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摘　 要　 目的　 探讨木犀草素调控非小细胞肺癌上皮￣间质转化(ＥＭＴ)的分子机制ꎮ 方法　 首先借助分子对接技

术研究木犀草素可能的作用靶点ꎬ再通过流式细胞检测技术验证对接的结果ꎮ 结果　 分子对接结果表明木犀草素与整

合素家族具有很好的对接作用ꎬ其中与整合素 αＩＩｂβ３ 在对接过程中能量最低ꎬ为－１５.１１ꎻ流式细胞检测结果显示ꎬ木犀

草素可以下调低氧所诱导的整合素表达ꎮ 结论　 木犀草素可以抑制整合素的表达ꎬ据此推测木犀草素可以通过整合素

来调控 ＥＭＴꎬ为中医药防治肿瘤转移提供新的思路ꎮ
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　 　 木犀草素(ｌｕｔｅｏｌｉｎ) 属于黄酮类植物化学物ꎬ其化

学名为:３'ꎬ４'ꎬ５ꎬ７￣四羟黄酮(Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６ꎬＣＡＳ４９１￣７０￣
３)ꎬ其结构见图 １ꎮ 木犀草素主要存在夏枯草、白花蛇

舌草、石见穿、石上柏、鱼腥草、败酱草、半枝莲、金银

花、菊花、荆芥等中药ꎮ 研究表明其具有抗菌、抗炎、保
护心血管、解痉、祛痰、抑制酶活性、免疫调节、抗氧化、
抗辐射、改善帕金森病、利尿、利胆、抗纤维化等药理作

用[１￣５]ꎮ 近年来ꎬ木犀草素在抗肿瘤方面的作用引起关

注ꎮ 研究发现木犀草素能干预细胞生长周期ꎬ抑制肿
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瘤细胞增殖[５￣６]ꎻ可抑制 ＤＮＡ 拓扑异构酶ꎬ增敏肿瘤坏

死因子(ＴＮＦ￣α)和 Ｔｒａｉｌ 诱导的多种肿瘤细胞凋亡[７]ꎻ
能增强 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ 对 ＥＧＦ 信号通路的调控[８]ꎻ抑制血管

生成、抑制前列腺癌 ＰＣ３ 细胞的侵袭转移[９￣１０]ꎮ

图 １　 木犀草素的化学结构　
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上皮间质转化 ( ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬ
ＥＭＴ)的发生是多种细胞因子生长因子共同作用的结

􀅰０２􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３７ Ｎｏ􀆰 １ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１８



果ꎮ 大量的信号通过细胞膜表面受体将信号转导入细

胞内ꎬ因此而造成肿瘤细胞 ＥＭＴ 相关蛋白的表达发生

改变ꎮ 肿瘤细胞一旦由上皮形态的细胞转化为间质化

形态ꎬ肿瘤的增殖能力和侵袭转移能力将显著增

强[１１￣１２]ꎮ 研究表明ꎬ木犀草素能有效地干预肿瘤的侵

袭转移ꎬ抑制肿瘤的恶性进程ꎬ与它在 ＥＭＴ 中的干预

作用有关ꎬ但其中的分子机制尚不明确ꎮ
分子对接(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ)技术是近年来发展

迅速的计算机辅助药物设计的一项新兴技术ꎮ 其通过

配体与受体相互作用的“锁￣钥匙”原理ꎬ模拟小分子配

体与受体生物大分子之间的潜在作用[１３]ꎮ 通过计算

模拟ꎬ可以有效预测药物与其靶点的结合模式和亲和

力ꎬ从而进行药物的虚拟筛选[１４]ꎮ 为了探寻木犀草素

对 ＥＭＴ 的作用靶点ꎬ笔者采用分子对接技术ꎬ对 ＥＭＴ
过程中的重要分子蛋白及靶点进行了模拟筛选ꎬ并对

筛选后的结果进行实验验证ꎮ
１　 材料与方法　
１.１　 实验细胞 　 Ｈ１９７５、Ａ５４９ 人非小细胞肺癌细胞

株ꎬ购自中国科学院上海细胞库ꎮ
１.２ 　 试剂 　 ＲＰＭＩ１６４０ (加拿大维森特公司ꎬ批号:
３５０００００６)ꎻ胎牛血清(加拿大维森特公司ꎬ批号:０８６￣
１１０)ꎻ木犀草素ꎬ含量 ９８％ꎬ购自西安和霖生物工程有

限公司ꎻ兔抗人 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 抗体和山羊抗兔二抗

购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎮ
１.３　 木犀草素三维结构分子的准备 　 木犀草素的结

构来 源 于 ＮＣＢＩ 网 站 ( ＰｕｂＣｈｅｍ Ｃｏｍｐｏｕｎｄꎬ ＣＩＤ:
５２８０８０５)ꎬ在 ＰｕｂＭｅｄ 网站上下载后缀名为 ｓｄｆ 的木犀

草素文件ꎬ然后使用 ＵＣＳＦ Ｃｈｉｍｅｒａ 分子图形软件制备

分子(Ｐｒｅｐｐｉｎｇ Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ)ꎬ将木犀草素的平面结构转

化为三维结构ꎬ对其结构进行加极性氢 ( ｅｓｓｅｎｔｉａｌ
ｈｙｄｒｏｇｅｎ)、加电子、合并非极性氢原子、计算 Ｇａｓｔｅｉｇｅｒ￣
Ｈｔｉｅｋｅｌ 电荷等常规处理ꎬ最后使用 ＭＭ２ 算法对木犀

草素的三维结构进行能量最小化优化(迭代次数１ ０００
次ꎬ最小的均方根 ＲＭＳ 梯度为 ０.１０ ｎｍ)ꎮ 将能量最优

化的即最稳定的木犀草素结构转化生成 ＰＤＢ 格式文

件ꎬ以备使用ꎮ 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ(ＡＤＴ)软件定义木

犀草素分子的柔性部分(可旋转键)ꎬ以 ＰＤＢＱＴ 格式

存储ꎬ己备 Ａｕｔｏｇｒｉｄ 使用ꎮ
１.４　 对接参数的设置　 使用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ 软件ꎬ应用拉马

克(ＬＧＡ)遗传算法ꎬ将局部能量搜索与遗传算法相结

合ꎬ以半经验势函数作为能量打分函数ꎬ搜索小分子构

象和位置ꎮ 对接选用的受体格点盒子大小为２.２５ ｎｍ×
２.２５ ｎｍ×２.２５ ｎｍ (６０ 点×６０ 点×６０ 点)ꎬ格点间距为

０.３７５ ｎｍꎬ格点盒子中心位于各个蛋白活性位点的中

心ꎮ 为了提高底物分子在对接过程中的柔性ꎬ使每次

计算更为充分ꎬ从而得到更精确的结果ꎬ采用了较大的

运算参数ꎬ将该算法中的种群数 ｇａ＿ｐｏｐ＿ｓｉｚｅ (此命令

是设置种群中个体的数目ꎬ每个个体都是由基因型和

相关的表型组成的复合体)从默认值 １００ 增大为 １５０ꎬ
能量评估的最大值 ｇａ＿ｎ μＭ＿ｅｖａｌｓ (此命令设置在遗

传算法计算过程中能量评定的最大次数)由默认值

２ ５００ ０００增大为１０ ０００ ０００ꎬ运算循环数从默认值 １０
增大为 １００ꎬ 其余参数使用默认值ꎮ 对接计算在

３.７５ ｎｍ×３.７５ ｎｍ×３.７５ ｎｍ 的矩形框中进行ꎮ
１.５　 对接受体的获取 　 参照文献[１５￣１６]ꎬ从专业数

据库获取蛋白质结构ꎮ 蛋白质数据库 ＲＣＳＢ 的 ＰＤＢ
数据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｒｃｓｂ.ｏｒｇ / ｐｄｂ / ｈｏｍｅ / ｈｏｍｅ.ｄｏ)是一

个专业收集包括蛋白质和核酸在内的生物大分子三级

结构的数据库ꎬ 于 １９７１ 年由美国的布鲁克海文

(Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ)国家实验室创建ꎮ 这些是构成包括细

菌、酵母、植物、苍蝇、其他动物以及人类在内的生命体

的基本分子ꎮ 因参与肿瘤 ＥＭＴ 过程的几大蛋白的三

维晶体结构信息均可在蛋白质数据库 ＲＣＳＢ 的 ＰＤＢ
数据库中(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｒｃｓｂ.ｏｒｇ / ｐｄｂ / ｈｏｍｅ / ｈｏｍｅ.ｄｏ)上
获得ꎮ 从 ＢＩＤＤ(Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ｄｅｓｉｇｎ ｇｒｏｕｐ)
治疗性靶标数据库(Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ Ｔａｒｇｅｔ Ｄａｔａｂａｓｅ)中收

集对接受体(调控 ＥＭＴ 的关键蛋白)ꎬ包括现有常见

药物靶标ꎬ结合调控 ＥＭＴ 的几大因子ꎬ在 ＰＤＢ 数据库

搜索晶体结构ꎬ选出共 ２０ 个靶标ꎬ其 ＰＤＢ 代码见表 １ꎮ
对接前将配体从蛋白———配体复合物中去除后ꎬ得到

各个目的蛋白的空间结构及活性口袋空间位点ꎮ 通过

用户图形界面 ＡＤＴ１. ５. ４ 版本软件中 Ｓｅｌｅｃｔ 功能下

Ｓｅｌｅｃｔ ｆｒｏｍ ｓｔｒｉｎｇ 将各个膜蛋白三维结构文件去掉水

分子ꎻ同理用 Ｓｅｌｅｃｔ 功能下 Ｓｅｌｅｃｔ ｆｒｏｍ ｓｔｒｉｎｇ 窗口中

Ｒｅｓｉｄｕｅ 键入 ＡＲＧ８ꎬ判定对这些膜蛋白中是否含有柔

性残基白ꎻ用 Ｅｄｉｔ 功能下 Ｈｙｄｒｏｇｅｎｓ 进行加氢、合并非

极性的氢ꎬ计算 Ｇａｓｔｅｉｇｅｒ￣Ｈｕｅｋｅｌ 电荷ꎮ 最后以 ＰＤＢ
格式存储ꎬ进行格式转化成 ＰＤＢＱＴꎬ以备 Ａｕｔｏｇｒｉｄ 使

用ꎮ
１.６　 细胞培养　 取对数生长期的 Ａ５４９、Ｈ１９７５ 细胞ꎬ
磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)洗涤 ２ 次ꎬ加入 ０.２５％胰蛋白酶

(含 ０.０２％乙二胺四乙酸)２ ｍＬꎬ３７ ℃消化 ５ ｍｉｎꎮ 倒

置显微镜下观察细胞分散情况ꎬ防止消化过度ꎮ 加入

小牛血清 ０.１ ｍＬ 终止消化ꎬ吹散细胞并转移至 １０ ｍＬ
离心管中ꎬ１ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 ５ ｍｉｎꎬ用新鲜培养液

２ ｍＬ混悬ꎬ取少量进行细胞计数ꎬ并调整细胞浓度至

１×１０６􀅰Ｌ－１ꎬ接种于培养皿中ꎬ待细胞生长至 ７０％ ~
８０％融合ꎬ除空白组外ꎬ实验组中加入木犀草素(分子
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表 １　 蛋白 ＰＤＢ 号、活性口袋等相关参数　
Ｔａｂ.１　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ＰＤＢ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｃｔｉｖｅ ｐｏｃｋｅｔｓ　

目的蛋白质 ＰＤＢ Ｘ Ｙ Ｚ 长度 参考文献(第一作者、杂志名、年份)
ＴＧＦ￣ｂｅｔａＲ ２Ｘ７Ｏ １６.９５６ －４.８２ ２.５１２ ３４２ ＲＯＴＨ ＧＪ.Ｊ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍꎬ２０１０
ＥＧＦＲ ３ＩＫＡ ９８.２７ １４.０８ ２３.６８ ３３１ ＺＨＯＵ Ｗ.Ｎａｔｕｒｅꎬ２００９
ＶＥＧＦＲ ２ＸＩＲ －９.２３６ ６８.５９８ ４４.３５９ ３１６ ＩＹＥＲ ＳＪ .Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ２０１０
ＨＧＦＲ ２ＵＺＸ ４６.８７６ －３４.９８３ １３０.８４ ２８９ ＮＩＥＭＡＮＮ ＨＨ.Ｃｅｌｌꎬ２００７
Ｃ￣Ｍｅｔ ３Ｒ７Ｏ ９０.３８ １００.７９ －４５.７８４ ３０７ ＲＩＣＫＥＲＴ ＫＷ.Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ２０１１
ＰＤＧＦＲ １ＧＱ４ －８９.２.５６ ９２.１４３ ５.６７１ ９０ ＫＡＲＴＨＩＫＥＹＡＮ Ｓ.Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ２００２
Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ２ＱＶＦ ４９.３４１ －１９.３４ ９４.４３ ２１３ ＨＡＵＳＳＩＮＧＥＲ Ｄ.ＥＭＢＯ Ｊꎬ２００８
Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ １ＮＣＩ ２４.５７ ５６.７８４ １００.３５ １１０ ＳＨＡＰＩＲＯ Ｌ.Ｎａｔｕｒｅꎬ１９９５
ｂｅｔａ￣ｃａｔｅｎｉｎ ３ＳＬＡ ５６.４９８ －１５５.３７ ２４.４６ １６８ ＥＶＲＡＲＤ￣ＴＯＤＥＳＣＨＩ Ｎ.Ｊ Ｃｈｅｍ Ｉｎｆ Ｍｏｄｅｌꎬ２００８
ＩＧＦＲ ２ＺＭ３ １５９.４０ ３５.７６ ９８.３５８ ３０８ ＥＰＡ ＶＣ.Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｎｇ Ｄｅｓ Ｓｅｌꎬ２００６
Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＶβ３ １ＪＶ２ ２３９.０３ １.６７６ －５６.１４０ １６４９ ＸＩＯＮＧ ＪＰ.Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２００１
Ｉｎｔｅｇｒｉｎ α６β１ １ＡＯＸ ９８.０１３ －６９.３９６ －６４.１３ １０７８ ＥＭＳＬＥＹ Ｊ.Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ１９９７
Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ ３ＦＣＳ －４３.６５４ １５４.９３ －１５.６７ １６４９ ＺＨＵ Ｊ.Ｍｏｌ Ｃｅｌｌꎬ２００８
Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＶβ６ ３Ｆ７Ｑ ９０.２５６ －４.２５４ －６７.３５６ ８９６ ＤＥ ＰＥＲＥＤＡ ＪＭ.ＥＭＢＯ Ｊꎬ２００９
Ｉｎｔｅｇｒｉｎ α１β１ １ＣＫ４ ３５.５７４ ６.０９４ －５７.８３５ １９８ ＮＯＬＴＥ Ｍ.ＦＥＢＳ Ｌｅｔｔꎬ１９９９
Ｔｗｉｓｔ １ＡＯ５ １２.６７３ －４５.６７０ １１１.５６ ２３７ ＴＩＭＭ ＤＥ.Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｃｉꎬ１９９７
Ｓｎａｉｌ １Ｙ６２ －２５.２６８ －１７８.６３ ９.３５２ １６０ ＵＴＳＩＮＴＯＮＧ Ｍ.Ｊ Ｂｉｏｍｏｌ Ｓｃｒｅｅｎꎬ２００９
Ｓｌｕｇ ４ＭＢＡ ７９.３６ －６７.３５０ ５６.３９４ １４７ ＢＯＬＯＧＮＥＳＩ Ｍ.Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ１９８９
Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ ２ＱＵＯ １００.４３ －３.６７３ ８９.６４ １２６ ＶＡＮ ＩＴＡＬＬＩＥ ＣＭ.Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ２００８
Ｖａｌｅｎｔｉｎｅ １ＰＶＬ ６７.３８６ －９０.２５２ ６.３２７ ３０１ ＰＥＤＥＬＡＣＱ ＪＤ.Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ１９９９
Ｗｎｔ ４ＦＯＡ －１７.９５４ １１.３９３ －１３.７４１ ３１６ ＫＡＫＵＧＡＷＡ Ｓ.Ｎａｔｕｒｅꎬ２０１５

量为 ２８６.２３ꎬ为浅黄色粉末ꎬ稍溶于水ꎬ易溶于乙醇、苯、
乙醚 等 有 机 溶 剂 ) 终 浓 度 分 别 为 ０ꎬ ５ꎬ １０ꎬ １５ꎬ
２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ低氧培养条件为 ５％ 氧气、５％二氧化碳、
９０％氮气ꎬ培养 ２４ ｈꎮ 将木犀草素溶于二甲亚砜

(ＤＭＳＯ)中ꎬ配制成 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１木犀草素母液ꎬ经孔径

０.２ μｍ 滤器滤过ꎬ按每管 ５００ μＬ 分装ꎬ－２０ ℃存储ꎮ
１.７　 流式细胞检测　 用 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１乙二胺四乙酸收

集不同浓度(５ꎬ１０ꎬ１５ꎬ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)木犀草素处理的人

Ａ５４９、Ｈ１９７５ 细胞和未经处理的正常对照组细胞ꎬ用羊

血清在 ４ ℃下封闭 １０ ｍｉｎꎮ 所有细胞经 ＰＢＳ 漂洗 １ 次

后ꎬ分别使用抗 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 单克隆抗体４ ℃ 处理

３０ ｍｉｎꎬ然后用 ＰＢＳ 漂洗 ２ 次ꎮ 细胞用标记了藻红蛋白

的二抗 ４ ℃处理 ２０ ｍｉｎꎬ再用 ＰＢＳ 漂洗 ２ 次ꎮ 用 ＰＢＳ 重

悬液 ０.５ ｍＬ 上流式细胞仪进行分析ꎬ测定处理组和正常

对照组细胞表面 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 的表达情况ꎮ
２　 结果　
２.１　 木犀草素的作用靶点　 分子对接结果显示木犀草

素的作用靶点为 Ｉｎｔｅｇｒｉｎꎮ 在 ＰｕｄＭｅｄ 下查询出目的蛋

白的标准 Ｍｅｓｈ 词汇ꎬ在 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ 数据库中搜

索目的蛋白的晶体结构ꎬ其 ＰＤＢ 代码、参数信息见表 １ꎮ
虚拟对接过程中ꎬＡｕｔｏｄｏｃｋ 软件将木犀草素的 １０

个不同空间构象分别于目的受体 /蛋白在活性口袋进

行计算机拟合ꎬ之后软件给予木犀草素与蛋白结合评

分ꎬ其对接示意图见图 ２ꎬ计算机虚拟对接情况见表 ２ꎮ
对接结果显示ꎬ木犀草素与 ＰＤＧＦＲ 等调控 ＥＭＴ

蛋白的对接能量为正值ꎬ提示木犀草素与这些蛋白的

作用相比较与能量为负值的蛋白可能不是主要因素ꎮ
对接能量为负值的结果中发现与 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ 等膜蛋白比

较ꎬ木犀草素对 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 的对接能量

较低ꎬ这也提示木犀草素对 ＥＭＴ 的作用可能不是直接

与 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 或 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 结合而发挥的ꎮ
进一步的分析发现ꎬ与 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ 的对接能量值比

较ꎬ木犀草素对 ＥＭＴ 调控的几个转录因子如 Ｔｗｉｓｔ、
Ｓｎａｉｌ 等对接的能量值亦较低ꎬ提示木犀草素对 ＥＭＴ 调

控可能不是通过 ｂｉｎｄｉｎｇ 这几个转录因子产生的ꎮ 表 ２
显示ꎬ木犀草素与 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 在对接过程中能量

最低ꎬ因此选取木犀草素 １０ 个构象中结合自由能最低

的构象用来做进一步的分析ꎮ Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 与木犀

草素的相互作用见图 ３ꎮ
图 ３ 中 ｍｕ 代表木犀草素(蓝色棍棒模型)ꎬ红色

部分为木犀草素与 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 结合部分ꎬ绿色部

分表示木犀草素与 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 的结合键(氢键)ꎮ
Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｓｉｔｅ 为 ＡＳＰ３５９、 ＴＨＲ３６４、 ＨＩＳ３５８、 ＰＲＯ３２７、
ＩＬＥ３６５、ＡＲＧ３５８ꎬ两氢键 Ｄｉｓｔａｎｃｅ 分别为 ２.２０６ꎬ２.０８１ꎬ
氢键能量分别为－０.１２ꎬ －１.７１ꎮ 从分子模拟的结构图

预测了木犀草素与 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 可能存在的结合位

􀅰２２􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３７ Ｎｏ􀆰 １ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１８



图 ２　 木犀草素与目的蛋白结合示意图　
Ｆｉｇ.２　 Ｄｏｃｋｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ　

表 ２　 木犀草素与目的蛋白虚拟结合能量及结合参数　
Ｔａｂ.２　 Ｖｉｒｔｕａｌｌｙ ｉｎｔｅｒｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｎｅｒｇｙ ａｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ　

目的蛋白质 ＰＤＢ 对接能量 ｋＩ / (ｎｍｏｌ􀅰Ｌ－１) 分子间能量 内部能量 扭转能量 未对接扩展能量

Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ ３ＦＣＳ －１５.１１ ８０.４８ －７.７９ －２.３０ ２.９８ －２.３０
Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＶβ６ ３Ｆ７Ｑ －１４.０８ １０６.６５ －５.４９ －１.５０ ２.０９ －１.５０
Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＶβ３ １ＪＶ２ －１３.０８ １８７.６７ －３.７６ －１.４９ ２.１２ －１.５９
Ｉｎｔｅｇｒｉｎ α６β１ １ＡＯＸ －１２.９８ ２０７.５６ －２.９９ －２.１９ ３.０３ －２.６９
Ｉｎｔｅｇｒｉｎ α１β１ １ＣＫ４ －１１.３４ ２０９.８９ －２.５８ －０.２８ １.７９ －０.２８
Ｖａｌｅｎｔｉｎｅ １ＰＶＬ －８.３２ １９９.３７ －２.９５ －１.３２ ３.０１ －１.３９
ｂｅｔａ￣ｃａｔｅｎｉｎ ３ＳＬＡ －７.２４ ９９.８７ －１.５６ －０.２４ －１.４５ ０.４４
ＩＧＦＲ ２ＺＭ３ －５.７８ １０４.８３ －３.６９ －３.９１ －２.４８ １.５６
ＴＧＦ￣ｂｅｔａＲ ２Ｘ７Ｏ －５.６３ ８７.４６ －１１.１２ －０.４８ １.４９ －０.４８
ＨＧＦＲ ２ＵＺＸ －３.５５ １００.７９ －９.５５ ０.００ ０.００ ０.００
Ｃ￣Ｍｅｔ ３Ｒ７Ｏ －１.５６ １００.８３ －２.６７ －０.８９ ３.７ －２.９３
Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ ２ＱＵＯ －１.４６ ２００.４３ －０.３３ －３.０７ １.２９ －３.０７
Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ １ＮＣＩ －０.９８ １３９.５６ －３.７ －１.３９ ０.００ －２.７８
Ｓｌｕｇ ４ＭＢＡ －０.５９ １３４.７８ －４.５９ －５.１０ ０.２９ －２.５０
Ｔｗｉｓｔ １ＡＯ５ －０.３４ １９４.６８ －４.５１ －１.８７ ０.１３ －６.１８
ＶＥＧＦＲ ２ＸＩＲ １.１４ ２００.０２ －１０.３３ －０.３７ １.１９ －０.３７
Ｗｎｔ ４ＦＯＡ ２.３７ １８３.３５ －８.４８ －０.９２ １.２３ －３.６２
Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ２ＱＶＦ ４.６７ １１０.５６ －３.１２ －２.５９ １.０３ －１.９３
ＥＧＦＲ ３ＩＫＡ ８.６８ ４３５.１５ －８.６８ ０.００ ０.００ ０.００
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图 ３　 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 和木犀草素的相互作用　
Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ ａｎｄ ｌｕｔｅｏｌｉｎ　

点ꎬ因此 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 可能是其调控 ＥＭＴ 作用的靶

点ꎮ

２.２　 流式细胞检测木犀草素对 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ 表达的影响　
见图 ４ꎮ 图 ４Ｂ 与图 ４Ａ 比较显示ꎬ低氧诱导可以升高

Ａ５４９ 细胞表面的 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 表达ꎮ 图 Ｃ ~ Ｆ 分别

为在低氧的条件下ꎬ采用木犀草素终浓度为 ５ꎬ１０ꎬ１５ꎬ
２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１孵育后 Ａ５４９ 细胞表面 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 的

表达情况ꎮ 流式细胞结果图显示ꎬ木犀草素对于低氧

诱导的 Ａ５４９ 细胞表面 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 表达的增加具有

抑制作用ꎬ并且这种对于 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 表达的下调呈

现出剂量依赖性ꎮ
图 ５Ｂ 与图 ５Ａ 相比的流式细胞结果显示低氧诱导

可以升高 Ｈ１９７５ 细胞表面的 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 表达ꎮ 图

５ 的 Ｃ~Ｆ 分别为在低氧的条件下ꎬ采用木犀草素终浓

度为 ５ꎬ１０ꎬ１５ꎬ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 孵育后 Ｈ１９７５ 细胞表面

Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 的表达情况ꎮ 流式细胞结果图显示ꎬ木
犀草素对于低氧诱导的 Ｈ１９７５ 细胞表面 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ
αＩＩｂβ３ 表达的增加具有抑制作用ꎬ并且这种对于

Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 表达的下调呈现出剂量依赖性ꎮ
３　 讨论　

低氧微环境在 ＥＭＴ 发生过程中发挥着重要作

用[１７￣１８]ꎮ 研究表明低氧可以诱导细胞分泌多种细胞生

长

　 　 Ａ.正常对照组ꎻＢ.低氧组ꎻＣ.５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１木犀草素组ꎻＤ.１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１木犀草素组ꎻＥ.１５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１木犀草素组ꎻＦ.２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

木犀草素组

图 ４　 流式细胞术检测木犀草素对 Ａ５４９ 细胞 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 表达的调控作用　
Ａ.ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ. ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐꎻＣ.５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｇｒｏｕｐꎻＤ.１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｇｒｏｕｐꎻＥ. １５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｌｕｔｅｏｌｉｎ

ｇｒｏｕｐꎻＦ.２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｇｒｏｕｐ
Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　

􀅰４２􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３７ Ｎｏ􀆰 １ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１８



　 　 Ａ.正常对照组ꎻＢ.低氧组ꎻＣ.５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１木犀草素组ꎻＤ.１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１木犀草素组ꎻＥ.１５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１木犀草素组ꎻＦ.２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

木犀草素组

图 ５　 流式细胞术检测木犀草素对 Ｈ１９７５ 细胞 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ 表达的调控作用　
Ａ.ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ. ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐꎻＣ.５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｇｒｏｕｐꎻＤ.１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｇｒｏｕｐꎻＥ. １５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｌｕｔｅｏｌｉｎ

ｇｒｏｕｐꎻＦ.２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｇｒｏｕｐ
Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩｂβ３ ｉｎ Ｈ１９７５ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　

因子如 ＴＧＦ￣β、 ＦＧＦ、 ＶＥＧＦ 来刺激肿瘤的发生发

展[１９￣２１]ꎬ调节和改变所处微环境ꎬ微环境被激活ꎬ可使

肿瘤细胞进一步发生 ＥＭＴꎮ 细胞标志蛋白如 Ｅ￣
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达下调和 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达上调是

ＥＭＴ 发生的标志ꎬ这一变化与生长因子、信号通路、转
录因子以及微环境改变如低氧等多种因素有关ꎬ是肿

瘤微环境中多种细胞因子和信号通路相互作用的结

果ꎮ Ｉｎｔｅｇｒｉｎ 是肿瘤细胞表面重要的黏附分子ꎬ同时也

介导了胞外信号向胞内转导的过程ꎬ这些细胞因子与

Ｉｎｔｅｇｒｉｎ 结合后触发细胞内信号级联反应ꎬ促使细胞发

生 ＥＭＴꎮ
本实验用分子对接技术预测了木犀草素和 ＥＭＴ 相

关的一些蛋白的对接情况ꎬ结果显示木犀草素可以很好

地与 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ 发生对接ꎮ 流式细胞检测的结果提示ꎬ木
犀草素可以和细胞表面的 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ 特异性结合ꎬ从而减

少了 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ 的表达ꎬ实验结果证实了分子对接的假设ꎮ
肿瘤的侵袭和转移过程可以由多种信号通路和相

关的侵袭转移蛋白所调控ꎬ并且木犀草素作为小分子

中药单体ꎬ可能存在着多个靶点ꎮ 仅利用分子对接的

结果ꎬ尚无法说明 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ 是木犀草素干预的唯一靶

点ꎮ 是否在肿瘤细胞内还存在其他的药物靶点尚不明

确ꎮ 但不可否认的是分子对接技术作为计算机辅助模

拟药物及靶点设计具有极大的利用价值ꎮ 通过分子对

接找到药物的可能作用靶点进而通过实验进行验证ꎬ
为实验提供了正确性和可行性ꎬ可以为中药分子的机

制研究提供新的思路ꎮ
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２０１８ 年«医药导报»各期药物专栏要目

　 　 　 　 第 １ 期 　 抗感染药物专栏　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ２ 期 　 心脑血管疾病用药专栏

　 　 第 ３ 期 　 呼吸系统疾病和结核病用药专栏 第 ４ 期 　 中药与天然药物专栏

　 　 第 ５ 期 　 非小细胞肺癌药物治疗专栏 第 ６ 期 　 纳米药物专栏

　 　 第 ７ 期 　 神经系统疾病用药专栏 第 ８ 期 　 风湿和免疫系统疾病用药专栏

　 　 第 ９ 期 　 儿科疾病用药专栏 第 １０ 期　 精神和心理疾病用药专栏

　 　 第 １１ 期　 糖尿病及代谢性疾病用药专栏 第 １２ 期　 皮肤病和性病用药专栏

若投专栏稿件ꎬ请至少在该期出版前 ８ 个月将稿件通过«医药导报»杂志官方网站(ｗｗｗ.ｙｙｄｂｚｚ.ｃｏｍ 或 ｗｗｗ.
ｙｙｄｂ.ｃｎ)在线投稿系统投稿ꎬ以便及时送审和处理稿件ꎮ 谢谢!
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