传导通路的影响显示&白花蛇
舌草提取物处理细胞2$?@-后&:;<诱导的:=>#%!磷酸化水平显著降低&且表现浓度依赖性#
抑制效果’乙醇提取物"冷水提取物"煎煮提取物#研究证明&中药白花蛇舌草含有信号传导通
路抑制剂&可能在抗肿瘤过程中发挥重要作用#
关键词!白花蛇舌草$抗肿瘤作用$信号传导抑制剂$789,细胞
中图分类号!A./0/% 文献标识码!B
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等地均有生长!中医学上以全草入药"性寒"味甘
淡"清热解毒"利尿"主治恶疮肿毒"泻痢等症"临床
常用于治疗各类癌症##$!动物实验和体外研究证
明"白花蛇舌草提取物对多种肿瘤细胞如肝癌%乳
腺癌%宫颈癌细胞的增殖均有抑制作用#!"/$!高冬
等报道了白花蛇舌草可显著提高 789,细胞内游离
钙的浓度"从而促进癌细胞凋亡#!$!单保恩等研究
了白花蛇舌草的免疫学调节活性"证明其能显著促
进小鼠脾细胞的增殖"刺激机体的免疫系统杀伤或
吞噬肿瘤细胞#3$!作者以表皮生长因子:;<介导
的:=>信号传导通路&:;<A0A,O0A,G05:X0:AX’
下游分子:=>#(!蛋白的磷酸化为主要指标"观察
白花蛇舌草多种提取物对 789,细胞中信号传导通
路的抑制作用"来阐明它们的抗癌机制!

>!材料与方法

>?>!材料处理
白花蛇舌草购自南京药材公司"经鉴定为

!"#$%&’(#’))*(+ D@((S!全草"F"粉碎研磨!去
离子水微火煮沸%$?@-"冷却后滤去残渣"$)!!!?
滤膜&5@((@V’=8公司’过滤除菌"3Y保存备用&煎
煮提取物’)去离子水室温下搅拌浸泡#"S"滤去残
渣"$)!!!?滤膜过滤除菌"3Y保存备用&冷水提
取物’)2"Z乙醇搅拌浸泡#"S"滤去残渣"$)!!!?
滤膜过滤除菌"3Y保存备用&乙醇提取物’!上述

/种提取物母液质量浓度均为$)#!"F(?9"使用前
以细胞培养液做#*!$"#[#$$"#[#$$$稀释!

>?@!细胞培养

789,细胞引自中国科学院上海生物化学与细
胞生物学研究所!用含#$Z小牛血清的\5:5培
养液&;@UI’公司’在/.Y""ZE]!"#$$Z相对湿
度下培养至对数生长期!

>?A!细胞增殖抑制试验
上述对数生长期贴壁细胞用$)!"Z胰蛋白酶

消化"立即加入/.Y预热的新鲜培养液"轻轻吹
打"配置成1̂ #$3个(?9细胞悬浮液"分别接种于
无菌2%孔培养板"每孔$)#?9"/.Y""ZE]!"

#$$Z相对湿度下培养#!Q后换成上述含不同质量
浓度&$)#!""#)!""%)!"?F(?9’提取物的培养
液"每个处理设/个平行孔"对照组为不加提取物
的培养液!提取物作用!3Q后每孔加入#$!9"
?F(?9的 566溶液"继续培养3Q!吸去上清液"
每孔加入#"$!9二甲基亚砜"#Q后在".$-?处
用酶标仪测]\值!
细胞增殖抑制率 _ &对照组]\值 ! 药物组

]\值’(对照组]\值 #̂$$Z!

>?B!提取物对CD)介导C$E信号传导途径的影响
细胞培养采用.$??细胞培养皿进行"接种后

培养#!Q"换无小牛血清的培养液饥饿处理#!Q"
再用上述含不同质量浓度&$)#!""#)!""%)!"?F(

?9’提取物的培养液&无小牛血清’作用2$?@-!

/.Y预热培养液"洗涤细胞/次"加入#$?9新鲜
预热培养液""$-F(?9:;<&R-N@L=’F8-公司’于

/.Y刺激细胞"?@-"迅速弃去含:;<的培养液"
用3Y预冷的磷酸钾缓冲液&$)#?’((9"V7.)"’
洗涤细胞/次!每个培养皿加"$$!9#^H\H样
品缓冲液裂解细胞"将裂解物刮下"转移至#)"?9
离心管中"冰上放置#$?@-!超声波处理#"O以降
解\*B!裂解物分装为每份!$K9"‘1$Y保存备
用!用前在沸水浴中保温"?@-"冷却后上样进行

H\H0聚丙烯酰胺凝胶电泳!

>?F!+G+聚丙烯酰胺凝胶电泳!免疫印迹

H\H0aB;:采用#$F(S9分离胶"3F(S9浓缩
胶进行!电泳结束后"凝胶上的蛋白质电转移至

a&\<膜&5@((@V’=8公司’上!一抗为兔抗S@VQ’O0
VQ’=P(,L8S:AX#,-S!?’-’I(’-,(,-L@U’SP&磷酸
化:=>#(!"#["$$$稀释"H@F?,0B(S=@IQ公司’"或
兔抗-’-VQ’OVQ’=P(,L8S:AX?’-’I(’-,(,-L@U’SP
&总:=>#(!"#[#$$$稀释"H@F?,0B(S=@IQ公司’"
二抗为羊抗兔RF;07Aa&#["$$$稀释"H@F?,0
B(S=@IQ公司’!:E9试剂盒显色&a8=>@-0:(?8=公
司’!

@!实验结果

@?>!白花蛇舌草对H.I&细胞增殖的抑制

566法测定显示"白花蛇舌草不同提取物对

789,细胞的增殖均有抑制作用"结果见表#!煎煮
提取和冷水提取的抑制效果没有明显区别"%b!"
?F(?9时的抑制率分别为/"b#Z和//b.Z!乙醇
提取物对 789,细胞的增殖具有显著抑制作用"

%b!"?F(?9药物浓度的抑制率为"!b/Z!此外"

/种提取物的抑制作用均呈现浓度依赖性!以上结
果与文献报道结果相似"表明白花蛇舌草中确存在
抗癌有效成分"和传统的水煎煮方法相比"乙醇提
取法更加有利于药效的发挥!

@?@!白花蛇舌草对H.I&细胞信号传导的抑制
在明确了白花蛇舌草各提取物对 789,细胞增

殖的抑制作用后"进一步研究了这些提取物对:;<
介导的:=>信号传导途径的影响!经饥饿处理的
细胞内"信号传导途径处于低水平状态"检测不到
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表>!白花蛇舌草对H.I&细胞增殖的影响

4&6?>!41..((.,07"(H?G-((#7&"%01.J$"’-(.$&0-"%"(H.I&

,.’’7

提取物质量浓度!
"?F!?9#

光吸收值 抑制率!Z

对照组 $)./"c$)$#" $

煎煮提取物 $)#!" $)%.$c$)$!!# 1)13

#)!" $)%%$c$)$#1# #$)!$

%)!" $)3..c$)$!2## /")#$

对照组 $)./"c$)$!# $

冷水提取物 $)#!" $)%%.c$)$#.# 2)!"

#)!" $)%"#c$)$/## ##)3!

%)!" $)31.c$)$//## //).3

对照组 $)%1#c$)$/1 $

乙醇提取物 $)#!" $)"2/c$)$!/# #!)2!

#)!" $)/"1c$)$/.## 3.)3/

%)!" $)/!"c$)$!3## "!)!1

!#,$$-$"%# #,$$)$#%与对照组比较

磷酸化的信号分子"见图#%泳道###%用:;<刺激

经饥饿处理的细胞%数分钟内即可见:=>途径下游

信号分子%相对分子质量分别为3!$$$和33$$$
的:=>#!!发生酪氨酸磷酸化"即V:=>#!!%见图#%

泳道##&通常%V:=>#!!磷酸化水平降低或消失是

信号传导途径受阻的重要标志之一&由图#可以

看出%在相同上样量的前提下"以总 :=>#!!为内

标#%白花蛇舌草煎煮提取物"泳道!%/%3#’冷水提

取物"泳道"%%%.#’乙醇提取物"泳道1%2%#$#均可

抑制由:;<诱导的:=>信号传导途径%且呈现浓

度依赖性&其中%煎煮提取物在%)!"?F!?9时

:=>#!!的磷酸化显著降低"泳道3#&冷水提取物

的抑制效果强于煎煮提取物%$)#!"?F!?9 时

:=>#!!的磷酸化已显著低于阳性对照"泳道"#&/
种提取物中乙醇提取物的抑制效果最强%质量浓度

大于#)!"?F!?9时已检测不到磷酸化的:=>#!!
"泳道2%#$#&为了排除白花蛇舌草各提取物本身

对:=>#!!磷酸化的影响%在各组提取物作用细胞

后%不经:;<诱导直接检测V:=>#!!%没有检测到

任何阳性信号"结果未列出#&以上结果表明%白花

蛇舌草中存在 :;<诱导 :=>信号传导途径抑制

剂%而且该抑制剂存在剂量效应&

泳道!%/%3(煎煮提取物$)#!"%#)!"%%)!"?F!?9)泳道"%

%%.(冷水提取物$)#!"%#)!"%%)!"?F!?9)泳道1%2%#$(乙

醇提取物$)#!"%#)!"%%)!"?F!?9)泳道#(阳性对照)泳道

##(阴性对照):=>#!!(总:=>蛋白)V:=>#!!(磷酸化:=>#!!
蛋白)

图>!白花蛇舌草不同提取物对 H.I&细胞中CD)介

导CK=>!@磷酸化的影响

)-2?>!41..((.,07"(.L0$&,07($":!"#$%&’(#’))*(+"%

01. CD)M:.*-&0.* C$E>!@ J1"7J1"$3’&0-"%-%

H.I&,.’’7

A!讨!论

选择性阻断肿瘤细胞信号传导通路%从而破坏
其自控性生长调节机制%这很早就引起人们的注
意&信号传导抑制剂与传统的抗癌药物相比%具有
选择性强’毒副作用小’不受细胞产生抗药性的影
响等优点%很有希望成为新一代抗癌药物*"+&作为
信号传导途径的一个主要类型%许多肿瘤细胞中可
见蛋白酪氨酸激酶受体"a6XA#的过度表达或过度
激活*%+&a6XA途径的重要代表之一表皮生长因
子受体":;<A#是一次跨膜的糖蛋白%通过诱发

:=>信号传导途径%在控制肿瘤细胞的生长’侵袭’
转移等方面起重要作用%它的过度表达常与预后
差’转移快’生存期短等相关*.+&因此%长期以来寻
找或设计:;<诱导信号途径的抑制剂受到人们的
关注&继治疗急性粒细胞白血病的:;<A抑制剂
新药;(88N8I之后%!$$3年"月%美国食品与药品管
理局"<\B#又批准了:;<A途径抑制剂抗癌新药

;@G@L@-@UR=8OO,*1+&临床实验显示%R=8OO,可以增加
传统化疗药物的杀瘤效果%对非小细胞肺癌有较好
的疗效&
但是%现有的信号传导抑制剂多为单克隆抗体

或人工合成的小分子化合物%前者具有给药困难%
进入体内易降解的缺点%而后者对人体产生的副作
用难以估计%需要大量的动物实验及临床实验加以
判别&相比较而言%传统中草药领域中%来自各种
植物的天然有效成分具有人工合成化合物不可替

代的优势&
白花蛇舌草是传统的抗癌中草药%和大多数中

草药一样%其药理机制的研究并不深入&本研究表
明%白花蛇舌草对 789,细胞的增殖具有明显的抑
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制且呈剂量效应!乙醇提取物的抑制效率达"!)
/Z"中医在治疗各类癌症时!常将白花蛇舌草与
半枝莲#HIKL8((,=@,U,=U,L,$配合使用!为此!作者
采用相同的方法观察了半枝莲对 789,细胞增殖的
影响"结果表明!半枝莲同样抑制 789,细胞增殖!
其抑制效率略低于白花蛇舌草!这与已有报道的结
果是一致的%!!/&!证明白花蛇舌草确实能显著抑制
体外培养肿瘤细胞的增殖"
免疫印迹结果显示!白花蛇舌草各提取物均能

抑制:;<介导的:=>信号途径!尤以乙醇提取物
的效果最明显!质量浓度大于#)!"?F’?9时已检
测不到磷酸化的:=>#’!"同时!这一抑制作用与上
述对细胞增殖的抑制作用具有正相关性(同样具有
剂量效应!抑制效果均为乙醇提取物"冷水提取物

"煎煮提取物"这表明(白花蛇舌草对 789,细胞
增殖的抑制与其对:;<介导:=>信号传导的抑制
密切相关!正是后一抑制阻止了:=>#’!对转录因
子活性的调节!延缓甚至抑制了\*B合成及细胞
周期进展"
研究还表明!和白花蛇舌草相比#图!!泳道3!

"!%$!半枝莲煎煮提取物对上述信号传导途径无显
著影响#图!!泳道#!!!/$!其他两种提取物也无抑

制作用"这表明!和白花蛇舌草不同!半枝莲对780
9,细胞增殖的抑制不是通过抑制信号传导通路这
一方式进行的"

泳道#!!!/(半枝莲提取物$)#!"!#)!"!%)!"?F’?9)泳道

3!"!%(白花蛇舌草提取物$)#!"!#)!"!%)!"?F’?9)

图@!半枝莲和白花蛇舌草煎煮提取物对H.I&细胞中

CD)介导CK=>!@磷酸化的影响

)-2?@!41..((.,07"(*.,",0.*M.L0$&,07($":,-*&"..+/’+

0+/0+&+&%*!"#$%&’(#’))*(+"%01.CD)M:.M

*-&0.*C$E>!@J1"7J1"$3’&0-"%-%H.I&,.’’7

!!值得指出的是!在本研究中!从对 :;<介导

:=>通路的抑制效果和体外增殖抑制实验看!白花
蛇舌草乙醇提取物优于水提液!在较高浓度下已完
全抑制了:=>#’!的磷酸化"但信号传导抑制剂治
疗肿瘤的原则在于将肿瘤细胞中过度活跃的信号传

导水平降低!而非完全阻断对细胞生长所必须的信号
通路"因此!在对体内肿瘤的实际治疗过程中!乙醇
提取物是否优于水提液尚有待进一步研究"
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