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澳洲茄碱通过 ｍＴＯＲ 信号通路抑制膀胱癌细胞增殖

刘　 容，方　 潇，高宇文，林飞飞，林志杰，陈榕彬，翁铭芳，吴卫真

　 　 ［摘要］ 　 目的　 研究澳洲茄碱对膀胱癌细胞增殖、细胞凋亡、细胞周期的影响及其作用机制。 　 方法 　 ０、５、１０、２０、４０
μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱处理膀胱癌 Ｊ８２ 和 Ｔ２４ 细胞 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 后，应用 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞生存率。 ０、１０、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱处理

Ｊ８２ 细胞 ２４ ｈ 后，用流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期。 ０、１０、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱处理 Ｊ８２ 细胞 ２４ ｈ 后，应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法
检测 ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ｐ⁃ｐ７０Ｓ６Ｋ 蛋白的表达。 ０、１０、２０、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱处理 Ｊ８２ 细胞 ２４ ｈ 后，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测

ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ ｍＲＮＡ 表达情况。 　 结果　 澳洲茄碱显著抑制膀胱癌 Ｊ８２ 细胞、Ｔ２４ 细胞增殖，相同作用时间、不同浓度组细胞生

存率总体差异均有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 澳洲茄碱诱导 Ｊ８２ 细胞凋亡，０、１０、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱组凋亡率分别为（０􀆰 ９３±
０􀆰 ２６）％、（８􀆰 ３３±２􀆰 １６）％、（２９􀆰 ５３±７􀆰 ６３）％。 澳洲茄碱引起 Ｊ８２ 细胞发生 Ｓ 期阻滞，０、１０、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱组 Ｓ 期细胞占比分

别是（３４􀆰 ５１±３􀆰 ６１）％、（３９􀆰 ３４±３􀆰 ２１）％、（４４􀆰 ５０±４􀆰 ２９）％。 澳洲茄碱下调 Ｊ８２ 细胞 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达（Ｆ ＝ ８５􀆰 １８，Ｐ＜０􀆰 ０１）和

ｐ⁃ｐ７０Ｓ６Ｋ蛋白表达（Ｆ＝７４􀆰 ９６，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 澳洲茄碱下调 Ｊ８２ 细胞 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达（Ｆ＝ ３１􀆰 ４９，Ｐ＜０􀆰 ０１）和 ｐ７０Ｓ６Ｋ ｍＲＮＡ 表达

（Ｆ＝４７􀆰 ０８，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 　 结论　 澳洲茄碱通过 ｍＴＯＲ 信号通路抑制膀胱癌细胞增殖、促进细胞凋亡、阻滞细胞周期。
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０􀆰 ２６）％， （ ８􀆰 ３３ ± ２􀆰 １６ ）％ ａｎｄ （ ２９􀆰 ５３ ± ７􀆰 ６３ ）％，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｓｏｌａｓｏｎｉｎｅ ａｒｒｅｓｔｅｄ Ｊ８２ ｃｅｌｌｓ ａｔ Ｓ ｓｔａｇｅ， ｔｈｅ ｐｒｏ⁃

ｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓ ｓｔａｇｅ ｏｆ ０， １０ ａｎｄ ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｌａｓｏｎｉｎｅ ｇｒｏｕｐｓ

ｗｅｒｅ （ ３４􀆰 ５１ ± ３􀆰 ６１）％， （ ３９􀆰 ３４ ± ３􀆰 ２１）％ ａｎｄ （ ４４􀆰 ５０ ±

４􀆰 ２９）％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｓｏｌａｓｏｎｉｎｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

·２７５· 东南国防医药 ２０２０ 年 １１ 月第 ２２ 卷第 ６ 期　 Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ，Ｖｏｌ．２２，Ｎｏ．６，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ，２０２０



ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ｍＴＯＲ ｏｆ Ｊ８２ ｃｅｌｌｓ （Ｆ＝ ８５􀆰 １８， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｓｏｌａｓｏｎｉｎｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ｐ７０Ｓ６Ｋ ｏｆ Ｊ８２ ｃｅｌｌｓ
（Ｆ＝ ７４􀆰 ９６， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｓｏｌａｓｏｎｉｎｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＴＯＲ ｏｆ Ｊ８２ ｃｅｌｌｓ （Ｆ ＝ ３１􀆰 ４９， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｓｏｌａｓｏｎｉｎｅ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ７０Ｓ６Ｋ ｏｆ Ｊ８２ ｃｅｌｌｓ （Ｆ＝ ４７􀆰 ０８， Ｐ＜０􀆰 ０１）．　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｓｏｌａｓｏｎｉｎｅ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒ⁃
ａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ， ｉｎｄｕｃｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｒｒｅｓｔ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
　 　 ［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ ］　 ｓｏｌａｓｏｎｉｎｅ； ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ； Ｊ８２ ｃｅｌｌｓ； Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ Ｒａｐａｍｙｃｉｎ

０　 引　 　 言

膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一，其
中约 ９０％为尿路上皮癌［１］。 肌层浸润性膀胱癌复

发率较高，预后较差，降低膀胱癌的复发率和死亡

率是一个亟待解决的问题。 龙葵是传统中药的十

大抗癌药物之一，澳洲茄碱（ｓｏｌａｓｏｎｉｎｅ）是龙葵的重

要抗癌成分。 研究表明，澳洲茄碱在神经胶质瘤、
肺癌、肝癌等多种肿瘤中均具有抗肿瘤作用［２⁃４］。
然而截止到 ２０２０ 年 ９ 月 ２４ 日，检索了 ＰｕｂＭｅｄ、
ＣＮＫＩ、万方等数据库，澳洲茄碱对膀胱癌的作用尚

未见报道。 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔ ｏｆ Ｒａｐａｍｙｃｉｎ， ｍＴＯＲ）是细胞生长、增殖的重

要调节因子。 本研究旨在观察不同浓度的澳洲茄

碱对体外培养的膀胱癌细胞增殖、细胞周期和细胞

凋亡的影响，并通过研究澳洲茄碱对 Ｊ８２ 细胞

ｍＴＯＲ 信号通路相关蛋白和 ｍＲＮＡ 表达的影响，初
步阐明澳洲茄碱发挥抗肿瘤作用的分子机制，为进

一步研究奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 澳洲茄碱（纯度 ９５％，中国杨凌慈缘

生物技术有限公司）。 Ｊ８２、Ｔ２４ 细胞（中国科学院

上海 细 胞 库 ）， 胎 牛 血 清、 细 胞 培 养 基 （ 美 国

Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司），ＣＣＫ⁃８ 试剂盒（中国博士德公司），
二甲基亚砜（Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ，美国 Ｓｉｇｍａ
公司），碘化丙啶（Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ， ＰＩ，美国 Ｓｉｇｍａ
公司），Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡检测试剂盒（美国

ＢＤ 公司），ＥｖｏＳｃｉｐｔ ＲＮＡ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ Ｍａｓｔｅｒ 试剂

盒（瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司），总 ＲＮＡ 提取试剂盒（中国

Ｂｉｏ Ｆｌｕｘ 公 司 ）， 抗 体 β⁃ａｃｔｉｎ、 ｍＴＯＲ、 ｐ７０Ｓ６Ｋ、
ｐ⁃ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｐ７０Ｓ６Ｋ（美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司），山羊抗鼠二抗、山羊抗兔二抗（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＣＣＫ⁃８ 检测澳洲茄碱作用后膀胱癌 Ｊ８２、
Ｔ２４ 细胞的生存率　 将对数期生长的 Ｊ８２、Ｔ２４ 细胞

种植至 ９６ 孔板中，２０００ 个 ／孔，培养 １２ ｈ 至细胞贴

壁。 分别加入含有 ０、５、１０、２０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱

的细胞培养液， ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱组加入含有

０􀆰 ３％ＤＭＳＯ 的细胞培养液，每组设 ６ 个复孔，分别

培养 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ，加入 ＣＣＫ⁃８，计算细胞生存率。
独立重复实验 ４ 次。
１􀆰 ２􀆰 ２　 流式细胞仪 （ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ
ｓｏｒｔｅｒ，ＦＡＣＳ）检测 Ｊ８２ 细胞凋亡 　 Ｊ８２ 细胞经 ０、
１０、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱处理 ２４ ｈ，胰酶消化后收

集，ＰＢＳ 洗涤后加入结合液 １００ μＬ 重悬，每组加

入 ５ μＬ ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 进行避光染色 １５ ｍｉｎ 后加

入 ５ μＬ ＰＩ 染色 ５ ｍｉｎ。 每组加入 ５００ μＬ 结合液

重悬后上机检测，得出细胞凋亡率。 独立重复实

验 ４ 次。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＦＡＣＳ 检测 Ｊ８２ 细胞周期 　 取对数期生长

Ｊ８２ 细胞，传代培养 １２ ｈ 至贴壁，设 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ、１０
μｍｏｌ ／ Ｌ、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱组，其中 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组

加入含有 ０􀆰 ３％ＤＭＳＯ 的培养基，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄

碱组和 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱组加入对应浓度澳洲茄

碱，培养箱内培养 ２４ ｈ。 胰酶消化、洗涤后重悬，用
预冷 ７０％乙醇溶液固定 ２ ｈ，用 ５ μｇ ／ ｍＬ 的 ＰＩ 溶液

进行 ＤＮＡ 染色，７０ μｍｏｌ ／ Ｌ 滤网过滤后上机检测，
所得数据应用 ＭｏｄＦｉｔ ＬＴ 软件进行分析，得出细胞

周期各期细胞百分比。
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 ｍＴＯＲ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、
ｐ７０Ｓ６Ｋ、ｐ⁃ｐ７０Ｓ６Ｋ 蛋白表达 　 将 Ｊ８２ 细胞分成 ０
μｍｏｌ ／ Ｌ、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄

碱组，加入对应培养液，其中 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组加入含有

０􀆰 ３％ＤＭＳＯ 的培养基，培养 ２４ ｈ 后收取蛋白，双辛

酸（ＢＣＡ）法检测蛋白浓度，取 ３０ μｇ 蛋白进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳，转移至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上。 用

４％ＢＳＡ 封闭 １ ｈ，加入 １ ∶ １０００ 稀释的一抗孵育 １５
ｈ，洗膜后加入二抗孵育 １ ｈ，加入电化学发光液暗

室曝光。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ ｍＲＮＡ
表达　 将 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄

碱组 Ｊ８２ 细胞培养 ２４ ｈ 后，应用总 ＲＮＡ 提取试剂
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盒提取总 ＲＮＡ 并测定 ＲＮＡ 浓度，根据 ＥｖｏＳｃｉｐｔ
ＲＮＡ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ Ｍａｓｔｅｒ 试剂盒说明书配成反应

体系。 ｍＴＯＲ 引物序列：Ｆ：５′⁃ＡＴＧＣＴＴＧＧＡＡＣＣＧＧＡＣ⁃
ＣＴＧ⁃３′， Ｒ：５′⁃ＴＣＴＴＧＡＣＴＣＡＴＣＴＣＴＣＧＧＡＧＴＴ⁃３′。 ｐ７０Ｓ６Ｋ
引物序列： Ｆ： ５′⁃ＣＧＧＧＡＣＧＧＣＴＴＴＴＡＣＣＣＡＧ⁃３′， Ｒ： ５′⁃
ＴＴＴＣＴＣＡＣＡＡＴＧＴＴＣＣＡＴＧＣＣＡ⁃３′。 β⁃ａｃｔｉｎ 引物序列：Ｆ：
５′⁃ＧＴＴＧＴＣＧＡＣＧＡＣＧＡＧＣＧ⁃３′， Ｒ： ５′⁃ＧＣＡＣＡＧＡＧＣ⁃
ＣＴＣＧＣＣＴＴ⁃３′。 每组三复孔，置于荧光定量 ＰＣＲ 仪

内检测。 参数设置为：逆转录：６０ °Ｃ，１５ ｍｉｎ；预保

温：９５ ℃，１０ ｍｉｎ；扩增：９５ ℃，１０ ｓ，５８ ℃，３０ ｓ，４５
个循环；溶解曲线： ９５ ℃， １ ｍｉｎ， ２５ ℃， １ ｍｉｎ，
９５ ℃，１５ ｓ；冷却：４０ ℃，３０ ｓ。
１􀆰 ３　 统计学分析 　 应用 ＳＰＳＳ ２５ 软件对实验结果

进行统计学分析。 ＣＣＫ⁃８、细胞凋亡、细胞周期、ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 等计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，多组

间比较平均值采用单因素 ＡＮＯＶＡ 检验，进一步两

两比较应用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计

学意义。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 澳洲茄碱抑制膀胱癌细胞 Ｊ８２、Ｔ２４ 细胞增

殖　
２􀆰 １􀆰 １　 澳洲茄碱抑制膀胱癌 Ｊ８２ 细胞增殖　 不同

浓度的澳洲茄碱作用后，相同作用时间各组 Ｊ８２ 细

胞生存率在整体上差异均有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
相同作用时间下，不同浓度的澳洲茄碱各组间两两

比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 相同作用浓

度下，不同培养时间的各组进行 ＡＮＯＶＡ 检验，仅
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ澳洲茄碱组差异有统计学意义 （ Ｐ ＝
０􀆰 ０１），其余各组差异均无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。
虽然 ２４ ｈ 各浓度组细胞生存率均高于 ４８ ｈ，但相同

浓度不同作用时间比较差异均无统计学意义（Ｐ＞
０􀆰 ０５）。 ＣＣＫ⁃８ 检测结果见图 １。
２􀆰 １􀆰 ２　 澳洲茄碱抑制膀胱癌 Ｔ２４ 细胞增殖　 不同

浓度的澳洲茄碱处理后，相同作用时间各组 Ｔ２４ 细

胞生存率差异均有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 相同作

用时间下，不同浓度的澳洲茄碱各组 Ｔ２４ 细胞间两

两比较，除 ７２ ｈ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ７２ ｈ ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组间

差异无统计学意义（Ｐ ＝ ０􀆰 １７），其余各组间差异均

有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 相同作用浓度下，不同培

养时间的各组进行 ＡＮＯＶＡ 检验，差异均无统计学

意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见图 ２。

与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１
图 １　 澳洲茄碱对 Ｊ８２ 细胞生存率的影响

与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１
图 ２　 澳洲茄碱对 Ｔ２４ 细胞生存率的影响

２􀆰 ２　 澳洲茄碱诱导 Ｊ８２ 细胞凋亡　 随着澳洲茄碱

浓度增高，Ｊ８２ 细胞的凋亡率显著增高，其中 ０、１０
和 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱组凋亡率分别为 （ ０􀆰 ９３ ±
０􀆰 ２６）％、（８􀆰 ３３±２􀆰 １６）％、（２９􀆰 ５３±７􀆰 ６３）％，各组间

差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 两两比较差异均有

统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 表明澳洲茄碱能诱导 Ｊ８２
细胞凋亡，这种诱导作用具有浓度依赖性。 见图 ３。
２􀆰 ３　 澳洲茄碱阻滞 Ｊ８２ 细胞周期 Ｓ 期　 澳洲茄碱

作用后，Ｊ８２ 细胞 Ｓ 期细胞增多，０、１０、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳

洲茄碱组 Ｓ 期细胞百分比分别是（３４􀆰 ５１±３􀆰 ６１）％、
（３９􀆰 ３４±３􀆰 ２１）％、（４４􀆰 ５０±４􀆰 ２９）％，差异有统计学

意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ０１）。 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比例相应减少，０、
１０、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 澳洲茄碱组 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞百分比分

别是（６２􀆰 ６５ ± ４􀆰 ７３）％、（５７􀆰 ５１ ± ３􀆰 ３７）％、（５２􀆰 ６９ ±
４􀆰 ００）％，差异有统计学意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ０２）。 而 Ｇ２ ／ Ｍ
期细胞百分比无明显变化。 提示澳洲茄碱可引起

Ｊ８２ 细胞发生细胞周期阻滞，这种阻滞作用发生在 Ｓ
期。 见图 ４。
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ａ：０ μｍｏｌ ／ Ｌ；ｂ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ；ｃ：３０ μｍｏｌ ／ Ｌ
图 ３　 澳洲茄碱对 Ｊ８２ 细胞凋亡的影响

ａ：０ μｍｏｌ ／ Ｌ；ｂ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ；ｃ：３０ μｍｏｌ ／ Ｌ
图 ４　 澳洲茄碱对 Ｊ８２ 细胞周期的影响

２􀆰 ４　 澳洲茄碱抑制 Ｊ８２ 细胞 ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ 蛋白

的磷酸化　 各组细胞 ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ 蛋白表达未见

明显差异。 随着澳洲茄碱浓度增高，ｐ⁃ｍＴＯＲ 表达量

逐渐减少，差异有统计学意义（Ｆ＝ ８５􀆰 １８，Ｐ＜０􀆰 ０１）；ｐ⁃
ｐ７０Ｓ６Ｋ 表达量逐渐减少， 差异有统计学意义（Ｆ ＝
７４􀆰 ９６，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 表明澳洲茄碱能抑制 ｍＴＯＲ 蛋白

的磷酸化、抑制 ｐ７０Ｓ６Ｋ 蛋白的磷酸化，从而抑制

ｍＴＯＲ ／ ｐ７０Ｓ６Ｋ 信号通路的激活。 见图 ５、图 ６。

图 ５　 澳洲茄碱对 Ｊ８２ 细胞蛋白表达的影响

与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１
图 ６　 澳洲茄碱作用后 Ｊ８２细胞蛋白的相对表达量

２􀆰 ５ 　 澳洲茄碱下调 Ｊ８２ 细胞 ｍＴＯＲ、 ｐ７０Ｓ６Ｋ
ｍＲＮＡ 表达 　 随着澳洲茄碱浓度增高， Ｊ８２ 细胞

ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达量逐渐降低，差异有统计学意义

（Ｆ＝ ３１􀆰 ４９，Ｐ＜０􀆰 ０１）；ｐ７０Ｓ６Ｋ ｍＲＮＡ 表达量逐渐降

低，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ４７􀆰 ０８，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 各组

进行两两比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见

图 ７。
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与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１
图 ７　 澳洲茄碱作用后 Ｊ８２ 细胞ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ ｍＲＮＡ 的

相对表达量

３　 讨　 　 论

２０１５ 年全世界新发膀胱癌病例超过 ４５０ ０００
例，膀胱癌在最常见的肿瘤中排名第 ９ 位［５］。 膀胱

癌的危险因素包括：年龄、性别、吸烟、饮水中砷的

暴露史、职业性芳香胺接触史、血吸虫病、含非那西

丁的止痛药以及膀胱癌家族史［６］。 与发达国家相

比，发展中国家和不发达国家的膀胱癌患者生存率

较低［７］。 膀胱癌目前的主要治疗手段是手术和化

疗，然而因肿瘤转移导致其治疗效果并不理想，患
者预后较差［８］。 即使应用了最佳的治疗方案，超过

５０％的膀胱癌患者出现复发，高达 ２０％的患者可能

进展为肌层浸润性膀胱癌［９］。 根治性膀胱切除术

是肌层浸润性膀胱癌的主要治疗方法，但患者术后

各种并发症的发生率较高［１０］。 因此寻找对膀胱癌

有效的新药物是提高膀胱癌患者生存率的关键。
从天然药物中发现低毒、高效的抗癌成分是新

药研发的重要途径之一［１１］。 传统中药治疗恶性肿

瘤具有独特的优势，可以通过提高自身免疫力、增
强机体抗病能力达到驱除癌瘤的目的［１２］。 中药龙

葵具有清热、解毒、消肿等功效，在临床中广泛应用

于肺癌、肉瘤、宫颈癌、乳腺癌等恶性肿瘤的治疗

中［１３］。 澳洲茄碱，分子式：Ｃ４５Ｈ７３ＮＯ１６，是龙葵发挥

抗癌作用的主要活性成分。 研究表明，澳洲茄碱可

以显著抑制结肠癌、乳腺癌、宫颈癌、肝癌、胶质母

细胞瘤等细胞的增殖，其半数抑制浓度波动于

６􀆰 ０１～２６􀆰 ２１ μｇ ／ ｍＬ［１４］。 Ｌｉｕ 等［４］发现，澳洲茄碱可

以通过对 ｍｉＲ⁃３７５⁃３ｐ 和 ｌｎｃＲＮＡ ＣＣＡＴ１ 的相互调

解，导致转录因子 ＳＰ１ 介导的 ＩＲＦ５ 表达减少，从而

抑制肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖。 Ｓｍｏ 基因突变和 Ｇｌｉ

基因扩增可以使肿瘤细胞发生原发性和获得性的

耐药，澳洲茄碱可以通过抑制 Ｈｈ 信号通路，降低

Ｇｌｉ 的表达从而对抗肿瘤细胞的耐药性［１５］。
Ｊ８２ 细胞、Ｔ２４ 细胞均为人膀胱移行癌细胞，属

于浸润性膀胱癌细胞［１６⁃１７］。 ＣＣＫ⁃８ 结果表明澳洲

茄碱作用后，Ｊ８２、Ｔ２４ 细胞的存活率降低。 并且随

着澳洲茄碱的浓度增加，这种抑制作用增强，说明

澳洲茄碱能显著抑制 Ｊ８２、Ｔ２４ 细胞的增殖，并且这

种抑制作用具有浓度依赖性。 然而延长澳洲茄碱

的作用时间，并不能显著增强这种抑制作用，提示

这种抑制作用无明显时间依赖性。
细胞凋亡和细胞周期结果表明，澳洲茄碱可诱导

Ｊ８２细胞凋亡并且引起 Ｊ８２ 细胞发生细胞周期阻滞，阻
滞发生在 Ｓ 期。 不同浓度组进行两两比较，差异均具

有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），提示澳洲茄碱诱导 Ｊ８２ 细胞

凋亡和引起 Ｊ８２ 细胞阻滞的作用均具有浓度依赖性。
ｍＴＯＲ ／ ｐ７０Ｓ６Ｋ 信号通路是一条复杂的信号通

路，包含许多下游分子，广泛参与许多细胞进程，包
括细胞生长和存活、细胞周期、细胞凋亡、细胞自

噬、蛋 白 合 成、 血 管 再 生、 细 胞 迁 移 和 膜 运 输

等［１８⁃２２］。 ｍＴＯＲ 蛋白经过磷酸化后活化，进一步引

起下游靶蛋白 ｐ７０Ｓ６Ｋ 磷酸化，进而激活 ｍＴＯＲ 信

号通路，促进细胞生长，抑制细胞自噬和凋亡，有利

于细胞周期进展，加速细胞的增殖［２３⁃２４］。 因此，抑
制 ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ 蛋白的磷酸化的药物可以通过抑

制 ｍＴＯＲ 信号通路的传导发挥抗肿瘤作用。
为了进一步研究澳洲茄碱抑制膀胱癌细胞增

殖、诱导细胞凋亡、阻滞细胞周期的分子机制，本研

究分析了澳洲茄碱对 Ｊ８２ 细胞 ｍＴＯＲ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、
ｐ７０Ｓ６Ｋ、ｐ⁃ｐ７０Ｓ６Ｋ 蛋白表达的影响和对 ｍＴＯＲ、
ｐ７０Ｓ６Ｋ 的 ｍＲＮＡ 表达的影响。 结果显示各组细胞

ｍＴＯＲ 和 ｐ７０Ｓ６Ｋ 蛋白的表达量无明显差异， ｐ⁃
ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｐ７０Ｓ６Ｋ 表达量显著减少，ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ
的 ｍＲＮＡ 表达下调，提示澳洲茄碱可能同时通过抑

制 ｍＴＯＲ 和 ｐ７０Ｓ６Ｋ 蛋白的磷酸化、下调 ｍＴＯＲ 和

ｐ７０Ｓ６Ｋ 的 ｍＲＮＡ 表达，从而抑制 ｍＴＯＲ 信号通路

的激活，发挥抗肿瘤作用。
综上所述，本研究发现澳洲茄碱在体外能显著

抑制 Ｊ８２、Ｔ２４ 细胞增殖、诱导 Ｊ８２ 细胞凋亡、阻滞

Ｊ８２ 细胞周期，这种作用呈浓度依赖性。 其分子机

制可能是通过抑制 ｍＴＯＲ 和 ｐ７０Ｓ６Ｋ 蛋白的磷酸

化、下调 ｍＴＯＲ 和 ｐ７０Ｓ６Ｋ 的 ｍＲＮＡ 表达。 澳洲

·６７５· 东南国防医药 ２０２０ 年 １１ 月第 ２２ 卷第 ６ 期　 Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ，Ｖｏｌ．２２，Ｎｏ．６，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ，２０２０



茄碱有望解开肌层浸润性膀胱癌治疗的难题，成为

新的膀胱癌治疗药物。 本研究仅在体外初步探索

了澳洲茄碱对膀胱癌细胞的抗肿瘤作用，澳洲茄碱

对 ｍＴＯＲ 通路其他分子的表达和磷酸化是否有影

响以及在动物体内是否仍有抑制膀胱癌细胞生长

的作用，尚有待进一步验证。
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