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[摘要] 　 目的:研究健脾消癌方对 HCT116 / 5-Fu 耐药细胞增殖、凋亡、周期的影响。 方法:采用 5-Fu
浓度递增间断刺激法诱导建立 HCT116 / 5-Fu 细胞,制备健脾消癌方含药血清,设立 10%、15%、20%含药血

清组,设立相同浓度无药血清对照组及 10%胎牛血清组。 采用 CellTiter
 

GLO 法检测细胞增殖能力并计算细

胞抑制率,采用 PI-FACS 法检测细胞周期变化,采用 Annexin
 

V-APC 单染法检测细胞凋亡水平。 结果:与对

照组相比,不同浓度含药血清组对 HCT116 / 5-Fu 细胞增殖均有抑制作用,差异均有统计学意义(P<0. 05 或

P<0. 01),且随含药血清浓度的升高而抑制作用增强;与对照组相比,不同浓度含药血清组 HCT116 / 5-Fu 细

胞凋亡率均明显提高,差异有统计学意义(P<0. 01),且随含药血清浓度升高细胞凋亡率提高幅度增大;与对

照组相比,不同浓度含药血清组均可将细胞周期阻滞在 G0 / G1 期,差异有统计学意义(P<0. 01)。 结论:健
脾消癌方可抑制 HCT116 / 5-Fu 细胞的增殖,促进 HCT116 / 5-Fu 细胞的凋亡,阻滞其细胞周期进程,且其作

用随浓度的升高而明显增强,具有改善结直肠癌耐药的作用。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Jianpi
 

Xiaoai
 

prescription
 

on
 

the
 

proliferation,apoptosis,
and

 

cell
 

cycle
 

of
 

colon
 

cancer
 

HCT116
 

cells
 

resistant
 

to
 

5-fluorouracil
 

(5-Fu) .
 

Methods:HCT116 / 5-Fu
 

cells
 

were
 

established
 

by
 

intermittent
 

stimulation
 

with
 

increasing
 

concentrations
 

of
 

5-Fu,and
 

serum
 

containing
 

Jianpi
 

Xiaoai
 

prescription
 

was
 

prepared.
 

The
 

10%,15%,and
 

20%
 

serum
 

containing
 

Jianpi
 

Xiaoai
 

prescription
 

groups
 

were
 

established,as
 

well
 

as
 

non-drug
 

serum
 

control
 

groups
 

at
 

the
 

same
 

concentrations
 

and
 

10%
 

fetal
 

bovine
 

ser-
um

 

group.
 

CellTiter
 

GLO
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

proliferative
 

capacity
 

of
 

cells
 

and
 

calculate
 

cell
 

inhibition
 

rate;
 

PI-FACS
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

change
 

in
 

cell
 

cycle;
 

Annexin
 

V-APC
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

level
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of
 

cell
 

apoptosis.
 

Results: Compared
 

with
 

the
 

control
 

groups, the
 

serum
 

containing
 

Jianpi
 

Xiaoai
 

prescription
 

groups
 

at
 

different
 

concentrations
 

showed
 

a
 

significant
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

HCT116 / 5-Fu
 

cells
 

(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01) ,and
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

was
 

enhanced
 

with
 

the
 

increase
 

in
 

the
 

concentration
 

of
 

serum
 

containing
 

Jianpi
 

Xiaoai
 

prescription.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

groups,the
 

serum
 

containing
 

Jianpi
 

Xiaoai
 

pre-
scription

 

groups
 

at
 

different
 

concentrations
 

showed
 

a
 

significant
 

increase
 

in
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

HCT116 / 5 -Fu
 

cells
 

(P<0. 01) ,and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

in
 

the
 

concentration
 

of
 

serum
 

containing
 

Jian-
pi

 

Xiaoai
 

prescription.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

serum
 

containing
 

Jianpi
 

Xiaoai
 

prescription
 

groups
 

at
 

different
 

concentrations
 

had
 

the
 

cells
 

arrested
 

in
 

the
 

G0 / G1
 

stage
 

(P<0. 01).
 

Conclusion:Jianpi
 

Xiaoai
 

prescrip-
tion

 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

HCT116 / 5 -Fu
 

cells,promote
 

the
 

apoptosis
 

of
 

HCT116 / 5 -Fu
 

cells,and
 

in-
duce

 

cell
 

cycle
 

arrest,and
 

such
 

effect
 

is
 

significantly
 

enhanced
 

with
 

the
 

increase
 

in
 

concentration.
 

Therefore,it
 

can
 

improve
 

drug
 

resistance
 

in
 

colorectal
 

cancer.
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　 　 结直肠癌( colorectal

 

cancer,CRC)发病率在消

化道恶性肿瘤中排名首位,2020 年全球结直肠癌新

发病例约 193 万例,死亡病例 93. 5 万例,根据预测,
在 2040 年,中国结直肠癌患病率将从 2020 年的

56 万例增加到 91 万例,增幅达到 64%[1-2] ,严重威

胁人类的生命安全。 手术治疗、放射治疗及全身化

疗等是结直肠癌的主要治疗手段。 5-氟尿嘧啶(5-
Fu)是 CRC 化疗最有效的药物之一,随着治疗时

间、疗程的增加,许多患者面临 5-Fu 耐药的挑战,
积极探索抑制、延迟、逆转耐药发生的药物对结直

肠癌的治疗具有重要意义。
中医药对于结直肠癌联合化疗期具有减毒增

效、提高生存质量、延长生存期、提高免疫功能等作

用[3] 。 健脾消癌方是我院治疗结直肠癌的经验方,
其以健脾益气、化瘀解毒为治法组方,在临床获得

了较好疗效。 前期临床观察提示健脾消癌方联合

化疗治疗晚期转移性结直肠癌能提高疾病控制率,
延长晚期大肠癌的无进展生存期和总生存期,并可

以减轻血液学及消化道不良反应、提高患者的生活

质量[4] ,但联合增效的机制有待进一步探索。 本实

验将建立结肠癌 HCT116 的 5-Fu 耐药细胞株,以健

脾消癌方干预,探索该方对 HCT116 / 5 -Fu 耐药性

的改善作用,并初步探索疗效机制,为临床运用提

供科学依据。
1　 实验材料

1. 1　 动物和细胞　 雄性 SPF 级 SD 大鼠 20 只,7 ~
8 周龄,体质量(200±20) g,购自湖南斯莱克景达实

验动物有限公司,合格证号:SCXK(湘)2020-0008。

人结肠癌细胞株 HCT116 购买于中国科学院细胞

库,编号 TCHu99。
1. 2　 药物 　 健脾消癌方组成:人参 10

 

g,薏苡仁

30
 

g,枳壳 10
 

g,半枝莲 30
 

g,郁金 15
 

g,莪术 10
 

g,
重楼 10

 

g,甘草 6
 

g。 由湖南省中医药研究院附属医

院新绿药颗粒中药房采购并配置,浓度为相当于生

药 1. 5
 

g / ml,4℃保存,1 周内用完。
1. 3　 主要试剂及仪器　 RPMI

 

1640(Gibco 公司,批
号:8121027

 

),D-PBS(碧云天生物技术有限公司,
批 号: 1203 ), 胎 牛 血 清 ( Gibco 公 司, 批 号:
2296205),Cell

 

Titer-Glo(Promega 公司),碘化丙啶

(PI,碧云天生物技术有限公司),凋亡试剂盒(eBio-
science 公司)。 荧光显微镜(奥林帕斯),酶标仪

(BioTek
 

Synergy2
 

),细胞培养箱( Thermo 公司),离
心机[赛默飞世尔科技(中国)有限公司,型号:Fres-
co21],96 孔板( Cornning 公司),流式细胞仪( Milli-
pore,型号:GuavaeasyCyteHT)。
2　 实验方法

2. 1　 细胞的传代和培养　 HCT116 细胞株用 RPMI
 

1640 培养基(含 10%胎牛血清、1%青链霉素) 进

行培养, 细胞培养箱设置条件: 恒温 37℃ 、 5%
 

CO2 、饱和湿度,培养至贴壁细胞达 70%左右,进行

细胞传代,更换培养液,按 1 ∶ 3比例传代培养后进

行后续实验。
2. 2　 耐药细胞株的建立　 采用浓度梯度递增的方

法诱导耐药细胞株。 预实验检测亲代细胞的

IC50,选择 0. 1
 

μg / L5 - Fu ( 在此浓度下大部分

HCT116 细胞能够继续存活,属于相对安全的浓
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度)作为起始浓度,每 48
 

h 更换药物,去除死亡细

胞后传代培养。 在观察到没有明显细胞死亡后,
选取对数生长期的细胞进行传代,并将药物浓度

增加 25% ~ 50% 进行培养。 待细胞稳定存活于

5
 

mg / L 药物浓度后,进行连续传代培养,未观察到

明显 细 胞 死 亡 后, 定 义 所 得 的 细 胞 亚 株 为

HCT116 / 5-Fu 耐药细胞株。 为保证耐药性的持续

存在,该细胞亚株培养时均给予 5
 

mg / L 的 5-Fu。
在对耐药细胞进行检测前,给予耐药细胞株 2 周

的药物洗脱期培养。
2. 3　 含药血清制备　 取 20 只 SPF 级 SD 大鼠,将
其随机分为实验组与对照组,每组 10 只,在 20℃ 左

右的光照和黑暗交替的环境下进行饲养,自由摄食

饮水。 连续 7
 

d 对实验组灌胃给予健脾消癌方水煎

液,按 70
 

kg 成人每日生药用量 120
 

g / d 进行人与大

鼠等效剂量换算[5] ,得出灌胃剂量为 10. 8
 

g / kg,每天

1 次,末次给药 1
 

h 后,10%水合氯醛(0. 3
 

ml / 100
 

g)
腹腔麻醉,腹主动脉采血,2000

 

r / min,半径 10
 

cm,离
心 10

 

min 收集血清,对照组血清采用相同动物蒸馏

水灌胃同法收集血清,0. 22
 

μm 过滤器过滤。 水浴灭

活,分装置-20℃冰箱备用。
2. 4　 CellTiter

 

GLO 法检测细胞增殖　 设健脾消癌

方组(分别为 10%、15%、20%浓度) 、无药血清对

照组(分别为 10%、15%、20%浓度) 、正常对照组

(10%小牛血清) ,溶液(仅含培养液)调零孔。 5-
Fu 设置浓度梯度 0. 01、0. 05、0. 1、0. 5、1、5、10、
50、100

 

μmol。 将处于对数生长期的 HCT116 / 5 -
Fu 细胞胰酶消化后,完全培养基重悬成细胞悬液,
并对其进行计数,将浓度调整为

 

5 × 104 个 / ml,在
 

96 孔培养板中每孔加入 100
 

μl 细胞悬浮液,每组

设 3 个复孔,于 37℃ 孵箱中培养 24
 

h 细胞贴壁后

吸去培养基,更换含有相应药物及不同 5-Fu 浓度

的培养液,并将其置于培养箱培养 72
 

h。 在培养

结束之前每孔加入 100
 

μl
 

CellTiter-Glo 溶液,反应

大约 10
 

min 后,用酶标仪检测 luciferase 值,计算

细胞存活率。
2. 5　 PI-FACS 法检测细胞周期　 取对数生长期的

HCT116 / 5-Fu 细胞,调整浓度为 1×105 个 / ml,接种

于 6 孔板,每孔 2
 

ml,培养 24
 

h 后,吸去培养液,加
入分别含 10%、 15%、 20% 浓度含药血清, 10%、
15%、20%浓度空白大鼠血清,10%

 

FBS 的高糖培养

液 2
 

ml,后置于细胞培养箱(37℃ 、5%CO2 )中继续

培养细胞 72
 

h。 胰酶消化后,完全培养基重悬成细

胞悬液,将各组细胞收集于 5
 

ml 离心管中,每组设

3 个复孔。 1200
 

r / min 离心 5
 

min,弃上清,用 4℃预

冷的 D-PBS 洗涤细胞沉淀 1 次。 1200
 

r / min 离心

5
 

min, 4℃ 预 冷 的 75% 乙 醇 固 定 细 胞 1
 

h。
1200

 

r / min 离心 5
 

min,去固定液,D-PBS 洗涤细胞

沉淀 1 次。 根据细胞量,加入一定体积的细胞染色

液(0. 6 ~ 1
 

ml)重悬,上机检测并分析数据。
2. 6　 Annexin

 

V-APC 单染法流式细胞仪检测细胞

凋亡　 取对数生长期中的 HCT116 / 5 -Fu 细胞,将
浓度调整为 1 × 105 个 / ml,接种在 6 孔板上,每孔

2
 

ml,在培养 24
 

h 之后,吸去培养液,加入分别含浓

度为 10%、 15%、 20% 的含药血清, 浓度为 10%、
15%、20%的空白鼠血清,10%

 

FBS 的高糖培养液

2
 

ml,之后将其放置于细胞培养箱(37℃ 、5% CO2 )
中,继续培养细胞 72

 

h。 将各组细胞收集于 5
 

ml 离
心管中, 每个组设置 3 个复孔, 1500

 

r / min 离心

5
 

min,弃上清,4℃ 预冷的 D -PBS 洗涤细胞沉淀,
1500

 

r / min、离心 3
 

min,收集细胞,100
 

μl 的 1×bind-
ing

 

buffer 重悬细胞沉淀,加入 5
 

μl
  

annexin
 

V-APC
 

闭关室温染色 10 ~ 15
 

min,1500
 

rmp
 

3
 

min
 

离心去上

清,100
 

μl
  

1×binding
 

buffer 重悬细胞,5
 

μl
  

PI 避光

染色 5 ~ 10
 

min,1×binding
 

buffer 重悬细胞染色缓冲

液补足上机体系至 600
 

μl,上机检测。
2. 7　 统计学方法　 采用 SPSS

 

25. 0 软件进行数据

分析,计量数据以均数±标准差( x±s)表示,多组间

比较采用单因素方差分析,2 组间比较若符合正态

性则采用 t 检验,不符合正态性分布则采用非参数

检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。
3　 实验结果

3. 1　 健脾消癌方对 HCT116 / 5-Fu 细胞增殖的影响

　 与相同浓度对照血清组比较,10%含药血清组在

5-Fu 浓度为 1、100
 

μmol / L 时对细胞的抑制作用增

强(P<0. 01),15%含药血清组在 5-Fu 浓度为 0. 1、
0. 5、50、100

 

μmol / L 时对细胞的抑制作用增强(P<
0. 05),20%含药血清组在 5-Fu 浓度为 0. 05、0. 5、
1、5、10、50、100

 

μmol / L 时对细胞的抑制作用增强

(P<0. 01);提示健脾消癌方对耐药细胞具有明显

抑制作用,说明健脾消癌方具有改善耐药作用,与
浓度呈正相关。 (见表 1)
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3. 2　 健脾消癌方对 HCT116 / 5-Fu 细胞凋亡的影响

　 与相同浓度的对照血清组比较,不同浓度的含药

血清组细胞凋亡率均明显增高(P<0. 01)。 随含药

血清浓度增加,细胞凋亡率增大,提示含药血清对

细胞凋亡的影响与浓度呈正相关。 (见表 2、图 1)

表 1　 健脾消癌方对 HCT116 / 5-Fu 细胞的抑制作用(x±s,%,n = 3)

　 　 组别
5-Fu 浓度 / μmol·L-1

0. 01 0. 05 0. 1 0. 5 1 5 10 50 100
10%胎牛血清组 5. 00±4. 58 9. 33±0. 58 9. 00±1. 00 9. 00±1. 00 9. 00±1. 73 18. 33±5. 03 27. 33±5. 03 56. 67±1. 15 61. 67±4. 73
10%含药血清组 0. 00±1. 00 3. 67±3. 06a 6. 33±1. 15a 4. 33±1. 52a 29. 67±8. 62ad 23. 00±3. 46 34. 33±5. 51 63. 00±6. 25 81. 00±2. 65bd

15%含药血清组 0. 67±1. 53 8. 67±3. 06 11. 33±1. 15d 9. 33±1. 53c 10. 00±5. 57 19. 33±2. 89 45. 00±10. 44 61. 33±3. 21c 82. 67±6. 66ad

20%含药血清组 0. 67±1. 53 6. 00±1. 00bd 11. 33±5. 13 20. 67±3. 51bd 29. 67±4. 04bd 40. 67±2. 31bd 58. 67±7. 23bd 69. 67±2. 08bd 89. 33±4. 16bd

10%对照血清组 2. 00±1. 73 4. 33±0. 58b 4. 00±1. 00b 4. 00±1. 00b 4. 00±1. 73a 13. 00±5. 57 22. 33±5. 03 53. 67±1. 15a 59. 00±5. 29
15%对照血清组 3. 00±1. 73 5. 33±0. 58b 5. 00±1. 00b 5. 00±1. 00b 5. 00±1. 73a 13. 67±5. 13 27. 33±5. 03 54. 00±1. 73 59. 33±4. 93
20%对照血清组 2. 67±2. 31 10. 33±0. 58 10. 00±1. 00 10. 00±1. 00 10. 00±1. 73 23. 00±4. 58 31. 00±4. 00 56. 67±1. 15 67. 00±2. 00

　 　 注:与胎牛血清组比较,aP<0. 05,bP<0. 01;与相同浓度对照组比较,cP<0. 05,dP<0. 01。

表 2　 健脾消癌方对 HCT116 / 5-Fu 细胞凋亡的影响(x±s,%,n = 3)
　 　 组别 凋亡率 　 　 　 组别 凋亡率

10%胎牛血清组 8. 99±0. 49 10%对照血清组 9. 70±0. 01
10%含药血清组 11. 29±0. 15bc 15%对照血清组 10. 13±0. 07a

15%含药血清组 13. 46±0. 43bc 20%对照血清组 12. 64±0. 16b

20%含药血清组 21. 90±0. 09bc

　 　 注:与胎牛血清组比较,aP<0. 05,bP<0. 01;与相同浓度对照组比较,cP<0. 01。

图 1-1　 10%胎牛血清组 　 　 图 1-2　 10%含药血清组　 　 　 图 1-3　 15%含药血清组 　 　 图 1-4　 20%含药血清组

图 1-5　 10%对照血清组 　 　 　 图 1-6　 15%对照血清组　 　 　 　 图 1-7　 20%对照血清组

图 1　 各组细胞凋亡率

3. 3　 健脾消癌方对 HCT116 / 5-Fu 细胞周期的影响

　 与相同浓度对照血清组比较,不同浓度的含药血

清组细胞处于 G0 / G1 期的比例显著升高,处于 S 期

的比例显著降低(P<0. 01),而处于 G2 / M 期的细胞

比例无明显差异(P>0. 05),提示健脾消癌方具有

细胞周期阻滞作用。 (见表 3、图 2)
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表 3　 健脾消癌方对 HCT116 / 5-Fu 细胞周期的影响(x±s,%,n = 3)
组别 G0 / G1 期 S 期 G2 / M 期 组别 G0 / G1 期 S 期 G2 / M 期

10%胎牛血清组 44. 42±0. 25 32. 43±1. 81 23. 15±1. 81 10%对照血清组 45. 76±0. 53a 29. 99±0. 98a 24. 22±0. 51
10%含药血清组 52. 76±0. 79bc 20. 42±1. 41bc 26. 82±0. 71 15%对照血清组 50. 59±0. 50b 25. 15±0. 74b 24. 26±0. 96
15%含药血清组 55. 39±0. 25bc 18. 62±1. 85bc 25. 99±1. 82 20%对照血清组 54. 20±0. 74b 20. 70±1. 18b 25. 10±0. 43
20%含药血清组 57. 64±0. 71bc 16. 64±0. 80bc 25. 72±0. 73

　 　 注:与胎牛血清组比较,aP<0. 05,bP<0. 01;与相同浓度对照组比较,cP<0. 01。

　 图 2-1　 10%胎牛血清组　 　 　 图 2-2　 10%含药血清组　 　 　 　 图 2-3　 15%含药血清组　 　 　 图 2-4　 20%含药血清组

图 2-5　 10%对照血清组 　 　 　 图 2-6　 15%对照血清组　 　 　 　 　 图 2-7　 20%对照血清组

图 2　 各组细胞周期分布

4　 讨　 　 论

　 　 近年来,结直肠癌的发病率和病死率逐年上

升,且呈现出年轻化的趋势。 5-氟尿嘧啶(5-Fu)是
治疗结直肠癌最常用的化疗药物之一,四十多年以

来,它在各种癌症的治疗中都占有重要地位[6] 。 5-
Fu 是抗嘧啶类代谢药,它通过抑制胸苷酸合酶导致

DNA 损伤,S-相位停滞和细胞凋亡[7] ,进而发挥抗

肿瘤的作用。 但部分患者在化疗期间容易对 5-Fu
产生耐药性。 5-Fu 的耐药机制主要分为先天性耐

药和获得性耐药,其获得性耐药机理主要与 DNA
修复机制、肿瘤干细胞特性改变、信号转导通路异

常激活等相关[8] 。 其耐药性导致了许多患者化疗

效果不理想。 因此,寻找提高结直肠癌化疗敏感性

的药物对结直肠癌的治疗具有重大意义。
根据大肠癌症状的不同可将其归属于中医学

“肠澼” “便血” 等疾病范畴。 《医宗必读·积聚》
云:“积之成也,正气不足,而后邪气踞之。”肿瘤的

形成,本质上是由于机体正气虚弱,无力抵御外邪,
邪气入侵,造成气血脏腑损伤,由虚致实,由实致

虚。 经过多年的临床实践,本课题组总结出虚、瘀、
毒并存是结直肠癌的基本病机特点,在治疗中,以
健脾益气、化瘀解毒为基本治法,拟方健脾消癌方,
主要包含人参、半枝莲、郁金、莪术、薏苡仁、重楼、
枳壳、甘草等药物[9] 。 临床研究显示健脾消癌方联

合化疗具有增效作用[4] ,但去增效机制未明,健脾

消癌方是否通过改善结直肠癌的化疗耐药性发挥

作用值得进一步探索。
肿瘤细胞增殖主要是通过对抗基因诱导的程序

性死亡,而耐药细胞表现为对抗性增强,细胞凋亡被

阻断。 细胞周期调控紊乱与细胞恶性转化和肿瘤细
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胞失控性增殖相关[10] ,研究发现细胞周期阻滞与化

疗耐药密切相关,阻滞细胞周期可以提高化疗药物敏

感性[11] 。 因此,抑制 HCT116 细胞 5-Fu 耐药细胞的

增殖、阻滞细胞周期、促进细胞凋亡是提高结直肠癌

化疗敏感性的有效方法。 以往研究表明,健脾消癌方

可抑制 HCT116 增殖、促进人结肠癌 HCT116 细胞凋

亡并将其细胞周期阻滞[12-13] ,在此基础之上,本研究

建立 HCT116 细胞的 5-Fu 耐药株,观察健脾消癌方

对耐药细胞作用,结果发现,健脾消癌方含药血清对

HCT116 / 5-Fu 耐药细胞的具有良好抑制作用,与浓

度呈正相关;健脾消癌方各浓度组细胞凋亡率明显增

高,与浓度呈正相关;健脾消癌方干预后,耐药细胞被

阻滞在 G0 / G1 期。
综上所述,健脾消癌方可抑制 HCT116 / 5 - Fu

耐药细胞增殖,促进耐药细胞的凋亡,阻滞耐药细

胞周期进程,从而发挥改善结直肠癌耐药性的作

用。 这为中医药联合化疗治疗结直肠癌提供了一

定的理论支持,但还需要对健脾消癌方在结直肠癌

耐药中的分子机制作进一步的研究。
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