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白藜芦醇 （

resveratrol

，

Res

）是一种重要的植

物抗毒素，存在于多种天然植物中 ，具有抗突变、

抗氧化等多种生物活性

[1]

。近年来，国内外许多研

究发现白藜芦醇对多种癌细胞具有明显的抑制作

用

[2]

，并且具有低毒、无诱变性等优势。 本实验拟探

讨白藜芦醇对人结肠癌细胞株

HT-29

的体外增

殖抑制作用， 为白藜芦醇防治结直肠癌提供实验

依据。

1

实验材料

结肠癌细胞系

HT-29

购自美国

ATCC

公司；牛

血清白蛋白（

BSA

）、培养基

RPMI1640

均购自

GIBCO

公司；细胞计数试剂盒（

cell counting Kit-8

，

CCK-8

）

购自上海日本同仁研究所；

Annextin V-FITC/PI

凋

亡试剂盒购自凯基生物公司 ； 白藜芦醇购自美

国

Sigma

公司 ； 流式细胞仪购自

BD

公司 ；

CO

2

培养箱购自

THERMO

公司 ； 低速离心机购自

Eppendorf

公司 ； 倒置显微镜购自

OLYMPUS

公

司 。

2

实验方法

2.1

细胞培养 人结肠癌细胞株

HT-29

细胞培养

于含

10%

胎牛血清的

1640

培养基中， 在

37℃

、

5%

CO

2

恒温培养箱中常规培养， 用

0.25%

胰酶

-EDTA

消化传代。 当细胞生长状态稳定，呈对数生长期时

用于实验。

2.2 CCK-8

法检测

HT-29

细胞增殖反应 将对数

生长期的细胞消化计数， 以

5000

个

/

孔的密度将

细胞铺入

96

孔板中， 培养

24h

， 换无血清培养基

液，加

1%BSA

替代血清，试验组按照不同浓度梯

度

125

、

62.5

、

31.25

、

15.625

、

7.8125μg/mL

加入白藜

芦醇， 阳性对照组加入等体积

10μg/mL

的

5-FU

，

空白组加入等体积培养基， 药物作用

24h

、

48h

和

72h

后进行

CCK-8

检测， 弃去培养液， 每孔加入

10μL

的

CCK-8

溶液，继续培养

4h

，吸去上清液后

置于空气振荡器上振荡

10min

， 以酶标仪测定

450nm

下的吸光值 （

D450nm

），根据吸光值算出抑

制率。

细 胞 增 殖 抑 制 率 （

%

）

=

（

1 －Ｒes

作 用 细 胞

D450nm/

对照细胞

D450nm

）

×100%

2.3

流式细胞仪检测白藜芦醇对

HT-29

凋亡的干

预 将对数生长期的细胞消化计数， 以

50000

个

/

孔

的密度将细胞铺入

6

孔板中，

24h

待细胞贴壁变形

后， 试验组分别以

IC

50

剂量、

2

倍

IC

50

剂量、

4

倍

IC

50

剂量加入白藜芦醇，阳性对照组加入等体积

10μg/mL

的

5-FU

，空白组加入等体积的培养基。 药物作用

48h

白藜芦醇对结肠癌 HT-29 细胞的

增殖抑制作用研究

叶晓瑞

1

金黑鹰

2

（

1.

南京中医药大学第一临床学院，江苏南京

210023

；

2.

南京中医药大学第三附属医院，江苏南京

210001

）

摘 要 目的 ：观察白藜芦醇对体外培养的人结肠癌

HT-29

细胞的增殖抑制作用 。 方法 ：使用不同浓度白

藜芦醇处理体外培养结肠癌细胞系

HT-29

后 ，运用细胞计数试剂盒检测法 （

CCK-8

）检测白藜芦醇对

HT-29

细胞生长的影响 ，流式细胞术 （

FCM

）检测白藜芦醇对

HT-29

细胞凋亡率的影响 。结果 ：

CCK-8

法检测显示白藜

芦醇对

HT-29

细胞的增殖有明显抑制作用 ，且在一定浓度范围内呈剂量依赖性 （

P＜0.01

）。

FCM

法检测结果提

示 ，与阴性对照组比较 ，不同浓度的白藜芦醇可以提高

HT-29

细胞凋亡率 （

P＜0.05

）。 结论 ：白藜芦醇对人结肠

癌

HT-29

细胞的增殖有抑制作用 ，且能诱导

HT-29

细胞凋亡 ，是一种高效低毒的药物 ，其具体机制有待进一

步探讨 。
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表

1

受试药物作用不同时间对

HT-29

细胞的增殖抑制作用（

24h

）

作用

24h

OD

值（

Mean±SD

） 抑制率（

%

）

OD

值（

Mean±SD

）

1.5353±0.0196 - 1.6480±0.0226

作用

48h

抑制率（

%

）

-

作用

72h

OD

值（

Mean±SD

） 抑制率（

%

）

1.4687±0.0607 -

药物名称

给药剂量

（

μg/mL

）

空白

-

0.6933±0.0237

**

54.84 0.5320±0.0267

**

67.72 0.3927±0.0146

**

73.265-FU 10

白藜芦醇

125 0.3773±0.0096

**

73.43 0.4083±0.0120

**

75.22 0.3420±0.0155

**

76.71

白藜芦醇

62.5 0.3243±0.0114

**

78.88 0.3847±0.0414

**

76.66 0.2917±0.0061

**

80.41

白藜芦醇

31.25 0.5203±0.0171

**

66.11 0.6777±0.0345

**

58.88 0.5183±0.0208

**

64.71

白藜芦醇

15.625 1.0280±0.0505

**

33.04 1.0740±0.0614

**

34.85 0.9580±0.0360

**

34.77

白藜芦醇

7.8125 1.1167±0.0093

**

27.27 1.2073±0.0420

**

26.74 1.0637±0.0670

**

27.58

注：与对照组比较，

*P＜0.05

，

**P＜0.01

。

后， 用无

EDTA

胰酶消化收集细胞于各流式管中，

PBS

洗涤

2

次，

1000r/min

离心

5min

收集细胞， 弃上

清，每管加入

500μL Binding Buffer

重悬细胞，然后

加入

5μL Annexin V-FITC

染料混匀后，再加入

5μL

PI

染料混匀，室温避光反应

20min

，最后用流式细胞

仪检测。 上述试验至少重复

3

次，并取平均数进行统

计分析。

2.4

统计学方法 数据以 （

x±s

） 表示， 采用

SPSS

13.0

统计软件分析，组间数据比较采用独立样本

t

检

验， 多组间的数据比较采用单因素方差分析， 以

P＜

0.05

为差异有统计学意义。

3

实验结果

3.1

白藜芦醇对人结肠癌

HT-29

细胞生长的影响

经不同浓度白藜芦醇 （

125

、

62.5

、

31.25

、

15.625

、

7.8125μg/mL

） 处理

HT-29

细胞后，

HT-29

细胞增

殖受到显著抑制， 这种抑制作用在一定浓度范围

内呈剂量依赖性。

62.5μg/mL

白藜芦醇作用

72h

的

抑制率高达

80.41%

， 而相应阳性对照组的抑制率

则为

73.26%

，经计算白藜芦醇抑制

HT-29

细胞增

殖

24h

的

IC

50

为

25.43μg/mL

，

48h

为

27.01μg/mL

，

72h

为

23.14μg/mL

。 见表

1

。

3.2

白藜芦醇对人结肠癌

HT-29

细胞周期及凋亡

率的影响 药物处理

48h

后，不同浓度的白藜芦醇

（

25

、

50

、

100μg/mL

） 可以明显促进人结肠癌

HT-29

细胞凋亡，且总的凋亡率呈剂量依赖性，与阴性对

照组比较，细胞凋亡率差异有统计学意义（

P＜0.05

），

结果见表

2

和图

1

。

表

2

白藜芦醇对

HT-29

细胞凋亡率的影响

空白组

组别

2.83±0.55

早期凋亡率（

%

）

4.60±0.26

总凋亡率（

%

）

IC

50

组（

25μg/mL

）

9.97±0.85

**

12.97±0.40

**

2

倍

IC

50

组（

50μg/mL

）

10.20±3.16

*

16.97±0.98

**

4

倍

IC

50

组（

100μg/mL

）

11.70±0.53

**

21.00±1.10

**

5-FU

组（

10μg/mL

）

4.47±1.07

**

25.37±3.67

**

注：与阴性对照组比较，

*P＜0.05

，

**P＜0.01

。

阴性对照组

阳性对照组

IC

50

剂量组

2

倍

IC

50

剂量组

4

倍

IC

50

剂量组

图

1

各组

HT-29

细胞凋亡流式结果

4

讨论

结直肠癌是目前影响人类

健康的最重要的肿瘤之一，其

发病率和死亡率占所有肿瘤第

3

位， 且其发病率呈逐渐上升

趋势。 尽管结直肠癌防治研究

近年来取得了长足的进步，但

是其总体

5

年生存率仍然徘徊

在

50%～60%

之间，仍然有

30%

～40%

的患者死于复发和转移

[3-

4]

，治疗效果仍然不十分理想。 因此开发新的低毒高

效抗结肠癌的药物，逐渐成为结肠癌防治研究的重

点之一。

白藜芦醇是一种天然的含有芪类结构的多酚化

合物，广泛存在于虎杖、葡萄、桑葚、花生等

70

多种

天然植物中，尤以新鲜葡萄皮中含量最高。其具有广
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泛的生理和药理活性，如抗炎、抗菌、抗癌、抗动脉粥

样硬化、抑制血小板聚集、降血脂及免疫调节等

[5-6]

。

早在

1997

年已有研究表明， 白藜芦醇对癌症的起

始、促进、发展

3

个阶段均有明显的抑制作用

[7]

。近年

来，随着研究的不断深入，发现其对乳腺癌、胰腺癌、

前列腺癌、 胃癌等多种恶性肿瘤细胞均具有显著的

抑制作用

[8-9]

。 但目前关于白藜芦醇对结肠癌的作用

研究仍较少，且具体分子机制仍未完全清楚。

本研究采用

CCK-8

法检测不同浓度和时间白

藜芦醇对人结肠癌

HT-29

细胞增殖的影响， 实验

结果表明白藜芦醇在

7.8125～125μg/mL

对人结肠

癌

HT-29

细胞的增殖具有显著的抑制作用， 且在

7.8125～62.5μg/mL

浓度范围内呈剂量依赖性 ，而

125μg/mL

白藜芦醇组的癌细胞增殖抑制率并没有

随其浓度增加而增加。 之前已有体外研究表明，白

藜芦醇能剂量依赖性抑制包括

HT-29

、

HCT116

、

Caco-2

、

SW480

等多种人结肠癌细胞增殖

[10-11]

。 这

显然和我们的实验结果有一些出入， 笔者发现他

们实验用的白藜芦醇最大浓度为

200μmol/L

，而我

们 使 用 的 最 大 剂 量 为

125μg/mL

， 约 相 当 于

548μmol/L

。 因此笔者猜想可能存在一个峰值浓

度， 较低浓度范围的白藜芦醇呈剂量依赖性抑制

结肠癌细胞增殖， 而高于峰值浓度的白藜芦醇增

殖抑制作用反而下降， 具体的峰值浓度及其相关

机制需进一步的实验证实。 众多研究已表明，白藜

芦醇能通过多种途径诱导细胞凋亡而发挥抗结直

肠癌功效，如上调促凋亡基因

Bax

表达、线粒体依

赖途径等

[12-13]

， 且促凋亡作用均呈现出剂量依赖

性。 同样，我们的实验研究进一步证实了这一点，

流式细胞分析结果表明白藜芦醇能诱导人结肠癌

HT-29

细胞凋亡， 且总的凋亡率随着白藜芦醇浓

度的增加而增加。

综上所述，白藜芦醇可以显著抑制结肠癌

HT-29

细胞的增殖，并诱导其发生凋亡，但对其抑制结直

肠癌增殖和诱导凋亡的确切机制了解甚少，且多数

研究还停留在体外细胞实验和体内动物实验阶段，

缺乏相关的临床研究。 因此，对其相关机制的探讨

以及相关临床疗效有待更深入的研究，使其有望成

为新型的高效、低毒抗结肠癌药物。
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