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白藜芦醇联合奥沙利铂对人结肠癌细胞

恶性生物学行为的抑制作用及机制
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摘要　目的：探讨白藜芦醇（Ｒｅｓ）联合奥沙利铂（Ｏｘａ）对人结肠癌细胞恶性生物学行为的抑制作用及机制。方法：将体外
培养结肠癌ＨＣＴ１１６细胞分为 Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组、联合组及对照组，分别以 １００μｍｏＬ／ＬＲｅｓ、２μｍｏＬ／ＬＯｘａ、１００μｍｏＬ／Ｌ
Ｒｅｓ＋２μｍｏＬ／ＬＯｘａ、等量生理盐水处理，各组分别处理２４、３６、４８ｈ。采用噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测结肠癌ＨＣＴ１１６细胞增殖
抑制情况；采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测结肠癌ＨＣＴ１１６细胞侵袭能力；ＷｏｕｎｄＨｅａｌｉｎｇ法检测结肠癌ＨＣＴ１１６细胞迁移能
力；采用蛋白免疫印迹法检测结肠癌ＨＣＴ１１６细胞波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）蛋白表达情况。结果：干预４８ｈ时，Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组
及联合组结肠癌ＨＣＴ１１６细胞增殖抑制率分别为（２８４１±６２５）％、（３６１１±８４７）％、（８３６１±１２７２）％；干预４８ｈ时，
对照组、Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组及联合组结肠癌ＨＣＴ１１６细胞侵袭率分别（９７１４±２８１）％、（８１２３±４５２）％、（６９８４±３９７）％、
（３７１１±３５８）％；迁移率分别为（６８５７±４０２）％、（４６１１±３１３）％、（３１２５±２８６）％、（１８７９±２２１）％；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋
白相对表达量分别为０９３±０１４、０５２±００８、０３１±００４、０１３±００２。Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组及联合组结肠癌ＨＣＴ１１６细胞增
殖抑制率呈逐渐升高趋势（Ｐ＜００５）；与对照组比较，Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组及联合组结肠癌ＨＣＴ１１６细胞侵袭率、迁移率和Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ蛋白相对表达量降低，且联合组显著低于Ｒｅｓ组与Ｏｘａ组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：Ｒｅｓ与 Ｏｘａ联合使
用具有显著的协同效应，可更有效抑制结肠癌ＨＣＴ１１６细胞增殖，并降低其侵袭和迁移能力，其机制可能与下调Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
蛋白表达有关。
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　　奥沙利铂（Ｏｘａ）是继顺铂和卡铂之后的第三代
铂类抗癌药物，具有较好的抗肿瘤效果，且目前已成

为临床治疗胃癌及结直肠癌的一线化疗药物，白藜

芦醇（Ｒｅｓ）具有抗肿瘤、抗衰老、抗炎、抗氧化及抗血
栓等多种药理学作用，已有研究证实，Ｒｅｓ可对人乳
腺癌、肝癌、胃癌、白血病等多种肿瘤细胞拮抗作

用［１］。研究报道，Ｏｘａ和 Ｒｅｓ联用具有协同抑制结
直肠癌细胞增殖的作用，其机制与抑癌基因ｍｉＲ３４ｃ
表达上调有关［２］。研究发现，Ｒｅｓ能逆转人大肠癌
细胞对Ｏｘａ耐药，进而抑制人大肠癌细胞增殖，诱导
其凋亡［３］。本研究旨在探讨Ｒｅｓ联合Ｏｘａ对人结肠
癌细胞恶性生物学行为的抑制作用及机制，为临床

治疗结肠癌提供指导。现报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞株　结肠癌ＨＣＴ１１６细胞，购自南京凯
基生物公司。

１１２　 药 物 　 Ｒｅｓ（美 国 Ｓｉｇｍａ公 司，批 号：
ＡＭ５６９８７２），规格：５ｇ，纯度 ＞９９％；Ｏｘａ（长沙华美医
药科技开发有限公司，批号：２０１８４５６８３），规格：５０ｍｇ。
１１３　试剂与仪器　主要试剂：胎牛血清、ＤＭＥＭ
培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司，型号：ＣＱ８０Ｌ）；噻唑蓝
（ＭＴＴ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司，型号：２９８９３１）；Ｍａｔｒｉｇｅｌ
胶（美国 ＢＤ公司，型号：４０２３４Ａ）；兔抗人 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
多克隆抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，型号：ＡＺ０５０）等。
主要仪器：ＣＯ２培养箱（英国ＲＳＢｉｏｔｅｃｈ公司，型号：
ＧＡＬＡＸＹＳ）；超净工作台（苏州安泰空气技术有限公
司，型号：ＳＷＣＪ１ＦＤ）；小室（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，型
号：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ）；光学倒置显微镜（日本 ＯＬｙｍｐｕｓ公
司，型号：ＣＫＸ４１）；蛋白垂直电泳仪（上海能科技有
限公司，型号：ＶＥ１８０）；全自动酶标仪（美国 Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司，型号：６０６型）；ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件（美国
ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司，型号：ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ）；图像
分析软件（德国Ｌｅｉｃａ公司，型号：ＬｅｉｃａＱＷｉｎ）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞
分为Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组、联合组及对照组。用含１０％胎
牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青、链霉素的 ＤＭＥＭ培养基在
３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养结肠癌 ＨＣＴ１１６

细胞［４］，取对数期结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞，接种于９６
孔板中。

１２２　给药方法　Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组、联合组及对照组
分别以１００μｍｏＬ／ＬＲｅｓ、２μｍｏＬ／ＬＯｘａ、１００μｍｏＬ／Ｌ
Ｒｅｓ＋２μｍｏＬ／ＬＯｘａ、等量生理盐水处理，２０μＬ／孔，
各组分别处理２４、３６、４８ｈ。
１２３　检测指标与方法　ＭＴＴ法检测结肠癌ＨＣＴ
１１６细胞增殖抑制情况：细胞分组及处理同１２１，
分别于干预２４、３６、４８ｈ后，加 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）溶液
２０μＬ，孵育 ４ｈ，并设置 ８复孔，且各组均重复 ３
次［５］。于 ５７０ｎｍ 波长处检测各孔吸光度值
ＯＤ５７０ｎｍ。结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞增殖抑制率（％）＝
（１－实验组ＯＤ５７０ｎｍ／对照组ＯＤ５７０ｎｍ）×１００％。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测结肠癌ＨＣＴ１１６细胞侵
袭力：于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室铺 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶
５０μＬ，加无血清 ＤＭＥＭ培养基，平衡１２ｈ；胰酶消
化，离心，１５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ，收集对数期结肠癌
ＨＣＴ１１６细胞，无血清培养基悬浮细胞，５００μＬ／
室［６］。于下室置含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，
干预４８ｈ时，棉签去除上室上的细胞，０５％结晶紫染
色。于光学倒置显微镜下观察并计数侵袭细胞数量。

侵袭率（％）＝下室细胞数量／细胞总数量×１００％。
ＷｏｕｎｄＨｅａｌｉｎｇ法检测结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞迁

移能力：将对数期细胞调整浓度为５×１０５个／ｍＬ，接
种于６孔板中。以２００μＬ无菌移液器枪头垂直于
单层细胞划痕，划痕面积约１０ｍｍ×１ｍｍ。各孔加
含０１％胎牛血清的培养基。由于结肠癌 ＨＣＴ１１６
细胞具有迁移能力，继续培养划痕会逐步融合，分别

于干预 ０、２４、３６、４８ｈ时在光学倒置显微镜下观
察［７］，以ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件计算划痕愈合率（％）＝
（０ｈ时划痕宽度－２４／３６／４８ｈ时划痕宽度）／０ｈ时
划痕宽度×１００％。

蛋白免疫印迹法检测结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞 Ｖｉ
ｍｅｎｔｉｎ蛋白表达情况：细胞分组及处理同２１，收集
各组干预４８ｈ时的细胞，提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法
测定蛋白浓度，取５０μｇ进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，
以βａｃｔｉｎ为内参，经ＬｅｉｃａＱＷｉｎ图像分析软件进行
分析结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白相对表达
情况［８］。
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１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２１０统计软件进行
数据分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组
间比较采用 ｔ检验；多组间比较采用单因素方差分
析，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　各组不同时间点结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞增殖抑
制情况　各组结肠癌ＨＣＴ１１６细胞增殖抑制率均随
时间延长而逐渐升高，且联合组显著高于 Ｒｅｓ组、
Ｏｘａ组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　各组不同时间点结肠癌ＨＣＴ１１６细胞增殖
抑制情况比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ

对照组（ｎ＝２４） － － －
Ｒｅｓ组（ｎ＝２４） ７３４±２１２ １６５２±４４３ ２８４１±６２５
Ｏｘａ组（ｎ＝２４）１０６９±２７６ ２３６２±５３１ ３６１１±８４７

联合组（ｎ＝２４）２５０３±５４６△５１５３±９９３△８３６１±１２７２△

　　注：与Ｒｅｓ组比较，Ｐ＜００５；与Ｏｘａ组比较，△Ｐ＜００５；－为无

数据

２２　各组干预４８ｈ后结肠癌ＨＣＴ１１６细胞侵袭能
力比较　干预４８ｈ，对照组、Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组及联合组
结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞侵袭率分别为（９７１４±
２８１）％、（８１２３±４５２）％、（６９８４±３９７）％、
（３７１１±３５８）％。与对照组比较，Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组及
联合组结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞侵袭率均显著降低，且
联合组显著低于 Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。见图１。

图１　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测结肠Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｇｒｏｕｐ癌
ＨＣＴ１１６细胞侵袭能力（×２００）

　　注：Ａ：对照组；Ｂ：Ｒｅｓ组；Ｃ：Ｏｘａ组；Ｄ：联合组

２３　各组干预后结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞迁移能力比
较　干预２４ｈ时，对照组、Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组及联合组
结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞迁移率分别为（１８４１±
２１６）％、（６５７±０５４）％、（３１２±０２９）％、
（１２４±０１１）％；干预３６ｈ时，各组迁移率分别为
（３７３９±３２２）％、（１８５４±２２３）％、（１４１１±
１７８）％、（２３３±０２５）％；干预４８ｈ时，各组迁移
率分别为（６８５７±４０２）％、（４６１１±３１３）％、
（３１２５±２８６）％、（１８７９±２２１）％。随干预时间
延长，各组结肠癌ＨＣＴ１１６细胞迁移率逐渐升高；与
对照组比较，Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组及联合组结肠癌ＨＣＴ１１６
细胞迁移率均显著降低，且联合组显著低于Ｒｅｓ组与
Ｏｘａ组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图２。

图２　光学倒置显微镜下观察结肠癌ＨＣＴ１１６细胞
迁移情况（×２００）

　　注：Ａ：对照组；Ｂ：Ｒｅｓ组；Ｃ：Ｏｘａ组；Ｄ：联合组

２４　各组干预４８ｈ后结肠癌ＨＣＴ１１６细胞Ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ蛋白表达情况　干预４８ｈ，对照组、Ｒｅｓ组、Ｏｘａ
组及联合组结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白相
对表达量分别为（０９３±０１４），（０５２±００８），
（０３１±００４），（０１３±００２）。与对照组比较，Ｒｅｓ
组、Ｏｘａ组及联合组 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白相对表达量显著
降低，且联合组显著低于 Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组，差异有统
计学意义（Ｐ＜００５）。见图３。

图３　蛋白质免疫印迹法检测结肠癌ＨＣＴ１１６细胞
波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）表达

　　注：Ａ：对照组；Ｂ：Ｒｅｓ组；Ｃ：Ｏｘａ组；Ｄ：联合组
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３　讨论
Ｏｘａ以ＤＮＡ为作用靶点，通过形成铂化ＤＮＡ化

合物而抑制ＤＮＡ的合成，并抑制ＤＮＡ的修复，从而
激活信号传导通路引起细胞死亡，发挥抗肿瘤的作

用。Ｒｅｓ又名
!

三酚，是一种天然多酚类的植物抗

毒素。研究显示，Ｒｅｓ除具有抗炎、抗氧化、保护神
经系统、调节骨代谢及雌激素等多种药理学作用外，

还可通过抑制肿瘤细胞增殖，诱导其凋亡，抑制癌基

因表达及干预信号转录等发挥抗肿瘤作用［９］。研究

报道，Ｏｘａ可抑制人结肠癌ＳＷ６２０细胞增殖，其机制
可能与抑制 ＳＷ６２０细胞内源性核因子κＢ、信号传
导与转录激活因子３（ＳＴＡＴ３）表达有关［１０］。高俊英

等［１１］研究发现，Ｒｅｓ可通过影响上皮细胞间充质转
化（ＥＭＴ）过程、调控ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ家族的表达来影响
上皮肿瘤细胞的侵袭和迁移，提示 Ｒｅｓ可通过抑制
肿瘤细胞的侵袭迁移控制肿瘤的发展。也有研究表

明，Ｒｅｓ可显著抑制胰腺癌 Ｍｉａｐａｃａ２细胞的侵袭转
移，且其抑制能力与药物浓度正相关［１２］。本研究结

果显示，联合组结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞增殖抑制率显
著高于 Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组，与对照组比较，Ｒｅｓ组、Ｏｘａ
组及联合组结肠癌ＨＣＴ１１６细胞侵袭及迁移率均显
著降低，且联合组显著优于 Ｒｅｓ组与 Ｏｘａ组，提示
Ｒｅｓ可抑制结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞增殖，降低其侵袭
和迁移能力，且 Ｒｅｓ与 Ｏｘａ联用具有显著的协同效
应。ＥＭＴ过程与肿瘤细胞侵袭、转移等密切相关。
研究发现，三氧化二砷和 Ｒｅｓ联合使用可有效抑制
肺癌细胞人侵袭、迁移，可能与下调 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ水平，
抑制细胞基质的降解和 ＥＭＴ过程有关［１３］。臧春宝

等［１４］研究发现，Ｒｅｓ可调控ＥＭＴ蛋白表达，下调Ｖｉ
ｍｅｎｔｉｎ蛋白表达水平，抑制ＥＭＴ，进而降低食管癌细
胞的侵袭、迁移，提示Ｒｅｓ可通过抑制 ＥＭＴ发生，控
制肿瘤细胞的侵袭和迁移。本研究结果显示，Ｒｅｓ
组、Ｏｘａ组及联合组 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白相对表达量显著
低于对照组，且联合组显著低于 Ｒｅｓ组、Ｏｘａ组，提
示Ｒｅｓ可下调 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白的表达，进而发挥抗肿
瘤的作用。

综上所述，Ｒｅｓ能明显抑制结肠癌 ＨＣＴ１１６细

胞增殖，同时降低其侵袭、迁移和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表
达，与Ｏｘａ联用，可增强抗肿瘤作用，为临床治疗结
肠癌提供了新思路。
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［１１］高俊英，季淑华，郑兆娣，等．白藜芦醇抑制上皮肿瘤细胞侵袭和

迁移的机制［Ｊ］．生命科学，２０１８，３０（７）：７５２７５７．

［１２］秦勇，马清涌，党晓燕，等．白藜芦醇对胰腺癌 Ｍｉａｐａｃａ２细胞侵

袭转移能力影响的体外观察［Ｊ］．西安交通大学学报：医学版，

２０１４，３５（１）：６４６８．

［１３］郭天利，李宏健，庞慧，等．三氧化二砷联合白藜芦醇对肺癌细胞

侵袭、迁移的影响及机制［Ｊ］．中国老年学杂志，２０１８，３８（１２）：

２９７２２９７４．

［１４］臧春宝，刘云琴，葛宁，等．白藜芦醇对食管鳞癌Ｅｃａ１０９细胞侵

袭迁移及 ＥＭＴ的影响［Ｊ］．蚌埠医学院学报，２０１５，４０（１２）：

１６１７１６２０，１６２３．

（２０１９－０９－２７收稿　责任编辑：杨觉雄）
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