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　　[摘要]　目的:观察藤龙补中汤对人大肠癌LoVo细胞失巢凋亡的作用及机制。方法:将藤龙补中汤作用于

悬浮生长的LoVo细胞,CCK-8试剂检测细胞增殖;试剂盒检测失巢凋亡、Caspases活性和活性氧;Westernblot
检测蛋白表达和磷酸化。结果:藤龙补中汤可以抑制 LoVo细胞悬浮生长,诱导失巢凋亡,活化 Caspase-3、

Caspase-8和Caspase-9。Caspases抑制剂Z-VAD-FMK可拮抗藤龙补中汤对失巢凋亡的作用。藤龙补中汤可以

上调活性氧生成,活性氧清除剂 N-乙酰-L-半胱氨酸可拮抗藤龙补中汤对 Caspases的作用。藤龙补中汤还可降

低整合素αV和β3的表达,抑制黏着斑激酶的磷酸化。结论:藤龙补中汤可诱导 LoVo细胞失巢凋亡,其机制可

能与上调活性氧、下调整合素αV和β3的表达、抑制黏着斑激酶的磷酸化相关。
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Abstract　Objective:TostudytheeffectsandmechanismofTenglongBuzhongDecoction(TBD)onanoikisin
humancolorectalcancerLoVocells.Methods:SuspensiongrownLoVocellsweretreatedwithTBD.Cellprolifer-
ationwasdetectedbycellcountingkit-8(CCK-8)assay.Anoikis,Caspasesactivatiesandreactiveoxygenspecies
(ROS)weremeasuredbycommercialkit.Proteinsexpressionandphosphorylationwereidentifiedby Western
blot.Results:TBDinhibitedsuspensiongrowthofLoVocells,inducedanoikisandactivatedCaspase-3,Caspase-
8,andCaspase-9.CaspasesinhibitorZ-VAD-FMKantagonizedtheeffectsofTBDonanoikis.TBDup-regulated
ROS,ROSscavengerN-acetyl-L-cysteine(NAC)attenuatedtheeffectsofTBDonCaspases.TBDalsoinhibited
theexpressionsofintegrinαVandβ3,andphosphorylationoffocaladhesionkinase(FAK).Conclusion:TBDin-
ducesanoikisinLoVocells,andmayberelatedtoup-regulationofROS,andinhibitionofintegrinαVandintegrin

β3expressions,andFAKphosphorylation.
Keywords　colorectalcancer;TenglongBuzhongDecoction;suspensiongrowth;anoikis;Caspases;reactiveox-

ygenspecies;integrinαV;integrinβ3;focaladhesionkinase

　　大肠癌是全球常见的恶性肿瘤,易于发生淋巴

结、肝、肺、脑等远处转移,转移性大肠癌5年生存

率只有14%左右[1-2];在体液循环中存活是转移的

必要条件,研究中医药抑制大肠癌细胞悬浮生长具

有重要意义[3]。藤龙补中汤(TenglongBuzhong
Decoction,TBD)是本课题组研发的治疗大肠癌的

中药复方,由藤梨根、龙葵、蛇莓、白术、薏苡仁等中

药组成,临床与实验研究显示 TBD可以抑制大肠

癌转移[4-6]。TBD 中藤梨根和蛇莓可抑制大肠癌
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RKO细胞悬浮生长,活化Caspase-3,促进RKO细

胞失巢凋亡[7-8];提示 TBD可能具有抑制大肠癌细

胞悬浮生长的作用。本研究观察了 TBD对大肠癌

LoVo细胞悬浮生长和失巢凋亡的作用及相关机

制,现报告如下。
1　材料与方法

1.1　试剂

DMEM 培养液为美国 ThermoFisher公司产

品。胎 牛 血 清 为 美 国 SAFC 公 司 产 品。Cell
countingkit-8(CCK-8)购自上海同仁化学公司。
聚甲 基 丙 烯 酸-2-羟 乙 酯 (poly2-hydroxyethyl
methacrylate,poly-HEMA)购 于 美 国 Sigma-
Aldrich公司。失巢凋亡试剂盒为美国 CellBiola-
bs公司产品。整合素αV 和β3、黏着斑激酶(focal
adhesionkinase,FAK)、磷酸化 FAK(p-FAK)和

甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase,GAPDH)抗体购自美国 Bioworld
公 司。Caspases 活 性 试 剂 盒、活 性 氧 试 剂

盒、Z-VAD-FMK和 N-乙酰-L-半胱氨酸(N-acetyl-
L-cysteine,NAC)购于上海碧云天公司。
1.2　细胞培养

人大肠癌LoVo细胞购自中国科学院细胞库,
细胞生长于含有10%胎牛血清和1%青-链霉素的

DMEM 培养液,在37℃、含5% CO2 的饱和湿度

孵箱中培养;取对数生长期细胞用于后续实验。
1.3　中药制备

TBD主要包含藤梨根、龙葵、蛇莓、白术、薏苡

仁等中药(专利号:ZL200910197565.2)。中药材

由上海中医药大学附属龙华医院中药房提供,加8
倍量水,浸泡30min,煮沸后煎煮30min,过滤,收
集滤液;中药再加6倍水煮沸后煎煮30min,滤

过,收集滤液。合并两次滤液,加入等体积乙醇混

匀,4℃过夜,15000r/min离心30min,取上清冷

冻干 燥,称 重,无 血 清 DMEM 溶 解,调 浓 度

至400mg/mL,0.22μm 滤器过滤除菌,-20℃保

存备用[9]。
1.4　悬浮生长检测

将1×104 个 LoVo细胞接种于poly-HEMA
包被的96孔板中,24h后加入不同浓度 TBD(实
验组)或等体积DMEM(即0μg/mL的 TBD,为对

照组,下同),中药作用不同时间后,加入 10μL
CCK-8,孵育2h后酶标仪450nm 处检测各孔吸

光度值(A 值),按公式计算细胞存活率:细胞存活

率(%)=实验组A 值/对照组A 值×100%。
1.5　失巢凋亡检测

按试剂盒说明书检测失巢凋亡。将1×105 个

LoVo细胞接种于poly-HEMA包被的24孔板;接
种后第2天加入不同浓度 TBD 或等体积 DMEM

作用48h,加入1μL溴乙啡锭二聚体-1(ethidium
homodimer-1,EthD-1)37℃染色1h,荧光显微镜

下观察荧光,酶标仪检测各组荧光强度(激发波长

为525nm,发射波长为590nm)。
1.6　Caspases活性检测

收集 TBD 或 DMEM 作用48h后 LoVo细

胞,以 Ac-DEVD-pNA、Ac-IETD-pNA 和 Ac-LE-
HD-pNA 为 底 物,参 试 剂 盒 说 明 书,分 别 检 测

Caspase-3、Caspase-8、Caspase-9 的 活 性。 在

Caspases阻断实验中,LoVo细胞先与50μmol/L
Z-VAD-FMK孵育2h,再予 TBD作用48h,检测

失巢凋亡。
1.7　活性氧检测

按试剂盒说明书检测活性氧。将1×105 个

LoVo细胞接种于poly-HEMA包被的24孔板;接
种后第2天加入不同浓度 TBD 或等体积 DMEM
作用48h,加入2',7'-二氯荧光素二乙酸酯(2',7'-di-
chlorofluorescindiacetate,DCFH-DA),10μm/L,
37℃染色20min,酶标仪检测各组荧光强度(激发

波长为488nm,发射波长为525nm)。在活性氧

阻断实验中,LoVo细胞先与50mmol/LNAC孵

育2h,再予 TBD作用48h,检测Caspases活性。
1.8　Westernblot

收集 TBD 作用后的 LoVo细胞,裂解、定量、
变性。蛋白在8%~10%的聚丙烯酰胺凝胶中电

泳。电转法将蛋白质转移至PVDF膜,5%脱脂奶

粉封闭,分别与整合素αV 和整合素β3、FAK、p-
FAK(1：700)或 GAPDH(1：2000)4 ℃孵育过

夜,PBST洗涤3次后与酶标二抗(1：5000)室温

孵育2h,PBST洗涤3次后,化学发光试剂显影。
1.9　统计学方法

采用SPSS18.0统计软件进行数据分析,结果

以■X±S 表示,采用单因素方差分析比较组间差

异,LSD 检验比较两组间均数差异。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　TBD对LoVo细胞悬浮生长的影响

本研究采用poly-HEMA 包被培养皿,阻止细

胞贴壁,结果显示,200~6400μg/mL的 TBD 可

以抑制LoVo细胞悬浮生长,呈时间与剂量依赖性

(P<0.05);选择400~1600μg/mL的 TBD进行

后续研究。见图1。
2.2　TBD对失巢凋亡的影响

采用试剂盒检测失巢凋亡,结果显示,TBD作

用后悬浮生长 LoVo细胞可以吸收 EthD-1,呈现

红色荧光,部分细胞出现核碎裂,提示失巢凋亡发

生;TBD组红色荧光A 值与对照组比较差异有统

计学意义(P<0.01)。见图2。
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2.3　TBD对Caspases活性的影响

TBD 可 以 显 著 增 强 悬 浮 生 长 LoVo 细 胞

Caspase-3、Caspase-8和 Caspase-9的活性,呈剂量

依赖 性 (P <0.01)。Caspases 抑 制 剂 Z-VAD-
FMK可以拮抗 TBD对 LoVo细胞失巢凋亡的作

用,提示 TBD对 LoVo细胞失巢凋亡的作用依赖

于Caspases。见图3。
2.4　TBD对活性氧的影响

活性氧与大肠癌密切相关,高剂量的活性氧可

促进细胞死亡,并可激发失巢凋亡。采用 DCFH-
DA染色检测活性氧水平,结果显示,TBD可以提

高悬浮生长LoVo细胞活性氧水平,呈剂量依赖性

(P<0.01)。此外,活性氧清除剂 NAC可以拮抗

TBD 对 悬 浮 生 长 LoVo 细 胞 Caspases 的 作 用

(P<0.01),提示活性氧参与 TBD 对 Caspases活

性的作用。见图4。
2.5　TBD对整合素-FAK信号转导的影响

Westernblot结果显示,TBD可以抑制整合素

αV和β3表达,下调FAK磷酸化(P<0.05),但对

FAK的表达无明显影响。见图5。

与0μg/mL的 TBD比较,1)P<0.05。
图1　TBD对LoVo细胞悬浮生长的影响

a:EthD-1荧光染色;b:EthD-1吸光度,与0μg/mL的

TBD比较,1)P<0.01。
图2　TBD对失巢凋亡的影响

a:Caspase-3活 性;b:Caspase-8 活 性;c:Caspase-9 活 性;d:Caspases 活 性 抑 制 对 TBD 诱 导 失 巢 凋 亡 的 影 响。
与0μg/mL的 TBD比较,1)P<0.01;与Z-VAD-FAM(-)比较,2)P<0.01。

图3　TBD对Caspases活性的影响

a:活性氧,与0μg/mL的 TBD比较,1)P<0.01;b~d:活性氧清除对TBD激活Caspase-3、Caspase-8和Caspase-9的影

响。与0μg/mL的 TBD比较,1)P<0.01;与 NAC(-)比较,2)P<0.01。
图4　TBD对活性氧的影响

a:Westernblot;b:蛋白表达/磷酸化分析,与对照组比

较,1)P<0.05。

图5　TBD对整合素-FAK信号转导的影响

3　讨论

大肠癌可以归属于中医息肉、肠覃、积聚、脏
毒、锁肛痔等范畴。当前各地中医在大肠癌理论与

实践方面都有了新的发展,在用药方面发掘了一些

新的中药资源,如山慈菇、藤梨根、猫人参、龙葵、白
英、冬凌草、蛇莓、鬼针草等;这些中药可以抑制细

胞增殖,阻滞细胞周期,诱导细胞凋亡和自噬,抑制

转移和血管生成,改善免疫功能[10]。本项目组以

解毒、利湿、健脾立法,引入抗癌中药研究成果,研
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发了治疗大肠癌的复方 TBD,方中藤梨根、蛇莓解

毒抗癌,白术、薏苡仁健脾利湿,槲寄生协同抗癌并

抗肿瘤新生血管生成。
大肠癌转移是一个多步骤的复杂过程,开始于

肿瘤细胞从原发灶逃逸,最终在远处定植形成继发

肿瘤,主要包括以下生物过程:①肿瘤细胞从病灶

脱落,与细胞外基质黏附;②肿瘤细胞分泌蛋白降

解细胞外基质,使基膜产生局部缺损;③肿瘤细胞

自缺损处游出,在间质中移行,与脉管黏附;④肿瘤

细胞侵袭、突破脉管,进入血管/淋巴管;⑤肿瘤细

胞在血液/淋巴循环中存活并随循环到达远处靶器

官;⑥肿瘤细胞溢出脉管,与远处器官黏附、移动、
侵袭、增殖形成转移灶;其中肿瘤细胞在血液/淋巴

循环中存活是转移的重要生物过程[3,11-13]。
上皮细胞与周围基质的黏附不仅为细胞提供

了形态结构上的支持,而且给细胞提供了存活信

号;细胞脱离基质黏附将启动自杀机制,发生细胞

凋亡,这种形式的细胞死亡被命名为失巢凋亡;肿
瘤细胞由于基因突变或表达失常,可以耐受失巢凋

亡;诱导失巢凋亡是防治转移的重要策略[14-15]。本

研究采用 poly-HEMA 包被培养皿;poly-HEMA
是一种无毒的阴离子聚合物,包被培养皿底部可阻

止细胞贴壁,可用于模拟细胞脱离基质后的失巢状

态,是研究细胞悬浮生长和失巢凋亡的重要模

型[16-17]。本研究结果显示,TBD 可以抑制 LoVo
细胞悬浮生长,呈剂量与时间依赖性。进一步的研

究显示,TBD 作用后悬浮生长的 LoVo细胞可以

吸收EthD-1呈现红色荧光,部分细胞可见核碎裂,
呈现凋亡细胞形态,提示 TBD 可以诱导 LoVo细

胞失巢凋亡。
与细胞凋亡一样,失巢凋亡也可通过内源或外

源通路触发[17-18]。在外源通路,死亡配体与受体结

合,相继活化 Caspase-8和 Caspase-3,启动失巢凋

亡。在内源通路,死亡信号促使线粒体释放细胞色

素C,激活Caspase-9,进而活化 Caspase-3,激活失

巢凋 亡。 本 研 究 结 果 显 示,TBD 可 以 增 强

Caspase-8、Caspase-9 和 Caspase-3 的 活 性,同 时

Caspases 抑 制 剂 Z-VAD-FMK 可 拮 抗 TBD
对LoVo细胞失巢凋亡的作用,提示 TBD 可通过

外源和内源通路促进LoVo细胞失巢凋亡。
活性氧是细胞在有氧代谢过程中的产物,包括

O·-
2 、H2O2 和 OH· 。高水平的活性氧可以通过外

源或内源通路促进细胞凋亡或失巢凋亡,是肿瘤治

疗的重要作用机制[19]。天然产物,如reduced-glio-
toxin、养肝解毒散结中药、乌索酸和大黄素,可以

通过上调活性氧诱导肿瘤细胞失巢凋亡[8-10]。活

性氧 诱 导 失 巢 凋 亡 主 要 与 活 化 Caspases 相

关[19-21]。本研究结果显示,TBD 作用后,LoVo细

胞活性氧水平升高。同时,活性氧清除剂 NAC可

以 拮 抗 TBD 活 化 Caspase-3、Caspase-8 和

Caspase-9的 作 用,提 示 活 性 氧 参 与 TBD 活 化

Caspases的作用。
上皮细胞包括上皮来源肿瘤细胞,与细胞外基

质黏附后,经整合素介导形成黏着斑,促使FAK构

象变化磷酸化激活;FAK 是介导整合素信号转导

的关键枢纽,可调控细胞存活、黏附、移动、侵袭等

多种活动;其中存活信号可经由 PI3K/AKT 通路

磷酸化 GSK3B,通过 CTNNB调控下游靶基因表

达 存 活 信 号,如 Survivin、Cyclin D1、c-Myc
等[22-25]。整合素由18种α亚基中的1种和8种β
亚基中的1种组成[26]。整合素αV 和β3及 FAK
与大肠癌进展乃至转移密切相关[27-28]。芹菜素可

通过降低整合素αV 和β3及 FAK 表达促进黑色

素瘤细胞的失巢凋亡[29]。RNA 干扰抑制FAK 表

达可诱导胰腺癌细胞失巢凋亡[30]。本研究结果显

示,TBD可以降低整合素αV 和β3的表达,抑制

FAK磷酸化;提示整合素αV 和β3、FAK 参与了

TBD的作用。
4　结论

综上所述,本研究结果显示 TBD 可以抑制

LoVo细胞悬浮生长,诱导失巢凋亡;其作用机制与

抑制整合素αV/β3-FAK 信号转导、诱生活性氧及

活化Caspase-8、Caspase-9和Caspase-3相关。
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