
　　 基金项目：中央高校基本科研业务费专项资金资助 项 目

（２０４２０１７ｋｆ００９２）；湖北省自然科学基金资助项目（２０１９ＣＦＢ１４２）

作者单位：４３００６０　武汉大学人民医院消化内科（程玉、李明、谭

诗云、周中银）；４３００６０　武汉，消化系疾病湖北省重点实验室（李明、

谭诗云、周中银）

通讯作者：李明，电子信箱：ｌｉｍｉｎｇ８７０２２１＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

丹皮酚对大肠癌细胞增殖、凋亡及自噬的影响

程　玉　李　明　谭诗云　周中银

摘　要　目的　观察丹皮酚（Ｐａｅｏｎｏｌ）对大肠癌细胞增殖、凋亡及自噬的影响，并探讨其可能的作用机制。方法　用不同浓

度的丹皮酚（０、３０、６０、１２０ｍｇ／Ｌ）在体外处理大肠癌 ＬｏＶｏ细胞，分别用 ＣＣＫ－８比色法、ＰＩ／ＡｎｎｅｘｉｎＶ双染法、蛋白质印迹法检测

ＬｏＶｏ细胞活力、细胞凋亡率、细胞凋亡相关蛋白（Ｂａｘ和 Ｂｃｌ－２）及自噬相关基因蛋白（Ａｔｇ５、ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１）的表达情况。

结果　通过丹皮酚处理后，ＣＣＫ－８比色法显示丹皮酚以剂量、时间依赖的方式抑制 ＬｏＶｏ细胞的增殖；ＰＩ／ＡｎｎｅｘｉｎＶ双染后流式

细胞仪检测显示，随着药物浓度的增加，ＬｏＶｏ细胞凋亡率也逐渐增加；免疫印迹结果显示，ＬｏＶｏ细胞凋亡相关蛋白 Ｂａｘ蛋白表达

增加，抗凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ－２蛋白的表达降低；此外，丹皮酚能上调 ＬｏＶｏ细胞自噬相关基因 Ａｔｇ５、ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表

达。结论　丹皮酚对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞有明显的抗增殖和促凋亡作用，其机制可能是通过诱导细胞自噬实现的。
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　　在全球恶性肿瘤中，大肠癌的发生率位居第 ４
位，病死率位居第２位，每年有超过１２０万新增病例，
并有超过６０万病例死亡［１，２］

。外科手术是目前最有

效的治疗方法，而对于大肠癌晚期患者，放、化疗则是

主要的治疗手段。尽管抗肿瘤治疗不断取得进展，但

进展期大肠癌的总体疗效仍不尽如人意。常规传统

的化疗药物毒性不良反应较大，对患者生活质量影响

也较大，患者耐受差，因此，需要积极探索新的治疗手

段。自噬是广泛存在于真核细胞内利用溶酶体降解

自身受损的细胞器和大分子物质的过程，是细胞应对

恶劣环境的生存机制
［３～５］

。经研究证实，自噬与肿瘤

的发生、增殖、侵袭转移等关系密切
［６］
。

丹皮酚（ｐａｅｏｎｏｌ）是一种从牡丹中分离出来的天
然酚类化合物，具有多种功效。其药理学活性广泛，

镇静催眠、抗炎、抗肿瘤、肝肾保护、降低血糖、免疫调

节、心血管保护、抗菌、解热镇痛、抗过敏、抑制血小板

聚集和中枢抑制等作用
［７～１１］

。本研究拟观察丹皮酚

对大肠癌细胞增殖、凋亡及自噬的影响，并探讨其可

能的作用机制。

材料与方法

１．药品试剂：丹皮酚［宁波天真药业有限公司
（纯度 ＞９８％）］；ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ试剂盒（德国 Ｂｅｎｄｅｒ
公司）；胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；ＤＭＥＭ／Ｆ－１２
培养液及蛋白浓度测定试剂盒（碧云天生物技术研

究所）；ＣＣＫ－８试剂盒（上海同仁化学研究所）；细胞
培养瓶、细胞培养皿、９６孔及 ６孔培养板（美国 Ｃｏｒ
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ｎｉｎｇ公司）；Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、自噬相关基因 Ａｔｇ５、ＬＣ３－
Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白及内参 β－ａｃｔｉｎ抗体抗体（美国
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；辣根酶标记山羊抗
兔或山羊抗鼠 ＩｇＧ（武汉博士德生物科技有限公司）。

２．实验细胞：大肠癌 ＬｏＶｏ细胞（中国科学院上
海细胞库）。主要仪器：Ｃｙｔｏｆｌｅｘ流式细胞仪（美国
Ｂｅｃｋｍａｎ公司）、Ｅｎｓｐｉｒｅ多功能酶标分析仪（美国
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）、ＭＣＯ－１７０ＭＵＶＬ培养箱（日本
Ｐａｎａｓｏｎｉｃ公司）、ＧｌｏＭａｘ２０／２０型发光检测仪（美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司）、ＬＹＮＸ６０００冷冻高速离心机（美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司）。实验分组：本实验分为实验组、空白
组、对照组，实验组和空白组分别加入浓度为 ０、３０、
６０、１２０、２４０ｍｇ／Ｌ的丹皮酚，对照组不加丹皮酚。

３．细胞处理：大肠癌 ＬｏＶｏ细胞置于含 １０％胎牛
血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ－１２培养液中，在 ３７℃、５％ＣＯ２饱
和湿度条件的恒温箱中孵育，选取处于对数生长期的

细胞，消化离心洗涤后重悬。根据不同检测方法调整

细胞接种浓度及培养时间。

４．ＣＣＫ－８法检测细胞活力：将上述处理后的大
肠癌 ＬｏＶｏ细胞按 ５×１０４／ｍｌ接种于 ９６孔板，每孔
２００μｌ，培养２４ｈ至细胞贴壁。将上述贴壁细胞分别
加入实验组和空白组中继续培养 ２４、４８和 ７２ｈ。到
达预定时间后，每孔加入 ２０μｌ的 ＣＣＫ－８试剂，待培
养液显色，用酶标仪测定各孔在 ４５０ｎｍ处的吸光度
值（Ａ值），根据公式计算细胞存活率（％）＝（实验组
Ａ值 －空白组 Ａ值）／（对照组 Ａ值 －空白组 Ａ值）×
１００％，以细胞存活率表示细胞增殖情况。

５．流式细胞仪检测细胞凋亡率：按 １×１０５／ｍｌ浓
度将大肠癌 ＬｏＶｏ接种至６孔板内，每孔 ２ｍｌ，直至细
胞贴壁。将贴壁后的细胞加入不同实验分组中，处理

４８ｈ后收集细胞，均加入 ５００μｌ缓冲液进行重悬。各
实验分组中分别加入 ＰＩ及 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ试剂 ５μｌ，避光
室温孵育１５ｍｉｎ，用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

６．蛋白质印迹法检测凋亡及自噬相关蛋白：用
２００μｌ预冷的含 ＰＭＳＦ的蛋白裂解液裂解上述细胞，
用移液器反复抽吸后震荡、离心，将上清液移至经高

压消毒的 ＥＰ管内。各组中取 ４０μｇ等量蛋白行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，转膜至 ＰＶＤＦ膜，用５％ＢＳＡ封闭，
依据蛋白分子量进行相应切割，加入一抗，于室温下

孵育，２ｈ后再次洗膜、显色、显影。根据蛋白测定试
剂盒说明书检测蛋白质浓度并计算蛋白质含量，采用

蛋白质印迹法检测蛋白质表达情况。

７．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件对数

据进行统计分析，所有计量数值进行正态性检验，均

为正态分布，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，
两样本间均数比较采用独立样本 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

结　　果
１．丹皮酚对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞增殖的抑制作用：

经不同浓度丹皮酚处理 ＬｏＶｏ细胞，分别于 ２４、４８、
７２ｈ后结束培养，ＣＣＫ－８比色法检测细胞活力。在
相同药物浓度下，培养时间越长，细胞存活率越低；在

相同作用时间内，丹皮酚药物浓度越高，细胞存活率越

低；同对照组（０ｍｇ／Ｌ）比较，差异有统计学意义（图１）。

图 １　丹皮酚对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞存活率的作用

与０ｍｇ／Ｌ比较，Ｐ＜０．０５

２．丹皮酚对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞凋亡的诱导作用：
采用 ＰＩ／ＡｎｎｅｘｉｎⅤ双染标记，流式细胞仪检测细胞
凋亡率（图２）。丹皮酚处理４８ｈ后可诱导 ＬｏＶｏ细胞
凋亡，３０、６０、１２０ｍｇ／Ｌ丹皮酚组的细胞凋亡率分别为
１３４３％ ±２３４％、２２２６％ ±２２８％和 ３６２５％ ±
３２１％，与对照组的细胞凋亡率 ３２４％ ±１３５％比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５，图３）。

３．丹皮酚对大肠癌ＬｏＶｏ细胞凋亡相关蛋白Ｂｃｌ－
２和 Ｂａｘ表达的作用：丹皮酚（０、３０、６０、１２０ｍｇ／Ｌ）处
理 ＬｏＶｏ细胞４８ｈ后，蛋白质免疫印迹结果显示，随着
药物浓度的增加，抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２表达量逐渐降
低，同时促凋亡蛋白 Ｂａｘ的表达量逐渐增加（图４）。

４．丹皮酚对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞自噬相关基因
Ａｔｇ５、ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达的作用：大肠癌
ＬｏＶｏ细胞经不同浓度丹皮酚（０、３０、６０、１２０ｍｇ／Ｌ）处
理４８ｈ后，蛋白质印迹检测结果显示，随着药物浓度
的升高，自噬相关基因 Ａｔｇ５、ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白
表达量逐渐增加（图５）。

讨　　论
尽管近年来在肿瘤治疗等方面取得了许多重大
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图 ２　丹皮酚诱导大肠癌 ＬｏＶｏ细胞凋亡散点图
Ａ．０ｍｇ／Ｌ；Ｂ．３０ｍｇ／Ｌ；Ｃ．６０ｍｇ／Ｌ；Ｄ．１２０ｍｇ／Ｌ

图 ３　丹皮酚对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞凋亡率的作用

与０ｍｇ／Ｌ比较，Ｐ＜０．０５

图 ４　丹皮酚对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞凋亡相关蛋白

Ｂｃｌ－２和 Ｂａｘ表达的作用

图 ５　丹皮酚对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞自噬相关基因 Ａｔｇ５、

ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达的作用

进步，新的抗肿瘤药或方案层出不穷，但进展期大肠

癌患者的生存率并未明显提高，进展期大肠癌患者的

生存率不足 ２年［１２］
。因此，新的抗肿瘤方法和策略

成为肿瘤治疗研究的重点。

丹皮酚是从中草药牡丹皮中提取的天然酚类化

合物，丹皮酚能抑制食管癌、胃癌、乳腺癌、前列腺癌、

肝癌、肠癌、皮肤癌等多种恶性肿瘤细胞的增殖；目前

对丹皮酚的药理作用已有了一定的了解，但丹皮酚对

大肠癌细胞的作用机制仍有待于进一步阐明。本实

验不仅观察了不同浓度丹皮酚对大肠癌ＬｏＶｏ细胞增
殖、凋亡的影响，还通过自噬相关基因蛋白检测探讨

其实现途径可能是通过自噬实现的。

为了观察丹皮酚对大肠癌ＬｏＶｏ细胞增殖和凋亡
的影响，首先按照不同浓度梯度进行实验分组，结果

显示随着药物浓度的升高，细胞存活率逐渐降低；同

时，比较了相同浓度处理不同时间对细胞的抑制作

用，结果发现随着作用时间的延长，细胞存活率也逐

渐降低，即丹皮酚对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞的抑制作用呈
时间和浓度依赖效应。然后，采用 ＰＩ／ＡｎｎｅｘｉｎⅤ双
染检测丹皮酚对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞凋亡率的影响，结
果发现，随着药物浓度的升高，细胞凋亡率逐渐升高，

呈量 －效关系。上述两者结果提示丹皮酚可抑制大
肠癌 ＬｏＶｏ细胞增殖并诱导细胞凋亡。

本实验还对调控细胞凋亡具有重要作用的Ｂｃｌ－
２和 Ｂａｘ蛋白进行了探讨，结果发现丹皮酚处理大肠
癌 ＬｏＶｏ细胞后，随着药物浓度的升高，抗凋亡蛋白
Ｂｃｌ－２蛋白表达量逐渐降低，且促凋亡蛋白Ｂａｘ逐渐
升高。细胞凋亡过程受凋亡相关蛋白的严格调控，

Ｂｃｌ－２与 Ｂａｘ均属于 Ｂｃｌ－２家族，Ｂｃｌ－２是细胞凋
亡的关键抑制剂，其在多种实体肿瘤中高表达，包括

大肠癌，Ｂｃｌ－２在高分化癌症中的表达更高［１３］
。Ｂａｘ

能促进细胞凋亡，并且 Ｂａｘ可直接激活死亡效应因子
ｃａｓｐａｓｅ导致细胞凋亡，且 Ｂａｘ与 Ｂｃｌ－２同源，Ｂａｘ的
过度表达可拮抗 Ｂｃｌ－２的抗凋亡效应，促进细胞凋
亡，因此，Ｂａｘ的存在可能与更好的预后相关［１４］

。

自噬是广泛存在于真核细胞内利用溶酶体降解

自身受损的细胞器和大分子物质的过程，自噬的溶酶

体降解途径在细胞、组织和机体稳态中发挥着重要作

用，控制自噬的基因突变与癌症发生有明确的因果联

系。自噬在肿瘤发生、发展的过程中扮演着复杂又重

要的角色，是一种细胞生存机制
［１５］
。在形成肿瘤前

自噬发挥抑癌作用，但当肿瘤形成后，因缺氧等不利

因素，自噬维持肿瘤的生存功能
［１６］
。本研究发现，丹

·６４１·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｏｃｔ２０１９，Ｖｏｌ．４８Ｎｏ．１０　　



皮酚处理后，大肠癌 ＬｏＶｏ细胞自噬相关基因 Ａｔｇ５、
ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达上调，提示丹皮酚可诱
导大肠癌 ＬｏＶｏ细胞自噬水平升高。

综上所述，经丹皮酚处理后，大肠癌ＬｏＶｏ细胞增
殖能力显著降低，细胞凋亡率增加，且抗凋亡蛋白

Ｂｃｌ－２蛋白量表达降低，促凋亡蛋白 Ｂａｘ表达量增
加，同时，丹皮酚也可诱导ＬｏＶｏ细胞发生自噬。由此
提示丹皮酚可能通过促进大肠癌ＬｏＶｏ细胞自噬抑制
细胞增殖并诱导细胞凋亡，丹皮酚对大肠癌具有抗肿

瘤作用，为大肠癌的治疗提供了新的治疗策略和方

法。丹皮酚对大肠癌肿瘤侵袭的相关性报道仍较少，

笔者也将进一步探讨丹皮酚诱导的自噬在细胞增殖、

凋亡和侵袭中的作用机制
［１７］
。
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ＲＮＡｓｉｎｌｅｓｉｏｎｅｄｔｉｓｓｕｅｓｏｆＧｒａｖｅｓ′ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌＢｉｏ

ｃｈｅｍ，２０１５，３５（５）：１９３４－１９４２

１０　ＡｌｍｅｉｄａＭＩ，ＲｅｉｓＲＭ，ＣａｌｉｎＧＡ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｈｉｓｔｏｒｙ：ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ，ｒｅ

ｃｅｎｔａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，ａｎｄｎｅｘｔｆｒｏｎｔｉｅｒｓ［Ｊ］．ＭｕｔａｔＲｅｓ，２０１１，７１７（１－

２）：１－８

１１　ＥＢｅｒｔＭＳ，ＳｈａｒｐＰＡ．ＲｏｌｅｓｆｏｒｍｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓｔｏ

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１２，１４９（３）：５１５－５２４

１２　ＬｉｕＲ，ＭａＸ，ＸｕＬ，ｅｔａｌ．ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｉｃｒｏＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｅ

ｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｆｒｏｍＧｒａｖｅｓ′ｄｉｓｅａｓｅｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｊ

ＣｌｉｎＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂ，２０１２，９７（６）：Ｅ９６８－９７２

１３　Ｈｏｌｍｓｔｒｍ Ｋ，ＰｅｄｅｒｓｅｎＡＥ．ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉＲ－１４６ａａｎｄｍｉＲ－

１４２－３ｐａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｍａｒｋｅｒｓｏｆｆｒｅｓｈｌｙｉｓｏｌａｔｅｄｏｒｉｎｖｉｔｒｏ－ｅｘｐａｎｄｅｄ

ｈｕｍａｎＴｒｅｇｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＳｃａｎｄＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０１７，８５：１１３－１２１

１４　ＨｕａｎｇＢ，ＺｈａｏＪ，ＬｅｉＺ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ－１４２－３ｐｒｅｓｔｒｉｃｔｓｃＡＭＰｐｒｏ

ｄｕｃｔｉｏｎｉｎＣＤ４＋ＣＤ２５－ＴｃｅｌｌｓａｎｄＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＴＲＥＧｃｅｌｌｓｂｙｔａｒ

ｇｅｔｉｎｇＡＣ９ｍＲＮＡ［Ｊ］．ＥＭＢＯＲｅｐ，２００９，１０（２）：１８０－１８５

１５　ＲａｋｅｒＶＫ，ＢｅｃｋｅｒＣ．ＴｈｅｃＡＭＰｐａｔｈｗａｙａｓｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｉｎａｕｔｏ

ｉｍｍｕｎｅａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０１６，７：１２３

（收稿日期：２０１８－１２－２９）

（修回日期：２０１９－０１－１６）

·７４１·
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