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[摘 要] 目的：探讨香加皮宝藿苷-Ⅰ对人结肠癌细胞株SW480和RKO增殖、侵袭、迁移和凋亡的影响，并对其机制进行初步的

探讨。方法：用不同质量浓度（0、5、10、20 μg/ml）的香加皮宝藿苷-Ⅰ溶液分别处理结肠癌细胞株SW480和RKO，采用MTT法检

测细胞的增殖情况，通过细胞克隆形成实验检测细胞克隆形成能力，通过Transwell方法检测细胞的迁移和侵袭能力，通过流式细

胞仪检测细胞凋亡和细胞周期。通过Western blotting检测C-PARP、Bcl-2与 caspase-3蛋白的表达水平，通过RNA-seq检测分析

香加皮宝藿苷-Ⅰ对SW480细胞转录组的影响及其可能影响的信号通路。结果：香加皮宝藿苷-Ⅰ能抑制SW480和RKO细胞的增

殖、侵袭和迁移，并且能够诱导细胞凋亡和阻滞于细胞G0/G1期。香加皮宝藿苷-Ⅰ处理可上调 SW480 和 RKO 细胞株中 C-PARP

与 caspase-3蛋白的表达水平、下调Bcl-2蛋白的表达水平；RNA-seq数据分析显示，SW480细胞DNA复制及ERBB信号通路等相

关基因的转录都受到香加皮宝藿苷-Ⅰ的影响。结论：香加皮宝藿苷-Ⅰ通过影响凋亡相关蛋白的表达、细胞DNA复制和ERBB信

号通路来诱导细胞凋亡和细胞G0/G1期阻滞，进而抑制人结肠癌细胞株SW480和RKO的恶性表型。
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Baohuoside- Ⅰ inhibits malignant phenotype of SW480 and RKO cells and its
mechanism
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of Baohuoside-Ⅰ on the proliferation, invasion, migration and apoptosis of colon cancer

cell lines SW480 and RKO and the relative mechanism. Methods: Colon cancer cell lines SW480 and RKO were respectively treated

with different concentrations of Baohuoside-Ⅰ (0, 5, 10, 20 μg/ml). Cell proliferation was detected by MTT assay; The ability of cell

clone formation was tested by cell clone formation experiments; The migration and invasion of cells were detected by Transwell assay;

The apoptosis and cell cycle was detected by Flow cytometry; and the protein expression levels of cleaved PARP, cleaved Caspase-3

and Bcl-2 were detected by Western blotting. The effects of Baohuoside-Ⅰ on transcriptome and possible signaling pathways were detected

by RNA-Seq technology. Results: Baohuoside-Ⅰ could inhibit the proliferation, invasion and migration of SW480 and RKO cells, and

induce cell apoptosis and G0/G1 phase block. Baohuoside-Ⅰ could also up-regulate the protein expressions of cleaved PARP and cleaved

Caspase-3 but down-regulate the protein expression of Bcl-2 in SW480 and RKO cell lines. In addition, RNA-Seq data analysis showed

that DNA replication and transcription of ERBB signaling pathway related genes were both affected by Baohuoside-Ⅰ. Conclusion: Bao‐

huoside- Ⅰ could induce apoptosis and G0/G1 phase block of colon cancer cell lines SW480 and RKO by affecting the expression of

apoptosis related proteins, as well as cellular DNA replication and ERBB signaling pathways, thus inhibiting the malignant phenotypes

of SW480 and RKO.
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结肠癌是一种发生在结肠组织的恶性肿瘤，发

病率占全球癌症的第3位，是癌症相关死亡的主要原

因之一[1-2]。目前，手术和化疗是结肠癌的两种主要

治疗选择，治疗方案取决于癌症的分期和诊断时的

肿瘤位置，以及患者的个人特征。由于多种化疗方

案的可用性，晚期结肠癌患者的总体生存在过去的

几十年中得到了改善，然而，绝大多数结肠癌患者在

化疗过程中都会产生耐药性，从而限制了抗癌药物

的治疗效果，最终导致化疗失败[3-4]。因此，积极探索

新的治疗药物是改善结肠癌预后和提高治愈率的重

要手段。

宝藿苷-Ⅰ是一种多羟基黄酮类单体化合物，由传

统中药香加皮和淫羊藿中分离得到，是香加皮和淫

羊藿中主要药理活性成分之一[5-6]。近些年来的研

究[7-9]发现，宝藿苷对多种癌细胞都有较好的抑制作

用，因此受到了越来越多的关注，例如宝藿苷-Ⅰ能够

抑制宫颈癌和乳腺癌细胞的侵袭能力，并且能够诱

导人非小细胞肺癌细胞凋亡；此外宝藿苷-Ⅰ在体内体

外都具有较好的抗食管癌效果。但是宝藿苷-Ⅰ对结

肠癌恶性表型的影响还未有过报道，因此，本研究探

讨了宝藿苷对结肠癌细胞增殖、侵袭、迁移和凋亡的

影响，并对其机制进行了初步研究，为宝藿苷-Ⅰ的开

发应用和结肠癌的临床治疗提供了实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂和仪器

人结肠癌细胞株 SW480和RKO购自中国医学

科学院基础医学研究所细胞资源中心。细胞培养使

用含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养液，于 37 ℃、

5% CO2条件下培养。

宝藿苷-Ⅰ标准品购自中国药品生物制品检定所，

胎牛血清（FCS）购自 Invitrogen 公司，RPMI 1640 购

自美国Gibco公司，细胞凋亡和细胞周期检测试剂盒

购自上海碧云天生物技术有限公司，MTT检测液购

自Promega公司，ECL超敏发光液购自普利莱公司，

BCA试剂盒购自大连宝生物工程有限公司，结晶紫

和抗体购自美国Sigma公司产品。

SANYO公司的CO2培养箱，Gilson公司的微量

移液器，Olympus公司的倒置显微镜，美国BD公司的

流式细胞仪，Bio Rad公司的电泳仪和Western blotting

转膜仪，Bio Tek公司的酶标仪，Beckman公司的低温

高速离心机。

1.2 MTT法检测结肠癌细胞的增殖

取对数生长期的SW480和RKO细胞，以2×104 ml-1

的细胞密度接种于 96孔板中，每孔接种 100 μl。设置

（1）溶剂处理组；（2）5 μg/ml宝藿苷-Ⅰ处理组；（3）10 μg/

ml宝藿苷-Ⅰ处理组；（4）20 μg/ml宝藿苷-Ⅰ处理组4个

组别，每组实验设置 3个平行孔。培养 24 h后，分别

加入不同质量浓度的宝藿苷-Ⅰ（终质量浓度0、5、10、20

μg/ml）继续培养，每隔 24 h，添加 10% MTT检测液，

37 ℃孵育1 h后，酶标仪490 nm处检测光密度。

1.3 克隆形成实验检测结肠细胞的克隆形成能力

宝藿苷-Ⅰ（终质量浓度0、5、10、20 μg/ml）处理24 h

的 SW480 和 RKO 细胞，制备为 1×103 ml-1的细胞悬

液，分别接种 0.5 ml于含有 2.5 ml培养液的 6孔培养

板中培养，显微镜下观察，当视野中大多数集落的细

胞数大于 50时，弃上清，每孔加入 1 ml 4%多聚甲醛

固定，PBS清洗后，结晶紫染色10~30 min，清洗后，每

孔添加2 ml甲醇，将结晶紫溶解，取200 μl加入96孔

板，酶标仪570 nm处测定光密度。

1.4 Transwell实验检测细胞的迁移和侵袭能力

细胞侵袭实验中，提前将100 μl含2%的Matrigel

但不含血清和抗生素的 RPMI 1640 均匀铺在 Tran‐

swell上室的聚碳酯膜上，37℃放置 30 min。迁移实

验中Transwell上室加400 μl RPMI 1640培养基以后侵

袭和迁移实验操作相同，Transwell下室均加入 600 μl

含10% FBS的RPMI 1640培养基，然后在上室分别接种

宝藿苷-Ⅰ（终质量浓度 0、5、10、20 μg/ml）处理 24 h的

SW480和RKO细胞，接种量为 100 μl/室（含 2×105细

胞的无血清 RPMI 1640），培养 24 h 后，取出小室用

PBS清洗，甲醇固定10 min，1%结晶紫染色10min，用

棉签拭去上层未迁移的细胞，清洗晾干后，置显微镜

下拍照。

1.5 流式细胞检测细胞周期和细胞凋亡

根据细胞周期和细胞凋亡检测试剂盒说明书，

收集宝藿苷-Ⅰ（终质量浓度0、5、10、20 μg/ml）处理24

h 的SW480和RKO细胞，用PBS洗涤2次后，加入1 ml

4 ℃预冷的 70%乙醇并充分混匀，于 4 ℃冷藏过夜

后，再用PBS洗涤2次，加入0.5 ml碘化吡啶（50 mg/L）

染液并充分混匀，于37 ℃闭光染色30 min，采用流式

细胞仪检测细胞周期分布和细胞凋亡情况。

1.6 Western blotting检测结肠癌细胞中凋亡相关蛋

白的表达

使用不同浓度的宝藿苷-Ⅰ（0，5，10，20 μg/ml）分

别处理 SW480和RKO细胞 24 h后，收集细胞，加入

细胞裂解液裂解细胞，离心取上清并通过BCA法进行蛋

白定量，根据蛋白定量结果，取等量的蛋白（40 μg）进

行 SDS-PAGE 电泳，电泳结束后将蛋白再电转至

PVDF膜，5%脱脂牛奶封闭 1 h后，于 4 ℃与一抗孵

育过夜，将一抗洗去后，再与二抗于室温孵育 1 h，将

二抗洗去，最后将ECL的A液和B液的混合液滴加

到PVDF膜上，于LAS4010仪器上显色曝光。
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1.7 宝藿苷-Ⅰ处理后细胞总RNA的测序

用10 μg/ml的宝藿苷-Ⅰ处理SW480细胞24 h后，

收集细胞，未经宝藿苷-Ⅰ处理的SW480细胞作对照，

加入1 ml TRIzol混匀，再加入200 μl氯仿并剧烈震荡

15 s，于室温静置2 min后，12 000 rpm低温离心 15 min，

取上清，加入等体积的异丙醇并充分混匀，-20 ℃

放置10 min，12 000 rpm低温离心10 min，弃上清，再

用 1 ml 70% 乙醇洗涤两次，晾干RNA后加入DEPC

水溶解，送华大基因科技有限公司对总mRNAs进行

测序分析。

1.8 统计学方法

使用SPSS 21.0软件进行统计分析。正态分布定

量数据以 x̄±s 表示，实验组与对照组间的比较采用 t

检验，以 P<0.05 或 P<0.01 表示差异具有统计学

意义。

2 结 果

2.1 宝藿苷-Ⅰ以剂量依赖方式抑制 SW480 和 RKO

细胞的增殖

通过MTT法每隔 24 h检测细胞的增殖情况，结

果（图1）显示，与对照组相比，宝藿苷-Ⅰ可以显著抑制

SW480 和 RKO 细胞的增殖，并且呈剂量依赖关

系。细胞克隆形成实验结果（图 2）显示，宝藿苷-Ⅰ

能显著抑制SW480和RKO细胞克隆的形成，药物浓

度越高，细胞增殖能力越低。以上结果表明，宝藿苷-

Ⅰ以剂量依赖的方式抑制了SW480和RKO的细胞增

殖能力。

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 μg/ml group

图1 MTT法检测宝藿苷-Ⅰ对SW480和RKO细胞增殖能力的影响

Fig.1 MTT method was used to detect the effect of Baohuoside-Ⅰ on proliferation of SW480 and RKO cells

**P<0.01 vs 0 μg/ml group

图2 细胞克隆形成实验检测宝藿苷-Ⅰ对SW480和RKO细胞克隆形成能力的影响

Fig.2 Cell clone formation test was used to detect the effect of Baohuoside-Ⅰ on the ability

of SW480 and RKO cells to form clones

2.2 宝藿苷-Ⅰ明显抑制 SW480和RKO的细胞迁移

和侵袭

Transwell实验结果（图 3）显示，经过宝藿苷-Ⅰ处

理后，发生迁移和侵袭的SW480和RKO细胞数量与

对照组相比显著降低（P<0.01），并且降低水平与宝藿

苷-Ⅰ浓度成剂量依赖关系，说明宝藿苷-Ⅰ以剂量依赖

的方式抑制SW480和RKO细胞的迁移和侵袭能力。

2.3 宝藿苷-Ⅰ能诱导 SW480和RKO细胞凋亡并阻

滞细胞于G0/G1期

流式细胞仪检测，结果（图4-5）显示，与对照组相

比，随着宝藿苷-Ⅰ浓度的增加，处于G0/G1的SW480

和 RKO 细胞数量明显增加，而处于 S 和 G2/M 期的

SW480和RKO细胞数量明显减少，说明宝藿苷-Ⅰ能

够影响 SW480 和 RKO 的细胞周期，使细胞阻滞在
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*P<0.05, **P<0.01 vs 0 μg/ml group

图3 Transwell实验检测宝藿苷-Ⅰ对SW480和RKO细胞迁移和侵袭能力的影响

Fig.3 Transwell test was used to detect the effect of Baohuoside-Ⅰ on the migration and invasion ability of SW480 and RKO cells

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 μg/ml group

图4 流式细胞仪检测宝藿苷-Ⅰ对SW480和RKO细胞周期的影响

Fig.4 Flow Cytometry was used to detect the effect of Baohuoside-Ⅰ on the cell cycle

of SW480 and RKO cells

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 μg/ml group

图5 流式细胞仪检测宝藿苷-Ⅰ对SW480和RKO细胞凋亡的影响

Fig.5 Flow Cytometry was used to detect effect of Baohuoside-Ⅰ on apoptosis of SW480 and RKO cells
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G0/G1 期。此外，随宝藿苷 - Ⅰ浓度增加，SW480 和

RKO凋亡细胞数量与对照组相比也明显增加，说明

宝藿苷-Ⅰ能够诱导SW480和RKO细胞凋亡。

2.4 宝藿苷 - Ⅰ对 SW480 和 RKO 细胞中 cleaved

PARP、cleaved caspase-3与Bcl-2蛋白表达的影响

Western blotting检测结果（图6）显示，随宝藿苷-Ⅰ

浓度增加，SW480 和 RKO 细胞株中凋亡标志物

cleaved PARP 与 cleaved Caspase-3 蛋白的表达水平

与对照组相比明显升高，而抗凋亡蛋白Bcl-2的表达

水平明显降低。说明宝藿苷-Ⅰ能够促进 SW480 和

RKO 细胞株中 cleaved PARP 与 cleaved Caspase-3表

达，抑制Bcl-2的表达。

图6 Western blotting方法检测宝藿苷-Ⅰ对SW480和RKO细胞中cleaved PARP、cleaved Caspase-3与Bcl-2蛋白的影响

Fig.6 Western blotting was used to detect effect of Baohuoside-Ⅰ on protein expressions of cleaved PARP, cleaved Caspase-3

and Bcl-2 in SW480 and RKO cells

2.5 宝藿苷-Ⅰ对SW480细胞转录组的影响

提取宝藿苷 -Ⅰ（10 μg/ml）处理的SW480细胞和

对照组 SW480 细胞的总 RNA，并对 mRNAs 进行测

序。RNA-seq数据分析结果显示，总共检测到20 630

种mRNAs（表1），其中376个基因转录水平的差异在

实验组与对照组间超过两倍（P≤0.05），其中 232 个

基因的转录水平下调、134 个基因的转录水平上调

（图 7）；将这些差异基因做聚类分析并做热图展示

（图 8），进一步对这些差异基因进行富集分析，结果

显示这些差异基因涉及到 48种信号通路，其中细胞

DNA 复制和 ERBB 两个信号通路都受到显著影响

（图 9）。由于这两个通路在肿瘤发生发展过程中发

挥着极为重要的作用，所以宝藿苷-Ⅰ对结肠癌细胞

SW480 的影响很有可能是通过影响 DNA 复制与

ERBB 通路发挥作用的。

3 讨 论

近几年来，结肠癌的发病率逐渐上升，严重威胁

着人们的身体健康，积极探索新的治疗药物是改善

结肠癌预后和提高治愈率的重要手段，而近些年来

传统中药成分在疾病预防与治疗中所展现的极高价

值，提示了中药及其提取物在肿瘤治疗方面的应用

潜力[1,3]。宝藿苷-Ⅰ是一种来源于传统中药香加皮和淫

The red dots indicate up-regulated differenctially expressed

genes as compared to the control group; the green dots indicate

that the down-regulated differenctially expressed genes as com‐

pared to the control group. The horizontal dashed line indicates P

=0.05, and the two vertical dashed lines indicate 2 fold change in

transcription difference

图7 宝藿苷-Ⅰ处理的SW480细胞和对照组间差异表达基因的

火山图分析

Fig.7 Volcano gram analysis of differentially expressed

genes between SW480 cells treated with Baohuoside-Ⅰ and

the control group
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图8 宝藿苷-Ⅰ处理的SW480细胞和对照组间差异

表达基因的热图分析

Fig.8 Heat map analysis of differentially expressed genes

between SW480 cells treated with Baohuoside-Ⅰ and

the control group

羊藿的多羟基黄酮类化合物，对多种癌细胞都有较好

的抑制作用，包括宫颈癌、乳腺癌、非小细胞肺癌、食管

癌等[7-9]，但是宝藿苷-Ⅰ对结肠癌恶性表型的影响还未有

过报道。本研究首次通过实验，证明了宝藿苷-Ⅰ对结肠

癌细胞的恶性表型也具有显著的抑制作用，为宝藿苷-Ⅰ

进一步在临床上的应用提供了实验依据。

细胞凋亡是一种由多基因严格控制的细胞自主

性、程序性死亡方式，多种药物都通过诱导细胞凋亡

来发挥其抗肿瘤作用[10]。本研究通过流式细胞仪检

测到宝藿苷-Ⅰ可诱导结肠癌细胞 SW480 和 RKO 凋

亡，并且通过Western blotting检测到宝藿苷-Ⅰ还能够

上调 SW480 和 RKO 细胞株中 cleaved PARP [poly

(ADP-ribose) polymerase]与 cleaved Caspase-3蛋白的

表达水平，下调 Bcl-2 蛋白的表达水平，而 cleaved

PARP与 cleaved Caspase-3正是细胞凋亡的标志蛋

白，Bcl-2 属于抗凋亡蛋白，发挥抗凋亡作用[10,11]，

由此说明宝藿苷-Ⅰ很可能是通过上调 cleaved PARP

和 Caspase-3、下调 Bcl-2 蛋白的表达来促进结肠

癌细胞的凋亡。

对经宝藿苷 - Ⅰ处理和对照的 SW480 细胞的

mRNAs进行测序分析，结果检测到376个差异基因，

差异基因富集分析结果显示这些差异基因涉及到48

种信号通路，其中细胞DNA复制信号通路受到显著

影响。此外，流式细胞仪检测到宝藿苷-Ⅰ能够使细胞

阻滞在G0/G1期。考虑到细胞周期阻滞也是抗癌药

物抑制肿瘤细胞恶性表型的一个重要机制[12]，因此研

究认为，宝藿苷-Ⅰ很可能通过影响DNA复制信号通

路影响结肠癌细胞SW480的细胞周期，进而发挥抗

肿瘤作用。差异基因富集分析的结果显示，宝藿苷-Ⅰ

处理结肠癌细胞SW480后，ERBB信号通路也受到显

著的影响，所以宝藿苷-Ⅰ还可能通过ERBB通路来发

挥作用。

研究表明，宝藿苷-Ⅰ通过下调趋化因子受体CXCR4

的表达来抑制宫颈癌和乳腺癌细胞的侵袭 [7]、还

可以通过 ROS/MAPK 途径诱导非小细胞肺癌细

胞的凋亡 [9]；还可能通过下调 β -catenin、Cyclin

D1、Survivin 的表达和上调 TFPI-2 的表达而影响

β-catenin信号通路，进而抑制人食管癌细胞的增殖

和侵袭能力，并诱导细胞发生 G0/G1 期阻滞和细

胞凋亡 [8,13-16]。本研究发现，宝藿苷 -Ⅰ很可能通过

调控凋亡相关蛋白表达、细胞 DNA 复制及 ERBB

信号通路相关基因的转录来抑制结肠癌细胞

SW480和RKO的恶性表型。研究结果提示，宝藿苷-

Ⅰ是一种很有潜力的抗癌药物，抗肿瘤作用机制具有

多样性和复杂性。
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