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  摘 要:目的 通过动物实验分析准噶尔阿魏乙醇提取物(简称醇提物)的体内抗结肠癌活性,基于蛋白质

组学探讨准噶尔阿魏醇提物治疗结肠癌可能涉及的药理作用机制。方法 建立结肠癌CT26荷瘤小鼠模型,随
机分为正常对照组、模型组、顺铂组及准噶尔阿魏醇提物低、中、高剂量组,连续给药12

 

d,取材并计算各组抑瘤

率及脏器指数。取模型组和抑瘤率>40%的准噶尔阿魏醇提物剂量组小鼠肿瘤组织标本,利用串联质谱标记

(TMT)技术筛选准噶尔阿魏醇提物组与模型组间的差异蛋白,分析涉及的生物功能、关键作用靶标及信号通

路。结果 准噶尔阿魏醇提物高、中、低剂量组的抑瘤率分别为(63.82±4.01)%、(38.17±3.78)%、(36.25±
3.43)%,准噶尔阿魏醇提物高剂量组的抑瘤率明显高于准噶尔阿魏醇提物中、低剂量组(P<0.05)。与正常对

照组相比,顺铂组及准噶尔阿魏醇提物高、中、低剂量组小鼠的脾重、肾重及胸腺重均明显减小(P<0.05);准噶

尔阿魏醇提物高、中、低剂量组间小鼠的脾重、肾重及胸腺重比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。与正常对

照组相比,准噶尔阿魏醇提物高剂量组小鼠的脾指数、胸腺指数明显减小(P<0.05),肾指数差异无统计学意义

(P>0.05);与正常对照组相比,准噶尔阿魏醇提物中剂量组小鼠的脾指数、肾指数、胸腺指数均明显减小(P<
0.05);与正常对照组相比,准噶尔阿魏醇提物低剂量组小鼠的肾指数、胸腺指数明显减小(P<0.05),脾指数差

异无统计学意义(P>0.05);准噶尔阿魏醇提物高剂量组小鼠的肾指数明显高于准噶尔阿魏醇提物中、低剂量

组(P<0.05)。蛋白质组学筛选出642个差异蛋白,其中FN1、FLNC、HSPH1、HSP90AA1等蛋白排名在前

10;COG分析结果显示差异蛋白共参与了582个生物功能,主要涉及翻译后修饰及蛋白转运(15.8%)、信号转

导机制(15.1%)、转录(9.1%)等;KEGG富集分析显示差异蛋白参与的信号通路主要涉及PI3K-Akt信号通路、
细胞外基质-受体相互作用、癌症中的蛋白聚糖、补体和凝血级联反应、TNF信号通路、AMPK信号通路、甘氨酸丝

氨酸和苏氨酸代谢等。结论 动物实验显示准噶尔阿魏醇提物的抗结肠癌活性好,蛋白质组学分析揭示了准噶尔

阿魏治疗结肠癌可能的关键靶标及分子机制,FN1、FLNC、HSPH1、HSP90AA1等可能是其中的关键蛋白。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

in
 

vivo
 

anti-colon
 

cancer
 

activity
 

of
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

by
 

the
 

animal
 

experiment,and
 

to
 

explore
 

its
 

possibly
 

involved
 

pharmacological
 

mechanisms
 

in
 

treating
 

colon
 

cancer
 

based
 

on
 

proteomics.Methods The
 

mouse
 

model
 

of
 

colon
 

cancer
 

CT26
 

bearing
 

tumor
 

was
 

established,
randomly

 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

control
 

group,model
 

group,cisplatin
 

group
 

and
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

ex-
tract

 

low,medium
 

and
 

high
 

doses
 

groups.Continuous
 

medication
 

lasted
 

for
 

12
 

d,The
 

samples
 

were
 

taken,and
 

the
 

tumor
 

inhibition
 

rate
 

and
 

organ
 

index
 

were
 

calculated
 

in
 

each
 

group.The
 

mice
 

tumor
 

tissue
 

samples
 

were
 

taken
 

from
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

dose
 

groups
 

with
 

the
 

tumor
 

inhibition
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rate
 

>40%.The
 

tandem
 

mass
 

labeling
 

(TMT)
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

the
 

differential
 

proteins
 

be-
tween

 

the
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group,the
 

involved
 

biological
 

functions,key
 

ac-
tion

 

targets
 

and
 

signaling
 

pathways
 

were
 

analyzed.Results The
 

tumor
 

inhibition
 

rates
 

of
 

the
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

high,medium
 

and
 

low
 

dose
 

groups
 

were
 

(63.82±4.01)%,(38.17±3.78)%
 

and
 

(36.25±
3.43)%

 

respectively.The
 

tumor
 

inhibition
 

rate
 

of
 

the
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

high
 

dose
 

group
 

was
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

medium
 

and
 

low
 

dose
 

groups
 

(P<0.05).
Compared

 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,the
 

spleen
 

weight,kidney
 

weigh
 

and
 

thymus
 

weight
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

cisplatin
 

group
 

and
 

the
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

high,medium
 

and
 

low
 

dose
 

groups
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

spleen
 

weight,kidney
 

weight
 

and
 

thymus
 

weight
 

among
 

the
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

high,medium
 

and
 

low
 

dose
 

groups
 

(P>0.05).The
 

spleen
 

index
 

and
 

thymus
 

index
 

in
 

the
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

high
 

dose
 

group
 

was
 

significantly
 

de-
creased

 

(P<0.05),while
 

the
 

difference
 

in
 

kidney
 

index
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05);compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,the
 

spleen
 

index,kidney
 

index,and
 

thymus
 

index
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

medium
 

dose
 

group
 

were
 

significantly
 

decrease
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,the
 

kidney
 

index
 

and
 

thymus
 

index
 

the
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

low
 

dose
 

group
 

were
 

significant-
ly

 

decreased
 

(P<0.05),while
 

the
 

difference
 

in
 

the
 

spleen
 

index
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05);
the

 

renal
 

index
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

high
 

dose
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

medium
 

and
 

low
 

dose
 

groups
 

(P<0.05).Proteomic
 

screened
 

642
 

differential
 

proteins,in
 

which
 

FN1,FLNC,HSPH1,HSP90AA1
 

and
 

other
 

proteins
 

ranked
 

in
 

the
 

top
 

10;the
 

COG
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

differential
 

proteins
 

were
 

involved
 

in
 

582
 

biological
 

functions,mainly
 

invol-
ving

 

post-translational
 

modifications
 

and
 

protein
 

transport
 

(15.8%),signal
 

transduction
 

mechanisms
 

(15.1%),transcription
 

(9.1%),etc;the
 

KEGG
 

enrichment
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

signaling
 

pathways
 

in-
volved

 

in
 

differential
 

proteins
 

mainly
 

involve
 

PI3K-Akt
 

signaling
 

pathway,extracellular
 

matrix
 

receptor
 

inter-
action,proteoglycans

 

in
 

cancer,complement
 

and
 

coagulation
 

cascade
 

reactions,TNF
 

signaling
 

pathway,AMPK
 

signaling
 

pathway,glycine
 

serine
 

and
 

threonine
 

metabolism,etc.Conclusion The
 

animal
 

experiment
 

shows
 

that
 

the
 

anti-colon
 

cancer
 

activity
 

of
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

is
 

good.The
 

proteomic
 

analysis
 

reveals
 

the
 

possible
 

key
 

target
 

and
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

Junggar
 

Ferula
 

ethanol
 

extract
 

in
 

treating
 

colorectal
 

cancer.
FN1,FLNC,HSPH1

 

and
 

HSP90AA1
 

may
 

be
 

its
 

key
 

proteins.
Key

 

words:colon
 

cancer; proteomics; Junggar
 

Ferula; proliferation; tumour
 

inhibition
 

rate

  结直肠癌(CRC)是最常见的消化道恶性肿瘤之

一。据全球癌症统计报告(GLOBOCAN
 

2022)显示,
CRC位于全球发病谱第3位(9.6%)和死因谱第2位

(9.3%)[1]。在我国,CRC的发病率以12.2%居癌症

发病率第2位,病亡率以9.5%居癌症病亡率第5
位[2],且这个数据还将随着不良的饮食和生活习惯以

及人口老龄化的加剧而不断增长[3]。手术及放化疗

作为CRC的常见治疗手段,其临床受益有限,术后的

复发转移、诸多药物不良反应及越来越多的化疗耐

药,可能最终导致临床治疗失败[4]。中药具有多种有

效活性成分,可以多途径、多靶点、多通路作用于肿瘤

细胞,不但能杀伤肿瘤细胞,还有很好的化学保护作

用[5]。因此,积极寻找新的防治中药,探索CRC的发

病机制及治疗靶位,对于CRC的精准诊治具有十分

重要的意义。
阿魏是新疆特色珍贵中药材,素有“西域国珍”之

美称。近年来,阿魏独特的广谱抗肿瘤作用受到研究

者的广泛关注,其富含倍半萜、香豆素、黄酮类化合

物,这些物质已被证实具有良好的抑瘤作用[6],能通

过促进肿瘤细胞的自噬与凋亡,抑制肿瘤细胞增殖、
侵袭、迁移,抑制肿瘤血管生成等多种途径发挥抗肿

瘤的作用,并在多种癌症的实验模型中显示出良好的

抑瘤效果[7-11]。课题组在前期研究中[12-15],将新疆10
种阿魏(北屯阿魏、臭阿魏、多伞阿魏、荒地阿魏、全裂

叶阿魏、山地阿魏、托里阿魏、新疆阿魏、圆锥茎阿魏、
准噶尔阿魏)分别作用于结肠癌、宫颈癌及胃癌等多

种癌症模型,结果显示,准噶尔阿魏对结肠癌、宫颈癌

及胃癌均表现出了优秀的抗肿瘤作用,且对耐长春新

碱结肠癌细胞具有逆转耐药作用,药用价值高,具有

进一步研究及开发的价值。
蛋白质组学是研究细胞、组织、生物体的全部蛋

白及其活动规律的新兴交叉科学,对蛋白质进行整体

的定性、定量和动态鉴定,阐释其生物学功能,从蛋白

层面上获取有关于疾病发生过程的整体认知[16],目前

已成为攻克重大疾病及新药研发的技术手段之一。
肿瘤是具有高度异质性和动态演化的疾病,随着质谱

技术的发展,蛋白质组学为认识肿瘤病变机制以及发

现肿瘤生物标志物和治疗靶标等提供了重要技术手
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段[17]。近年来,蛋白质组学在推动CRC的精准诊治

方面取得了重要进展,旨在阐明CRC发生、发展分子

机制,寻找生物标记物以及新的药物靶点,为CRC的

早期发现、精准诊治及疗效评估提供了切实依据[18]。
本研究先通过动物实验明确准噶尔阿魏乙醇提

取物(简称醇提物)的药理学活性,再运用串联质谱标

记(TMT)技术筛选差异蛋白并分析其生物学信息,
从分子、组织、动物不同层面展开系统研究,多角度探

讨准噶尔阿魏治疗结肠癌的药理学活性及可能涉及

的作用机制,进一步探明准噶尔阿魏的药用价值,为
开发利用新疆特色药准噶尔阿魏奠定实验基础。
1 材料与方法

1.1 试药 准噶尔阿魏于2021年5月采集于新疆

塔城北山,经新疆医科大学附属中医医院李永和主任

中药师鉴定,符合《新疆植物志》中对准噶尔阿魏的

描述。
1.2 动物 SPF级Balb/c小鼠60只,雌雄各半,4
周龄,体质量(19±3)g,来源于新疆医科大学动物中

心[SCXK(新)2023-0003],饲养条件:室温20~25
 

℃、湿度40%~70%、12
 

h明暗交替照明、动物自由饮

水进食。研究人员通过实验动物伦理知识相关培训,
实验过程中严格遵守《实验动物管理条例》及“3R”原
则[19]。本研究获得新疆医科大学实验动物伦理委员

会批准(IAACUC-20230227-86)。
1.3 细胞 小鼠结肠癌CT26.WT细胞(中国医学

科学院基础医学研究所),实验使用3~5代细胞。
1.4 主要仪器与试剂 分析天平(德国strtorius公

司,型 号:BSA224S-CW);高 效 液 相 色 谱 仪 (美 国

Thermo公司,型号:nanoUPLC
 

EASYnLC1200);质
谱仪(美国 Thermo公司,型号:Q

 

Exactive
 

HFX)。
甲基噻唑四氮唑(MTT,美国

 

Sigma公司,规格:1
 

g,
批号:EZ3234D158);二甲基亚砜(DMSO,德国BioFrox
公司,规格:100

 

mL,批号:EZ7890A253);Matrigel基质

胶(美国Corning公司,规格:5
 

mL,批号:2307003);顺
铂注射液(云南植物药业有限公司,规格:2

 

mL∶10
 

mg,批号:20230201);4%多聚甲醛组织固定液(Bio-
sharp公司,规格:500

 

mL,批号:23067175);西域娜依葵

花籽油(新疆鸿盛锦粮油科技公司,规格:5
 

L)。
1.5 方法

1.5.1 动物实验

1.5.1.1 建模与分组 Balb/c小鼠适应性喂养7
 

d,
取小鼠结肠癌CT26.WT细胞,以生理盐水配置成浓

度为2×106
 

cells/mL的细胞混悬液,按每只0.2
 

mL
的剂量无菌接种于小鼠右侧腋部皮下。待Balb/c小

鼠建模成功后随机分为模型组、顺铂组和准噶尔阿魏

醇提物低、中、高剂量组,每组10只,另取10只健康

小鼠作为正常对照组。将食用油、水、吐温-80以8∶
4∶1的比例混合,与准噶尔阿魏醇提物稠浸膏配置成

含药乳剂,正常对照组和模型组小鼠分别给予相同比

例浓度的空白乳剂灌胃,1次/d;顺铂组给予顺铂5
 

mg/kg,腹腔注射,1次/3
 

d;阿魏根的临床用量为生

药10
 

g/d,本实验中按成人(60
 

kg)的用药量,参照

《药理实验方法学》[20]按人与小鼠的等效剂量系数计

算出实验小鼠的给药剂量为生药1.5
 

g/kg,即准噶尔

阿魏醇提物高剂量组,取2/3倍剂量即生药1.0
 

g/kg
为准噶尔阿魏醇提物中剂量组,取1/3倍剂量即生药

0.5
 

g/kg为准噶尔阿魏醇提物低剂量组,准噶尔阿魏

醇提物不同剂量组依照给药浓度灌胃,1次/d;接种瘤

株的次日开始给药,连续给药12
 

d,记录各组小鼠的

体质量与肿瘤生长情况。
1.5.1.2 取材 末次给药24

 

h后麻醉处死小鼠,迅
速剥离各组小鼠的肿瘤组织及脾脏、肾脏、胸腺,称重

并记录数据,计算每只小鼠的抑瘤率及脏器指数。将

肿瘤组织标记分组并迅速放入液氮中保存,为后期的

蛋白质组学分析备用。抑瘤率(%)=(模型组平均瘤

重-给药组平均瘤重)/模型组平均瘤重×100%。脏

器指数=脏器重/体质量×100%。
1.5.2 蛋白质组学分析

1.5.2.1 标本信息 从1.5.1.2中获得模型组小鼠

肿瘤组织标本5个(模型组),从准噶尔阿魏醇提物不

同剂量组中选取抑瘤率>40%的剂量组小鼠肿瘤组

织标本5个(准噶尔阿魏醇提物组)。
1.5.2.2 蛋白质提取和肽段降解 取适量小鼠肿瘤

组织标本,加入RIPA工作液,钢珠低温研磨加冰水

浴超声充分裂解样品,12
 

000
 

r/min,4
 

℃离心10
 

min
取上清液。蛋白定量后加入预冷的丙酮取沉淀,蛋白

重溶、还原、烷基化、酶解,按照Thermo公司TMT标

记试剂盒说明书进行标记,得到标记的多肽样品。
1.5.2.3 色谱分离及质谱分析 经nano-UPLC液

相系统EASY-nLC1200进行分离,用配备纳升离子

源的质谱仪Q
 

Exactive
 

HFX对分离后的标本进行质

谱分析。色谱分离采用100
 

μL
 

ID
 

×
 

15
 

cm反相色

谱柱。质谱使用数据依赖性采集模式,采取正离子检

测模式,总分析时长为90
 

min。
1.5.2.4 搜库分析 原始数据文件使用

 

Proteome
 

Discoverer软件(version
 

2.4.0.305)及内置的Se-
quest

 

HT搜索引擎进行差异蛋白筛选,将筛选出的

差异蛋白进行直系同源簇(COG)聚类分析、亚细胞定

位分析、KEGG富集分析、基因本体论(GO)分析。
  

1.6 统计学处理 使用SPSS
 

20.0软件对数据进行

分析。对数据进行正态性及方差齐性检验,呈正态分

布的计量资料以x±s表示,多组间比较采用单因素

方差分析,若方差不齐先进行对数转换后再进行方差

分析,多组间两两比较采用LSD-t检验,以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组小鼠体质量、瘤重及脏器重比较 模型组、
顺铂组、各给药组小鼠的精神状态均变差,小鼠出现
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食欲不振、体质量下降、不喜活动、萎靡不振、乏力嗜

睡,个别小鼠存在泄泻现象,其中顺铂组表现更为显

著,准噶尔阿魏醇提物不同剂量组小鼠随着用药剂量

的减少,所表现出的毒副症状随之减轻。
在体质量方面:与正常对照组相比,顺铂组与准

噶尔阿魏醇提物高、中剂量组小鼠的体质量均明显降

低(P<0.05);模型组与准噶尔阿魏醇提物低剂量组

小鼠体质量与正常对照组相比,差异均无统计学意义

(P>0.05);与准噶尔阿魏醇提物低剂量组相比,准噶

尔阿魏醇提物高剂量组小鼠的体质量明显降低(P<
0.05);准噶尔阿魏醇提物高、低剂量组小鼠的体质量

与准噶尔阿魏醇提物中剂量组相比,差异均无统计学

意义(P>0.05)。
在瘤重方面:与模型组相比,顺铂组与准噶尔阿

魏醇提物高剂量组小鼠 的 瘤 重 均 明 显 减 轻(P<
0.05);准噶尔阿魏醇提物中、低剂量组小鼠瘤重与模

型组相比,差异均无统计学意义(P>0.05);准噶尔阿

魏醇提物高剂量组的瘤重显著低于准噶尔阿魏醇提

物中、低剂量组(P<0.05);准噶尔阿魏醇提物中、低
剂量组间瘤重比较,差异无统计学意义(P>0.05)。

在脏器重方面:与正常对照组相比,顺铂组及准

噶尔阿魏醇提物高、中、低剂量组小鼠的脾重、肾重及

胸腺重均明显减小(P<0.05);准噶尔阿魏醇提物高、

中、低剂量组间小鼠的脾重、肾重及胸腺重比较,差异

均无统计学意义(P>0.05)。见表1。
2.2 各组小鼠抑瘤率及脏器指数比较 在抑瘤率方

面:准噶尔阿魏醇提物高、中、低剂量组的抑瘤率分别

为(63.82±4.01)%、(38.17±3.78)%、(36.25±
3.43)%。准噶尔阿魏醇提物高剂量组的抑瘤率显著

高于准噶尔阿魏醇提物中、低剂量组(P<0.05);准噶

尔阿魏醇提物中、低剂量组间抑瘤率比较,差异无统

计学意义(P>0.05)。准噶尔阿魏醇提物高剂量组的

抑瘤率>40%,故选择该组的肿瘤组织进行后续的蛋

白质组学分析。
在脏器指数方面:与正常对照组相比,准噶尔阿

魏醇提物高剂量组小鼠的脾指数、胸腺指数明显减小

(P<0.05),肾指数差异无统计学意义(P>0.05);与
正常对照组相比,准噶尔阿魏醇提物中剂量组小鼠的

脾指数、肾指数、胸腺指数均明显减小(P<0.05);与
正常对照组相比,准噶尔阿魏醇提物低剂量组小鼠的

肾指数、胸腺指数明显减小(P<0.05),脾指数差异无

统计学意义(P>0.05);准噶尔阿魏醇提物高剂量组

小鼠的肾指数显著高于准噶尔阿魏醇提物中、低剂量

组(P<0.05);准噶尔阿魏醇提物高、中、低剂量组间

小鼠的脾指数、胸腺指数比较,差异均无统计学意义

(P>0.05)。见表2。

表1  各组小鼠体质量、瘤重及脏器重比较(x±s)

组别 n 体质量(g) 瘤重(mg) 脾重(mg) 肾重(mg) 胸腺重(mg)

正常对照组 10 22.42±2.76 - 79.59±19.2 157.84±34.91 50.18±12.69

模型组 10 22.12±3.90 541.98±356.62 98.10±34.94 161.69±37.82 36.94±14.42

顺铂组 9 13.84±3.73①② 19.30±11.50② 26.18±7.73①② 93.08±36.53①② 8.20±2.00①②

准噶尔阿魏醇提物高剂量组 9 16.53±1.94①②④ 196.10±139.75②③④ 42.30±13.27①② 119.02±24.61①② 6.48±2.05①②

准噶尔阿魏醇提物中剂量组 10 18.11±1.56①② 335.13±143.03 37.73±9.65①② 107.69±24.32①② 10.48±3.14①②

准噶尔阿魏醇提物低剂量组 10 20.06±3.26 345.50±96.33 57.51±24.86①② 121.59±39.54①② 10.30±3.37①②

F 9.928 5.129 10.124 5.423 26.395

P <0.001 0.002 <0.001 0.001 <0.001

  注:与正常对照组比较,①P<0.05;与模型组比较,②P<0.05;与准噶尔阿魏醇提物中剂量组比较,③P<0.05;与准噶尔阿魏醇提物低剂量组

比较,④P<0.05;-表示无数据。

表2  各组小鼠抑瘤率及脏器指数比较(x±s)

组别 n 脾指数(mg/g) 肾指数(mg/g) 胸腺指数(mg/g) 抑瘤率(%)

正常对照组 10 3.58±0.79 6.97±0.7 2.25±0.54 -

模型组 10 4.60±1.13 7.29±0.97 1.66±0.51 -

顺铂组 9 1.83±0.44①② 6.62±1.05 0.50±0.18①② 96.44±2.12

准噶尔阿魏醇提物高剂量组 9 2.43±0.52①② 7.22±1.32③④ 0.42±0.16①② 63.82±4.01③④

准噶尔阿魏醇提物中剂量组 10 2.06±0.42①② 5.92±1.09①② 0.60±0.26①② 38.17±3.78

准噶尔阿魏醇提物低剂量组 10 2.75±0.89② 5.94±1.17①② 0.47±0.17①② 36.25±3.43

F 5.895 2.954 20.929 4.836

P <0.001 0.021 <0.001 0.008

  注:与正常对照组比较,①P<0.05;与模型组比较,②P<0.05;与准噶尔阿魏醇提物中剂量组比较,③P<0.05;与准噶尔阿魏醇提物低剂量组

比较,④P<0.05;-表示无数据。
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2.3 蛋白质组学分析结果

2.3.1 差异蛋白的鉴定与表达分析 共鉴定到

7
 

804个蛋白,以Fold
 

change≥1.2或Fold
 

change≤
0.83倍,P<0.05为条件筛选差异表达蛋白。与模型

组比较,准噶尔阿魏醇提物组共有642个差异蛋白,
其中上调蛋白166个、下调蛋白476个,结果以火山

图的形式展示(图1)。排名前10的差异表达蛋白见

表3。

图1  差异蛋白火山图

表3  差异表达蛋白TOP10(准噶尔阿魏醇

   提物组
 

vs.
 

模型组)

基因名称 蛋白 P
 

Fold
 

change

PLEC Q9QXS1 0.002
 

87 0.812
 

3

FLNC Q8VHX6 0.016
 

95 1.343
 

5

FN1 P11276 0.023
 

73 0.793
 

3

C3 P01027 0.033
 

05 1.535
 

3

FBN1 Q61554 0.009
 

03 1.563
 

9

MUG1 P28665 0.005
 

76 1.799
 

2

ACTA1 P68134 0.047
 

11 1.772
 

5

HSP90AA1 P07901 0.000
 

18 0.797
 

5

HSPH1 Q61699 0.001
 

13 0.790
 

0

IMMT Q8CAQ8 0.003
 

77 1.283
 

9

2.3.2 差异蛋白COG聚类分析 COG分析结果显

示:差异蛋白共参与了582个生物功能,主要涉及翻

译后 修 饰 及 蛋 白 转 运 (15.8%)、信 号 转 导 机 制

(15.1%)、转 录(9.1%)、细 胞 内 运 输 和 囊 泡 运 输

(6.2%)、细胞骨架(5.7%)翻译及核糖体结构与生物

发生(5.5%)、氨基酸的转运与代谢(4.5%)等。
2.3.3 差异蛋白亚细胞定位分析 通过亚细胞定位

分析能直观了解差异蛋白发挥功能的场所,结果显

示:共富集到642个位置信息,差异蛋白在各个细胞

器均 有 分 布,主 要 在 细 胞 质 (28.66%)、细 胞 核

(28.04%)、外泌体(24.30%)、质膜(6.54%)、线粒体

(4.21%)、内质网膜(2.96%)中。
2.3.4 差异蛋白 KEGG富集分析 将差异蛋白进

行KEGG富集分析(可视化前25条,见图2),结果显

示差异蛋白参与的信号通路主要涉及PI3K-Akt信号

通路、细胞外基质-受体相互作用、癌症中的蛋白聚糖、
补体和凝血级联反应、TNF信号通路、AMPK信号通

路、甘氨酸丝氨酸和苏氨酸代谢等。

图2  前25名KEGG富集分类气泡图

2.3.5 差异蛋白GO分析 将差异蛋白进行GO分

析,结果显示:差异蛋白共参与了1
 

497条生物过程,
主要涉及有机物代谢过程、细胞代谢过程、含氮化合

物代谢过程、对应激的响应、生物质量调控等;差异蛋

白共参与了231条分子功能,主要涉及蛋白质结合、
细胞外基质结构成分、结构分子活性、黏合物、结构分

子活性、催化活性等;差异蛋白共参与了207条细胞

组成,主要涉及细胞液、细胞质、蛋白复合体、细胞外

基质、细胞核等。

3 讨  论

  天然抗肿瘤药物的体内药效学研究通常通过动

物荷瘤模型实验,即将肿瘤细胞接种于动物体内进行

建模,评估建模成功后给予受试药物干预,以此来考

查药物对肿瘤的体内抑制效果。根据《抗肿瘤药物药

效学指导原则》中的要求,天然植物药物对肿瘤的抑

瘤率大于40%时,可初步判定该药物具有一定的抗肿

瘤作用,具有进一步的研究价值。通过体内研究发

现,对于结肠癌CT26荷瘤模型小鼠,准噶尔阿魏醇提

物高剂量组的抑瘤率为(63.82±4.01)%,符合指导

原则中抑瘤率>40%的要求,表明准噶尔阿魏醇提物

高剂量组有较好的体内抗结肠癌效果。
动物的脏器指数是评价受试药物对靶器官药理

及毒性作用的重要生物学指标,能在一定程度上反映

机体免疫功能的强弱[21]。化疗药物常会抑制机体的

免疫功能[22]。胸腺及脾脏是机体的免疫器官,本研究

结果显示,顺铂组及准噶尔阿魏醇提物高、中、低剂量

组小鼠的胸腺指数、脾指数均较模型组降低,故推测
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给药后出现了一定的免疫抑制现象,其原因有待进一

步研究。
肾脏是药物不良反应的主要靶器官,对外源性毒

物的损害非常敏感[23],因此通过研究肾重、肾指数的

变化可快速判断药物的毒理作用。本研究结果显示,
与模型组相比,顺铂组及准噶尔阿魏醇提物高、中、低
剂量组小鼠的肾重均出现下降,准噶尔阿魏醇提物

中、低剂量组小鼠的肾指数明显下降,提示准噶尔阿

魏醇提物中、低剂量组有导致肾功能损伤的风险,实
验结果与顺铂在临床使用中表现出的肾损伤不良反

应一致。但本实验中仅进行了肾指数的评估,评价指

标相对单一,还需结合胱抑素C、血肌酐等肾损伤敏

感指标以及肾脏标本病理切片进行综合评估。
蛋白质组学的发展极大推动了包括CRC在内的

各种肿瘤的病变机制、早期发现和临床精准诊治的研

究。本研究基于蛋白质组学鉴定出一些关键差异蛋

白,主要包括FN1、FLNC、HSPH1及 HSP90AA1,这
些蛋白与CRC的恶性进程紧密相关。细胞外基质是

肿瘤微环境的重要部分,作为细胞直接生存的内环

境,与CRC的发生、发展密切相关。FN1是一种大分

子糖蛋白,是构成细胞外基质的主要成分,参与各种

细胞的黏附、迁移和运动[24]。有研究显示,FN1是一

种促癌基因,在胃癌及结直肠癌中出现高表达[25]。贾

蓉等[26]研究发现SLC16A8通过上调FN1的表达促

进CRC细胞增殖、迁移和血管生成。XIE等[27]的研

究显示,IRE1α通过抑制FN1的表达发挥抗结肠癌细

胞的转移潜力。本研究结果与上述报道一致,与模型

组相比较,准噶尔阿魏醇提物组小鼠肿瘤组织中的

FN1表达下调,KEGG结果提示差异蛋白参与了细胞

外基质-受体相互作用,故推测准噶尔阿魏可能通过下

调FN1的表达抑制细胞外基质间的异常转化从而发

挥抗结肠癌的作用。FLNC是细丝蛋白家族中的一

员,在细胞外基质中起重要作用,可促进癌细胞的迁

移和侵袭。严成[28]的研究发现,敲低FLNC可以靶

向抑制GTP-Rac1活性进而抑制结肠癌EMT改变并

抑制癌细胞增殖、侵袭和迁移,敲低ZBTB4后下调

FLNC的表达,可抑制裸鼠皮下种植瘤的生长和增

殖。HSPH1编码热休克蛋白70蛋白家族的成员,它
与 HSP90AA1共同隶属热休克蛋白家族,是一种细

胞在应激条件下诱导表达的分子伴侣。已有研究表

明,HSP90α不仅与肿瘤细胞的生存、增殖和迁移有

关,还参与了肿瘤微环境的调控,其高表达与多种癌

症类型的不良预后显著相关[29]。有研究报道,HSP90
小分子靶向抑制剂SNX2112能过下调 HSP90相关

信号蛋白STAT3/AKT,调节磷酸化水平,发挥抑制

CRC细胞迁移及促进细胞凋亡的作用[30]。这与本研

究的蛋白质组学分析结果一致,故推测准噶尔阿魏也

有类似的作用。这些蛋白与抑制肿瘤细胞增殖和转

移、促进凋亡相关,提示其可能参与准噶尔阿魏治疗

结肠癌的生物过程,但其具体机制需进一步研究。
本研究结合CT26荷瘤小鼠模型,利用TMT标

记定量技术,基于蛋白质谱检测平台进行蛋白质组学

数据分析。综合分析结果显示:差异蛋白可能在细胞

质、细胞 核、外 泌 体 等 细 胞 器 内,作 用 于 关 键 蛋 白

FN1、FLNC、HSPH1、HSP90AA1,参与通过调控细

胞内信号转导、抑制细胞外基质间的异常转化、调节

氨基酸代谢等,发挥抗结肠癌的药理学作用。
综上所述,动物实验显示准噶尔阿魏醇提物有较

好的抗结肠癌活性。此外,本研究通过蛋白质组学和

生物信息学技术,初步探讨了准噶尔阿魏治疗结肠癌

可能的关键靶标及分子机制,为结肠癌的治疗提供新

的切入点,为新疆特色中药准噶尔阿魏的开发和利用

提供新的思路。
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