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■背景资料
结直肠癌是一种
高发的消化系恶
性肿瘤 ,  据2017
年美国癌症预测
数据显示 :  结直
肠癌的发病率及
死亡率在美国十
大癌症中均位居
第3位. 2015年中
国 癌 症 总 发 病
429.16万例, 总死
亡281.42万例, 结
直肠癌位居全国
癌症发病及死亡
的第5位.
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Abstract
AIM
To evaluate the correlation of miR-30a and 
autophagy gene Beclin1 with chemoresistance 
and to explore the possible mechanism for 
Changweiqing to reverse drug resistance in 
colon cancer therapy.

METHODS
A xenograft tumor model of oxaliplatin-resistant 
human colon cancer cell line HCT116/L-OHP 
was established in nude mice, and the mice 
were randomly divided into a control group, 
an L-OHP (oxaliplatin) group, a Changweiqing 
group, a low-dose Changweiqing + L-OHP 
group, and a high-dose Changweiqing + 
L-OHP group. The expression of miR-30a, 
Beclin1, and LC3 was evaluated by RT-PCR and 
immunohistochemistry, and cell apoptosis was 
evaluated by TUNEL assay.

RESULTS
The up-regula t ion o f Bec l in1 and LC3 
expression, down-regulation of miR-30a 
expression, and decrease of apoptosis were 
observed in the L-OHP group. However, 
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■研发前沿
结直肠癌是一种
高发的消化系恶
性肿瘤 ,  目前化
疗是主要治疗方
法 ,  但肿瘤化疗
耐药严重影响其
疗效 ,  降低患者
生存率 ,  因此探
讨肿瘤耐药的机
制并寻找有效的
逆转药物 ,  是当
前肿瘤研究中的
热点和难点.

the down-regulation of Beclin1 and LC3 
e x p r e s s i o n , u p - r e g u l a t i o n o f m i R - 3 0 a 
expression, and increase of apoptosis were 
observed in the Changweiqing plus L-OHP 
groups (P < 0.05 or P < 0.01).

CONCLUSION
L-OHP-induced protective autophagy to 
reduce apoptosis may be the mechanism of 
drug resistance. Changweiqing can reverse 
drug resistance, possibly by inhibit ing 
autophagy and regulating the miR-30a/Beclin1 
signal transduction pathway.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
本课题旨在分子生物学技术和中医基础理
论指导下, 从miRNAs与自噬相关联的角度, 
讨论miR-30a与自噬基因Beclin1 在结肠癌
化疗耐药中的相关性, 并探讨肠胃清对miR-
30a介导自噬的调控作用及逆转结肠癌耐药
的分子机制.

方法
建立人结肠癌耐奥沙利铂(L-OHP)细胞株
HCT116/L-OHP裸鼠皮下移植瘤模型, 随机
分为空白组、L-OHP组、肠胃清方组、肠
胃清方低剂量+L-OHP组、肠胃清方高剂量
+L-OHP组. 治疗结束后采用RT-PCR、免疫
组织化学、Tunnel等研究肠胃清对瘤体组织
中miR-30a、Beclin1、LC3的表达及细胞凋
亡的影响.

结果
奥沙利铂组可见Beclin1、LC3的上调, miR-
30a的下调, 细胞凋亡的减少. 而肠胃清联
用奥沙利铂组可见Bec l in1、LC3的下调, 
miR-30a的上调, 细胞凋亡的增加(P <0.05或
P <0.01).

结论
奥沙利铂诱导保护性自噬导致细胞凋亡减
少可能是其耐药的机制. 肠胃清可通过调控
miR-30a/Beclin1通路而抑制自噬逆转结肠
癌耐药.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.

关键词: 肠胃清; 奥沙利铂; 结肠癌; miR-30a; 自
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核心提要: 研究发现肿瘤细胞可通过自噬途径逃

避和修复化疗对细胞的损伤, miRNA可介导肿瘤

细胞的自噬活性参与化疗耐药. 本研究发现肠胃

清通过上调miR-30a的表达抑制其靶基因Beclin1
而发挥抑制自噬的作用, 从而逆转化疗耐药.
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0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是一种高发

的消化系恶性肿瘤之一. 近年来, 随着物质生

活水平提高、膳食结构改变、人口老龄化趋

势、内窥镜技术和影像学检查的发展, 结直肠

癌发病率的上升非常显著, 严重威胁人类的健

康. 据2017年美国癌症数据显示: 结直肠癌的

发病率及死亡率在美国十大癌症中均位居第3
位[1]. 2015年中国癌症总发病429.16万例, 总死

亡281.42万例, 结直肠癌位居全国癌症发病及

死亡的第5位[2]. 化疗仍是治疗结直肠癌的主要

方法, 但却普遍存在耐药现象, 耐药限制了化

疗的疗效甚至导致化疗失败, 因此如何逆转结

直肠癌耐药, 提高化疗的敏感性是临床急需解

决的课题.

1  材料和方法

1.1 材料 (1)实验细胞与动物: 人结肠癌耐奥沙

利铂细胞株HCT116/L-OHP为实验室本课题组

前期自行诱导, 培养于含10%胎牛血清的RPMI 
1640培养液(含青霉素、链霉素各100 U/mL)
中, 37 ℃及50 mL/L CO2饱和湿度培养箱中常

规培养, 培养体系中加入终浓度为5 µg/mL的
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■相关报道
Zou等发现miR-
3 0 a 通 过 抑 制
Beclin1表达增加
子 宫 颈 癌 H e L a
细胞对顺铂的敏
感性 ,  同时体内
实验发现V-miR-
3 0 a可减小裸鼠
肝癌Heps细胞移
植瘤的瘤体体积
而增加顺铂抑制
肿瘤的疗效.

L-OHP以维持耐药性, 实验在停用L-OHP培
养2 wk后取处于对数生长期的细胞经MTT法
检测, 对L-OHP的耐药倍数达8.15倍. Balb/c
裸小鼠, ♂, 4-6周龄, 购自上海西普尔-必凯实

验动物有限公司, 动物许可证号为SCXK(沪): 
2008-0016. 常规饲养于上海中医药大学附属

普陀医院SPF级动物实验室[动物实验室许可

证号: SYXK(沪)2008-0055]; (2)实验试剂与仪

器: 二氧化碳恒温培养箱(CELL240型), 德国贺

利氏公司; 倒置显微镜, 日本Olympus公司; 眼
科剪、眼科弯镊, 上海器材厂; 950 mL/L乙醇

(分析纯), 上海振兴化工厂; 奥沙利铂, 江苏恒

瑞医药股份有限公司; 甲醇(分析纯), 上海振兴

化工厂; EDTA, Sigma公司; β-actin抗体, Santa 
Cruz公司; LC3A/B, Beclin1抗体, Proteintech
公司; 辣根过氧化酶标记的羊抗兔, Proteintech 
Group; RT-PCR, Takara公司; 引物, 南通百奥迈科

生物技术公司; 中药复方肠胃清由生黄芪30 g、
党参15 g、生白术15 g、八月札24 g、薏苡仁

30 g、野葡萄藤30 g、红藤30 g、猪苓24 g, 由
上海中医药大学中药学院水提制备浸膏粉, 1 g
浸膏粉含生药6.06 g.
1.2 方法

1 . 2 . 1  皮下移植瘤的建立 :  取对数生长期

HCT116/L-OHP细胞, 将细胞用0.25%胰蛋白酶

(Trypsin)消化后收集到离心管中, 然后用磷酸

缓冲盐溶液(phosphate buffered saline, PBS)分
别制成浓度为2×106/mL的细胞悬液. 取4-6周
龄Balb/c♂裸鼠6只, 体质量20 g±2 g. 常规消

毒裸鼠右前肢的腋部皮下, 用1 mL微量注射器

及23号针头吸取HCT116/L-OHP单细胞悬液, 
确定针头位于裸小鼠右前肢的腋部皮下后, 注
入0.2 mL制备好的单细胞悬液, 术毕酒精棉球

压迫穿刺点半分钟, 隔离鼠笼内SPF条件下, 恒
温恒湿饲养. 经过12-20 d, 待皮下肿瘤生长至

直径约100-200 mm3左右, 选择肿瘤生长旺盛

且无破溃的荷瘤鼠, 作为供瘤鼠, 脱颈椎处死, 
皮肤予1%碘伏、750 mL/L乙醇消毒, 小心用

眼科剪剪开皮肤, 沿移植瘤包膜小心剥离皮下

肿瘤组织, 将剥离的移植瘤块于无菌条件下, 
生理盐水冲洗净表面的血污, 去除坏死组织和

纤维组织, 将瘤体剪碎至1 mm3大小的组织块, 
在超净工作台下用20号套管针接种于裸小鼠

右侧前肢腋部皮下.
1.2.2 分组及给药方式: 待裸鼠皮下移植瘤生

长至150-300 mm3时, 选择移植瘤瘤体生长良

好、无出血坏死、瘤周无感染病灶的50只荷

瘤鼠作为实验模型, 并随机分为5组, 每组各

10只, 分别是: 空白组(Control): 腹腔注射蒸

馏水(每周一、三、五各1次), 生理盐水灌胃

(每周一、二、三、四、五各1次); 奥沙利铂

组(L-OHP): 腹腔注射奥沙利铂5 mg/kg(每周

一、三、五各1次), 生理盐水灌胃(每周一、

二、三、四、五各1次); 肠胃清组(H-CWQ): 
肠胃清高剂量13.42 g/kg灌胃(每周一、二、

三、四、五各1次), 腹腔注射蒸馏水(每周一、

三、五各1次); 肠胃清低剂量联合奥沙利铂组

(L-CWQ+L-OHP): 肠胃清低剂量6.71 g/kg灌
胃, (每周一、二、三、四、五各1次), 腹腔注

射奥沙利铂5 mg/kg(每周一、三、五各1次); 
肠胃清高剂量联合奥沙利铂组(H-C W Q+L-
O H P): 肠胃清高剂量13.42 g/k g灌胃(每周

一、二、三、四、五各1次), 腹腔注射奥沙

利铂5 mg/kg(每周一、三、五各1次), 各组给

药时间均为4 wk. 本实验体内奥沙利铂给药采

用最大耐受剂量概念(maximum tolerated dose, 
MTD), 是指动物能够耐受的而不引起动物死

亡的最高剂量, 根据前期研究发现裸鼠对奥沙

利铂的MTD为10 mg/kg, 故采用其半剂量给药

即5 mg/kg, 肠胃清给药根据人与小鼠等效剂量

换算公式计算[3].
1.2.3 免疫组织化学检测蛋白表达: 将瘤体组

织置于石蜡之中, 进行冷冻, 使石蜡变成固态; 
置于石蜡切片机上切片, 将石蜡切片置于烘箱

中58 ℃烤2-4 h, 石蜡切片常规二甲苯, 乙醇脱

蜡至水, PBS洗3 min×3 min; 用柠檬酸钠抗原

修复液, pH 6.0煮沸热修复(95 ℃ 15 min), 保
温15 min, 室温自然冷却, PBS洗3 min×3 min; 
3%的H2O2抑制内源性过氧化物酶室温下孵

育10 min; PBS洗3 min×3 min, 10%正常胎牛

血清室温孵育30 min, PBS洗3 min×3 min; 一
抗4 ℃, 孵育过夜; PBS洗3 min×3 min; 二抗

37 ℃孵育1.5 h, PBS洗3 min×3 min; DAB显
色3-5 min; 苏木素复染30 s, 盐酸酒精分化1 s; 
脱水吹干后, 树脂封片; 镜下观察, 细胞核呈紫

蓝色, 阳性细胞显示为棕黄色或黄色. Beclin1
阳性表达于细胞浆, LC3阳性表达于细胞浆、

细胞间质和细胞核. 免疫组织化学阳性细胞用

Image Proplus 6.0数码医学图像分析系统定量

分析测定, 每张切片在200倍光镜下随机观察3
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■创新盘点
本 实 验 构 建 结
肠 癌 耐 奥 沙 利
铂细胞HCT116/
L-OHP裸鼠皮下
移植瘤的动物模
型 ,  可更好模拟
体 内 化 疗 耐 药
的特征 ,  观察中
药 复 方 肠 胃 清
通过对miR-30a/
Beclin1通路的调
控 ,  逆转结肠癌
化疗耐药的作用
及机制.

个具有代表性的视野, 阳性率以积分光密度值

(IOD/AREA)来表示.
1.2.4 实时荧光定量PCR检测Beclin1的表达: 
取移植瘤组织移入匀浆机中, 运用TRIzol法
抽提总RNA, 逆转录成cDNA, 按PrimeScript®

RT reagent Kit(Perfect Real Time)反转录试

剂盒说明书进行反应, 得到的c D N A进一步

进行PCR实验. Beclin1引物序列: 上游引物: 
5'CTGAGGGATGGAAGGGTCTA3', 下游引

物: 5'CCTGGGCTGTGGTAAGTAATG3'. PCR
反应体系: 实验结果运用使用2-ΔΔCt法测定了

各组细胞中mRNA的相对表达水平. 计算公

式: ΔCt = 检测基因Ct值的平均值-管家基因

(β-actin)Ct值得平均值. ΔΔCt = 待测组ΔCt-对
照组ΔCt. 因此待测基因的表达量由2-ΔΔCt来进

行计算. 结果表示mRNA在实验组于空白组的

表达倍数.
1.2.5 实时荧光定量P C R检测m R N A m i R-
30a的表达: 取移植瘤组织移入匀浆机中, 运
用TRIzol法抽提miRNA, 总miRNA逆转录

为cDNA按One Step PrimeScript® miRNA 
cDNA Synthesis Kit(Perfect Real Time)反转

录试剂盒说明书进行反应. 实验结果运用使

用2-ΔΔ Ct法测定了各组细胞中miRNA的相对

表达水平. miR-30a-5p引物序列: 上游引物: 
5'TGTAAACATCCTCGACTGGAAG3'. 计算公

式: ΔCt = 检测基因(miR-30a等)Ct值的平均值-
管家基因(U6 snRNA)Ct值得平均值. ΔΔCt = 待
测组ΔCt-对照组ΔCt. 因此待测基因的表达量

由2-ΔΔCt来进行计算. 结果表示miRNA在实验组

于空白组的表达倍数.
1.2.6 原位末断转移酶标记法(TUNEL法)检测

细胞凋亡: 脱蜡和水合: 二甲苯Ⅰ(15 min), 二
甲苯Ⅱ(15 min), 二甲苯Ⅲ(15 min), 无水酒精(5 
min), 无水酒精(5 min), 95%酒精(5 min), 75%
酒精(5 min), TBS漂洗(5 min×3 min), 小心干

燥样品周围的玻片部分; 样品透性处理: 用PH 
= 8.0的Tris-Hcl稀释蛋白酶K至20 μg/mL, 组织

用100 μL的蛋白酶K覆盖, 室温孵育20-30 min, 
TBS漂洗(5 min×3 min); 灭活内源过氧化物

酶: 用甲醇按1∶10稀释30%的H2O2到3%, 组织

以100 μL 3%H2O2覆盖, 室温孵育5 min, TBS漂
洗(5 min×3 min), 小心不要干燥样品周围的

玻片部分, 平衡及标记反应(TdT酶用之前要离

心, 使管壁的液体离到下面), 5×TdT平衡缓冲

液用dh20溶液按1∶5稀释, 以100 μL 1×TdT
平衡缓冲室温孵育10-30 min, 同时准备标记

反应混合物, 小心吸去样品上多余的平衡缓冲

液, 立即加入TdT标记反应混合物, 每个样品

60 μL(以完全覆盖组织为宜), 37 ℃孵育1.5 h; 
标记反应的终止: 用TBS洗涤(5 min×3 min), 
以终止缓冲液100 μL室温孵育5min, TBS再次

洗涤(5 min×3 min), 让多余液体流干, 检测以

100 μL封闭缓冲液室温孵育10 min, 以封闭缓

冲液稀释50×偶联物按1∶50稀释, 小心吸去

样品上封闭缓冲液, 注意不要接触到样品, 并
立即加100 μL偶联物, 37 ℃孵育30 min, TBS漂
洗(5 min×3 min), 让多余液体流干, 滴加DAB
溶液, 在显微镜下控制显色, 阳性明显且无背

景, 用dh20溶液终止显色; 复染: 用苏木精复

染1 min, 水洗5 min, 盐酸酒精分化1 s, 返蓝

15 min; 脱水透明: 75%酒精(5 min), 90%酒精

(5 min), 95%酒精(5 min), 无水酒精(5 min), 二
甲苯Ⅰ(10 min), 二甲苯Ⅱ(10 min), 二甲苯Ⅲ

(10 min)封片, 滴中性树脂, 加盖玻片. 镜下观

察块状棕黄色为阳性表达, 阳性定位为细胞核. 
阳性率分析同免疫组织化学法.

统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行

统计分析, 数据用mean±SD表示. 两独立样本

均数比较采用Independent-Samples t  Test分析; 
若数据具备正态性和方差齐性, 多样本均数比

较采用one-way ANOVA分析, 组间两两比较采

用SNK-q和LSD法检验; 若数据不具备正态性

和方差齐性, 则进行Welch检验, 组间两两比较

采用Dunnett's T3法检验, 以P <0.05为差异有统

计学意义.

2  结果

2.1 肠胃清对皮下移植瘤Beclin1、LC3表达的

影响 实验结果发现L-OHP组Beclin1、LC3蛋
白表达高于Control组, 有显著性差异(P <0.01), 
提示奥沙利铂可以上调Beclin1、LC3的表达, 
诱导肿瘤发生自噬现象; H-CWQ+L-OHP组和

L-CWQ+L-OHP组Beclin1、LC3蛋白表达低于

L-OHP组, 有显著性差异(P <0.01), H-CWQ+L-
OHP组低于L-CWQ+L-OHP组, 有显著性差

异(P <0.05或P <0.01). 提示肠胃清可以下调

Beclin1、LC3的表达, 抑制自噬现象, 并存在

量效关系(表1, 图1).
2.2 肠胃清对皮下移植瘤Beclin1 mRNA表达的
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■应用要点
本文以结肠癌耐
奥沙利铂细胞、
裸鼠结肠癌皮下
移 植 瘤 模 型 为
研究对象 ,  阐明
肠胃清逆转结肠
癌耐药的分子机
制及新的作用靶
点 ,  为其在现代
医学中进一步开
发应用、研制新
的高效低毒的抗
肿瘤药物提供实
验依据.

FA

B

C

G

H

D

JE

I

图  1  各组裸鼠皮下移植瘤Beclin1、LC3蛋白表达(SP法×200). A-E: Beclin1蛋白表达; F-J: LC3蛋白. A, F: Control; B, G: 

L-OHP组; C, H: H-CWQ; D, I: L-CWQ+L-OHP; E, J: H-CWQ+L-OHP.
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■名词解释
自噬: 自体吞噬, 
其特征是细胞内
出现大量双层膜
自吞噬泡 ,  吞噬
泡内为胞质及受
损的细胞器 .  肿
瘤细胞在接触细
胞毒药物后能够
利用自噬而保持
生存 ,  自噬发挥
着保护肿瘤细胞
逃避凋亡的作用
而导致化疗耐药.

影响 实验结果显示与Control组比较, L-OHP
组Beclin1 mRNA表达倍数高于Control组, 有
显著性差异(P <0.01), 提示奥沙利铂可以上调

Beclin1 mRNA的表达, 诱导肿瘤发生自噬现

象; H-CWQ+L-OHP组和L-CWQ+L-OHP组
Beclin1 mRNA表达低于L-OHP组, 有显著性差

异(P <0.01); H-CWQ+L-OHP组低于L-CWQ+L-
OHP组, 有显著性差异(P <0.01). 提示肠胃清可

以下调Beclin1 mRNA的表达, 抑制自噬现象, 
并存在量效关系(表2, 图2).
2.3 肠胃清对皮下移植瘤m i R-30a表达的影

响 实验结果显示与Control组比较, L-OHP组
miR-30a表达倍数低于Control组, 有显著性差

异(P <0.01), 提示奥沙利铂可以下调miR-30a
的表达; H-CWQ+L-OHP组和L-CWQ+L-OHP
组miR-30a表达高于L-OHP组, 有显著性差异

(P <0.01); H-CWQ+L-OHP组高于L-CWQ+L-
OHP组, 有显著性差异(P <0.01). 提示肠胃清可

以上调miR-30a的表达, 通过抑制miR-30a的靶

基因Beclin1发挥抑制自噬的作用, 并存在量效

关系(表2, 图2).

2.4 肠胃清对皮下移植瘤细胞凋亡的影响 细
胞凋亡阳性率分析发现H-CWQ+L-OHP组、

L-CWQ+L-OHP组、L-OHP组、H-CWQ组

均高于C o n t r o l组, 有显著性差异(P <0.01); 
H-CWQ+L-OHP组、L-CWQ+L-OHP组高于

L-OHP组, 有显著性差异(P <0.01); H-CWQ+L-
OHP组高于L-CWQ+L-OHP组, 有显著性差异

(P <0.01). 提示肠胃清联合L-OHP可促进细胞

凋亡, 提高L-OHP的疗效, 并存在量效关系(表
2, 图3).

3  讨论

目前结直肠癌的治疗方法包括手术、化疗、

放疗、分子靶向药物及中医药治疗等, Ⅰ期的

结直肠癌患者五年生存率90%以上, 而Ⅱ期仅

50%[4]. 化疗可以杀灭微小转移灶, 减少复发, 
还可使不能手术切除的肿瘤缩小而获得手术

机会, 对于丧失手术治愈机会的患者进行姑息

化疗可延长其生存期. 结直肠癌的化疗药物主

要有5-氟尿嘧啶、伊立替康、奥沙利铂等, 其
中奥沙利铂是二氨基环己烷的第三代铂类复

     

表  1  各组裸鼠移植瘤Beclin1、LC3蛋白表达的比较 (n  = 3, mean±SD)

分组
积分光密度值(IOD/AREA)

Beclin1 LC3

Control  0.001305±0.000151de 0.009182±0.000850df

L-OHP  0.169267±0.053629bf 0.052316±0.010591bf

H-CWQ  0.001532±0.000011de 0.004219±0.001838df

L-CWQ+L-OHP   0.088280±0.005248bde  0.036624±0.003779bdf

H-CWQ+L-OHP  0.042582±0.001552ad 0.021698±0.000818bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  Control; dP<0.01 vs  L-OHP; eP<0.05, fP<0.01 vs  H-CWQ+L-OHP.
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图  2  各组裸鼠移植瘤Beclin1 mRNA及miR-30a表达的比较. A: Beclin1 mRNA; B: miR-30a. aP <0.05, bP <0.01 vs  

Control; dP<0.01 vs  L-OHP; fP<0.01 vs  H-CWQ+L-OHP.
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合药物, 通过阻断肿瘤细胞DNA的复制转录诱

导细胞凋亡来发挥其细胞毒性. 目前化疗是肿

瘤治疗中较为重要的治疗方法, 但50%以上的

肿瘤细胞会对化疗产生耐药, 据估计90%以上

的肿瘤死亡病例与化疗耐药有关[5,6]. 耐药是多

因素多机制共同作用的结果, 深入探讨肿瘤耐

药产生的机制并寻找有效的逆转药物, 是当前

肿瘤研究中的热点和难点.
肠胃清由生黄芪、党参、生白术、八月

札、薏苡仁、野葡萄藤、红藤、猪苓组成, 全
方具有健脾理气、燥湿解毒之功. 前期研究发

现肠胃清口服液加化疗组对晚期胃肠癌患者

临床证候、生存质量改善情况优于单纯化疗

组(P <0.05), 生存期较单纯化疗组长(P <0.05), 
治疗后不良反应较单纯化疗组减轻(P <0.05); 
肠胃清口服液加化疗组治疗后可降低外周

血多药耐药基因(mdr1 mRNA)、细胞角蛋白

(cytokerain, CK)CK20 mRNA的表达(P <0.05), 
提示中药肠胃清对胃肠癌化疗有增效作用, 其
机制与逆转肿瘤耐药有关, 并具有改善患者临

床症状、提高生存质量的作用[7]. 肠胃清能协

同L-OHP导致DNA损伤加重和干扰DNA复制

而抗肿瘤[8]. 肠胃清药物血清能有效地逆转人

结肠癌耐奥沙利铂细胞株HCT116/L-OHP对奥

沙利铂的耐药, 改变细胞周期分布, 诱导细胞

凋亡[9].
自噬, 是指自体吞噬, 由科学家Ashford和

Porten在1962年用电子显微镜观察到的一种

现象[10], 自噬主要分为三种类型: 大自噬、小

自噬和分子伴侣介导的自噬(chaperonmediate-
dautophagy, CMA). 其中大自噬的发生过程为: 
(1)起始阶段: 在饥饿、生长因子缺乏、氧化应

激、放化疗损伤等情况下, 线粒体、粗面内质

网的非核糖体区域、高尔基体等来源的自噬

体膜脱落形成分隔膜, 包绕需要被降解的物质; 

(2)延伸阶段: 分隔膜逐渐延伸, 将要被降解的

内容物完全包绕形成自噬体; (3)融合阶段: 自
噬体通过细胞骨架微管系统运输至溶酶体, 并
与之融合形成自噬溶酶体并降解其内成分, 自
噬体膜脱落后循环再利用. 而小自噬与大自噬

有相似的包绕过程, 但小自噬中的被降解物可

直接被自身溶酶体膜内陷所摄取. CMA则需要

被降解的可溶性蛋白质和分子伴侣蛋白形成

复合物转运入溶酶体, 进而引起目标蛋白质

的降解. 通常所说的“细胞自噬”是指大自

噬[11-14]. 近年来研究[15]发现肿瘤中存在自噬活性的

改变, 肿瘤细胞可通过自噬的途径逃避和修复化疗

对细胞的损伤, 肿瘤中自噬信号通路与凋亡通路相

互影响. 研究[16-19]发现多种化疗药物如奥沙利铂、

顺铂、多柔比星、长春新碱等均可诱导肿瘤细胞

发生自噬, 并提示自噬可导致化疗耐药. 采用

对5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-Fu)不同浓度耐

药的细胞株SW480, 发现随着耐药浓度的增加, 
结直肠癌细胞的自噬水平也逐渐增加, 而5-Fu
对其抑制率却相应降低, 说明细胞自噬参与结

直肠癌细胞对5-Fu的耐药[20]. 通过ATG7干扰

抑制自噬可增加顺铂对食管癌细胞诱导的细

胞凋亡, 提示抑制自噬可能是治疗食管癌的潜

在治疗方法[21]. 5-Fu能诱导肺癌A549细胞的自

噬, 采用自噬抑制剂3-MA或siATG7预处理癌

细胞抑制自噬后可增强5-Fu诱导的caspase依
赖性细胞凋亡[22].

研究[23]证实miRNA参与化疗耐药, 其有望成

为重要的肿瘤耐药相关分子标志物及治疗靶点 . 

研究发现在乳癌细胞MCF-7中, miR-101可抑

制4-羟三苯氧胺(4-OHT)诱导的自噬活性, 而
增加细胞死亡, 其抑制效应的机制的一部分

可能与通过抑制RAB5A、STMN1和ATG4D
介导的自噬有关. miR-205是一种抑制肿瘤的

miRNA, miR-205在前列腺癌细胞中可抑制自

■同行评价
本文是在前期基
础 上 的 深 入 研
究 ,  实验思路可
行, 方法科学, 特
别是探讨了中药
复方肠胃清通过
miRNA及自噬介
导化疗耐药这一
临床难题 ,  有一
定的创新性和较
好的学术价值.

     

表  2  各组裸鼠移植瘤Beclin1、miR-30a表达及细胞凋亡的比较 (n  = 3, mean±SD)

分组 Beclin1(2-ΔΔCt) miR-30a(2-ΔΔCt) 积分光密度值(IOD/AREA)

Control   1.000±0.0000df   1.000±0.0000df 0.35±0.01df

L-OHP 1.8150±0.1012bf 0.0872±0.0071bf 0.53±0.02bf

H-CWQ  1.1647±0.1009adf 0.2102±0.0194bf 0.40±0.06cf

L-CWQ+L-OHP  0.4383±0.0612bdf  2.2345±0.1171bdf  0.77±0.04bdf

H-CWQ+L-OHP 0.1303±0.0932bd 6.4980±0.4502bd 1.04±0.03bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  Control; cP<0.05, dP<0.01 vs  L-OHP; fP<0.01 vs  H-CWQ+L-OHP.
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噬通量并增强顺铂的细胞毒性[24]. miR-21的表

达下调增加了白血病细胞K562和KYO-1依托

泊苷或阿霉素的细胞化疗敏感性[25]. miR-30a通

过下调Beclin1和ATG5抑制慢性粒细胞白血病细胞

的自噬, 提高白血病细胞对伊马替尼的药物敏感性

和促进线粒体依赖的细胞凋亡[26]. miR-30a通过抑

制Beclin1表达增加子宫颈癌HeLa细胞对顺铂的敏

感性, 同时体内实验发现V-miR-30a可减小裸鼠肝

癌Heps细胞移植瘤的瘤体体积而增加顺铂抑制肿

瘤的疗效[27]. 目前发现中药可调控miRNA及其

相应靶基因或靶蛋白发挥逆转耐药的作用, 为
深入研究中药通过miRNA途径逆转耐药开辟

了新领域. 研究[28]发现姜黄素中药单体干预人

肺腺癌耐药细胞株A549/DDP后可降低的其

miR-186的表达水平, 转染miR-186类似物后抑

制姜黄素诱导的细胞凋亡. 表没食子儿茶素没

食子酸酯(epigallocatechingallate, EGCG), 是从

茶叶中分离的儿茶素类单体, 是茶多酚生物活

性的主要成份, 研究发现EGCG可影响人肝癌

HepG2细胞中miRNA的表达, 其中有13个上调

和48个表达下调. 其中, EGCG可上调miR-16抑
制Bcl-2的表达介导细胞凋亡的效应[29]. 雷公藤

甲素通过调节miR-21的表达, 增加白血病多药

耐药细胞株K562/A02对阿霉素的敏感性[30].
本实验构建结肠癌耐奥沙利铂细胞

HCT116/L-OHP裸鼠皮下移植瘤的动物模型, 
可更好模拟体内化疗耐药的特征, 以研究肠胃

清对结肠癌化疗耐药的逆转作用. 前期研究结

果表明: 肠胃清联合奥沙利铂可抑制裸鼠结

肠癌皮下移植瘤的生长, 减轻瘤质量, 增加瘤

体抑制率及瘤质量抑制率, 并存在量效关系. 
提示肠胃清可有效逆转结肠癌细胞HCT116/

图  3  各组裸鼠皮下移植瘤检测细胞凋亡(Tunel法×400). A: Control; B: L-OHP组; C: H-CWQ; D: L-CWQ+L-OHP; 

E: H-CWQ+L-OHP.

A B

C D

E
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L-OHP裸鼠皮下移植瘤模型的耐药性, 增加

奥沙利铂的疗效 [31]. 接下来进一步研究肠胃

清逆转耐药的机制, 结果发现奥沙利铂上调

Beclin1、LC3蛋白和Beclin1 mRNA的表达, 激
活肿瘤发生自噬, 而肠胃清联用奥沙利铂后可

下调Beclin1、LC3蛋白和Beclin1 mRNA的表

达, 提示肠胃清有抑制自噬的作用, 同时发现

联用后可增加细胞凋亡, 并存在量效关系, 说
明肠胃清通过抑制细胞自噬而促进细胞凋亡, 
增加奥沙利铂疗效. 同时研究发现奥沙利铂

可下调miR-30a的表达, 肠胃清联用奥沙利铂

后可上调miR-30a的表达, 推测肠胃清可能是

通过对miR-30a/Beclin1通路的调控, 上调miR-
30a的表达抑制其靶基因Beclin1而发挥抑制自

噬的作用, 从而逆转耐药, 为探索肠胃清逆转

耐药新的作用靶点及临床应用提供实验依据.
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