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摘要:[目的]观察至真方含药血清对人大肠癌耐长春新碱细胞株 HCT-8/VCR多药耐药的影响,并从 NF-κB
信号通路探讨其作用机制。[方法]用8%、16%、32%体积分数的至真方含药血清干预人大肠癌敏感细胞株 HCT-
8与耐长春新碱细胞株 HCT-8/VCR,CCK8法检测细胞多药耐药性及存活率;ELISA法检测 NF-κB活性;Annex-
inV/PI流式细胞术检测细胞凋亡率;Westernblot检测NF-κB/p65、IκB-α和Caspase-3蛋白的表达。[结果]体积分

数>8%时,高、中、低剂量含药血清组对 HCT-8/VCR细胞的抑制率与空白血清组比较差异均有统计学意义(P<
0.01),且呈浓度递增趋势;8%、16%、32%体积分数的中剂量组至真方含药血清作用于HCT-8/VCR细胞24h后,

NF-κB活性较HCT-8/VCR阴性对照组明显降低(P<0.01);至真方含药血清可促进HCT-8/VCR细胞凋亡,且在

一定范围内细胞凋亡率呈浓度依赖性;经至真方含药血清处理后,HCT-8/VCR细胞 NF-κB/p65蛋白表达较用药

前明显下降(P<0.05),IκB-α蛋白表达明显上调(P<0.05),Caspase-3蛋白表达明显上调(P<0.05)。[结论]至
真方含药血清可降低 HCT-8/VCR细胞NF-κB的活性,一定程度上逆转了大肠癌细胞的多药耐药,其机制可能与

抑制该通路分子开关IκB-α的磷酸化,下调NF-κB/p65蛋白的表达,从而上调通路下游的Caspase-3蛋白的表达,

诱导 HCT-8/VCR细胞凋亡有关。
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Abstract:[Objective]ToinvestigatetheeffectofserumcontainingZhizhenformulainreversingmulti-
drugresistanceandregulatingtheNF-κBsignalingpathway.[Methods]Differentconcentrationsofserum
containingZhizhenformulawereusedintreatingHCT-8andHCT-8/VCRcells.CellcountingKit-8(CCK-
8)assaywasusedtodetectthemultidrugresistanceandsurvivalrateofHCT-8/VCRcells.Thecellapop-
tosiswasdetectedbyusingflowcytometrywithAnnexinV/PIdoublestaining.ExpressionofNF-κB/p65,

IκB-αandCaspase-3weredeterminedbyWesternBlottechniquesfromtheproteinlevels.[Results]The
HCT-8/VCRcellinhibitionrateofhigh,mediumandlowdosesgroupsweresignificantlyhigherthanthat
ofblankcontrolgroup(P<0.01),andshowedatrendofincreasingconcentration.TheactivityofNF-κB
wasdecreased24hoursafter8%,16%,and32%(volumefraction)oftheserumwasgivencomparedto
thatofblankcontrolgroup(P<0.01).TheserumcontainingZhizhenFormulainducedapoptosisinadose-
dependentmannerundercertainconditions.NF-κB/p65proteinexpressiondecreasedobviously(P<0.05),



IκB-αproteinexpressionwasobviouslyup-regulated(P<0.05)andCaspase-3proteinexpressionsignifi-
cantlyraised(P<0.05)aftertreatedwiththeserumcontainingZhizhenFormula.[Conclusion]Serumcon-
tainingZhizhenFormulacandown-regulatetheactivityofNF-κB,andpartlyreversemultidrugresistancein
HCT-8/VCR,whichmayberelatedtoinhibitingthepathwaymolecularswitchIκB-αpredominatephos-
phorylation,decreasingNF-κB/p65proteinexpression,thusincreasingCaspase-3proteinexpression,indu-
cingthecellapoptosisofHCT-8/VCRcells.
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  肿瘤多药耐药(multidrugresistance,MDR)是
导致化疗失败的主要原因之一。MDR的机制是复

杂多样的,近年来国内外研究发现,凋亡通路受阻是

多药耐药的另一重要机制[1],并且凋亡途经上的有

关因子或基因,如bcl-2基因、核转录因子(NF-κB)
等,都参与了肿瘤细胞的耐药。激活NF-κB信号通

路能抑制肿瘤细胞凋亡,降低肿瘤细胞对化疗药物

的敏感性[2-3]。本实验用至真方含药血清对人大肠

癌耐长春新碱细胞株 HCT-8/VCR进行干预,研究

其对 HCT-8/VCR内NF-κB活性及该通路下游凋

亡相关蛋白Caspase-3的影响,结合检测对该细胞

的凋亡诱导作用,以期寻找出NF-κB信号通路与细

胞凋亡在至真方逆转大肠癌多药耐药机制中的关

系,为临床上至真方辅助治疗大肠癌提供理论支持。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实 验 动 物 和 细 胞 株  清 洁 级 SD 大 鼠

(200~250g,雌雄各半)40只,体重为250~300g,
由中国科学院上海实验动物中心提供。人大肠癌敏

感细胞株 HCT-8及人大肠癌耐长春新碱细胞株

HCT-8/VCR,由湘雅医学院中心实验室提供。细

胞培养于含10%胎牛血清的RPMI1640培养液(含
青霉素、链霉素各100U/ml)中,37℃、5%CO2饱和

湿 度 培 养 箱 培 养。其 中 HCT-8/VCR 中 加 入

1000ng/ml的长春新碱(VCR)以维持其耐药性。
所有实验均在停用 VCR培养2周后,取对数生长

期的细胞进行。

1.1.2 药品与试剂 至真方由黄芪、女贞子、薏苡

仁、石见穿、野葡萄藤、藤梨根、制香附组成,以上饮

片购自上海雷允上药店,由本院制剂室按既定工艺

制备成含生药4g/ml的浓缩液,4℃保存。注射用

长春新碱(VCR)及顺铂购自深圳万乐药业有限公

司,5-氟尿嘧啶及表阿霉素购自法码西亚普强公司,

NF-кB抑制剂BAY11-7082(CAS号19542-67-7)购
自美国Sigma公司。CCK8(cellcountingkit-8)试
剂盒购自日本DOJINDO公司,细胞核蛋白与细胞

浆蛋白抽提试剂盒购自上海碧云天科技有限公司,

NF-p65活性检测试剂盒购自德国 Cayman公司,

AlexaFluor488AnnexinV/PI凋亡试剂盒购自美

国Invitrogen 公 司。兔 单 克 隆 抗 体 NF-κB/p65
(#4764)、鼠单克隆抗体IκB-α(#4814)、兔单克隆

抗体β-actin(#8457)购自美国cellsignal公司;免
多克隆抗体 Caspase-3(ab32042)购自美国abcam
公司。

1.2 方法

1.2.1 至真方含药血清的制备SD大鼠,40只,雌
雄各半,随机分为中药组(低、中、高剂量组)、空白对

照组,每组10只。根据《徐叔云药理实验方法学》的
折算系数换算法计算SD大鼠灌胃剂量,中药组分

别以4,8,16ml/(kg·d)的剂量灌胃给药。给药

3d,第4天灌胃后1h取血。离心3000rpm,10~
20min,取上清,于56℃灭活,-20℃保存。

1.2.2 HCT-8/VCR细胞株多药耐药性的鉴定 
CCK8法测定 HCT-8/VCR对 VCR、CDDP、5-FU
及EP的耐药性。取对数生长期细胞以5×104个细

胞/孔接种于96孔板,培养过夜后参照抗肿瘤药物

的 血 浆 高 峰 浓 度 (VCR:0.5 μg/ml;CDDP:

3μg/ml;5-Fu:10μg/ml;EP:0.34μg/ml)设5种

浓度梯度进行干预,每一浓度设6个复孔。培养

72h后,按CCK-8试剂盒说明操作,酶联免疫检测

仪测定吸光度,计算相对抑制率,计算50%细胞生

长抑制时的药物浓度(IC50),计算耐药指数,公式

为:耐 药 指 数(resistanceindex,RI)=耐 药 细 胞

IC50/亲本细胞IC50×100%。实验重复3次。

1.2.3 至真方含药血清实验浓度筛选 取对数生

长期的HCT-8/VCR细胞,分组为:空白对照组(只
加RMPI-1640),空白血清组及含药血清低、中、高
剂量组(将血清用1640培养液稀释,体积分数分别

为2%、4%、8%、16%、32%、64%),按CCK-8试剂

盒说明操作,酶联免疫检测仪测定吸光度,计算相对

抑制率。以SPSS软件计算含药血清体积分数,确
定含药血清实验浓度。

1.2.4 ELISA检测 NF-κB活性 细胞核蛋白抽

提、蛋白浓度测定及NF-κB活性检测均按试剂盒说

明操作。分组为:HCT-8、HCT-8/VCR(含药血清

组8%、16%、32%)、空白血清组、阴性对照组(加入
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生 理 盐 水)、阳 性 对 照 (BAY11-7082 浓 度 为

10μmol/L)。各组设3个复孔,在阳性对照正常显

色的前提下,计算各组样本于波长450nm吸光度

的平均值并进行比较。

1.2.5 AnnexinV/PI流式细胞仪检测细胞凋亡

率 取对数生长期的 HCT-8及 HCT-8/VCR 细

胞,同上分组,各组收集总细胞数约106个。用PBS
清洗细胞2次,1500rpm 离心5min,按 Alexa

Fluor488AnnexinV/PI凋亡试剂盒操作,送流试细

胞仪检测。

1.2.6 Westernblot检 测 NF-κB/p65、IκB-α和

Caspase-3蛋白的表达 取对数生长期的HCT-8及

HCT-8/VCR细胞,同上分组,按照蛋白抽提试剂盒

说明分别抽提细胞浆蛋白及核蛋白,并采用BCA蛋

白浓度试剂盒行蛋白含量检测。每孔配制含30μg
总蛋白作SDS-PAGE电泳,转膜后分别加入一抗体

(NF-κB、IκB-α和 Caspase-3 稀 释 度 分 别 为 1

1500、11000、1500,以抗体稀释液配制),4℃
孵育过夜;TBST洗膜3次,随后加入 HRP标记的

与一抗相对应二抗(11000),37℃孵育1h。显色

定影之后,用Quantity-one图象处理系统分析目标

蛋白条带的灰度值,蛋白表达量结果以灰密度比值

(目的蛋白/β-actin)表示。

1.3 统计学处理

采用SPSS11.0统计处理软件进行数据分析。
所有数据均以x±s表示,各组使用单因素方差分

析,组间多重比较用SNK法,以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 HCT-8/VCR细胞多药耐药性的鉴定

CCK-8法检测结果示:HCT-8细胞和 HCT-8/

VCR 细 胞 对 VCR 的 IC50 分 别 为 (0.13±

0.03)μg/ml和(9.54±0.23)μg/ml,HCT-8/VCR
的耐药指数(RI)为73.38。同时 HCT-8/VCR对

5-FU、CDDP、EP均有不同的程度的交叉耐药。提

示HCT-8/VCR细胞具有多药耐药性。见表1。

表1 HCT8、HCT-8/VCR细胞对不同种类

化疗药物的敏感性 μg/ml,x±s

组别 例数
IC50

HCT-8 HCT-8/VCR
RI

VCR 3 0.13±0.03 9.54±0.231) 73.38

5-FU 3 3.30±0.32 67.71±0.161) 20.52

CDDP 3 0.76±0.24 5.03±0.131) 6.61

EP 3 0.86±0.07 3.79±0.111) 4.40

  与 HCT-8组比较,1)P<0.01。

2.2 至真方含药血清对 HCT-8/VCR细胞的抑制

率及实验浓度的确定

CCK-8结果显示:体积分数为2%、4%时,高、
中、低剂量含药血清组干预 HCT-8/VCR细胞24h
后,细胞生长抑制率与空白血清组比较差异均无统

计学意义(P>0.05);体积分数>8%时,高、中、低
剂量含药血清组与空白血清组比较差异均有统计学

意义(P<0.01),抑制率呈浓度递增趋势,且高、中
剂量组比较两者差异无统计学意义(P>0.05)。故

本实验采用中剂量至真方含药血清作为实验剂量。
见表2。

根据以上结果计算至真方中剂量含药血清

IC10为3.4%、IC20为9.2%,IC50为64%,根据实

验结果2%、4%含药血清抑制率与空白血清差异无

统计学意义,因此选择IC50以下,IC20左右体积分

数的含药血清作为实验浓度,即:8%、16%、32%。

表2 不同浓度血清对HCT-8/VCR细胞的抑制率 %,x±s

组别 例数
含药血清体积分数

2% 4% 8% 16% 32% 64%

空白血清组 3 1.23±0.05 3.73±0.09 1.12±0.02 3.43±0.06 2.77±0.05 2.85±0.04

低剂量组 3 0 7.03±0.06 13.88±0.011) 11.19±0.071) 20.83±0.021) 39.75±0.071)

中剂量组 3 2.53±0.03 11.10±0.11 21.00±0.061) 23.69±0.041) 31.59±0.061) 55.03±0.931)

高剂量组 3 1.08±0.04 9.46±0.04 17.18±0.041) 21.35±0.051) 38.28±0.041) 56.68±0.061)

  与空白血清组比较,1)P<0.01。

2.3 至真方含药血清对HCT-8/VCR细胞NF-κB
活性的影响

用ELISA法检测NF-κBDNA结合活性,结果

显示HCT-8/VCR细胞的NF-κBDNA结合活性明

显高于HCT-8细胞(P<0.05),提示NF-κB在耐药

细胞的高表达可能与其耐药特性有关;不同浓度至

·125·王慧君,等.从NF-κB信号通路研究至真方对 HCT-8/VCR细胞多药耐药的影响及机制



真方含药血清作用于 HCT-8/VCR细胞12h、24h
后,NF-κB活性较 HCT-8/VCR阴性对照组明显降

低(P<0.01),在一定范围内呈浓度依赖性(见
表3),其中32%至真方含药血清作用于 HCT-8/

VCR细胞24h后,NF-κB活性较作用12h明显降

低(P<0.01);16%、32%至 真 方 含 药 血 清 作 用

HCT-8/VCR细胞12h后,NF-κB活性与BAY11-
7082阳性 对 照 组 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05);HCT-8/VCR+空白血清组与 HCT-8/VCR
阴性对照组比较,NF-κB活性差异无统计学意义

(P>0.05)。根据以上实验统计结果,确定24h为

最佳实验时间点。

表3 至真方含药血清作用HCT-8/VCR细胞6h、12h、24h后NF-κB活性 x±s

组别
治疗时间

6h 12h 24h

HCT-8组 3.547±0.1201) 3.666±0.0661) 3.534±0.1201)

HCT-8/VCR阴性对照组 3.940±0.101 3.977±0.086 3.863±0.055

HCT-8/VCR+空白血清组 4.088±0.088 3.845±0.077 3.923±0.125

HCT-8/VCR+8%含药血清组 3.930±0.099 3.400±0.1402) 3.457±0.0912)

HCT-8/VCR+16%含药血清组 3.814±0.086 3.043±0.0822) 2.946±0.0662)

HCT-8/VCR+32%含药血清组 3.652±0.0851) 3.017±0.0842) 2.868±0.0792)

HCT-8/VCR+BAY11-7082阳性对照组 3.322±0.3012) 3.105±0.1262) 2.730±0.0422)

  与 HCT-8/VCR组比较,1)P<0.05,2)P<0.01。

2.4 至真方含药血清作用24h后HCT-8/VCR细

胞凋亡率变化

流式细胞仪检测结果表明,至真方含药血清可

促进 HCT-8/VCR 细 胞 凋 亡。8%含 药 血 清 组,

16%含药血清组,32%含药血清组,BAY11-7082阳

性对照组细胞凋亡率 分 别 为(13.64±0.73)%,
(31.62±2.78)%,(62.90±6.52)%,(24.67±

1.69)%,明显高于凋亡率为(5.74±0.12)%的阴性

对照组(P<0.01),且在一定范围内细胞凋亡率呈

浓度依赖性。其中16%含药血清组,32%含药血清

组对 HCT-8/VCR 细胞的凋亡率较 BAY11-7082
阳性对照组明显升高(P<0.01)。空白血清组的细

胞凋亡率为(4.37±0.29)%,与阴性对照组之间差

异无统计学意义(P>0.05)。见图1。

A:阴性对照组;B:空白血清组;C:8% 含药血清组;D:16% 含药血清组;E:32% 含药血清组;F:BAY11-7082阳性对

照组。

与阴性对照组比较,1)P<0.01;与BAY11-7082阳性对照组比较,2)P<0.01。
图1 不同浓度至真方含药血清作用 HCT-8/VCR细胞24h后的细胞凋亡率
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2.5 至 真 方 含 药 血 清 对 NF-κB/p65、IκB-α 和

Caspase-3蛋白表达的影响

Westernblot结果显示:经8%、16%、32%至真

方含药血清处理后,HCT-8/VCR细胞NF-κB/p65蛋

白表达较用药前(1.041±0.063)明显 下 降(P<
0.05),分 别 为(0.945±0.018)、(0.779±0.003)、
(0.627±0.001);IκB-α 蛋 白 表 达 较 用 药 前

(0.191±0.001)明 显 上 调 (P<0.05),分 别 为

(0.632±0.034)、(0.627±0.003)、(0.682±
0.000);Caspase-3 蛋 白 表 达 较 用 药 前(0.132±
0.024)明 显 上 调 (P<0.05),分 别 为 (0.508±
0.100)、(0.597±0.145)、(0.608±0.147);NF-κB
通路抑制剂BAY11-7082组处理24h后,NF-κB/

p65表 达 降 至(0.201±0.009),IκB-α表 达 升 至

(0.907±0.060),Caspase-3 表 达 升 至(0.661±
0.158)。提示至真方含药血清可下调 NF-κB/p65
蛋白的表达,并呈浓度梯度下降,可上调IκB-α、

Caspase-3蛋白的表达。结果见图2、图3。

A:阴性对照组;B:空白血清组;C:8% 含 药 血 清 组;D:

16% 含药血 清 组;E:32% 含 药 血 清 组;F:BAY11-7082
阳性对照组。

图2 各组NF-κB/p65、IκB-α、Caspase-3的表达

A:阴性对照组;B:空白血清 组;C:8% 含 药 血 清 组;D:

16% 含药血 清 组;E:32% 含 药 血 清 组;F:BAY11-7082
阳性对照组。

与阴性对照组比较,1)P<0.05。
图3 Westernblot产物的定量分析

3 讨论

对于大肠癌的治疗,化疗依然占据重要地位,特
别是对于不能进行手术或姑息性手术患者,化疗则

为延长患者生存期的主要治疗措施之一。大肠癌细

胞原发性或继发性多药耐药(multidrugresistance,

MDR)是化疗失败的主要原因。因此探寻多药耐药

的产生机制及有效逆转策略成为大肠癌治疗过程中

亟待解决的问题之一。

MDR的产生是一个多机制、多途径、多环节的

过程,目前发现 MDR与各种膜蛋白的外排泵作用

引起的细胞内化疗药物浓度下降、各种酶的作用、凋
亡机制的修饰及信号通路异常[4]等相关。NF-κB
是一种在体内广泛存在的多向性转录因子,除参与

炎症、免疫和应激等诸多生物学过程中的基因调节,
还在细胞增殖和凋亡相关基因调控中起关键作用,
与多药耐药也密切相关[5]。典型的 NF-κB以p50-
p65异源二聚体组成,静息状态下,NF-κB与抑制性

蛋白IκB-α结合,以无活性的状态存在于胞浆中。
当NF-κB活化后即与IκB-α解离,并转位到细胞核

内,与 特 异 的κB 序 列 结 合,发 挥 其 转 录 调 控 作

用[6]。有研究证实突变型IκB-α抑制NF-κB活性对

耐药胃癌细胞株mdrl的表达有直接抑制作用,并促

使耐药胃癌细胞凋亡[7]。亦有研究发现木蝴蝶素能

够抑制 MCF7/ADR细胞

NF-κB结合活性与下调NF-κB蛋白表达,减少

细胞G2/M 期阻滞,以逆转 P-gp介导的 MCF7/

ADR细胞多药耐药[8]。
中药在阻断肿瘤细胞复杂的信号传导过程中体

现出多环节、多层次及多靶点作用的优势,在逆转肿

瘤 MDR的研究中倍受关注。至真方是已故“国医

大师”张镜人的经验方,由黄芪、女贞子、薏苡仁、石
见穿、野葡萄藤、藤梨根、制香附组成。方中黄芪大

补元气、壮脾胃,以固后天之本,女贞子补肝肾、安五

脏,以固先天之源,黄芪、女贞子两药相和,先后天同

补,共为君药;薏苡仁健脾祛湿化浊,石见穿通络活

血消癥,共为臣药;藤梨根清热解毒、除湿化浊,野葡

萄藤舒筋活血、清热解毒,制香附气血同理,共为佐

使药。全方健脾补肾、活血化浊、解毒通络,共奏扶

正祛邪之效。
本研究从NF-κB信号通路进一步探讨至真方

逆转大肠癌多药耐药机制。CCK8测定 HCT-8/

VCR细胞的多药耐药性,筛选出至真方含药血清的

实验 浓 度 为 中 剂 量 8%、16%、32% 体 积 分 数。

BAY11-7082是NF-κB通路的特异蛋白抑制剂,它
可以抑制IκB-α的磷酸化及其降解,并且可以抑制

p65/p50进入细胞核[9],故本实验选用该试剂做为
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阳性对照。不同浓度含药血清干预 HCT-8/VCR
细胞24h后,含药血清组 NF-κB活性较 HCT-8/

VCR阴性对照组明显降低(P<0.01),一定范围内

呈浓度依赖性;16%、32%含药血清组对 HCT-8/

VCR 细 胞 的 凋 亡 率 分 别 为 (31.62±2.78)%、
(62.90±6.52)%,较 BAY11-7082 阳 性 对 照 组

(24.67±1.69)%明显升高(P<0.01),提示至真方

含药血清逆转大肠癌细胞的多药耐药可能与抑制

NF-кB通路、解除细胞凋亡的受抑制状态有关。进

一步采用 Westernblot检测至真方含药血清对

HCT-8/VCR细胞 NF-κB/p65、IκB-α和Caspase-3
蛋白表达的影响,实验证明8%、16%、32%至真方

含药血清处理24h后,HCT-8/VCR细胞 NF-κB/

p65蛋白表达较用药前(1.041±0.063)明显下降

(P<0.05),并且呈浓度梯度下降;IκB-α蛋白表达

较用药前(0.191±0.001)明显上调(P<0.05),

Caspase-3蛋白表达较用药前(0.132±0.024)明显

上调(P<0.05),说明至真方含药血清可下调 NF-
κB/p65、上调IκB-α、Caspase-3蛋白的表达。

综上所述,至真方含药血清逆转大肠癌细胞多

药耐药的机制可能与抑制 NF-κB信号通路分子开

关IκB-α的磷酸化,下调 NF-κB/p65蛋白的表达,
从而上调通路下游的Caspase-3蛋白的表达,诱导

HCT-8/VCR细胞凋亡有关。
另外,由于至真方成分多样,笔者发现至真方含

药血清组 HCT-8/VCR细胞的凋亡率较 NF-κB信

号通路的特异性抑制剂BAY11-7082组明显升高,
但对于该通路的关键蛋白的调控却不及BAY11-
7082,提示至真方可能同时通过其它的通路或因子

诱导大肠癌多药耐药细胞的凋亡。因此,至真方逆

转大肠癌细胞的多药耐药可能是一个多环节、多靶

点的作用总和,值得我们进一步探讨。
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