
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.cn

Chin J Cancer Biother, Mar. 2023, Vol. 30, No.3

∙基础研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2023.03.003

橙花叔醇通过Wnt-β-catenin通路调控黑色素瘤细胞的恶性生物学行为

刘曌，王建澍，薛金旭，朱彦奇，李晶（甘肃省肿瘤医院 骨与软组织肿瘤二科，甘肃 兰州 730050）

[摘 要] 目的：探讨橙花叔醇通过 Wnt-β-catenin通路抑制黑色素瘤 A-375 和 WM-115细胞恶性生物学行为的分子机制。

方法: 体外培养黑色素瘤细胞A-375和WM-115，用不同浓度的橙花叔醇处理，采用SRB法和克隆形成实验、FCM术、Transwell

实验和细胞划痕实验、DCFH-DA染色法、qPCR和WB法分别检测橙花叔醇对A-375和WM-115细胞的增殖能力、细胞周期和凋

亡、迁移能力、活性氧（ROS）水平和Wnt-β-catenin通路及其下游相关基因和相关蛋白表达的影响。利用ULCAN和GEPIA2数据

库分析黑色素瘤中Wnt-β-catenin通路的激活与患者预后的关系。结果：与对照组比较，橙花叔醇处理组A-375和WM-115细

胞的增殖能力受明显抑制（均P<0.01）、细胞周期阻滞于 G2/M 期（P<0.05 或 P<0.01）、细胞凋亡率增加（均P<0.01）、迁移能

力降低（P<0.05或P<0.01）、ROS水平升高（均P<0.01）、Wnt-β-catenin通路被抑制而其下游基因和蛋白表达明显上调（均P<0.01）。

数据库数据分析显示，WNT1基因高表达患者OS低于低表达患者（P<0.01）。结论：橙花叔醇通过上调A-375和WM-115细胞中

ROS水平影响Wnt-β-catenin通路，从而抑制其恶性生物学行为；Wnt-β-catenin通路可能是黑色素瘤治疗的潜在靶点。
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Nerolidol inhibits malignant biological behaviors of melanoma cells by regulating
the Wnt-β-catenin pathway

LIU Zhao, WANG Jianshu, XUE Jinxu, ZHU Yanqi, LI Jing (Second Department of Bone and Soft Tissue Oncology, Gansu Provincial

Cancer Hospital, Lanzhou 730050, Gansu, China)

[Abstract] Objective: To investigate the molecular mechanism by which nerolidol inhibits the malignant biological behavior of

melanoma A-375 and WM-115 cells through the Wnt-β-catenin pathway. Methods: Melanoma A-375 and WM-115 cells were cultured

in vitro and then treated with different concentrations of nerolidol. The effects of nerolidol on the proliferation, cell cycle and apoptosis,

and migration of A-375 and WM-115 cells were analyzed by SRB and clonogenic assays, FCM, Transwell, and cell scratch assays,

respectively. The levels of reactive oxygen species (ROS) in the cells were examined with DCFH-DA staining. The Wnt- β -catenin

pathway and the expression levels of its related downstream genes were determined by qPCR and WB. The relationship between patient

prognosis and the activation of Wnt-β-catenin pathway in melanoma was analyzed using the ULCAN and GEPIA2 databases. Results:

Compared with the control group, the proliferation, migration, and cell cycle of A-375 and WM-115 cells in the nerolidol-treated

group were significantly inhibited (all P<0.01), while the apoptosis was significantly increased (all P<0.01); the ROS level was

increased (P<0.01), and the Wnt-β-catenin pathway was inhibited, while its downstream gene expression was significantly up-regulated

(P<0.01 or P<0.01). Analysis of database data showed that OS was lower in patients with high WNT1 gene expression than in patients

with low expression (P<0.01). Conclusions: Nerolidol affects the Wnt-β-catenin pathway by upregulating ROS levels in A-375 and

WM-115 cells, thereby inhibiting their malignant biological behaviors. The Wnt-β-catenin pathway may be a potential target for the

treatment of melanoma.
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黑色素瘤是一种恶性程度极高的肿瘤，其主要

原因在于黑色素细胞的恶性转化[1]。根据其组织病

理学特征，黑色素瘤主要分为浅表扩散性黑色素瘤、

结节性黑色素瘤、恶性黑色素瘤和肢端雀斑样黑色

素瘤[1-2]。据统计，黑色素瘤已成为世界范围内致死

率最高的恶性肿瘤之一，全球约有 22万人患黑色素

瘤，超过 5.8万患者死于黑色素瘤的恶性进展[3]。有

研究[4]报道，对化疗和免疫治疗的耐药性是导致晚期
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黑色素瘤患者预后不良的重要原因。因此，研究黑

色素瘤发生发展的分子机制，探索克服黑色素瘤发

生发展的新靶点，从而开发全新的抗肿瘤药物迫在

眉睫。有研究报道，橙花叔醇（nerolidol）能够显著抑

制肿瘤细胞的恶性进展。RYABCHENKO等[5-6]的研

究表明，橙花叔醇显著抑制乳腺癌细胞和HeLa细胞

的增殖活性，可能与其阻滞细胞周期相关。还有研

究[7]发现，橙花醇抑制嘧啶甲烷诱导的结肠癌，喂食

橙花叔醇的大鼠其结肠癌的发病率从 82% 降低到

33%。然而，橙花叔醇在黑色素瘤中的抗肿瘤作用鲜

有报道，其发挥抗肿瘤作用的分子机制也仍需进一

步探究。因此，本课题系统探讨了橙花叔醇对于黑

色素瘤的抑制作用，进一步研究其抗肿瘤活性是否

与上调细胞内的活性氧（reactive oxygen species，

ROS）水平和抑制Wnt-β-catenin通路相关。

1 材料与方法

1.1 细胞与主要试剂

人黑色素瘤细胞A-375购自武汉普诺赛生命科

技有限公司，人黑色素瘤细胞WM-115购自宁波明舟

生物科技有限公司。DMEM高糖培养基、胰蛋白酶、

胎牛血清（FBS）均购自HyClone公司，橙花叔醇（纯

度为 97%）购自上海阿拉丁公司 ，二甲基亚砜

（DMSO）购自北京索莱宝公司 ，磺酰罗丹明 B

（sulforhodamine B，SRB）购自默克公司，细胞周期与

细胞凋亡检测试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂

盒、抗体稀释液 、超敏 ECL 化学显色剂均购自

江苏碧云天公 司 ，ROS 检测所需的 2',7'- 二氯

荧 光素二乙 酸（DCFH-DA）购 自 中 国 MCE 公

司。小鼠抗人 c-caspase-3 、Bcl2 、BAX 、GAPDH 、

p-β-catenin、β-catenin、p-GSK 及 GSK 等单克隆抗体

均购自Abcam公司，辣根过氧化物酶（HRP）标记的

山羊抗小鼠IgG购自武汉普美克生物有限公司。MYC、

CCND1、BIRC5、MMP7和GAPDH的 PCR引物均购

自上海生工公司，Transwell小室购自Millipore公司。

1.2 细胞培养

A-375和WM-115细胞均置于含10%FBS、1%青

霉素和 1%链霉素的DMEM高糖完全培养基中，在

37 ℃、5% CO2 培养箱内进行培养，待其汇合度达

80%~95%时，按照标准流程进行细胞传代操作。

1.3 SRB染色法检测橙花叔醇对A-375、WM-115细

胞增殖的影响

橙花叔醇配制方法：称取 33.4 mg的橙花叔醇粉

末，溶于 1 mL DMSO中，配制浓度为 150 mmol/L的

储备液。使用时用完全培养基按比例进行稀释，配

制25、50、75、100、125、150 μmol/L的工作液，对照组为

含0.1% DMSO完全培养基。将对数生长期的A-375细

胞和WM-115 细胞胰蛋白酶消化后计数，以每孔

1×103个接种于 96孔板中，于 37 ℃、5% CO2培养箱

中培养。待细胞贴壁后，加入不同浓度的橙花

叔醇（终浓度为 25、50、75、100、125、150 μmol/L；本

文每项实验中橙花叔醇浓度均为终浓度）处理，溶剂

对照组中加入同等体积的终体积分数为 0.1% 的

DMSO。培养 72 h后弃去培养液，并于 4℃下用三氯

乙酸固定细胞30 min，双蒸水洗涤 3次，室温下SRB 染

色 30 min，用 1% 的冰醋酸洗涤 3 次，晾干后加人

100 μL的 Tris-base 溶液，用酶标仪测定540 nm波长

处光密度（D）值，细胞增殖百分率计算公式：细胞增

殖率=（处理组D540/对照组D540）×100%。

1.4 细胞克隆形成实验检测橙花叔醇对 A-375、

WM-115细胞克隆形成的影响

将对数生长期的A-375细胞和WM-115细胞胰蛋

白酶消化后计数，以每孔2×103个细胞接种于6孔板中，

于37 ℃、5% CO2培养箱中培养。待细胞贴壁后，加入

橙花叔醇（75或125 μmol/L）处理，对照组同1.3中要求。

培养10 d后，弃去培养液，4 ℃下三氯乙酸固定细胞

30 min，双蒸水洗涤3次，室温下SRB染色30 min，弃去

染液，1%冰醋酸洗涤3次，晾干后拍照、计数。

1.5 FCM术检测橙花叔醇对A-375、WM-115细胞周

期和凋亡的影响

将对数生长期的 A-375 细胞和 WM-115 细胞

（2×104个/孔）接种在6孔板中，待细胞贴壁后，加入橙

花叔醇（75 或 125 μmol/L）处理 48 h，对照组处理同

1.3中要求。弃去培养液，PBS洗 3次，胰酶消化，离

心收集细胞。细胞周期检测 ：加入 500 μ L 的结

合 缓 冲 液 将 细 胞 重 悬 ，再 加 入 5 μL PI 进行染

色，室温条件下处理 20 min，在FCM 中测定细胞周

期。细胞凋亡检测：按Annexin-Ⅴ/PI试剂盒说明书

操作，加入500 μL的结合缓冲液将细胞重悬，加入各

5 μL 的 Annexin-Ⅴ/PI，室温条件下处理 20 min 后，

FCM检测细胞的凋亡情况。

1.6 Transwell和细胞划痕实验检测橙花叔醇对A-375、

WM-115细胞迁移的影响

将对数生长期的 A-375 细胞和 WM-115 细胞

接种在 Transwell 小室中。加入橙花叔醇（75 或

125 μmol/L）处理，对照组处理同1.3中要求。处理48

h后，将迁移到下室的细胞进行固定、染色、拍照和计数。

将 A-375 细胞和 WM-115 细胞在 6 孔板中培

养，待细胞汇合度约为 100% 时，用 100 μL 的无

菌移液器吸头划痕，用 PBS 清洗 3 次，加入橙花叔

醇（75或 125 μmol/L）处理，对照组处理同 1.3要求。

在处理后0、24、48 h，用学显微镜拍照，并计算划痕愈

合率。划痕愈合率=（1-24或 48 h划痕宽度/0 h划

痕宽度）×100%。

1.7 DCFH-DA 法检测橙花叔醇对 A-375、WM-115

细胞中ROS水平的影响

将对数生长期的 A-375 细胞和 WM-115 细胞

（2×104个/孔）接种在6孔板中，待细胞贴壁后，加入橙

花叔醇（75 或 125 μmol/L）处理 48 h，对照组处理同

1.3中要求，弃去培养液，PBS洗3次，加入10 μmol/L

的DCFH-DA室温下染色30 min，荧光显微镜下拍摄

不同组别细胞的染色情况，并用 Image J软件定量分

析不同组别细胞中的ROS水平。

1.8 WB法检测橙花叔醇对A-37细胞中凋亡相关蛋

白表达的影响

将对数生长期的A-375细胞（2×104个/孔）接种在

6孔板中。待细胞贴壁后，分为对照组（同1.3中处理），

橙花叔醇低剂量组（75 μmol/L）、橙花叔醇高剂量组

（125 μmol/L）、橙花叔醇（125 μmol/L）联合TMX67组

（3.2 nmol/L）、橙花叔醇（125 μmol/L）联合 NAC 组

（10 μmol/L）。经48 h处理后，用RIPA裂解液裂解后

提取各组细胞的总蛋白质，用BCA法测定蛋白浓度。

每孔上样 30 μg总蛋白进行SDS-PAGE，用湿转法将

蛋白转移至PVDF膜上，10% 的脱脂牛奶封闭 2 h，

加入 c-caspase-3（1∶1 000）、Bcl2（1∶1 000）、BAX

（1∶1 000）、GAPDH（1∶1 000）、p-β-catenin（1∶1 000）、

β-catenin（1∶1 000）、p-GSK（1∶1 000）及GSK（1∶1 000）

的一抗，于 4 ℃下处理过夜。PBS 洗涤 3次，加入

1∶5 000稀释的二抗，室温下处理 2 h，PBS洗涤 3次

后，滴加ECL并于化学成像仪中显影，以 Image J软

件进行灰度分析。

1.9 qPCR 法检测橙花叔醇对 A-375 细胞中 MYC、

CCDN1、BIRC5和MMP7 mRNA表达的影响

将对数生长期的A-375细胞（2×104个/孔）接种在

6孔板中。待细胞贴壁后进行与 1.8中相同的分组。经

48 h处理后，用TRIzol提取各组细胞的总RNA，检测

其RNA浓度和纯度，按反转录试剂盒说明书将其反

转录成 cDNA，产物于-80 ℃保存。取 2.5 ng cDNA

进行qPCR反应，采用TB Green Premix Ex TaqTM进行

qPCR。qPCR 采用两步法，反应条件：95 ℃ 2 min，

95 ℃ 15 s、60 ℃ 30 s，共计 40个循环。以 β-actin作

为内参照基因，通过 2-ΔΔCt方法计算目的基因相对表

达量。

1.10 数据库分析黑色素瘤组织中WNT1基因表达

与患者OS率的相关性

在GEPIA2数据库中（http://gepia2.cancer-pku.cn/

#index）依据Wnt通路的重要基因WNT1基因表达的

中位数（0.23）将黑色素瘤患者分为高表达组和低表

达组，并分析两组患者的生存期差异；在UALCAN数

据库中（http://ualcan. path. uab. edu/index. html）分析

WNT1基因在原发性黑色素瘤和转移灶黑色素瘤组

织中的表达情况。

1.11 统计学处理

以上所有实验均独立重复 3 次。用 Graphpad

Prism8统计软件进行分析。符合正态分布的计量资

料以 x̄±s 表示，多组间比较采用单因素方差分析，多

组间两两比较采用最小显著性差异法（LSD 法）

检验，以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 橙花叔醇抑制A-375、WM-115细胞的增殖并将

细胞周期阻滞于G2/M期

SRB法检测结果（图1A）显示，与对照组相比，橙

花叔醇处理组A-375、WM-115细胞的增殖能力均明

显降低（均P<0.01），其对A-375、WM-115细胞的 IC50

分别为45.08 μmol/L和112.5 μmol/L。细胞克隆形成

实验结果（图 1B~C）显示，与对照组相比，橙花叔醇

处理组 A-375、WM-115 细胞的克隆形成能力也均

显著下降（均 P<0.01），且具有药物浓度依赖性（均

P<0.01）。FCM检测结果（图 1D~E）显示，与对照组

相比，橙花叔醇处理组A-375、WM-115细胞的G0/G1

期细胞比例无显著变化，而S期细胞比例显著降低，

G2/M期显著升高（均P<0.05）。实验结果说明，橙花

叔醇可能通过阻滞细胞周期于G2/M期而抑制细胞

增殖，且具有药物浓度依赖性。

2.2 橙花叔醇抑制A-375、WM-115细胞的迁移

Transwell实验结果（图2A）显示，与对照组比较，

橙花叔醇处理组 A-375、WM-115 细胞的迁移能力

均明显降低（均 P<0.01），且具有药物浓度依赖性

（P<0.01）。细胞划痕实验结果（图 2B）显示，与对

照组相比，橙花叔醇处理 24 和 48 h 后的 A-375、

WM-115细胞的迁移能力均明显降低（均P<0.01），也

具有药物浓度依赖性（均P<0.05）。

2.3 橙花叔醇通过上调 A-375、WM-115 细胞内的

ROS水平促进其凋亡

FCM术检测结果（图 3A）显示，与对照组相比，

橙花叔醇处理组A-375和WM-115细胞的凋亡率明

显增加（均 P<0.01），且呈浓度依赖性（均 P<0.01）。

DCFH-DA染色结果（图 3B）显示，与对照组相比，橙

花叔醇处理组A-375和WM-115细胞中ROS水平明

显增加（均 P<0.01），也呈浓度依赖性（均 P<0.01）。

WB法检测结果（图 3C）显示，与对照组相比，橙

花叔醇处理组 A-375 和 WM-115 细胞中凋亡相关

蛋白c-caspase3和BAX的表达明显上调（均 P<0.05），

·· 205



中国肿瘤生物治疗杂志, 2023, 30(3)

合率。划痕愈合率=（1-24或 48 h划痕宽度/0 h划

痕宽度）×100%。

1.7 DCFH-DA 法检测橙花叔醇对 A-375、WM-115

细胞中ROS水平的影响

将对数生长期的 A-375 细胞和 WM-115 细胞

（2×104个/孔）接种在6孔板中，待细胞贴壁后，加入橙

花叔醇（75 或 125 μmol/L）处理 48 h，对照组处理同

1.3中要求，弃去培养液，PBS洗3次，加入10 μmol/L

的DCFH-DA室温下染色30 min，荧光显微镜下拍摄

不同组别细胞的染色情况，并用 Image J软件定量分

析不同组别细胞中的ROS水平。

1.8 WB法检测橙花叔醇对A-37细胞中凋亡相关蛋

白表达的影响

将对数生长期的A-375细胞（2×104个/孔）接种在

6孔板中。待细胞贴壁后，分为对照组（同1.3中处理），

橙花叔醇低剂量组（75 μmol/L）、橙花叔醇高剂量组

（125 μmol/L）、橙花叔醇（125 μmol/L）联合TMX67组

（3.2 nmol/L）、橙花叔醇（125 μmol/L）联合 NAC 组

（10 μmol/L）。经48 h处理后，用RIPA裂解液裂解后

提取各组细胞的总蛋白质，用BCA法测定蛋白浓度。

每孔上样 30 μg总蛋白进行SDS-PAGE，用湿转法将

蛋白转移至PVDF膜上，10% 的脱脂牛奶封闭 2 h，

加入 c-caspase-3（1∶1 000）、Bcl2（1∶1 000）、BAX

（1∶1 000）、GAPDH（1∶1 000）、p-β-catenin（1∶1 000）、

β-catenin（1∶1 000）、p-GSK（1∶1 000）及GSK（1∶1 000）

的一抗，于 4 ℃下处理过夜。PBS 洗涤 3次，加入

1∶5 000稀释的二抗，室温下处理 2 h，PBS洗涤 3次

后，滴加ECL并于化学成像仪中显影，以 Image J软

件进行灰度分析。

1.9 qPCR 法检测橙花叔醇对 A-375 细胞中 MYC、

CCDN1、BIRC5和MMP7 mRNA表达的影响

将对数生长期的A-375细胞（2×104个/孔）接种在

6孔板中。待细胞贴壁后进行与 1.8中相同的分组。经

48 h处理后，用TRIzol提取各组细胞的总RNA，检测

其RNA浓度和纯度，按反转录试剂盒说明书将其反

转录成 cDNA，产物于-80 ℃保存。取 2.5 ng cDNA

进行qPCR反应，采用TB Green Premix Ex TaqTM进行

qPCR。qPCR 采用两步法，反应条件：95 ℃ 2 min，

95 ℃ 15 s、60 ℃ 30 s，共计 40个循环。以 β-actin作

为内参照基因，通过 2-ΔΔCt方法计算目的基因相对表

达量。

1.10 数据库分析黑色素瘤组织中WNT1基因表达

与患者OS率的相关性

在GEPIA2数据库中（http://gepia2.cancer-pku.cn/

#index）依据Wnt通路的重要基因WNT1基因表达的

中位数（0.23）将黑色素瘤患者分为高表达组和低表

达组，并分析两组患者的生存期差异；在UALCAN数

据库中（http://ualcan. path. uab. edu/index. html）分析

WNT1基因在原发性黑色素瘤和转移灶黑色素瘤组

织中的表达情况。

1.11 统计学处理

以上所有实验均独立重复 3 次。用 Graphpad

Prism8统计软件进行分析。符合正态分布的计量资

料以 x̄±s 表示，多组间比较采用单因素方差分析，多

组间两两比较采用最小显著性差异法（LSD 法）

检验，以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 橙花叔醇抑制A-375、WM-115细胞的增殖并将

细胞周期阻滞于G2/M期

SRB法检测结果（图1A）显示，与对照组相比，橙

花叔醇处理组A-375、WM-115细胞的增殖能力均明

显降低（均P<0.01），其对A-375、WM-115细胞的 IC50

分别为45.08 μmol/L和112.5 μmol/L。细胞克隆形成

实验结果（图 1B~C）显示，与对照组相比，橙花叔醇

处理组 A-375、WM-115 细胞的克隆形成能力也均

显著下降（均 P<0.01），且具有药物浓度依赖性（均

P<0.01）。FCM检测结果（图 1D~E）显示，与对照组

相比，橙花叔醇处理组A-375、WM-115细胞的G0/G1

期细胞比例无显著变化，而S期细胞比例显著降低，

G2/M期显著升高（均P<0.05）。实验结果说明，橙花

叔醇可能通过阻滞细胞周期于G2/M期而抑制细胞

增殖，且具有药物浓度依赖性。

2.2 橙花叔醇抑制A-375、WM-115细胞的迁移

Transwell实验结果（图2A）显示，与对照组比较，

橙花叔醇处理组 A-375、WM-115 细胞的迁移能力

均明显降低（均 P<0.01），且具有药物浓度依赖性

（P<0.01）。细胞划痕实验结果（图 2B）显示，与对

照组相比，橙花叔醇处理 24 和 48 h 后的 A-375、

WM-115细胞的迁移能力均明显降低（均P<0.01），也

具有药物浓度依赖性（均P<0.05）。

2.3 橙花叔醇通过上调 A-375、WM-115 细胞内的

ROS水平促进其凋亡

FCM术检测结果（图 3A）显示，与对照组相比，

橙花叔醇处理组A-375和WM-115细胞的凋亡率明

显增加（均 P<0.01），且呈浓度依赖性（均 P<0.01）。

DCFH-DA染色结果（图 3B）显示，与对照组相比，橙

花叔醇处理组A-375和WM-115细胞中ROS水平明

显增加（均 P<0.01），也呈浓度依赖性（均 P<0.01）。

WB法检测结果（图 3C）显示，与对照组相比，橙

花叔醇处理组 A-375 和 WM-115 细胞中凋亡相关

蛋白c-caspase3和BAX的表达明显上调（均 P<0.05），
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而 Bcl2 的表达明显降低（P<0.05）。ROS 抑制剂

非布司他（febuxostat，TMX67）和N-乙酰半胱氨酸

（N-acetylcysteine，NAC）可明显抑制橙花叔醇对

A-375和WM-115细胞中凋亡相关蛋白表达的影响（均

P<0.01）。这些结果说明，橙花叔醇通过上调细胞内

的ROS水平呈浓度依赖性地诱导了A-375和WM-115

细胞的凋亡。

与对照（0 μmol/L）组相比，*P<0.05，**P<0.01；与75 μmol/L组比较，△△P<0.01

图1 SRB法（A）、细胞克隆实验（B~C）和FCM术（D~E）检测橙花叔醇对A-375、WM-115细胞增殖、克隆形成和周期的影响

与对照（0 μmol/L）组比较，**P<0.01；与75 μmol/L组比较，△P<0.05，△△P<0.01

图2 Transwell实验（A，×200）和划痕实验（B，×50）检测橙花叔醇对A-375、WM-115细胞迁移能力的影响

2.4 橙花叔醇在A-375细胞中通过上调ROS水平抑

制Wnt-β-catenin通路的活化

WB法检测结果（图4A）显示，与对照组比较，橙

花叔醇处理组 A-375 细胞中具有活性的β-catenin蛋

白表达明显下调（P<0.01），而非活性的 p-GSK和

p-β-catenin蛋白表达均显著上调（均P<0.01）。ROS

抑制剂 TMX67 和 NAC 可部分逆转橙花叔醇对

Wnt-β-catenin通路的抑制作用（均P<0.01）。qPCR检

测结果（图4B）显示，与对照组比较，橙花叔醇处理组

A-375细胞中Wnt-β-catenin通路下游基因的表达明
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显下调（P<0.01），ROS抑制剂TMX67和NAC可部分

逆转橙花叔醇对A-375细胞中Wnt-β-catenin通路下

游基因表达的抑制作用（均 P<0.01）。这些结果说

明，橙花叔醇可能是通过上调 ROS 表达水平抑制

A-375细胞内Wnt-β-catenin通路的异常激活。

2.5 UCLAN数据库显示WNT1的表达与黑色素瘤

患者的预后相关

ULCAN数据库数据分析显示，Wnt-β-catenin通

路的重要基因WNT1在转移性黑色素瘤中的表达显

著高于原发性黑色素瘤（图 5A，P<0.01）。GEPIA2数

据库分析结果显示，在黑色素瘤中，WNT1 mRNA高

表达组患者 OS 率显著短于低表达组患者（图

5B，P<0.01）。结果说明，Wnt-β-catenin 通路可能与

黑色素瘤的发生发展相关。

与对照（0 μmol/L）组比较，*P<0.05，**P<0.01；与75 μmol/L组比较，
△P<0.05，△△P<0.01；与75 μmol/L组或125 μmol/L比较，▲▲P<0.01

图3 FCM术（A）、DCFH-DA染色法（B）和WB法（C）检测橙花叔醇处理后对A-375和

WM-115细胞中凋亡(A)、ROS水平(B)和凋亡相关蛋白(C)表达的影响

与对照（0 μmol/L）组相比，**P<0.01；与75 μmol/L组或125 μmol/L比较，△△P<0.01

图4 WB法（A）和qPCR法（B）检测橙花叔醇对A-375细胞中Wnt-β-catenin通路相关蛋白(A)和基因(B)表达的影响
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与原位黑色素瘤比较，*P<0.05

图5 UCLAN数据库数据分析显示转移性黑色素瘤组织中WNT1 mNA呈高表达(A)且与患者预后不良相关联(B)

3 讨 论

从天然植物提取物中鉴定出具有良好抗肿瘤活

性且毒性作用小的天然化合物分子是开发抗肿瘤药

物的重要思路，已成为当下肿瘤学研究的热门领域

之一[8]。随着白麻黄碱、藜芦醇、黄酮类、姜黄素等潜

在抗肿瘤活性分子的不断发现，传统药物为新型抗

肿瘤药物的研发开辟出一片新的天地。橙花叔醇是

一种倍半萜烯醇，其广泛存在于各种植物中并用于

香精的制作。研究[7,9]表明，橙花叔醇具有强效而广泛

的药理作用和生物活性，其不仅发挥抗炎、抗真菌等

作用，而且还显示出强效的抗肿瘤作用。有研究[7]报

道，利用橙花叔醇喂养雄性大鼠可显著抑制其由氧

化偶氮甲烷所诱导的胃肠道肿瘤发生过程；显著抑

制宫颈癌和乳腺癌细胞增殖和恶性进展[9]。本研究

应用多种技术手段也证明了橙花叔醇能抑制A-375

和WM-115细胞的增殖、迁移、细胞周期，并促进其

凋亡。

Wnt-β-catenin细胞通路是细胞内重要的信号通

路，在细胞的增殖、功能发育和肿瘤的发生发展中起

重要的作用[10]。Wnt-β-catenin通路的信号转导主要

包括四个部分[11-13]：细胞外信号、细胞膜部分、细胞质

部分和细胞核部分。细胞外信号主要由Wnt蛋白所

介导，包括Wnt3a、Wnt1和Wnt5a等；细胞膜部分主

要包含Wnt蛋白的受体Frizzled和LRP5/6；细胞质部

分主要包括β-catenin、DVL、GSK、AXIN、APC和CK1；

细胞核部分主要包括易位至细胞核的β-catenin和其

下游靶基因，如MMP和 c-Myc[14]。目前认为，Wnt信

号通路是一个极其复杂的蛋白质作用网络，其功能

最常见于胚胎发育和癌症，但也参与成年动物的正

常生理过程。在穿膜受体 FZD 蛋白家族接收Wnt

信号后，可通过下游蛋白激酶的磷酸化作用抑制

β-catenin 的 降 解 活 性 ，随后胞质中稳定积累的

β-catenin 进入细胞核后结合 TCF/LEF 转录因子家

族，启动下游靶基因的转录。在细胞正常情况下，

细胞质中的 p-GSK 将 β -catenin 磷酸化，从而促进

β-catenin的泛素化和快速降解[15]；在Wnt-β-catenin异

常激活的情况下，β-catenin的磷酸化水平降低，并转

移进细胞核，促进肿瘤相关基因的表达，促进癌症的

发生发展过程[16-17]。本研究的数据库分析结果显示，

WNT1在转移性黑色素瘤中的表达量显著上调，并与

黑色素瘤患者的不良预后显著关联。

本研究采用DCFH-DA染色技术证明橙花叔醇

能够显著诱导细胞内ROS的水平上调，ROS的抑制

剂TMX67和NAC抑制ROS的上调后可以部分逆转

橙花叔醇诱导的 A-375 和 WM-115细胞凋亡。WB

法和 qPCR 法证明橙花叔 醇 能 够显著抑制活性

β-catenin 的上调，并促进非活性 p- β -catenin 的上

调，从而抑制下游基因的表达。近年来，ROS被证

实为Wnt-β-catenin通路的抑制因子[18-24]，本实验结果

与此一致。

综上所述，本研究证明橙花叔醇可通过上调

A-375和WM-115 细胞内 ROS 的水平而抑制Wnt-

β-catenin通路的异常激活，从而抑制黑色素瘤A-375

和WM-115细胞的恶性生物学行为，实验结果为寻找

临床黑色素瘤治疗的新靶点提供了有益的实验

依据。
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