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［摘要］  背景与目的：肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing 
ligand，TRAIL）能选择性地杀伤肿瘤细胞，但多种肿瘤对其耐药。该研究旨在探讨藤黄酸（gambognic acid，
GA）与TRAIL联合对人结肠癌HT-29细胞裸鼠移植瘤生长的影响及GA联合TRAIL抗结肠癌的作用机制。方

法: 建立人结肠癌HT-29细胞裸鼠皮下移植瘤模型，测定TRAIL和（或）GA对裸鼠移植瘤的影响，采用H-E染
色观察肿瘤组织形态结构改变，TUNEL法检测细胞凋亡状况；HT-29细胞经过siRNA干扰Nrf2表达后，通过

AnnexinⅤ-FITC/PI双染检测细胞凋亡情况，流式细胞术检测细胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）含

量，RT-PCR法检测Nrf2、Bcl-2、Bax和DR5 mRNA的表达水平。结果: 联合应用GA显著促进了TRAIL对裸鼠皮

下移植瘤的生长抑制（抑瘤率达67.0%）和诱导凋亡作用，下调了组织中Nrf2、Bcl-2的表达，增强了Bax和DR5
的表达；与阴性对照siRNA相比，Nrf2干扰能明显上调TRAIL诱导HT-29细胞的凋亡率，提高ROS含量，下调

Nrf2和Bcl-2表达，上调Bax和DR5表达。结论: GA可能是通过下调Nrf2表达，使ROS水平升高而激活线粒体凋

亡途径与死亡受体途径，从而逆转人结肠癌HT-29细胞体内外对TRAIL的耐药性。
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［Abstract］ Background and purpose: Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) can 
selectively kill tumor cells, but many tumors are resistant to it. The aim of our study was to investigate the effects of 
gambognic acid (GA) combining TRAIL on the growth of subcutaneous tumor xenografts in nude mice established from 
human colon cancer cell line HT-29, and to explore the mechanisms related to the effects of GA combined with TRAIL 
on apoptosis of human colon cancer HT-29 cells. Methods: A nude mouse model of colon cancer was established by 
subcutaneous inoculation of human colon cancer cell line HT-29. The effects of TRAIL or/and GA on transplanted 
tumor in nude mice were measured. The histopathological changes of tumor tissues were observed by H-E staining, and 
the tumor cell apoptosis was detected by TUNEL assay. Transfection of HT-29 cells with the siRNA caused a significant 
reduction in Nrf2 protein expression. Then Annexin Ⅴ-FITC apoptosis kit was used to detect the cell apoptosis, and the 
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　　肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ tumor 
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand，

TRAIL）能选择性地杀伤肿瘤细胞，提高荷瘤动

物生存率。然而，包括人结肠癌在内的多种肿

瘤对TRAIL耐药［1］。虽然文献［2-3］报道多种化

疗药物能部分克服TRAIL的耐药问题，但寻找

与低价高效、不良反应小的药物联合进行抗癌

非常迫切。藤黄酸（gambognic acid，GA）是从

中药藤黄中提取的有效成分，作为一种具有广

谱抗肿瘤作用的天然药物备受关注，对正常组

织损伤较小，尤其是对造血系统和免疫系统的

安全性高［4］。我们的前期研究［5］表明，GA在

体外通过诱导活性氧（reactive oxygen species，

ROS）升高能增强TRAIL诱导人结肠癌HT-29细

胞凋亡，GA可能是TRAIL良好的耐药逆转剂。

而GA能否在体内逆转结肠癌HT-29细胞对TRAIL
的耐药现象及其逆转TRAIL耐药的作用机制仍不 

清楚。

　　细胞内ROS升高会导致核因子E2相关因子2
（nuclear factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2） 
的活化，Nrf2活化后启动抗氧化应激相关基因的

表达，使细胞能抵抗氧化应激，对细胞产生保护

作用，故Nrf2可以提高肿瘤细胞对化疗药物的耐

受性［6］。因此，Nrf2可能成为天然抗癌药物的潜

在靶点［7］。Sadeghi等［8］最近报道Nrf2在结肠癌

中的高表达是结肠癌耐药的重要机制，抑制Nrf2
表达可能是治疗结肠癌的一条潜在合理的途径。

本研究通过GA与TRAIL联合作用干预人结肠癌

HT-29细胞皮下移植瘤负荷小鼠，观察GA能否在

体内逆转TRAIL抗结肠癌的耐药现象，并探讨GA
联合TRAIL抗结肠癌的作用机制。

1  材料和方法

1.1  材料

　　4周龄BALB/c裸小鼠由扬州大学比较医学

中心提供，人结肠癌细胞系HT-29购自中国科

学 院 上 海 生 命 科 学 研 究 院 生 物 化 学 与 细 胞 生

物学研究所细胞库，人重组TRAIL蛋白购自美

国Millipore公司，GA单体购自美国Biomol公
司，McCoy’s 5A培养基购自美国Gibco公司，

小 牛 血 清 购 自 杭 州 四 季 青 生 物 工 程 材 料 有 限

公司，H-E染色试剂盒、DAPI细胞染色液购自

南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ， 原 位 末 端 标 记 法

（TUNEL）细胞凋亡检测试剂盒购自瑞士Roche
公司，Nrf2、Bcl-2、Bax和DR5抗体购自美国

Cell Signaling Technology公司。siNrf2顺义链为

5’-GCUUUUGGCGCAGACAUUCTT-3’，反义

链为5’-GAAUGUCUGCGCCAA AAGCTG-3’，
由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

LipofectamineTM2000转染试剂购自美国Invitrogen
公司，AnnexinⅤ-FITC/PI试剂盒购自德国BM
公司，二氯荧光二乙酰酯检测试剂盒（DCFH-
DA）购自上海碧云天生物技术有限公司。

1.2  研究方法

1.2.1  细胞培养与裸小鼠结肠癌皮下移植瘤模型

的建立

　　HT-29细胞用含10%小牛血清的McCoy’s 5A
培养液，在37 ℃、CO2体积分数为5%、饱和湿

度条件下培养。取对数生长期HT-29结肠癌细

胞，制成浓度为1.0×107个/mL的单细胞悬液，无

菌条件下接种于32只裸鼠左背部，每只皮下注射 

generation of reactive oxygen species (ROS) was assayed using flow cytometry. The mRNA expressions of Nrf2, Bcl-
2, Bax and DR5 were determined by RT-PCR. Results: TRAIL combined with GA significantly promoted the inhibitory 
effect of TRAIL on the growth of transplanted tumor in nude mice (the inhibition rate reached 67.0%), increased the 
apoptosis of HT-29 cells, promoted the decrease in the expression of Nrf2 and Bcl-2, and potentiated the expression 
of Bax and DR5. Compared with control siRNA, Nrf2 interference markedly increased the apoptosis of HT-29 cells 
induced by TRAIL, enhanced the ROS level, down-regulated the expression of Nrf2 and Bcl-2, and up-regulated the 
expression of Bax and DR5. Conclusion: GA reverses the TRAIL resistance in HT-29 cells in vivo and in vitro by up-
regulating Nrf2 and promoting ROS-activated mitochondrial apoptosis pathway and death receptor pathway.

［Key words］ Gambognic acid; Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand; HT-29 cel1s; Nrf2; 
Bcl-2; Bax; DR5
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0.2 mL。接种HT-29细胞15 d后，HT-29结肠癌裸

鼠移植瘤直径约为5 mm。

1.2.2  实验动物分组、处理与移植瘤测量

　　将裸鼠随机分为4组（n=8）：TRAIL组，

单用20 µg/kg重组人TRAIL蛋白；GA组，单用 

5 mg/kg GA；TRAIL+GA组，联合使用TRAIL蛋

白（20 µg/kg）和GA（5 mg/kg）；对照组，给

予0.9%NaCl溶液0.5 mL。给药方式均采用腹腔注

射，每隔3天给药1次，共8次。最后1次给药3 d后

终止实验。实验终止后取移植瘤，测量其体积及

质量，体积的计算公式为：肿瘤体积 =ab2/2，其

中a、b分别表示瘤体的长、宽；计算其抑瘤率，

抑瘤率=（1﹣用药组平均瘤质量/对照组平均瘤质

量）×100%。

1.2.3  肿瘤组织H-E染色、TUNEL法测定凋亡 

情况

　　肿瘤组织经4%多聚甲醛固定、石蜡包埋和

切片处理后，行脱蜡水化、常规H-E染色、复

染、封片，由显微镜观察荷人结肠癌裸鼠移植瘤

组织形态结构改变。石蜡切片经脱蜡水化后，参

照试剂盒说明进行TUNEL染色处理，完成后加

入DAPI工作液室温湿盒避光温育5 min，去离子

水室温洗涤3次，每次5 min。每张染色切片选取5个

视野，通过倒置荧光显微镜观察细胞凋亡状况。

1.2.4  siRNA转染HT-29细胞

　　转染前将对数生长期的HT-29细胞接种于6孔

板，每孔细胞总数约2×105个，待细胞达到80%

融合时，按照LipofectamineTM2000转染试剂说明

书，分别用siNrf2和阴性对照siRNA同步进行转

染，放入细胞培养箱内进行温育，24 h后进行后

续实验。

1.2.5  AnnexinⅤ-FITC/PI实验检测细胞凋亡

　 　 将 对 数 生 长 期 细 胞 接 种 于 ６ 孔 板 内 ， 设

空白对照组、TRAIL组（40 ng/mL）、GA组

（1  µg/ mL）和40 ng/mL TRAIL + 1 µg/mL GA联

合组，每个处理设3个复孔，分组处理细胞12 h后

收集细胞，按AnnexinⅤ-FITC/PI试剂盒说明书处

理细胞样品，流式细胞仪检测凋亡率。

1.2.6  RT-PCR法检测Nrf2、Bcl-2、Bax和DR5

的mRNA表达水平

　　取新鲜移植瘤组织或经分组处理（分组处

理方法同AnnexinⅤ-FITC/PI实验）后的HT-29
细胞，用TRIzol提取总RNA，反转录为cDNA，

取适量cDNA为模板，PCR法检测Nrf2、Bcl-
2、Bax和DR5的mRNA表 达 情 况 。Nrf2基因

上游引物为5’-TCTCCATATCCCATTCCC-3’，

下 游 引 物 为 5 ’ - A A G G T G C T G A G 
T T G T T T T - 3 ’ ； B c l - 2 基 因 上 游 引 物 为

5 ’ - A G G C A C C C A G G G T G AT G C A A - 3 ’ ，

下 游 引 物 为 5 ’ - G T G G A G G A G C T C T T C 
A A G G A - 3 ’ ； B a x 上 游 引 物 为 5 ’ - AT G T C A 
A A C G T G C G A G T G T C - 3 ’ ， 下 游 引 物

为 5 ’ - T C T G T A G T A G A A C T C G G G C 
AA-3’；DR5上游引物为5’-TCTCCCATCCAACA 
T C A C - 3 ’ ， 下 游 引 物 为 5 ’ - G A C AT C C C 
A A A C C A A AT C - 3 ’ ； β - a c t i n基 因 上 游 引

物 为 5 ’ - G T G G G G C G C C C C A G G C A G G 
CACCA-3’，下游引物为5’-CTCCTTAATGT 
CACGCACGATTTC-3’。PCR产物经1.5%琼脂糖

凝胶电泳，凝胶成像仪扫描产物，并应用凝胶图

像系统分析条带，以β-actin作为内参照，计算目

的基因/β-actin的比值，表示目的基因相对水平。

1.2.7  流式细胞术测定胞内ROS水平

　　分组处理细胞12 h，0.25%胰蛋白酶消化，

1 500 r/min离心5 min，收集细胞，磷酸盐缓冲液

（PBS）洗涤2次，加200 μL PBS重悬细胞，用

DCFH-DA（终浓度为5 μmol/L）对细胞质内的

ROS进行标记，流式细胞仪检测荧光（激发光波

长为 488 nm，发射光波长为 530 nm）。

1.2.8  统计学处理 
　　应用SPSS 17.0统计软件分析，实验结果以

x±s表示，两样本比较采用t检验，P＜0.05为差异

有统计学意义。

2  结　　果

2.1  各组荷人结肠癌裸鼠移植瘤生长情况比较

　　与对照组比较，GA组和TRAIL+GA组移植

瘤的体积和重量明显减小（P＜0.05），抑瘤率

分别为30.3%和67.0%；TRAIL组瘤体体积和重

量较对照组差异均无统计学意义（P＞0.05）；

TRAIL+GA组分别与TRAIL组和GA组比较，移

叶记林，等  藤黄酸联合肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体诱导人结肠癌HT-29细胞凋亡的效果和机制
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2.3  各组荷人结肠癌裸鼠移植瘤Nrf2、Bcl-2、

Bax和DR5的mRNA的水平比较

　　RT-PCR检测结果显示，GA组Nrf2、Bcl-2 
mRNA的水平下降，而Bax和DR5的mRNA水平

升高，Bcl-2/Bax比值下降，差异有统计学意义

（P<0.05）；与GA组相比，TRAIL+GA联合用

药可促进Nrf2、Bcl-2水平明显下降，Bax和DR5
水平明显升高，Bcl-2/Bax比值显著下降（P<0.05，

图3）。

2.4  Nrf2干扰上调了TRAIL和（或）GA诱导

HT-29细胞的凋亡率

　 　 图 4 中 第 四 象 限 （ A n n e x i n Ⅴ + / P I − ） 和

表 1  各组肿瘤生长情况比较 

Tab. 1  Comparison of the tumor growth in different groups  

(x±s)

Groups Tumor volume V/mm3 Tumor weight m/g Tumor inhibition rate/%

Control 1 238.4 ± 205.3 1.32 5± 0.286

TRAIL 1 195.3 ± 272.6 1.263 ± 0.302   4.7

GA 861.3 ± 122.6* 0.923 ± 0.145* 30.3

TRAIL+GA 385.3 ± 42.8*△ 0.437 ± 0.059*△ 67.0
*: P<0.05, compared with control group; △: P<0.05, compared with TRAIL or GA group

图 1  各组小鼠治疗24 d后移植瘤的大体形态

Fig. 1  Gross morphology of tumors excised from each group of 

mice 24 days after treatment 

植瘤的体积和重量均明显减小（P＜0.05），抑

瘤率明显提高（图1和表1）。

2.2  各组荷人结肠癌裸鼠移植瘤组织形态结构

改变与凋亡情况

　　通过显微镜观察H-E染色病理切片，与对照

组相比，经GA或TRAIL+GA干预治疗后移植瘤

组织细胞呈现皱缩、核染色质边集、片状坏死等

病理性改变（图2）。经TUNEL/DAPI染色，绿

色为凋亡阳性细胞，表现为核体积固缩及破碎，

正常阴性细胞呈蓝色均匀荧光。与对照组相比，

经GA干预治疗后移植瘤组织凋亡细胞数量增

多，而TRAIL+GA联合作用后凋亡细胞数量进一

步显著增多，说明在体内GA能增敏TRAIL诱导

结肠癌细胞凋亡。

图 2  H-E染色观察各组肿瘤组织形态结构、TUNEL法检测各组细胞凋亡状况 

(×100)

Fig. 2  The histopathological changes of tumor tissue in different groups were observed by H-E staining, and apoptosis in different groups 

was detected by TUNEL test
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第一象限（Annex inⅤ+/PI+）分别代表早期

凋亡和晚期凋亡细胞的百分率。将Nrf2干扰

系列（Nrf2 s iRNA）与阴性对照siRNA系列

（Control siRNA）进行比较，TRAIL组、GA组

和TRAIL+GA组HT-29细胞凋亡率均明显提高 

（P＜0.05），其中TRAIL组凋亡率提高最为显

著，由（7.4±1.8）%上升到（42.9±3.1）%，表明

Nrf2干扰能有效地增敏TRAIL诱导HT-29细胞凋

亡的作用。

图 4  Nrf2干扰上调了TRAIL诱导HT-29细胞的凋亡率 (n=3)

Fig. 4  Nrf2 knockdown enhanced TRAIL-induced apoptotic rate in HT-29 cells 

图 3  RT-PCR法检测各组移植瘤Nrf2、Bcl-2、Bax和DR5 mRNA表达 (n=3)

Fig. 3  Nrf2, Bcl-2, Bax and DR5 mRNA expressions of tumor xenografts in different groups determined by RT-PCR
*: P<0.05, compared with control group; △: P<0.05, compared with TRAIL or GA group 

2.5  Nr f2干扰对TRAIL和（或）GA处理的

HT-29细胞Nrf2、Bcl-2、Bax和DR5 mRNA表

达的影响

　　结果显示，在Control siRNA系列中，TRAIL
组与空白对照组的Nrf2、Bcl-2、Bax和DR5 
mRNA表达均无明显差异；将Nrf2 siRNA系列与

Control siRNA系列进行比较，TRAIL组、GA组、

TRAIL+GA组HT-29细胞Nrf2和Bcl-2 mRNA表达下

降，而Bax和DR5 mRNA表达升高，其中TRAIL组

各mRNA表达变化最为显著。表明Nrf2干扰能有效

地增强TRAIL诱导HT-29细胞Nrf2和Bcl-2 mRNA表

达下降、Bax和DR5 mRNA表达升高（图5）。

2.6  Nrf2干扰引起TRAIL和（或）GA处理的

HT-29细胞的ROS的升高

　　结果显示，将Nrf2 siRNA系列与Control 
s i R N A 系 列 进 行 比 较 ， T R A I L 组 、 G A 组 和

T R A I L + G A 组 细 胞 内 R O S 水 平 均 明 显 升 高

（P<0.05），其中TRAIL组ROS水平升高最为显

叶记林，等  藤黄酸联合肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体诱导人结肠癌HT-29细胞凋亡的效果和机制
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著，表明Nrf2干扰能有效地促进了TRAIL处理的

HT-29细胞ROS水平的升高（图6）。

3  讨　　论

　　多种肿瘤抵抗TRAIL的机制与TRAIL相关

凋亡信号通路中任何一个成员的缺陷有关，包

括下调TRAIL死亡受体的表达、Bcl-2家族中的

促凋亡成员Bax的功能缺失、过表达抗凋亡的

Bcl-2家族成员等［2，9-10］。天然中草药成分GA是

一种多靶点的抗肿瘤药物，主要通过诱导ROS升

高、上调促凋亡蛋白、下调抗凋亡蛋白及转铁蛋

白受体诱导细胞发生凋亡［4］。本课题组前期研 

究［5］证实，GA能通过诱导ROS升高在体外逆转

图 5  Nrf2干扰对TRAIL和（或）GA诱导HT-29细胞Nrf2、Bcl-

2、Bax和DR5 mRNA表达的影响（n=3）

Fig. 5  Effects of Nrf2 knockdown on Nrf2, Bcl-2, Bax and DR5 

mRNA expressions in HT-29 cells treated with TRAIL or/and GA

图 6  Nrf2干扰引起TRAIL和（或）GA处理的

HT-29细胞的ROS的升高（n=3）

Fig. 6  Nrf2 knockdown enhanced ROS levels in HT-29 cells 

treated with TRAIL or/and GA
*: P＜0.05, compared with control group, △: P＜0.05, compared with 
TRAIL or GA group

人结肠癌HT-29细胞对TRAIL的耐药性。而GA
能否在体内逆转结肠癌HT-29细胞对TRAIL的耐

药现象却未见报道。本实验通过建立BALB/c小

鼠皮下人结肠癌HT-29移植瘤模型，分别应用

TRAIL和（或）GA进行干预，证明在小鼠体内

单独应用TRAIL治疗时，瘤体体积和重量较对照

组均无明显差异，而应用GA与TRAIL联合治疗

能明显抑制移植瘤的生长，抑瘤率达67.0%。通

过H-E染色、TUNEL/DAPI染色实验，表明在体

内GA增强TRAIL诱导结肠癌HT-29细胞凋亡是

GA与TRAIL联合抑制移植瘤生长的主要原因。

　　线粒体凋亡途径与死亡受体途径是TRAIL
介 导 肿 瘤 细 胞 凋 亡 的 主 要 途 径 ［ 11 - 1 2 ］。 B c l -
2 家族促凋亡与抗凋亡成员之间特殊的比值在

TRAIL介导细胞凋亡的线粒体途径中起到关键

性作用，Bax和Bcl-2分别是Bcl-2家族中最有

代表性的促凋亡和抗凋亡成员，Bcl-2/Bax的

比 值 下 降 将 无 法 维 持 线 粒 体 膜 的 完 整 性 ， 从

而导致细胞色素c等凋亡因子释放，通过激活

Caspase效应因子最终导致凋亡 ［11］；非线粒

体 途 径 即 死 亡 受 体 途 径 ， 细 胞 表 面 死 亡 受 体

（death receptor，DR）的表达水平是决定肿

瘤细胞对TRAIL敏感性的重要因素，TRAIL与

DR（其中DR5对TRAIL的亲和力最强）结合，

招募Fas相关死亡结构域蛋白（Fas-associated 
death domain protein，FADD），并进一步激活

Caspase-8，形成死亡诱导信号复合物，最后将活

化信号传递并激活Caspase-3，从而诱导细胞凋 

亡［12］。RT-PCR检测各组移植瘤Bcl-2、Bax和

DR5的mRNA表达，结果显示，GA联合TRAIL用

药可促进Bcl-2表达明显下降，Bax和DR5表达明

显升高，Bcl-2/Bax比值显著下降（P＜0.05）。

提示线粒体凋亡途径和死亡受体途径可能在GA
逆转荷人结肠癌裸鼠移植瘤HT-29细胞对TRAIL
的耐药性中起重要作用。

　　Nrf2是细胞内氧化还原状态的感受器，在

清除ROS、参与抗氧化应激中起重要作用，

且Nrf2的异常高表达是结肠癌耐药的重要机 

制 ［6-8］。本课题组前期研究［5］表明，TRAIL干

预人结肠癌HT-29细胞后，ROS水平与对照组无

明显变化，HT-29细胞对TRAIL耐药，而GA能
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通过诱导ROS升高来逆转HT-29细胞对TRAIL的

耐药性。鉴于Nrf2在清除ROS以及结肠癌细胞耐

药中的重要地位，我们设想结肠癌HT-29细胞对

TRAIL耐药可能与过表达Nrf2有关。RT-PCR检

测各组移植瘤Nrf2 mRNA的表达结果显示，GA
组和TRAIL+GA组Nrf2 mRNA的表达显著下降，

而GA组和TRAIL+GA组能明显抑制移植瘤的生

长，提示Nrf2 mRNA表达的下降可能在GA增强

TRAIL抑制HT-29移植瘤生长和诱导凋亡中起重

要作用。

　　为进一步探讨Nrf2在GA逆转HT-29细胞

对TRAIL耐药性中的作用，我们研究Nrf2干扰

是否能增强TRAIL对HT-29细胞的毒性作用。

结果显示，Nrf2干扰能有效增强TRAIL诱导

HT-29细胞凋亡［凋亡率由（7.4±1.8）%上升到

（42.9±3.1）%］，而GA能引起Nrf2 mRNA表达

表达明显下降且逆转HT-29细胞对TRAIL的耐药

性，提示下调Nrf2表达可能在GA逆转HT-29细胞

在TRAIL耐药性中起重要作用。Nrf2 mRNA表

达下降、ROS升高是诱发肿瘤细胞凋亡的早期信

号［13-15］，ROS升高会导致Bcl-2/Bax比值下降而

激活线粒体凋亡途径［13- 14］，同时也会引起内质

网应激而激活死亡受体途径 ［14- 15］。本实验结果

与之相一致，Nrf2干扰能增强TRAIL诱导HT-29
细胞ROS水平的升高、上调Bax和DR5 mRNA表

达、下调Nrf2和Bcl-2 mRNA表达。表明下调Nrf2
表达是逆转HT-29细胞对TRAIL耐药的早期信号。

　　综上所述，GA可能是通过下调Nrf2表达，

使细胞清除ROS能力降低，从而使ROS水平升高

而激活线粒体凋亡途径与死亡受体途径来逆转人

结肠癌HT-29细胞体内外对TRAIL的耐药性，提

示GA在体内外都是TRAIL良好的耐药逆转剂，

这为今后两者联合应用于临床治疗结肠癌提供了

实验依据，也为今后开发作用于Nrf2靶点的抗癌

药物提供了参考。
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