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摘要:目的 研究大黄素促进人结肠癌细胞 HCT116细胞凋亡的作用及其分子机制。方法 通过CCK8法检测大黄素对细

胞活力的影响,并计算出IC50。Annexin􀆼V/PI流式细胞术检测细胞凋亡,流式细胞术检测细胞周期和荧光探针DCF􀆼DA细胞

内活性氧(ROS)的水平,Westernblot法检测Bax、Bcl􀆼2、p􀆼ERK1/2、ERK1/2和c􀆼Myc的表达。结果 不同浓度的大黄素抑

制 HCT116细胞的活力,并且具有浓度依赖性。大黄素将 HCT116细胞周期阻滞在G0/G1期(P<0.05),并且能够明显诱导

ROS的产生(P<0.01),Westernblot结果显示大黄素能够引起Bax/Bcl􀆼2表达的上调,p􀆼ERK1/2和c􀆼Myc表达的降低(P<
0.05)。结论 大黄素可以通过上调Bax/Bcl􀆼2,下调c􀆼Myc和p􀆼ERK/ERK的表达从而促进结肠癌细胞的凋亡,阻滞细胞周

期和增加ROS的产生。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToinvestigatetheeffectofemodinonhumancoloncancercelllineHCT116anditsmolecular
mechanism METHODS TheinhibitoryeffectsofemodinontheviabilityofHCT116cellsweremeasuredbyCCK8assay 
ApoptosisratesofHCT116cellsweredeterminedbyflowcytometry Thecellcycleandthelevelofreactiveoxygenspecies

 ROS inthefluorescentprobeDCF􀆼DAweredetectedbyflowcytometry TheproteinlevelsofBax Bcl􀆼2 p􀆼ERK1 2 ERK1 
2andc􀆼MycweredeterminedbyWesternblot RESULTS Treatmentwithemodinof0 25 50 100 200 300μmol Lfor
24hsignificantlyreducedtheviabilityofHCT116cells EmodinpromotedtheapoptosisofHCT116cells blockedcellgrowth
cycleinG0 G1phaseandinducedtheproductionofROS significantly Westernblotresultsshowedthatemodinpromotedthe
up􀆼regulationofBax Bcl􀆼2expressionandinhibitedtheexpressionofc􀆼Mycandp􀆼ERK ERK CONCLUSION Emodininhib-
itstheproliferationofHCT116cells promotescellapoptosis inducescellcyclearrestinG1 G0phaseandROSproduction 
bypromotingBax Bcl􀆼2expressionandinhibitingc􀆼Myc p􀆼ERK ERKexpression 
KEYWORDS emodin apoptosis ROS HCT116cells c􀆼Myc

  结肠癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一。结肠

癌患者的常规治疗包括手术、介入治疗和化学疗法。
尽管结肠癌在诊断和治疗水平取得了许多进展,但
结肠癌的迁移和死亡率仍然很高[1]。

大黄素是一种从许多植物中分离出的蒽醌衍生

物,包括棕榈、大黄、虎杖、何首乌和决明子。近几年

研究表明,大黄素可下调ILK􀆼PI3K/Akt[2]、PI3K/

Akt[3]信号通路、改变Bcl􀆼2家族蛋白和细胞存活途
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径[4],显著抑制结肠癌细胞株Caco􀆼2增殖,影响细

胞周期,促进其凋亡。体内研究也发现大黄素通过

Wnt/β􀆼Catenin途径抑制上皮间质转化,从而抑制

结肠癌细胞侵袭和迁移[5]。蒽醌类衍生物也可通过

抑制 ERK1/2活性从而降低 ERCC1表达,抑制

HCT116结肠癌细胞的增殖和迁移[6]。大黄素的抗

肿瘤作用具有多靶点、多途径的特点,能联合多种抗

肿瘤药物起协同作用[7],还能增加肿瘤细胞对放疗

的敏感性并减轻其副作用。大黄素能够诱导结肠癌

细胞的凋亡,但是对于阻滞结肠癌细胞周期和诱导

活性氧(ROS)的具体机制并未阐明,所以本研究将

从这几个方面进行探讨。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 药物 大黄素(中国食品药品检定研究院,
批号:110756􀆼201913)。

1.1.2 细胞株 HCT116细胞株购买于中国科学

院上海科学研究院细胞库。用含有10%胎牛血清,

100U/mL 青 霉 素 和100μg/mL 链 霉 素 的 RP-
MI1640培养基培养于37℃,5%CO2培养箱。

1.1.3 主要试剂 CCK8试剂盒(同仁化学研究所,
批号:NM598);细 胞 凋 亡 试 剂 盒(美 国 Thermo
Forma公司,批号:2051233),PI细胞周期检测试剂

盒(美国BDBiosciences公司,批号:9228966),ROS
检测试剂盒(美国Solarbio公司,批号:R5901180);

Bcl􀆼2、Bax、ERK1/2、p􀆼ERK1/2、c􀆼Myc、β􀆼Actin抗

体(CST,货 号:15071、14796、4370、4695、18583、

4970),二抗(美国JacksonImmunoResearchLabo-
ratories),超敏ECL化学反应发光试剂盒(新赛美

生物科技有限公司,批号:19091716)。

1.1.4 主要仪器 CO2培养箱,超净工作台,酶标仪

(瑞士Tecan公司);Cytoflex流式细胞仪(美国贝克

曼库尔德公司)。

1.2 方法

1.2.1 CCK8法测定大黄素对 HCT116细胞活力

的影响 取对数生长期细胞,接种于96孔板,每孔

5000个细胞,置培养箱(37℃,5% CO2)中孵育过

夜。加入不同浓度的大黄素培养24h,浓度分别为

0、25、50、100、200、300μmol/L,设定3个平行组,

24h后,每孔加入10μL的CCK8,放置培养箱孵育

1.5h,用酶标仪(450nm)测吸光度值(OD)。根据

下列公式计算:细胞存活率=实验孔 OD/对照孔

OD×100%。

1.2.2 Annexin􀆼V/PI流式细胞术检测大黄素对

HCT116细胞凋亡的影响 取对数生长期细胞,接
种于6孔板,每孔3×105个细胞,置培养箱中孵育

过夜。加入不同浓度(30、60μmol/L)大黄素培养

24h,每个剂量设定3个平行组。收集细胞,PBS洗

涤2次,Bindingbuffer100μL重悬,加入5μLAl-
exaFluor􀅹488annexinVand1μL100μg/mLPI
室温避光孵育15min,流式上机检测。

1.2.3 流式细胞术检测大黄素对 HCT116细胞周

期的影响 按照1.2.2方法铺板,置培养箱中孵育

过夜。加入不同浓度(30、60μmol/L)大黄素培养

24h,每个剂量设定3个平行组。收集细胞,PBS洗

涤2次,用70%酒精放置-20℃冰箱固定过夜。

24h后取出,先用PBS洗涤2次,加入PI染色液,

4℃避光染色15min,流式上机检测。

1.2.4 流式细胞术检测大黄素对 HCT116细胞内

ROS产生的影响 细胞培养和处理同1.2.2,大黄

素作用24h后,收集细胞,用预冷的PBS冲洗2次,

10μmol/LDCF􀆼DA37℃孵育30min后,用PBS
清洗2遍,流式上机检测。

1.2.5 Westernblot检测大黄素对 HCT116细胞

相关蛋白表达 按照1.2.2方法铺板,药物作用24h
后,消化收集细胞,用预冷的PBS洗涤细胞,每孔加

入RIRA裂解液100μL,收集细胞于1.5mL离心

管中。冰上放置30min,然后4℃,12000×g,离心

15min,取上清液,蛋白定量试剂盒进行蛋白定量。
加入蛋白上样缓冲液,用金属浴变性10min。使用

10%SDS􀆼PAGE 电 泳 分 离,200mA 恒 流 转 膜

90min,5%脱脂奶粉,室温封闭1h;4℃过夜孵育

一抗(1∶1000),TBTS溶液洗3次,每次10min,
室温孵育二抗(1∶20000)1h;TBST溶液洗3次,
每次10min,然后使用ECL发光法检测蛋白。使用

ImageJ软件对图像进行分析。

1.3 统计学方法

应用GraphPadPrism6统计软件分析,独立样

本采用t检验分析,计量资料用􀭺x±s描述,组间比

较采用单因素方差分析(ANOVA),以P<0.05表

示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大黄素抑制HCT116细胞增殖

由表1可知,大黄素对 HCT116细胞有明显的

抑制作用(P<0.01),并呈浓度依赖性,通过计算得

知24h 的IC50 值 为 60.13μmol/L。我 们 选 用
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30μmol/L和60μmol/L作为接下来实验的浓度。

2.2 大黄素对HCT116细胞凋亡的影响

从图1和表2中可知,与对照组比较,大黄素在

30、60μmol/L早期凋亡率和晚期凋亡率均显著增

加(P<0.01)。
表1 大黄素对 HCT116细胞活力的影响(􀭺x±s,n=3)

组别 细胞活力/%
对照组 1.00±0.92

25μmol/L组 61.75±0.11**

50μmol/L组 56.54±0.68**

100μmol/L组 44.16±0.29**

200μmol/L组 31.86±0.93**

300μmol/L组 14.68±0.66**

    注:与对照组比较,**P<0.01。

图1 流式细胞术检测大黄素对 HCT116细胞凋亡的影响

表2 大黄素对 HCT116细胞凋亡的影响(􀭺x±s,n=3)

组别 早期凋亡/% 晚期凋亡/%
对照组 0.16±0.09 0.09±0.07

30μmol/L组 6.61±0.28** 6.29±0.20**

60μmol/L组 12.26±0.31** 7.49±0.38**

  注:与对照组比较,**P<0.01。

2.3 大黄素对HCT116细胞周期的影响

如图2和表3显示,与对照组比较,加入浓度为

30、60μmol/L的大黄素能够显著将 HCT116细胞

阻滞在G1/G0期(P<0.01)。

图2 流式细胞术检测大黄素对 HCT116细胞周期的影响

表3 大黄素对 HCT116细胞周期阻滞的影响

(􀭺x±s,n=3)

组别 G1/G0期 S期 G2期

对照组 29.63±0.41 26.33±0.88 44.03±1.01
30μmol/L组 38.10±0.81** 47.70±0.20** 14.20±0.99**

60μmol/L组 43.07±0.38** 51.37±0.82** 5.57±0.22**

   注:与对照组比较,**P<0.01。

2.4 大黄素对HCT116细胞内ROS水平的影响

由图3和表4结果显示,30、60μmol/L大黄素

作用于细胞24h,与对照组比较,细胞内ROS水平

显著升高(P<0.01)。

图3 流式细胞术检测各组 HCT116细胞内ROS
水平的表达

表4 大黄素对 HCT116细胞内ROS水平的影响

(􀭺x±s,n=3)

组别 ROS荧光强度

对照组 114.67±0.53
30μmol/L组 306.33±0.84**

60μmol/L组 424.33±0.65**

    注:与对照组比较,**P<0.01。

2.5 大黄素对 HCT116细胞中Bax/Bcl􀆼2、c􀆼Myc、

p􀆼ERK/ERK蛋白表达的影响

从图4和表5中可以得出,30、60μmol/L大黄

素作用于HCT116细胞24h后,大黄素能够促进促

凋亡蛋白Bax增加和抑制抗凋亡蛋白Bcl􀆼2减少,
抑制p􀆼ERK1/2、c􀆼Myc蛋白的表达,差异有统计学

意义(P<0.05~0.01)。

图4 各组 HCT116细胞中相关蛋白的表达

表5 大黄素对 HCT116细胞中相关蛋白的影响

(􀭺x±s,n=3)

组别 Bax/Bcl􀆼2 p􀆼ERK/ERK c􀆼Myc
对照组 0.53±0.08 1.77±0.06 1.34±0.02

30μmol/L组 0.92±0.04* 0.87±0.06* 1.05±0.03*

60μmol/L组 1.53±0.09** 0.67±0.01** 0.86±0.02**

  注:与对照组比较,*P<0.05,**P<0.01。

3 讨论

有研究表明大黄素能够通过损伤有丝分裂导致
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癌细胞的死亡[8],还能对 HepaRG产生ROS,阻滞

S和G2/M期的细胞周期进程并诱导凋亡[9]。大黄

素能够通过以ROS依赖性方式自噬诱导结肠癌细

胞的凋亡[10],通过线粒体膜电位的丧失,Bcl􀆼2家族

蛋白的调节以及人结肠癌Caco􀆼2细胞和肝癌 Hep-
aRG细胞中Caspase的活化来诱导凋亡[11]。本研

究发现,大黄素可促进人结肠癌细胞 HCT116的凋

亡,阻滞细胞周期在G0/G1期,增加ROS的水平从

而对细胞凋亡产生一定的影响。
许多蛋白在细胞凋亡中发挥了重要的作用。

Bcl􀆼2和Bax是近年来Bcl􀆼2家族研究中最具有代

表性的抗凋亡因子及促凋亡因子[12],都直接与细胞

凋亡相关。Bax蛋白表达升高能直接促进肿瘤细胞

的凋亡;Bcl􀆼2水平升高则抑制肿瘤细胞的凋亡[13]。
随着Bcl􀆼2减少和Bax增加,线粒体释放相关物质,
对细胞凋亡产生影响。线粒体是ROS的主要来源,
与ROS在活生物体中的作用有关,并参与ROS的

调节以维持稳态细胞环境并防治细胞氧化损伤[14]。
大量文献表明,ROS能够引起DNA的损伤导致肿

瘤细胞的死亡[15􀆼16]。本研究中大黄 素 能 够 促 进

HCT116细胞的凋亡,并且能够增加Bax,降低Bcl􀆼
2蛋白的表达从而破坏线粒体,诱导ROS的产生。

丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)途径在许多癌

症中经常会发生突变,活化的ERK能磷酸化许多

底物,包括激酶和转录因子,这些底物执行与细胞周

期、增殖、代谢和逃避凋亡相关的各种细胞程序[17]。

c􀆼Myc位于许多调节细胞生长、增殖和代谢的信号

通路下游。MAPK可以刺激c􀆼Myc的表达。c􀆼Myc
控制着涉及细胞周期进程、生长和代谢基因的表达,
包括数百个调控线粒体质量和生物发生的基因[18]。
致癌c􀆼Myc增加了癌细胞支持快速增殖的生物合

成、呼吸和代谢能力,与细胞增殖和细胞周期有

关[19􀆼20]。大黄素通过降低ERK的磷酸化,从而降

低c􀆼Myc蛋白的表达,引起 HCT116细胞的凋亡并

且将细胞周期阻滞在G1/G0。
本研究证实,大黄素能够抑制p􀆼ERK/ERK和

c􀆼Myc通路从而促进 HCT116细胞的凋亡,阻滞细

胞周期,破坏线粒体,诱导细胞产生ROS。提示大

黄素诱导结肠癌细胞凋亡的新机制,具有多靶点的

抗癌效应,为大黄素抗癌作用提供新证据。
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