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[摘  要]  目的：探讨异莲心碱（Iso）通过PI3K/Akt/mTOR信号通路对结肠癌SW480细胞增殖、凋亡和自噬的影响。方法：用
10、20和40 μmol/L的 Iso处理结肠癌SW480细胞，CCK-8法、流式细胞术和WB法分别检测 Iso对细胞增殖活力、凋亡和自噬相关

蛋白LC3Ⅰ、LC3Ⅱ、p62表达的影响。然后，用20 μmol/L的 Iso和25 μmol/L的PI3K激活剂740 Y-P分别处理SW480细胞，将细

胞分为对照组、740 Y-P组、Iso组和 Iso+740 Y-P组，流式细胞术、WB法检测Iso和740 Y-P对各组细胞凋亡及细胞中LC3Ⅰ、LC3Ⅱ、

p62、PI3K、p-PI3K、 mTOR和p-mTOR蛋白表达的影响。结果：10、20和40 μmol/L的 Iso处理后，SW480细胞增殖活力均显著下

降（均P<0.05），细胞凋亡率均显著升高（均P<0.05），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达均显著上调（均P<0.05），p26蛋白表达显著下调（P<0.05）。

Iso和740 Y-P处理后，与对照组相比，740 Y-P 组细胞凋亡率、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达均显著下降（均P<0.05），p26、p-PI3K/PI3K和

p-mTOR/mTOR 表达均显著升高（均 P<0.05）；Iso 组细胞凋亡率、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达升高（均 P<0.05），p26、p-PI3K/PI3K和

p-mTOR/mTOR表达均显著下降（均P<0.05）；与 740 Y-P组相比，Iso+740 Y-P组细胞凋亡率、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达升高（P<0.05），

p26、p-PI3K/PI3K和p-mTOR/mTOR表达均显著下降（均P<0.05）；与 Iso组相比，Iso+740 Y-P组细胞凋亡率、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达下

降（均P<0.05），p26、p-PI3K/PI3K和p-mTOR/mTOR表达均显著升高（均P<0.05）。结论：Iso通过抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路

抑制结肠癌SW480细胞增殖并诱导细胞凋亡和自噬。
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Isoliensinine affects the proliferation, apoptosis and autophagy of colon cancer 
SW480 cells through PI3K/Akt/mTOR signaling pathway

WANG Xiangning, ZHANG Jinhua, JIANG Na, LIU Zhiping, XU Ying (Department of Gastroenterology, Wuhan Hankou Hospital, 

Wuhan 430000, Hubei, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the effects of isoliensinine (Iso) on the proliferation, apoptosis and autophagy of colon cancer 

SW480 cells through PI3K/Akt/mTOR signaling pathway. Methods: Colon cancer SW480 cells were treated with 10, 20 and 40 μmol/L 

Iso, and the effects of Iso on the cell proliferation capacity, apoptosis and expressions of autophagy related proteins LC3Ⅰ, LC3Ⅱ and 

p62 were detected by CCK-8, flow cytometry and Western blot, respectively. Then, SW480 cells were treated respectively with 20 μmol/L 

Iso and 25 μmol/L PI3K activator 740 Y-P, and the cells were divided into the control group, the 740 Y-P group, the Iso group and the 

Iso+740 Y-P group. The effects of 740 Y-P on the apoptosis and the expressions of LC3Ⅰ, LC3Ⅱ, p62, PI3K, p-PI3K, mTOR 

and p-mTOR proteins in each group were detected by flow cytometry and WB. Results: After treatments with 10, 20 and 40 μmol/L 

Iso, the proliferation capacity of SW480 cells was decreased significantly (all P<0.05); the apoptosis rate was increased 

significantly (all P<0.05); , the expressions of LC3Ⅱ/LC3Ⅰwere up-regulated significantly (all P<0.05), and the expression of p26 

protein was down-regulated significantly (all P<0.05). After treatments with Iso and 740 Y-P, compared with the control group, the 

apoptosis rate and LC3Ⅱ/LC3Ⅰexpression of the 740 Y-P group were decreased significantly (both P<0.05), while the expressions of 

p26, p-PI3K/PI3K and p-mTOR/mTOR were increased significantly (all P<0.05).The apoptosis rate and LC3Ⅱ/LC3 expression in the 

Iso group were increased (both P<0.05) and the expressions of p26, p-PI3K/PI3K and p-mTOR/mTOR were decreased (all P<0.05). 

Compared with the 740 Y-P group, the apoptosis rate and LC3Ⅱ/LC3Ⅰexpression were increased in the Iso+740 Y-P group (P<0.05), 

while the expressions of p26, p-PI3K/PI3K and p-mTOR/mTOR were decreased (all P<0.05). Compared with the Iso group, the 

apoptosis rate and LC3Ⅱ/LC3Ⅰexpression were decreased (both P<0.05), and the expressions of p26, p-PI3K/PI3K, and p-mTOR/
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mTOR were increased significantly (all P<0.05) in the Iso+740 Y-P group. Conclusion: Iso inhibits the proliferation and induces the 

apoptosis and autophagy of SW480 cells by inhibiting PI3K/Akt/mTOR signaling pathway.

[Key words]  isoliensinine (Iso); colon cancer; SW480 cell; proliferation; apoptosis; autophagy; PI3K/Akt/mTOR signaling pathway
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结肠癌是中国最常见的消化道恶性肿瘤之一。

随着生活水平的不断提高，结肠癌发病率逐年增多

且呈低龄化趋势。细胞凋亡是肿瘤细胞死亡的主要

途径之一，自噬和细胞凋亡在抗肿瘤治疗中具有相

辅相成的关系[1]，通过诱导自噬抑制肿瘤进展已成为

目前研究的热点[2]。自噬是通过溶酶体途径降解细

胞质中蛋白和细胞器的一个动态过程，通过将细胞

器、异物和细胞部分成分等关键物质运送到溶酶体，

降解为细胞可利用的大分子，为细胞提供能量，以重

建细胞结构[3]。研究[4]表明，PI3K/Akt/mTOR信号通

路是参与结肠癌发生的典型通路，其被激活可抑制

结肠癌细胞自噬和凋亡。在结肠癌中，PI3K激活下

游Akt后通过一系列调控使mTOR磷酸化，从而影响

细胞增殖、分化和蛋白质合成，参与肿瘤的发生发

展[5]。传统的化疗药物已经无法起到较好的术后辅

助治疗效果，亟需研发毒副作用小的抑制结肠癌的

药物。异莲心碱（isoliensinine, Iso）是一种双苄基异

喹啉生物碱，从莲花植物芙蕖的种子、果实和胚芽中

提取出来，其具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等多种生物

活性。Iso通过抑制Akt/GSK3α信号通路诱导宫颈癌

细胞周期阻滞并促进自噬和凋亡[6]；通过PI3K/Akt信

号通路抑制前列腺癌细胞增殖和迁移 [7]。但是，

Iso 对结肠癌细胞的作用及其分子机制仍然知之

甚少。本研究通过体外细胞实验观察 Iso和PI3K

激活剂740 Y-P对结肠癌SW480细胞增殖、凋亡和自

噬的影响，以及对 PI3K/Akt/mTOR信号通路的调控

作用，为 Iso作为结肠癌有前景的治疗药物提供实验

依据。

1  材料与方法

1.1  细胞与主要试剂

人结肠癌SW480细胞购自武汉普诺赛生命科技有

限公司。L15培养基、0.25%胰蛋白酶、CCK-8试剂盒、

RIPA（强）组织细胞快速裂解液、BCA蛋白浓度测定试

剂盒（货号LA9510、T1350、CA1210、R0010、PC0020）购

自北京索莱宝科技有限公司，740 Y-P（货号HY-P0175）

购自美国MCE公司，胎牛血清（货号10270-106）购自

Gibco公司，PVDF膜、化学发光试剂（货号 IPVH00010、

WBKLS0500）购自美国Millipore公司，Iso（货号I425429）

购自美国阿拉丁公司，Annexin Ⅴ-FITC/PI凋亡检测试

剂盒（货号556547）购自美国B&D公司，LC3Ⅰ、LC3Ⅱ、

p62、PI3K、mTOR 和 GAPDH 一抗（货号 PAB47930、

PAB47947、 PAB46078、 PAB36269、 PAB30083、

PAB46102）及HRP标记的羊抗兔 IgG二抗（SAB43714）

购自武汉贝茵莱生物科技有限公司，p-PI3K一抗（货号

Ab109268）购自美国Abcam公司，p-mTOR一抗（货号

2974T）购自美国CST公司。

1.2  细胞培养及 Iso分组处理

将SW480细胞在含 10%胎牛血清和 1%含青霉

素和链霉素的L15培养基中，置于37 ℃、5％CO2的培

养箱中培养至完全汇合，再用0.25%胰蛋白酶消化传

代。细胞贴壁后，分别使用10、20和40 μmol/L的 Iso

溶液处理细胞24 h，作为 Iso低、中、高剂量组，设对照

组为未做处理的细胞。

1.3  CCK-8法检测不同浓度 Iso对SW480细胞增殖

活力的影响

取各组对数生长期 SW480细胞接种于 96孔板

（3×103个/孔）中，于 37 ℃、5％CO2的条件下培养过

夜。向每孔内加入 10 μL CCK-8溶液，培养 4 h后上

酶标仪于波长 450 nm处检测各孔细胞的光密度（D）

值，以D值表示细胞增殖活力变化。

1.4  流式细胞术检测不同浓度 Iso对SW480细胞凋

亡的影响

取各组对数生长期SW480细胞，将10 μL Annexin 

Ⅴ-FITC和10 μL PI加入200 μL含有1×106个细胞的PBS

溶液中，在4 ℃的暗室中作用30 min，上流式细胞仪检

测各组细胞凋亡情况，依据公式“细胞凋亡率=早期凋

亡率+晚期凋亡率”计算细胞凋亡率。

1.5  WB法检测不同浓度Iso对SW480细胞中LC3Ⅰ、

LC3Ⅱ、p62蛋白表达的影响

取各组SW480细胞，用RIPA裂解液提取细胞的

总蛋白，BCA试剂盒测定蛋白浓度。进行12% SDS-

PAGE，将蛋白质条带转移到PVDF膜上，在 5%脱脂

奶粉溶液中封闭1 h。用TBST清洗膜3次，加入稀释

比例均为 1∶1 000 的 LC3Ⅰ、LC3Ⅱ、p62 和 GAPDH

一抗中，4 ℃下反应过夜。用TBST清洗膜3次，后在

HRP标记的羊抗兔 IgG二抗（1∶20 000）中在室温下

处理 1 h，TBST洗膜后，加入化学发光试剂曝光、显

影，用TANON GIS软件读取蛋白质条带的灰度值，

根据公式“目标蛋白相对表达值=目标蛋白灰度值/内

参蛋白灰度值”计算蛋白相对表达水平。

1.6  流式细胞术和WB法检测Iso和740 Y-P对SW480

细胞凋亡及相关蛋白表达的影响

将对数生长期SW480细胞分为对照组、740 Y-P
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组、Iso 组和 Iso+740 Y-P 组，对照组细胞正常培养，

740 Y-P 组细胞用 25 μmol/L 740 Y-P 溶液处理[8]，Iso

组细胞用 20 μmol/L Iso 溶液处理，Iso+740 Y-P 组细

胞用 20 μmol/L Iso和 25 μmol/L 740 Y-P溶液共同处

理。24 h后，（1）上流式细胞仪检测各组细胞的凋亡

情况，方法同 1.4；（2）WB法检测各组细胞的自噬指

标LC3Ⅰ、LC3Ⅱ和 p62和PI3K/Akt/mTOR信号通路

相关蛋白 PI3K（1∶1 000 稀释）、p-PI3K（1∶1 000 稀

释）、mTOR（1∶1 000稀释）、p-mTOR（1∶1 000稀释）

表达，方法同1.5。

1.7  统计学处理

以上主要实验均独立重复3次。采用SPSS 20.0

统计学软件处理实验数据，呈正态分布的计量数

据以 x̄±s 表示，多组间数据比较采用单因素方差

分析和 Tukey 检验。以 P<0.05 表示差异有统计学

意义。

2  结  果

2.1  Iso显著抑制SW480细胞增殖活力并促进其凋亡

CCK-8法和流式细胞术检测结果（图1）显示，与

对照组相比，Iso低、中、高剂量组SW480细胞增殖活

力均显著下降（均P<0.05，图1A）、细胞凋亡率均显著

升高（P<0.05，图 1B）。在 10~40 μmol/L Iso 范围时，

对细胞增殖活力的抑制作用具有明显的浓度梯度依

耐性，根据半抑制浓度（IC50）值（28.05±0.70）μmol/L

和成本计算，选用20 μmol/L的 Iso进行后续实验。

2.2  Iso对SW480细胞自噬相关蛋白表达的影响

WB 法检测结果（图 1C）显示，与对照组相

比，Iso低、中、高剂量组 SW480 细胞中自噬相关蛋

白LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达显著上调（均P<0.05），p26蛋白

表达显著下调（均P<0.05），且LC3Ⅱ/LC3Ⅰ和p26蛋

白随 Iso浓度梯度增加呈依耐性变化。

A：CCK-8法检测细胞的增殖活力；B：流式细胞术检测细胞凋亡水平；C：WB法检测细胞中自噬相关蛋白的表达水平。与对照组

比较，*P<0.05；与 Iso低剂量组比较，△P<0.05；与 Iso中剂量组比较，▲P<0.05。

图1  不同浓度的 Iso对SW480细胞增殖、凋亡和自噬相关蛋白表达的影响

2.3  Iso和740Y-P对SW480细胞凋亡的影响

流式细胞术检测结果（图2A）显示，与对照组相比，

740 Y-P组SW480细胞凋亡率显著降低（P<0.05），Iso组

细胞凋亡率显著升高（P<0.05）；与740 Y-P组相比，Iso+

740 Y-P组细胞凋亡率显著升高（P<0.05）；与Iso组相比，

Iso+740 Y-P组细胞凋亡率显著降低（P<0.05）。结果表

明，Iso可显著提高SW480细胞凋亡率，而同时使用

740 Y-P则逆转了 Iso对细胞凋亡的促进作用。

2.4  Iso和740 Y-P对SW480细胞自噬、PI3K/Akt/mTOR

信号通路蛋白表达的影响

WB 法检测结果（图 2B）显示，与对照组相比，

740 Y-P组 SW480细胞中LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达显著降

低（P<0.05），p26、PI3K/Akt/mTOR信号通路相关蛋白

p-PI3K/PI3K和 p-mTOR/mTOR表达均显著升高（均
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P<0.05）；Iso 组细胞中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达显著升高

（P<0.05），p26、p-PI3K/PI3K 和 p-mTOR/mTOR 蛋白

表达均显著降低（均 P<0.05）；与 740 Y-P组相比，

Iso+740 Y-P 组细胞中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达显著升高

（P<0.05），p26、p-PI3K/PI3K 蛋白和 p-mTOR/mTOR

蛋白表达均显著降低（均 P<0.05）；与 Iso 组相比，

Iso+740 Y-P组细胞中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达显著降低

（P<0.05），p26、p-PI3K/PI3K 和 p-mTOR/mTOR 蛋白

表达均显著升高（均P<0.05）。结果表明，Iso可上调

SW480 细胞中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ蛋白表达、下调 p26、

p-PI3K/PI3K和 p-mTOR/mTOR蛋白的表达，而同时

使用740 Y-P则可部分逆转了上述蛋白表达结果。

A: 流式细胞术检测细胞的凋亡水平；B: WB法检测细胞中相关蛋白表达水平。

与对照组比较，*P<0.05；与740 Y-P组比较，△P<0.05；与 Iso组比较，▲P<0.05。

图2    Iso和740 Y-P对SW480细胞凋亡及PI3K/Akt/mTOR信号通路相关蛋白表达的影响

3  讨  论

天然膳食产品作为抗肿瘤药物在医药开发上具

有良好的应用前景，其生物活性化合物对肿瘤干细

胞具有生长抑制作用，可作为肿瘤治疗的有效策略。

几乎所有存在于植物体内的植物化学物质都可分为

四类生化物质，即：萜烯类、生物碱类、苷类和多酚

类，具有降血糖、抗氧化、抗肿瘤等多种生物活性[9]。

莲心碱及其类似物 Iso和甲基莲心碱是从莲子中提取

的双苄基异喹啉类生物碱，对肿瘤细胞具有极强的
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细胞毒性，能诱导细胞周期阻滞及活性氧增加，促进

细胞凋亡和自噬，逆转肿瘤细胞耐药[10]。莲心碱对正

常结直肠上皮细胞无任何细胞毒性，但能显著抑制

裸鼠结肠异种移植瘤的生长[11]。然而，目前 Iso对肿

瘤调控作用的相关研究较少。为探究 Iso对结肠癌细

胞的作用，本研究用不同浓度的 Iso处理结肠癌细胞

后，发现SW480细胞增殖活力显著降低，细胞凋亡率

升高，表明 Iso具有抗肿瘤作用。

细胞死亡机制主要分为三种：细胞凋亡（Ⅰ型）、

自噬性细胞死亡（Ⅱ型）和坏死（Ⅲ型）[12]。自噬是一

种细胞生存机制，维持细胞成分的产生与受损或不

必要的细胞器和其他细胞成分分解之间的平衡，可

以增强细胞凋亡诱导的细胞死亡。在自噬过程中，

细胞质中LC3蛋白被脂质化并募集到自噬体膜上，

参与自溶体的形成和自噬囊泡的分解，与LC3结合

的泛素相关蛋白 p62也用于监测自噬通量[13]。自噬

激活后，LC3Ⅰ向LC3Ⅱ转化，p62表达被抑制[14]。陈

曦等[15]研究表明，积雪草酸和奥沙利铂均可促进结肠

癌细胞凋亡和自噬，两者协同效果更加显著，其增效

机制可能与 p62蛋白表达下调和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值上

调有关。Iso是一种小分子的自噬增强剂，可诱导肿

瘤细胞死亡[16]。本研究用 Iso处理结肠癌 SW480细

胞后，细胞中LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值上调、p62蛋白表达下

降，其变化趋势与 Iso浓度呈正相关，这说明 Iso激活

了结肠癌细胞中的自噬作用，进而促进癌细胞的自

噬性细胞死亡。

PI3K过表达与肿瘤细胞存活和肿瘤进展显著相

关，是结肠癌的关键治疗靶点。PI3K/Akt/mTOR信

号激活后可诱导肿瘤细胞获得多药耐药表型，促进

细胞存活，抵抗化疗药物的细胞毒性抗肿瘤疗效，增

强肿瘤细胞干细胞性，还能抑制自噬[17]。PI3K底物

与下游的Akt蛋白结合，导致机体活性氧水平增加而

抑制自噬的调节作用，激活mTOR抑制自噬基因的

表达[18]。FANG等[19]证明，在脊髓损伤中，当 PI3K被

抑制时，细胞凋亡减少，自噬阳性蛋白LC3Ⅱ/LC3Ⅰ

升高，自噬阴性蛋白 p62水平降低，促凋亡蛋白水平

下调，抑凋亡蛋白水平升高。相反，当使用PI3K激活

剂时，自噬受到抑制，细胞凋亡增加。因此，除了利

用PI3K抑制剂外，开发新的植物衍生生物碱作为靶

向 PI3K 信号通路的抗肿瘤药物至关重要。SHEN

等[20]在体外细胞模型和体内动物模型中利用莲心碱

调控 PI3K/Akt通路抑制胆囊癌细胞的增殖，诱导小

鼠模型中G2/M细胞周期阻滞和肿瘤体积减小，增加

了 caspase介导的胆囊癌细胞凋亡。本研究中，PI3K

激活剂740 Y-P作用结肠癌SW480细胞后，细胞凋亡

率下降，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值减小，p62水平升高，这证明

了PI3K/Akt/mTOR信号通路对癌细胞自噬的抑制作

用。Iso逆转了 740 Y-P的作用，下调结肠癌细胞中

PI3K 和 mTOR 磷酸化水平，促进自噬，表明 Iso 对

PI3K/Akt/mTOR信号通路具有调控作用，通过抑制

PI3K/Akt/mTOR信号通路的激活发挥对结肠癌的治

疗作用。

综上所述，Iso具有抗肿瘤活性，能促进结肠癌

SW480细胞自噬性凋亡，其作用机制可能是通过抑

制PI3K/Akt/mTOR信号通路的激活。但人体体内环

境复杂，为了 Iso在结肠癌的临床研究和治疗中更具

有科学性，在后续研究中，本课题组将构建结肠癌小

鼠模型，观察 Iso的体内治疗效果及作用机制。
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