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吉祥草活性成分RCE-4与塞来昔布联合应用抗宫颈癌

Ca Ski细胞增殖效果与机制研究

甄虹恒, 游方芳, 程 凡, 邹 坤, 陈重旭, 陈剑锋*

(三峡大学生物与制药学院, 三峡大学天然产物研究与利用湖北省重点实验室, 湖北 宜昌 443002)

摘要: 本研究旨在探讨RCE-4与非甾体抗炎药联用抗宫颈癌Ca Ski细胞增殖的协同作用及分子机制。采用

MTT法和CalcuSyn V2.0软件检测细胞增殖并计算联合用药指数 (combination index, CI); Western blot法分析蛋白

表达; Jc-1染色检测线粒体膜电位; 吖啶橙/溴化乙锭 (acridine orange/ethidium bromide, AO/EB) 染色检测细胞凋亡;

免疫共沉淀法检测Bcl-2-Beclin 1复合体的相对含量。结果显示, 塞来昔布与RCE-4的协同效果最好, 最佳协同指

数为0.32。二者联用能显著抑制环氧合酶-2 (cyclooxygenase-2, COX-2) 和核转录因子 κB (nuclear transcription factor

kappa B, NF-κB) 的表达, 促进非甾体抗炎药活化因子1 (non-steroidal anti-inflammatory drugs activity gene-1, NAG-1)

的表达。同时, 联用也显著抑制了微管相关蛋白轻链 3 (microtubule-associated protein 3, LC3)-II、Beclin 1、p62以及

自噬相关基因 (autophagy-related gene, ATG) 3/4B/5/7/14的表达, 促进了线粒体膜电位的去极化, 显著抑制了B淋巴

细胞瘤-2 (B cell lymphoma-2, Bcl-2) 和B淋巴细胞瘤-xl (B cell lymphoma-xl, Bcl-xl) 的表达, 促进了Bcl-2相关X蛋

白 (Bcl-2 associated X protein, Bax)、Bcl-2/Bcl-xl相关死亡启动因子 (Bcl-2/Bcl-xl-associated death promoter, Bad) 以

及活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 (cleaved cysteinyl aspartate specific proteinase, cleaved-caspase) 3/7/9的

表达。另外, 二者联用也极显著地抑制了Bcl-2-Beclin 1复合体的形成。综上所述, RCE-4与塞来昔布联用可能通过

抑制Bcl-2-Beclin 1复合体的形成, 抑制RCE-4诱导的自噬并增强其凋亡, 从而提高RCE-4对宫颈癌Ca Ski细胞的

敏感性。
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The mechanism of RCE-4, an active ingredient of Reineckia carnea,
in combination with celecoxib on the anti-proliferation of cervical

cancer Ca Ski cells
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Abstract: This research explored the synergistic effects and the potential mechanisms of RCE-4 and various

nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) on the proliferation of cervical cancer Ca Ski cells. The MTT

assay and CalcuSyn V2.0 software were used to detect cell proliferation and calculate the combination index (CI);

the expression levels of various proteins were analyzed using Western blot assay; mitochondrial membrane potential

(MMP) was assessed using JC-1 staining; acridine orange/ethidium bromide (AO/EB) double-fluorescence staining

was used to detect the apoptosis of Ca Ski cells; a co-immunoprecipitation (Co-IP) assay was used to analyze the
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relative content of Bcl-2-Beclin 1 complex in Ca Ski cells. The results demonstrate that the combination of RCE-4

and NSAIDs increases the inhibition of Ca Ski cells compared to the single-RCE-4 group, and celecoxib provided

the best synergistic effect among the four NSAIDs tested, with a CI of 0.32. The combination of RCE-4 and

celecoxib significantly down-regulated the expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and nuclear transcription

factor-κB (NF-κB), and promoted the expression of non-steroidal anti-inflammatory drugs activity gene-1 (NAG-1).

In addition, autophagy induced by RCE-4 was markedly inhibited in combination with celecoxib, which was

associated with down-regulation of the expression of microtubule-associated protein 3 (LC3)-II, Beclin 1, p62 and

autophagy-related gene (ATG) 3/4B/5/7/14. RCE-4-induced apoptosis was significantly enhanced by altering the

depolarization of mitochondrial membrane potential and the expression of B cell lymphoma-2 (Bcl-2), B cell

lymphoma-xl (Bcl-xl), Bcl-2 associated X protein (Bax), Bcl-2/Bcl-xl-associated death promoter (Bad) and cleaved

cysteinyl aspartate specific proteinase (cleaved-caspase) 3/7/9. Furthermore, the formation of the Bcl-2-Beclin 1

complex was significantly inhibited in Ca Ski cells treated with RCE-4 in combination with celecoxib. Taken

together, this research shows that the combination of RCE-4 and celecoxib has a significant synergistic effect on

the proliferation of Ca Ski cells by promoting apoptosis, inhibiting autophagy and disturbing the formation of the

Bcl-2-Beclin 1 complex, which may be a novel strategy to increase the sensitivity of anti-cervical cancer drugs.
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吉祥草 [Reineckia carnea (Andr.) Kunth.] 为百合

科铃兰族吉祥草属植物, 以全草入药, 在我国鄂西土家

族聚居区广为分布, 当地土家药匠利用其治疗痈肿疮

疖、赤火毒疮和感冒、急慢性支气管炎引起的咳嗽气喘

等疾患[1]。RCE-4是本实验室从吉祥草中分离得到的

一个螺甾烷型甾体皂苷, 化学名称为 (1β,3β,5β,25S)-螺

甾烷-1,3-diol1-[α-L-鼠李糖-(1→2)-β-D-木吡喃糖苷],

结构见图 1。RCE-4 在吉祥草总皂苷中的含量最高

(13%), 同时其药理活性也最好, 现该化合物已作为吉

祥草的标志性成分被湖北省地方中药材标准收录[2]。

本实验室在前期对RCE-4进行了初步研究, 结果

显示RCE-4对宫颈癌Ca Ski细胞的增殖具有显著的抑

制效果及较好的选择性细胞毒活性[3]。裸小鼠Ca Ski

细胞移植瘤实验显示, RCE-4能显著抑制肿瘤生长, 最

高抑瘤率可达到 69.1%, 显示了其对宫颈癌治疗的巨

大潜力[4]。前期研究也发现了RCE-4作为潜在抗宫颈

癌药物的一些不足之处, 如抗宫颈癌效果 (抑瘤率) 还

有待提高, 给药剂量相对较大等。因此, 本研究拟尝试

将RCE-4与其他药物联合应用以解决该问题。

非 甾 体 抗 炎 药 (non-steroidal anti-inflammatory

drugs, NSAIDs) 是一类通过抑制环氧合酶 (cyclooxy‐

genase, COX) 而具有解热镇痛抗炎活性的药物, 其抗

肿瘤活性和对其他抗肿瘤药物的协同增效作用也已得

到广泛证实, 其机制主要是通过抑制COX-2的表达和

炎症信号通路 [如核转录因子 (nuclear transcription

factor-κB, NF-κB)] 的活化而发挥协同增效作用[5-8]。

预实验结果显示, RCE-4对炎症的主要靶标COX-2和

NF-κB 的表达均具有明显的诱导作用 , 不同浓度的

RCE-4作用于Ca Ski细胞后, COX-2和NF-κB蛋白的

表达量提高了 3～5倍, 推测RCE-4在作用于Ca Ski细

胞后可能会激活炎症信号通路从而削弱其抗宫颈癌效

果。另外, 预实验还发现, RCE-4能显著增加非甾体抗

炎药活化因子 1 (non-steroidal anti-inflammatory drugs

activity gene-1, NAG-1) 在 Ca Ski 细胞中的表达。

NAG-1是一种转化生长因子 (TGF-β) 超家族成员, 具

有抑制肿瘤细胞增殖和促进凋亡的作用, NSAIDs 能

诱导某些肿瘤细胞表达 NAG-1而导致肿瘤细胞生长

停滞和凋亡增加[9], 因此, 该蛋白是非COX-2途径的重

要炎症靶点[10,11]。在预实验结果的启发下, 本课题组

推测是否可以将RCE-4与非甾体抗炎药联用, 通过抑

制 COX-2和 NF-κB, 激活 NAG-1的表达, 从而发挥协

同抗肿瘤作用, 以增强RCE-4的抗宫颈癌效果。

化疗药物的最终目标是诱导肿瘤细胞死亡, 比如

坏死、Ⅰ型程序性细胞死亡 (凋亡) 和Ⅱ型程序性细胞死

亡 (自噬)[12]。本课题组前期的工作已经证实, RCE-4

主要通过诱导Ca Ski细胞凋亡和自噬而发挥抗宫颈癌

作用[3,13,14]。其中, 诱导的凋亡促进了Ca Ski细胞的死

亡, 为正调控, 但诱导的自噬则保护了Ca Ski细胞的存

活和增殖, 为负调控。另外, 凋亡和自噬作为细胞程序

Figure 1 The molecular structure of RCE-4
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性死亡的两种方式并不是孤立存在的, 现有研究已证

实, Bcl-2-Beclin 1复合体分子是细胞内自噬与凋亡互

反馈调控网络的核心和“总开关”, 其胞内分子数量的

动态变化调控着细胞程序性死亡的启动、进行和终止

的全过程[15-19]。因此, 本研究将 RCE-4与非甾体抗炎

药联用, 探究联合用药方案是否可以改变对Ca Ski细

胞自噬和凋亡的调控, 比如加强其正调控 (促进凋亡)、

减弱负调控 (抑制自噬), 是否可以调节Bcl-2-Beclin 1

复合体的形成和解离, 从而深入解析二者联用的分子

作用机制。

综上所述, 本研究拟尝试将RCE-4与不同的非甾

体抗炎药联用 , 寻找最佳的联用药物和剂量 , 探索

RCE-4减毒增效的途径。同时以Ca Ski细胞的程序性

死亡为切入点, 系统研究药物联用的分子作用机制, 为

RCE-4将来的临床应用提供理论支撑。

材料与方法

细胞株 人宫颈癌Ca Ski细胞 (中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库)。

主要材料与试剂 RCE-4 (本实验室从吉祥草中

分离并进行结构鉴定); 布洛芬 (ibuprofen)、吲哚美辛

(indometacin)、双氯芬酸钠 (diclofenac sodium)、塞来昔

布 (celecoxib) (阿拉丁 aladdin); 一抗 COX-2、NAG-1、

NF-κB、p62、Beclin 1、pBeclin 1、微管相关蛋白轻链 3

(microtubule-associated protein 3, LC3) -I/II、自噬相关

基因 (autophagy-related gene, ATG) 3、ATG5、ATG7、

ATG4B、ATG14、B 淋巴细胞瘤-2 (B cell lymphoma-2,

Bcl-2)、Bcl-2 相关 X 蛋白 (Bcl-2 associated X protein,

Bax)、Bcl-2/Bcl-xl 相关死亡启动因子 (Bcl-2/Bcl-xl-

associated death promoter, Bad)、B 淋巴细胞瘤 -xl (B

cell lymphoma-xl, Bcl-xl)、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白

水解酶 (cysteinyl aspartate specific proteinase, caspase) 3、

cleaved-caspase 3、caspase 9、cleaved-caspase 9、cleaved-

caspase 7、β -actin (美国 Cell Signaling Technology 公

司); 二抗辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG (武汉塞维尔生

物科技有限公司); 1640 培养基 (美国 Gibco 公司); 胎

牛血清 (浙江天杭生物科技股份有限公司); 青霉素-链

霉素混合液 (北京索莱宝科技有限公司); MTT (美国

Amersco公司); DMSO (美国Sigma公司); ECL超敏发

光液 (北京普利莱基因技术有限公司); Jc-1染色试剂

盒 (国产 Beyotime C2006); AO/EB双荧光染色试剂盒

(雷根生物公司)。

仪器 酶标仪 (瑞士 TECAN infinite F200 PRO);

荧光显微镜 (宁波舜宇仪器有限公司 XD30A-RFL);

CO2培养箱 (德国Binder公司)。

Ca Ski 细胞培养和传代 Ca Ski 细胞采用 1640

培养基 (含10%胎牛血清、1%青链霉素双抗) 于37 ℃、

5% CO2、饱和湿度的培养箱中培养 , 0.25% 胰酶消化

传代。

MTT 法及 CalcuSyn V2.0 软件检测 RCE-4 与非

甾体抗炎药联合应用对 Ca Ski细胞增殖的影响 以

2、4、6、8、10 和 12 μmol·L-1 RCE-4 单用及分别与 20、

40、60、80、100、120 μmol·L-1 非甾体抗炎药联合应用,

并设置对照组, 每组设定 5个复孔, 检测对Ca Ski细胞

的增殖抑制效果。待细胞培养到对数期后, 调整Ca Ski

细胞浓度为每毫升 1×105个, 以每孔 100 μL细胞悬液

接种至 96孔板中, 培养 24 h后, RCE-4单药组加入上

述 6个浓度梯度的 100 μL RCE-4溶液, 联用组加入上

述浓度梯度RCE-4和相应浓度的非甾体抗炎药100 μL

混合溶液, 对照组 (control) 加100 μL培养基, 48 h后每

孔加入 5 g·L-1 MTT工作液 20 μL, 避光孵育 4 h后, 每

孔加入 150 μL DMSO, 室温震荡 10 min。在酶标仪上

492 nm波长处测定各孔的吸光度值, 计算对细胞的抑

制率。细胞抑制率 (%) = 1 - (加药孔吸光度值 - 空白

孔吸光度值) / (对照孔吸光度值 - 空白孔吸光度值) ×

100%, 取平均值, 每组重复3次。而后, 以CalcuSyn V2.0

软件计算两药联合用药协同指数 (combination index,

CI), CI > 1为拮抗作用, CI = 1 为相加作用, 0.7 < CI < 1

为轻微协同作用, 0.3 < CI < 0.7为协同作用, CI < 0.3

为强协同作用。

Western blot 分析炎症、自噬及凋亡相关蛋白表

达水平 待细胞长到对数期, 经过药物处理 24 h后收

集细胞, 加入含磷酸蛋白酶抑制剂的蛋白质裂解液裂

解细胞提取蛋白质, SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 80 V恒

压 30 min, 再转 120 V恒压分离出目的蛋白, 电泳结束

后转印蛋白至 PVDF膜上, 脱脂牛奶封闭液室温封闭

2 h, TBST洗 3次, 每次 10 min, 加入相应一抗, 4 ℃摇

床孵育过夜, TBST洗 3次, 每次 10 min, 然后用辣根酶

标记的二抗室温孵育 1 h, 再次用TBST洗涤 3次, 每次

10 min, 然后用 ECL发光液显影, 以 β-actin作为内参,

使用 Image J软件进行各组蛋白条带灰度值计算。

Jc-1试剂盒检测线粒体膜电位 调整Ca Ski细胞

浓度为每毫升为 1×105个, 接种于 24孔板, 培养至贴壁

后, 设置对照组, 加入相应药液分别处理 6、12和 24 h。

将冻存的储存液置于室温充分融化后, 用预热的培养

基稀释至所需工作液浓度。吸去培养液, PBS漂洗2次

后加入 Jc-1染色工作液, 5% CO2饱和湿度、37 ℃的培

养箱中孵育20 min后, 荧光显微镜检测计数并拍照。

AO/EB 荧光双染检测细胞凋亡 取对数生长期

的Ca ski细胞以每毫升 2×105个的单细胞悬液 1 mL接
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种于 24孔板中, 待细胞贴壁后, 设置对照组, 用相应药

液处理 6、12 和 24 h 后 , 收集细胞 , 用 PBS 冲洗 2 次 ,

AO Stain Buffer (1×) 清洗细胞 1次, 加入适量的AO染

色缓冲液 (1×) 重悬细胞, 按照细胞悬液: AO染色液 =

19∶1的比例混合, 并加入适量AO、EB染色液, 轻轻混

匀, 室温避光染色 15 min, 在荧光显微镜 (激发滤光片

波长 488 nm, 阻断滤光片波长 515 nm) 下观察细胞形

态学变化, 计数并拍照。

免疫共沉淀检测 Bcl-2-Beclin 1 复合体的相对含

量 设置对照组将 Ca Ski 细胞用 RCE-4 (4 μmol·L-1)

或 RCE-4 (4 μmol·L-1) 和塞来昔布 (80 μmol·L-1) 联合

应用处理后, 于 5% CO2饱和湿度、37 ℃的孵箱中培养

24 h。用RIPA裂解液裂解Ca Ski细胞, 将全细胞裂解

物用 protein A/G琼脂糖珠预清除, 然后加入Bcl-2或对

照 IgG 在 4 ℃缓慢摇动抗原抗体混合物过夜或室温

1 h。免疫沉淀物捕获在 protein A/G琼脂糖珠并分别

通过蛋白质印迹分析抗Bcl-2或Beclin 1的抗体。

统计学分析 采用 GraphPad Prism 5.0 统计学软

件, 数据以均数 ± 标准差表示, 采用单因素方差分析

比较各组间差异。

结果

1 RCE-4对COX-2、NF-κB和NAG-1等炎症相关蛋

白的影响

RCE-4作用Ca Ski细胞24 h后用Western blot法检

测其对炎症相关蛋白COX-2、NF-κB和NAG-1的影响

(图 2)。结果显示, RCE-4能显著增加促炎因子COX-2

和 NF-κB蛋白的表达 (与正常组相比, 具有极显著差

异, P < 0.001), 表明RCE-4在发挥抗肿瘤作用的同时可

能激活了炎症通路。另外, RCE-4能极显著增加非甾

体抗炎药活化因子NAG-1蛋白的表达, 表明RCE-4与

非甾体抗炎药具有潜在的协同作用。因此, 本实验将对

RCE-4与非甾体抗炎药的协同抗肿瘤作用进行研究。

2 RCE-4与非甾体抗炎药的协同抗肿瘤作用

应用 MTT 方法检测 RCE-4 与 4 种不同的非甾体

抗炎药联用时对 Ca Ski 细胞增殖的抑制作用 , 应用

CalcuSyn V2.0 软件计算联合用药协同指数 (CI) 值。

结果表明 (表 1、图 3), RCE-4 与双氯芬酸钠、布洛

芬、吲哚美辛、塞来昔布联用时均有一定的协同效果,

效果最好时的 CI 值分别为 0.87、0.76、0.63、0.32。其

中, 塞来昔布与RCE-4的协同用药效果最好, 将RCE-4

对 Ca Ski 的 IC50值从 4.71 μmol·L-1降至 0.86 μmol·L-1,

80 μmol·L-1 塞来昔布与 RCE-4 的协同指数 CI 值为

0.32。因此, 以下研究将以塞来昔布为模型药, 工作浓

度选定为 80 μmol·L-1, 探讨RCE-4与非甾体抗炎药联

用的分子作用机制。

3 RCE-4与塞来昔布联用对Ca Ski细胞炎症相关蛋

白的调控

应用Western blot方法检测RCE-4 (2、4和8 μmol·L-1)

Figure 2 Effect of RCE-4 on inflammatory related proteins

(COX-2, NF- κB, NAG-1) expression. Ca Ski cells were treated

with RCE-4 (2, 4, 8 μmol·L-1) for 24 h. n = 3,
-
x ± s. ***P < 0.001 vs

control group. COX-2: Cyclooxygenase-2; NF- κB: Nuclear tran‐

scription factor kappa B; NAG-1: Non-steroidal anti-inflammatory

drugs activity gene-1

Figure 3 Effect of RCE-4 in combination with non-steroidal anti‐

inflammatory drugs on proliferation of Ca SKi cells. Ca Ski cells

were treated with RCE-4 and non-steroidal anti-inflammatory drugs

separately or in combination for 48 h. n = 3,
-
x ± s. ##P < 0.01,

###P < 0.001 vs RCE-4 group

Table 1 Combination index (CI) value of RCE-4 in combination

with celecoxib on proliferation of Ca Ski cells. Ca Ski cells were

treated with RCE-4 (2, 4, 6, 8, 10, 12 μmol·L-1) and celecoxib (20,

40, 60, 80, 100, 120 μmol·L-1) separately or in combination for

48 h. n = 3,
-
x ± s

RCE-4

/μmol·L-1

2

4

6

8

10

12

Celecoxib/μmol·L-1

20

1.34

0.96

0.81

0.93

1.12

1.09

40

1.11

0.85

0.74

0.83

1.02

1.23

60

0.83

0.65

0.41

0.61

0.56

0.92

80

0.53

0.41

0.39

0.32

0.56

0.60

100

0.67

0.60

0.81

1.01

1.04

1.19

120

0.94

0.99

0.87

1.27

1.20

1.12
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与塞来昔布 (80 μmol·L-1) 联用时COX-2、NF-κB、NAG-1

三种蛋白的表达。结果显示 (图4), 与单用RCE-4相比,

高、中、低浓度的RCE-4与塞来昔布联用时, 均能极显著

地抑制促炎因子COX-2和NF-κB蛋白的表达 (P < 0.001),

同时能显著增加NAG-1蛋白的表达 (P < 0.05)。

4 RCE-4与塞来昔布联用对Ca Ski细胞自噬的影响

在本课题组之前的研究中已经发现, RCE-4能诱

导Ca Ski细胞发生自噬, 但诱导的自噬对Ca Ski细胞

是保护性的, 有利于Ca Ski细胞的存活[13]。因此, 本研

究主要考察当RCE-4与塞来昔布联用时, 是否可以抑

制这种保护性自噬, 从而增强RCE-4的抗宫颈癌活性。

Western blot 结果显示 (图 5、6), 与单用 RCE-4 相比 ,

高、中、低浓度的RCE-4与塞来昔布联用时, 均能极显

著地抑制自噬标志蛋白 LC3-II、自噬起始因子 Beclin

1、自噬底物 p62 及参与自噬过程的重要蛋白分子

ATG3、ATG5、ATG7、ATG4B和ATG14的表达水平, 并

增加了磷酸化的Beclin 1表达水平 (P < 0.001)。以上

结果说明, RCE-4与塞来昔布联用时抑制了RCE-4诱

导的Ca Ski细胞的保护性自噬。

5 RCE-4与塞来昔布联用对Ca Ski细胞凋亡的影响

5.1 RCE-4与塞来昔布联用对Ca Ski细胞Bcl-2家族

蛋白的调控 前期研究已证实RCE-4可诱导Ca Ski细

胞发生线粒体途径的凋亡[3], 本研究旨在探究 RCE-4

与塞来昔布联用时能否增强RCE-4诱导的Ca Ski细胞

线粒体途径的凋亡。鉴于Bcl-2家族蛋白可调节线粒

体外膜的透化作用 (MOMP), 进而调控线粒体途径的

凋亡, 本研究对 Bcl-2家族蛋白以 Western blot法进行

了检测, 结果显示 (图 7), 与单用 RCE-4相比, 高、中、

低浓度的RCE-4与塞来昔布联用均极显著上调促凋亡

蛋白 Bax、Bad 的表达水平 , 极显著下调抑凋亡蛋白

Bcl-2、Bcl-xl 的表达水平 , Bax/Bcl-2 比值显著增大

(P < 0.001)。

5.2 RCE-4与塞来昔布联用对Ca Ski细胞 caspase家

族蛋白的调控 Bcl-2家族蛋白调控线粒体通透性转

变孔 (mitochondrial permeability transition pore, MPTP)

不可逆地过度开放, 致使线粒体外膜的透化作用发生

Figure 5 Effect of RCE-4 in combination with celecoxib on autophagy related proteins (LC3-II, Beclin 1, pBeclin 1, p62) expression. Ca

Ski cells were treated with RCE-4 (2, 4, 8 μmol·L-1) and celecoxib (80 μmol·L-1) separately or in combination for 24 h. n = 3,
-
x ± s. ***P <

0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs RCE-4 group. LC3: Microtubule-associated protein 3

Figure 4 Effect of RCE-4 in combination with celecoxib on inflammatory related proteins (COX-2, NF-κB, NAG-1) expression. Ca Ski

cells were treated with RCE-4 (2, 4, 8 μmol·L-1) and celecoxib (80 μmol·L-1) separately or in combination for 24 h. n = 3,
-
x ± s. ***P < 0.001

vs control group; #P < 0.05, ###P < 0.001 vs RCE-4 group
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后, 凋亡信号蛋白 caspase 9 被激活, 进而进一步激活

凋亡执行蛋白 caspase 3、7介导的 caspase级联反应, 引

起细胞凋亡。因此, 本研究以Western blot法对 caspase

家族蛋白进行检测, 结果显示 (图 8), 与单用RCE-4对

比, 高、中、低浓度的RCE-4与塞来昔布联用极显著上

调 cleaved-caspase 3、7和9的表达水平 (P < 0.001)。

5.3 Jc-1染色试剂盒检测RCE-4与塞来昔布联用Ca

Ski细胞的线粒体膜电位 线粒体膜电位 (mitochon‐

drial membrane potential, MMP) 去极化是细胞早期凋

亡的标志, 由此, 本研究以 Jc-1染色试剂盒检测线粒体

膜电位, 并统计早期凋亡细胞比例, 结果显示 (图9), 与

单用 RCE-4 (4 μmol·L-1) 对比 , RCE-4 (4 μmol·L-1) 与

塞来昔布 (80 μmol·L-1) 联用时, 绿色荧光增强, 红色荧

光减弱, 表明线粒体膜电位的去极化程度更深, 早期凋

亡的细胞比例增多 (P < 0.001)。

5.4 AO/EB双荧光染色检测RCE-4与塞来昔布联用

诱导的 Ca Ski细胞的凋亡 AO/EB 双荧光染色结果

(图 10) 显示 , 与单用 RCE-4 (4 μmol·L-1) 对比 , RCE-4

(4 μmol·L-1) 与塞来昔布 (80 μmol·L-1) 联用时, 绿色荧

光减弱, 红色荧光增强, 红/绿荧光比例变化显著, 凋亡

细胞比例显著增加, 凋亡水平显著增强。

6 RCE-4 与塞来昔布联用对 Ca Ski 细胞中 Bcl-2-

Beclin 1复合体的调控

Bcl-2-Beclin 1复合体是细胞自噬与凋亡的“分子

调控开关”, 该复合体对肿瘤细胞自噬与凋亡的调控机

制已成为当前肿瘤防治的研究热点, 本研究旨在考察

Figure 6 Effect of RCE-4 in combination with celecoxib on autophagy related gene proteins (ATG4B, ATG14, ATG3, ATG5, ATG7)

expression. Ca Ski cells were treated with RCE-4 (2, 4, 8 μmol·L-1) and celecoxib (80 μmol·L-1) separately or in combination for 24 h. n = 3,
-
x ± s. ***P < 0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs RCE-4 group

Figure 7 Effect of RCE-4 in combination with celecoxib on B-cell lymphoma-2 family proteins (Bax, Bcl-2, Bcl-xl, Bad) expression. Ca

Ski cells were treated with RCE-4 (2, 4, 8 μmol·L-1) and celecoxib (80 μmol·L-1) separately or in combination for 24 h. n = 3,
-
x ± s. ***P <

0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs RCE-4 group. Bcl-2: B cell lymphoma-2; Bcl-xl: B cell lymphoma-xl; Bax: Bcl-2 associated X protein;

Bad: Bcl-2/Bcl-xl-associated death promoter
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RCE-4与塞来昔布联用对该复合体的影响。免疫共沉

淀结果 (图 11) 显示, 与单用 RCE-4对比, RCE-4与塞

来昔布联用Bcl-2-Beclin 1复合体含量显著降低, 说明

RCE-4与塞来昔布联用后进一步抑制了Bcl-2-Beclin 1

复合体的形成 (P < 0.001)。

讨论

探索化疗药物的减毒增效途径及机制一直是肿瘤

研究人员重点关注的领域之一。基于炎症在肿瘤发生、

发展和转移等进程中扮演的重要作用[20], 将 NSAIDs

与细胞毒类抗肿瘤药物联合的用药方案, 可以增强其

化疗效果、降低其毒副反应, 且已在科研及临床实践中

取得了较好的效果[5-8]。越来越多的研究表明, NSAIDs

不仅通过抑制环氧合酶发挥协同增效作用, 还可以通

过 NF-κB、NAG-1 和 PI3K 等多个靶点介导的非 COX

依赖途径发挥重要作用[21-23]。NAG-1蛋白作为非甾体

Figure 8 Effect of RCE-4 in combination with celecoxib on cysteinyl aspartate specific proteinase (caspase) family proteins (caspase 3,

caspase 9, cleaved-caspase 3, cleaved-caspase 7, cleaved-caspase 9) expression. Ca Ski cells were treated with RCE-4 (2, 4, 8 μmol·L-1) and

celecoxib (80 μmol·L-1) separately or in combination for 24 h. n = 3,
-
x ± s. ***P < 0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs RCE-4 group

Figure 9 Effect of RCE-4 in combination with celecoxib on mitochondrial membrane potential (MMP) of Ca Ski cells. Ca Ski cells were

treated with RCE-4 (4 μmol·L-1) and celecoxib (80 μmol·L-1) separately or in combination for 6, 12, or 24 h. Scale bar: 100 μm. n = 3,
-
x ± s.

###P < 0.001 vs RCE-4 group
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抗炎药活化基因的表达产物, 国内外细胞实验和裸鼠

移植瘤模型均证实其具有良好的促凋亡、抑制肿瘤细胞

生长增殖的作用, 在使用NSAIDs刺激后, 肿瘤细胞内

的NAG-1表达上调, 且与细胞凋亡呈正相关[9-11]。塞来

昔布作为一种高选择性COX-2抑制剂, 其本身不具有

明显的细胞毒活性 (IC50 > 200 μmol·L-1), 但在与多种抗

肿瘤药物联合应用时展现了较好的减毒增效作用[5-8]。

虽有文献报道不少甾体皂苷作用肿瘤细胞之后,

能抑制COX-2和NF-κB的表达, 但本课题组反复验证

的实验结果显示 RCE-4 可能具有一定特殊性 , 其对

COX-2和NF-κB并非抑制而是诱导作用, 这给了研究

人员将RCE-4与非甾体抗炎药联合应用的启示。在本

实验中, 塞来昔布与RCE-4的协同效果要好于布洛芬、

吲哚美辛和双氯芬酸钠等非甾体抗炎药, IC50值降低了

约80%。正如预期, 塞来昔布与RCE-4联用之后极显著

地抑制了COX-2和NF-κB等炎症关键蛋白的表达, 削弱

了RCE-4作用于Ca Ski细胞后COX-2蛋白上调及相关

炎症信号通路激活而导致的细胞耐药性。另外, 二者联

用后极显著上调了NAG-1的表达, 从而通过非COX-2

途径增强了NSAIDs与RCE-4的协同抗肿瘤活性。

应用Western blot、Jc-1染色和AO/EB双荧光染色

等实验对Ca Ski细胞内的凋亡及自噬相关指标分析结

果显示, RCE-4与塞来昔布联用后抑制了其诱导的Ca

Ski细胞的保护性自噬, 增强了其诱导的Ca Ski细胞凋

Figure 11 Effect of RCE-4 in combination with celecoxib on Bcl-2-Beclin 1 complex. Ca Ski cells were treated with RCE-4 (4 μmol·L-1)

and celecoxib (80 μmol·L-1) separately or in combination for 24 h. n = 3,
-
x ± s. ***P < 0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs RCE-4 group

Figure 10 Effect of RCE-4 in combination with celecoxib on apoptosis of Ca Ski cells. Ca Ski cells were treated with RCE-4 (4 μmol·L-1)

and celecoxib (80 μmol·L-1) separately or in combination for 6, 12, or 24 h. Scale bar: 100 μm. n = 3,
-
x ± s. ###P < 0.001 vs RCE-4 group
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亡, 从而改变了RCE-4对Ca Ski细胞程序性死亡的综

合调控。凋亡和自噬作为细胞程序性死亡的两种方

式, 并不是孤立存在的, 细胞内一些分子如 Beclin 1、

Bcl-2、caspase 3/7/9、ATG 等在二者之间的频繁交叉

出现证实凋亡与自噬之间存在串扰、反馈等复杂的

调控机制[18,24,25]。在 ATG 家族成员 (ATG4B、ATG14

等) 的参与下, Beclin 1 通过 BH3 结构域与 Bcl-2 结合

成Bcl-2-Beclin 1大分子复合体, 复合体解离时则释放

出Bcl-2和Beclin 1蛋白, 二者分别进入线粒体和自噬

前体, 调控凋亡和自噬的进程[15-18]。应用免疫共沉淀

技术对 Ca Ski 细胞内 Bcl-2-Beclin 1 复合体分析结果

显示, 与单用 RCE-4相比, RCE-4与塞来昔布联用后,

Bcl-2-Beclin 1 复合体的相对含量显著减少。这说明

RCE-4与塞来昔布联用后, 显著抑制了Bcl-2-Beclin 1

复合体的形成, 同时通过下调Beclin 1、Bcl-2的表达从

而抑制 RCE-4 诱导的 Ca Ski 细胞保护性自噬 , 增强

RCE-4诱导的Ca Ski细胞凋亡。

综上, RCE-4可能通过对Bcl-2-Beclin 1复合体分

子的调控诱导 Ca Ski 细胞发生显著自噬和凋亡。

RCE-4与塞来昔布联合用药可能通过进一步抑制Bcl-2-

Beclin 1复合体分子的形成, 抑制自噬起始因子Beclin 1

及抑制抑凋亡蛋白Bcl-2的表达, 从而抑制RCE-4诱导

的 Ca Ski细胞保护性自噬, 增强 RCE-4诱导的 Ca Ski

细胞凋亡, 使得RCE-4对Ca Ski的选择性细胞毒活性

增强, 临床用药量有望降低。但是, RCE-4与塞来昔布

联合用药对 Bcl-2-Beclin 1 复合体分子的具体调控机

制, 及其对炎症、自噬、凋亡相关蛋白通路调控的上下

游关系值得进一步研究, 为将来RCE-4的临床应用提

供理论依据。
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