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结直肠癌（Colorectal cancer，CRC）为人类高发恶性肿

瘤，近20年来其发病率呈明显上升趋势，严重危害人类健康. 
据统计，世界范围内每年新增近一百万例结肠癌病人，而随

着我国经济发展和人民生活水平的不断提高特别是生活方

式与膳 食 结 构的显著改变，我国的结肠癌发病率也逐年上

升. 尽管目前结肠癌的诊治领域取得了相当进展，但是病人手

术后会出现复发或转移性病变导致预后极差，其5年期生存

率一直徘徊在50%左右，而目前尚无特效治疗药物. 因此，对

化疗相对敏感的结直肠癌而言，继续寻找高效低毒副作用的

抗癌新药物非常必要也任重道远 [1~2]. 
基于天然产物的抗肿瘤药物研发近年来一直是抗肿瘤

药物研发的热点，临床上常用的抗癌药物如紫杉醇等大多也

来自天然产物. 石斛是我国常用但濒临灭绝的名贵中药材，为

兰科（Orchidaceae）石斛属（Dendrobium Sw.）多种植物的新

鲜或干燥茎的统称. 现代药理学研究表明石斛具有抗肿瘤、

抗衰老、增强机体免疫力、扩张血管以及抗血小板凝集等作

用，近年来其抗肿瘤研究越来越受到重视，但具体哪些成分

有效，哪些无效，有效成分与活性之间的相互关系以及相关

分子机制则少有涉及. 深入开展石斛抗肿瘤活性的物质基础

及其分子机制研究，对于合理利用石斛属植物资源具有重要

的理论和现实意义 [3~4]. 
毛兰素是石斛的活性化合物之一，从化学结构上看，属

联苄类化合物，化学名为2-甲氧基 -5-[2-(3,4,5-三甲氧基 -苯
基)-乙基]-苯酚（图1），研究表明此类化合物具有抗肿瘤活

性，但对其抗肿瘤详细分 子机制及其靶标蛋白还知之甚少. 
毛兰素对人结肠癌细胞的抗癌活性也鲜有报道 [5~8]. 因此，本

文通过体外研究毛兰素对结肠癌细胞凋亡与细胞周期的影

响，从而探讨其可能的抗癌分子机制. 
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摘  要   毛兰素是名贵中药材石斛的活性化合物之一，研究了其对人结肠癌SW480细胞的增殖抑制作用及其诱导的细

胞凋亡分子机制. 实验表明，毛兰素能显著抑制结肠癌SW480细胞的增殖，且随着药物浓度与时间增加，抑制率呈明

显的剂量时间效应，48 h半数抑制浓度IC50为24.5 nmol/L；毛兰素能显著诱导结肠癌SW480细胞凋亡，并诱导细胞周期

阻滞于G2-M期；分子机制研究显示，毛兰素通过下调XIAP、Bcl-xL蛋白表达以及激活Caspase-9、Caspase-7、Caspase-3
和PARP活性从而诱导SW480细胞凋亡. 结果表明毛兰素可能对结肠癌的防治具有潜在药用价值. 图6 参17
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 1  材料与方法
1.1  细胞株、药材与试剂

人结肠癌细胞株SW480、HCT116由中国科学院成都生

物研究所肿瘤信号转导与分子药理实验室引进与保藏，用含
10%胎牛血清的RPMI 1640培养基（100 U/mL青霉素、100 mg/
mL链霉素）于37 ℃、5% CO2条件下进行常规细胞培养. 细
胞培养所用主要试剂购自Invitrogen公司，PARP、Caspase-9、
Caspase-7、XIAP、Bcl-xL、ß -actin及HRP偶联的羊抗兔 /鼠
IgG等抗体购自Cell Signaling Technology公司，Caspase-3活性

测定试剂盒购自凯基生物公司，MTT、DAPI购自Sigma公司，

其余试剂均为国产分析纯. 
1.2  细胞活性MTT检测

MTT测定参照文献[9]进行. 首先，分别接种人结肠癌细

胞SW480、HCT116对数 生长期2×104个细胞于24孔细胞培

养板上，3个复孔，细胞贴壁后加入不同浓度毛兰素，共设8
个药物浓度梯度，分别为0.1% DMSO和9.8、19.6、39.3、78.5、
157.1、392.6、785.3 nmol/L毛兰素，药物处理48 h后加入新鲜

配制终浓度为1 mg/mL 的MTT [3-(4，5-二甲基噻唑-2)-2，5-二
苯基四氮唑溴盐]溶液并于37 ℃温育3 h，全波长酶标仪检测
570 nm波长吸光度，0.1% DMSO作为阴性对照，计算毛兰素

对细胞生长的抑制率与半数抑制浓度 IC50；然后，将不同浓

度梯度的毛兰素分别处理人结肠癌细胞SW480 1 d、3 d、5 d
后，进而绘制SW480细胞的生长曲线，重复试验3次并作统计

处理. 
1.3  细胞形态检测 

参照文献[10]进行. 培养SW480细胞至饱和度70%，分别

用0.1% DMSO与39.3 nmol/L毛兰素处理细胞48 h，吸出培养

基，1xPBS洗涤3次后于倒置显微镜下观察. 
1.4  DAPI染色

参 照 文 献 [11] 进 行 .  培 养 S W4 8 0 细 胞 至 饱 和 度 为
50%~80%，分别用0.1% DMSO与39.3 nmol/L毛兰素处理细胞

48 h，然后加入4%多聚甲醛固定细胞30 min后，1xPBS洗涤一

次后，加入终浓度为1 μg/mL DAPI染色液染色5 min，PBS润

洗，细胞涂片经风干固定后于正置荧光显微镜下镜检，荧光

激发波长为350 nm，发射波长为460 nm. 
1.5  细胞周期分布

细胞流式分析检测方法参见文献[12]，先将0.1% DMSO
和浓度为19.6 nmol/L、39.3 nmol/L、78.5 nmol/L的毛兰素分

别加入到SW480细胞中，24 h后收集细胞，细胞先后经70%
冰乙醇�-20 ℃过夜固定、PBS洗涤3次以及50 μg/mL PI染料避

光染色30 min，最后通过流式细胞仪检测细胞周期中G1、S、

G2-M各期分布并统计分析结果. 
1.6  Caspase-3活性检测    

参照文献[13]进行，先将0.1% DMSO和浓度为19.6 nmol/
L、39.3 nmol/L、78.5 nmol/L的毛兰素分别处理SW480细胞

24 h，收集并洗涤细胞，于冰上裂解细胞20~60 min，4 ℃离

心1 min，吸取50 μL含100~200 μg蛋白裂解液，加入50 μL的

2xReaction Buffer以及5 μL Caspase-3底物，并于37 ℃避光

孵育4 h，最后使用全波长酶标仪检测405波长吸光度，计算
D诱导剂/D阴性对照的倍数，从而确定药物对Caspase-3的活性程
度，并作统计分析. 
1.7  蛋白提取与Western blot  

采用RIPA裂解法提取药物处理后细胞总蛋白，Western 
blot参见文献 [14]. 简言之，在50~80 μg总蛋白中加入 适量

4xSDS-PAGE上样缓冲 液，并于100 ℃条件下变性5 min，

8%~15% SDS-PAGE电泳分离后转移到硝酸纤维素膜 上，

经 5%脱 脂 奶 粉 封 闭 后，先 后用于 抗 PA R P、Caspase -9、

Caspase-7、XIAP、Bcl-xL等一抗抗体孵育过夜以及辣根过氧

化物酶（HRP）偶联的二抗抗体孵育，采用ECL法通过X-光
片曝光显影从而检测相应蛋白表达，免疫印迹最后经洗涤后

用ß-actin作为内参确定蛋白上样量. 
1.8  统计学分析　

采用T检验与随机区间实验方差统计分析所有实验数

据，P<0.05������������被认为具有显著差异性��. 

 2  结果与分析
2.1  毛兰素对人结直肠癌细胞生长的抑制作用

为测定毛兰素对人结直 肠癌细胞的增殖 影响，首先评

估了不同浓度毛兰素对人结肠癌细胞SW480以及HCT116的

影响，给药细胞48 h后经MTT法测定其抗肿瘤活性. 图2-A
表明，毛兰素对这两种细胞株的生长均有显著的抑制作用，

处理48 h的IC50分别为24.5 nmol/L（SW480）和45.0 nmol/L
（HCT116）（P<0.05）. 重点考察了毛兰素对SW480细胞凋亡

的影响及其可能的分子机制，图2-B表明不同浓度毛兰素处

理SW480细胞1 d、3 d、5 d后对其细胞增值的抑制作用具有

明显的时间与浓度效应关系. 
2.2  毛兰素诱导SW480细胞的凋亡

细胞形态学研究表明，经毛兰素处理24 h后的人结直肠

癌细胞SW480生长明显受到抑制，贴壁细胞数目大为减少，

出现细胞典型的凋亡形态特征变化现象，细胞体积缩小，连

接消失，与周围的细胞脱离，细胞质密度增加，DAPI染色清

晰表明给药后的细胞核固缩并碎裂成小块，凋亡小体数明显

增多（图3）.
2.3  毛兰素对细胞周期分布的影响

为探明毛兰素是否会干扰细胞周期的进程，采用流式

细胞仪分析SW480细胞在0.1% DMSO对照以及19.6、39.3、

78.5 nmol/L毛兰素处理后的细胞周期分布状况. 图4表明不同

浓度毛兰素处理24 h后G2-M期细胞百分比例随着毛兰素剂

量增加而显著增加，表明毛兰素能诱导SW480细胞G2-M期阻

滞从而抑制肿瘤细胞生长. 

图1  毛兰素的化学结构
Fig. 1   Chemical structure of erianin 
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2.4  毛兰素对Caspase-3活性的影响

为检测毛兰素对SW480细胞Caspase-3活性的影响，采用

分光光度法测定了其活性，图5表明，毛兰素呈剂量依赖方

式有效地激活了Caspase-3活性. 

2.5  Western blot检测毛兰素对Caspase-9、Caspase-7、
PARP、Bcl-xL及XIAP表达的影响
为进一步阐明毛兰素诱导结肠癌细胞凋亡的分子机制，

通过采用0.1% DMSO对照以及19.6、39.3、78.5 nmol/L毛兰素

处理SW480细胞24 h并提取相应细胞总蛋白，通过Western 
Blot检测其对PARP、Caspase-9、Caspase-7、XIAP、Bcl-xL等

表达的影响. 图6表明，39.3 nmol/L和78.5 nmol/L毛兰素能

显著诱导SW480细胞poly(ADP-ribose)polymerase（PARP）经

Caspase切割为Mr 89×103的降解产物，也能显著诱导Caspase-7
酶原活性并切割为M r 20×103、30×103的降 解产物以及诱导

Caspase-9酶原活性并切割为Mr 17×103、37×103的降解产物；

此外，78.5 nmol/L毛兰素能明显下调抗凋亡蛋白Bcl-xL的蛋

白表达. 总之，毛兰素可通过抑制下调Bcl-xL与XIAP表达以

及激活Caspase-9、Caspase-7及PARP活性等从而实现其抗癌

活性. 

 3  讨 论
肿瘤细胞凋亡信号通路关键调控分子近年来已成为分

子靶向抗肿瘤药物研发的重要靶点之一. 细胞凋亡是近20年

来肿瘤病因学、病理学以及抗肿瘤分 子药理学等的研究热

  图2　毛兰素对结肠癌细胞的增殖抑制作用
Fig. 2  The inhibitory effects of erianin on human colorectal cancer cell 

A：毛兰素对结肠癌细胞HCT116和SW480的增殖抑制作用；B：毛兰素对结肠癌细胞SW480生长抑制具有时间和浓度效应关系
A: The inhibitory effects of erianin on human colorectal cancer cells HCT116 and SW480; B: Growth inhibitory effects of erianin on SW480 cells in time- and 
dose-dependent manners

图3  毛兰素诱导SW480细胞凋亡（400�×）
Fig. 3  Apotosis of SW480 cells induced by erianin (400��×�)

A：活细胞形态学观察；B：DAPI染色  A: Live cell morphology under phase-
contrast light microscope; B: DAPI staining of nuclear morphology under 
fluorescence microscope

图4  毛兰素诱导SW480细胞周期G2-M阻滞
Fig. 4   G2-M arrest of SW480 cells induced by erianin

图5  毛兰素激活SW480细胞Caspase-3活性
Fig. 5   Caspase-3 of SW480 cells activated by erianin
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点，研究表明细胞凋亡组成一个非常复杂的调控网络，而线

粒体在细胞凋亡网络通路中尤为重要. 一般认为，含BH3结

构域的Bcl-2家族成员中促凋亡蛋白如Bax、Bak、Bad、Bik、

Bim、Bid等当接受到胞内死亡信号激活后与该家族中的抗

凋亡蛋白如Bcl-2、Bcl-xL、Mcl-1等蛋白相互作用形成同源或

异二聚体，从而引起线粒体膜通透性改变、跨膜电位丢失、

诱导细胞色素C从线粒体释放到细胞浆中，而释放到细胞浆

里的细胞色素C与凋亡蛋白酶活化因子Apaf-1形成多聚复合

体，并通过Apaf-1氨基端的Caspase募集结构域招募集胞质

中的Caspase-9前体，导致Caspase-9酶原自我剪切活化从而启

动Caspase级联反应过程，激活下游的Caspase-3及Caspase-7
并剪切相应底物，最终引起细胞凋亡 [15]. 与这些研究报告一

致的是，本研究表明毛兰素能显著抑制SW480癌细胞的生长

并诱导细胞凋亡，激活Caspase-9、Caspase-7、Caspase-3以及

PARP活性，即毛兰素可通过启动Caspase级联反应从而诱导

结肠癌细胞凋亡. 
针对细胞凋亡抑制蛋白（I���������� �� ���������� ��������nhibitor of apoptosis proteins，

IAP)为靶点研发高效低毒抗癌药物具 有重要的临床治疗意

义 . IAPs是含BIR、RING以及CARD三个结构域的内源性凋

亡抑制蛋白家族，作为凋亡抑制效力最强的X连锁凋亡抑制

蛋白（XIAP）因参与细胞周期、细胞凋亡与增殖的调控以及

血管生成等过程近年来备受关注. XIAP作为唯一既与凋亡启

动因子Caspase-9结合又与效应因子Caspase-3、Caspase-7相结

合的凋亡抑制蛋白，其主要通过BIR结构域和RING锌指结

构域抑制Caspase活性、调节核因子NF-κB等参与信号转导过

程，但自身又受到不均一核糖核酸蛋白c1和c2等的正向调节

以及XAF1、Smac/DIABLO、Omi/HtrA2等的负向调节[16]. 更
为重要的是，研究已经揭示XIAP在正常组织中低水平表达，

而在多种恶性肿瘤中表达显著提升，特别与结直肠癌的发生

发展显著相关 [17]. 因此，针对肿瘤组织异常表达的XIAP靶点

开发高效低毒抗癌药物对于结直肠癌的预防与治疗具有相

当重要的理论意义与潜在的临床价值. 有趣的是，我们发现

毛兰素能显著下调XIAP从而促进SW480癌细胞凋亡，尽管其

详细的分子调控机制仍然知之甚少，但这无疑为基于XIAP
靶点的分子靶向先导药物的研发提供了新的思路与方法. 

总之，本研究首次报道我国特色名贵中药材石斛中活性

化合物毛兰素对人结肠癌细胞具 有显著的增殖抑制作用及

其诱导细胞凋亡的初步分子机制，结果表明毛兰素能通过诱

导激活细胞凋亡、诱导细胞周期G2-M期阻滞从而抑制肿瘤

细胞生长. 毛兰素化学结构与抗癌活性之间的相互关系以及

精准的分子靶标与分子调控机制则尚需深入研究. 
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