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乔松素下调 DAAM2 / Wnt / β-catenin 信号轴对
黑色素瘤细胞凋亡和迁移的影响

廖　 媛1 ,王　 羽2 ,贾龙浩1 ,林婧怡1 ,王　 丽1∗

(1.西南医科大学附属中医医院中西医结合研究中心,四川
 

泸州　 646000;
2.西南医科大学中西医结合学院,四川

 

泸州　 646000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨乔松素(Pin)对小鼠黑色素瘤细胞 B16 凋亡、迁移的影响及其与 DAAM2 / Wnt / β-
catenin 信号轴的关系。 方法　 体外通过 CCK8 法筛选抑制小鼠黑色素瘤细胞 B16 活力的中药单体;通过流式

细胞术和划痕实验检测筛选出的 Pin 对黑色素瘤细胞 B16 凋亡和迁移的影响;利用 RNA-seq 测序结合 GEPIA
数据库分析 Pin 可能作用的核心基因,并采用实时荧光定量 PCR( qPCR)和 Western

 

blot 法验证 DAAM2 和

Wnt / β-catenin 信号通路相关蛋白 Axin2、p-GSK3β、p-β-catenin 的表达水平。 通过转染过表达 DAAM2 质粒进

行回复实验。 体内建立小鼠黑色素瘤模型,给予 Pin 低、高剂量(10
 

mg / kg、30
 

mg / kg)灌胃干预,观察小鼠黑

色素瘤的生长情况。 Western
 

blot 检测 Pin 对黑色素瘤组织中 DAAM2、Axin2、β-catenin、p-GSK3β 表达的影响,
进一步明确 Pin 对小鼠黑色素瘤进程的影响。 结果　 Pin 显著促进黑色素瘤细胞 B16 的凋亡(P<0. 001),抑
制其迁移速率(P<0. 01,P<0. 001);RNA-seq 和 GEPIA 分析提示 DAAM2 为关键靶点。 qPCR 和 Western

 

blot
结果显示 Pin 能够显著降低 DAAM2 的 mRNA 和蛋白表达(P<0. 05,P<0. 01,P<0. 001),并下调 Wnt / β-catenin
信号通路相关蛋白 p-GSK3β、p-β-catenin 和 Axin2 的表达水平(P<0. 001)。 体内实验表明,高剂量 Pin 可明显

抑制小鼠黑色素瘤的生长和瘤重,同时降低瘤组织中 DAAM2、Axin2、β-catenin、p-GSK3β 的表达(P<0. 05,P<
0. 01),DAAM2 过表达可逆转 Pin 对 DAAM2 / Wnt / β-catenin 信号轴的作用。 结论　 Pin 可通过下调 DAAM2 /
Wnt / β-catenin 信号轴,促进黑色素瘤细胞凋亡、抑制其迁移,并抑制小鼠体内黑色素瘤生长。
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

pinocembrin
 

( Pin)
 

on
 

the
 

apoptosis
 

and
 

migration
 

of
 

mouse
 

melanoma
 

B16
 

cells,
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

the
 

disheveled-associated
 

activator
 

of
 

morphogenesis
 

2
 

(DAAM2) / Wnt / β-catenin
 

signaling
 

axis.
 

Methods 　 CCK8
 

method
  

was
 

used
 

to
 

screen
 

the
 

Chinese
 

medicine
 

monomers
 

that
 

could
 

inhibit
 

the
 

viability
 

of
 

B16
 

cells
 

in
 

vitro.
 

Cell
 

apoptosis
 

and
 

migration
 

of
 

melanoma
 

B16
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
 

and
 

wound
 

healing
 

assay,
 

respectively.
 

Possible
 

core
 

genes
 

of
 

Pin
 

were
 

analyzed
 

by
 

RNA-seq
 

sequencing
 

combined
 

with
 

GEPIA
 

database
 

analysis.
 

Expression
 

levels
 

of
 

DAAM2
 

and
 

the
 

Wnt / β-catenin
 

signaling
 

pathway-related
 

genes
 

and
 

proteins
 

Axin2,
 

phospho
 

( p)-glycogen
 

synthase
 

kinase
 

( GSK)-3β,
 

and
 

p-β-
catenin

 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

( qPCR)
 

and
 

Western
 

blot.
 

Reversion
 

experiments
 

were
 

performed
 

by
 

transfection
 

with
 

a
 

DAAM2-overexpression
 

plasmid.
 

A
 

mouse
 

melanoma
 

model
 

was
 

established
 

in
 

vivo,
 

and
 

the
 

mice
 

were
 

then
 

treated
 

with
 

low
 

and
 

high
 

doses
 

(10
 

mg / kg,
 

30
 

mg / kg)
 

of
 

Pin
 

by
 

gavage
 

and
 

melanoma
 

growth
 

was
 

observed.
 

The
 

effects
 

of
 

Pin
 

on
 

DAAM2,
 

Axin2,
 

β-catenin,
 

and
 

p-GSK3β
 

expression
 

in
 

melanoma
 

tissues
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot,
 

to
 

clarify
 

its
 

effect
 

on
 

melanoma
 

progression.
 

Results
 

Pin
 

significantly
 

promoted
 

apoptosis
 

(P< 0. 001)
 

and
 

inhibited
 

the
 

migration
 

of
 

B16
 

cells
 

(P< 0. 01,
 

P< 0. 001).
 

RNA-seq
 

and
 

GEPIA
 

analysis
 

suggested
 

that
 

DAAM2
 

was
 

a
 

key
 

target.
 

Pin
 

significantly
 

reduced
 

DAAM2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression,
 

as
 

shown
 

by
 

qPCR
 

and
 

Western
 

blot
 

(P< 0. 05,
 

P < 0. 01,
 

P < 0. 001),
 

and
 

down-regulated
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

Wnt / β-catenin
 

signaling
 

pathway-related
 

proteins
 

p-GSK3β,
 

p-β-catenin,
 

and
 

Axin2
 

(P<
0. 001).

 

High-dose
 

Pin
 

significantly
 

inhibited
 

melanoma
 

growth
 

and
 

weight
 

in
 

mice
 

in
 

vivo,
 

and
 

reduced
 

DAAM2,
 

axin2,
 

β-catenin,
 

and
 

p-GSK3β
 

expression
 

in
 

tumor
 

tissues
 

(P< 0. 05,
 

P< 0. 01),
 

while
 

DAAM2
 

overexpression
 

reversed
 

the
 

effects
 

of
 

Pin
 

on
 

the
 

DAAM2 / Wnt / β-catenin
 

signaling
 

axis.
 

Conclusions 　 Pin
 

can
 

promote
 

the
 

apoptosis
 

of
 

melanoma
 

cells,
 

inhibit
 

their
 

migration,
 

and
 

inhibit
 

melanoma
 

growth
 

in
 

mice
 

by
 

down-regulating
 

the
 

DAAM2 / Wnt / β-catenin
 

signaling
 

axis.
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　 　 黑色素瘤作为一种侵袭性极强的皮肤癌,其
发病率和死亡率均较高,占所有皮肤肿瘤的 4%
左右[1,2] ,目前的手术切除、化放疗治疗、晚期靶

向和免疫治疗等常规手段预后效果有限。 中药

活性成分存在结构新颖、药理活性显著的先导抗

肿瘤成分,且能协同作用于多个靶点,使筛选出

符合临床要求的治疗药物成为可能[3,4] 。
乔松素(pinocembrin,Pin)是一种分布于蜂胶

中的天然化合物,先前的研究已证实 Pin 对多种

中枢神经系统疾病具有良好的治疗效果[5-7] ,并
且其在抗肿瘤方面的潜力逐渐被揭示。 有研究

显示 Pin 可诱导黑色素瘤细胞 B16F10 和 A375 通

过内质网应激介导细胞凋亡并抑制自噬,表明其

在黑色素瘤治疗领域具有潜在的应用价值[8] 。
Wnt / β-catenin 信号通路是介导肿瘤发展的关键

调控因素[9,10] ,当 Wnt 信号被激活时, β-catenin

会进入细胞核并激活相关转录因子进而调节基

因表达[11] ,这些转录因子再与 T 细胞因子(T-cell
 

factor,
 

TCF)
 

结合后通过 TCF 结合元件 ( TCF-
binding

 

elements,
 

TBEs)反向激活其靶基因,从而

参与肿瘤的发生发展[12] 。 本团队在前期研究中

通过 RNA-seq 分析发现,在 Pin 干预下,蓬乱蛋白

相关形态形成活化因子 ( dishevelled
 

associated
 

activator
 

of
 

morphogenesis
 

2,DAAM2)出现了显著

性变化。 DAAM2 是调控肌动蛋白聚合的 DAAM
家族成员之一,可能参与了肿瘤发生发展的信号

通路[13] 。 此外有研究显示, DAAM2 还能调节

Wnt 信号通路[14,15] 。
为了探讨 Pin 是否通过 Wnt / β-catenin 信号

通路对黑色素瘤细胞产生促凋亡和抑制迁移的

作用,并进一步揭示其分子机制。 本研究采用了

CCK8 检测、流式细胞术、划痕实验以及体内动物
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实验等多种方法,明确了 Pin 对小鼠黑色素瘤细

胞 B16 活力、凋亡、迁移和生长的影响,并检测了

DAAM2 以及 Wnt / β-catenin 信号通路相关蛋白表

达水平,旨在为中药单体化合物 Pin 在临床上的

应用提供实验基础和科学依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物
  

8 周龄 SPF 级 C57BL / 6 雄性小鼠 18 只,体质

量 18 ~ 22
 

g,购买于成都药康生物科技有限公司

[SCXK(川)2020-034],本实验中的小鼠饲养及

灌胃取材均在西南医科大学 SPF 实验动物中心

完成[SYXK(川)2023-0065],本实验涉及动物操

作程序得到西南医科大学实验动物伦理委员会

批准(20241118-054),所有操作均符合中华人民

共和国《动物实验管理条例》,实验设计和研究过

程遵循 3R 原则。
1. 1. 2　 细胞

 

小鼠黑色素瘤细胞系 B16 购买于北京科瑞

思博生物科技有限公司。
1. 2　 主要试剂与仪器

 

　 　 乔松素(货号:BP1107)、原花青素 B2(货号:
BP1147)、樱花素(货号:BP1243)、花旗松素(货

号:BP2286)均购买于成都普瑞法科技开发有限

公司, 纯 度 ≥ 98%; RPMI
 

1640 基 础 培 养 基

( Basalmedia, 批 号: L210KJ ); 胰 酶

(SangonBiotech,批号:E607002-0100);胎牛血清

(Gibco,批号:10099141C);青霉素-链霉素(碧云

天,批号: C0222); DAAM2 一抗 ( Immunoway,兔

抗, 批 号: YN7132 ); GAPDH ( 鼠 抗, 批 号:
AF7021)、p-β-catenin

 

( 兔抗,批号: DF2989)、 β-
catenin(兔抗,批号:AF6266)、p-GSK-3β(兔抗,批
号: AF2016 )、 GSK-3β ( 兔 抗, 批 号: AF5016 )、
Axin2(兔抗,批号:DF6978)、HRP 标记的山羊抗

兔 IgG 二抗抗体(批号:S0001)、山羊抗鼠 IgG 二

抗抗体(批号:S0002) 均购买于 Affbiotech 公司;
牛血清白蛋白( Bovine

 

serum
 

albumin,
 

BSA 生工

生物工程(上海)股份有限公司,批号:AS00023);
CCK8 试剂盒(美国 BioX 科技有限公司,批号:
BX-6005); Annexin

 

V / PI
 

Apoptosis
 

Detection
 

Kit
试剂盒、RNA 逆转酶以及 2×Taq

 

Master
 

Mix(诺唯

赞生物科技公司, 批号: A214、 R323-01、 P111-

03); NB
 

Transfection
 

Reagent ( Bioscien, 批 号:
NB01 )。 pLV3-CMV-Daam2 ( mouse )-3 × Flag-
CopGFP-Puro 质粒由课题组构建。 勤翔化学发光

成像仪购买于上海勤翔科学仪器有限公司;酶标

仪购买于奥盛仪器有限公司;qPCR 仪购买于鲲

鹏基因(北京)科学仪器有限公司;正置显微镜购
买于尼康;电泳仪购买于美国 Bio-Rad 公司;流式

细胞仪购买于美国 BD 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养与分组
 

小鼠黑色素瘤细胞 B16 复苏后接种至 RPMI
 

1640 完全培养基(含 10
 

%
 

FBS 的胎牛血清、1%
青霉素-链霉素溶液)中,于 37

 

℃ 、5
 

%
 

CO2 的恒
温细胞培养箱中培养 2

 

d,待细胞长满 80%左右

传代 1 次。 在显微镜下观察细胞生长状态,每天

更换新鲜培养基,待细胞生长至 80%以上时,使
用 0. 25

 

%胰酶消化细胞,以 1 ∶ 3 传代。 取对数

生长期的 B16 细胞接种至 6 孔板,培养过夜,待细

胞贴壁后加入含不同浓度 Pin 的培养液,培养 24
 

h 后检测相关指标。
1. 3. 2　 CCK8 法检测细胞活力

 

待黑色素瘤细胞 B16 生长至 80%时,使用胰

酶消化后,离心收集细胞,以 7×104 / 孔的密度(重
复 5 个孔,每孔 100

 

μL)在 96 孔板中培养至细胞

对数生长期,添加不同浓度组(对照组、25
 

μmol、
50

 

μmol、100
 

μmol、200
 

μmol) 的 4 种筛选药物

(乔松素、原花青素 B2、樱花素、花旗松素) 处理
24

 

h 后,将含有 10
 

%
 

CCK8 原液的完全培养基添

加至 96 孔板中,于 37
 

℃ 孵育 30
 

min,置于酶标

仪,上机检测波长 450
 

nm 的 OD 值。 计算 B16 细

胞存活率 / % = ((处理组 OD-空白对照组 OD) /
(对照组 OD-空白对照组 OD)) ×100%。
1. 3. 3　 Annexin

 

V-FITC / PI 双染法检测 B16 细胞

的凋亡
 

将不同浓度 Pin 处理 24
 

h 之后的 B16 细胞

经胰酶消化,PBS 洗涤后按照试剂盒说明书避光

孵育 Annexin
 

V 和 FITC
 

20
 

min,流式细胞仪检测
B16 细胞的凋亡情况。
1. 3. 4　 划痕迁移实验

 

用马克笔在 6 孔板背后用直尺均匀划横线作

为标记,横穿过孔。 每孔加入 2×105 个 B16 细胞,
置于 37

 

℃ 、5
 

%
 

CO2 的细胞培养箱中培养,观察

细胞状态,当细胞密度达到 80
 

% ~ 90
 

%后,用中
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枪头比着直尺,尽量垂直于背后的横线划痕。 吸

出原培养基废液,用完全培养基清洗一遍细胞,
去除因划痕而漂浮的细胞,加入含不同浓度 Pin
(0、50、100、150、200、250

 

μmol)的完全培养基,使
用白光拍照记录 0

 

h 划痕的面积,24
 

h 后再次拍

照记录划痕位置的面积大小,利用标尺计算划痕

区域的像素面积,定量分析细胞迁移的速度。 划

痕愈合率 / % = (0
 

h 划痕面积-检测时间点划痕面

积) /
 

0
 

h 划痕面积) ×100%。
1. 3. 5　 RNA-seq 分析

 

将 B16 细胞随机分成 Pin
 

0
 

μmol 组、Pin
 

250
 

μmol 组处理 24
 

h,每组设置 3 个复孔。 收集细

胞,委托华大基因公司测序。 测序分析基于

DNBSEQ 测序平台,数据分析之前需要去除原始

数据中包含低质量、接头污染以及未知碱基 N 含

量过高的 reads 以保证结果可靠性,使用 edgeR 进

行差异基因筛选,筛选标准:􀰙 log2
 

FoldChange 􀰙
>1,P<0. 05。
1. 3. 6　 GEPIA 数据库分析

 

通过 GEPIA 数据库 ( http: / / gepia. cancer-
pku. cn / index. html)分析筛选出的核心基因在人

黑色素瘤组织中的表达情况,有表达变化的进一

步分析生存情况。

表 1　 引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequence
引物名称

 

Primer
 

name
引物序列(5’-3’)

 

Primer
 

sequence
 

(5’-3’)
长度 / bp
Length

GAPDH-F AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 21
GAPDH-R TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 23
DAAM2-F AAAGCCGCATCCACACATCTC 21
DAAM2-R AGCACTGCAACTTTGGTCTTG 21

1. 3. 7　 RT-qPCR
 

将 B16 细胞以 2×105 / 孔铺板至 6 孔板,待细

胞贴壁后添加 Pin 不同剂量(0、50、100、150、200、
250

 

μmol)干预 24
 

h 后,吸取培养基,每孔加入 1
 

mL
 

TRIzol 试剂,吹打细胞后使用 RNA 提取试剂

盒提取 B16 细胞的总 RNA,随后使用逆转录酶对

其进行逆转录,将逆转录反应产物进行 4 倍的倍

比稀释,然后进行 qPCR 反应。 qPCR 反应条件为

95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

15
 

s,72
 

℃
 

60
 

s,40 个循环,引物

序列见表 1。 以小鼠 GAPDH 作为内参, 根据

2-ΔΔCt 方法计算 DAAM2 基因在 Pin 干预下的相对

转录水平。

1. 3. 8　 Western
 

blot 检测
 

铺板 B16 细胞至 6 孔板,待贴壁后加入不同

浓度 Pin 处理 24
 

h,使用 RIPA 裂解液进行裂解,
取黄豆大小黑色素瘤组织,加入含有蛋白酶抑制

剂的 RIPA 裂解液使用组织碾磨棒对其进行碾

磨,放置 4
 

℃摇床进行裂解,均使用考马斯亮蓝法

测定蛋白浓度,SDS-PAGE 凝胶电泳后采用 0. 22
 

μm 的 PVDF 膜转移蛋白,5%
 

BSA 封闭 2
 

h,加入

鼠抗 GAPDH,兔抗 DAAM2、AXIN2、β-catenin、p-
β-catenin、 p-GSK-3β、 GSK-3β 一 抗 孵 育 过 夜,
TBST 清洗 3 次后孵育二抗 1

 

h,最后使用勤翔化

学发光成像仪对条带进行曝光,保存条带对蛋白

表达进行定量分析。
1. 3. 9　 黑色素瘤小鼠模型构建及给药

 

将健康的 8 周龄 C57BL / 6 雄性小鼠分为对

照(Ctrl)组、乔松素低剂量( Pin
 

low-dose,10
 

mg /
kg)组和乔松素高剂量( Pin

 

high-dose,30
 

mg / kg)
组,每组各 6 只,第 1 天给予每只小鼠右侧腋下皮

下注射 2×105
 

B16 细胞,第 2 天按照体质量给予

Pin 低、高剂量灌胃,每天 1 次,模型组给予生理

盐水灌胃,每天观察黑色素瘤的生长和小鼠状

态,第 5 天开始使用游标卡尺测量肿瘤大小,直至

取材,肿瘤体积 / mm3 =长×宽×宽 / 2。
1. 3. 10　 质粒转染过表达 DAAM2

 

铺板 B16 细胞至 6 孔板,待贴壁后使用 NB
 

Transfection
 

Reagent 对质粒进行转染,转染质量

为 2
 

μg,具体分组为:Ctrl、Pin
 

250
 

μmol、过表达

DAAM2 ( Flag-DAAM2 )、 Pin ( 250
 

μmol ) + Flag-
DAAM2 组。 作用 1

 

d 后,提取细胞蛋白,Western
 

blot 检测 DAAM2、Flag、β-catenin、p-GSK-3β、GSK-
3β 蛋白的表达。
1. 4　 统计学方法

 

　 　 每个实验至少重复 3 次获取有效数据,采用

Prism
 

9 软件对数据进行统计学分析和绘图,计量

单位以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,多组间比较采

用单因素方差分析 ( One-way
 

ANOVA), 以 P <
0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 CCK8 法筛选抑制黑色素瘤细胞活力的中

药单体

　 　 CCK8 法检测不同浓度候选中药单体(原花
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青素 B2、樱花素、花旗松素、乔松素)作用 B16 细

胞后对 B16 活力的影响,研究结果显示,与 Pin
 

0
 

μmol 组相比,Pin 在 50
 

μmol 即可明显抑制 B16
细胞活性(P<0. 05),随着其浓度的增加剂量依赖

性降低 B16 细胞存活率(P< 0. 001,P< 0. 0001),
原花青素 B2、樱花素、花旗松素则无明显作用(见

图 1)。 故后续采用 Pin 进行药物干预研究。
2. 2　 Pin 对 B16 凋亡的影响

　 　 流式法检测 Pin 对 B16 凋亡的影响,由图 2

可见,相较于 Pin
 

0
 

μmol 组,不同浓度的 Pin 处理

均能显著增加黑色素瘤细胞的凋亡率 (
 

P <
0. 001),并呈现明显的剂量效应关系。
2. 3　 Pin 明显阻碍黑色素瘤细胞 B16 的迁移

　 　 划痕实验结果表明,与 Pin
 

0
 

μmol 组相比,
Pin

 

50、100、150、200、250
 

μmol 组黑色素瘤细胞

迁移数量显著减少,且随着浓度的增加迁移细胞

数逐渐减少(P<0. 01,
 

P<0. 001),呈浓度依赖性

(图 3)。

注:与 Pin
 

0
 

μmol 组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗∗P<0. 001,
 ∗∗∗∗P<0. 0001。

图 1　 候选中药单体对 B16 细胞活力的影响( 􀭰x±s,n= 5)
Note.

 

Compared
 

with
 

Pin
 

0
 

μmol
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗∗P<0. 001,
 ∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

candidate
 

drug
 

monomers
 

on
 

B16
 

cell
 

viability( 􀭰x±s,n= 5)

注:A:流式细胞术检测凋亡;B:凋亡率的统计分析图。 与 Pin
 

0
 

μmol 组相比,
 ∗∗∗P<0. 001。

图 2　 Pin 对 B16 细胞凋亡的影响( 􀭰x±s,n= 3)
Note.

 

A,
 

Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

apoptosis.
 

B,
 

Statistical
 

analysis
 

graph
 

of
 

apoptosis
 

rate.
 

Compared
 

with
 

Pin
 

0
 

μmol
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

Pin
 

on
 

apoptosis
 

of
 

B16
 

cells( 􀭰x±s,n= 3)
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