
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2020, 42(2): 186–194 DOI: 10.11844/cjcb.2020.02.0003

x
_
±s

收稿日期: 2019-09-15              接受日期: 2019-11-26
*通讯作者。Tel: 13968891143, E-mail: jlj@wmu.edu.cn
Received: September 15, 2019              Accepted: November 26, 2019 
*Corresponding author. Tel: +86-13968891143， E-mail: jlj@wmu.edu.cn 
URL: http://www.cjcb.org/arts.asp?id=5170

羽扇豆醇通过抑制RhoA-ROCK1信号通路

抑制结肠癌细胞增殖
蒋亦雯  洪丹  楼哲丰  金龙金*

(温州医科大学检验医学院、生命科学学院, 温州 325000)

摘要      该文探讨了羽扇豆醇(Lupeol)对人结肠癌HCT116和SW620细胞增殖的影响及相关作

用机制。使用不同浓度的Lupeol处理HCT116和SW620细胞后, 用MTT法检测细胞活性, CCK8法
检测细胞增殖能力, 平板克隆实验检测细胞克隆形成能力, 流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡, 
(quantitative real-time PCR, qPCR)和Western blot检测相应mRNA和蛋白表达水平, 免疫荧光检测

β-Catenin蛋白细胞内分布情况。通过构建shRNA敲低两种结肠癌细胞中RhoA, 进一步研究Lupeol
影响细胞增殖的分子机制。结果显示, Lupeol处理后, HCT116和SW620细胞增殖能力明显下降, 
克隆形成能力受到抑制, 细胞周期阻滞于G0/G1期, 细胞内RhoA、ROCK1、β-Catenin、Cyclin D1 
mRNA和蛋白表达水平均显著下降, β-Catenin蛋白胞质和胞膜上分布减少。敲低RhoA后抑制了细

胞增殖, 同时使得RhoA-ROCK1-β-Catenin信号通路蛋白受到抑制, β-Catenin蛋白胞质和胞膜上分

布减少。综上所述, Lupeol可通过抑制RhoA-ROCK1信号通路, 抑制β-Catenin蛋白表达, 进而抑制

HCT116和SW620细胞增殖, Lupeol有望成为临床结肠癌治疗的新药物。
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Lupeol Inhibits Proliferation of Colorectal Cancer Cells by 
Suppressing RhoA-ROCK1 Signaling Pathway

JIANG Yiwen, HONG Dan, LOU Zhefeng, JIN Longjin*
(School of Laboratory Medicine and Life Science, Wenzhou Medical University, Wenzhou 325000, China)

Abstract       This study aimed to explore the effect of Lupeol on the proliferation of CRC (colorectal cancer) 
cells and its underlying mechanism. HCT116 and SW620 cells were treated with Lupeol for 48 h. Then, MTT as-
say, CCK8 assay, Plate clone assay, and flow cytometry were performed to detect the cell viability, proliferation 
ability, colony-forming ability, cell cycle, and cell apoptosis. The qPCR (quantitative real-time PCR) and Western 
blot experiments were used to evaluate the mRNA and protein expression levels. Immunofluorescence assay was 
used to explore the intracellular distribution of the β-Catenin protein. Further, RhoA was knockdown in CRC cells 
to explore the mechanism of Lupeol. Our results showed that Lupeol inhibited the proliferation of HCT116 and 
SW620 cells but did not induce cell apoptosis at selected doses. And the cell cycle was arrested in the G0/G1 phase 
after Lupeol treatment. In addition, Lupeol downregulated the expression of RhoA, ROCK1, β-Catenin and Cyclin 
D1 in both CRC cells. The distribution of β-Catenin protein in the cytoplasm and membrane was reduced after Lu-
peol administration. Moreover, the proliferation ability was inhibited after RhoA knockdown. In conclusion, Lupeol 
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could suppress the proliferation of HCT116 and SW620 cells by inhibiting the RhoA-ROCK1 signaling pathway 
and might provide an effective agent for CRC patients.

Keywords        Lupeol; RhoA-ROCK1 signaling pathway; colorectal cancer cells; proliferation

羽扇豆醇(Lup-20(29)-en-3h-ol, Lupeol), 是一种

天然的三萜烯类化合物, 广泛存在于各种水果(例如

草莓、芒果)、蔬菜(卷心菜、青菜)和药用植物等之

中[1-3]。据相关研究显示, 它在体内外均具有多种药

理学活性, 可诱导细胞凋亡、抗炎症[4]、抗诱变以

及抑制体内外肿瘤生长[5-6]。但不同于传统的抗肿瘤

药物, Lupeol对机体低毒性, 在治疗剂量范围内对正

常组织和细胞均没有毒性作用[7-8]。同时, 研究表明, 
Lupeol作为一种潜在的新型抗癌药物, 可抑制口腔

癌、喉癌等多种癌症的发生发展[9]。然而, Lupeol如
何调节结肠癌发生发展的相关分子机制尚不明确。

结肠癌仍是世界上最常见的消化道恶性肿瘤之

一。肠镜检查的普及大大提高了结肠黏膜早期病变

的检出率, 降低了结肠癌的患病风险。但2018年全

球癌症数据分析发现, 结肠癌的死亡率仍排在恶性

肿瘤的第二位[10-11]。结肠癌涉及多因素和多步进展, 
其中Ras同系物家族成员A(Ras homolog family mem-
ber A, RhoA)的异常表达在结肠癌的发生发展中起

关键作用[12]。RhoA属于小GTP/GDP结合蛋白的Rho
家族成员之一, 主要由鸟嘌呤核苷酸交换因子(gua-
nine nucleotide exchange factors, GEFs)、GTP酶活化

蛋白(GTPase-activating proteins, GAPs)和鸟嘌呤核

苷酸解离抑制因子(Guanine nucleotide dissociation 
inhibitors, GDIs)调节其活性和非活性状态[13]。活化

的RhoA是不同细胞过程的调节者, 可以调控细胞增

殖、参与肌动蛋白细胞骨架重构、涉及细胞信号

通路激活并调节核转录因子的活化[14]。Rho相关卷

曲螺旋蛋白激酶-1(Rho-associated coiled-coil kinases 
1, ROCK1)是RhoA下游最重要的效应分子之一, 参
与多种肿瘤细胞生长的调节[15]。研究发现, RhoA-
ROCK1信号通路可诱导β-Catenin蛋白的积累, 从而

促进肿瘤细胞增殖和迁移[16]。

因此, 本实验通过使用HCT116和SW620细胞探

索Lupeol对结肠癌细胞增殖的影响, 构建shRNA敲

低两种结肠癌细胞中RhoA, 进一步研究Lupeol调节

结肠癌的相关分子机制。研究发现, Lupeol可通过

RhoA-ROCK1信号通路抑制β-Catenin蛋白的表达, 
进而显著抑制两种结肠癌细胞的增殖。本研究为

Lupeol如何调节结肠癌发生发展的潜在分子机制提

供实验依据, 并提示Lupeol可能成为结肠癌的潜在治

疗药物。

1   材料与方法
1.1   药物

羽扇豆醇(Lupeol)购自Sigma公司, 用二甲基亚

砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)溶解配制成24 mmol/L
的储存液, –20 °C冰箱避光长期储存, 备用。使用完

全细胞培养基稀释储备液并制备用于不同实验的

Lupeol工作液, –4 °C避光短期储存。

1.2   试剂和抗体

RPMI 1640培养基购自Gibco公司; 胎牛血清购

自杭州沃森生物技术有限公司; 胰蛋白酶细胞消化

液、结晶紫染色液、BCA蛋白质浓度测定试剂盒、

MTT细胞毒性和细胞增殖检测试剂盒、GAPDH
鼠抗人抗体、兔抗人β-Catenin 、HRP标记的山羊

抗小鼠和山羊抗兔IgG二抗均购自上海Beyotime公
司; PolyJetTM In Vitro DNA Transfection Reagent购自

SignaGen公司; 细胞周期检测试剂盒购自江苏凯基

生物技术股份有限公司; Annexin V-FITC细胞凋亡

检测试剂盒和7-AAD染液均购自BD公司; TRIZOL
试剂购自Thermo Fisher公司; 逆转录试剂盒和qPCR
试剂盒均购自TaKaRa公司; 兔抗人RhoA抗体、兔

抗人ROCK1抗体、兔抗人CyclinD1抗体均购自Cell 
Signaling Technology公司。

1.3   细胞培养和细胞转染

人结肠癌细胞HCT116、人结肠癌细胞SW620
购自上海中国科学院细胞保藏中心。HCT116和
SW620细胞培养于RPMI 1640完全细胞培养基中(含
10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉

素), 均置于37 °C、5% CO2培养箱中培养。

取对数生长期的HCT116和SW620细胞分别

以 6×105个 /孔接种到 6孔板中 ,  待细胞融合度为

80%~90%时, 进行细胞转染。提前30~60 min更换新

鲜培养基。按照PolyJetTM In Vitro DNA Transfection 
Reagent说明进行转染。转染后加入G418选择培养

基培养, 并挑取单克隆以获得稳转细胞系。
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1.4   MTT法检测细胞活性实验

取对数生长期的HCT116和SW620细胞分别以

8×103个/孔接种到96孔板中, 每个浓度设3个复孔, 置
于培养箱中培养。待细胞贴壁后, 弃去旧培养基, 再
分别加入0、20、40、60、80、100 μmol/L Lupeol
培养24 h和48 h。后续按照试剂盒说明书进行操作。

用酶标仪于570 nm处测定吸光度(D)值, 并计算IC50

和增殖抑制率=[1–(实验组平均D值/对照组平均D
值)]×100%。

1.5   CCK8法检测细胞增殖实验

取对数生长期的HCT116和SW620细胞分别以

2×103个/孔接种到96孔板中, 每个浓度设3个复孔, 置
于培养箱中培养。待细胞贴壁后, 弃去旧培养基, 分
别加入0、20、40、60 μmol/L Lupeol培养。每种细

胞分别培养0~5天后,按照试剂盒说明书进行操作。

取对数生长期的HCT116、SW620细胞、敲低

RhoA的HCT116、SW620细胞以及空载质粒组分别

以2×103个/孔接种到96孔板中, 每组设3个复孔, 分别

于培养箱中培养0~5天后, 加入CCK8溶液并测定吸

光度值。

1.6   克隆形成实验

取对数生长期的HCT116和SW620细胞分别以

1×103个/孔接种到6孔板中, 每个浓度设置3个复孔, 
置于细胞培养箱中培养7~14天, 直至显微镜下观察

到细胞集落开始形成。弃去旧培养基, 加入0、20、
40、60 μmol/L Lupeol培养48 h。弃去旧培养基, PBS
洗涤3次, 加入2 mL/孔甲醇室温固定30 min。再用

PBS洗涤3次, 加入2 mL/孔结晶紫染液染色30 min。
PBS洗涤3次后, 晾干拍照。

1.7   流式细胞术检测细胞周期

HCT116和SW620细胞分别以3×105个/孔接种

到6孔板中, 无血清基础培养基饥饿处理24 h, 再
加入0、20、40、60 μmol/L Lupeol培养48 h。消化

收集细胞后, 4 °C、1 500 r/min离心5 min。弃上清, 
PBS洗涤, 4 °C、1 500 r/min离心5 min后弃上清。每

管逐滴加入70%预冷乙醇(PBS配制), 4 °C过夜固定。

次日, 4 °C、1 500 r/min离心15 min后弃上清。PBS
洗涤, 4 °C、1 500 r/min离心15 min后弃上清, 避光

加入30 μL/孔RNA酶和270 μL/孔PI染色液, 4 °C染

色30 min。流式细胞仪上机检测。

1.8   流式细胞术检测细胞凋亡

HCT116和SW620细胞分别以4×105个 /孔接种

到6孔板中, 贴壁后加入0、20、40、60 μmol/L Lu-
peol处理48 h。消化收集细胞, 用预冷的PBS洗涤2次, 
4 °C、1 000 r/min离心5 min。弃上清, 加入100 μL/孔的

1× 结合缓冲液重悬, 制备单细胞悬液。加入5 μL/孔的

Annexin V-FITC, 混匀后, 再加入5 μL/孔的7-AAD染色

液混匀, 室温避光染色15 min。加入400 μL/孔1× 结合

缓冲液重悬, 吹打混匀。分别设置空白管、Annexin 
V-FITC和7-AAD单染管。于1 h内流式细胞仪上机

检测细胞凋亡。

1.9   逆转录和quantitative real-time PCR
不同浓度的Lupeol处理HCT116和SW620细胞

48 h后 , 使用TRIZOL法提取总RNA。再使用Prime-
ScriptTM RT试剂盒进行总RNA的逆转录。以 2 μL 
cDNA作为模板 , 根据TB Green® Premix Ex Taq™ 
II(Tli RNase H Plus)试剂盒说明书在荧光定量PCR仪
(BIO-RAD公司 , 型号 : CFX 96 Touch)上进行qPCR。
本实验选用的引物序列如下。RhoA-F: 5ʹ-GAT TGG 
CGC TTT TGG GTA CAT-3ʹ, R: 5ʹ-AGC AGC TCT 
CGT AGC CAT TTC-3ʹ; ROCK1-F: 5ʹ-AAC ATG CTG 
CTG GAT AAA TCT GG-3ʹ, R: 5ʹ-TGT ATC ACA TCG 
TAC CAT GCC T-3ʹ; CTNNB1-F: 5ʹ-CAT CTA CAC 
AGT TTG ATG CTG CT-3ʹ, R: 5ʹ-GCA GTT TTG TCA 
GTT CAG GGA-3ʹ; CCND1-F: 5ʹ-GCT GCG AAG 
TGG AAA CCA TC-3ʹ, R: 5ʹ-CCT CCT TCT GCA 
CAC ATT TGA A-3ʹ; GAPDH-F: 5ʹ-GGA GCG AGA 
TCC CTC CAA AA T-3ʹ, R: 5'-GGC TGT TGT CAT 
ACT TCT CAT GG-3ʹ。并计算2–ΔΔCt的值进行分析。

1.10   Western blot检测相关蛋白表达水平

不同浓度的Lupeol处理HCT116和SW620细胞48 h
后, 加入相应RIPA裂解液冰上裂解20 min。4 °C、12 
500 r/min离心20 min, 收集上清液。用BCA法检测总

蛋白浓度。95 °C变性5 min, 取30 μg总蛋白样本以

10% SDS-PAGE蛋白质电泳, 再将蛋白转移到PVDF
膜上 , 5%脱脂奶粉封闭 90 min, RhoA、ROCK1、
β-Catenin、CyclinD1、GAPDH抗体 于4 °C(000 1׃1)
孵育过夜。次日, TBST洗涤, 5 min×4次。二抗室温

孵育1 h, 再用TBST洗涤, 15 min×3次。使用ECL化
学发光试剂盒显影, Bio-Rad ChemiDoc MP成像系统

曝光拍照, 以GAPDH为内参, 使用Image Lab 3.0软
件进行半定量统计分析。

1.11   免疫荧光检测β-Catenin蛋白表达情况

HCT116、SW620细胞、RhoA敲低的HCT116、
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SW620细胞进行细胞爬片, 用不同浓度Lupeol处理

48 h(RhoA敲低实验不进行药物处理)。4%多聚甲

醛室温固定30 min。预冷的PBS洗涤细胞 , 5 min×3
次。0.1% Triton X-100室温通透 10 min。再用预

冷的 PBS洗涤细胞 , 5 min×3次。5% BSA室温封

闭45 min。再用预冷的PBS洗涤细胞, 5 min×3次。

β-Catenin抗体(1200׃) 4 °C孵育过夜。次日, 预冷的

PBS洗涤细胞, 5 min×3次。再滴加荧光二抗工作液

室温避光孵育60 min。再用预冷的PBS洗涤 ,(500׃1)

细胞, 5 min×3次。滴加DAPI染色工作液, 避光孵育

15 min。再用预冷的PBS洗涤细胞, 5 min×3次。滴

加荧光淬灭剂封片, 于Nikon A1激光共聚焦显微镜

下观察拍照。

1.12   统计学分析

统计数据用于两样本均值之间比较选用un-
paired Student’s t-test, 用于多样本均值之间比较选用

One-Way ANOVA。所有统计分析均使用SPSS 22.0
和GraphPad Prism 7.0进行处理。所有数据均以均数

±标准差(x
_
±s)表示, 所有实验均独立重复3次, P<0.05

具有统计学意义。

2   结果
2.1   Lupeol对HCT116和SW620细胞增殖和克隆

形成的影响

我们首先使用MTT法检测不同浓度Lupeol分别

作用HCT116和SW620细胞24 h和48 h对细胞活性的

影响。Lupeol作用HCT116细胞24 h和48 h的 IC50分

别为64.547和45.454 μmol/L。Lupeol作用SW620细
胞24 h和48 h的IC50分别为66.172和52.214 μmol/L(图
1A)。故后续实验选用0、20、40和60 μmol/L作为

给药浓度, 48 h选为药物作用时间, 以进一步研究

Lupeol对HCT116和SW620细胞增殖的影响。

CCK8法检测细胞增殖实验结果显示, Lupeol可
以显著抑制HCT116细胞和SW620细胞的增殖, 且呈

时间和浓度依赖性(图1B)。进一步, 克隆形成实验

结果表明, 使用0、20、40、60 μmol/L的Lupeol作用

HCT116和SW620细胞48 h后, 随着给药浓度的增高, 
两种结肠癌细胞的克隆形成数量减少(图1C)。这提

A: MTT实验检测不同浓度Lupeol处理24 h和48 h对HCT116和SW620细胞活性的影响; B: CCK8实验检测不同浓度Lupeol处理对HCT116和
SW620细胞增殖的影响; C: 平板克隆实验检测不同浓度Lupeol处理对HCT116和SW620细胞克隆集落的影响并统计分析。*P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001, 与0 μmol/L Lupeol组比较。

A: the cell viability of HCT116 and SW620 after Lupeol treatment was detected by MTT assay; B: the cell proliferation ability of HCT116 and SW620 
after Lupeol treatment was detected by CCK8 assay; C: plate clone assay was used to analyze the colony-forming ability after Lupeol treatment. 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs control (0 μmol/L Lupeol treatment).

图1   Lupeol对HCT116和SW620细胞增殖和克隆形成的影响

Fig.1   The effects of Lupeol on the proliferation and clonal formation of HCT116 and SW620 cells
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示我们, Lupeol对结肠癌细胞克隆形成呈现浓度依

赖性抑制作用。

2.2   Lupeol对HCT116和SW620细胞细胞周期和

细胞凋亡的影响

为了进一步探索Lupeol对两种结肠癌细胞增

殖的影响, 我们使用流式细胞术对细胞周期进行检

测。分析结果显示, 不同浓度Lupeol处理HCT116
和SW620细胞48 h后, 随着给药浓度的增高, 两种

结肠癌细胞在G0/G1期的细胞比例明显增高, S期细

胞比例降低, 细胞阻滞于G0/G1期。且随着Lupeol浓
度增高, G0/G1期细胞阻滞越明显, 具有统计学意义

(P<0.05)(图2A和图2B)。这提示我们, Lupeol可能通

过阻滞两种结肠癌细胞于G0/G1期, 从而抑制肿瘤细

胞增殖。

同时, 我们使用流式细胞术检测不同浓度的Lu-
peol对HCT116和SW620细胞凋亡的影响。实验结果

显示, 与对照组相比, 不同浓度Lupeol处理48 h后, 两
种结肠癌细胞的细胞凋亡率没有明显的变化(图2C
和图2D)。这提示我们, Lupeol对HCT116和SW620
细胞凋亡可能没有影响。

2.3   Lupeol对RhoA-ROCK1信号通路的影响

运用qPCR检测了Lupeol作用48 h后两种结肠

癌细胞中RhoA-ROCK1信号通路中相关基因mRNA
的表达水平。结果显示, 随着Lupeol给药浓度增加, 
HCT116和SW620细胞中RhoA、ROCK1、β-Catenin 
mRNA表达水平显著下降 ,  细胞周期相关的 Cy-
clinD1 mRNA表达水平也显著下降(P<0.05)(图3A)。

同时, Western blot结果也显示, 随着Lupeol给药

A: HCT116和SW620细胞流式检测细胞周期; B: 细胞周期比例分布; C: HCT116和SW620细胞流式检测细胞凋亡; D: 细胞凋亡率统计图。

*P<0.05, ***P<0.001, 与0 μmol/L Lupeol组比较。

A: cell cycle distribution was detected by flow cytometry; B: the ratio of cell cycle distribution of HCT116 and SW620 cells; C: cell apoptosis was 
detected by flow cytometry; D: the ratio of cell apoptosis of HCT116 and SW620 cells. *P<0.05, ***P<0.001 vs control (0 μmol/L Lupeol treatment).

图2   Lupeol对HCT116和SW620细胞周期和细胞凋亡的影响

Fig.2   The effects of Lupeol on the cell cycle and cell apoptosis of HCT116 and SW620 cells
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浓度增加, HCT116和SW620细胞中RhoA-ROCK1信
号通路蛋白, 以及下游β-Catenin蛋白和细胞周期蛋

白CyclinD1表达水平均显著下降(P<0.05)(图3B和图

3C)。
2.4   Lupeol对β-Catenin蛋白分布的影响

免疫荧光染色结果显示, 对照组β-Catenin蛋白

主要分布在HCT116和SW620细胞的胞质和胞膜上。

当不同浓度Lupeol处理48 h后, 随着给药浓度增加, 
两种结肠癌细胞胞质和胞膜上的β-Catenin蛋白分布

减少(图4A和图4B)。
2.5   敲低RhoA对HCT116和SW620细胞增殖的影

响

为了进一步验证Lupeol是否通过RhoA-ROCK1
信号通路抑制两种结肠癌细胞的增殖。我们将

shRNA转染入HCT116和SW620细胞, 成功构建了

敲低RhoA的两种结肠癌细胞株。接着, CCK8法检

测敲低RhoA对两种结肠癌细胞增殖的影响, 结果

显示, 与对照组(转染shNC)细胞相比, 敲低RhoA的
HCT116和SW620细胞的增殖在第5天受到明显的抑

制(P<0.05)。这提示我们, 敲低RhoA对两种结肠癌

细胞增殖有一定的抑制作用(图5A)。
同时 , qPCR和Western blot结果显示 , 与对照

组相比 , 敲低RhoA的两种结肠癌细胞的ROCK1、
β-Catenin和CyclinD1的mRNA表达水平呈现下降

趋势, 蛋白表达水平显著下降(图5B和图5C)。这提

示我们, 敲低RhoA以后, 抑制了RhoA-ROCK1信号

通路的表达。进一步免疫荧光染色结果显示, 与
对照组相比, 敲低RhoA的HCT116和SW620细胞中

β-Catenin在胞质和胞膜中的含量减少(图5D), 这与

Western blot结果相一致。进一步提示我们, Lupeol
主要通过抑制RhoA的表达, 从而影响RhoA-ROCK1
信号通路的表达, 抑制下游β-Catenin蛋白的表达, 进
而抑制结肠癌细胞的增殖。

3   讨论
相关研究报道显示, Lupeol作为一种天然三萜烯

类化合物, 可有效对抗多种恶性肿瘤的发生发展[17-19]。

Lupeol可通过抑制NF-κB信号通路抑制头颈部鳞状
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A: qPCR检测相关基因mRNA表达水平; B: Western blot检测相关蛋白表达水平条带图; C: Western blot蛋白半定量统计图。*P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001, 与0 μmol/L Lupeol组比较。

A: the expression of mRNA was detected by qPCR assay; B: the expression of proteins was detected by Western blot assay; C: the statistical results of 
Western blot assay. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs control (0 μmol/L Lupeol treatment).

图3   Lupeol对HCT116和SW620细胞相关基因和蛋白表达水平的影响

Fig.3   The effects of Lupeol on the Gene and protein expression of HCT116 and SW620 cells
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细胞癌的生长[5], 可靶向调节Wnt/β-Catenin信号通

路抑制人黑色素瘤细胞的增殖[20], 还可以通过PI3K/ 
AKT/mTOR途径诱导人骨肉瘤细胞的凋亡[18]。但

是目前对于Lupeol调控结肠癌的研究较少, 且相关

分子机制尚不明确。我们先前的研究初步表明, Lu-
peol可通过Wnt/β-Catenin信号通路影响结肠癌的生

长[21], 但具体机制仍需进一步探讨。因此, 在这项研

究中, 我们进一步研究了Lupeol对结肠癌增殖的影

响。我们发现, Lupeol通过RhoA-ROCK1信号通路

抑制了HCT116和SW620细胞的克隆形成, 阻滞了细

胞周期进程从而抑制了细胞增殖。

研究显示 , RhoA在结肠癌中高表达 , 是结肠癌

进展的重要因素之一[12]。KIM等[16]研究发现, RhoA
异常活化可促进ROCK1活化 , ROCK的激活可诱

导糖原合成酶激酶-3β(glycogen synthase kinase 
3 beta, GSK-3β)磷酸化和β-Catenin蛋白积累, 进
而导致小鼠巨噬细胞和人胚肾细胞的增殖和迁

移。RODRIGUES等 [22]的研究发现 , RhoA的异常

表达可导致人结肠癌细胞中β-Catenin蛋白重新分

布, 并增强Wnt/β-Catenin信号传导, 导致细胞增殖、

侵 袭 和 去 分 化。我们的研究结果显示, Lupeol作
用后 , HCT116和SW620细胞内RhoA、ROCK1和
β-Catenin mRNA和蛋白表达水平均显著下降。为

了进一步验证Lupeol是否通过RhoA起作用 , 我们

构建 shRNA特异敲低HCT116和 SW620细胞中的

RhoA。结果显示, 敲低RhoA的两种结肠癌细胞中

ROCK1和β-Catenin蛋白表达水平均显著下降。给

予细胞ROCK1抑制剂或者si-ROCK处理可抑制

β-Catenin蛋白的表达[16]。这提示我们, Lupeol可
通过抑制RhoA的表达, 从而抑制其下游效应分子

ROCK1的表达, 进而抑制β-Catenin蛋白的积累。

β-Catenin是基于钙黏蛋白黏附连接的整体结构

组分, 并且是细胞核中经典Wnt信号传导的关键核

效应物。β-Catenin结构和信号传导的不平衡通常会

导致癌症和转移相关的疾病[23]。研究显示, ROCK1
可促进β-Catenin蛋白积累, 使得β-Catenin蛋白核转

位[16,22]。我们通过免疫荧光实验结果显示, Lupeol
作用后, β-Catenin在胞质胞膜的积累减少。这可能

与Lupeol作用后β-Catenin蛋白表达受抑制相关。同

时, 这也使得β-Catenin核转位减少。β-Catenin蛋白

A: 免疫荧光检测HCT116细胞内β-Catenin蛋白分布; B: 免疫荧光检测SW620细胞内β-Catenin蛋白分布。

A: the distribution of β-Catenin protein in HCT116 cells was detected by Immunofluorescence assay; B: the distribution of β-Catenin protein in SW620 
cells was detected by Immunofluorescence assay. 

图4   Lupeol对HCT116和SW620细胞内β-Catenin蛋白分布的影响

Fig.4   The effects of Lupeol on the distribution of β-Catenin protein in HCT116 and SW620 cells

(A) (B)HCT116
β-CateninDAPIMerge

50 µm 50 µm 50 µm 50 µm 50 µm 50 µm

50 µm 50 µm 50 µm 50 µm 50 µm 50 µm

50 µm 50 µm 50 µm 50 µm 50 µm 50 µm

50 µm 50 µm 50 µm 50 µm 50 µm 50 µm

β-CateninDAPIMerge

SW620

0 
µm

ol
/L

40
 µ

m
ol

/L

Lu
pe

ol

60
 µ

m
ol

/L
20

 µ
m

ol
/L

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



蒋亦雯等: 羽扇豆醇通过抑制RhoA-ROCK1信号通路抑制结肠癌细胞增殖 193

转入核内与TCF/LEF结合, 激活下游靶基因C-myc和
CyclinD1的转录[24]。与之相符, 我们的研究结果发

现, Lupeol作用后, 细胞周期蛋白Cyclin D1 mRNA
和蛋白表达水平均明显下降。Cyclin D1常与CDK4
或CDK6形成复合物并作为其调节亚基, 促进细胞

由G1期进入S期[25]。而我们的研究也发现, Lupeol作
用后HCT116和SW620细胞增殖受到明显抑制, 细

A: CCK8法检测敲低RhoA对HCT116和SW620细胞增殖的影响; B: qPCR法检测敲低RhoA对相关基因mRNA表达水平的影响; C: Western blot法
检测敲低RhoA对相关蛋白表达水平的影响; D: 免疫荧光检测敲低RhoA后HCT116和SW620细胞内β-Catenin蛋白分布。**P<0.01, ***P<0.001, 
与sh-Control组比较。

A: the cell proliferation ability of HCT116 and SW620 cells after RhoA knockdown was detected by CCK8 assay; B: the expression of mRNA after 
RhoA knockdown was detected by qPCR assay; C: the expression of proteins after RhoA knockdown was detected by Western blot assay; D: the distri-
butions of β-Catenin protein in HCT116 and SW620 cells were detected by Immunofluorescence assay. **P<0.01, ***P<0.001 vs sh-control.

图5   敲低RhoA对HCT116和SW620细胞增殖的影响 
Fig.5   The effects of RhoA knockdown on the proliferation of HCT116 and SW620 cells
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胞周期阻滞于G0/G1期。这提示我们, Lupeol作用后, 
β-Catenin表达下降, 使得β-Catenin核转位减少, 可能

抑制了其下游靶基因Cyclin D1的表达, 从而抑制了

结肠癌细胞的增殖。此外, RhoA另一个主要的功能

是调控细胞增殖。RhoA已被证实是细胞进入细胞

周期G1期的必需成分[14]。RhoA组成性活化的突变

体可以促进细胞进入G1期以及促进DNA的合成。我
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们的研究结果显示, Lupeol作用后, 细胞周期阻滞于

G0/G1期。RhoA敲低的两种结肠癌细胞增殖均受到

一定程度的抑制, 这也进一步提示我们, RhoA与细

胞增殖密切相关。

综上所述, Lupeol可通过抑制RhoA的表达, 从
而抑制其下游ROCK1的表达, 影响β-Catenin的表达

和积累, 进而抑制细胞周期蛋白Cyclin D1的表达, 最
终抑制HCT116和SW620细胞的增殖。Lupeol也有

望成为临床结肠癌治疗的新药物。然而, 本实验对

于Lupeol的机制研究是基于两种结肠癌细胞系的反

应, 可能无法精确地反映完整生物体内的过程。因

此, 需要进一步进行动物水平的研究。
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