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■背景资料
结肠癌是临床最
常见的消化系恶
性肿瘤之一, 在国
内随着人们生活
水平和饮食结构
的不断改变, 其发
病率和死亡率呈
逐年升高的趋势. 
结肠癌的治疗, 目
前仍以外科手术
为主的综合治疗, 
但是临床效果尚
不理想, 故进一步
寻求有效的干预
阻断结肠癌发生
发展的线索和有
效的天然植物药
物具有重要的理
论及实用意义.

Sciences, 461 Bayi Avenue, Nanchang 330006, Jiangxi 
Province, China. jxznj@163. com

Received: 2016-06-24
Revised: 2016-07-19 
Accepted: 2016-08-01
Published online: 2016-08-28

Abstract
AIM
To investigate the effect of triptolide (TP) on the 
expression of Bax/B cell lymphoma/leukmia-2 
(Bcl-2) and cleaved Caspase 3 in HCT116 cells 
and the mechanism of TP induced apoptosis. 

METHODS
HCT116 cells were divided into six groups and 
treated with 5, 10, 20, 30, 40, and 80 nmol/L 
TP, respectively. HCT116 cells treated with PBS 
were used control cells. After HCT116 cells were 
exposed to TP for 24 h, 48 h or 72 h, MTT assay 
was used for estimating the survival rates of 
HCT116 cells, flow cytometry (FCM) was applied 
to test the effects of TP on cell apoptosis, and 
Western blot was used for testing the expression 
of Bcl-2, Bax, Caspase 3, and activated Caspase 3. 

RESULTS
TP could inhibit the proliferation of HCT116 
cells. The survival rates of HCT116 cells 
decreased with the increase in the concentration 
and treatment time of TP. The survival rates 
were 4.25%, 13.6%, 34.4%, 43.8% and 44.5%, 
respectively, for cells exposed to 5, 10, 20, 30, 
and 40 nmol/L TP for 48h. The expression of 
Bcl-2 was decreased with the increase in the 
concentration of TP. Additionally, the level 
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T116细胞48h, 随TP浓度的增加, Bcl-2的蛋
白水平不断降低, Bax在细胞质的蛋白水平
下降, 而在线粒体的蛋白水平升高, 呈剂量
依赖关系; Caspase 3的蛋白水平不断降低, 
促进cleaved Caspase 3的蛋白水平升高, 呈剂
量依赖关系.

结论
TP可显著抑制HCT116细胞的增殖, 可能通
过抑制Bcl-2表达水平, 促进cleaved Caspase 
3表达水平, 使其诱导人结肠癌HCT116细胞
凋亡抵抗能力减弱. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 本研究采用流式细胞仪及Western 
blot检测雷公藤甲素(triptolide, TP)处理后的结
肠癌细胞凋亡及Bcl-2和Caspase-3蛋白表达. 提
示TP可能是通过调节Bcl-2表达和线粒体内外
的Bax表达, 改变Bcl-2/Bax比例, 以及Caspase 3
和cleaved Caspase 3蛋白表达, 最终诱导结肠癌
细胞凋亡的机制.
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0  引言

自上世纪80年代首个中药雷公藤制剂-雷公藤

多苷片上市, 他已经世界卫生组织认定为治疗

关节炎的“中国首创植物新药制剂”, 其意义

不亚于抗疟药“青篙素”的开发上市[1]. 雷公

藤制剂是目前国内用于治疗类风湿疾病、系

统性红斑狼疮等自身免疫性疾病的最主要免

疫抑制剂之一[2]. 雷公藤甲素(triptolide, TP)是雷

公藤的主要活性成分, 具有广谱、高效的抗肿

瘤活性[3], TP对多种肿瘤均有抑制作用等[4,5]. 细
胞凋亡是细胞在一定的生理或病理条件下, 受
多种基因精确调控的主动的、程序化的死亡

过程, 是机体重要的自稳调节机制. 近年来研

究[6]表明, 线粒体参与很多凋亡信号通路, 在
细胞存亡机制中起着至关重要的作用, 起着起

始、放大的中枢作用. 功能完好的线粒体可

of Bax was decreased in the cytoplasm but 
increased in mitochondria, indicating that 
TP can promote Bax translocation from the 
cytoplasm to mitochondria. TP reduced the 
level of Caspase 3 in a concentration dependent 
manner; however, cleaved Caspase 3 level was 
increased. 

CONCLUSION
TP can induce apoptosis of HCT116 cells by 
inhibiting the expression of Bcl-2, increasing 
the expression of Bax, and promoting the 
activation of Caspase 3.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
研究雷公藤甲素(triptolide, TP)对人结肠癌
HCT116细胞中B细胞淋巴瘤/白血病-2相关
X蛋白(B cell lymphoma/leukmia-2 associated 
X protein, Bax)/B细胞淋巴瘤/白血病-2(B 
cel l lymphoma/leukmia-2, Bcl-2)和活性
Caspase 3表达的影响, 从而研究TP对结肠癌
细胞增殖的抑制作用及其可能的机制.

方法
用不同浓度的T P(5、10、20、30、40、
80 nmol/L)和空白对照组(0 nmol/L)处理
HCT116细胞24、48、72 h, 用MTT法检测
TP对结肠癌细胞增殖的抑制作用. 流式细
胞仪检测细胞凋亡率, Western blot检测蛋白
Bcl-2、Bax和Caspase 3、cleaved Caspase 3
蛋白表达水平的变化. 

结果
TP可显著抑制HCT116细胞的增殖, 且细胞
的存活率随着TP浓度和作用时间的增加而
下降, 呈浓度和时间效应. 5、10、20、30、
40 nmol/L浓度的TP分别作用HCT116细胞
48 h, 细胞凋亡率分别为4.25%、13.6%、

34.4%、43.8%、44.5%, 呈剂量依赖关系
(P <0.01). 10、20、30、40 nmol/L TP处理
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■研发前沿
雷 公 藤 甲 素
(triptolide, TP)具
有抗肿瘤活性. 细
胞凋亡是受多种
基因精确调控的
主动的、程序化
的死亡过程, 有研
究表明B细胞淋
巴瘤/白血病-2(B 
cell lymphoma/
leukmia-2, Bcl-2)/
B细胞淋巴瘤/白
血病-2相关X蛋白
(B cell lymphoma/
leukmia-2 associated 
X protein, Bax)以
及Caspase 3是决
定细胞凋亡的重
要因素 ,  而TP对
癌细胞增殖具有
明显的抑制、促
进凋亡及控制转
移的作用 ,  但关
于其是否可影响
Bcl -2 /Bax以及
Caspase 3蛋白还
没有报道 ,  因此
研究其可填补这
方面的内容.
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■相关报道
Olivei ra研究发
现 ,  在大鼠乳腺
肿瘤中Bax表达
下降、B c l - 2表
达升高, 且Bcl-2/
Bax的比例升高; 
Caspase 3表达随
乳腺肿瘤病变程
度的加深而不断
降低, 且Caspase 
3的表达与Bcl-2
的表达呈负相
关 .  毛等检测TP
处理后的胰腺癌
AsPC-1细胞, 发
现p-GSK-3β的高
表达诱导胰腺癌
细胞凋亡.

以抑制细胞凋亡的发生[7], 反之可导致细胞出

现衰老和凋亡, 乃至疾病的发生[8-11]. 而在众多

的凋亡调控基因中, B细胞淋巴瘤/白血病-2(B 
cell lymphoma/leukmia-2, Bcl-2)蛋白家族和

Caspase家族最受关注. Bcl-2和B细胞淋巴瘤/白
血病-2相关X蛋白(B cell lymphoma/leukmia-2 
associated X protein, Bax)是重要胞内蛋白质

及平衡体系[12], 两者在肿瘤的发生和发展中具

有重要作用[13]. 细胞凋亡可分为受体依赖的外

源性途径和线粒体损伤的内源性途径以及内质

网途径等. 外源性途径导致Caspase 8的活化[14], 
内源性途径导致Caspase 9的活化[15]; 最终是

Caspase 3被激活导致细胞凋亡. Caspase 3是凋

亡过程中关键的凋亡执行蛋白酶, 他和Bcl-2/
Bax在细胞凋亡过程中的关系已成为凋亡研究

中的热点[16,17]. cleaved Caspase 3是Caspase 3切
割的活化形式, 促凋亡作用. 本研究以人结肠

癌HCT116细胞为研究对象, 通过TP在体外对

其进行干预, 观察TP调节Bcl-2、Bax和Caspase 
3、cleaved Caspase 3促细胞凋亡作用, 以期为

结肠癌的临床治疗提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 TP购自上海融禾制药; RPMI 1640、
MTT试剂盒购自Solarbio; 胎牛血清购自杭州

四季青; Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒

购自BD; PMSF购自Amresco; 线粒体蛋白和

胞浆蛋白提取试剂盒购自上海索莱宝生物公

司; Bcl-2、Bax、cleaved Caspase 3和β-actin
抗体均购自CellSignaling; Caspase 3抗体购自

Affinity; 二抗购自中杉金桥, 增强化学发光试

剂盒购自Pierce; 其余试剂均为国产AR级分析

纯. 细胞培养箱购自ESCO; Western blot电泳仪

购自BIO-RAD; 流式细胞仪购自BD.
1.2 方法
1.2.1 药液配制: TP用DMSO配成5.5 mmol/L贮
液, -20 ℃保存. 临用前以RPMI 1640细胞培养

液稀释成5、10、20、30、40、80 nmol/L.
1.2.2 细胞培养: 人结肠癌HCT116细胞株, 购自

中国医学科学院, 由江西省医学科学院保存. 
细胞复苏后, 培养在RPMI 1640细胞培养液(含
10%FBS, 100 U/L青霉素和100 U/L链霉素)中, 
置37 ℃、50 mL/L CO2的细胞培养箱中培养, 隔
2-3 d消化传代. 选取对数生长期细胞进行实验. 
1.2.3 MTT检测细胞增殖: 胰酶消化HCT116细

胞, 接种于96孔板中, 过夜培养后加入不同剂

量的TP(5、10、20、30、40、80 nmol/L)处理

HCT116细胞, 对照组加入PBS, 培养24、48、
72 h. 终止培养前4 h, 加20 μL MTT(5 g/L)于各

个孔中. 吸去培养基, 加入150 μl/L DMSO, 室温

振荡10 min, 490 nm波长下测定各孔吸光度值. 
1.2.4 FCM检测细胞凋亡: 制备单细胞悬液, 细
胞计数调整细胞浓度为1×105/mL, 加入6孔
板中, 1 mL/孔, 再加1 mL细胞培养液, 37 ℃ 
50 mL/L CO2细胞培养箱中过夜; 次日分别加

不同浓度TP(0、5、10、20、30、40 nmol/L)
处理HCT116细胞, 继续培养48 h. 采用Annexin 
V-FITC/PI双标法检测HCT116细胞凋亡, 操作

方法参照试剂盒说明书, 根据荧光强度计算细

胞凋亡百分率. 
1.2.5 Western blot检测Bax蛋白水平: 以不加

TP处理的细胞为对照组, 实验组为不同浓度

TP(10、20、30、40 nmol/L)处理HCT116细胞

48 h. 收集经过处理的细胞, 线粒体蛋白和胞浆

蛋白提取: 配制100 mmol/L PMSF溶液1.5 mL. 
取线粒体分离试剂与裂解液, 向线粒体裂解液

中加入PMSF, 使PMSF的最终浓度为1 mmol/L, 
并加入样品; 依据试剂盒说明书操作.
1.2.6 Western blot检测Bcl-2和活性Caspase 3蛋
白水平: 以不加TP处理的细胞为对照组, 实验

组为不同浓度TP(10、20、30、40 nmol/L)处
理HCT116细胞48 h. 收集经过处理的细胞, 用
预冷的RIPA蛋白裂解液冰上裂解20 min, 然后

4 ℃ 12000 r/min离心20 min, 收集上清, 用BCA
试剂盒测定蛋白水平, 经SDS-PAGE分离蛋白, 
将凝胶上的蛋白质电转至硝酸纤维素膜上. 用
5%脱脂奶粉封闭2 h, 加入稀释的抗Bcl-2、Bax
和活性Caspase 3抗体和抗β-actin抗体(内参), 
4 ℃反应过夜; TBST洗膜3次, 加入稀释的相应

二抗, 室温反应1 h; TBST洗膜3次, 增强化学发

光试剂显色. 采用Image Pro Plus软件进行灰度

值分析, 以各目的条带与内参条带的平均灰度

值的比值作为目的蛋白的相对表达水平. 
统计学处理 实验均重复3次, 统计分析

SPSS16.0软件. 计量数据采用mean±SD表示, 
定量资料采用t检验, P <0.05为差异具有统计学

意义. 

2  结果

2.1 MTT法检测TP对HT116细胞增殖的抑制 
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■创新盘点
本研究显示TP处
理结肠癌T116细
胞后, 降低Bcl-2
的蛋白水平 ,  线
粒体内的Bax较
体外的蛋白水平
增高, 表明Bc1-2
家族蛋白成员间
的相互作用对线
粒体介导的细胞
凋亡起调控作用; 
TP可能通过抑制
Bcl-2表达、促进
Caspase 3而导致
结肠癌细胞凋亡
抵抗能力减弱.

TP作用HCT116细胞24 h, 20 nmol/L TP可诱

导细胞存活率下降; 作用48 h后, 结果显示, 
10 nmol/L TP即可引起HCT116细胞的存活率

明显降低, 此时, 40、80 nmol/L TP组的细胞存

活率分别为35.18%、35.68%, 表明TP剂量再

增加, 对HCT116细胞的存活率影响已不再明

显(图1).
2.2 流式细胞仪检测TP对HCT116细胞凋亡的
影响 5、10、20、30以及40 nmol/L浓度的TP
分别作用HCT116细胞48 h, 细胞凋亡率分别为

4.25%、13.6%、34.4%、43.8%以及44.5%(图2), 
提示TP可诱导HCT116细胞发生调亡, 并呈现

出浓度依赖关系. 
2.3 Western blot检测TP对HCT116细胞中凋亡相
关蛋白水平的影响 经10、20、30、40 nmol/L 
TP处理T116细胞48 h后, TP对Bcl-2蛋白水平的

影响, 与空白对照组相比, β-actin的表达水平不

受TP的影响, 随着TP浓度的增加, Bcl-2的表达

不断降低, 呈剂量依赖性(图3A). TP对Bax蛋白

水平的影响, 与空白对照组相比, β-actin的表达

水平不受TP的影响, 随着TP浓度的增加, Bax在
细胞质的表达水平下降, 而在线粒体的表达水

平升高(图3B). 表明TP能够促进胞质中的Bax向
线粒体内转移. TP对Caspase 3和cleaved Caspase 
3蛋白水平的影响, 与空白对照组相比, β-actin
的表达水平不受TP的影响, 随着TP浓度增加

Caspase 3表达逐渐下降; 相反, 剪切蛋白cleaved 
Caspase 3随着TP浓度增加蛋白水平逐渐增加, 
呈剂量依赖性(图3C), 提示其促凋亡增加.

3  讨论

结肠癌是临床最常见的消化系恶性肿瘤之一, 

在发达国家每年影响人数超过一百万人 [18]. 
2012年, 美国的结肠癌发病率及病死率均居癌

症发病率和病死率的第3位[19], 在国内结肠癌

的发病率和病死率均较高[20]. 结肠癌的治疗, 
目前仍以外科手术为主的综合治疗. 而传统植

物来源的天然药物毒副作用小, 具有靶向杀伤

肿瘤细胞的特点, 在治疗各种肿瘤中发挥着重

要作用, 是目前抗肿瘤研究的热点[21-23]. 已有研

究表明TP可通过不同途径抑制肿瘤细胞的增

殖并诱导凋亡, 如TP处理对胰腺癌AsPC-1细
胞活性有显著的抑制作用[5], TP可诱导人胰腺

癌细胞凋亡[24], TP联合吉西他滨或/和紫杉醇

治疗可使胰腺癌小鼠生存率提高、减少转移

和恶性腹水[22,23]. TP处理结肠癌细胞株HCT116
和HT29降低细胞活性呈剂量和时间依赖性, 
T P能通过抑制转录因子E2F1活性引起细胞

周期G1阻滞[25]. 本研究结果表明, TP可以抑制

HCT116细胞的增殖, 且细胞的存活率随着TP
浓度和作用时间的增加而下降, 呈浓度和时间

效应. 
细胞凋亡的发生和发展分为凋亡诱导、

调控执行和效应阶段, 现已证明至少有死亡受

体途径、线粒体途径和内质网途径参与凋亡

的发生. 其中死亡受体通路是比较成熟的信号

传导途径[26]. 线粒体参与很多凋亡信号通路, 
起着起始、放大的中枢作用[6]. 目前认为, 在凋

亡信号的诱导下线粒体内外膜之间通透性转

运孔开放, 线粒体渗透转换孔大量开启能引起

膜电位崩解并导致细胞凋亡[27]. Bcl-2家族蛋白

广泛分布在线粒体外膜, 是重要的线粒体凋亡

调节因子, 对线粒体介导的细胞凋亡起调控作

用[28]. 我们的研究表明, TP处理T116细胞48 h, 
随TP浓度的增加, Bcl-2的蛋白水平不断降低, 
Bax在细胞质的蛋白水平下降, 而在线粒体的

蛋白水平升高; 表明Bc1-2 家族蛋白成员间的

相互作用对线粒体介导的细胞凋亡起调控作

用. 有学者将Bcl-2和Bax的比值称作“凋亡开

关”, Bax蛋白占优时细胞凋亡, Bcl-2蛋白占优

时则细胞存活[29]. 研究[25]发现, 在大鼠自发性

乳腺肿瘤中Bax蛋白及mRNA的表达量均呈下

降趋势、Bcl-2蛋白及mRNA的表达量则升高, 
且Bcl-2/Bax的比例不断升高. Bcl-2、Bax结合

可形成Bcl-2/Bax 异二聚体, 这一比值决定了

细胞接受调控信号后细胞凋亡与否的状态. 冯
俊伟等[30]研究结果显示, Bcl-2在结直肠癌中的

图  1  相同时间不同浓度TP作用HCT116细胞的存活率. 1: 
对照组; 2: 5 nmol/L组; 3: 10 nmol/L组; 4: 20 nmol/L组; 5: 

30 nmol/L组; 6: 40 nmol/L组; 7: 80 nmol/L组. aP<0.05 vs  
对照组. TP: 雷公藤甲素.
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表达强于癌旁组织, 而Bax表达在两种组织中

无明显差异; 结直肠癌中Bcl-2与Bax存在负相

关. 我们的研究显示, TP处理HCT116细胞后, 
Bax在细胞质的表达下降, 而在线粒体的表达

升高, TP能够促进胞质中的Bax向线粒体内转

移. 表明Bax二聚体在膜上打开通道, 增加通

透性, 所以, 蛋白Bcl-2水平的降低和Bax的水

平升高, HCT116细胞对凋亡的抵抗性下降, TP
发挥抗肿瘤效应. 这认同了何双艳等[31]研究, 
细胞凋亡调节蛋白Bax、Bcl-2表达上调, 二者

表达的相对比例发生异常, 可能是大鼠非酒精

性脂肪性肝病中肝细胞发生凋亡的重要原因

之一. 
崔雨婷等[32]对雌性SD大鼠乳腺癌的研究

认为, Caspase 3参与了一系列与凋亡相关的细

胞变化过程, 且与Bcl-2共同参与了细胞凋亡

的调节机制, 在乳腺癌的发生和发展过程中发

挥重要作用. 姜辉等[33]研究发现, 给予新风胶

囊干预后, 可显著降低佐剂性关节炎大鼠滑膜

组织中Bcl-2蛋白和mRNA的表达, 增加Bax、
Caspase 3蛋白和mRNA的表达, 提示新风胶囊

可通过调节Bcl-2、Bax、Caspase 3的表达, 增
加细胞凋亡来对抗滑膜细胞的过度增殖. 线粒

体外膜通透性的改变, 引起凋亡相关因子的释

放, 激活caspase 9, 最后激活效应器caspase 3, 
进入内源性线粒体凋亡通路, 最终引起细胞凋

亡. 崔雨婷等[32]还发现, Caspase 3蛋白和mRNA
的表达量随乳腺肿瘤病变程度的加深而不断

降低, 且Caspase 3的表达与Bcl-2的表达呈负相

关; 说明当发生乳腺肿瘤时, 细胞凋亡功能被

抑制, 从而使癌细胞不断增殖. Caspase 3切割

(cleaved)活化之后就会变成cleaved Caspase 3, 
后者是前者的活化形式. 我们的研究表明, TP
呈浓度依赖抑制Caspase 3的蛋白水平, 促进

cleaved Caspase 3的蛋白水平; 与Zhou等[24]在人

胰腺癌细胞的研究结果相一致, 表明TP可能通

过抑制Bcl-2表达、促进Caspase 3活化, 进而导

致结直肠癌细胞凋亡抵抗能力减弱.
总之, 大量研究显示Bcl-2 家族和Caspase 

家族在细胞凋亡转导通路尤其是线粒体途径

中发挥了极为重要的调控作用, 本实验通过

动态结肠癌HCT116细胞凋亡百分数、Bcl-2/

■应用要点
本研究显示TP可
在体外诱导结肠
癌T116细胞的凋
亡 ,  并呈剂量和
时间依赖性 ,  提
示调节凋亡相
关蛋白B c l - 2和
Caspase 3表达是
其可能作用机制, 
但对TP是否还有
其他介导途径及
Caspase家族的作
用均需进一步深
入研究.

图  2  不同浓度TP作用HCT116细胞的凋亡率. A: 对照组; B-F: 5、10、20、30、40 nmol/L组. TP: 雷公藤甲素.
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Bax、Caspase 3的表达, 为细胞凋亡运用于

结肠癌的诊治提供有力的理论依据, 然而对

Caspase家族的认识还有待更进一步深入, 研
究也日益受到关注, 如Caspase 9、Caspase 8和 
Caspase 2, 奥曲肽在人肝癌细胞HepG2能显著

增加Caspase 8和Caspase 2的活性[34]. 这都要求

我们进一步揭示结肠癌细胞凋亡的复杂的分

子机制, 给临床的诊断、治疗、及预后判定开

辟一条新的途径. 
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《世界华人消化杂志》参考文献要求 

本刊讯 本刊采用“顺序编码制”的著录方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 提倡对国内同

行近年已发表的相关研究论文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加方括号注明角码. 文中如列作者

姓名, 则需在“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 研究[2-5]认为……; PCR方法敏感性高[6,7]. 文献序号作正文叙述时, 用与正文同

号的数字并排, 如本实验方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, PubMed,《中国科技论文统计

源期刊》和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相关

的国内外期刊中的最新文献, 包括世界华人消化杂志(http://www.wjgnet.com/1009-3079/index.jsp)和World 
Journal of Gastroenterology (http://www.wjgnet.com/1007-9327/index.jsp). 期刊: 序号, 作者(列出全体作者). 文

题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID编号 ; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 

起页-止页.
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