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摘   要 目的：探讨甲基莲心碱（Nef）对人结肠癌细胞奥沙利铂（OXA）耐药的逆转作用及机制。

方法：采用 OXA 浓度逐步递增法（2、4、8、12、24、48 μmol/L）孵育人结肠癌 HCT116 细胞诱导构

建 OXA 耐药株 HCT116/OXA；检测 Nef 对 HCT116/OXA 细胞的细胞毒性，确定 Nef 的最适作用浓度

和时间；分析并比较 OXA（IC50 浓度）单独处理、Nef（最适作用浓度）单独处理、OXA（IC50 浓度）

联合 Nef（最适作用浓度）处理后，HCT116/OXA 细胞的增殖，凋亡情况及凋亡相关蛋白（Bcl-2，

Bax，PARP，p-PARP）的表达情况。

结果：与亲本 HCT116 细胞比较，HCT116/OXA 细胞较对 OXA 的耐药性明显增高（IC50：21.00 μmol/L vs. 

112.00 μmol/L，P<0.05），耐药指数为 5.33。Nef 能明显抑制 HCT116/OXA 的增殖有作用（P<0.05），

并呈浓度依赖性，其最适作用浓度、时间分别为 5 μmol/L、24 h（细胞存活率为 90%）。与 OXA 单

独 处 理 比 较，HCT116/OXA 细 胞 对 OXA 联 合 Nef 处 理 的 耐 受 性 明 显 降 低（IC50：112.00 μmol/L vs. 

45.47 μmol/L，P<0.05）， 逆 转 倍 数 为 2.46；Nef 单 独 作 用 对 HCT116/OXA 细 胞 的 凋 亡 影 响 不 明 显

（P>0.05），但其与 OXA 联合作用对 HCT116/OXA 细胞凋亡诱导作用明显强于 OXA 单独作用（P<0.05）；

与 OXA 或 Nef 单独作用比较，OXA 联合 Nef 作用后，HCT116/OXA 细胞抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达明显下

降，Bax、p-PARP 等凋亡蛋白表达明显上升（均 P<0.05）。

结论：Nef 可逆转 HCT116/OXA 对 OXA 的耐药，机制可能与其调节 Bcl-2/Bax 表达水平，从而与 OXA

产生协同作用有关。
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结 肠 癌 是 世 界 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 年 新 发

病率位列第三[1]。在中国癌症患者中，结肠癌发病

率约为8.77%，为第五大常见恶性肿瘤，发病率和

致死率有逐年上升趋势[2]。目前对II、III期结肠癌

治 疗 是 以 手 术 为 主 的 综 合 治 疗 ， 化 学 治 疗 作 为 一

种 辅 助 治 疗 在 结 肠 癌 综 合 治 疗 中 起 着 重 要 作 用 。

奥 沙 利 铂 （ o x a l i p l a t i n ， O X A ） 是 第 三 代 铂 类 化

疗药物，杀死肿瘤细胞的主要机理是抑制DNA合

成 ， 主 要 应 用 于 结 肠 直 癌 、 卵 巢 癌 、 胃 癌 、 乳 腺

癌 等 化 学 辅 助 治 疗 。 化 疗 耐 药 是 结 肠 癌 治 疗 失 败

的 主 要 原 因 之 一 ， 并 且 与 患 者 的 不 良 预 后 密 切 相

关 。 因 此 ， 能 增 加 肿 瘤 细 胞 对 化 疗 药 物 敏 感 性 的

逆转剂成为了目前研究肿瘤耐药的热点。

甲基莲心碱（nefer ine，Nef）是从睡莲科植

物 莲 成 熟 种 子 的 绿 色 胚 芽 中 提 取 出 的 一 种 双 苄 基

异喹啉生物碱 [3]。有研究发现Nef具有抗肿瘤作用

并 可 增 强 肿 瘤 化 疗 敏 感 性 。 例 如 N e f 可 逆 转 胃 癌

SGC7901/VCR细胞的多药耐药性[4]。然而，Nef在

结肠癌中研究尚未见报道。本研究通过观察Nef对

耐 O X A 结 肠 癌 H C T 1 1 6 细 胞 株 耐 受 性 的 影 响 ， 探

讨其对耐OXA细胞耐药性的逆转作用及其可能机

制，为Nef应用于结肠癌的临床化疗增敏治疗提供

一定的理论依据。

1　材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  细胞　 人 结 肠 癌 细 胞 株 HCT116 购 自 中 国

科学院细胞库。

1.1.2  主要试剂及仪器　RARI-1640 培 养 基（ 美

国 GIBCO 公司）；青霉素链霉素双抗、胎牛血清、

胰 蛋 白 酶（ 美 国 INVITROGEN 公 司 ）；CCK8 试

剂 盒（ 日 本 同 仁 化 工）。Annexin V-FITC 凋 亡 检

测试剂盒（美国 BD Biosciences）。兔抗人单克隆
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抗 体 PARP、Bcl-2、Bax( 美 国 CST 公 司 )。HRP

标记山羊抗兔 IgG 抗体（英国 Abcam 公司产品）；

ChemiDoc™  XRS+ 成像系统、Elx808 型酶标仪（美

国 BIO-RAD 公司），FACS Canto II 流式细胞仪（美

国 BD Biosciences）。

1.1.3  药 物 及 制 备　 注 射 用 OXA 购 自 法 国

SANOFI-AVENTIS 公司。将 OXA 配置成 5 mmol/L

母液，过滤除菌后分装，-20 ℃闭光保存，2 周内

使用。

1.2 实验方法

1.2.1  细 胞 培 养 及 构 建　OXA 耐 药 株 HCT116/

OXA  HCT116 细胞用含 10% 胎牛血清 RARI-1640

和 1% 青 链 霉 素 双 抗 的 完 全 培 养 基， 置 于 37 ℃、

5%CO2 饱和湿度的恒温孵育箱中培养。将 2 μmol/L 

 OXA 加 入 HCT116 细 胞 中 培 养， 连 续 4 个 周 期，

依 次 将 4、8、12、24、48 μmol/L 的 OXA 加 入

HCT116 培基中诱导培养，直至细胞可在含 48 μmol/L 

 OXA 的培基中生长，此时 HCT116/OXA 细胞构建

成功。

1.2.2  细 胞 增 殖 抑 制 作 用 检 测　 ⑴ HCT116/

OXA、HCT116 对 OXA 耐 受 性 的 测 定：CCK8 法

检 测 OXA 对 HCT116 和 HCT116/OXA 细 胞 的

增 殖 抑 制 作 用。 选 取 对 数 生 长 期 的 HCT116 和

HCT116/OXA 制 成 单 细 胞 悬 液， 调 整 浓 度 为 每 孔

5×103 个 细 胞 接 种 于 96 孔 培 养 板， 待 细 胞 贴 壁

后 分 别 加 入 7 个 梯 度 浓 度 的 OXA（0.1、1、10、

20、50、100、1 000 μmol/L）， 同 时 设 置 空 白 对

照组和调零孔，每组均设 5 个复孔。其中对照组加

入细胞和完全培养基，调零组只加入完全培养基。

分 别 于 培 养 24、48 h 时 加 入 10%CCK8 100 μL，

孵 育 3 h 后 用 酶 标 仪 在 450 nm 波 长 检 测 吸 光 度 

OD 值。采用 GraphPad Prism 5.0 软件计算各组细胞

半 数 抑 制 率（IC50），IC50（%）=[1-（OD 值 实 验 组 - 

OD 值调零组）/（OD 值对照组 -OD 值调零组）]×100%；

并 计 算 耐 药 指 数（resistance index，RI）= 耐 药

株 IC50/ 亲 本 细胞 IC 50。 ⑵ Nef 最 适 逆 转 浓 度 的 确

定：CCK8 法 检 测 Nef 对 HCT116/OXA 细 胞 的 增

殖抑制作用。选取对数生长期的细胞制成单细胞悬

液，调整浓度为每孔 5×103 个细胞接种于 96 孔培

养板，待细胞贴壁后分别加入 7 个梯度浓度的 Nef

（2.5、5、10、20、40、80、160 μmol/L）， 同

时设置空白对照组和调零孔，每组均设 5 个复孔。

作 用 24、48 h 时 加 入 10% CCK8 100 μL， 孵 育 

3 h 后检测并计算 IC50，检测 Nef 对 HCT116/OXA

的 毒 性 作 用， 计 算 细 胞 存 活 率（%）=（1- 细 胞

抑 制 率 %）。 以 细 胞 存 活 率 为 90%时 的 Nef 浓

度 作 为 最 适 逆 转 浓 度。 逆 转 倍 数 =OXA 组 IC50/

Nef+OXA 组 IC50。

1.2.3  细胞凋亡检测　取 对 数 生 长 期 的 HCT116/

OXA 细 胞， 以 胰 酶 消 化 制 成 单 细 胞 悬 液， 接 种

于 6 孔 板 内。 设 置 空 白 组、OXA 组、Nef 组 和

Nef+OXA 组。OXA 处 理 浓 度 为 对 HCT116/OXA

的 IC50 浓 度；Nef 处 理 浓 度 为 最 适 逆 转 浓 度。 在

37 ℃、5%CO2 条件下培养，待细胞贴壁后给予不

同处理。处理 24 h 时收集不同处理组细胞，4 ℃

预冷的 PBS 洗涤 1 次后加入 300 μL 1× 结合缓冲

液重悬细胞，加入 5 μL Annexin V-FITC 避光室温

孵育 15 min，然后加入 5 μL PI 避光孵育 5 min 后

上机检测。细胞凋亡率（%）=（早期凋亡细胞数

+ 晚期凋亡细胞数）/ 全部细胞数 ×100%。

1.2.4  细胞蛋白表达检测　将 HCT116/OXA 细胞

接种于 6 孔板内。设置空白组、OXA 组、Nef 组和

Nef+OXA 组。不同处理组经处理 24 h 时 PBS 缓冲

液洗涤细胞 3 次，加入细胞裂解液裂解缓冲液（含

1× 磷 酸 酶 抑 制 剂 混 合 物） 后， 置 冰 上 30 min 后

刮取细胞，以 500 W 功率超声处理后在 4 ℃条件

下 12 000 r/min 离 心 30 min， 取 上 清 即 为 样 品 总

蛋 白。Western blot 法 检 测 Bcl-2、Bax、PARP、

p-PARP 蛋白，采集图片并分析结果。

1.3  统计学处理

数据使用GraphPad Prism 5.0统计软件分析。

3个及以上样本用Kuskal-Wallis H检验进行分析，

两样本均数比较用Mann-Whitney U检验，计量资

料均数±标准差（x±s）表示，P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结　果

2.1  人结肠癌耐 OXA 耐药株 HCT116/OXA 的建立

经过9个月逐步递增OXA浓度、间歇诱导，获

得可稳定耐受OXA浓度为48 μmol/L且能正常生长

的人结肠癌耐OXA细胞株HCT116/OXA。CCK8检

测结果显示，OXA对人结肠癌细胞增殖有明显抑制

作用。与48 h比较，处理24 h时HCT116/OXA的增
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殖抑制作用随浓度增加更为明显（P<0.001），因

此选择24 h作为后续实验的处理时间（图1）。不

同浓度OXA处理HCT116及HCT116/OXA 24 h时，

CCK8法检测表明HCT116/OXA细胞对OXA的IC 50

浓度为（112.00±2.31）μmol/L，而HCT116细胞

对OXA的IC 50浓度为（21.00±0.64）μmol /L，因

此HCT116/OXA的RI为5.33（图2）。
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图 1 不同浓度 OXA 作用 24、48 h 对 HCT116/OXA 细胞生

长的影响
Figure 1 Influences of different concentrations of OXA on growth 

of HCT116/OXA cells after culture for 24 and 48 h

2.2  Nef 对 HCT116/OXA 耐药性的逆转作用

Nef对HCT116/OXA的细胞毒性成一定浓度依

赖关系。CCK8检测发现处理时间为24、48 h时，

Nef对HCT116/OXA的作用差异不大（P>0.05），

因此选择24 h作为Nef的处理时间（图3A）。梯度

浓度Nef作用HCT116/OXA 24 h时，CCK8检测当

Nef浓度为（4.95±0.68）μmol/L时HCT116/OXA

细胞存活率为90%，因此将5 μmol/L设为Nef的最

适逆转浓度。OXA单独作用于HCT116/OXA细胞

时IC50为（112.00±2.31）μmol/L；当5 μmol/L的

Nef与梯度浓度OXA作用HCT116/OXA细胞时IC 50

为（45.47±2.78）μmol/L，逆转倍数为2.46，差

异有统计学意义（P<0.001）（图3B）。

2.3  Nef 联用 OXA 前后对 HCT116/OXA 细胞凋

亡率的影响

流 式 细 胞 术 检 测 结 果 显 示 ， N e f 处 理

HCT116/OXA细胞24 h时，细胞凋亡率无明显变化

（P>0.05）；OXA（112 μmol/L）处理HCT116/OXA

细胞24 h时，细胞凋亡率增加（P<0 .05）；但与

OXA组比较，Nef（5 μmol /L）+OXA处理组细胞

凋亡率增加更为明显（P<0.001）（图4）。
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图 2　不同浓度 OXA 作用 24 h 对 HCT116/OXA 与 HCT116 细胞生长的影响及 IC50 比较
Figure 2　Influences of different concentrations of OXA on growth of HCT116/OXA and HCT116 cells culture for 24 h and comparison 

of IC50 values
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2.4  Nef 与 OXA 联用前后对 HCT116/OXA 细胞

PARP、p-PARP、Bcl-2、Bax 蛋 白 表 达 的

影响

Western blot方法检测凋亡相关蛋白的表达结

果显示，OXA处理HCT116/OXA细胞24 h时，促

凋亡蛋白Bax表达呈上升趋势，但与空白对照组比

较差异无统计学意义（P>0 .05）；与OXA组相比

较，Nef+OXA组凋亡蛋白Bax、p -PARP/PARP表
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Figure 3　Influences of Nef on growth and durg-resistance of HCT116/OXA cells　　A: Survival rates of HCT116/OXA cells after 

exposure to diff erent concentrations of Nef for 24 and 48 h; B: Infl uences of treatment of diff erent concentrations of OXA or diff erent 
concentrations of OXA plus Nef (5 μmol/L) for 24 h and comparison of IC50 values
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Figure 4　Apoptosis analysis
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3　讨　论

N e f 是 的 一 种 双 苄 基 异 喹 啉 生 物 碱 ， 具 有 钙

离 子 通 道 阻 滞 剂 作 用 ， 近 年 来 其 在 肿 瘤 的 研 究 愈

来 愈 多 。 Q i n 等 [ 5 ]发 现 N e f 可 通 过 抑 制 A B C 转 运 蛋

白P -gp的表达从而增加人慢性髓性白血病细胞株

K562/G01对伊马替尼的药物敏感性。Huang等 [6]

也 证 实 N e f 联 合 高 热 可 抑 制 A B C 转 运 蛋 白 P - g p 和

MDR1 mRNA的表达增加SGC7901/ADM的多药耐药

性。此外，此类作用在乳腺癌耐药株MCF -7/ADR

中也被验证 [7]。Nef可通过激活P38 MAPK/JNK通

路 、 抑 制 m T O R 通 路 的 激 活 而 诱 导 自 噬 ， 从 而 抑

制卵巢癌细胞的增殖 [8]。在肺癌A549细胞株中，

Poornima等 [9]研究表明Nef可通过富集氧自由基、

抑制PI3K/Akt /mTOR而诱导自噬，从而抑制肺癌

细胞增殖。另外有学者艾小红等 [ 10]证实在肝癌耐

热细胞株中，Nef可通过下调Bcl-2的表达增加肝癌

细胞对阿霉素的药物敏感性。但Nef与结肠癌细胞

的相关性却未见报道。

结 肠 癌 化 疗 耐 药 成 为 结 肠 癌 患 者 预 后 不 良 的

主 要 原 因 。 目 前 大 量 研 究 致 力 于 增 加 结 肠 癌 的 药

物 敏 感 性 。 结 肠 癌 化 疗 耐 药 的 主 要 机 制 有 错 配 修

复基因的缺失 [11]、CpG岛甲基化 [12]、KRAS、P53

基因突变[13-14]、慢性缺氧[15]、上皮间质转化[16]、细

胞亚群存在 [ 1 7 ]等 。其中细胞凋亡也是导致结肠癌

耐药性的机制之一。Bcl-2、Bax是细胞凋亡家族中

的重要成员，Bcl -2/Bax的比例下降则提示细胞凋

亡增加 [18]。Bcl -2与结肠癌耐药相关 [3]；细胞凋亡

的 减 少 可 诱 发 基 因 突 变 、 免 疫 紊 乱 ， 从 而 致 使 细

胞 对 缺 氧 和 乏 养 耐 受 增 加 ， 从 而 对 抗 癌 药 物 和 放

疗射线产生抵抗 [19]；Yang等 [20]发现在结肠癌中，

结缔组织生长因子可通过FAK/MEK/ERK通路上调

Bcl-2的表达从而减少细胞凋亡，从而增加对5-氟

尿嘧啶的耐药性。然而，Manne等 [21]研究107例南

美和149例高加索结肠癌患者时发现Bcl -2的高表

达 提 示 远 端 结 直 肠 腺 癌 预 后 较 好 。 这 可 能 提 示 人

种、肿瘤部位的不同，Bcl -2的表达高低与结肠癌

的预后不同，其机制有待进一步研究。

有 研 究 [ 2 2 ] 表 明 ， m i R - 4 0 9 - 3 p 可 通 过 下 调

B e c l i n - 1 介 导 的 自 噬 作 用 增 加 结 肠 癌 细 胞 对 O X A

的敏感性。另有研究指出结肠癌患者对OXA产生

耐药性可能与lncRNA长基因间的非编码RNA 152

（ L i n c R N A 0 0 1 5 2 ） 有 关 ， L i n c R N A 0 0 1 5 2 通 过

修 饰 E r b - b 2 受 体 酪 氨 酸 激 酶 4 来 减 少 结 肠 癌 细 胞

凋 亡 从 而 产 生 耐 药 性 [ 2 3 ]。 W a n g 等 [ 2 4 ]研 究 表 明 转

染Bcl -2促凋亡家族中BNIP3质粒的结肠癌细胞对

OXA的敏感性增加。另有学者指出下调PI3K的催

化亚基p110β可通过抑制OXA所致的细胞凋亡和

细胞周期阻滞来增加结肠癌对OXA的敏感性 [25]。

本 实 验 研 究 发 现 N e f 可 增 加 H C T 1 1 6 / O X A 细 胞 对

O X A 的 敏 感 性 ， 同 时 发 现 B a x 的 表 达 水 平 增 加 ，

B c l - 2 的 表 达 水 平 明 显 降 低 ， 表 明 B c l - 2 / B a x 可 能

参与了HCT116/OXA细胞耐药，提示Nef可能通过

下调Bcl -2/Bax表达水平逆转人结肠癌耐OXA细胞

达水平均增加，抗凋亡蛋白Bcl -2表达水平降低，

差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均P<0 . 0 5 ） ； 与 N e f 组 比

较，OXA组p-PARP/PARP表达增加（P<0.05），

但Bax、Bcl -2蛋白的表达水平无统计学差异（均

P>0.05）（图5）。
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图 5　凋亡相关蛋白表达检测
Figure 5　Determination of expressions of the apoptosis-related proteins
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株HCT116/OXA的耐药性。但是Nef如何调节结肠

癌 细 胞 凋 亡还需要更加深入探讨。在接下来的研

究中，有必要构建另一株恶性程度不同的结肠癌耐

OXA细胞株，比较并研究Nef对其他结肠癌细胞的耐

药增敏作用，并通过体内动物实验进一步探讨其作

用机制，为结肠癌化疗增敏提供新的思路和方法。
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