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摘要： 目的　 探讨乙酰紫草素联合奥沙利铂对人结肠癌 ＨＴ２９ 细胞增殖及凋亡的影响。 方法　 将人结肠癌 ＨＴ２９ 细胞

分为空白组、 乙酰紫草素组 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 奥沙利铂组 （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和联合给药组 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 乙酰紫草素＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ
奥沙利铂）， ＭＴＴ 法检测 ＨＴ２９ 细胞增殖抑制率， 流式细胞术检测 ＨＴ２９ 细胞凋亡率、 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＨＴ２９ 细胞 Ｋｉ⁃
６７、 Ｂｃｌ⁃２ 及 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测磷酸化磷脂酰肌醇⁃３⁃羟激酶 （ｐ⁃ＰＩ３Ｋ）、 磷酸化蛋白激酶 Ｂ （ｐ⁃Ａｋｔ）
蛋白表达。 结果　 人结肠癌 ＨＴ２９ 细胞经乙酰紫草素、 奥沙利铂和联合给药处理 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后， 细胞增殖抑制率均

增加， 其中联合给药组细胞增殖抑制率最高 （Ｐ＜０ ０５）。 药物处理 ＨＴ２９ 细胞 ４８ ｈ 后， 与空白组比较， 乙酰紫草素

组、 奥沙利铂组和联合给药组凋亡率、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达增加 （Ｐ＜０ ０５）， 而 Ｋｉ⁃６７、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达及 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ
蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５）； 联合给药组的细胞凋亡率、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达均高于乙酰紫草素组和奥沙利铂组， Ｋｉ⁃６７、
Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达及 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达低于乙酰紫草素组和奥沙利铂组。 结论　 乙酰紫草素和奥沙利铂对人结肠

癌 ＨＴ２９ 细胞均具有抑制增殖及诱导凋亡作用， 可能与调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路有关， 且两者联用时效果更好。
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ＨＴ２９ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｅｃａｕｓｅｅ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ａｃｅｔｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ； ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ； ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ； ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 结肠癌为消化道高发肿瘤， 致死率高居恶性肿

瘤的第 ２ 位［１］， 该疾病早期症状不明显， 多数患者

确诊时即为晚期， 失去了手术的最佳时机， 化疗是

主要治疗手段， 但其较大的毒副作用及耐药性而难

以让人满意［２］。 乙酰紫草素为紫草主要活性成分，
对黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０、 骨肉瘤 Ｓ１８０、 Ｌｅｗｉｓ 肺癌及

胃癌细胞 ＳＧＣ⁃７９０１ 等均有较好的抑制作用［３⁃６］。
研究发现， 中药联合化疗药物能提高抗肿瘤疗效，
显著降低化疗药物的毒副作用［７］， 因此， 本研究

探讨乙酰紫草素联合奥沙利铂对人结肠癌 ＨＴ２９ 细

胞增殖及凋亡的影响。
１　 材料

１ １　 试剂与药物　 乙酰紫草素 （成都德思特生物

技术有限公司， 批号 ２０１６０５１８， 纯度＞９８％ ）； 奥

沙利铂 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批号 ２０１６０６０８）； ＭＴＴ
检测试剂盒 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批号 ２０１６０９２１）；
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ （上海翊圣生物科技有限公司，
批 号 ４０３０２ＥＳ６０ ）； 逆 转 录 试 剂 盒 （ 批 号

２０１６１１２５）、 实时定量 ＰＣＲ 检测试剂盒 （批号

２０１６０９１７） （日本 ＴａＫａＲａ 公司）； ｐ⁃ＰＩ３Ｋ （批号

ａｂ３２０８９）、 ｐ⁃Ａｋｔ （批号 ａｂ３８４４９）、 ＧＡＰＤＨ 抗体

（批号 ａｂ８２４５） 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司。
１ ２　 细胞　 人结肠癌 ＨＴ２９ 细胞， 来源于中国科

学院上海细胞库。
１ ３　 仪器 　 ＷＤ⁃２１０２Ａ 型全自动酶标仪 （北京六

一仪器厂）； ＦＡＣＳ Ｃａｎｔｏ ＩＩ 流式细胞仪 （美国 ＢＤ
公司）； ＡＢＩ ７５００ 快速实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美
国 ＡＢＩ 公司）； ＥＢＸ⁃７００ 蛋白电泳转印系统 （上海

书俊仪器设备有限公司）。
２　 方法

２ １　 细胞增殖抑制率检测　 常规条件下， 将 ＨＴ２９ 细

胞培养至对数生长期， 调整细胞浓度为 １×１０５ ／ ｍＬ，
以每孔 ２００ μＬ 接种于 ９６ 孔细胞培养板中， 分为空

白组、 乙酰紫草素组 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 奥沙利铂组

（１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和联合给药组 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 乙酰紫草

素＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥沙利铂）， 各组的药物剂量设置依

据于徐锦程［８］、 薛德冬等［９］ 报道， 并结合预实验。
细胞培养箱中培养 ２４ ｈ， 弃去培养液， 加入含有相

应终浓度药物的完全培养基处理 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， 测

定 ４９０ ｎｍ 处光密度值（ＯＤ），细胞增殖抑制率＝（１－
ＯＤ给药组 ／ ＯＤ空白组） ×１００％ 。

２ ２　 细胞凋亡率检测 　 常规条件下， 将 ＨＴ２９ 细

胞培养至对数生长期， 以每孔 １×１０６ 个细胞接种于

６ 孔细胞培养板中， 分为空白组、 乙酰紫草素组

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 奥沙利铂组 （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和联合给

药组 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ乙酰紫草素 ＋ １ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥沙利

铂）， 细胞培养箱中培养 ２４ ｈ， 弃去培养液， 加入

含有相应终浓度药物的完全培养基继续培养 ４８ ｈ。
４ ℃下离心收集细胞， 并在预冷的磷酸盐缓冲液中

重悬细胞， 加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 溶液，
避光孵育 ２０ ｍｉｎ 后在流式细胞仪中检测， Ｃｅｌｌ
Ｑｕｅｓｔ 软件分析细胞凋亡率。
２ ３　 细胞凋亡相关基因检测 　 按 “２ ２” 项下方

法处理细胞后收集， ＴＲＩｚｏｌ 提取细胞总 ＲＮＡ， 逆

转录法获取 ｃＤＮＡ， 实时定量 ＰＣＲ 反应体系为６ μＬ
蒸馏水、 ２ μＬ ｃＤＮＡ、 １ μＬ 正向引物、 １ μＬ 反向

引物、 １０ μＬ ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ。 采用 ２－△△Ｃｔ 法，
以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因， 引物由上海基尔顿生物公

司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列

Ｋｉ⁃６７ 正向 ５′⁃ＡＣＴＴＧＣＣＴＣＣＴＡＡＴＡＣＧＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＡＣＴＣＴＴＴＣＴＣＣＴＣＣＴＣＴ⁃３′

Ｂｃｌ⁃２ 正向 ５′⁃ＧＧＧＡＧＡＡＣＡＧＧＧＴＡＣＧＡＴＡＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＡＣＣＧＡＡＣＴＣＡＡＡＧＡＡＧＧ⁃３′

Ｂａｘ 正向 ５′⁃Ｔ ＧＴＣＣＣＧＡＡＧＧＡＧＧＴＴＴＡＴＴ⁃３′
反向 ５′⁃ ＴＧＴ ＣＣＣＧＡＡＧＧＡＧＧＴＴＴＡＴＴ⁃３′

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡ⁃３′

２ ４ 　 细 胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通 路 相 关 蛋 白 检 测 　 按

“２ ２” 项下方法处理细胞后收集， 加入适量 ＲＩＰＡ
裂解液提取细胞总蛋白。 ＢＣＡ 法测定细胞总蛋白

浓度， 确定蛋白上样量后， 经 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝

胶电泳， 半干法转印至 ＰＶＤＦ 膜上， 加入稀释后的

ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 及 ＧＡＰＤＨ 抗体 （均为 １ ∶ ２ ０００），
４ ℃ 下孵育过夜， 加入对应二抗， 室温下孵育

０ ５ ｈ。 洗膜后显色、 曝光、 拍照， 分析各条带光

密度值， 并计算蛋白相对表达量。
２ ５　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 软件进行处理。
计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素

方差分析， 两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法。 以 Ｐ＜０ ０５
表示差异具有统计学意义。
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３　 结果

３ １　 乙酰紫草素联合奥沙利铂对 ＨＴ２９ 细胞增殖

的影响　 ＨＴ２９ 细胞经乙酰紫草素、 奥沙利铂和联

合给药处理 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后， 细胞增殖抑制率均

增加 （Ｐ＜０ ０５）； 与乙酰紫草素组比较， 奥沙利铂

组的细胞增殖抑制率增加 （Ｐ＜０ ０５）； 联合给药组

的细胞增殖抑制率高于乙酰紫草素组及奥沙利铂组

（Ｐ＜０ ０５）。 见表 ２。
表 ２　 乙酰紫草素联合奥沙利铂对 ＨＴ２９ 细胞增殖的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｔａｂ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｃｅｔｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ

ｏｎ ＨＴ２９ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
增殖抑制率 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
空白组 ０±０ ０±０ ０±０
乙酰紫草素组 １５ ８３±２ ２４∗ ２１ ６３±２ １８∗ ２５ ３２±３ ５４∗

奥沙利铂组 ２４ ５１±３ ２９∗＃ ３０ ４２±３ ６８∗＃ ３８ ０６±５ ８２∗＃

联合给药组 ３８ １４±５ ４１∗＃△ ５６ １１±５ ５７∗＃△ ６９ ４３±６ ５９∗＃△

　 　 注：与空白组比较，∗Ｐ＜０ ０５；与乙酰紫草素组比较，＃Ｐ＜０ ０５；

与奥沙利铂组比较，△Ｐ＜０ ０５。

３ ２　 乙酰紫草素联合奥沙利铂对 ＨＴ２９ 细胞凋亡率

的影响　 ＨＴ２９ 细胞经乙酰紫草素、 奥沙利铂和联合

给药处理 ４８ ｈ 后， 细胞凋亡率均增加 （Ｐ＜０ ０５）；
与乙酰紫草素组比较， 奥沙利铂组的细胞凋亡率增

加 （Ｐ＜０ ０５）； 联合给药组的细胞凋亡率高于乙酰

紫草素组及奥沙利铂组 （Ｐ＜０ ０５）。 见图 １。
３ ３　 乙酰紫草素联合奥沙利铂对 ＨＴ２９ 细胞 Ｋｉ⁃
６７、 Ｂｃｌ⁃２ 及 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达的影响　 ＨＴ２９ 细胞经

乙酰紫草素、 奥沙利铂和联合给药处理 ４８ ｈ 后，
Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达增加， 而 Ｋｉ⁃６７、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达

降低 （Ｐ＜０ ０５）； 与乙酰紫草素组比较， 奥沙利铂

组 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达增加， 而 Ｋｉ⁃６７、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表

达降低 （Ｐ＜０ ０５）； 联合给药组对 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达

的促进作用， Ｋｉ⁃６７、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达的抑制作用

最强 （Ｐ＜０ ０５）。 见表 ３。
表 ３　 乙酰紫草素联合奥沙利铂对 ＨＴ２９ 细胞 Ｋｉ⁃６７、 Ｂｃｌ⁃２

及 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｔａｂ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｃｅｔｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ

ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｋｉ⁃６７， Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ
ｉｎ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别 Ｋｉ⁃６７ Ｂｃｌ⁃２ Ｂａｘ
空白组 ０ ６７±０ ０６ ０ ７９±０ ０８ ０ ２１±０ ０３
乙酰紫草素组 ０ ５２±０ ０５∗ ０ ５３±０ ０６∗ ０ ２９±０ ０４∗

奥沙利铂组 ０ ４６±０ ０３∗＃ ０ ４２±０ ０５∗＃ ０ ３３±０ ０４∗＃

联合给药组 ０ ３７±０ ０４∗＃△ ０ ２５±０ ０２∗＃△ ０ ５６±０ ０６∗＃△

　 　 注：与空白组比较，∗Ｐ＜０ ０５；与乙酰紫草素组比较，＃Ｐ＜０ ０５；

与奥沙利铂组比较，△Ｐ＜０ ０５。

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与乙酰紫草素组比较，＃Ｐ＜０ ０５； 与

奥沙利铂组比较，△Ｐ＜０ ０５。

图 １　 乙酰紫草素联合奥沙利铂对 ＨＴ２９ 细胞凋亡率的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｃｅｔｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ

ｏｎ ＨＴ２９ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

３ ４　 乙酰紫草素联合奥沙利铂对 ＨＴ２９ 细胞 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ 信号通路的影响　 人结肠癌 ＨＴ２９ 细胞经乙酰

紫草素、 奥沙利铂和联合给药处理 ４８ ｈ 后， ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０ ０５）； 与乙酰

紫草素组比较， 奥沙利铂组的 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜ ０ ０５）； 联合给药组的 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃
Ａｋｔ 蛋白表达均低于乙酰紫草素组及奥沙利铂组

（Ｐ＜０ ０５）。 见图 ２、 表 ４。
４　 讨论

随着人们摄入膳食纤维和碳水化合物减少， 脂

肪增加， 结肠癌的发病率逐年递增［１０］。 乙酰紫草

素存在于紫草科植物紫草的根中， 可以抑制人结肠

癌 ＨＣＴ１１６ 细胞的增殖并诱导其凋亡， 但关于该成

分与化疗药物的联合使用未见报道［９］。 本研究发

现， 与空白组比较， 乙酰紫草素组、 奥沙利铂组及

联合给药组细胞增殖抑制率均明显增加， 以联合给
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图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＴ２９ 细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白

表达

Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ｐ⁃Ａｋｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＨＴ２９
ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

表 ４　 乙酰紫草素联合奥沙利铂对 ＨＴ２９ 细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信
号通路相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

Ｔａｂ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｃｅｔｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ
ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ｐ⁃Ａｋｔ
空白组 １ ３１±０ １７ １ １５±０ １０
乙酰紫草素组 １ ０４±０ １１∗ ０ ３１±０ ０４∗

奥沙利铂组 ０ ３７±０ ０５∗＃ ０ ２６±０ ０３∗＃

联合给药组 ０ ２５±０ ０４∗＃△ ０ １２±０ ０２∗＃△

　 　 注：与空白组比较，∗Ｐ＜０ ０５；与乙酰紫草素组比较，＃Ｐ＜０ ０５；
与奥沙利铂组比较，△Ｐ＜０ ０５。
药组更明显。

肿瘤的形成除了与细胞增殖失控有关外， 死亡
过程受阻也是重要原因［１１］， 因此， 可以通过抑制
细胞分裂、 增殖， 以及诱导细胞凋亡达到预期治疗
效果。 Ｋｉ⁃６７ 在多种肿瘤组织中呈现高表达， 是评
价肿瘤细胞凋亡水平的重要指标［１２］； Ｂｃｌ⁃２ 家族蛋
白成员间的相互作用在调控肿瘤细胞凋亡过程中也
发挥着关键性作用， 存在于胞浆或线粒体外膜的促
凋亡蛋白 Ｂａｘ 与抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 结合后可以激活
ｃａｓｐａｓｅ 途径， 最终促进肿瘤细胞凋亡的发生［１３］。
本研究发现， 联合给药组细胞凋亡率、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ
表达高于乙酰紫草素组和奥沙利铂组， 而 Ｋｉ⁃６７、
Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达更低。

在细胞的凋亡和增殖过程中， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号
通路均发挥重要作用， 在肿瘤组织和肿瘤细胞中异
常激活［１４］， ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 及 ｐ⁃Ａｋｔ 表达均明显升高［１５］。
研究［１６］表明， 抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的活化是多
种化疗药物的共同机制； 胡泽成等［１７］ 报道， 青龙
衣多糖在体外可直接杀伤或抑制人结肠癌 ＨＣＴ⁃１１６
细胞， 其作用机制与抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的活
化有关； 本研究也发现， 与空白组比较， 乙酰紫草
素组、 奥沙利铂组及联合给药组细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃
Ａｋｔ 蛋白表达均明显降低， 以联合应用组更明显。

综上所述， 乙酰紫草素和奥沙利铂对人结肠癌
ＨＴ２９ 细胞均具有抑制增殖及诱导凋亡作用， 可能
与调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路有关， 而且两者联合作
用时效果更好。
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