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　　[摘要]　目的:观察雷公藤内酯醇(TPL)是否可通过抑制 Toll样受体4(TLR4)表达以增强胃癌BGC823细

胞对5-FU的敏感性,并分析其相关的下游分子机制。方法:采用CCK-8法检测不同浓度 TPL以及 TPL联合5-
FU对BGC823细胞的增殖的影响。将BGC823细胞分为对照组、5-FU组(仅予5-FU)、TPL+5-FU 组以及脂多

糖(LPS)+TPL+5-FU组;Hoechst33258染色观察细胞凋亡形态学变化,流式细胞仪检测细胞凋亡率,Western
blot检测 TLR4、磷酸化 AKT(p-AKT)、Survivin、活性Caspase-3蛋白表达。结果:TPL可呈浓度-时间依赖性的

抑制BGC823细胞增殖。与5-FU组比较,TPL联合5-FU后对BGC823细胞的抑制率明显增加(P<0.01),其5-
FU的半数抑制浓度(IC50)显著降低(P<0.01)。与5-FU组比较,TPL+5-FU 组凋亡细胞数和细胞凋亡率均显

著增加(P<0.01);而 LPS+TPL+5-FU 组凋亡细胞数以及细胞凋亡率均较 TPL+5-FU 组显著下降(P<
0.05)。TPL+5-FU组的 TLR4、p-AKT、Survivin蛋白表达均较5-FU 组下降,而活性 Caspase-3蛋白表达增加;
与 TPL+5-FU组比较,LPS+TPL+5-FU组的p-AKT、Survivin蛋白表达增加,活性 Caspase-3蛋白表达减少。
结论:TPL具有增强BGC823细胞对5-FU敏感性的作用,其机制与抑制TLR4表达,进而阻断PI3K/AKT通路、
下调Survivin表达并促进Caspase-3活化有关。
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Abstract　Objective:Toobservewhethertriptolide (TPL)couldenhancethesensitivityofgastriccancer
BGC823cellsto5-FUbyinhibitingtheexpressionofTolllikereceptor4(TLR4),andanalyzetherelateddown-
stream molecularmechanisms.Methods:TheCCK-8methodwasusedtodetecttheeffectsofdifferentconcentra-
tionsofTPLandTPLcombinedwith5-FUontheproliferationofBGC823cells.BGC823cellsweredividedinto
controlgroup,5-FU group,TPL+5-FU groupandlipopolysaccharide (LPS)+TPL+5-FU group;Ho-
echst33258stainingwasusedtoobservetheapoptosismorphologicalchangesandflowcytometrywasusedtode-
tectthecellapoptosisrate.TLR4,phosphorylatedAkt(p-Akt),SurvivinandCaspase-3proteinexpressionwere
detectedbyWesternblot.Results:TPLcouldinhibittheproliferationofBGC823cellsinaconcentration-timede-
pendentmanner.Comparedwiththe5-FUgroup,theinhibitionrateoftheTPLcombinedwith5-FUgroupon
BGC823cellsincreasedsignificantly(P<0.01),andthehalfinhibitoryconcentration(IC50)of5-FUdecreased
significantly(P<0.01).Comparedwiththe5-FUgroup,thenumberofapoptoticcellsandapoptosisrateofthe
TPL+5-FUgroupweresignificantlyincreased(P<0.01);However,thenumberofapoptoticcellsandcellapop-
tosisrateoftheLPS+TPL+5-FUgroupweresignificantlylowerthanthoseoftheTPL+5-FUgroup (P<
0.05).TheTLR4,p-AktandSurvivinproteinexpressionoftheTPL+5-FUgroupwerehigherthanthoseofthe
5-FUgroup,andtheexpressionofactiveCaspase-3proteinincreased.ComparedwiththeTPL+5-FUgroup,the
p-AktandSurvivinproteinexpressionoftheLPS+TPL+5-FUgroupincreased,butactiveCaspase-3proteinex-

·362·



pressionreduced.Conclusion:TPLcanenhancethesensitivityofBGC823cellsto5-FU,itsmechanismisrelated
toinhibitingTLR4expression,blockingthePI3K/AKTpathway,downregulatingSurvivinexpressionandpro-
motingCaspase-3activation.
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　　胃癌当前的化疗方案仍以5-氟尿嘧啶(5-Flu-
orouracil,5-FU)为基础,但机体的耐药性使5-FU的

应用受到了一定的限制,如何增强胃癌细胞对5-FU
的敏感性已成为目前亟需解决的临床问题。雷公藤

内酯醇(Triptolide,TPL)已被证实具有广谱的抗肿

瘤作用,而且能增加其他化疗药物的敏感性[1-4]。
Toll样受体4(Toll-likereceptor4,TLR4)在多种肿

瘤细胞呈高表达,且高表达的 TLR4与肿瘤细胞的

化疗耐药密切相关[5-9]。但目前关于 TPL是否可通

过抑制TLR4表达从而增强其他化疗药物的敏感性

尚报道较少。本研究通过TPL与5-FU作用于体外

培养的胃癌BGC823细胞,观察 TPL是否可通过抑

制TLR4表达增强BGC823细胞对5-FU的敏感性,
并分析其相关的下游分子机制,现报告如下。
1　材料与方法

1.1　材料

人胃癌细胞株 BGC823 购自美国 ATCC 公

司。TPL为上海融禾医药科技发展有限公司产品

(纯度≥98.0%,批号:120416)。5-FU 购自上海旭

东海普药业有限公司(批号:FA150606)。LPS为

Sigma公司产品 (批号:#028M4022V)。CCK-8
试剂盒(批号:C0042)、AnnexinV-FITC细胞凋亡

检测试剂盒(批号:C1062M)、Hoechst33258(批号

20180425)均为碧云天公司产品。磷酸化 AKT(p-
AKT)单克隆抗体购自美国 CellSignalingTech-
nology 公 司 (批 号:# 4060),TLR4 (批 号:
0284381)、Survivin(批号:A0609)、活性 Caspase-3
多克隆抗体(批号:J1107)为SantaCruz公司产品。
1.2　方法

1.2.1　细胞培养　BGC823细胞在含有10% FBS
的RPMI-1640培养液中,37℃、5% CO2 条件下培

养,培养液中含青霉素、链霉素各100U/mL。
1.2.2　CCK-8法检测BGC823细胞增殖　将处于

对数生长期的BGC823细胞以5×103/孔的细胞浓

度加入96孔板,并分别加入终浓度为0、2.5、5、10、
20、40ng/mL 的 TPL 继 续 培 养 48 或 72h,以

CCK-8法检测细胞增殖。为了检测 TPL 联合5-
FU对BGC823增殖的影响,将细胞分为:①5-FU
组:分别加入终浓度为 0、3.125、6.25、12.5、25、
50μg/mL 的 5-FU;② TPL+ 5-FU 组:以

10ng/mL的 TPL分别联合0、3.125、6.25、12.5、
25、50μg/mL 的5-FU;③LPS+TPL+5-FU 组:
以1μg/mL的LPS预处理4h后,再以10ng/mL
的 TPL 分 别 联 合 0、3.125、6.25、12.5、25、

50μg/mL的 5-FU。将各 组 细 胞 继 续 培 养 48h
后,每孔加入10μL的CCK-8试剂,继续培养4h,
在酶联免疫检测仪波长490nm 处测量各孔的吸光

值(A值),细胞抑制率(%)=1-(实验孔 A 值/空

白对照孔 A值)×100%。
采用金氏公式q=E(a+b)/(Ea+Eb-Ea×

Eb)来评价两药联合后的交互作用,其中Ea、Eb与

E(a+b)分别代表a、b两药单独及联合应用时对细

胞的抑制率。当q>1.15,两药具有协同作用;q 为

0.85~1.15时,两药具有单纯相加作用;q<0.85,
两药相互拮抗。
1.2.3　Hoechst33258 染 色 观 察 细 胞 凋 亡 　 将

BGC823细胞以5×105/孔接种于6孔板后分为4
组。①对照组:不加任何处理因素;②5-FU 组:加
入10μg/mL 的 5-FU;③TPL+5-FU 组:加 入

10μg/mL的 5-FU 联 合 10ng/mL 的 TPL;④
LPS+TPL+5-FU 组:以1μg/mL的LPS预处理

4h后,再加入10μg/mL的5-FU 联合10ng/mL
的 TPL。将各组细胞继续培养24h后,弃去培养

液,采用 Hoechst33258染色,荧光显微镜观察细胞

凋亡形态变化。
1.2.4　流式细胞仪检测 BGC823细胞凋亡　将

BGC823细胞分别以1×105/孔接种于24孔板,待
细胞贴壁后,按1.2.3方法分为4组,继续培养

24h后收集各组细胞,以 AnnexinV-FITC 标记

后,通过流式细胞仪检测细胞的凋亡。
1.2.5　Westernblot检测 BGC823细胞 TLR4、p-
AKT、Survivin、活 性 Caspase-3 蛋 白 表 达 　 将

BGC823细胞按上述方法分为4组或经不同浓度的

TPL处理24h后,收集细胞,提取细胞总蛋白,蛋白

分析系统(Bio-Rad)测定蛋白浓度,上样于20%SDS-
PAGE电泳,电转移到硝酸纤维膜。室温下用含5%
脱脂奶粉的1×TBS封膜2h。分别加入 TLR4、p-
AKT、Survivin、活性 Caspase-3抗体,4℃孵育过夜,
洗膜后加入相应的辣根过氧化物酶(HRP)标记的二

抗,室温孵育2h,ECL显影。结果用凝胶图像软件

分析系统对胶片扫描,与内参照β-actin进行比较。
1.3　统计学方法

所有数据均应用SPSS11.0统计软件包进行

分析,计量资料以■X±S 表示,采用t检验与方差

分析。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　TPL对BGC823细胞增殖及TLR4表达的影响

实验结果显示,TPL 对 BGC823细胞的抑制
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率随着 TPL浓度的增加和作用时间的延长而逐渐

增加,表明 TPL呈时间依赖性抑制 BGC823细胞

增殖(图1a);Westernblot的结果显示,随着浓度

的增加,TPL可明显抑制 BGC823细胞 TLR4蛋

白表达(图1b)。
2.2　TPL 联 合 5-FU 对 BGC823 细 胞 增 殖 及

TLR4表达的影响

与 5-FU 组 比 较,随 着 5-FU 浓 度 的 增 加,
TPL+5-FU组对BGC823细胞的抑制率明显增加

(图2a);TPL+5-FU 组5-FU 对 BGC823细胞的

半数抑制浓度(IC50)为(3.52±0.35)μg/mL,显著

低于 5-FU 组 的 (26.549±2.12)μg/mL(P <
0.01);金 氏 公 式 计 算 10ng/mL 的 TPL 联 合

3.125、6.25、12.5、25、50μg/mL5-FU的q值分别

为1.17、1.18、1.19、1.16、1.16。以上结果表明,
TPL具有增强 BGC823细胞对5-FU 敏感性的作

用,可协同抑制 BGC823 细胞的增殖。Western
blot的结果显示(图2b),TPL+5-FU 组 BGC823
细胞 TLR4蛋白表达较对照组与5-FU 组均明显

减少,提 示 抑 制 TLR4 表 达 可 能 是 TPL 增 强

BGC823细胞对5-FU敏感性作用的重要机制。研

究结果还显示,经过LPS预处理后激活 TLR4后,
LPS+TPL+5-FU 组对BGC823细胞的的抑制率

较 TPL+5-FU 组明显下降(图2a),其5-FU 的

IC50 为(12.76±1.27)μg/mL,显著高于 TPL+5-
FU 组 (P <0.01),且 其 TLR4 蛋 白 表 达 也 较

TPL+5-FU 组增加(图2b),进一步证实 TPL可

通过抑制 TLR4增加 BGC823细胞对5-FU 的敏

感性。
2.3　TPL联合5-FU 对BGC823细胞凋亡形态的

影响

Hoechst33258染色结果显示(图3),荧光显微

镜下,5-FU、TPL+5-FU 以及 LPS+TPL+5-FU
组的细胞均出现了细胞核浓缩亮染以及凋亡小体

形成等典型的细胞凋亡形态学改变。但 TPL+5-
FU 组凋亡细胞数较5-FU 组明显增加;而经过

LPS预处理后,LPS+TPL+5-FU 组凋亡细胞数

较 TPL+5-FU组明显减少。
2.4　TPL 联合5-FU 对 BGC823细胞凋亡率的

影响

5-FU、TPL+5-FU 以 及 LPS+TPL+5-FU
组的细胞凋亡率分别为(16.3±2.3)%、(26.7±
2.9)%和(19.6±2.2)%,均显著高于对照组的

(2.1±0.3)%(均P<0.01,图4)。与5-FU 组比

较,TPL+5-FU 组 凋 亡 细 胞 数 显 著 增 加 (P <
0.01);而 LPS+TPL+5-FU 组 凋 亡 细 胞 数 较

TPL+5-FU组显著下降(P<0.05)。

2.5　TPL 联合 5-FU 对 BGC823 细胞 p-AKT、
Survivin、活性Caspase-3表达的影响

Westernblot的结果显示(图5),TPL+5-FU组

的p-AKT、Survivin蛋白表达均较5-FU 组下降,而
活性Caspase-3蛋白表达增加。与TPL+5-FU组比

较,LPS+TPL+5-FU 组的p-AKT、Survivin蛋白

表达增加,活性Caspase-3蛋白表达减少。

1a:不同浓度 TPL对 BGC823细胞的抑制率;与培养

48h组比较,1)P<0.05,2)P<0.01;1b:不同浓度 TPL
对BGC823细胞 TLR4蛋白表达的影响。
图1　TPL对BGC823细胞增殖及TLR4表达的影响

2a:不同浓度5-FU 及是否联合 TPL对 BGC823细胞

的抑制率;与5-FU组比较,1)P<0.01;与 TPL+5-FU
组比较,2)P<0.05,3)P<0.01;2b:5-FU 是 否 联 合

TPL对BGC823细胞 TLR4蛋白表达的影响。
图2　TPL联合5-FU对BGC823细胞增殖及TLR4表

达的影响
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3a:对照组;3b:5-FU组;3c:TPL+5-FU组;3d:LPS+TPL+5-FU组。
图3　TPL联合5-FU对BGC823细胞凋亡形态的影响

4a:对照组;4b:5-FU组;4c:TPL+5-FU组;4d:LPS+TPL+5-FU组。
图4　TPL联合5-FU对BGC823细胞凋亡率的影响

图5　TPL 联合5-FU 对 BGC823细胞 p-AKT、Sur-
vivin、活性Caspase-3表达的影响

3　讨论

TPL是我国中药雷公藤的主要活性成分,大
量的研究发现,TPL具有多靶点的抗肿瘤作用,其
机制与抑制细胞增殖、促进细胞凋亡、抗肿瘤血管

生成等有关[1-4]。近年的研究还表明,TPL可增强

肿瘤细胞对其他化疗药物的敏感性[9]。Huang
等[3]的研究结果显示,TPL不仅能够抑制卵巢癌

SKOW3细胞的增殖,联合顺铂后还具有协同作

用,能显著增强顺铂对卵巢癌细胞的增殖抑制作

用。Yang等[4]通过体内外实验发现,低剂量的

TPL可明显增强羟基喜树碱对膀胱癌细胞的增殖

抑制及凋亡诱导作用,而且没有明显的不良反应。
本研究结果显示,TPL不仅可呈浓度-时间依赖性

的抑制BGC823细胞增殖,且小剂量 TPL联合5-
FU后可协同抑制BGC823细胞增殖、诱导细胞凋

亡,表明TPL具有增强BGC823细胞对5-FU敏感

性的作用。
尽管已有大量研究表明 TPL具有增强其他化

疗药物敏感性的作用,但其相关的分子机制仍有待

于进一步明确。本研究发现,TPL可抑制BGC823
细胞 TLR4 表 达,且 TPL+5-FU 组 在 抑 制

BGC823细胞增殖、促进细胞凋亡的同时,TLR4表

达较5-FU 组明显下降;然而经 LPS预处理激活

TLR4后,LPS+TPL+5-FU组对BGC823细胞的

增殖抑制以及凋亡诱导作用较 TPL+5-FU 组明

显下降。这些结果提示,TPL 可通过抑制 TLR4
表达增强 BGC823细胞对5-FU 的敏感性。Toll
样受体(Toll-likereceptors,TLRs)是一类跨膜受

体蛋白,其中 TLR4是目前研究较多的 TLRs家族

成员。在 TLR4信号传导途径中,LPS可识别并结

合 TLR4,进而产生信号转导。目前的研究已证

实,TLR4在多种肿瘤细胞中呈高表达,不仅参与

了多种肿瘤的发生、发展,且与肿瘤细胞的化疗耐

药密切相关[5-9]。Zhang等[5]通过全基因组微阵列

分析发现,TLR4信号通路与结肠癌对5-FU 的敏

感性密切相关,TLR4信号通路被激活后,可促进

BIRC3基因表达,进而降低结肠癌细胞对5-FU 的

敏感性性。Ma等[9]的研究结果证实,TLR4表达

与胰腺癌 PANC-1细胞对吉西他滨的耐药有关,
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TPL可通过抑制 TLR4表达进而增强PANC-1细

胞对吉西他滨的敏感性。此外已有研究发现,紫杉

醇具有激活 TLR4信号通路,也是 TLR4的重要配

体,可诱导多种细胞因子表达,从而降低肿瘤细胞

对紫杉醇的药物敏感性[6]。
关于 TLR4过度表达是如何促进肿瘤细胞的

发生发展以及化疗耐药的下游机制目前尚未完全

阐明。研 究 表 明,在 TLR4 促 肿 瘤 的 机 制 中,
PI3K/AKT通路起到了重要的作用,TLR4可激活

PI3K/AKT通路,持续激活的PI3K/AKT通路能

够诱导Survivin表达并抑制 Caspase-3活性,从而

在促进肿瘤的发生、发展及其耐药过程中起到重要

的作用[10-11]。我们的研究也发现,在抑制 TLR4表

达的同时,TPL+5-FU 组 BGC823细胞 p-AKT、
Survivin 表 达 较 5-FU 组 明 显 减 少,而 活 性

Caspase-3表达明显增加;LPS+TPL+5-FU 组p-
AKT、Survivin表达较 TPL+5-FU 组显著增加,
而活性Caspase-3表达明显减少。以上结果提示,
TPL具有抑制 BGC823细胞 TLR4表达,进而阻

断 PI3K/AKT 通路、下 调 Survivin 表 达 并 促 进

Caspase-3活化的作用。
总 之,我 们 的 研 究 发 现,TPL 具 有 促 进

BGC823细胞对 5-FU 敏感性的作用,其机制与

TPL抑制 TLR4 表达,进而激活 PI3K/AKT 通

路,下调 Survivin表达并促进 Caspase-3 活化有

关。但 TPL增加肿瘤细胞对化疗药物的敏感性的

机制涉及到多方面的因素,抑制 TLR4表达可能只

是其中的一种形式,其相关的分子机制仍有待于进

一步明确。
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