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雷公藤甲素对人结直肠癌细胞奥沙利铂耐药性的影响
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摘要：　目的　探讨雷公藤甲素（ＴＰＬ）逆转人结直肠癌细胞对奥沙利铂（Ｏｘａ）耐药的作用及机制。方法　采用
浓度梯度递增法构建结直肠癌耐药细胞系ＬｏＶｏ／Ｏｘａ。将传代培养的ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞分为ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组和ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋
ＴＰＬ组，另取ＬｏＶｏ细胞作为ＬｏＶｏ组；ＬｏＶｏ组、ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞常规培养，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞加入无毒剂量的
ＴＰＬ。采用细胞计数试剂盒８检测３组细胞的耐药性。将传代培养的ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞分为ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组和ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋
ＴＰＬ组，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞常规培养，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞加入无毒剂量的ＴＰＬ。采用克隆形成实验检测２组细胞的
增殖能力，流式细胞术检测２组细胞的细胞凋亡率和细胞周期，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移侵袭实验检测２组细胞的迁移和侵袭能
力，免疫印迹法检测２组细胞中周期及耐药相关蛋白［细胞周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、视网膜母细胞瘤蛋白（Ｒｂ）、Ｐ糖
蛋白（Ｐｇｐ）、多药耐药相关蛋白１（ＭＤＲ１）］、凋亡相关蛋白［Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｌ２）、Ｂ淋巴细胞瘤２基因相
关的Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）、剪切型冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶３（Ｃｌ
ｃａｓｐａｓｅ３）］及迁移侵袭相关蛋白［波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、上皮细胞钙黏附蛋白（Ｅｃａｄ）、基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９］
的表达水平。结果　Ｏｘａ对ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞的半抑制浓度（ＩＣ５０）显著高于ＬｏＶｏ组细胞（Ｐ＜０．０１），Ｏｘａ对ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋
ＴＰＬ组细胞的ＩＣ５０显著低于ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞（Ｐ＜０．０１）。０、２４ｈ时，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组和ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞的增殖能
力比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；４８、７２、９６ｈ时，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞的增殖能力显著低于ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组（Ｐ＜
０．０５）。ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞克隆数显著多于ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组（Ｐ＜０．０１）。ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞中 Ｇ１、Ｇ２期细胞占
比显著低于ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组（Ｐ＜０．０１），ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞中 Ｓ期细胞占比显著高于 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组（Ｐ＜０．０１）。
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞的凋亡率显著高于ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组（Ｐ＜０．０１）。ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组迁移细胞数和侵袭细胞数显
著低于ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组（Ｐ＜０．０１）。ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞中 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｒｂ、ＭＤＲ１、Ｐｇｐ、Ｂｃｌ２、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２和
ＭＭＰ９蛋白的相对表达量显著低于 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组，Ｂａｘ、Ｃｌｃａｓｐａｓｅ３、Ｅｃａｄ蛋白的相对表达量显著高于 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组
（Ｐ＜０．０１）；２组细胞中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＴＰＬ通过抑制细胞增
殖和侵袭，以及促进细胞凋亡来逆转结直肠癌细胞对Ｏｘａ的耐药性。
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ＴＰＬｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｃｌｏｎｅｓｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋
ＴＰＬｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＧ１ａｎｄＧ２ｐｈａｓｅｃｅｌｌｓｉｎ
ｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＳｐｈａｓｅ
ｃｅｌｌｓｉｎＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆ
ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆ
ｍｉｇｒａｔｉｎｇａｎｄｉｎｖａｄｉｎｇｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
０．０１）．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅ
ＬｏＶｏ／Ｏｘａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣｙｃｌｉｎＤ１，Ｒｂ，ＭＤＲ１，Ｐｇｐ，Ｂｃｌ２，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，ＭＭＰ２，ＭＭＰ９ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）；ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢａｘ，Ｃｌｃａｓｐａｓｅ３，ＥｃａｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ
ｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴＰＬｃａｎｒｅｖｅｒｓｅｓｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｏ
Ｏｘａｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｉｎｇｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ；ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ；ＬｏＶｏ／Ｏｘａｃｅｌｌ；ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ；ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　　结直肠癌是全球范围内一种常见的消化道恶性
肿瘤。２０２０年，全球结直肠癌发病人数占所有癌症
人数的９．３％，成为仅次于肺癌和肝癌的第三大常
见癌症［１］。中国结直肠癌发病、死亡趋势与全球趋

势一致，但由于中国人口基数大，导致结直肠癌发病

人数、死亡人数占全球结直肠癌发病人数、死亡人数

的比例较高（分别为２８．８％和 ３０．６％）［２］。尽管化
学治疗和化学治疗联合放射治疗在结直肠癌患者中

取得了一定的治疗效果，但患者对化学治疗药物的

耐药仍是导致临床预后不良的主要原因［３］。近年

来，针对中医药研究的快速发展为耐药性结直肠癌

的治疗提供了新的思路［４］。雷公藤甲素（ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ，
ＴＰＬ）是中药雷公藤的主要活性成分，具有抗炎、免
疫抑制、心脏保护和抗骨质疏松等多种药理功效。

有研究证实，雷公藤在前列腺癌、卵巢癌、肝癌、肺癌

以及结直肠癌等多种癌症中发挥抗肿瘤作用，并能

够逆转肿瘤细胞对化学治疗的耐药性［５２５］。但 ＴＰＬ
对结直肠癌细胞耐药的逆转作用鲜有报道，基于此，

本研究通过构建结直肠癌耐药细胞系，探讨 ＴＰＬ对
结直肠癌细胞耐药性的逆转作用及机制。

１　材料与方法

１．１　细胞、主要试剂与仪器
　　人结直肠癌细胞系 ＬｏＶｏ由联勤保障部队第九
八九医院中心实验室惠赠；ＴＰＬ购自北京索莱宝科

技有限公司，ＴＲＩｚｏｌ溶液、ｃＤＮＡ合成试剂盒购自美
国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ８，ＣＣＫ８）、细胞周期检测试剂盒以及人膜联蛋
白 Ｖ异硫氰酸荧光素（ＡｎｎｅｘｉｎＶ·ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ， Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ）／碘 化 丙 啶

（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）荧光双染细胞凋亡检测试剂
盒购自上海碧云天生物技术有限公司，达尔伯克改良

伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，
ＤＭＥＭ）购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清（ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自浙江天杭生物科技股份有限
公司，奥沙利铂（ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ，Ｏｘａ）购自恒瑞医药股份
有限公司，免疫印迹配胶试剂盒购自武汉博士德生物

工程有限公司，一抗、辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的ＩｇＧ二抗购自武汉三鹰生物
技术有限公司，引物均由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司，倒置显微镜购自德国 Ｌｅｉｃａ公司，恒温培养箱购
自上海赛默飞世尔科技有限公司，全自动酶标仪购

自美国Ｂｉｏｒａｄ公司，流式细胞仪购自美国碧迪生物
科技公司。

１．２　实验方法
１．２．１　浓度梯度递增法构建结直肠癌耐药细胞系
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ
　　参照文献［２６］中的方法构建结直肠癌耐药细
胞系 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ。取 ＬｏＶｏ细胞接种于含体积分数
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１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ中，在培养液中持续加入不同浓
度的Ｏｘａ。Ｏｘａ的起始浓度为０．１μｍｏｌ·Ｌ－１，传３
代后浓度逐渐提高为０．２、０．５、１．０、２．０μｍｏｌ·Ｌ－１。
取最终在Ｏｘａ浓度为２．０μｍｏｌ·Ｌ－１的培养液中稳
定传代生长的细胞为结直肠癌耐药细胞系 ＬｏＶｏ／
Ｏｘａ。
１．２．２　细胞培养及传代
　　将结直肠癌细胞系 ＬｏＶｏ及 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞分
别接种于含体积分数１０％ ＦＢＳ、１００×１０３Ｕ·Ｌ－１青
霉素和１００ｇ·Ｌ－１链霉素的 ＤＭＥＭ中，于３７℃、饱
和湿度、含体积分数５％ＣＯ２培养箱中培养。每２～
３ｄ换液 １次，待细胞生长至融合度达到 ７０％～
８０％后，用２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化细胞３ｍｉｎ，再
用完全培养基终止消化，收集脱壁细胞至１５ｍＬ无
菌离心管中，８００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ３ｍｉｎ（离心半径
１０ｃｍ），弃上清，重悬细胞进行传代。
１．２．３　ＴＰＬ对 ＬｏＶｏ、ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞无毒剂量的
确定

　　将传代培养的 ＬｏＶｏ及 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞分别消
化、计数，制成浓度为１×１０８Ｌ－１的细胞悬液，接种
至９６孔细胞培养板中，置于培养箱中培养２４ｈ。将
ＴＰＬ用完全培养基稀释至浓度为 １２．０、６．０、３．０、
１．５ｇ·Ｌ－１，每个浓度点设置６个复孔，并设只有培
养基没有细胞的调零孔和只培养细胞不加药的空白

对照孔。每孔加入１００μＬＴＰＬ继续培养４８ｈ后，
按照 ＣＣＫ８试剂盒的说明书步骤进行染色，用
５ｇ·Ｌ－１ＣＣＫ８工作液３７℃孵育待测细胞２ｈ后
用酶标仪测波长４５０ｎｍ处吸光度值，并计算细胞抑
制率。细胞抑制率＝（空白对照孔吸光度值 －加药
孔吸光度值）／（空白对照孔吸光度值－调零孔吸光度
值）×１００％，实验重复３次，取均值。应用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８．０软件根据抑制率绘制拟合曲线，取ＴＰＬ作用
２４ｈ后ＬｏＶｏ、ＬｏＶｏ／Ｏｘａ２组细胞抑制率 ５％对应的
浓度为逆转耐药的无毒剂量［２７］。

１．２．４　ＣＣＫ８法检测细胞的耐药性及 ＴＰＬ处理
后的细胞增殖能力

　　将传代培养的 ＬｏＶｏ及 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞分别消
化、计数，制成浓度为１×１０８Ｌ－１的细胞悬液，接种
至９６孔细胞培养板中，放入３７℃、含体积分数５％
ＣＯ２的培养箱中培养，细胞贴壁后分为 ＬｏＶｏ组、
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组 和 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组，ＬｏＶｏ组、
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞常规培养，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞
加入无毒剂量的ＴＰＬ。用不同浓度（０、１、２、４、８、１６、
３２、６４、１２８、２５６、５１２ｍｏｌ·Ｌ－１）的 Ｏｘａ处理３组细
胞 ４８ｈ后，每组每个浓度点设置 ６个复孔，按照
ＣＣＫ８说明书步骤进行染色，３７℃孵育２ｈ后用酶

标仪测波长４５０ｎｍ处吸光度值。实验重复３次，取
均值。用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件根据抑制率绘制
拟合曲线，并分别计算３组细胞的半抑制浓度（ｈａｌｆ
ｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。
　　将传代培养的 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞消化、计数，制成
浓度为１×１０８Ｌ－１的细胞悬液，接种至９６孔细胞培
养板中，放入３７℃、含体积分数５％ ＣＯ２的培养箱
中培 养，细 胞 贴 壁 后 分 为 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组 和
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞常规培养，
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞加入无毒剂量的 ＴＰＬ。分别
于干预０、２４、４８、７２、９６ｈ时按照ＣＣＫ８说明书步骤
进行染色，３７℃孵育２ｈ后用酶标仪测波长４５０ｎｍ
处的吸光度值，以吸光度值代表细胞增殖能力。每

组每个时间点设６个复孔，实验重复３次，取均值。
１．２．５　克隆形成实验检测ＴＰＬ对 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞
增殖能力的影响

　　取传代培养的ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞，２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋
白酶消化后，以每孔 ２００个接种于６孔细胞培养板
中，每组设３个复孔。放入３７℃、含体积分数５％
ＣＯ２的培养箱中培养，细胞贴壁后分为ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组
和ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞常规培养，
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞加入无毒剂量的 ＴＰＬ。每
２ｄ更换培养基，连续培养１４ｄ，培养板中即可出现
肉眼可见的克隆。各孔细胞先用多聚甲醛固定，磷

酸盐缓冲液清洗后用结晶紫溶液染色。拍照并计数

各孔细胞克隆数。实验重复３次，取均值。
１．２．６　流式细胞术检测ＴＰＬ对 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞周
期的影响

　　取传代培养的ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞，２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋
白酶消化后，以每孔１×１０５个细胞接种至６孔细胞
培养板中，每组设５个复孔。放入３７℃、含体积分
数 ５％ ＣＯ２培养箱中培养，细胞贴壁后分别为
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组和ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组。ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细
胞常规培养，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞加入无毒剂量
的ＴＰＬ培养４８ｈ后，消化、收集上述细胞。在待测细
胞中 加 入 体 积 分 数 ７０％ 的 乙 醇 固 定 ２ｈ，
８００ｒ·ｍｉｎ－１离心３ｍｉｎ（离心半径１０ｃｍ），弃上清
液，磷酸盐缓冲液重悬清洗后再次离心弃上清液，加

入１０μＬＰＩ避光作用１５ｍｉｎ，再加入４００μＬ１×上
样缓冲液，用流式细胞仪检测细胞周期。实验重复

３次，取均值。
１．２．７　流式细胞术检测ＴＰＬ对 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞凋
亡的影响

　　取传代培养的ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞，２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋
白酶消化后，以每孔１×１０５个细胞接种至６孔细胞
培养板中，每组设５个复孔。放入３７℃、含体积分
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数５％ＣＯ２的培养箱中培养，细胞贴壁后分别为
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组和 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细
胞常规培养，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞加入无毒剂量
的ＴＰＬ培养４８ｈ后，消化、收集上述细胞。在待测
细胞中加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染色液和５μＬＰＩ
染色液，避光染色 １５ｍｉｎ后，用流式细胞仪检测细
胞凋亡情况。实验重复３次，取均值。
１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 ＴＰＬ对 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细
胞迁移和侵袭能力的影响

　　将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于２４孔板上，在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室中加入 ２００μＬ无血清培养基稀释的细胞悬液
（１×１０４个 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞），在 ２４孔板中加入
６００μＬ含有体积分数１０％ＦＢＳ的完全培养基，细胞
贴壁后分别为 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组和 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组，
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞常规培养，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞
加入无毒剂量的ＴＰＬ培养４８ｈ后，用棉签擦拭掉小
室底膜上层细胞，对小室底膜下层细胞进行结晶紫

染色。染色完成后，随机选取５个视野进行显微镜
拍照计数，５个视野分别计数迁移细胞数后求均值，
迁移细胞数越多表示细胞迁移能力越强。

　　将铺好 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于２４
孔板上，在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中加入２００μＬ无血清培养
基稀释的细胞悬液（１×１０４个ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞），在２４
孔板中加入６００μＬ含有体积分数１０％ＦＢＳ的完全培
养基，细胞贴壁后分别为ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组和ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋
ＴＰＬ组，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞正常培养，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ
组细胞加入无毒剂量的ＴＰＬ培养４８ｈ后，用棉签擦
拭掉小室底膜上层细胞，对小室底膜下层细胞进行结

晶紫染色。染色完成后，随机选取５个视野进行显微
镜拍照计数，５个视野分别计数侵袭细胞数后求均
值，侵袭细胞数越多表示细胞侵袭能力越强。实验重

复３次，取均值。
１．２．９　免疫印迹法检测ＴＰＬ对 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞中
蛋白表达的影响

　　取传代培养的ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞，２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋
白酶消化后，以每孔１×１０５个细胞接种至６孔细胞
培养板中，细胞贴壁后分别为ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组和ＬｏＶｏ／
Ｏｘａ＋ＴＰＬ组，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞正常培养，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋
ＴＰＬ组细胞加入无毒剂量的 ＴＰＬ培养４８ｈ后，每组
设３个复孔。２组细胞裂解后提取总蛋白，对蛋白
进行定量后，每孔上样５０μｇ蛋白进行十二烷基硫
酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，上样后低压 ８０Ｖ电泳
３０ｍｉｎ，高压 １２０Ｖ电泳 １２０ｍｉｎ，湿法转膜，
５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉封闭结合位点 １ｈ；转膜封闭
后，滴加细胞周期蛋白 Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、视网膜母细

胞瘤（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ，Ｒｂ）易感基因、多药耐药相关
蛋白 １（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ１，ＭＤＲ１）、Ｐ糖蛋白
（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）、磷酸甘油醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌ
ｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、Ｂ细胞淋
巴瘤／白血病２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｕｋｅｍｉａ２，Ｂｃｌ２）、
Ｂｃｌ２基因相关的 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸ，Ｂａｘ）、
天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶３（ｃｙｓｔｅｉｎｅｃｏｎｔａｉ
ｎｉｎｇａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ３）、剪切型
冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ３，Ｃｌｃａｓｐａｓｅ３）、
波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、上皮细胞钙黏附蛋白（ｅｐｉｔｈｅｌｉａ
ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅｃａｄ）、基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ
ｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）２和 ＭＭＰ９一抗（滴度均为 １
１０００），４℃过夜孵育，清洗３次后，用 ＨＲＰ标记的
山羊抗小鼠二抗在室温条件下孵育１ｈ，清洗３次
后，在暗室中用超敏发光液进行 Ｘ光显影，采用凝
胶成像分析系统扫描条带的灰度值。ＣｙｃｌｉｎＤ１、
Ｒｂ、ＭＤＲ１、Ｐｇｐ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃｌｃａｓｐａｓｅ３、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｅｃａｄ、ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白相对表达量
以其条带灰度值与内参 ＧＡＰＤＨ条带灰度值的比值
表示。

１．３　统计学处理
　　应用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学分析。计量资
料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，２组间比较采用ｔ检
验，多组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＰＬ对ＬｏＶｏ和 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞的抑制作用
比较

　　６．０、３．０、１．５μｇ·Ｌ－１的ＴＰＬ对ＬｏＶｏ和ＬｏＶｏ／
Ｏｘａ组细胞的抑制率比较差异无统计学意义（ｔ＝
１３２９，Ｐ＞０．０５）；１２．０μｇ·Ｌ－１的 ＴＰＬ对 ＬｏＶｏ组
细胞的抑制率显著高于 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞，差异有统
计学意义（ｔ＝３．１２９，Ｐ＜０．０５）（表 １）。经线性拟
合，ＴＰＬ对 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞 ５％ 抑制率浓度为
６．２１μｇ·Ｌ－１。
２．２　ＬｏＶｏ组、ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组、ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组
细胞的耐药性比较

　　Ｏｘａ对 ＬｏＶｏ、ＬｏＶｏ／Ｏｘａ、ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细
胞的 ＩＣ５０分别为 １８．８６、６８．５４、２５．４６μｍｏｌ·Ｌ

－１，

Ｏｘａ对 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞的 ＩＣ５０显著高于 ＬｏＶｏ细
胞，差异有统计学意义（ｔ＝－６５．３７０，Ｐ＜０．０１）；
Ｏｘａ对 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞的 ＩＣ５０显著低于
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞，差异有统计学意义（ｔ＝－１２．５２０，
Ｐ＜０．０１）。
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２．３　ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组与 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞增
殖能力比较

　　０、２４ｈ时，２组细胞的增殖能力比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）；４８、７２、９６ｈ时，ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋
ＴＰＬ组细胞的增殖能力显著低于ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组
细胞克隆数显著多于 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。结果见表２和图１。

表１　ＬｏＶｏ组与ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞的抑制率比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ

ＬｏＶｏｇｒｏｕｐａｎｄＬｏＶｏ／Ｏｘａｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞抑制率／％

１２．０μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ ６．０μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ ３．０μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ １．５μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ
ＬｏＶｏ组 ３ ３２．３６±４．２８ ７．２５±１．２４ ５．２９±１．４７ ３．６９±１．６１
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组 ３ ２４．１３±１．５６ ４．５７±３．１９ ３．９４±０．５９ ２．５４±０．９５
ｔ ３．１２９ １．３５６ １．４７６ １．０６６
Ｐ ０．０３５ ０．２４７ ０．２１４ ０．３４７

表２　２组细胞增殖能力比较
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞增殖能力（吸光度值）

０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
克隆数目／个

ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组 ３ ０．３４±０．２２ ０．９２±０．３３ ２．２６±０．３２ ２．７６±０．３２ ３．１０±０．１０ １８８．２０±１２．１１
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组 ３ ０．３２±０．１４ ０．６０±０．０２ １．２６±０．１９ １．７６±０．２５ ２．０１±０．３０ １００．８１±１１．６４
ｔ ０．１７１ １．６２１ ４．６２５ ４．２７８ ６．０２５ １１．６３０
Ｐ ０．８８１ ０．２２７ ０．０２１ ０．０２１ ０．０１９ ０．００

图１　２组细胞增殖能力（克隆形成实验）

Ｆｉｇ．１　Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ）

２．４　ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组与 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞周

期和细胞凋亡比较

　　ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞中 Ｇ１、Ｇ２期细胞占比

显著低于 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组，差异有统计学意义（Ｐ＜

００１）；ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞中 Ｓ期细胞占比显

著高于 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组，差异有统计学意义（Ｐ＜

００１）；ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞的凋亡率显著高于

ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结果

见表３和图２。
表３　２组细胞的细胞周期分布和细胞凋亡率比较

Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （％，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞周期

Ｇ１ Ｓ Ｇ２
细胞凋亡率

ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组 ３ ８２．６５±１．４０ １０．６５±０．９３ ７．７３±０．８６ １０．４９±０．６２
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组 ３ ７５．０５±２．４６ ２１．３２±２．６８ ３．６２±０．２７ １６．２６±１．２８
ｔ ４．６３９ ６．４９８ ７．８８９ ９．０１５
Ｐ ０．００９ ０．００４ ０．００４ ０．０００

Ａ：ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞周期；Ｂ：ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞周期；

Ｃ：ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组细胞凋亡；Ｄ：ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞凋亡。

图２　ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组和ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞周期
和细胞凋亡情况（流式细胞术）

Ｆｉｇ．２　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＬｏＶｏ／Ｏｘａｇｒｏｕｐ
ａｎｄＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬｇｒｏｕｐ（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ）

２．５　ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组与 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组迁移细
胞和侵袭细胞数比较

　　ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组迁移细胞数和侵袭细胞数显
著低于 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），见图３和表４。

表４　２组迁移细胞数和侵袭细胞数比较
Ｔａｂ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 迁移细胞数 侵袭细胞数

ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组 ３ ８１．４０±１１．０１ ５４．６０±３．５０
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组 ３ ４５．６０±３．８４ ２７．８０±３．０３
ｔ ６．８６２ １２．９２０
Ｐ ０．００２ ０．０００
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Ａ：ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组迁移细胞；Ｂ：ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组迁移细胞；Ｃ：ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组侵袭细胞；Ｄ：ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组侵袭细胞。

图３　２组细胞迁移、侵袭情况（结晶紫染色，×２００）
Ｆｉｇ．３　Ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

２．６　ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组与 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞中
细胞周期蛋白、耐药相关蛋白、凋亡相关蛋白及迁移

侵袭相关蛋白表达的比较

ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞中 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｒｂ、
ＭＤＲ１、Ｐｇｐ、Ｂｃｌ２、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白相
对表达量显著低于 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组，Ｂａｘ、Ｃｌｃａｓｐａｓｅ３、
Ｅｃａｄ蛋白相对表达量显著高于 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组，差异
有统计学意义（Ｐ＜００１）；２组细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３蛋
白相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
结果见图４和表５。

Ａ：ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组；Ｂ：ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组。

图４　ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组和ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组细胞中蛋白表达
（免疫印迹法）

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

表５　２组细胞中ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｒｂ、ＭＲＰ１、Ｐｇｐ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、
ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃｌｃａｓｐａｓｅ３、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｅｃａｄ、
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白相对表达量比较

Ｔａｂ．５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣｙｃｌｉｎＤ１，
Ｒｂ，ＭＲＰ１，Ｐｇｐ，Ｂａｘ，Ｂｃｌ２，ｃａｓｐａｓｅ３，Ｃｌｃａｓｐａｓｅ３，
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，Ｅｃａｄ，ＭＭＰ２，ＭＭＰ９ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｅｌｌｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

指标 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ组 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ＋ＴＰＬ组 ｔ Ｐ
ＣｙｃｌｉｎＤ１ １．３５±０．１３ ０．６２±０．２１ ５．４１７ ０．００６
Ｒｂ １．３６±０．０８ ０．３９±０．１１ １２．２００ ０．０００
ＭＲＰ１ １．４２±０．２０ ０．２０±０．０５ ９．７０１ ０．００１
Ｐｇｐ １．２７±０．１９ ０．２５±０．１５ ７．０９７ ０．００２
Ｂａｘ ０．６３±０．２０ １．６４±０．１３ ７．００６ ０．００２
Ｂｃｌ２ １．８６±０．１５ ０．７５±０．２２ ７．０３５ ０．００２
ｃａｓｐａｓｅ３ １．１３±０．１５ １．１３±０．０７ ０．０００ １．０００
Ｃｌｃａｓｐａｓｅ３ ０．７３±０．１２ １．６６±０．１５ ９．１７１ ０．００１
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ １．６１±０．２３ ０．９７±０．１９ ３．８５０ ０．０１７
Ｅｃａｄ ０．４９±０．１２ １．７６±０．１５ １２．０２０ ０．０００
ＭＭＰ２ １．０７±０．１０ ０．６１±０．１２ ４．９６１ ０．００７
ＭＭＰ９ １．２５±０．０６ ０．８２±０．１１ ５．９０９ ０．００４

３　讨论

　　结直肠癌因其高发病率和对现有化学治疗药物
的耐药性导致其病死率较高，亟需寻找新的治疗药

物及策略［２８］。ＴＰＬ是中草药雷公藤的主要成分之
一，虽然其在临床前研究中显示出强大的抗肿瘤活

性，但由于其严重的全身毒性而在临床应用中受到

限制。越来越多的证据表明，低剂量 ＴＰＬ可部分缓
解结直肠癌对当前化学治疗药物的耐药性，增强化

学 治 疗 药 物 的 抗 癌 效 果，并 减 轻 其 毒

性［６８，１４１５，１９２１，２３２４］。另外，有研究表明，ＴＰＬ可以抑
制耐药癌细胞的恶性生物学特征［５２５］。

　　本研究结果发现，ＴＰＬ可以降低ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞
的耐药性，并通过将细胞周期阻滞在 Ｓ期来抑制
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞的增殖和克隆形成。恶性肿瘤耐药
性的发生与肿瘤细胞的增殖、凋亡异常和自噬等密

切相关［２９３１］。本研究中，ＴＰＬ呈剂量依赖性抑制
ＬｏＶｏ细胞和ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞的增殖能力。以往有研
究表明，ＴＰＬ能诱导食管鳞状细胞癌细胞周期停滞
在Ｇ１／Ｓ期，从而抑制细胞生长

［２４］。本研究还发现，

ＴＰＬ具有诱导肿瘤细胞凋亡的作用。有研究表明，
ＴＰＬ通过抑制细胞增殖、阻断细胞周期、干扰肿瘤血
管生成、诱导自噬和促进细胞凋亡发挥强大的抗肿

瘤作用［５２５］。本研究发现，ＴＰＬ可显著增加 ＬｏＶｏ／
Ｏｘａ细胞凋亡率。细胞凋亡是由凋亡相关基因控制
的程序性死亡过程，ｃａｓｐａｓｅ３的激活长期以来被认
为是细胞凋亡的标志［２９３２］，Ｂａｘ、Ｂｃｌ２是重要的凋
亡相关蛋白，当线粒体通路被氧化应激等细胞凋亡

信号激活时，Ｂａｘ等促凋亡蛋白表达上调［３２］。Ｂｃｌ２
相关抗凋亡作用的过度激活与癌症的发生、进展和

预后相关，还可导致各种恶性肿瘤的放射和化学抗

性［８９，１７，２３，２５，３１］。ＴＰＬ的抗肿瘤活性与诱导线粒体凋
亡途径和ｃａｓｐａｓｅ激活有关。本研究发现，无毒剂量
的 ＴＰＬ处理 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细 胞 ４８ｈ后 可 上 调
Ｃｌｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ的表达，下调 Ｂｃｌ２的表达，提示
ＴＰＬ可能经线粒体途径诱导ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞的凋亡。
　　上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉ
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ｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是指上皮细胞在生理或病理因素的作用
下转化为间充质细胞的过程，上皮细胞失去极性和

与相邻细胞的连接，使得细胞的增殖能力明显增强，

容易发生迁移、侵袭和凋亡抵抗［３３３５］。有研究发

现，ＥＭＴ赋予肿瘤细胞在继发性肿瘤形成过程中适
应不断变化的微环境能力，ＥＭＴ的发生使肿瘤细胞
的抗凋亡能力增强，进而降低放射治疗、化学治疗、

靶向治疗和免疫治疗的疗效［３６］。有研究证实，Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ信号的异常激活可促进结直肠癌细胞中
的ＥＭＴ活性和一些顺铂类药物的耐受性［３７３８］。由

于ＥＭＴ诱导了结直肠癌的耐药性，因此，抑制 ＥＭＴ
的激活和上皮间质可塑性已成为解决结直肠癌对
化学治疗耐药的有效方法。本研究发现，ＴＰＬ处理
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞会抑制细胞的迁移和侵袭，使上皮细
胞的蛋白标志物 Ｅｃａｄ表达上调，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达
下调，同时可抑制ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白的表达；与先
前的研究结果一致［６，１０］。

　　在全球范围内，结直肠癌给医疗保健系统带来
了沉重的负担［２］。ＴＰＬ是一种具有新型抗癌作用的
天然药物［５］，ＴＰＬ除了具有抗炎和免疫抑制作用外，
还有较强的抗肿瘤作用，主要表现在抑制肿瘤细胞

增殖、诱导肿瘤细胞凋亡，增强某些化学治疗药物的

促凋亡效果［５２３］。关于逆转结直肠癌细胞多药耐药

的研究较少。在本研究构建了结直肠癌奥沙利铂耐

药细胞系ＬｏＶｏ／Ｏｘａ，并利用无毒剂量的ＴＰＬ来逆转
结直肠癌对Ｏｘａ的耐药性，结果显示，ＴＰＬ与Ｏｘａ联
合可使 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞的 ＩＣ５０显著下降，并改变了
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ的细胞周期，提高了细胞的凋亡率，这提
示ＴＰＬ可通过诱导细胞凋亡来逆转 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ的耐
药作用。本研究进一步发现，ＴＰＬ可显著下调
ＬｏＶｏ／Ｏｘａ细胞中增殖与耐药相关蛋白（ＣｙｃｌｉｎＤ１、
Ｒｂ、Ｐｇｐ、ＭＤＲ１）、Ｂａｘ、Ｃｌｃａｓｐａｓｅ３、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２
和ＭＭＰ９蛋白的表达，显著上调促凋亡蛋白Ｂｃｌ２及
上皮细胞蛋白标志物Ｅｃａｄ蛋白的表达，这从分子机
制上初步阐明了 ＴＰＬ逆转结直肠癌细胞对 Ｏｘａ耐
药的原因。

４　结论

ＴＰＬ对结直肠癌耐药细胞 ＬｏＶｏ／Ｏｘａ的耐药性
有一定的逆转作用。但本研究仅在细胞层面证实了

ＴＰＬ可以逆转ＬｏＶｏ／Ｏｘａ的耐药性，为了进一步证实
其体内的作用效果，未来的研究将对 ＴＰＬ逆转结直
肠癌的耐药作用在体内的效果进行验证，以期为

ＴＰＬ在临床中的应用提供更好的理论支撑。
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和有效途径［Ｊ］．时珍国医国药，２０２１，３２（４）：９２７９３０．

ＺＨＯＵＹＷ，ＺＨＡＮＧＬＹ，ＳＵＮＬＴ，ｅｔａｌ．Ｅｍｅｒｇｉｎｇｓｔｒａｔｅｇｉｅｓａｎｄ

ｅｆｆｅｃｔｉｖｅａｐｐｒｏａｃｈｅｓｏｆｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｆｏｒｒｅｖｅｒｓｉｎｇ
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ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＦｏｌｉａＢｉｏｌ（Ｐｒａｈａ），２０１５，６１
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［１６］　ＨＵＡＮＧＭ，ＺＨＡＮＧＨ，ＬＩＵＴ，ｅｔａｌ．ＴｒｉｐｔｏｌｉｄｅｉｎｈｉｂｉｔｓＭＤＭ２

ａｎｄｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ

ｔｈｒｏｕｇｈａｐ５３ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒＴｈｅｒ，２０１３，
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