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羽扇豆醇介导MDM2-p53通路对胃癌细胞生物学行为的影响 *
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摘要目的：探讨羽扇豆醇介导鼠双微基因 2(Mouse double microgene 2，MDM2)-p53通路对胃癌细胞生物学行为的影响及相关机

制。方法：对数生长期的胃癌小鼠MFC细胞株随机分为三组。实验 1组与实验 2组给予 10 mg/L和 20 mg/L的羽扇豆醇处理，对

照组以等体积的 1伊磷酸盐缓冲液处理。对比三组MFC细胞细胞增殖、凋亡、迁移与侵袭，及MDM2-p53通路蛋白表达。结果：细

胞处理后 6 h与 12 h，实验 1组与实验 2组的细胞增殖指数、细胞迁移与侵袭指数、MDM2蛋白相对表达水平显著低对于对照组，

实验 2组也低于实验 1组，对比差异都有统计学意义(P＜0.05)。细胞处理后 6 h与 12 h，实验 1组与实验 2组的细胞凋亡指数、

p53蛋白相对表达水平显著高于对照组，实验 2组也高于实验 1组，对比差异都有统计学意义(P＜0.05)。结论：羽扇豆醇能促进胃

癌细胞 p53蛋白的表达，抑制MDM2蛋白的表达，从而促进细胞凋亡，抑制胃癌的增殖、侵袭与转移，且具有剂量依赖性。

关键词：羽扇豆醇；MDM2-p53通路；胃癌；细胞增殖；细胞凋亡

中图分类号：R-33；R735.2 文献标识码：A 文章编号：1673-6273(2021)01-46-04

Lupeol-mediated MDM2-p53 Pathway Affects on the Biological Behavior of
Gastric Cancer Cells and Related Mechanisms*

To explore Lupeol-mediated mouse double microgene 2 (MDM2)-p53 pathway affects the biological

behavior of gastric cancer cells and related mechanisms. Gastric cancer mouse MFC cell lines in logarithmic growth phase were

randomly divided into three groups-control group, experiment 1 group and experiment 2 group. experiment 1 group and experiment 2

group were given 10 mg/L and 20 mg/L lupin alcohol treatment.The control group were treated with an equal volume of 1伊 phosphate

buffer. Compare the cell proliferation, apoptosis, migration and invasion of the three groups of MFC cells, and the expression of

MDM2-p53 pathway protein. At 6 h and 12 h after cell treatment, the relative expression levels of cell proliferation index, cell

migration and invasion index, and MDM2 protein in experimental group 1 and experimental group 2 were significantly lower than the

control group, and the experimental group 2 were also lower than experimental group 1, compared the differences all have statistical

significance (P<0.05). At 6 h and 12 h after cell treatment, the relative expression levels of apoptosis index and p53 protein in the

experimental group 1 and experimental group 2 were significantly higher than those in the control group, and the experimental group 2

were also higher than that in experimental group 1, compared the differences were statistically significant (P<0.05). Lupeol

can promote the expression of p53 protein and inhibit the expression of MDM2 protein in gastric cancer cells, thereby promote apoptosis,

inhibiting the proliferation, invasion and metastasis of gastric cancer in dose-dependent manner.
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前言

胃癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一，在恶性肿瘤中

位居第 3位，约占 10 %[1，2]。改善胃癌预后结局，需要进行早期

诊断与根治[3，4]。胃癌的病因未完全阐明，目前认为与幽门螺旋

杆菌感染、环境因素和遗传因素有关，涉及到 MDM2-p53通路

表达异常、DNA修复异常等多个方面[5，6]。p53基因是一种抑癌

基因，是细胞生长周期中的负调节因子[7]。鼠双微基因 2(Mouse

double microgene 2，MDM2)对细胞生长具有调节作用，MDM2

可通过与 p53蛋白结合形成MDM2-p53通路，形成负反馈环，

发挥 p53依赖活性[8]。羽扇豆醇是一种从植物和中草药中提取

的三萜类化合物，也为三萜烯，分子量为 426.72，其广泛存在于
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Groups n 6 h 12 h

Experiment 2 3 42.55依4.55*# 53.14依6.03*#

Experiment 1 3 61.07依6.21* 71.12依7.12*

Control group 3 89.11依6.18 91.17依8.12

F 14.092 12.045

P 0.000 0.000

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; compared with the experimental 1, #P＜0.05, the same below.

表 1三组细胞处理后不同时间点的增殖指数对比(%，x依s)
Table 1 Comparison of proliferation index at different time points after treatment of three groups of cells (%, x依s)

各种药材、瓜果、蔬菜中，具备抗基因突变、抗炎、抗关节炎等多

种功能[9]。最新的研究发现羽扇豆醇有抑瘤的作用[10]，但具体的

机制还不明确。本文具体探讨了羽扇豆醇介导 MDM2-p53通

路对胃癌细胞生物学行为的影响及相关机制，希望寻求新的治

疗方法与靶点。

1 材料与方法

1.1 主要实验材料

小鼠胃癌MFC细胞株购自中国科学院细胞资源库 (本实

验室保存)，羽扇豆醇(纯度≥ 98 %，美国 Sigma公司)，山羊抗小

鼠茁-actin(Santa Cruz公司)，鼠抗人MDM2单克隆抗体、鼠抗人

p53单克隆抗体 (R&D，USA)，胎牛血清、RPMI-1640培养基

(Hyclone公司)。

1.2 细胞分组与处理

羽扇豆醇原液的配置：取羽扇豆醇 3 mg，用二甲基亚砜、

无水乙醇混匀，配置原液浓度为 40 mg/mL，在 -20℃冰箱保存。

MFC细胞培养于含 10 %胎牛血清的 RPIM-1640培养基中，于

37℃、5 % CO2培养箱中传代培养。将对数生长期的细胞随机

分为三组 -对照组、实验 1组与实验 2组。实验 1组与实验 2组

的每孔细胞中加入羽扇豆醇原液，最终质量浓度分别为 10 mg/L

和 20 mg/L；对照组以等体积的 1伊磷酸盐缓冲液处理。三组细
胞经过处理后替换后常规培养基进行培养。

1.3 MTT法检测细胞增殖

将对数期的细胞制成单细胞悬液(5伊105个 /mL)，加 200 滋L
到 96孔板，培养 24 h后加入 20 滋L（5 mg/mL）的 MTT母液，

孵育 4 h，加入 200 滋L二甲亚砜，震荡混匀，490 nm处用酶标仪
中测定吸光值，计算增殖指数。

1.4 流式细胞仪检测细胞凋亡

调整处理后的细胞浓度为 1伊106个 /mL，弃上清，重悬后收

集细胞。加入 400 滋L 1 伊Binding Buffer+5 滋L AnnexinV-FITC

重悬混匀细胞，室温避光孵育 15 min。再加入 10 滋L PI染色液，
混匀后避光孵育 5 min，采用流式细胞仪检测计算凋亡指数。

1.5 Transwell小室实验检测细胞迁移与侵袭

调整处理后的细胞浓度为 2伊105个 /mL，在下室加入 800

滋L含 10 % FBS培养基，上室加入 20 滋L细胞悬液，继续培养
24 h；取出上室，采用多聚甲醛室温固定 30 min，然后采用

0.4 %结晶紫室温染色 15~30 min，中性树胶封片，镜下观察并

计算细胞迁移指数。在检测细胞侵袭中，以 2伊105细胞密度接
种于 24 孔板的 Transwell 小室中，向 Transwell 小室下加入

500 滋L的培养液，培养 24 h后取出 Transwell小室，固定后也

进行结晶紫室温染色 15~30 min，中性树胶封片，镜下观察并计

算侵袭指数。

1.6 Western blot检测蛋白表达

收集细胞并提取蛋白，定量蛋白浓度，按照常规步骤进行

Western blot 检测，检测抗体为抗 茁-Actin抗 MDM2抗体、抗

p53抗体，曝光后进行灰度扫描，记录目的蛋白的相对表达量。

1.3~1.6实验均重复 3次，取平均。

1.7 统计方法

应用 SPSS 22.00，以（x依s）表示实验计量数据，对比行 t检

验，多组间对比用单因素方差分析，以 琢=0.05作为检验水准，
P＜0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞增殖指数对比

细胞处理后 6 h与 12 h，实验 1组与实验 2组的细胞增殖

指数显著低对于对照组，实验 2组也低于实验 1组(P＜0.05)，

见表 1。

2.2 细胞凋亡指数对比

细胞处理后 6 h与 12 h，实验 1组与实验 2组的细胞凋亡

指数显著高于对照组，实验 2组也高于实验 1组(P＜0.05)，见

表 2。

2.3 细胞迁移与侵袭指数对比

细胞处理后 6 h与 12 h，实验 1组与实验 2组的细胞迁移

与侵袭指数显著低于对照组，实验 2组也低于实验 1组 (P＜
0.05)，见表 3。

2.4 MDM2、p53蛋白表达对比

细胞处理后 6 h与 12 h，实验 1组与实验 2组的 MDM2

蛋白相对表达水平低于对照组，p53蛋白相对表达水平高于对

照组(P＜0.05)，见表 4。

3 讨论

胃癌的增殖和凋亡是一个复杂的发展过程，对其进行早期

治疗能显著性地提高患者生存率[11，12]。羽扇豆醇是一种可从多

种果蔬、中草药等植物中提取的五环三砧类化合物，不溶于水，

但可以溶于乙醇、乙醚等多种有机溶剂[13]。羽扇豆醇具有抑制

肿瘤的作用，能够抑制蛋白激酶和丝氨酸蛋白酶的活动，从而

抑制恶性肿瘤的增殖与分化[14]。并且该药属于天然化合物，对
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Groups n 6 h 12 h

Experiment 2 3 42.58依1.49*# 48.29依1.48*#

Experiment 1 3 33.21依1.22* 35.32依1.77*

Control group 3 2.60依0.14 3.45依0.44

F 14.583 12.013

P 0.000 0.000

表 2三组细胞处理后不同时间点的凋亡指数对比(%，x依s)
Table 2 Comparison of apoptosis index at different time points after treatment of three groups of cells (%, x依s)

表 3三组细胞迁移与侵袭指数对比(%，x依s)
Table 3 Comparison of cells migration and invasion indexes of three groups (%, x依s)

Groups n
Cell migration index

6 h

Cell invasion index

12 h 6 h 12 h

Experiment 2 3 6.77依1.30*# 8.92依1.22*# 4.99依1.03*# 9.02依1.44*#

Experiment 1 3 14.20依1.48* 19.72依1.15* 11.38依1.14* 12.48依1.57*

Control group 3 24.98依3.18 28.99依2.57 22.01依2.57 23.00依3.15

F 9.483 8.474 12.030 10.001

P 0.002 0.008 0.000 0.001

表 4三组细胞处理后不同时间点的MDM2、p53蛋白表达对比(x依s)
Table 4 Comparison of MDM2 and p53 protein expression at different time points after treatment of three groups of cells (x依s)

Groups n
MDM2 p53

6 h 2 h 6 h 12 h

Experiment 2 3 0.65依0.11*# 0.48依0.12*# 5.62依0.45*# 6.49依0.44*#

Experiment 1 3 2.78依0.12* 3.20依0.14* 2.46依0.13* 3.00依0.14*

Control group 3 3.91依0.14 4.00依0.15 0.89依0.11 0.76依0.09

F 7.933 10.943 12.033 11.887

P 0.011 0.000 0.000 0.000

机体的毒性比较低。羽扇豆醇已在恶性血液疾病、妇科肿瘤、消

化道肿瘤方面显示了很好的抗癌活性，能抑制人恶性肿瘤细胞

的生长[15，16]。并且该药还对机体的很多重要脏器具有保护作

用[17，18]。本研究显示胃癌细胞经过羽扇豆醇处理后 6 h与 12 h，

实验 1组与实验 2组的细胞增殖指数、细胞迁移与侵袭指数显

著低对于对照组，实验 2组也低于实验 1组，与郭敏[19]等学者

的研究类似，探讨羽扇豆醇对人膀胱癌 T24细胞增殖的影响及

对 p53/miR-34a通路调控机制，结果显示 T24细胞经羽扇豆醇

处理后，其细胞增殖受到明显抑制，且呈一定的剂量依赖性。与

对照组相比，羽扇豆醇能够使 T24细胞中 p53蛋白表达上调，

还能够增加 miR-34a表达水平。王明[20]等学者也探究狼毒大戟

活性成分羽扇豆醇(lupeol)对人乳腺癌MDA-MB-231细胞侵袭

转移的作用，结果显示羽扇豆醇对人乳腺癌MDA-MB-231细

胞的黏附、迁移和侵袭有明显的抑制作用，并具有一定的量效

关系，由此可见，羽扇豆醇在体外能够有效地抑制人乳腺癌

MDA-MB-231细胞的侵袭和转移。表明羽扇豆醇能抑制胃癌

的增殖、侵袭与转移，且具有剂量依赖性。特别是羽扇豆醇与其

作用基因能够形成一个复杂的调控网络，调节细胞的增殖与分

化；也能够提高化疗敏感性，与化疗产生协同作用[21]。

胃癌细胞的增殖与凋亡是决定患者预后的关键因素[22]。促

癌基因与抑癌基因一旦表达失调，可能快速促进肿瘤的发生[23]。

羽扇豆醇俗称鲁冰花，存在于羽扇豆种子的表皮和橡胶植物、

无花果树的胶乳中，花序挺拔，花色艳丽多彩，花期长，可用于

观赏配植。体外与体内实验表明羽扇豆醇具有广泛的抗氧化、

抗炎症、抗癌等作用[24]。本研究显示细胞处理后 6 h与 12 h，实

验 1组与实验 2组的细胞凋亡指数显著高于对照组，实验 2组

也高于实验 1组，表明羽扇豆醇能促进胃癌的凋亡，且具有剂

量依赖性。当前也有研究羽扇豆醇在体内外对消化道恶性肿瘤

的自我更新能力具有抑制作用，也可抑制肿瘤细胞在无胸腺动

物模型中的致瘤能力[25]。羽扇豆醇能抑制肺癌、前列腺癌细胞

的生长，主要是通过抑制 Ras通路，激活了 fas受体，诱导癌细

胞的凋亡，且与剂量有关[19]。

MDM2 和野生型 p53在机体内保持微妙的平衡，MDM2

与 p53 结合形成 p53-MDM2 复合物，p53 诱导 MDM2 表达，

MDM2可使 p53泛素化而被蛋白酶降解。MDM2-p53反馈体

系可参与细胞周期调控、细胞生长抑制、凋亡等多种过程，也与

疾病的发生、发展显著相关[26，27]。p53基因是一种抑癌基因，参

与细胞的凋亡、分化、DNA修复等多种生物学行为[28]。MDM2
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为鼠双微体基因，也为一种原癌基因，对多种细胞生长具有调

节作用[29]。MDM2在生物体内经过剪切可形成多种不同相对分

子质量的变异体，如 p85、p90、p57、p64等。MDM2可通过与

p53蛋白结合形成MDM2-p53负反馈环，发挥 p53依赖活性。

MDM2 是 p53 的主要抑制剂，其通过多种通路与机制抑制

p53的功能。比如 MDM2可泛素化 p53，然后由蛋白酶体所降

解，从而抑制 p53的转录活性[30]。本研究显示细胞处理后 6 h与

12 h，实验 1组与实验 2组的MDM2蛋白相对表达水平低于

对照组，p53蛋白相对表达水平高于对照组，与张玲莉[31]学者的

研究类似，研究羽扇豆醇在人高转移肝癌细胞系 HCCLM3中

的抗增殖作用机制，不同浓度羽扇豆醇在 12~48 h对 HCCLM3

细胞处理，结果显示与对照组相比，HCCLM3细胞内 Caspase-3

的 mRNA表达量增加 50 %~150 %，同时高剂量（100 滋mol·L-1）

的羽扇豆醇处理细胞后使胞内 p53的 mRNA表达量分别上调

1倍以上。目前对于羽扇豆醇与胃癌细胞中 MDM2蛋白表达

的研究还没有具体的研究。本研究结果表明羽扇豆醇能促进胃

癌细胞 p53蛋白的表达，抑制MDM2蛋白的表达，且具有剂量

依赖性。从机制上分析，羽扇豆醇 1参与到了细胞发育的多个

阶段中，可在多个水平调节靶蛋白的表达，从而对恶性肿瘤有

抑制生长及诱导分化作用[32]。

总之，羽扇豆醇能促进胃癌细胞 p53蛋白的表达，抑制

MDM2蛋白的表达，从而促进细胞凋亡，抑制胃癌的增殖、侵

袭与转移，且具有剂量依赖性。本研究也存在一定的不足，未进

一步验证 miR-21的功能，在其调节MDM2-p53的机制方面还

有待进一步深入，将在后续的工作中进行完善。
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