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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the 
reversing effect of phenylpropanoid glycoside 
(PPG) on mul t idrug res i s tance of co lon 
carcinoma LoVo/Adr cells and apoptosis.

METHODS: LoVo/Adr cells were divided into 
three groups: non-treatment (negative control) 
group, PPG treatment group (treated with 40 
mg/L PPG) and verapamil treatment (positive 
control) group (treated with 5 mg/L VP). The 
effects of PPG on multidrug resistance of LoVo/
Adr cells were examined by MTT (3-(4,5-dimeth-
ylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bro-
mide) assay. The effects of PPG on cell apoptosis 
were detected by flow cytometry. The effects of 
PPG on the activity of Caspase-3 were evaluated 
by determining pNA release rate. 

RESULTS: PPG could decrease the half maximal 
inhibitory concentration (IC50) of adriamycin in 
LoVo cells and reverse their resistance to adria-
mycin. The reversal index was 9.93. PPG could 
significantly induce the apoptosis of LoVo cells 
when compared with the non-treatment group (P 
< 0.01). The rate of pNA release in the PPG treat-
ment group was significantly higher than that in 
the non-treatment group (31.75 ± 4.34 pmol/min 
vs 18.45 ± 2.39 pmol/min, P < 0.01). Caspase-3 
inhibitor Z-VAD-FMK could significantly inhibit 
PPG-induced pNA release (17.69 ± 2.68 pmol/min 
vs 31.75 ± 4.34 pmol/min, P < 0.01). 

CONCLUSION: PPG reverse multidrug resis-
tance of LoVo/Adr cells perhaps through induc-
tion of Caspase 3-dependent apoptosis. 

Key Words: Phenylpropanoid glycoside; Multidrug 
resistance; Reverse; Apoptosis
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摘要
目的: 探讨苯丙素甙化合物逆转大肠癌耐药
与凋亡的关系. 

方法: 实验分3组: LoVo/Adr细胞组(空白对照
组); LoVo/Adr细胞+PPG 40 mg/L组(实验组); 
LoVo/Adr细胞+VP 5 mg/L(阳性对照组). 采用
MTT法检测苯丙素甙对LoVo/Adr细胞的耐药
性; 流式细胞仪分析苯丙素甙对大肠癌耐药
LoVo细胞的凋亡的作用; 通过检测pNA量观
察苯丙素甙对LoVo/Adr细胞Caspase-3的活性.  

结果: 苯丙素甙可降低阿霉素对LoVo/Adr细胞
的IC50值, 具有逆转作用, 其逆转倍数为9.93; 
他还可引起LoVo/Adr细胞凋亡, 与对照组相
比, 具有显著性差异(P<0.01). 经苯丙素甙作用
后, LoVo/Adr细胞pNA释放量明显增加(31.75
±4.34 pmol/min vs  18.45±2.39 pmol/min, 
P<0.01), 而同时加入Caspase-3抑制剂Z-VAD-
F M K, p N A释放量明显低于实验组(17.69
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±2.68 pmol/min vs  31.75±4.34 pmol/min, 
P<0.01). 

结论: 苯丙素甙对耐药LoVo/Adr细胞具有逆
转耐药作用, 通过Caspase-3途径诱导凋亡可
能为其逆转耐药的机制之一. 

关键词: 苯丙素甙; 多药耐药; 逆转; 凋亡
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0  引言

凋亡(apoptosis)是在基因控制和酶促反应下按

一定程序进行的细胞自主死亡, 是机体维持自

身稳定的一种基本生理机制[1-3]. 近年国外有学

者认为, 凋亡通路受阻, 也是导致肿瘤细胞产生

多药耐药(multidrug resistance, MDR)的一个原

因[4-10]. 诱导肿瘤细胞凋亡, 尤其是诱导耐药细

胞株的凋亡有望成为逆转MDR的有效途径. 苯
丙素甙(phenylpropanoid glycoside, PPG)是从我

国西北植物马先蒿中提取的化合物, 体外的抗

瘤活性已得到证实[11-13]. 文献[7]报道PPG类化合

物在肿瘤中可抑制端粒酶活性, 诱导细胞凋亡. 
鉴于凋亡与耐药关系密切, 强烈暗示PPG可能具

有逆转MDR的作用, 以本课题组诱导的耐药株

LoVo/Adr细胞株具有P-糖蛋白(P-glycoprotein, 
P-gp)高表达, 谷胱甘肽-S-转移酶(glutathione-S-
transferase, GST)活性高等生物学特性, 能在阿

霉素1.0 mg/L培养基中生长, 不仅对阿霉素耐药, 
而且对环磷酰胺、丝裂霉素和长春新碱有不同

程度的交叉耐药, 对5-FU无耐药性[14-16], 以此细

胞株为研究基础, 就PPG引起的凋亡与耐药的关

系方面进行探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 耐药株LoVo/Adr细胞由本实验室传代

保存; LoVo/Adr细胞株由本研究组采用阿霉素

浓度递增法, 诱导大肠癌LoVo细胞株(引自美国

ATCC), 历经8 mo、传代55次连续培养, 成功构

建. 马先蒿甙A(Pedicularioside A)由红纹马先蒿

(pedicularis striata Pall)提取所得, 由兰州大学有机

化学实验室贾忠建教授分离鉴定并惠赠. 分子式

为: C36H48O19. RPMI 1640为Gibco公司产品; 小牛

血清为杭州四季青生物制品研究所产品; Z-VAD-
FMK、Caspase-3活性检测试剂盒: 碧云天生物

技术研究所; Cell Lysis Buffer: Biovision; 维拉帕
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米(verapamil, VP)、阿霉素(Adriamycin, ADR)、
噻唑蓝(methyl terazolium, MTT): Sigma公司产

品; AnnexinV/FIFC Kit: 美国BD Biosciences; P1
和RNase: 美国BD Biosciences; 二氧化碳电热温

孵箱: 日本太阳株式会社; 低温离心机: Dupont
公司; 超净工作台: 上海阳光实验仪器有限公司; 
FACS-420型流式细胞仪: 美国Coulter公司. 
1.2 方法 
1.2.1 LoVo/Adr细胞的培养: LoVo/Adr细胞接种

于含100 g/L小牛血清的RPMI 1640培养液, 在培

养体系中加入终浓度为1.0 mg/L的ADR以维持

耐药. LoVo/Adr细胞在不含ADR的RPMI 1640培
养基中培养2 wk后备用. 
1.2.2 PPG对LoVo/Adr细胞耐药性的影响: 空白

对照组: LoVo/Adr细胞; 实验组: LoVo/Adr细胞

+PPG 40 mg/L组; 阳性对照组: LoVo/Adr细胞

+VP 5 mg/L. 采用MTT法检测PPG对LoVo/Adr细
胞耐药性的影响. 取对数生长期的LoVo/Adr细
胞, 用RPMI 1640培养基制备成单细胞悬液, 分
别接种到96孔板(每孔200 μL, 约1×105), 37℃, 
50 mL/L CO2培养箱中培养24 h后, 各组再加入

ADR终浓度为0.02-5.12 mg/L的9个浓度梯度, 同
时加入相应浓度的PPG、VP, 每孔10 µL, 加入

各组药物(设3个复孔), 再培养24 h后, 每孔加入

2 mg/L MTT 20 µL继续培养4 h, 弃上清夜, 加入

二甲基亚砜每孔150 µL, 将平板置于微孔板振荡

器上充分振荡5 min, 使结晶物溶解. 酶标仪测每

孔的吸光度(A )值. 计算存活率(存活率 = 实验孔

A值/对照孔A值×100%). 以药物浓度为横轴, 存
活率为纵轴绘制浓度效应曲线, 确定半数抑制

浓度(IC50), 逆转倍数(fold reversal, FR) = 逆转前

IC50值/逆转后IC50值. 
1.2.3 PPG诱导LoVo/Adr细胞凋亡实验: 细胞分

组同前. 将LoVo/Adr细胞消化、吹匀后分别种

入6孔板中, 加入含100 mL/L FBS的RPMI 1640
培养液1 mL, 37℃, 50 mL/L CO2孵箱中孵育24 
h, 按预设终浓度加入PPG及VP, 37℃, 50 mL/L 
CO2孵箱中孵育24 h, 加入2.5 g/L胰酶消化, 重
悬细胞. 4℃离心, 800 r/min, 5 min, 弃上清. 4℃
预冷的PBS洗细胞2次, 冰浴上用预先稀释的结

合缓冲液(1份结合缓冲液+4份去离子水)重新

悬浮细胞, 调节其浓度为5×109 /L. 冰浴上取

100 µL的细胞悬液于5 mL流式管中, 加入5 µL 
AnnexinV/FIFC和10 µL碘化丙锭溶液(20 mg/L). 
混匀后于室温避光孵育15 min. 在反应管中加入

400 µL BPS, 上流式细胞仪分析. 流式细胞仪激

www.wjgnet.com
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发光波长488 nm, 用波长为515 nm的通带滤器

检测FITC荧光, 另一波长大于560 nm的滤器检

测PI. 实验重复3次. 结果判断: 凋亡细胞对所有

用于细胞活性鉴定的染料(如PI)有抗染性, 坏死

细胞则不能. 细胞膜有损伤的细胞的DNA可被

PI着染产生红色荧光, 而细胞膜保持完好的细胞

则不会有红色荧光产生. 因此, 在细胞凋亡的早

期PI不会着染而没有红色荧光信号, 正常活细胞

与此相似. 在双变量流式细胞仪的散点图上, 左
下象限显示活细胞, 为(FITC-/PI-); 右上象限是

非活细胞, 即坏死细胞, 为(FITC/PI); 而右下象

限为凋亡细胞, 显现(FITC/PI-). 
1.2.4 PPG对LoVo/Adr细胞Caspase-3活性的影响: 
分组: 空白对照组: LoVo/Adr细胞; 实验组1: LoVo/
Adr细胞+PPG 40 mg/L组; 实验组2: LoVo/Adr细胞

+PPG 40 mg/L+Z-VAD-FMK 50 mg/L. 将LoVo/Adr
细胞消化、吹匀后分别转入75 cm2培养皿中, 每
瓶细胞数应相等, 约1×107, 培养液量为5 mL. 按
预设终浓度分别加入PPG、Z-VAD-FMK, 37℃、

50 mL/LCO2孵箱中孵育24 h. 2.5 g/L胰酶消化细

胞, 收集入15 mL离心管中, 4℃离心. 细胞置于冰

浴中, 冷PBS液洗2遍, 离心, 弃上清. 每管加入Cell 
Lysis Buffer, 调整细胞浓度为1×1011/L. 反复冻融

以裂解细胞(置于液氮中迅速冷冻, 室温下溶化), 
于冰中孵育15 min. 4℃离心, 1500 r/min, 20 min, 
收集上清液于Ep管中. 立即测定Caspase-3的酶活

性. Caspase-3的酶活性测定严格按照说明书进行. 
Caspase-3酶活力单位的定义: 一个酶活力单位定

义为当底物饱和时, 在37℃, 每分钟剪切1 pmol 
Ac-DEVD-p-硝基苯胺(pNA)产生1 pmol pNA的

Caspase-3的酶量.  
统计学处理 结果以mean±SD表示, 所测

数据用SPSS统计软件进行方差分析和t检验, 以
P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 PPG对LoVo/Adr细胞耐药性的影响 当耐药

细胞株分别加入PPG和VP后, 均不同程度降低

了ADR对LoVo/Adr细胞的IC50值, 说明PPG具有

逆转MDR的特性, PPG、VP的逆转倍数分别为

9.93、17.11. 与VP相比, PPG逆转倍数明显弱于

VP(图1, 表1). 
2.2 PPG诱导LoVo/Adr细胞凋亡 培养体系中加

入PPG、VP后继续培养24 h,  PPG对LoVo/Adr
细胞的影响, 更多是引起凋亡, 而坏死作用较弱, 
VP无此作用(图2, 表2). 
2.3 PPG对LoVo/Adr细胞Caspase-3活性的影响 与
LoVo/Adr细胞对照组相比, 经PPG 40 mg/L作用

后, 该组pNA释放量由18.45±2.39 pmol/min明显

增加至31.75±4.34 pmol/min(P<0.01), 而同时加

入Caspase-3抑制剂Z-VAD-FMK, pNA释放量为

17.69±2.68 pmol/min, 明显低于PPG 40 mg/L组
(P<0.01), 与对照组比较无差别, 从而说明PPG通

过Caspase-3途径促进了LoVo/Adr细胞凋亡. 

3  讨论

从某种意义上讲, 90%以上死于肿瘤的患者, 都与

肿瘤原发或获得性抗药性有关. 据体内、外研究, 
产生肿瘤抗药性可能是多种机制共同作用的结

果. 其中凋亡相关基因发生突变, 他既可以加速

肿瘤的进展, 又能使治疗反应减弱, 降低疗效, 这
种耐药机制不同于传统的MDR机制[17-19]. 参与凋

亡过程调控的基因表达失控, 例如激活细胞凋亡

基因的丢失或抑制细胞凋亡基因的过度表达, 都
可导致肿瘤细胞对广谱抗肿瘤药物的细胞毒性

作用产生耐药性. 有趣的是, 众多报道[20-25]都显示

MDR的存在几乎都伴有抗凋亡的现象. 

表  1  各组药物的逆转倍数 (n  = 3)

     
药物(mg/L)	             IC50(mg/L)                 逆转倍数

空白对照组		  3.08

实验组			   0.31	               9.93

阳性对照组		  0.18  	             17.11

■应用要点
本研究为苯丙素
甙改善肿瘤化疗, 
提供了实验支持
和理论依据, 为进
一步深入研究奠
定基础. 

■创新盘点
本研究表明: PPG
对耐药LoVo/Adr
细 胞 具 有 逆 转
耐 药 作 用 ,  通 过
Caspaes-3途径诱
导凋亡可能为其
逆转耐药的机制
之一. 

图  1  不同药物作用下LoVo/
Adr细胞生长抑制曲线. A: 实

验组; B: 阳性对照组.
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细胞凋亡[4-5]即程序化细胞死亡(programmed 
cell death), 作为细胞死亡的方式之一, 是通过系列

死亡信号分子活化而导致的主动性死亡过程. 其
发生机制与细胞内信号转导系统所引起的基因

调控有关, 肿瘤细胞由于癌基因的激活和抑癌基

因的失活, 使分化受阻, 细胞进入增殖周期, 而不

出现正常情况下的程序化死亡. 马先蒿在我国西

北称“土人参”, 用于治疗虚弱、衰竭、盗汗、

遗精、衰老等症, 具有活血、健脾胃、安神益气

等功效. PPG为从中分离的天然产物, 近年来的研

究发现[25-29], 这类化合物有抗病毒、抗血小板凝

聚、抗氧化作用, 抑制肿瘤生长的特性, PPG类化

合物在肿瘤中可抑制端粒酶活性, 诱导细胞凋亡. 
我们的实验不仅证实PPG对LoVo/Adr细胞具有致

凋亡作用, 而且证实了PPG可降低了ADR对LoVo/
Adr细胞的IC50值, 具有逆转耐药的特性, 其逆转倍

数为9.93, 提示PPG可能是通过促凋亡途径逆转耐

药性的. PPG是通过什么途径诱导凋亡的呢? 
目前认为化疗药物可以通过以下5种途径介

导细胞凋亡[1,30-31]: (1)依赖p53介导; (2)Bcl-2介导; 
(3)依赖Fas/FasL途径; (4)经神经酰胺介导; (5)经
Caspase-3蛋白介导. 在本实验中, 我们通过测定

Caspase-3作用于其底物后的产物pNA的含量来

分析Caspase-3活性的变化. 结果显示, LoVo/Adr细
胞经PPG作用后, Caspase-3活性显著增加, 而同时

加入Caspase-3活性抑制剂后, Caspase-3活性又明

显下降, 表明PPG通过Caspase途径促进了LoVo/

ADR细胞的凋亡. 国外学者[32-35]通过对P-gp与细

胞凋亡的关系进行深入研究, 提出P-gp除传统的

药泵功能外, 他还对Caspase依赖的途径具有保

护作用. 可能的机制为: (1)ATP是激活Caspase-3
的重要成分, P-gp通过改变细胞内ATP水平影响

细胞凋亡; (2)能使细胞内碱化, 能够诱导一种新

的Na+和Cl-依赖跨膜H+转运, 导致细胞内pH增

加, 这样使得Caspase处于失活状态, 从而起到保

护作用. 本实验LoVo/Adr细胞中存在P-gp耐药途

径[8], 我们推测PPG可能抑制了P-gp磷酸化程度, 
减弱了对Caspase依赖的途径具的保护作用, 激活

了Caspase-3活性, 从而促进LoVo/Adr细胞的凋亡, 
逆转了耐药. 以上推测需今后研究进一步证实.

总之, 本研究表明: PPG对耐药LoVo/Adr细
胞具有逆转耐药作用, 通过Caspase-3途径诱导

凋亡可能为其逆转耐药的机制之一. 
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