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　　[摘要]　目的:探究异阿魏酸(isoferulicacid,IFA)抑制人肾癌细胞 A-498增殖,诱导细胞凋亡的作用机制。
方法:本研究通过克隆形成实验和CCK-8增殖检测实验考察IFA对人肾癌细胞 A-498增殖能力的影响;用 An-
nexinV-FITC/PI双染色法检测IFA对 A-498细胞凋亡的影响;用免疫印迹法检测IFA对PARP和caspase-3活

性的影响,并测定IFA对β-catenin和c-Myc蛋白表达水平的影响。结果:IFA 显著抑制人肾癌细胞 A-498细胞

克隆的增殖活性,促进 A-498细胞凋亡,并诱导cleavedPARP和cleavedcaspase-3的表达;同时,IFA可以剂量依

赖地下调β-catenin和c-Myc的表达,诱导细胞凋亡。结论:IFA下调β-catenin和c-Myc的表达,诱导 A-498细胞

凋亡,抑制 A-498细胞增殖,是治疗肾癌的潜在候选化合物。
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Abstract　Objective:Toinvestigatetheeffectofisoferulicacid(IFA)onthecellproliferationandapoptosisof
humanrenalcarcinomacellA-498.Methods:TheeffectofIFAonthecellproliferationofA-498cellswasdetected
bycolonyformationassayandcellcountingkit-8assay.AnnexinV-FITC/PIdoublestainingwasusedtodetect
theeffectofIFAontheapoptosisofA-498cells.WesternblottingwasusedtodetectPARPandcaspase-3activity
aswellastheexpressionofβ-cateninandc-Myc.Results:IFAdose-dependentlyinhibitedtheproliferationofA-
498cells.IFAinducedtheapoptosisofA-498cellsandtheexpressionofcleavedPARPandcleavedcaspase-3
wereincreasedupontreatmentofIFA.Inaddition,IFAdownregulatedtheexpressionofβ-cateninandc-Mycina
dose-dependentmanner.Conclusion:OurfindingssuggestedthatIFAdownregulatestheexpressionofβ-catenin
andc-Myc,promotestheapoptosisofhumanrenalcarcinomacellA-498andinhibitstheproliferationofA-498
cells.IFAcouldbeapotentialcandidateforthetreatmentofrenalcarcinoma.
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　　肾癌是一种起源于肾实质泌尿小管上皮细胞

的恶性肿瘤,在癌症领域中占有很大的比例,发病

率与死亡率呈逐年上升趋势[1]。多数肾癌具有较

高的侵袭性,易发生复发性转移等。目前肾癌治疗

手段匮乏,主要以综合性治疗为主,并通过辅助治

疗降低复发风险。因此,寻找有效的药物作用靶

点,开发新型治疗药物具有重要的科学意义。
异阿魏酸(isoferulicacid,IFA)是一种酚酸类

化合物,主要来源于毛茛科植物大三叶升麻、兴安

升麻或升麻的干燥根茎,具有广泛的药理作用。
IFA能够降低血糖,抑制糖异生,调节血糖至正常

水平;IFA也具有抗菌消炎的作用,是流感病毒引

起的肺炎治疗中的一种新型潜在化合物;亦有研究

发现IFA具有抑制肿瘤的作用,能够与毛蕊异黄

酮配伍组合协同抑制肝癌细胞的增殖等[2]。而

IFA是否抑制人肾癌细胞增殖尚未见报道。
细胞凋亡是细胞停止生长和增殖,最终死亡的

一种程序性细胞死亡[3]。肿瘤细胞的增殖与凋亡

是抗肿瘤研究的重要方向。肿瘤细胞中凋亡途径

的失调不仅能够促进肿瘤发生,而且能够促进肿瘤
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细胞获得抗药性,对抗药物治疗。细胞凋亡主要由

一系 列 含 半 胱 氨 酸 的 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶

(caspase)的 活 化 而 被 激 活;其 中 caspase-3、
caspase-6、caspase-7被称为执行者(executioner),
它们能够直接降解细胞中结构蛋白等,从而引发凋

亡,但无法通过自剪切的方式激活;而caspase-8和

caspase-9等被称为启动者(initiator),能够通过自

剪切而激活,引起caspase级联反应,激活caspase
执行者,从而促使凋亡的发生[4]。细胞凋亡受多种

信号通路调控,包括 Wnt/β-catenin信号通路。β-
catenin是信号通路中的一个重要的转录调节因

子,Wnt信号通路通过抑制胞质中的β-catenin降

解,使其进入细胞核内进而激活下游效应分子引发

凋亡[5-6]。因此,Wnt/β-catenin信号通路与肿瘤细

胞凋亡密切相关。
本研究以人肾癌细胞 A-498为研究对象,探究

IFA对 A-498细胞凋亡及β-catenin和c-Myc表达

的影响。实验结果表明IFA 能够抑制人肾癌细胞

A-498的增殖,下调β-catenin和c-Myc的表达,诱
导人肾癌细胞 A-498凋亡。
1　材料与方法

1.1　试剂

IFA(CAS:537-73-5)购买于中国上海 Target
Molecule公司;DMEM 培养基、RPMI-1640培养

基、胰蛋白酶和100×青霉素/链霉素购买于美国

ThermoFisher公司;胎牛血清购自杭州天杭生物

科 技 有 限 公 司;抗 体 cleaved PARP、cleaved
caspase3、β-catenin,c-Myc、GAPDH 和 Blueload-
ingbuffer购自美国 CellSignalingTechnology公

司;AnnexinV/PI细胞凋亡检测试剂盒购买于上

海贝博生物科技有限公司。人肾癌细胞系 A-498
和人胚胎肾细胞系 HEK293购于美国模式菌种保藏

中心(AmericanTypeCultureCollection,ATCC)。
1.2　细胞培养

人肾癌细胞 A-498和人胚胎肾细胞 HEK293
所用培养基为含有10%胎牛血清、1%青霉素-链霉

素的DMEM 培养基。细胞置于37℃,5%二氧化

碳培养箱中常规培养。观察细胞状态,在细胞生长

至对数生长期时,及时进行传代、接种和冻存。
1.3　细胞凋亡检测

将状态良好的对数生长期的 A-498细胞以

4×105/孔接种在12孔板,过夜培养。次日更换新

的完全培养基,加入不同浓度的IFA(0μmol/L、
2μmol/L、10μmol/L、50μmol/L),在37 ℃,5%
二氧化碳恒温箱中培养,24h后收集细胞,并用

500μLAnnexinV 结合缓冲液重悬细胞;然后在

每个样品中加入5μLAnnexinV-FITC染色液,混
匀后避光4℃孵育15min,加入10μLPI染色液

后混匀,避光4℃孵育5min。立刻用流式细胞仪

分析。
1.4　克隆形成实验

将处于对数生长期的 A-498细胞收集起来,用
培养基重悬,血球计数板计数,将细胞密度梯度稀

释至5×103 个/mL,取六孔板,每个孔加入100μL
细胞悬液,再补加1.9mL的培养液,加入不同浓

度的IFA(0μmol/L、0.1μmol/L、0.5μmol/L、
2.5μmol/L),37℃,5%二氧化碳培养10d取出,
弃上清,用PBS清洗1遍,每孔加入1mL甲醇固

定,固定20min左右,吸掉甲醇,用结晶紫染色,
20min后用清水将染色液洗去,晾干拍照。计数克

隆数。
1.5　CellCountingKit-8检测细胞存活率

将处于对数生长期的 A-498细胞或 HEK293
细胞收集起来,用培养基重悬,计数后,以2.5×
105/孔的密度将细胞接种于96孔板中,设置空白

孔 Ab(只加培养基,无细胞)和对照孔 Ac(加入含

有细胞的培养基,不加IFA),待细胞贴壁后,加入

不同浓度的IFA(0μmol/L、2μmol/L、10μmol/L、
50μmol/L),48h后每孔加入10μLCCK-8试剂,
测定 A450值。细胞存活率(%)=[(As-Ab)/
(Ac-Ab)]×100%(As:样品孔,Ab:空白孔,Ac:
对照孔)。
1.6　免疫印迹分析

将处于对数生长期的 A-498细胞以1×106

个/孔接种至6孔板,过夜培养,待细胞长满约80%
~90%时,在各孔内加入不同浓度的IFA,刺激后

收样检测。将培养有细胞的孔板从培养箱中取出

置于冰上,用预冷的PBS沿孔板壁轻轻清洗细胞1
次,将PBS吸净弃去,加入1×loadingbuffer后,
用细胞刮将细胞刮下,并收集在离心管中,放入超

声仪中超声(超声功率100W,每次超声3~5s,间
隔10s,超声 6 次),从而充分裂解细胞。根据

SDS-聚丙烯酰胺凝胶的配制方法配制分离胶和浓

缩胶。
电泳:吸取等量裂解液上清加入胶孔,设置电

泳电压为80V,电泳时间为30min,30min后样品

压缩至分离胶与浓缩胶交界线,再调节电压至

120V,电泳至所需条带到达胶板3/4处。转膜:停
止电泳后,采用“滤纸-凝胶-膜-滤纸”夹心法,以

110V电压,80min在冰水浴中将凝胶上的蛋白转

移到硝酸纤维素膜(NC)膜上。封闭:转膜结束后,
将膜放入5%牛奶的孵育盒中,在摇床上室温封闭

1~2h。以 NC膜上的蛋白为抗原,与对应的一抗

孵育,4℃过夜,用1×TNETbuffer以5min/次、5
次洗膜,再与二抗室温孵育结合2h,用1×TNET
buffer以7min/次、3次洗膜。将膜正面朝上放置

在显影仪中,将配好的 ECL底物均匀滴在对应的

蛋白条带上,进行显色并拍照。
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1.7　统计学方法

本研究中,实验数据均为至少3次独立重复实

验结果,并用■x±s来表示,用 GraphPadPrim5软

件进行数据处理和分析,应用 One-wayANOVA
和 Tukey检验比较组间差异,以P<0.05为差异

有统计学意义。
2　结果

2.1　IFA能够抑制人肾癌细胞 A-498的增殖

恶性增殖是肿瘤的重要生物学特点之一,因此

抑制肿瘤细胞的增殖是评价药物抗肿瘤活性的重

要药效指标。我们前期通过对上海陶素生化科技

有限公司单体化合物库抗肿瘤活性筛选,发现一种

酚酸类化合物IFA对人肾癌细胞的增殖能力具有

显著的抑制作用。如图1a、b所示,与对照组相比,
加入IFA(0.1μmol/L、0.5μmol/L、2.5μmol/L)
刺激10d后能够显著抑制人肾癌细胞 A-498的增

殖活性;且2.5μmol/LIFA 能够完全抑制细胞的

增殖。为进一步验证IFA 对人肾癌细胞 A-498增

殖能力的影响,我们使用了 CellCountingKit-8
(CCK-8)检测IFA对人肾癌细胞 A-498增殖活性

的抑制作用,如图1c所示,与不给予IFA 组相比,
给 予 不 同 浓 度 IFA (2 μmol/L、10 μmol/L、
50μmol/L)能够显著抑制A-498细胞的增殖活性;

给予50μmol/LIFA后,人肾癌细胞A-498的存活

率降低至10%。同时,我们使用了 CCK-8法检测

了IFA对人胚胎肾细胞 HEK293增殖能力的影响

(图 1d)。 实 验 结 果 表 明,给 予 2 μmol/L 和

10μmol/LIFA对 HEK293细胞的增殖能力不产

生影响,只有50μmol/LIFA 能够抑制 HEK293
细胞的增殖能力,存活率约为60%。以上实验结

果表明IFA对人肾癌细胞 A-498的增殖具有明显

抑制作用,而对于人胚胎肾细胞 HEK293抑制作

用不明显。
2.2　IFA促进人肾癌细胞 A-498的凋亡

细胞凋亡与肿瘤的发生、发展和转移密切相

关,肿瘤细胞抵抗细胞凋亡是肿瘤恶性生长的重要

原因,因此明确IFA 是否对肿瘤细胞凋亡产生影

响十分重要。为了探究IFA 对 A-498细胞凋亡的

影响,我们使用 AnnexinV-FITC/PI双染色法检

测IFA刺激后 A-498细胞的凋亡。图2中,与不

给予IFA组相比,给予不同浓度IFA 后,Annexin
V-FITC阳性细胞数量增多;给予IFA10μmol/L
后,凋亡的 A498 细胞百分比上升至 80%;给予

IFA50μmol/L后,凋亡的 A-498细胞百分比达到

96%。实验结果表明IFA能够促进人肾癌细胞 A-
498的凋亡。

a:不同浓度IFA(0μmol/L、0.1μmol/L、0.5μmol/L、2.5μmol/L)刺激10d后检测人肾癌细胞 A-498的克隆形成数

量;b:克隆形成数量的统计学分析;c:用 CCK-8检测不同浓度IFA(0μmol/L、2μmol/L、10μmol/L、50μmol/L)刺激

A-498细胞存活率;d:用CCK-8检测不同浓度IFA(0μmol/L、2μmol/L、10μmol/L、50μmol/L)刺激 HEK293细胞存

活率。1)P<0.05,2)P<0.01,3)P<0.001。
图1　IFA抑制人肾癌细胞A-498的增殖

2.3　IFA能够激活PARP和caspase-3
caspase-3作为细胞凋亡发生的执行者,能够

直接降解细胞中的结构蛋白,裂解 PARP,引发细

胞凋亡。为进一步明确IFA 促进 A-498细胞凋亡
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的分子机制,我们进一步检测了IFA刺激后 A-498
细胞中PARP和caspase-3的活性。如图3所示,
IFA刺激后,cleavedPARP和cleavedcaspase-3的

蛋白水平明显升高,且具有浓度依赖性。给予IFA

50μmol/L后,cleavedPARP和cleavedcaspase-3
的蛋白水平较对照组升高4倍。因此,IFA 能够诱

导凋亡相关蛋白 PARP和caspase-3的活化促进

A-498细胞发生凋亡。

a:不同浓度IFA(0μmol/L、2μmol/L、10μmol/L、50μmol/L)刺激 A-498细胞后,流式细胞仪检测细胞凋亡;b:发生凋

亡的 A-498细胞百分比的统计学分析。1)P<0.05,2)P<0.001。
图2　IFA促进人肾癌细胞A-498凋亡

a:不 同 浓 度IFA(0μmol/L、2μmol/L、10μmol/L、

50μmol/L)刺激后,Westernblot检测cleavedPARP
和cleavedcaspase-3 的 蛋 白 水 平;b:cleavedPARP/

GAPDH 的 灰 度 分 析 统 计 图;c:cleavedcaspase-3/

GAPDH 的灰度分析统计图。1)P<0.05,2)P<0.01,
3)P<0.001。

图3　IFA能够激活PARP和caspase-3

2.4　IFA下调β-catenin和c-Myc的表达

β-catenin信号通路是调节肿瘤细胞增殖生长

的重要通路之一,其下游效应分子c-Myc表达与癌

细胞的生长、增殖和能量代谢密切相关[7]。因此我

们检测了IFA 刺激后β-catenin,以及其下游效应

因子c-Myc的蛋白表达。结果如图4所示,随着

IFA的浓度的升高,A-498细胞中β-catenin和c-
Myc的蛋白水平不断降低。给予IFA50μmol/L
后,β-catenin和c-Myc的蛋白水平降低至对照组的

1/3。综上所述,IFA 能够下调 A-498 细胞中 β-
catenin和c-Myc的表达。
3　讨论

作为中药升麻中的主要活性成分之一,IFA 具

有多种药理活性,用于治疗多种炎症性疾病。近年

来研究发现,在抗炎方面:IFA能够抑制 RSV感染

后巨噬细胞中炎症蛋白 MIP-2的表达[8-9];在抗感

染方面:IFA 对流感病毒感染后IL-8的表达具有

明显的抑制作用,明显提高流感病毒感染后小鼠的

生存率[10-11];在抗肿瘤方面:IFA 与毛蕊异黄酮对

氧化损伤细胞具有协同抗氧化保护作用,并在较高

浓度条件下能够抑制肝癌细胞的增殖[2,12]。已有
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研究表明IFA的衍生物是一种新型的组蛋白脱乙

酰基酶抑制剂,并表现出明显的肿瘤抑制作用。
IFA的药理活性的多样性说明IFA 可能作用于多

种靶点发挥作用。作为一种在多种疾病治疗中具

有潜在应用价值的化合物,进一步研究IFA 的抗

肿瘤作用并评估其在癌症治疗中的应用价值具有

重要意义。

a:不同浓度IFA刺激 A-498细胞后,westernblot检测

β-catenin和c-Myc的蛋白水平;b:β-catenin/GAPDH
灰度统计分析;c:c-Myc/GAPDH 灰度统计分析。1)P
<0.01,2)P<0.001。

图4　IFA抑制β-catenin和c-Myc的表达

细胞凋亡是一种程序性细胞死亡方式,在维持

稳态和免疫调节中发挥重要作用。已知有多种化

学治疗剂,如阿霉素、顺铂和依托泊苷能够促进细

胞凋亡[13-15]。在本研究中我们发现IFA 能够明显

抑制A-498细胞的增殖,促进A-498细胞凋亡。细

胞凋亡主要通过2种信号通路激活,即线粒体通路

和死亡受体通路。线粒体通路主要由Bcl-2家族调

控,是主要的凋亡信号转导途径[16]。随着细胞内

Bcl-2/Bax的降低以及线粒体外膜渗透性的升高,
线粒体膜电位不断降低,并释放细胞色素 C,继而

触发 caspase 级 联 反 应,诱 导 细 胞 凋 亡[16-17]。
caspase-3是13种天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白

酶caspase家族的成员,是凋亡的重要启动者之

一[18]。caspase-3 在 细 胞 死 亡 过 程 中 主 要 负 责

PARP的裂解[19]。本研究发现IFA促进 A-498细

胞的凋亡与cleavedPARP和cleavedcaspase-3的

上调相关,这表明IFA 能够通过线粒体相关凋亡

信号转导途径诱导肾癌细胞凋亡。这与已有研究

结果一致,IFA通过线粒体途径介导血液系统恶性

肿瘤细胞发生凋亡[12]。因此,在未来的研究中,探
究IFA如何调节线粒体相关凋亡途径介导的细胞

凋亡、明确作用靶点,对IFA 抗肿瘤作用的研究具

有重要的科学意义。

Wnt/β-catenin信号通路是已知的与肿瘤细胞

的增殖存活密切相关的信号通路之一;当 GSK-3β
被磷酸化后活性降低,β-catenin的表达降低,无法

实现在胞质内的累积,进入细胞核激活下游效应分

子的表达[20]。由于胞质中降解复合物的存在,β-
catenin会在胞质内不断被降解;当 Wnt信号通路

被激活,β-catenin的表达升高,在胞质内不断积累,
从而进入细胞核,与 T细胞因子/淋巴增强因子(T
cellfactor/lymphoidenhancefactor,TCF/LEF)结
合,激活下游信号分子c-Myc的表达,诱导凋亡的

发生[21]。c-Myc作为该通路下游的重要效应分子

之一,是原癌基因转录因子家族中的一员[22]。已

有研究发现,c-Myc在多种癌细胞中过表达与癌细

胞的增殖、存活密切相关[23]。木豆素衍生物等能

够通过抑制c-Myc转录水平的表达抑制癌细胞的

存活[24];毛花苷 C通过促进c-Myc的降解抑制多

种癌细胞的增殖[5]。FDA 批准的伏立诺他(Vori-
nostat)能够通过抑制c-Myc的乙酰化治疗淋巴

瘤[25]。c-Myc的表达的调控机制十分复杂,乙酰基

转移酶能够通过磷酸化 Ser62和 Thr58 影响c-
Myc蛋白的稳定性;同时泛素化降解也在c-Myc
的调控中起到关键作用,在c-Myc的泛素化过程中

泛素特异性蛋白酶28(USP28)能够识别和促进c-
Myc的去泛素化[26]。本研究中,我们发现IFA 能

够在蛋白水平抑制β-catenin和c-Myc的表达,并
促进 A-498细胞凋亡。因此,c-Myc作为一种新型

药物作用靶标是未来抗肿瘤药物开发的一个重要

方向,IFA可能通过作用于c-Myc这一靶点发挥抗

肿瘤作用。
综上所述,在本研究中,我们发现IFA 能够抑

制人肾癌细胞A-498的增殖,诱导A-498细胞的凋

亡,抑制β-catenin和c-Myc的表达。该发现表明

IFA的抗肿瘤活性可能与降低c-Myc表达相关,同
时本研究也为IFA 与其他临床药物联合使用、协
同治疗发挥作用提供了理论依据和参考。
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