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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨脱氧紫色杆菌素（Ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ）对人结肠癌 ＨＴ２９ 细胞增殖抑制和诱导凋亡及其可能

机制。 方法　 用不同浓度的脱氧紫色杆菌素处理 ＨＴ２９ 细胞，采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）比色法，检测脱氧紫色杆

菌素对 ＨＴ２９ 细胞的抑制率；流式细胞术检测细胞周期和凋亡；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测凋亡相关蛋白 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 和

Ｃａｓｐａｓｅ９ 表达的变化。 结果　 脱氧紫色杆菌素对 ＨＴ２９ 细胞有明显的增殖抑制作用；可提高 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比例，降
低 Ｓ 期细胞比例；细胞凋亡率升高，Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ９ 蛋白表达升高，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白的表达降低。 结论　 脱氧紫色杆菌素

抑制结肠癌 ＨＴ２９ 细胞增殖并诱导凋亡，其凋亡机制可能作用于线粒体介导的内源性通路。
【关键词】 　 脱氧紫色杆菌素；ＨＴ２９ 细胞；凋亡

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１７） ０５⁃００８９⁃０５
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９． ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１７􀆰 ０５􀆰 ０１９

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ

ＺＨＡＮＧ Ｈａｉ⁃ｙａｎ１， ２，ＳＵＮ Ｙｏｎｇ３ ， ４，ＸＩＡ Ｈｕｉ２，ＷＡＮＧ Ｆｅｎｇ２，
ＷＡＮＧ Ｓｈａｏ⁃ｋａｎｇ２，ＸＩＮＧ Ｘｉｎ⁃ｈｕｉ３，ＳＵＮ Ｇｕｉ⁃ｊｕ２∗，ＰＥＮＧ Ｊｉｎｇ１∗

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｙａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５００１，Ｃｈｉｎａ；
２． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ， Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ

Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｈｙｇｉｅｎｅ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ， Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１０００９；
３． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｂｉｏｃａｔａｌｙｓｉｓ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ， Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，

Ｔｓｉｎｇｈｕａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８４，Ｃｈｉｎａ； ４． Ｃｈｉｎａ Ｍｅａｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００６８）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ｅｆｆｅｃｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ，ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ｉｎ ａ
ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｃｏｎｃｅｒｔｒａｔｉｏｎｓ． Ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅ．
Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ，Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ９ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｐｅｒｉｏｄ
Ｇ０ ／ Ｇ１ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｐｅｒｉｏｄ Ｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ



ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ，Ｃａｓｐａｓｅ９ ｗｅｒｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｗａｓ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ａｔ ４８ ｈｏｕｒｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｐｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ９ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ； ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ； Ａｐｏｐｔｐｓｉｓ

　 　 结直肠癌是最常见的恶性肿瘤之一，近年来发

病率和死亡率总体呈上升趋势［１］，位列全球女性和

男性常见恶性肿瘤的第二位和第三位［２］。 目前，针
对结肠癌的主要治疗手段为手术切除，辅以放化疗

及生物治疗等，但治疗效果通常不理想，辅助治疗

产生的副作用大，预后较差［３］。 脱氧紫色杆菌素作

为一种蓝紫色的微生物代谢产物，兼具抗肿瘤［４］、
抗革兰氏阳性菌［５］ 和抗植物致病菌［６］ 等活性，属于

低基因毒性物质［７］，在医药行业具有广泛的应用前

景。 已有文献报道，紫色杆菌素和脱氧紫色杆菌素

的混合物可以抑制人肿瘤细胞增殖［８， ９］，但对于脱

氧紫色杆菌素单独作用肿瘤细胞的研究很少，其抗

肿瘤作用机制尚不明确。 本实验旨在研究脱氧紫

色杆菌素对人结肠癌 ＨＴ２９ 细胞的抑制增殖与凋亡

诱导作用，并进一步探索脱氧紫色杆菌素影响 ＨＴ２９
细胞凋亡的可能分子机制。 脱氧紫色杆菌素结构

式如图 １ 所示。

图 １　 脱氧紫色杆菌素的化学结构

Ｆｉｇ． １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 主要试剂和仪器

脱氧紫色杆菌素（纯度为 ９９％ ）来自清华大学

邢新会教授实验室；人结肠癌细胞株 ＨＴ２９ 上海拜

力生物科技公司；噻唑蓝（ＭＴＴ）购自德国 Ｓｉｇｍａ 公
司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、周期检测试剂盒、凋亡试

剂盒购自凯基生物技术股份有限公司；胰蛋白酶溶

液购自上海源培生物科技股份有限公司；ＭｃＣｏｙ’ ｓ
５Ａ 培养基、胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；磷酸缓
冲液（ＰＢＳ）购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；Ａｎｔｉ⁃ｂｅｔａ Ａｃｔｉｎ
（ａｂｃａｍ，ａｂ６２７６）、１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ（ｐＨ８􀆰 ０）购自上

海碧云天生物技术公司；辣根过氧化酶标记的山羊

抗兔 ｌｇＧ （ＺＢ⁃２３０１） 购自北京中杉金桥生物技术有
限公司； ＴＥＭＥＤ （ Ｔ８１３３） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；
Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ（ＥＣＬ ｋｉｔ， １７０⁃

５０６０）购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｄｅ ５４２４Ｒ 小型台式高速冷冻离心机（德

国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；ＴＤＬ⁃４ 台式离心机（上海安亭

科学仪器厂）；ＩＸ５１ 倒置显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公

司）； ＲＴ⁃６０００ 酶 标 分 析 仪 （ 美 国 雷 杜 公 司 ）；
ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ 流 式 细 胞 仪 （ 美 国 ＢＤ （ Ｂｅｃｔｏｎ，
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）公司）；电泳仪、电泳槽、水平摇床（北京

六一厂）；旋涡混匀器（江苏海门其林贝尔公司）；半
干转膜仪（美国 Ｂｉｏ⁃ｒａｄ 公司）；Ｉｍａｇｅ Ｍａｓｔｅｒ ＶＤＳ 凝

胶自动成像仪（瑞典 Ｐｈａｒｍａｃｉａ 公司）。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养

结肠癌 ＨＴ２９ 细胞复苏后于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细

胞培养箱中，用含 １０％ 胎牛血清的 ＭｃＣｏｙ’ ｓ ５Ａ 培

养基 （含 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素、１００ Ｕ ／ ｍＬ 链霉素）
培养。

实验分组：对照组：用ＭｃＣｏｙ’ｓ ５Ａ 培养基常规培

养细胞；实验组：分别用含脱氧紫色杆菌素浓度为

１􀆰 ２、２􀆰 ４、４􀆰 ８、９􀆰 ６、１９􀆰 ２、３８􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＭｃＣｏｙ’ ｓ ５Ａ
培养基培养细胞。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞增殖抑制率检测

采用 ＭＴＴ 比色法。 取对数生长期 ＨＴ２９ 细胞，
以 ２ × １０４ ／ Ｌ 浓度接种于 ９６ 孔板，每孔接种 １５０ μＬ，
不同组别均设不加细胞、只加培养液的调零孔，培
养 ２４ ｈ 后吸弃上清，按照不同组别处理加入培养

基，每孔 １５０ μＬ，以培养 １２、２４、３６、４８ ｈ 为检测点，
每孔加入 ＭＴＴ 溶液 ２０ μＬ 继续培养 ４ ｈ 后吸弃上

清，加 ＤＭＳＯ 溶液 １５０ μＬ，振荡 １０ ｍｉｎ。 以对应的

调零孔数值调零，在酶标仪上读取每孔 ４９０ ｎｍ 处的

ＯＤ 值，根据以下公式计算细胞增殖抑制率。
增殖抑制率 ＝ （１ － ＯＤ实验 ／ ＯＤ对照） × １００％

１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞周期和凋亡检测

采用流式细胞术。 取对数生长期 ＨＴ２９ 细胞，
以 １ × １０５ ／ Ｌ 浓度接种于 ６ 孔板，每孔接种 ２ ｍＬ，培
养 ２４ ｈ 后吸弃上清，加入脱氧紫色杆菌素浓度为 ０、
２􀆰 ４、９􀆰 ６、３８􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的培养基，培养 ４８ ｈ，收集细

胞，按照试剂盒操作、染色，流式细胞仪检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 凋亡蛋白检测

采用蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃Ｂｌｏｔ）法。 细胞培

养处理同 １􀆰 ２􀆰 ３，每孔加 ２００ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液，提取

蛋白，行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，转膜，室温下用含
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５％脱脂奶粉的 ＴＢＳ 封闭 ２ ｈ。 加一抗 ４ ℃摇床孵
育过夜，次日用 ＴＢＳ 洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，加辣根过
氧化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ 抗体，室温孵育 １ ｈ，
ＴＢＳ 洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，ＥＣＬ 显色，凝胶成像系
统检测杂交信号，以条带灰度值比间接代表各蛋白
表达量。
１􀆰 ３　 统计学方法

实验数据采用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，各
组间 均 数 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ｏｎｅ ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ，应用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件进行分析，以 Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有显著性。

图 ２　 脱氧紫色杆菌素对 ＨＴ２９ 细胞增殖的抑制率

Ｆｉｇ． ２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ

２　 结果

２􀆰 １　 脱氧紫色杆菌素对 ＨＴ２９ 细胞的增殖抑制

作用

脱氧紫色杆菌素对结肠癌 ＨＴ２９ 细胞的增殖抑
制作用与浓度及作用时间呈相关性，随着脱氧紫色
杆菌素浓度的增加、作用时间的延长，脱氧紫色杆
菌素对 ＨＴ２９ 细胞的生长抑制作用增强（图 ２）。 当
浓度为 ９􀆰 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ 的脱氧紫色杆菌素作用 ＨＴ２９
细胞 ２４ ｈ 后，抑制率可达 ２６􀆰 ０％ ，在作用时间不变
的情况下，抑制率不再随药物浓度的增加而升高；
浓度为 ３８􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的脱氧紫色杆菌素作用 ＨＴ２９
细胞 ４８ ｈ 后，抑制率可高达到 ５６􀆰 ３％ （图 ２）。 以上
结果表明，脱氧紫色杆菌素在体外具有较好的抑制
肿瘤细胞增殖的效果。
２􀆰 ２　 脱氧紫色杆菌素对 ＨＴ２９ 细胞周期的影响

流式细胞仪结果显示，随着脱氧紫色杆菌素浓
度的增加，处于 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期的细胞比例增加，处于 Ｓ
期细胞的比例减少。 与对照组相比，２􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 和

３８􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的脱氧紫色杆菌素作用 ＨＴ２９ 细胞 ４８
ｈ 后，Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比例显著性增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
２􀆰 ４ ～ ３８􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的脱氧紫色杆菌素作用 ４８ ｈ 后，
可使处于 Ｓ 期的 ＨＴ２９ 细胞比例显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（图 ３）。 以上结果说明，脱氧紫色杆菌素可使
结肠癌 ＨＴ２９ 细胞发生 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期阻滞，使 ＤＮＡ 复制
受阻，从而抑制肿瘤细胞增殖。
２􀆰 ３　 脱氧紫色杆菌素对 ＨＴ２９ 细胞凋亡率的影响

通过 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 双染色检测 ＨＴ２９ 细胞的凋
亡程度，结果见图 ４。 与对照组相比，脱氧紫色杆菌
素可显著增加 ＨＴ２９ 细胞的凋亡率（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且
呈明显的剂量相关性；浓度为 ３８􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的脱氧
紫色杆菌素作用 ４８ ｈ 后，ＨＴ２９ 细胞的凋亡率高达
３４􀆰 ７％ 。 以上结果表明，脱氧紫色杆菌素可以增加
ＨＴ２９ 细胞凋亡比例，诱导 ＨＴ２９ 细胞发生程序性
死亡。
２􀆰 ４　 脱氧紫色杆菌素对 ＨＴ２９ 细胞凋亡相关蛋白

表达的影响

经 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃Ｂｌｏｔ 对 ＨＴ２９ 细胞内相关凋亡蛋白
的表达水平分析，结果发现，随着脱氧紫色杆菌素
浓度的增加，Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ９ 蛋白表达升高，Ｂｃｌ⁃２
蛋白 表 达 降 低。 与 对 照 组 相 比， 浓 度 为 ３８􀆰 ４
μｍｏｌ ／ Ｌ 的脱氧紫色杆菌素可明显增加凋亡蛋白
Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ９ 的表达水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；浓度为
９􀆰 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ３８􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的脱氧紫色杆菌素可
显著降低 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白的表达水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），详
见表 １。 从上述结果可知，脱氧紫色杆菌素可以上
调促凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ９ 和 Ｂａｘ 的表达，下调细胞
存活促进因子 Ｂｃｌ⁃２ 的表达，从而促进 ＨＴ２９ 细胞
的凋亡。
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注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
图 ３　 脱氧紫色杆菌素作用 ＨＴ２９ 细胞 ４８ｈ 后对周期的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
图 ４　 脱氧紫色杆菌素对 ＨＴ２９ 细胞的凋亡的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ

表 １　 脱氧紫色杆菌素对 ＨＴ２９ 细胞蛋白表达的影响
Ｔａｂ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｎ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ

浓度 ／ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

蛋白表达
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ Ｃａｓｐａｓｅ９
０ ０􀆰 ８２ ± ０􀆰 １０ ０􀆰 ８２ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ２２

２􀆰 ４ ０􀆰 ８１ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ７０ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 ５８ ± ０􀆰 １１

９􀆰 ６ ０􀆰 ８７ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ７１ ± ０􀆰 ２１

３８􀆰 ４ ０􀆰 ９８ ± ０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ９４ ± ０􀆰 ２５∗

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

图 ５　 不同浓度脱氧紫色杆菌素

Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ９，
Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

３　 讨论

结直肠癌是由环境、饮食以及生活方式与遗传因

素等协同作用的结果［１０ － １２］，近年来，随着膳食结构和

生活饮食习惯的改变，我国结肠癌的发病率也不断上

升。 ５⁃氟尿嘧啶（５⁃Ｆｕ）作为第一个用于治疗结直肠

癌的化疗药物，可降低术后结肠癌复发率，已被应用

于结直肠癌化疗领域 ２０ 余年［１３ － １５］。 已有文献报道
显示，１９２ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ５⁃Ｆｕ 作用于 ＨＴ２９ 细胞 ２４ ｈ 和
４８ ｈ 后，抑制率分别可达１４􀆰 ４９％和２７􀆰 ７９％ ［１６］；而本
研究通过 ＭＴＴ 实验发现，浓度仅为 ９􀆰 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ 的脱
氧紫色杆菌素作用ＨＴ２９ 细胞２４ ｈ 和４８ ｈ 后，就可以
使 ＨＴ２９ 细胞的增殖抑制率分别高达 ２６􀆰 ０％ 和
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４８􀆰 ０％，显然脱氧紫色杆菌素对结肠癌 ＨＴ２９ 细胞的
增殖抑制效果要明显高于常规化疗药物 ５⁃Ｆｕ。

细胞无限增殖及凋亡受阻是肿瘤发病的症结
所在。 细胞增殖源于细胞周期的有序进行，受 Ｇ１ ／
Ｓ、Ｇ２ ／ Ｍ 两个关键点的调控；细胞凋亡是由基因控
制的细胞自主有序的主动死亡，肿瘤细胞减弱或失
去了凋亡能力。 干扰细胞周期的正常运转以及诱
导细胞凋亡的发生已经成为抗癌药物作用的新靶
点。 本实验以不同浓度的脱氧紫色杆菌素处理结
肠癌 ＨＴ２９ 细胞，结果显示脱氧紫色杆菌素可将
ＨＴ２９ 细胞阻滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期，使 ＤＮＡ 合成受阻，不能
进行有丝分裂，抑制结肠癌细胞的无限增殖。 浓度
在 ２􀆰 ４ ～ ３８􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的脱氧紫色杆菌素作用 ＨＴ２９
细胞 ４８ ｈ 后，可使早凋及中晚期凋亡的细胞比例均
明显增加，且凋亡比例随浓度的升高而增加。 由此
可见，脱氧紫色杆菌素在体外对结肠癌 ＨＴ２９ 细胞
的生长抑制作用，可能是通过阻滞细胞周期、诱发
细胞凋亡来实验的。

哺乳动物细胞凋亡主要有内部线粒体介导和
外部死亡受体介导两种途径［１７ ， １８］。 为了进一步探
索脱氧紫色杆菌素对 ＨＴ２９ 细胞的凋亡机制，选用
Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃Ｂｌｏｔ 法检测内部线粒体途径相关蛋白
Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２。 Ｃａｓｐａｓｅ９ 属于半胱氨酸蛋
白酶家族，是细胞凋亡的重要调节因子。 Ｂａｘ 和
Ｂｃｌ⁃２ 属于 Ｂｃｌ⁃２ 家族，通过调节线粒体通透性以及
细胞色素 Ｃ 释放介导细胞凋亡。 其中，Ｂｃｌ⁃２ 是最主
要的抗凋亡蛋白，可以稳定线粒体膜功能，阻止线
粒体释放细胞色素 Ｃ 等［１９］；Ｂａｘ 是最早发现的促凋
亡家族成员，主要存在于细胞质中，受到凋亡刺激
后转位到线粒体，引起细胞色素 Ｃ 的释放。 本实验
结果显示随着脱氧紫色杆菌素浓度升高，Ｃａｓｐａｓｅ９
和 Ｂａｘ 蛋白表达随之升高，而 Ｂｃｌ⁃２ 的蛋白表达随
之下降，认为脱氧紫色杆菌素可通过内部线粒体途
径诱导 ＨＴ２９ 细胞凋亡。

当前，结肠癌治疗面临转移复发和对放化疗产
生抗性等主要问题［２０］，进一步明确结肠癌细胞凋亡
的分子机制，通过诱导癌变细胞凋亡是癌症治疗需
要研究的热点问题。 本实验的结果印证，脱氧紫色
杆菌素可抑制结肠癌 ＨＴ２９ 细胞，并干扰细胞周期，
诱发细胞凋亡，上调 Ｃａｓｐａｓｅ９ 和 Ｂａｘ 蛋白表达、下
调 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达可能是其作用机制之一。 接下
来，我们将进一步观察脱氧紫色杆菌素对结肠癌细
胞其他凋亡通路的影响，为脱氧紫色杆菌素的未来
临床应用提供理论基础。
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ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｆｒｅｕｎｄｉｉ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｐｉｇｍｅｎｔ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，
２０１２，９４（６）：１５２１ － １５３２．

［ ５ ］ 　 Ａｒｕｌｄａｓｓ ＣＡ， Ｒｕｂｉｙａｔｎｏ， Ｖｅｎｉｌ ＣＫ， ｅｔ ａｌ． Ｖｉｏｌｅｔ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｌｉｑｕｉｄ ｐｉｎｅａｐｐｌｅ ｗａｓｔｅ ｂｙ Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｖｉｏｌａｃｅｕｍ ＵＴＭ５ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ ［ Ｊ ］ ． Ｒｓｃ
Ａｄｖａｎｃｅｓ，２０１５，５（６４）：５１５２４ － ５１５３６．

［ ６ ］ 　 Ｗａｎｇ ＨＳ， ＷＡＮＧ ＦＺ， Ｚｈｕ ＸＦ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｏｌａｃｅｉｎ， ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｒｉ ａｎｄ ｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ ｉｎ
ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｈｏｓｔ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｊｏｕｒｎａｌ，２０１２，６７：１４８ － １５５．

［ ７ ］ 　 孙勇，张金兰，刘鸿儒，等． 紫色杆菌素及脱氧紫色杆菌素的

基因毒性评价［Ｊ］ ． 食品科学，２０１６，３７（９）：２０８ － ２１３．
［ ８ ］ 　 Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓ ＡＬ， Ｔｒａｃｈｔｍａｎｎ Ｎ，Ｂｅｃｋｅｒ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｙｓｔｅｍｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ

ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｆｏｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｄｒｕｇｓ
ｖｉｏｌａｃｅｉｎ ａｎｄ ｄｅｏｘｙｖｉｏｌａｃｅｉｎ［Ｊ］． Ｍｅｔａｂ Ｅｎｇ，２０１３，２０：２９ －４１．

［ ９ ］ 　 Ｍｅｎｅｚｅｓ ＣＢ， Ｓｉｌｖａ ＢＰ， Ｓｏｕｓａ ＩＭ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ
ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｂｒａｚｉｌｉａｎ
Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ ｉｓｏｌａｔｅｓ［Ｊ］ ． Ｂｒａｚ Ｊ Ｍｅｄ Ｂｉｏｌ Ｒｅｓ，２０１３，４６
（１）：６５ － ７０．

［１０］ 　 Ｖａｒｇａｓ ＡＪ，Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ＰＡ． Ｄｉｅｔ ａｎｄ Ｎｕｔｒｉｅｎｔ Ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
Ｃａｎｃｅｒ Ｒｉｓｋ［Ｊ］ ． Ｎｕｔｒ Ｃｌｉｎ Ｐｒａｃｔ，２０１２，２７（５）：６１３ － ６２３．

［１１］ 　 乌日丽其，宋华，李左军，等． 结直肠癌患病饮食相关危险因

素病例对照研究［Ｊ］ ． 疾病监测与控制，２０１６，１０（１）：７０ － ７２．
［１２］ 　 万德森． 结直肠癌流行趋势及其对策［Ｊ］ ． 癌症，２００９，２８（９）：

８９７ － ９０２．
［１３］ 　 Ｐｅｓｔａｌｏｚｚｉ ＢＣ，Ｊäｇｅｒ Ｄ，Ｋｎｕｔｈ Ａ． ［Ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ

ｃａｎｃｅｒ］［Ｊ］ ． Ｄｅｒ Ｃｈｉｒｕｒｇ，２００５，７６（６）：５７０ － ５７４．
［１４］ 　 蒋蔚茹，刘杰． 结直肠癌化疗进展［ Ｊ］ ． 中国肿瘤，２０１１，２０

（３）：２００ － ２０３．
［１５］ 　 Ｖａｎ Ｃｕｔｓｅｍ Ｅ，Ｒｉｖｅｒａ Ｆ，Ｂｅｒｒｙ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ

ｆｉｒｓｔ⁃ｌｉｎｅ ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ ｗｉｔｈ ＦＯＬＦＯＸ， ＸＥＬＯＸ， ＦＯＬＦＩＲＩ ａｎｄ
ｆｌｕｏｒｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｓ ｉｎ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ： ｔｈｅ ＢＥＡＴ ｓｔｕｄｙ
［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｏｎｃｏｌ，２００９，２０（１１）：１８４２ － １８４７．

［１６］ 　 周萍． ＥＧＣＧ 联合 ５⁃ＦＵ 抑制结肠癌 ＨＴ⁃２９ 细胞生长及其机制

的实验研究［Ｄ］． 苏州大学，２００８．
［１７］ 　 赵彦超，顾耘． 细胞凋亡通路研究进展［ Ｊ］ ． 现代医学，２０１３，

４１（４）：２８５ － ２８８．
［１８］ 　 刘晓婷，王延让，张明． 线粒体介导细胞凋亡的研究进展［ Ｊ］ ．

环境与健康杂志，２０１３，３０（２）：１８２ － １８５．
［１９］ 　 Ａｄａｍｓ ＫＷ， Ｃｏｏｐｅｒ ＧＭ． Ｒａｐｉｄ ｔｕｒｎｏｖｅｒ ｏｆ ｍｃｌ⁃１ ｃｏｕｐｌｅｓ

ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｔｏ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ，２００７，
２８２（９）：６１９２ － ６２００．

［２０］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｑ，Ｓｈａ Ｓ，Ｘｕ Ｂ，ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｉｎ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ： Ａ ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ， ｍｏｎｏｃｅｎｔｅｒ ｓｔｕｄｙ
ｉｎ Ｃｈｉｎａ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ，２０１５，１１（４）：８９９ － ９０３．

〔收稿日期〕２０１７ － ０１ － １８

３９中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ５ 月第 ２７ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ５


