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也摘要页 目的 研究熊果酸渊UA冤对非小细胞肺癌渊NSCLC冤H1975细胞的体内外抑制作用袁探讨其对移植瘤裸鼠内源性代谢物的影

响遥方法 以H1975细胞为研究对象袁MTT法筛选UA渊0~75 滋g/mL冤作用细胞的最佳浓度遥将细胞分为对照组及UA低渊9.27 滋mol/L冤尧中
渊18.53 滋mol/L冤尧高渊27.8 滋mol/L冤剂量组作用细胞 48 h袁划痕法检测细胞迁移能力袁流式细胞仪检测细胞周期和凋亡袁Western blot
法检测组织金属蛋白酶抑制因子-2渊TIMP-2冤尧促凋亡 B 淋巴细胞瘤-2 相关 X 蛋白渊Bax冤尧活化的胱天蛋白酶-3渊Cleaved-Caspase-
3冤尧基质金属蛋白酶渊MMP冤-2尧MMP-9 和抗凋亡蛋白 B 淋巴细胞瘤-2渊Bcl-2冤蛋白的表达遥在裸鼠背部皮下注射 H1975细胞建立移

植瘤模型袁随机分为对照组尧吉非替尼组渊50 mg/kg冤和 UA 低渊100 mg/kg冤尧中渊200 mg/kg冤尧高渊400 mg/kg冤剂量组袁每 3 天给药一次袁
连续 18 d袁记录裸鼠体质量和移植瘤生长情况遥采用UPLC-MS/MS法检测裸鼠血清内源性代谢物水平遥结果 UA抑制 H1975细胞

增殖 IC50渊48 h冤为 27.8 滋mol/L遥 与对照组比较袁UA中尧高剂量组阻滞细胞周期在 G0/G1 期尧细胞凋亡率增加尧细胞迁移能力下降渊P<
0.05冤曰TIMP-2尧Bax尧Cleaved-Caspase-3 蛋白表达上调袁MMP-2尧MMP-9尧Bcl-2蛋白表达下调渊P<0.05冤遥 与 UA 低剂量组比较袁UA 高

剂量组阻滞细胞周期在 G0/G1 期尧细胞凋亡率增加尧细胞迁移能力下降渊P<0.05冤曰TIMP-2尧Bax尧Cleaved-Caspase-3 蛋白表达上调袁
MMP-2尧MMP-9尧Bcl-2 蛋白表达下调渊P<0.05冤遥在体内实验中袁与对照组比较袁UA各剂量组与吉非替尼组对移植瘤裸鼠的肿瘤生长

有抑制作用渊P<0.05冤曰与 UA低尧中剂量组比较袁UA高剂量组对移植瘤裸鼠肿瘤生长有抑制作用渊P<0.05冤遥代谢组学分析筛选出 5S袁
15S-二羟基-6E袁8Z袁10Z袁13E-二十碳四烯酸尧4-羟基苯甲醇尧氧化三甲胺等 22 个差异代谢物袁主要涉及不饱和脂肪酸的生物合成尧
亚油酸代谢和酪氨酸代谢通路遥结论 UA在体内外对 NSCLC H1975 细胞均有明显抑制作用袁其在体内的抑制作用可能与调节不饱

和脂肪酸的生物合成尧亚油酸代谢和酪氨酸代谢相关遥
也关键词页 熊果酸曰H1975 细胞曰细胞凋亡曰细胞增殖曰细胞迁移曰血清代谢组学
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cells were used as the research object, and the optimal concentration of UA (0-75 滋g/mL) for cell treatment was screened using the
MTT assay. Cells were divided into control group, and low-, medium-, and high-dose UA (9.27 滋mol/L, 18.53 滋mol/L, 27.8 滋mol/L)
groups and all groups were treated for 48 hours. Cell migration was assessed by the scratch assay, cell cycle distribution and
apoptosis were analyzed by flow cytometry, and protein expression levels of tissue inhibitor of metalloproteinases-2 (TIMP-2), pro-
apoptotic Bcl-2-associated X protein (Bax), cleaved-caspase-3, matrix metalloproteinases (MMP)-2, MMP-9, and anti-apoptotic Bcl-2
were determined by Western blot. A xenograft tumor model was established by subcutaneous injection of H1975 cells into the back
of nude mice, which were randomly divided into control, gefitinib (50 mg/kg), and low-, medium-, and high-dose UA (100 mg/kg,
200 mg/kg, 400 mg/kg) groups. Drugs were administered every three days for 18 consecutive days, and nude mouse body weight and
tumor growth were recorded. UPLC-MS/MS was used to determine endogenous metabolite levels in nude mouse serum. Results The
IC50 value of UA for inhibiting H1975 cell proliferation at 48 h was 27.8 滋mol/L. Compared with the control group, medium- and
high-dose UA groups arrested the cell cycle at the G0/G1 phase, and showed increased apoptosis rate and reduced cell migration
ability (P<0.05). Additionally, the protein expression levels of TIMP-2, Bax, and Cleaved Caspase-3 were upregulated, while those of
MMP-2, MMP-9, and Bcl-2 were downregulated (P<0.05). Compared with the low-dose UA group, the high-dose UA group arrested
the cell cycle at the G0/G1 phase, and exhibited elevated apoptosis rate, reduced cell migration ability (P<0.05), and upregulated
TIMP-2, Bax, and Cleaved-Caspase-3 protein expression levels, as well as downregulated MMP-2, MMP-9, and Bcl-2 protein
expression levels (P<0.05). In vivo, compared with the control group, all dose groups of UA and the gefitinib group significantly inhibited
tumor growth in tumor-xenografted nude mice (P<0.05). Furthermore, the high-dose UA group demonstrated enhanced tumor growth
inhibition compared with the low- and medium-dose UA groups (P<0.05). Metabolomics analysis identified 22 differential metabolites,
including 5S, 15S -dihydroxy -6E, 8Z, 10Z, 13E-eicosatetraenoic acid, 4 -hydroxybenzyl alcohol, and trimethylamine N-oxide,
primarily involving pathways related to unsaturated fatty acid biosynthesis, linoleic acid metabolism, and tyrosine metabolism.
Conclusion UA exhibits significant inhibitory effects on NSCLC H1975 cells both in vitro and in vivo. Its in vivo inhibitory effects
may be associated with the regulation of unsaturated fatty acid biosynthesis, linoleic acid metabolism, and tyrosine metabolism
pathways.
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在全球癌症相关死亡中袁由肺癌引发的死亡居

首位袁肺癌按组织学类型可分为非小细胞肺癌渊non-
small cell lung cancer, NSCLC冤和小细胞肺癌袁其中

NSCLC 是最主要的类型[1]遥 表皮生长因子受体渊epi鄄
dermal growth factor receptor, EGFR冤与肿瘤细胞的

增殖尧侵袭和转移密切相关袁EGFR 为 NSCLC 的常见

驱动基因袁也是最容易发生突变和缺失的基因 [2-3]遥
临床采用 EGFR-酪氨酸激酶抑制剂渊EGFR-tyrosine
kinase inhibitor袁EGFR-TKI冤治疗 NSCLC袁但长期应

用易产生耐药性[3-4]遥 研究发现袁患者在使用一线治

疗药物吉非替尼 6~12 个月后可能引发继发性耐药

问题[5]遥 因此袁亟须寻找新的治疗 NSCLC 的药物遥
熊果酸渊ursolic acid, UA冤是一种五环三萜羧

酸袁白花蛇舌草尧女贞子尧山茱萸等多种中药均含

有该成分 [6]遥 UA 对乳腺癌尧黑色素瘤尧前列腺癌尧
NSCLC尧胃癌尧结肠癌尧膀胱癌和肝癌等多种肿瘤的

细胞系均有抑制作用[7]遥 研究显示袁UA 可通过抑制

核因子 资B渊nuclear factor-资B, NF-资B冤活化诱导细

胞凋亡袁通过激活胱天蛋白酶渊cysteine aspartic acid

specific protease, Caspase冤渊如 Caspase-3尧Caspase-9尧
Caspase-8冤促进肿瘤细胞凋亡[8]遥UA 已被证明可以抑

制信号转导及转录激活因子 3 渊signal transduction
and activator of transcription 3, STAT3冤活化袁抑制

肿瘤细胞侵袭和迁移[9]遥 也有研究表明袁UA 可以通

过靶向整合素 琢V茁5/基质金属蛋白酶渊matrix metal鄄
loproteinases, MMP冤信号通路抑制转化生长因子-茁1
渊transforming growth factor-茁1, TGF-茁1冤诱导的

H1975细胞上皮-间质转化袁为有前景的治疗 NSCLC
的药物[10]遥

代谢组学技术通过代谢物检测和生物学分析研

究生物体的生理和疾病状态袁可用于药物作用机制

研究和疾病的临床诊断等[11]遥 其中袁LC-MS/MS 法以

能快速筛选多种样品和具有高分辨率而成为代谢研

究的首选方法[12]遥 血清代谢组学可以识别潜在的生

物标志物和相关的代谢途径[13]遥 因此袁本研究探讨

UA 对 EGFR-TKI 耐药的 NSCLC 细胞系 H1975 细

胞的体内外抑制作用袁并采用 UPLC-MS/MS 方法检

测荷瘤裸鼠血清中内源性差异代谢物袁探讨 UA对
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NSCLC 体内代谢的影响遥
1 材料

1.1 细胞和动物

H1975 细胞系购自中国西安茂鑫生物科技有限

公司曰60只体质量渊20依2冤 g的 5~6周龄 SPF级BALB/c
雌性裸鼠[动物许可证号院SCXK渊川冤2020-0030]购
自成都达硕实验动物有限公司遥 动物饲养于陕西中

医药大学 SPF 级实验动物中心[批准号院SYXK渊陕冤
2017-004]袁温度渊24依0.3冤 益袁湿度 54%依1%袁室内保

持 12 h 明暗交替遥 动物实验按照陕西中医药大学

伦理委员会批准的方案进行渊动物伦理批准号院
SUCMDL20200520001冤遥
1.2 主要试剂和仪器

UA渊纯度 98%冤尧吉非替尼渊纯度 99%冤渊上海阿

拉丁生化科技股份有限公司袁批号院A1810044尧
F190168冤曰组织金属蛋白酶抑制因子-2渊tissue inhi鄄
bitor of metalloprotease-2, TIMP-2冤抗体渊英国Ab鄄
cam 公司袁批号院ab180630冤曰B 淋巴细胞瘤-2渊B-cell
lymphoma-2, Bcl-2冤尧Caspase-3尧活化的胱天蛋白

酶-3渊Cleaved-Caspase-3冤抗体渊美国 Cell Signaling
Technology 公司袁批号院15071尧9662尧9661冤曰MMP-2尧
MMP-9尧Bcl-2相关 X 蛋白渊Bcl-2-associated X, Bax冤
抗体渊武汉三鹰生物技术有限公司袁批号院10373-2-AP尧
10375-2-AP尧50599-2-lg冤曰PI 染色细胞周期检测试

剂盒渊沈阳万世生物科技有限公司袁批号院14A109冤曰
Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒渊诺维生生

物技术有限公司袁批号院7E572G1冤遥
酶标仪渊美国 BioTek 公司袁型号院Synergy H11冤曰

荧光显微镜渊日本 Olympus 公司袁型号院Olympus
FSX100冤曰流式细胞仪渊美国 Becton Dickinson 公司袁
型号院FACSVerse冤曰凝胶成像仪渊美国 Bio-Rad 公司袁
型号院ChemiDoc XRS+冤遥
2 方法

2.1 细胞培养和分组

H1975细胞系在含有 100 U/mL青霉素尧100 U/mL
链霉素尧10%胎牛血清的 RPMI-1640 培养基中培

养遥 H1975 细胞接种至 96 孔板中袁每孔密度为 1伊
105 个细胞袁24 h 后袁用不同浓度渊0~75 滋g/mL冤的
UA 分别处理 H1975 细胞 24尧48尧72 h遥加入 MTT 溶

液渊5 mg/mL冤袁置于培养箱 4 h袁每孔加入 DMSO
150 滋L遥 用酶标仪在 490 nm 处检测吸光度袁并用

SPSS 26.0 软件计算 IC50 值袁得出 UA 作用细胞 48 h

的 IC50 值为 27.8 滋mol/L遥 因此袁将细胞设置为对

照组及 UA 低渊9.27 滋mol/L冤尧中渊18.53 滋mol/L冤尧高
渊27.8 滋mol/L冤剂量组进行划痕尧免疫荧光尧流式尧
Western bolt 实验遥
2.2 细胞划痕实验

将 H1975 以 1伊106 个/mL 密度接种于 6 孔板袁
待细胞贴壁后袁用移液管尖端在孔中心划痕袁然后在

培养箱中培养 0尧24尧48 h遥 在每个时间点使用显微

镜拍照袁每次固定位置拍照袁测量各时间点划痕宽

度袁根据公式计算院相对划痕间隙=t 时刻划痕间隙/
0 h 划痕间隙遥
2.3 免疫荧光实验

将 H1975 细胞接种于带有细胞爬片的 6 孔板

中遥待细胞贴壁后进行药物处理袁48 h 后袁用 PBS 洗

涤细胞 2 次袁用 4%多聚甲醛校正 10 min袁用 0.1%
Triton X-100 固定 10 min袁用 5% BSA 封闭遥 将Ki67
抗体稀释后加入细胞中袁4 益过夜遥 二抗孵育 1 h袁用
DAPI 试剂染色固定细胞核遥使用荧光显微镜进行免

疫荧光检测遥
2.4 Western blot法

用预冷 PBS 洗涤 H1975 细胞袁用含有蛋白酶和

磷酸酶抑制剂混合物的 RIPA 缓冲液裂解遥 采用

BCA 法对蛋白进行定量检测遥蛋白经过 10%或 12%
的 SDS-PAGE 进行分离袁转移至 PVDF 膜上袁用2.5%
脱脂奶粉在室温下封闭 2 h遥 取稀释后的抗体

[TIMP-2渊1颐1 000冤尧MMP-9渊1颐1 500冤尧MMP-2渊1颐800冤尧
Bcl-2渊1颐1 000冤尧Bax渊1颐8 000冤尧Cleaved-Caspase-3
渊1颐1 000冤尧Caspase-3渊1颐1 000冤]加至膜上袁在 4 益
条件下孵育过夜遥 洗涤后袁孵育二抗袁37 益孵育 1 h袁
再次洗涤遥 PVDF 膜加入 ECL 检测试剂袁使用凝胶

成像系统进行检测遥采用 ImageJ 软件对结果进行灰

度值分析和量化遥
2.5 流式细胞实验

H1975 细胞接种于 6 孔板中袁用不同浓度的UA
处理 H1975 细胞 48 h袁用胰蛋白酶消化遥 PBS 洗涤

2 次袁悬浮于缓冲液中袁与 Annexin V-FITC 和 PI 在
室温下避光孵育 10 min遥 染色后 1 h 内使用FACS鄄
Verse 流式细胞仪进行检测遥
2.6 裸鼠肿瘤异种移植实验

将约 2伊106 个 H1975 细胞悬浮于 0.2 mL 空白

培养基中袁注射至裸鼠背部皮下袁每 2 天记录体质量

和肿瘤体积渊V冤袁V=0.5伊长伊宽 2袁当 V 约为 50 mm3

时渊肿瘤接种后 10 d冤袁将裸鼠随机分为每组 10 只遥
每 3 天腹腔注射给药 1 次袁连续 18 d遥 分组及剂量

如下院对照组渊生理盐水冤尧吉非替尼组渊50 mg/kg冤和
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UA 低渊100 mg/kg冤尧中渊200 mg/kg冤尧高渊400 mg/kg冤
剂量组[14-15]遥 最后一次给药后袁裸鼠禁食不禁水过

夜袁麻醉后取血清和裸鼠肿瘤组织袁于-80 益保存遥
2.7 血清代谢组学分析

2.7.1 血清样品制备 于冰上解冻采集的血清袁取
对照组和 UA 中剂量组袁每个血清样品渊50 滋L冤与
纯甲醇渊300 滋L冤混合袁4 益尧12 000 r/min离心 10 min
渊离心半径 6 cm冤遥 收集上清液袁-20 益放置 30 min
后袁4 益尧12 000 r/min 离心 3 min渊离心半径 6 cm冤遥
取 150 滋L 上清液进行 UPLC-MS/MS 分析遥 取各样

品等体积混合袁获得质量控制渊quality control, QC冤
样品袁每 10个样品中插入 1 个 QC样品以监测分析过

程的可重复性遥
2.7.2 仪器检测条件 采用 LC-ESI-MS/MS 系统

进行色谱分析袁所有分析均采用 Waters ACQUITY
UPLC HSS T3 C18 色谱柱渊2.1 mm伊100 mm袁1.8 滋m冤遥
流动相由溶剂 A渊0.1%甲酸水溶液冤和溶剂 B渊0.1%
甲酸乙腈水溶液冤组成遥 梯度洗脱院0~10 min袁95%~
10%A曰10~11 min袁10%A曰11.0~11.1 min袁10%~95%A曰
11.1~14.0 min袁95%A遥 流速 0.4 mL/min袁柱温 40 益袁
进样量 2 滋L遥

采用电喷雾电离对样品进行正尧负离子模式检

测遥 在 500 益条件下建立三重四极线性离子阱质谱

LC-MS/MS 体系遥MS 在电压为 5 500 V 的正离子模

式或电压为 4 500 V 的负离子模式下工作遥 离子源

气体玉的压力为 55 psi渊1 psi抑6.895 kPa冤袁离子源气

体域的压力为 60 psi袁气帘气的压力为 25 psi袁碰撞诱

导电离参数设置为高遥
2.7.3 代谢组学数据处理 使用 Analyst 1.6 软件

对质谱数据进行分析曰MultiQuant 3.03 软件对色谱

峰进行整合和校正曰R 3.5.0 软件渊www.r-project.
org/冤对代谢物数据进行统计分析袁包括主成分分析

渊principal component analysis, PCA冤和正交偏最小

二乘判别分析渊orthogonal partial least squares dis鄄
criminant analysis, OPLS-DA冤遥 根据变量对 OPLS-
DA 模型的投影渊VIP逸1冤和差异倍数值渊Log2FC 绝

对值逸1冤筛选差异代谢物遥 使用 KEGG数据库渊http://
www.kegg.jp/kegg/compound/冤对代谢物进行注释袁并
将注释代谢物输入 KEGG Pathway数据库渊http://www.
kegg.jp/kegg/pathway.html冤遥 通过 MetaboAnalyst 5.0
数据库渊https://www.metaboanalyst.ca/冤对筛选的差异

代谢物进行代谢途径分析遥
2.8 统计学分析

实验数据均以野曾依s冶表示遥 GraphPad Prism 8.0
软件用于统计分析和绘图遥 单因素方差分析用于多

组之间的比较袁以 P<0.05 表示差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 UA对 H1975细胞活力尧周期和增殖的影响

UA 升高 H1975 细胞抑制率袁呈剂量和时间相

关性曰UA 作用于细胞 24尧48尧72 h 的 IC50 分别为

70.2尧27.8尧12.9 滋mol/L遥 详见图 1遥

与对照组及 UA 低剂量组比较袁UA 中尧 高剂量

组 G0/G1 期的细胞比例增加渊P<0.05冤袁G2 期和 S 期

的比例降低渊P<0.05冤遥 与 UA 中剂量组比较袁UA 高

剂量组 G0/G1 期的细胞比例增加渊P<0.05冤袁S 期的

比例降低渊P<0.05冤遥 与对照组比较袁UA 各剂量组

H1975 细胞中 Ki67 荧光强度减弱遥 详见图 2遥
3.2 UA对 H1975细胞凋亡的影响

与对照组比较袁UA 各剂量组 H1975 细胞凋亡

率升高渊P<0.05冤袁UA 中尧高剂量组 Bcl-2 表达降低

渊P<0.05冤袁UA 各剂量组 Bax 和 Cleaved-Caspase-3
表达升高渊P<0.05冤遥 与 UA 低剂量组比较袁UA 高剂

量组 H1975 细胞凋亡率和 Cleaved-Caspase-3 表达

升高渊P<0.05冤袁UA 中尧高剂量组 Bcl-2 表达降低渊P<
0.05冤尧Bax 表达升高渊P<0.05冤遥 与 UA 中剂量组比较袁
UA 高剂量组 H1975 细胞凋亡率和 Cleaved-Cas鄄
pase-3 表达升高渊P<0.05冤遥 详见图 3遥
3.3 UA对 H1975细胞迁移的影响

与对照组比较袁作用 24 h 后 UA 中尧高剂量细

胞划痕间隙增加渊P<0.05冤袁作用 48 h 后 UA 各剂量

组细胞划痕间隙增加渊P<0.05冤曰UA 各剂量组 H1975
细胞 TIMP-2表达水平升高渊P<0.05冤袁MMP-2和MMP-9
表达降低渊P<0.05冤遥 与 UA 低剂量组比较袁作用24尧
48 h 后袁UA 中尧高剂量组细胞划痕间隙增加渊P<
0.05冤曰UA 高剂量组MMP-2 表达降低渊P<0.05冤袁UA
中尧高剂量组 TIMP-2 表达升高渊P<0.05冤袁MMP-9
表达降低渊P<0.05冤遥 与 UA 中剂量组比较袁作用 24尧
48 h 后袁UA 高剂量组细胞划痕间隙增加渊P<0.05冤曰

图 1 UA对 H1975细胞活力的影响

Fig.1 Effects of UA on H1975 cell viability

UA/渊滋g/mL冤
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图 2 各组 H1975细胞周期和增殖比较渊伊20袁标尺=500 滋m冤
Fig.2 Comparison of cell cycle and proliferation among each group of H1975 cells

(伊20, scale bar=500 滋m)
注院A.细胞周期分布图曰B.细胞周期分布量化图曰C.免疫荧光检测各组 Ki67 表达情况遥与对照组

比较袁*P<0.05曰与 UA 低剂量组比较袁#P<0.05曰与 UA 中剂量组比较袁&P<0.05遥

图 3 各组 H1975 细胞凋亡及凋亡相关蛋白表达比较

Fig.3 Comparison of apoptosis and apoptosis-related protein expressions in H1975 cells among
different groups

注院A.细胞凋亡情况图曰B.细胞凋亡率量化图曰C.Bcl-2尧Cleaved-Caspase-3尧Caspase-3尧Bax 蛋白表达图曰D.蛋
白表达量化图遥 与对照组比较袁*P<0.05曰与 UA 低剂量组比较袁#P<0.05曰与 UA 中剂量组比较袁&P<0.05遥
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UA 高剂量组 TIMP-2尧MMP-2 和 MMP-9 表达降低

渊P<0.05冤遥 详见图 4遥
3.4 UA对 H1975细胞移植瘤裸鼠肿瘤生长的影响

各组裸鼠体质量无显著变化遥与对照组比较袁在

第 28 天袁吉非替尼组和 UA 各剂量组抑制H1975异
种移植瘤裸鼠的肿瘤增长渊P<0.05冤曰与 UA 低尧中剂

量比较袁UA 高剂量组抑制 H1975 异种移植瘤裸鼠

的肿瘤增长渊P<0.05冤遥 详见图 5遥

图 4 各组 H1975 细胞迁移及迁移相关蛋白表达比较

Fig.4 Comparison of H1975 cell migration and migration-related protein expressions among different groups
注院A.细胞迁移图曰B.细胞迁移量化图曰C.MMP-9尧MMP-2尧TIMP-2 蛋白表达图曰D.蛋白表达量化图遥 与对照组比较袁*P<
0.05曰与 UA 低剂量组比较袁#P<0.05曰与 UA 中剂量组比较袁&P<0.05遥

图 5 各组移植瘤裸鼠体质量及肿瘤大小比较

Fig.5 Comparison of body weight and tumor size in tumor-xenografted nude mice among different groups
注院A.体质量变化图曰B.肿瘤大小变化统计图曰C.肿瘤大小图遥 与对照组比较袁*P<0.05曰与 UA 低剂量组比较袁#P<0.05曰与 UA
中剂量组比较袁&P<0.05遥

/d /d
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3.5 UA对 H1975移植瘤裸鼠血清代谢组学的影响

PCA 结果显示袁各组血清样本之间有分离的趋

势袁UA 中剂量组给药后血清样本远离对照组袁表
明UA 中剂量组治疗后裸鼠血清代谢发生变化遥 O鄄
PLS-DA 评分图结果显示袁UA 中剂量组和对照组可

以较好分开遥 根据各变量的分布确定各组化合物的

差异遥 对照组和 UA 中剂量组的 R2Y=0.998袁Q2=
0.722袁表明所建立的两模型的数据均有效且可靠遥
详见图 6遥
3.5.1 血清内源性差异代谢物 与对照组比较袁UA
中剂量组维生素 D3尧阿糖肌苷尧甲基马来酸尧黄嘌呤

核苷尧5S,15S-二羟基-6E,8Z,10Z,13E-二十碳四烯

酸尧前列腺素 F2琢尧维生素 B5 和肾上腺酸 8 个代谢

物上调曰4-羟基苯甲醇尧N-乙酰-L-酪氨酸尧3-脲基

丙酸尧9,12-十八碳二烯酸尧高-酌-亚麻酸尧氧化三甲

胺尧23-脱甲脱氧胆酸和左旋甲状腺素等 14 个代谢

物下调遥 KEGG 通路富集结果显示袁UA 中剂量组处

理后差异代谢物主要富集于甲状腺激素合成尧甲状

腺激素信号通路尧自身免疫性甲状腺疾病等 20 条通

路中遥 详见表 1尧图 7遥
3.5.2 差异代谢物代谢通路 将显著变化的差异代

谢物通过 MetaboAnalyst 5.0 进行通路富集分析袁有
9 条代谢途径与 UA 的抗肿瘤作用相关遥 UA 干预

NSCLC 主要与酪氨酸代谢渊P=0.01袁Impact=0.01冤尧
亚油酸代谢渊P=0.05袁Impact=1.00冤和不饱和脂肪酸

的生物合成渊P=0.05袁Impact=0.00冤有关遥根据代谢途

径中的差异代谢物构建代谢网络图遥 详见图 8要9遥
4 讨论

目前袁解决治疗 NSCLC 药物出现的耐药性是治

疗 NSCLC 的首要问题遥 有研究表明袁UA 对 NSCLC
细胞系 H460尧H1975尧A549尧H1299尧H520 均有抑制

作用袁能够诱导 NSCLC 细胞的凋亡和自噬袁通过抑

制 mTOR 信号通路而非激活 ERK1/2 信号通路 [16]遥
因此袁本研究从体内外实验进一步探讨 UA 治疗

NSCLC 的作用机制遥

图 6 各组移植瘤裸鼠血清代谢分析

Fig.6 Serum metabolomic analysis of tumor-xenografted nude mice in each group
注院A.PCA 评分图曰B.OPLS-DA 评分图曰C.OPLS-DA S 图曰D.基于 200 次 OPLS-DA 模型的置换检验图袁
MUA 为 UA 中剂量组尧Control 为对照组遥
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癌细胞周期发生异常会导致细胞快速增殖袁因
此袁调控癌细胞周期进程对其增殖具有重要意义[17]遥
本研究结果表明袁UA 能阻断 H1975 细胞于G0/G1

期袁使其在 DNA 准备复制阶段受到抑制袁而抑制细

胞增殖遥 有研究表明袁UA 作用于 NSCLC A549 细胞

可诱导细胞周期阻滞在 G0/G1期[18]遥 细胞凋亡是一

表 1 血清差异代谢物

Table 1 Differential serum metabolites

注院与对照组比较袁野尹冶表示 UA 中剂量组差异代谢物上调袁野引冶表示 UA 中剂量组差异代谢物下调遥

序号

1
2
3
4
5

6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

代谢物

维生素 D3

阿糖肌苷

甲基马来酸

黄嘌呤核苷

5S,15S-二羟基-6E,8Z,10Z,13E-
二十碳四烯酸

前列腺素 F2琢
D-泛酸钙渊维生素 B5冤

肾上腺酸

4-羟基苯甲醇

N-乙酰-L-酪氨酸

3-脲基丙酸

高-酌-亚麻酸

9,12-十八碳二烯酸

顺 6,9,12,15-十八碳四烯酸

N-苯乙酰基-L-谷氨酰胺

氧化三甲胺

23-脱甲脱氧胆酸

三碘甲状腺原氨酸

左旋甲状腺素

甲硫基丙醇

DL-1-氨基-2-丙醇

乙酰基组胺

分子式

C27H44O
C10H12N4O5

C5H6O4

C10H12N4O6

C20H32O4

C20H34O5

C18H34N2O10

C22H36O2

C7H8O2

C11H13NO4

C4H8N2O3

C20H34O2

C18H28O2

C18H28O2

C13H16N2O4

C3H9NO
C23H38O4

C15H12I3NO4

C15H11I4NO4

C4H10OS
C3H9NO
C7H11N3O

所属代谢通路

类固醇生物合成

嘌呤代谢

嘌呤代谢

嘌呤代谢

不饱和脂肪酸的生物合成

不饱和脂肪酸的生物合成

泛酸和辅酶 A 生物合成

酪氨酸代谢

酪氨酸代谢

酪氨酸代谢

嘧啶代谢

亚油酸代谢

亚油酸代谢

亚油酸代谢

茁-丙氨酸代谢

不饱和脂肪酸的生物合成

类固醇生物合成

类固醇生物合成

类固醇生物合成

甲硫氨酸代谢

苏氨酸代谢

组氨酸代谢

VIP
1.29
1.66
1.83
1.06
1.42

1.13
1.01
1.72
1.68
1.89
1.59
1.95
1.86
1.66
1.38
2.07
1.74
2.21
2.21
1.78
2.07
2.00

Log2FC
1.08
1.30
1.39
1.06
1.05

1.10
1.09
1.61

-1.52
-1.04
-1.02
-1.12
-1.27
-1.09
-1.21
-1.82
-2.64
-1.35
-1.54
-1.08
-1.82
-1.77

UA 中剂量组 vs 对照组

尹
尹
尹
尹
尹

尹
尹
尹
引
引
引
引
引
引
引
引
引
引
引
引
引
引

图 7 血清差异代谢物分析

Fig.7 Analysis of differential serum metabolites
注院A.火山图曰B.KEGG 富集图遥 图 A 中灰色点表示差异代谢物不显著袁绿色点表示差异代谢物显著下调渊VIP逸1袁FC臆0.5冤袁红
色点表示差异代谢物显著上调渊VIP逸1袁FC逸2冤遥
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种程序性死亡袁其能有效清除受损细胞袁在癌症治疗

中发挥重要作用[19]遥Bcl-2 家族通过高度调控抗凋亡

蛋白 Bcl-2 和促凋亡蛋白 Bax 之间的平衡袁影响细胞

凋亡的进程[20]遥 Cleaved-Caspase-3 是 Caspase-3 的

活性形式袁也存在于凋亡细胞中遥 本研究结果显示袁
UA 可显著上调 Bax 和 Cleaved-Caspase-3 蛋白水

平袁下调 Bcl-2 蛋白水平袁促进细胞凋亡遥 MMPs 与

肿瘤的生长发育密切相关袁MMP-2 和 MMP-9 是肿

瘤转移过程中重要的蛋白酶袁而 TIMPs 抑制 MMP-2
和 MMP-9 的活性[21]遥 本研究结果显示袁UA 可显著

下调 MMP-2 和 MMP-9 的表达袁上调 TIMP-2 的表

达袁阻止 H1975 细胞迁移遥 综上所述袁本研究结果表

明UA 可以抑制 H1975 细胞的增殖尧迁移并促进细

胞凋亡遥体内研究结果显示袁UA 对 H1975 细胞移植

瘤裸鼠肿瘤生长有抑制作用袁表明其能抑制荷瘤动

物肿瘤生长遥
肿瘤代谢过程中袁代谢物水平反映代谢酶活性袁

干预其活性或途径可能抑制肿瘤进展[22]遥 据报道袁UA
在含有原型辅酶域生成系统的人肝微粒体孵育液中

发生代谢袁且 UA 能够抑制人肝微粒体中的 CYP450
同工酶袁而 CYP450 可能参与 UA 在机体内的代谢

过程[23]遥 在 NSCLC 异种移植模型中 UA 的血清代谢

组学研究尚未见报道遥 在本研究中袁UA 改变了

H1975 荷瘤裸鼠的内源性代谢物遥 对照组氧化三甲

胺水平上调袁该内源代谢物上调可诱发心血管疾病尧
代谢综合征和癌症[24]遥 高水平的氧化三甲胺促进炎

症发生袁能形成或产生 N-亚硝基化合物和超氧化

物袁导致和诱发癌症的发生[25-27]遥 氧化三甲胺的升高

图 8 差异代谢通路分析

Fig.8 Differential metabolic pathway analysis
注院1.酪氨酸代谢曰2.亚油酸代谢曰3.不饱和脂肪酸的生物合成曰
4.琢-亚麻酸代谢曰5.泛酸和辅酶 A 生物合成曰6.茁-丙氨酸代

谢曰7.嘧啶代谢曰8.类固醇生物合成曰9.嘌呤代谢遥

图 9 代谢通路网络图

Fig.9 Metabolic pathway network
注院与对照组比较袁UA 中剂量组处理后袁红色标记代谢物呈上调袁绿色标记代谢物呈下调遥
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被认为是肿瘤组织增殖的标志[28]遥 B 族维生素和维

生素 D 可降低氧化三甲胺的水平[29]遥 在本研究中袁
UA 干预后袁NSCLC 裸鼠体内维生素 D 含量升高袁氧
化三甲胺含量降低遥

5S,15S-二羟基-6E,8Z,10Z,13E-二十碳四烯酸

可以抑制花生四烯酸衍生的 5-脂氧合酶代谢物的

合成袁进而减少双高-酌-亚麻酸代谢产生的花生四

烯酸促炎产物[30]遥 在本研究中袁UA 处理后 5S袁15S-
二羟基-6E袁8Z袁10Z袁13E-二十碳四烯酸上调遥目前袁
蛋白酪氨酸激酶是抗肿瘤靶向药物研发中最理想的

野靶点冶袁50%以上的原癌基因和癌基因产物为酪氨

酸激酶袁其与肿瘤的侵袭尧转移尧新生血管生成以及

化疗耐药性密切相关[31]遥 酪氨酸激酶的异常表达会

打乱细胞增殖的规则袁导致肿瘤发生[32]遥 据报道袁对
羟基苯甲醇可抑制蘑菇酪氨酸酶活性袁当对羟基苯

甲醇与该酶结合时袁酶的构象发生改变袁活性降低[33]遥
在本研究中袁UA 处理后对羟基苯甲醇和 L-酪氨酸

减少遥 对差异代谢物通路进行分析发现袁UA 治疗

NSCLC 的机制可能与亚油酸代谢尧酪氨酸代谢和不

饱和脂肪酸生物合成三条代谢通路有关遥
综上所述袁UA 可明显抑制 NSCLC 细胞系H1975

细胞在体外的增殖和迁移袁促进其凋亡袁同时还能抑

制 H1975 细胞在体内的生长遥 本研究首次探究了

UA 对 H1975 细胞移植瘤裸鼠血清差异代谢物的影

响袁发现其抗肿瘤作用可能与不饱和脂肪酸生物

合成尧亚油酸代谢和酪氨酸代谢有关遥 本研究可为

UA 治疗 NSCLC 的应用提供实验依据遥
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