竹节香附素A对人结肠癌细胞HCT-116增殖、凋亡、迁移及侵袭活性的影响
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摘要：目的  研究竹节香附素A (Raddeanin A，RA) 对人结肠癌细胞HCT-116增殖、凋亡、迁移及侵袭的活性影响，并初步探讨其作用机制。方法  采用不同浓度的RA（0.125~50 μmol·L-1）处理 HCT-116细胞24，48 h，四甲基偶氮唑蓝(MTT)法检测细胞的增殖能力。RA(1.0，2.0，4.0 μmol·L-1)干预后，采用Annexin V/PI双染法检测细胞凋亡率；JC-1染色法检测线粒体膜电位变化；DCFH-DA法检测细胞内活性氧簇（ROS）水平；采用Western Blot法检测细胞中Cleaved caspase-3蛋白表达。选择低于凋亡浓度的RA （0.25，0.5，1.0 μmol·L-1）作用HCT-116细胞，采用细胞划痕实验和Transwell穿膜实验观察不同浓度RA 对结肠癌细胞HCT-116细胞迁移的影响；采用铺有matrigel胶的Transwell实验检测RA对HCT-116细胞侵袭能力的影响；采用RT-PCR法和Western Blot法检测RA作用后各组细胞中MMP-2、MMP-9基因及蛋白表达。结果  RA干预24，48 h后的IC50值分别为5.967 μmol·L-1和4.797 μmol·L-1，且呈现浓度与时间依赖性。与空白对照组比较，RA 1.0，2.0，4.0 μmol·L-1浓度组凋亡、坏死的HCT-116细胞明显增多（P < 0.05，P < 0.01）；线粒体膜电位坍塌率分别为70.2%，74.4%和91.6%，差异有统计学意义（P < 0.01）；细胞内ROS含量显著增加（P < 0.01），且呈现浓度依赖性；Cleaved caspase-3蛋白的表达水平随RA浓度的增加而显著提高（P < 0.01）。RA干预后与空白对照组比较，0.5，1.0 μmol·L-1浓度组的细胞愈合率显著降低（P < 0.01）；RA 0.25，0.5，1.0 μmol·L-1浓度组均能显著抑制HCT-116 细胞的迁徙能力（P < 0.01），均能显著抑制HCT-116 细胞体外侵袭能力（P < 0.05，P < 0.01）。与空白对照组比较，RA 0.5，1.0 μmol·L-1浓度组MMP-2、MMP-9 mRNA相对表达水平显著降低（P < 0.05，P < 0.01）；RA  0.5，1.0 μmol·L-1浓度组MMP-2、MMP-9 蛋白相对表达水平显著降低（P <  0.01）。结论  RA既能够有效抑制人结肠癌HCT-116细胞增殖，又能诱导该细胞的凋亡，可能与诱导细胞内ROS产生，导致线粒体膜电位坍塌，激活caspase信号通路有关。低于凋亡浓度的RA （0.25，0.5，1.0 μmol·L-1）能明显抑制HCT-116细胞的迁移与侵袭活性，可能与通过下调HCT-116细胞MMP-2、MMP-9 mRNA及蛋白表达有关。
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The Effects of Raddeanin A on activity of proliferation, apoptosis, migration and invasion of human carcinoma colon cell line HCT-116
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Abstract：Objective   To investigate roles of RA on activity of proliferation, apoptosis, migration and invasion of human carcinoma colon HCT-116 cells and its mechanism to migration and invasion. Methods   HCT-116 cells were treated with RA at concentration range of 0.125 to 50 µM for 24 h and 48 h respectively. Cell proliferation was assessed by MTT (Methyl Thiazolyl Tetrazolium) assay. The rate of HCT-116 cells apoptosis tested by V-FITC/Pi was calculated. Meanwhile, the level of electric potential of mitochondrion was detected by JC-1 and the level of ROS (reactive oxygen species) in HCT-116 cell was assessed by DCFH-DA. Western Blot was carried out to analyses the expression of Cleaved-caspase-3. Furthermore, cell migration at different concentrations of RA (0.25, 0.5, 1.0 µM) on HCT-116 cells was assayed by the scratch wound healing and Transwell chamber assay. And Matrigel cell invasion assay was used to detect the effect of RA on the invasion of HCT-116 cells, Real-time quantitative PCR and Western blotting were used to detect the mRNA and protein expressions of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) in the cells respectively. Results    IC50 numerical value was 5.967 µM and 4.797 µM after cells were treated with RA for 24 h and 48 h, which showed dose and time-dependent manner. Compared with the control, number of apoptosis and necrosis HCT-116 cells were significantly increased (P < 0.05，P < 0.01) in RA (1.0，2.0，4.0 μM) groups, and the collapse level of mitochondrial membrane potential was 70.2%, 74.4% and 91.6%. The difference is statistically significant (P < 0.01). Meanwhile, the level of intracellular ROS and the expression of Cleaved caspase-3 were significantly increased (P < 0.01) in a dose-dependent manner. Compared with the control, cells wound healing were significantly decreased after treating with RA (0.5, 1.0 μM ) (P < 0.01), and we observed that RA (0.25, 0.5, 1.0 μM) significantly suppressed the migration (P < 0.01) and invasion (P < 0.05，P < 0.01) activity of HCT-116 cells. What’s more, the expression of MMP-2, MMP-9 mRNA and protein were also significantly down-regulated compared with control. Conclusion   Our data demonstrated that RA might induce to generation of ROS causing mitochondrial membrane potential collapsed and active caspase apoptosis signaling pathway to lead to inhibit the HCT-116 cells proliferation and induce apoptosis. Meanwhile, RA (0.25, 0.5, 1.0 μM) below apoptosis concentration can significantly inhibit cells migration and invasion activities, which might be related with down-regulating expression of MMP-2, MMP-9 mRNA and protein.
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结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，近年来结肠癌的发病率和病死率呈逐年上升的趋势[1]。结肠癌细胞具有迁移和侵袭的特点，容易发生转移，是传统化疗药物治疗失败的主要原因之一。
竹节香附素A（Raddeanin A，RA）为毛莨科银莲花属植物多被银莲花（别名: 两头尖，补充拉丁名？Anemone raddeana Regel）的主要活性成分，其具有很好的抗癌作用[2]，对多种恶性肿瘤，尤其对消化道肿瘤有明显的抑制作用[3-4]。研究[5]显示，RA能通过激活P38 MAPK通路，抑制mTOR通路，促进胃癌细胞SGC-7901的凋亡。本课题组前期报道[6]的大鼠体内药动学研究结果显示，RA口服给药后的体循环暴露量极低，口服生物利用度小于1%，但在结肠部位有较高的药物浓度暴露。提示RA如果开发作为一种新的抗结肠癌药物，具有靶组织浓度高，全身毒副反应低的潜在优势，但其对结肠癌细胞的作用及其相关机制尚不清楚。
本研究以体外培养的人结肠癌细胞HCT-116为对象，观察RA对HCT-116细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭活性的影响，并探讨其迁移及转移可能的作用机制，有助于评价RA用于临床结肠癌治疗的可能性，为其进一步的开发提供理论基础和依据。
1 材料与方法
1.1 细胞株    人结肠癌细胞HCT-116购自美国典型培养物保藏中心（ATCC细胞库）。
1.2药品及试剂    RA（纯度98%），上海源叶生物科技有限公司，批号：20160208。胎牛血清，杭州四季青公司，批号：FSS500；DMEM培养基，美国Gibco公司，批号：1776550；四甲基偶氮唑蓝（MTT，批号：M-2128）、二甲基亚砜（DMSO，批号：WXBB8079V），均购自美国Sigma公司； Annexin V-FITC/PI双染试剂盒（批号：20160119）、JC-1线粒体膜电位检测试剂盒（批号：KG-A601），均购自江苏凯基生物技术股份有限公司； Transwell，美国Costar公司，批号：01212004；RNA 提取试剂盒（Takara），宝生物工程(大连)有限公司，批号：AKA4101；逆转录试剂盒（5X All-In-One RT MasterMix，批号：IL8154）、荧光定量RCR 试剂盒（EvaGreen 2X qPCR Master Mix-iCycler，批号：795339C），均购于加拿大Abm公司；Caspase-3、MMP-2、MMP-9、GAPDH一抗及二抗，美国Cell Signaling Technology 公司。
1.3主要仪器    Multiskan MK3 型酶联免疫检测仪，美国Thermo公司；CFX96 Touch型 Real-Time PCR仪、MINI-4小型垂直电泳仪，美国伯乐公司；Accuri C6型流式细胞仪，美国BD公司；TS2R型浮雕反差倒置荧光显微镜、TS100 型倒置显微镜，日本尼康公司。
1.4 MTT法检测细胞存活率    取对数生长期的HCT-116细胞，以每孔100 μL体积(细胞数为5 000)接种于96孔板中，待细胞贴壁后且细胞量约为70%~80% 时，分别用终浓度为0，0.125，0.25，0.50，1.25，2.0，5.0，10.0，20.0，50.0 μmol·L-1含有RA的培养基(2%胎牛血清)干预结肠癌细胞HCT-116。待培养24 h和48 h后，采用MTT法检测细胞的存活率。 适当简要描述MTT法检测的主要步骤。即：加入5 g/L的MTT继续孵育4 h，随后弃掉培养基，加入DMSO，室温振荡，使结晶物充分溶解，酶标仪上在492 nm 处测定吸光值。
1.5 Annexin V/PI双染法检测细胞凋亡率    将HCT-116细胞接种于6孔板中培养24 h后，给予不同剂量的RA(1.0，2.0，4.0 μmol·L-1)干预24 h，同时设立空白对照组；用不含EDTA的胰酶收集各实验组的细胞(1 000 r·min-1离心10 min)，用PBS洗涤细胞2次，随后加入500 μL的Binding Buffer重悬细胞，加入5 μL Annexin V-FITC混匀后，再加入PI染液，室温混合后避光反应15 min；最后采用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.6 JC-1染色法检测线粒体膜电位变化   将HCT-116细胞接种于6孔板中培养24 h后，给予不同剂量的RA(1.0，2.0，4.0 μmol·L-1)干预24 h，同时设立空白对照组；用不含EDTA的胰酶收集各实验组的细胞（1 000 r·min-1离心10 min），用500 μL配制好的JC-1工作液将细胞悬浮后，置于37 ℃、5% CO2的饱和湿度培养箱条件下孵育15 min，室温离心收集细胞(2 000 r·min-1，5 min)，用1×Incubation Buffer洗2次；最后采用流式细胞仪检测线粒体膜电位的变化。

1.7 DCFH-DA法检测细胞内活性氧簇（ROS）水平    将HCT-116细胞接种于24孔板中培养24 h后，给予不同剂量的RA(1.0，2.0，4.0 μmol·L-1)干预3 h，同时设立空白对照组；弃去培养基，加入500 μL含有DCFH-DA荧光染料的无血清培养基，在CO2培养箱中避光孵育30 min；吸去荧光染料，用4℃预冷的PBS洗3次，加入500 μL 4%多聚甲醛溶液固定30 min，PBS清洗3次；最后在荧光显微镜下观察绿色荧光的强弱。

1.8 细胞划痕实验    在12孔细胞培养板的每个孔中放入Culture-insert插件，取对数生长期的HCT-116细胞（1×105·mL-1）接种于12孔板中，培养24 h至细胞基本融合；取出插件，PBS溶液清洗2次后, 给予不同剂量的RA (0.25, 0.5, 1.0 μmol·L-1)，空白对照组加入不含RA的培养基（0.1% DMSO）；药物干预细胞24 h后，PBS溶液清洗2次，分别用倒置相差显微镜观察，每个视野内随机选择3个区域；用Image Pro Plus 软件计算各组细胞迁移距离；并计算细胞的愈合率=（给药前距离－给药后距离）实验组/（给药前距离－给药后距离）对照组×100%。

1.9 Transwell 细胞穿膜实验    取对数生长期HCT-116细胞，0.25%胰蛋白酶消化，用无血清培养液重悬，细胞计数；将Transwell小室置于24孔板中，小室上层加入200 μL含有不同浓度竹节香附素A(0.25，0.5，1.0 μmol·L-1)的细胞悬液，每孔接种5×104个细胞；空白对照组加入等量不含有RA培养基的细胞悬液；Transwell小室下层加入600 μL含10％胎牛血清的正常培养液。放置于37℃的CO2培养箱培养24 h，吸弃上下层培养液，PBS溶液清洗3次；每孔加入1 mL 4%多聚甲醛固定30 min，PBS溶液清洗3次；加入1 mL的Giemsa染液30 min，PBS溶液清洗3次，用棉签将Transwell小室上层细胞拭去；将Transwell小室膜剪下，中性树胶封闭于载玻片上；倒置显微镜下随机选择3个×200视野，计算穿膜细胞数。

1.10 Transwell小室侵袭实验    用无血清预冷的DMEM培养液按照1∶8的比例稀释Matrigel胶；取稀释后的Matrigel胶，均匀平铺于Transwell小室的聚碳酸酯微孔膜上，制备成人工基底膜(每孔50 μL)；将铺好胶的小室置于24孔培养板中，37 ℃孵育4 h使其成凝胶状。然后按照1.9项实验方法进行细胞侵袭能力检测。
1.11 RT-PCR法检测MMP-2、MMP-9 mRNA表达    取对数生长期细胞，以每孔2 mL体积(细胞数为2×105)接种于6孔；用含有不同浓度的RA(0.25，0.5，1.0 μmol·L-1)培养基干预细胞，同时设立空白对照组。待培养24 h后，弃去培养基，PBS清洗2次，每孔加入1 mL TRIzol，按照试剂盒说明提取总RNA，紫外分光光度计定量并计算D260/280比值。采用逆转录试剂盒，25℃水浴10 min，42℃水浴15 min,85℃水浴5 min进行逆转录，合成cDNA，以GAPDH为内参，使用美国Bio-rad公司CFX96 Touch荧光定量PCR分析仪进行PCR反应，引物序列见表1。扩增结束后，通过熔解曲线, 鉴定产物的特异性。采用2–ΔΔCt法比较内参计算各组MMP-2、MMP-9 mRNA的相对表达量。适当简要描述反应条件。
表1 引物序列
Table 1 Primers sequence of RT-PCR
	基因
	引物序列
	产物长度/bp

	MMP-2
	F：5’-TGATCTTGACCAGAATACCATCGA-3’
	? 90

	
	R：5’-GGCTTGCGAGGGAAGAAGTT-3’
	

	MMP-9
	F：5’-CCTGGAGACCTGAGAACCAATC-3
	? 79

	
	R：5’-CCACCCGAGTGTAACCATAGC-3’
	

	GAPDH
	F：5’-TTGTGACAAAGTGGACATTGTTG-3’
	? 171

	
	R：5’-TCTCGCTCCTGGAAGATGGTGAT-3’
	


1.12 Western Blot法检测Cleaved caspase-3、MMP-2、MMP-9的蛋白表达    取对数生长期细胞，以2×105·mL-1细胞浓度均匀接种于6孔，培养24 h后，每个孔中加入2 ml含有不同浓度的RA(测定Cleaved caspase-3蛋白时为1.0，2.0，4.0 μmol·L-1，干预12h；测定MMP-2、MMP-9蛋白时为0.25，0.5，1.0 μmol·L-1，干预24h)的培养基干预细胞，空白对照组加入不含RA的培养基(0.1%DMSO)。药物作用后，弃去培养基，收集各组细胞，采用总蛋白分离提取试剂盒提取各组细胞总蛋白，经BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白含量。按照每孔30 μg蛋白量上样进行SDS-PAGE电泳。电泳条件：10%的SDS-PAGE凝胶，80V运行25 min，随后120V运行65 min，最后将胶上分离的蛋白转印到PVDF膜上，用含5%脱脂奶粉的PBS封闭2h后，采用相应的一抗4℃过夜孵育(一抗稀释比例为1∶1 000)，TBST洗膜4次，每次5 min；HRP标记的二抗(1∶1 000) 孵育2 h，TBST洗膜4次，每次5 min；采用ECL化学发光法显影。ChemiScope 3300 mini 化学发光成像系统采集图像；ClinxChemi图像软件进行灰度值分析，以GAPDH为内参对照，计算各个样本目的蛋白条带与GAPDH条带的灰度比值，作为目的蛋白的相对表达水平；实验重复3次。

1.13统计学处理方法    采用SPSS16.0统计软件进行数据分析，所有数据以均数±标准差（
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(s）表示；两组间比较采用t检验，多组间比较采用单因素方差分析（One-Way ANOVA）；以 P < 0.05 为差异有统计学意义。
2结果
2.1
RA对HCT-116细胞增殖、凋亡的影响    MTT实验结果见图1-A。RA对HCT-116细胞增殖有明显的抑制作用， RA干预24 h和48 h后的IC50值分别为5.967 μmol·L-1和4.797 μmol·L-1，且呈现浓度与时间依赖性。
    Annexin V-FITC/PI双染结果见图1-B、图1-C。随着RA浓度的提高，HCT-116细胞的凋亡现象呈梯度递增，RA浓度在1.0，2.0，4.0 μmol·L-1时，HCT-116细胞24 h的凋亡率分别为25.2%、33.7%、43.4%。与空白对照组比较，RA各浓度组凋亡、坏死的HCT-116细胞明显增多，差异有统计学意义（P < 0.05，P < 0.01）。
    综合上述结果表明，RA既能够有效抑制人结肠癌HCT-116细胞增殖，又能诱导该细胞的凋亡。
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           A. RA对HCT-116细胞增殖能力的影响            B. RA诱导HCT-116细胞凋亡情况（
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                             C. RA对HCT-116细胞不同凋亡时期凋亡率的影响
注：与control组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。图B比较的是HCT-116细胞早期凋亡、晚期凋亡以及坏死细胞之和。
图1  RA对HCT-116细胞增殖、凋亡的影响
Figure 1 Effects of of RA on HCT-116 cells proliferation and apoptosis 重新翻译
2.2
RA对HCT-116细胞内线粒体膜电位、ROS水平及Cleaved caspase-3蛋白表达的影响   JC-1染色法检测线粒体膜电位变化结果见图2-A。RA可以促进HCT-116细胞的线粒体膜电位坍塌，当用RA（1.0，2.0，4.0 μmol·L-1）作用24 h后，线粒体膜电位坍塌率分别为70.2%，74.4%和91.6%，与空白对照组比较，差异有统计学意义（P <??? 0.01）。说明RA能够有效的促进细胞的线粒体膜电位下降，且呈现浓度依赖性。既然这里说了有统计学的比较结果，但是图2-A却没有反映？补充有统计学结果的柱状图！
    ROS检测结果见图2-B。用不同浓度的RA(1.0，2.0，4.0 μmol·L-1)干预细胞3h，细胞内ROS含量显著增加，且呈现浓度依赖性，与空白对照组比较，差异有统计学意义（P < 0.01）。
    Cleaved caspase-3蛋白表达检测结果见图2-C。不同浓度RA( 0，1.0，2.0，4.0 μmol·L-1)干预HCT-116细胞12 h后，Cleaved caspase-3蛋白的表达水平随RA浓度的增加而显著提高，与空白对照组比较，差异有统计学意义（P <??? 0.01）。
    综合上述结果表明，RA能够有效增加HCT-116细胞内ROS的累积，导致线粒体膜电位坍塌，激活caspase信号通路促发细胞的凋亡。
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补充有统计学结果的柱状图
                                 A. RA对HCT-116细胞线粒体膜电位的影响（
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                       B. RA对HCT-116细胞内ROS水平的影响（
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补充有统计学结果的Cleaved caspase-3蛋白表达柱状图，方法中也说了有计算灰度比值。
                      C.RA对HCT-116细胞Cleaved caspase-3蛋白表达的影响（
[image: image12.wmf]s
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，n=?? n=3）
注：与control组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图2  RA对HCT-116细胞内线粒体膜电位、ROS水平及Cleaved caspase-3蛋白表达的影响
Figure 2 补充图题英文翻译 Figure2 Effects of RA on HCT-116 cells intracelluar mitochondrial membrane potential，ROS level and Cleaved caspase-3 protein expression
2.3
RA对HCT-116细胞迁移、侵袭能力的影响    细胞划痕实验结果见图3-A。RA能够明显抑制划痕愈合的速度，不同浓度的RA(0.25，0.5，1.0 μmol·L-1)干预24 h后，各给药组细胞愈合率分别为85.03%、53.23%、19.98%。与空白对照组比较，RA 0.5，1.0 μmol·L-1浓度组的细胞愈合率显著降低，差异有统计学意义（P < 0.01）。
    Transwell细胞穿膜实验结果见图3-B。空白对照组24 h 穿过transwell小室的HCT-116细胞为每视野(85.00±5.00) 个，而RA 0.25，0.5，1.0 μmol·L-1 3个浓度组穿过transwell小室的细胞数分别为每视野（53.25±4.75），(24.75±4.25)， (14.50±2.80) 个。与空白对照组比较，RA 各浓度组均能显著抑制HCT-116 细胞的迁徙能力，差异有统计学意义（P < 0.01）。
    Transwell小室侵袭实验结果见图3-C。空白对照组24 h细胞穿过transwell小室的HCT-116细胞为每视野(72.25±9.43) 个，而RA 0.25，0.5，1.0 μmol·L-1 3个浓度组穿过transwell小室的细胞数分别为每视野(53.75±9.71) ，（32.75±10.14），(22.50±10.63) 个。与空白对照组比较，RA各浓度组均能显著抑制HCT-116 细胞体外侵袭能力，差异有统计学意义（P < 0.05，P < 0.01）。

    综合上述结果表明，RA能明显抑制HCT-116细胞的迁移与侵袭活性，且呈浓度依赖性。
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A. RA对HCT-116细胞划痕愈合能力的影响（
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B. RA对HCT-116细胞transwell穿膜能力的影响（
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C. RA对HCT-116细胞侵袭能力的影响（
[image: image21.wmf]s
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注：与control组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图3 RA对HCT-116细胞迁移、侵袭能力的影响
Figure 3 Effects of RA on HCT-116 cells migration and invasion重新翻译
2.4
RA对HCT-116细胞MMP-2、MMP-9 mRNA及蛋白表达的影响    RT-PCR实验结果见图4A。RA在低于促发HCT-116细胞凋亡的浓度，即0.25，0.5，1.0 μmol·L-1均能够抑制HCT-116细胞中MMP-2、MMP-9 mRNA的表达。与空白对照组比较，RA 0.5，1.0 μmol·L-1浓度组MMP-2、MMP-9 mRNA相对表达水平显著降低，差异有统计学意义（P < 0.05，P < 0.01）。
    Western blot实验结果见图4-B。RA在低于促发HCT-116细胞凋亡的浓度，即0.25，0.5，1.0 μmol·L-1均能够抑制HCT-116细胞中MMP-2、MMP-9 蛋白的表达。与空白对照组比较，RA  0.5， 1.0 μmol·L-1浓度组MMP-2、MMP-9 蛋白相对表达水平显著降低，差异有统计学意义（P < 0.01）。
    综合上述结果表明，RA可能通过下调HCT-116细胞MMP-2、MMP-9 mRNA及蛋白表达来抑制细胞的迁移、迁徙及侵袭。
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A. RA对HCT-116细胞MMP-2、MMP-9 mRNA表达的影响（
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补充有统计学结果的MMP-2和MMP-9蛋白表达柱状图，方法中也说了有计算灰度比值。
B. RA对HCT-116细胞MMP-2、MMP-9 蛋白表达的影响（
[image: image26.wmf]s
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注：与control组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图4  RA对HCT-116细胞MMP-2、MMP-9 mRNA及蛋白表达的影响
Figure 4 Effects of RA on expression of mRNA and protein of MMP-2 and MMP-9
3讨论
结肠癌细胞的抗凋亡能力以及高转移一直以来是肿瘤患者生存期缩短，病死率高的主要原因[7]。目前常规化疗药物易导致脱发、骨髓抑制和耐药性等严重不良反应，降低了患者的依从性。同时大多数的化疗药物对于结肠癌的高转移缺乏敏感性，这也是导致结肠癌预后效果不佳及5年内存活率较低的重要原因。因此，开发一种高效、安全的抑制结肠癌细胞增殖和转移的药物，以提高结肠癌患者生存率成为目前迫切需要解决的问题。

RA是一种三萜类皂苷，从植物两头尖中提取的有效活性成分[8]。研究[3-4]显示，RA可以有效的抑制胃癌的增殖和转移，并对消化道肿瘤高度敏感，但将其应用于抑制结肠癌细胞的增殖及其转移治疗的研究未见报道。本实验以人结肠癌细胞HCT-116作为实验对象，通过体外培养并采用不同浓度的RA进行干预，观察其对HCT-116 细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭活性的影响。结果表明，RA能显著的抑制HCT-116细胞的增殖，诱导细胞凋亡且呈现剂量依赖性和时间依赖性。同时，低于诱导凋亡浓度的RA还能够显著的抑制HCT-116细胞划痕伤口愈合及Transwell细胞穿膜和侵袭的能力，提示RA具有在体外抑制结肠癌细胞的增殖和转移活性。
肿瘤的凋亡与多条通路有关，ROS作为细胞内的一种强化学介质, 具有广泛的酶激活作用, 能调节多种信号转导途径并参与黏液高分泌过程，从而引起caspase系列的凋亡反应级联放大，最终促进肿瘤细胞的凋亡。本研究结果显示，RA能够增加细胞内ROS的水平，导致线粒体膜电位坍塌，促进caspase-3蛋白的剪切，诱导结肠癌细胞HCT-116凋亡，且呈浓度依赖性。
肿瘤的转移涉及到多个复杂的过程，包括肿瘤细胞的迁移、侵袭、黏糊、增殖和血管的生成。目前研究认为，肿瘤细胞与基底膜的黏附和对基底膜的降解是肿瘤发生转移的前提和必要条件。文献[9]报道证实，肿瘤细胞对基质膜的降解与MMPs蛋白家族密切相关。MMPs 家族中MMP-2 和MMP-9是降解基底膜的主要成分Ⅳ型胶原的2个重要的蛋白亚型。研究[9-10]显示，结肠癌细胞中MMP-2和MMP-9高表达，其通过降解Ⅳ型胶原，降低基底膜的屏障作用，促进了肿瘤细胞的侵袭和转移。本研究结果显示，RA能够不同程度下调HCT-116细胞的MMP-2、MMP-9基因和蛋白表达，从而抑制MMP-2和MMP-9蛋白水解酶对基质膜的降解，抑制细胞的转移和侵袭。

综上所述，本研究证实RA在体外具有明显抑制人结肠癌细胞HCT-116细胞增殖及诱导其凋亡的作用。同时，低浓度RA还能够抑制人结肠癌细胞HCT-116细胞的迁移和侵袭活性，其机制可能与抑制MMP-2、MMP-9基因及蛋白的表达有关。但RA诱导HCT-116细胞的凋亡及调控MMP-2、MMP-9抑制肿瘤转移的分子机制仍需进一步深入研究。
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图2-A
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图2-C
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图4-B MMP-2
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图4-B MMP-9
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