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黄芪多糖通过调控miR-20a/TGFBR2分子轴降低结直肠癌HT-29/DDP
细胞的顺铂耐药性

招志辉，丘振文，招远明（广州中医药大学 第一附属医院，广东广州 510405）

[摘 要] 目的：探讨黄芪多糖（APS）通过调控miR-20a/TGFBR2分子轴对结直肠癌（CRC）顺铂耐药细胞HT-29/DDP增殖、侵

袭、凋亡和耐药性的影响及其机制。方法：以人CRC HT-29细胞、HT-29/DDP细胞为亲本和耐药细胞模型，将HT-29/DDP细胞随

机分为 4组：对照组、APS处理组、过表达miR-20a + APS组、沉默TGFBR2 + APS组。用不同质量浓度的APS（0、0.5、1.0、1.5和

2.0 mg/ml）处理HT-29/DDP细胞后，以qPCR和Wb实验检测细胞中miR-20a和TGFBR2的表达水平；用CCK-8、Transwell和An-

nexin V-FITC/PI染色流式细胞术检测对HT-29/DDP细胞增殖、侵袭和凋亡的影响；用双荧光素酶报告基因验证miR-20a与TGF-

BR2的靶向作用关系。构建裸鼠皮下CRC HT-29/DDP细胞移植瘤模型，观察APS对移植瘤生长的影响及其机制。结果：APS显

著抑制HT-29/DDP细胞的增殖（P<0.01），且呈剂量依赖性。miR-20a在经APS处理后的HT-29/DDP细胞中低表达（P<0.01）、

TGFBR2的表达水平显著上调（P<0.01）。双荧光素酶报告基因证实miR-20a靶向作用TGFBR2并下调其表达水平。体内外实验

证实APS通过靶向下调miR-20a对TGFBR2的抑制作用，提高HT-29/DDP细胞的药物敏感性，进而抑制该细胞增殖、侵袭和促进

凋亡（均P<0.01)；同时发现，该作用与抑制PCNA、Bcl-2蛋白而促进Bax、Caspase-3蛋白表达有关联。结论：APS通过下调miR-

20a对TGFBR2表达的抑制作用，从而逆转HT-29/DDP细胞对顺铂的耐药性。
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Astragalus polysaccharides suppressed cisplatin-resistance of colorectal cancer
TH-29/DDP cells via regulating miR-20a/TGFBR2 axis

ZHAO Zhihui, QIU Zhenwen, ZHAO Yuanming (The First Affiliated Hospital of Guangzhou University of Traditional Chinese Medi-

cine, Guangzhou 510405, Guangdong, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect of astragalus polysaccharides (APS) on proliferation, invasion, apoptosis and drug-

resistance of cisplatin-resistant colorectal cancer (CRC) HT-29/DDP cells through regulating miR-20a/TGFBR2 axis, and to explore the

possible mechanism. Methods: Human CRC HT-29 cells and HT-29/DDP cells were used as non-drug resistant and resistant cell mod-

els, respectively; HT-29/DDP cells were randomly divided into four groups, including untreated (HT-29/DDP) group, APS treatment

group, miR-20a mimics + APS group, and si-TGFBR2 + APS group. qPCR and Western blotting were applied to detect the expressions

of miR-20a and TGFBR2 in HT-29/DDP cells treated with different concentrations of APS (0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mg/ml). Subsequent-

ly, dual luciferase reporter gene assay was used to verify whether TGFBR2 was a target gene of miR-20a. In addition, CCK-8, Tran-

swell and Annexin V-FITC/PI double staining were applied to examine the effect of APS on proliferation, invasion and apoptosis of HT-

29/DDP cells. Furthermore, subcutaneous HT-29/DDP cell xenograft model was established on nude mice, and the effect of APS on the

growth of transplanted tumor was observed. Results: APS significantly inhibited the proliferation of HT-29/DDP cells in a dose-depen-

dent manner (P<0.01). Meanwhile, the expression of miR-20a was down-regulated in HT-29/DDP cells treated with APS, while the

expression of TGFBR2 was significantly up-regulated (all P<0.01). Additionally, dual luciferase reporter gene assay result showed that

TGFBR2 was a direct target of miR-20a in HT-29/DDP cells and its expression was suppressed. Furthermore, APS could enhance the

drug sensitivity of HT-29 / DDP cells through downregulating the inhibitory effect of miR-20a on TGFBR2 expression, thereby sup-

pressed proliferation and invasion, and induced apoptosis of HT-29/DDP cells in vitro and in vivo. It was also found that this effect was

related with the suppression of PCNA and Bcl-2 proteins and promotion of Bax and Caspase-3 proteins. Conclusion: APS reverses the

resistance of HT-29/DDP cells to cisplatin by down-regulating the inhibitory effect of miR-20a on TGFBR2 expression.
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是消化道常见

的恶性肿瘤之一，其发病率仅次于胃癌和食管癌，位

居全球恶性肿瘤的第4位。化疗是CRC目前主要的

治疗手段，但是对化疗药物产生耐药性一直是困扰

CRC治疗的难题[1]。因此，明确产生化疗耐性的潜在

机制，对成功治疗 CRC 具有重要的临床意义。研

究[2-4]发现，黄芪多糖（astragalus polysaccharides, APS）

为中草药黄芪中提取的主要活性成分，具有抗肿瘤、

抗氧化、抗病毒等多种药理及生物学功能。APS可上

调卵巢癌细胞对顺铂（cisplatin，DDP）的敏感性[5]，对

肺癌、肝癌和胃癌等具有抗肿瘤活性[6-7]，但在CRC辅

助治疗中APS抑制CRC细胞耐药性的分子机制尚无

相关研究报道。研究[8-9]表明，微小RNA（microRNA，

miRNA）的异常表达与恶性肿瘤的发生发展及化疗

耐药性等密切相关。APS通过调控miRNA的表达缓

解癌症发生及产生耐药的机制也未见报道。为此，

本研究探讨APS对CRC顺铂耐药（HT-29/DDP）细胞

耐药性的影响，进一步通过构建动物模型验证APS

调控CRC HT-29/DDP细胞耐药性的作用及其机制，

旨在为提高CRC疗效提供实验资料。

1 材料与方法

1.1 细胞系、实验动物及主要试剂

人 CRC HT-29/DDP 细胞、HT-29 细胞购自中科

院上海细胞研究所。雄性、4~5周龄、体质量（15±3）g

的 SD小鼠[SPF级，实验动物合格证号：SYXK（滇）

K2017-0009]购自中国科学院昆明动物研究所。

APS标准品（纯度>90%）购于北京索莱宝科技有

限公司，DMEM 和胎牛血清购自美国 Biological

Industries公司，miR-20a模拟物、miR-20a抑制剂和Ⅱ

型转化生长因子受体（TGFBR2）siRNA均由上海吉

玛制药技术有限公司提供，CCK-8试剂盒购自武汉

华美生物工程有限公司，Transwell 小室购自美国

Corning公司，Annexin V-FITC双染细胞凋亡检测试

剂盒购自上海贝博生物有限公司，双荧光素酶检测

试剂盒购自 Promega公司，RNA提取试剂盒和定量

PCR试剂盒SYBR premix Ex TaqTM购自日本TaKaRa

公司，抗TGFBR2抗体、抗 PCNA抗体、抗Bax抗体、

抗 Caspase-3 抗体、抗 Bcl-2 抗体、抗 GAPDH 抗体、

HRP标记的山羊抗兔二抗均购自美国CST公司。

1.2 细胞培养与转染

在试验开始前 48 h，将 HT-29/DDP 细胞以密度

1×104个/孔接种于 24孔板中，分别加入含 10%胎牛

血清、青霉素 100 U/ml 和链霉素 100 μg/ml 及含有

2 μg/ml的DDP及不含DDP的DMEM培养基，并在

37 ℃、5%CO2培养箱中常规培养。选取对数生长期

的HT-29/DDP细胞，胰酶消化后，将用DMEM培养基

调整密度为 1×105个/ml的细胞接种到 6孔板（2 ml/

孔），于 37 ℃、5%CO2培养箱中培养 24 h。按照Tur-

boFect Transfection Regent操作说明书进行miR-20a

模拟物、miR-20a抑制剂和 TGFBR2 siRNA转染，转

染48 h后于荧光显微镜下观察细胞的转染效果。

1.3 qPCR实验检测HT-29/DDP细胞及裸鼠肿瘤组

织中miR-20a和TGFBR2 mRNA的表达水平

用RNA提取试剂盒提取细胞和组织中总RNA

后逆转录成 cDNA，反应条件为 40 ℃变性 60 min，

25 ℃ 5 min，85 ℃ 5 min。然后，取2 μl逆转录产物进

行PCR检测，采用U6和GAPDH作为内参，反应条件

为 95 ℃变性 15 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 10 s，进

行 35个循环。引物序列：miR-20a F为 5’-TAAAGT-

GCTTATAGTGCAGGTAG -3’，R 为 5’- CTACCTG-

CACTATAAGCACTTTA-3’；TGFBR2 F 为 5’-AAC-

GCGTGACAGAGAGCGTCCTATGC - 3’，R 为 5’-

AAGCTTCAAAGACACATGGGAGATCC-3’；U6 F

为 5’- GATTTCTCCCTCATCGCTTACAG-3’，R 为

5’-CTGCTTCATGATCGTTGTTGCTTG-3’；GAPDH

F为 5’-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’，R为 5’-

CAAAGTTGTCATGGATGHACC - 3’。随后，按照

SYBR Primix Ex TaqTM说明书进行 qPCR，采用 2-ΔΔCt

法进行计算miR-20a和TGFBR2 mRNA的表达水平。

1.4 Wb实验检测HT-29/DDP细胞及裸鼠肿瘤组织

中TGFBR2蛋白的表达水平

提取各组经处理的细胞和裸鼠肿瘤组织后，加

入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液提取总蛋白，依据

BCA试剂盒的操作要求检测蛋白浓度。100℃变

性5 min后，将等量蛋白进行SDS-PAGE分离并转至

PVDF膜，经5%的BSA封闭1 h后加入抗TGFBR2（1∶1

000）、抗PCNA抗体（1∶2 000）、抗Bax抗体（1∶1 000）、抗

Bcl-2抗体（1∶2 000）和抗Caspase-3抗体（1∶1 000），

4 ℃过夜孵育。次日，加入 HRP标记的山羊抗兔

二抗（1∶1 000），室温孵育 1.5 h后，加入发光液后于

凝胶成像仪进行曝光、拍照，统计灰度值，计算相关

蛋白的相对表达量。

1.5 双荧光素酶基因报告实验验证miR-20a与TGF-

BR2的靶向结合

将miR-20a模拟物分别转入 TGFBR2野生型和

突变型293T细胞中，并设置空质粒载体，48 h后移去

细胞培养板中的培养液，用洗涤液进行洗涤，弃去洗
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涤液后在孔中加入1×细胞裂解液裂解细胞。室温下

振荡器上振荡5~10 min，移入离心管中3 000×g离心

5 min，弃上清。按照双荧光素酶报告基因试剂盒说

明书，用酶标仪检测萤火虫和海肾荧光值，并以海肾

荧光值作为内参。

1.6 MTT法检测HT-29/DDP细胞的增殖能力

取对数生长期HT-29/DDP细胞并经消化后，将

密度为 1×105/ml 的细胞接种于 96 孔板，于 37 ℃、

5%CO2培养箱培养过夜。待细胞汇合度达 60%时，

分别加入不同质量浓度的APS（0、0.5、1.0、1.5和 2.0

mg/ml）干预48 h后，每孔加入100 µl 0.5 mg/ml MTT

液，置于37 ℃、5%CO2培养箱培养4 h后，吸弃旧的培

养液，加入100 µl/孔甲臜溶解液，用枪充分混匀后放

入37 ℃培养箱孵育4 h，孵育结束后于酶标仪测定波

长490 nm处的光密度（D值）。细胞增殖率（%）=（实

验组D/对照组D值）×100%。

1.7 Transwell实验检测HT-29/DDP细胞的侵袭能力

分别将各处理组细胞用胰酶消化处理后，接种

于Transwell小室24孔板内，上室加100 μl（密度为1×

105个/ml）细胞悬液，下室加入 250 μl含 10%胎牛血

清的培养基，37 ℃、5%CO2培养箱中培养 48 h后，取

出小室，棉签擦去微孔膜上室的细胞，PBS小心冲洗

小室上下面 2 遍，4% 多聚甲醛固定侵袭并黏附到

小室微孔膜下面的细胞 15 min，0.1%结晶紫染色

15 min，PBS 冲洗小室，干燥后置于倒置显微镜（×

100）下观察，计数穿膜细胞数。

1.8 Annexin-V-FITC/PI染色流式细胞术检测HT-29/

DDP细胞的凋亡水平

HT-29/DDP细胞以 2×105个/瓶接种 25 cm2细胞

培养瓶后，于 37 ℃、5%CO2培养箱培养过夜，待细胞

生长至对数期，分别经不同浓度的APS（0、0.5、1.0、

1.5和 2.0 mg/ml）干预 48 h。吸去上清，消化后取 2×

105细胞加入另一离心管离心，弃上清。根据Annex-

in V/PI试剂盒说明均匀地混合细胞与 500 μl预冷的

1×结合缓冲液和5 μl Annexin-V-FITC液，室温避光孵

育 15 min，在上机前 5 min再加入 2.5 μl的 PI液染色

15 min，流式细胞仪检测APS对HT-29/DDP细胞凋

亡的影响。

1.9 裸鼠皮下CRC HT-29/DDP细胞移植瘤模型的

建立、治疗及观察

裸鼠饲养在恒温（20~26 ℃）和恒湿（50%~56%）

的环境中，按照随机数字表法分为 5 组：HT-29 组、

HT-29顺铂组、HT-29/DDP组、HT-29/DDP APS组和

APS+顺铂组，每组各10只。

将培养至对数生长期HT-29或HT-29/DDP细胞

密度调整为 5×107/ml，按照每只裸鼠 5×106个细胞/

0.1 ml接种于小鼠左腋皮下。肿瘤长至0.25 cm大小

时给药，HT-29、HT-29/DDP 组各给予生理盐水 0.1

ml/10 g，HT-29/DD PAPS组给于APS 50 mg/kg，APS+

顺铂组给予APS 50 mg/kg、顺铂 20 mg/kg，连续给药

21 d，每次给药间隔 24 h。每隔 3 d用游标卡尺测量

肿瘤最大直径和最小直径，并绘制肿瘤体积生长曲

线。干预结束后脱臼处死小鼠，分离皮下肿瘤，进行

后续的qPCR及Wb实验。

1.10 统计学处理

qPCR、Wb、MTT、Transwell等实验均重复 3次。

采用SPSS 20.0软件进行数据统计分析，用GraphPad

Prism 7软件绘制图片。计量数据以 x̄±s表示，两组间

比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方差分析。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 APS增强HT-29/DDP细胞对顺铂的敏感性

MTT法检测结果（图 1）显示，不同浓度（0、100、

200、500和1 000 μmol/l）的顺铂对HT-29细胞增殖能

力的抑制作用呈剂量依赖性（t=2.68，P<0.01；图1A），

对HT-29/DDP细胞增殖能力无明显影响。与单独顺

铂作用相比较，经不同质量浓度（0.5、1.0、1.5 和

2.0 mg/ml）APS 预处理 12 h 后，显著增强了 HT-29/

DDP细胞对顺铂的敏感性（F=0.22，P<0.01；图 1B）。

结果表明，APS能够显著逆转HT-29/DDP细胞对顺

铂的耐药性。

2.2 APS抑制HT-29/DDP细胞的增殖和侵袭并促进

其凋亡

MTT法检测结果（图 2A）显示，HT-29/DDP细胞

经不同浓度（0、0.5、1.0、1.5和2.0 mg/ml）APS分别处

理 48 h后，对细胞增殖能力的抑制作用与APS浓度

呈剂量依赖性（t=6.20、8.12、9.48，均 P<0.01），但

1.5 mg/ml与 2.0 mg/ml APS处理组细胞增殖能力比

较差异无统计学意义（t=1.51，P>0.05）。结果提示，

APS能够显著抑制HT-29/DDP细胞的增殖能力。

Transwell实验结果（图2B、D）显示，与对照组相

比，APS能明显抑制HT-29/DDP细胞侵袭能力，随着

APS浓度的递增对细胞侵袭能力的抑制作用逐渐增

强，且呈明显的剂量依赖性（ t=4.64 、8.28 、8.40，

P<0.05或P<0.01）。但1.5 mg/ml与2.0 mg/ml APS处

理组细胞侵袭能力比较差异无统计学意义（t=1.06，

P>0.05）。

Annexin V-FITC/PI 染色流式细胞术检测结果

（图 2C、E）表明，APS作用后可显著促进HT-29/DDP

细胞凋亡水平，且对细胞凋亡的促进作用呈剂量依

赖性（t=4.47、8.35、7.80，P<0.05或P<0.01），但1.5 mg/
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ml与 2.0 mg/ml的APS处理组细胞的凋亡水平比较

差异无统计学意义（t=0.21，P>0.05）。

上述结果表明，APS可显著抑制HT-29/DDP细

胞增殖和侵袭能力并促进细胞凋亡，因此，选择

1.5 mg/ml APS进行后续实验。

*P<0.05, **P<0.01 vs HT-29/DDP cells or 1.0 mg/ml APS group; ▲P<0.05，▲▲P<0.01 vs 1.5 mg/ml APS group;
△P<0.05；△△P<0.01 vs 2.0 mg/ml APS group

A: MTT assay was used to detect the cell proliferation; B: CCK-8 was applied to detect the cell proliferation

图1 APS对HT-29/DDP细胞耐药性的影响

Fig. 1 Effect of APS on drug resistance of HT-29/DDP cells

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 mg/ml APS group

A: MTT assay was used to detect the proliferation of HT-29/DDP cells; B and D: Transwell assay was used to evaluate the invasion of

HT-29/DDP cells (Crystal violet staining,×100); C and E: Flow cytometry was applied to detect the apoptosis of HT-29/DDP cells

图2 APS对HT-29/DDP细胞增殖、侵袭和凋亡的影响

Fig. 2 Effect of APS on proliferation, invasion and apoptosis of HT-29/DDP cells

2.3 APS 在 HT-29/DDP 细胞中下调 miR-20a、上调

TGFBR2 mRNA表达水平

qPCR检测结果证实，与对照组比较，1.5 mg/ml

的APS处理后可显著抑制HT-29/DDP细胞miR-20a

的表达水平（t=7.02，P<0.01；图 3A），明显上调TGF-

BR2 mRNA 的表达水平（t=4.24、10.40，P<0.05 和
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P<0.01；图 3B）。Wb 实验结果（图 3C）证实，经 1.5

mg/ml的APS处理的HT-29/DDP细胞中TGFBR2蛋

白表达水平显著升高（t=14.39，P<0.01；图3C）。

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 or 0.5 mg/ml APS

A and B: The expressions of miR-20a and TGFBR2 were measured by qPCR; C: Wb was used to detect the expression of TGFBR2 protein

图3 APS对miR-20a和TGFBR2表达的影响

Fig. 3 Effect of APS on the expression of miR-20a and TGFBR2

2.4 miR-20a调控HT-29/DDP细胞TGFBR2的表达

借助生物信息学数据库 TargetScan 和 miRnada

对miR-20a的靶基因预测结果发现，TGFBR2是miR-

20a的候选靶基因（图 4A）。荧光素酶报告基因验证

实验结果（图4B）发现，miR-20a可以结合TGFBR2的

3’UTR，并且miR-20a可以负调控 TGFBR2 的表达

（t=4.88，P<0.05）。Wb法检测结果（图4C）显示，miR-

20a敲降后，HT-29/DDP细胞中TGFBR2表达水平显

著升高（t=6.45，P<0.01）。结果表明，TGFBR2 是

miR - 20a 的靶基因，miR-20a 可负调控 TGFBR2 的

表达。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group

A: TGFBR2 was predicted to be a target of miR-20a by TargetScan and miRnada; B: Dual-luciferase reporter gene assay was used to

verify the relationship between miR-20a and TGFBR2; C: Wb was used to detect the expression of TGFBR2

图4 miR-20a对TGFBR2表达的调控作用

Fig.4 The regulatory effect of miR-20a on TGFBR2 expression
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2.5 APS通过miR-20a/TGFBR2分子轴调控HT-29/

DDP细胞增殖、侵袭及凋亡

HT-29/DDP细胞中分别转染miR-20a模拟物和

TGFBR2 siRNA后再经 1.5 mg/ml的APS干预 48 h，

qPCR法检测结果证实，过表达miR-20a可显著上调

HT-29/DDP 细胞中 miR-20a 的表达水平（t=12.19，

P<0.01；图 5A），同时敲降 TGFBR2 可显著抑制 HT-

29/DDP细胞中TGFBR2 mRNA的表达水平（t=8.69，

P<0.01；图5B）。

MTT法（图 5C）和Transwell法（图 5D）检测结果

共同证实，过表达 miR-20a 或敲降 TGFBR2 后再经

APS处理组HT-29/DDP细胞的增殖和侵袭能力显著

低于APS 单独处理组（t=6.25、7.60，7.97、7.71，均

P<0.01），而APS单独干预可显著抑制HT-29/DDP细

胞增殖和侵袭能力（t=7.65、7.49，均P<0.01）。

流式细胞术检测结果（图 5E）证实，APS显著促

进了HT-29/DDP细胞凋亡水平（t=7.57，P<0.01），但

转染miR-20a模拟物或沉默TGFBR2显著下调APS

对HT-29/DDP细胞凋亡的促进作用（t=5.28、5.12，均

P<0.01）。

上述结果表明，APS 通过下调 miR-20a 并上调

TGFBR2进而抑制HT-29/DDP细胞增殖、侵袭和促进

细胞凋亡，从而逆转 HT-29/DDP 细胞对顺铂的耐

药性。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group; △△P<0.01 vs APS group

A and B: qPCR was used to detect the mRNA expressions of miR-20a and TGFBR2; C: MTT assay was used to

detect the proliferation of HT-29/DDP cells; D: Transwell assay was used to evaluate the invasion of HT-29/DDP cells (×100);

E: Flow cytometry was applied to detect the apoptosis of HT-29/DDP cells

图5 APS通过miR-20a/TGFBR2分子轴对HT-29/DDP细胞增殖、侵袭和凋亡的影响

Fig. 5 Effect of APS on proliferation, invasion and apoptosis of HT-29/DDP via miR-20a/TGFBR2 axis

2.6 APS抑制裸鼠HT-29/DDP细胞移植瘤的生长并

降低顺铂的耐药性及其作用机制

裸鼠HT-29/DDP细胞移植瘤实验结果（图6A）发

现，与对照组比较，顺铂对非耐药HT-29细胞移植瘤

生长具有显著的抑制作用（t=9.13，P<0.01），而对HT-

29/DDP细胞移植瘤生长无显著的抑制作用（t=0.78，

P>0.05），提示成功构建了CRC顺铂耐药裸鼠模型。

随后，经APS、APS+顺铂干预治疗后，测定移植

瘤大小的结果（图 6B）表明，与对照组比较，APS或

APS+顺铂治疗均可显著抑制移植瘤的生长（t=6.00、

11.22，P<0.05 和 P<0.01 ；t=7.75 、12.29 ，P<0.05 和

P<0.01），且APS+顺铂治疗对移植瘤生长的抑制作用

要强于 APS 单独作用组（t=4.72，P<0.05；t=-4.33，

P<0.05）。

Wb实验检测结果（图6C、D）证实，APS或APS+

顺铂治疗后可显著抑制移植瘤组织中PCNA和Bcl-2
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蛋白水平（tPCNA=4.71、9.56，P<0.05 和 P<0.01；tBcl-2=

4.64、7.66，P<0.05 和 P<0.01）和明显提高 Bax 和

Caspase-3 蛋白表达水平（tBax=-9.01、8.90，P<0.05

和P<0.01；tCaspase-3=8.59、10.40，均P<0.01）。

qPCR 检测结果（图 6E）证实，APS 或 APS+顺

铂治疗后可显著抑制 miR-20a的表达（t=5.11、8.33，

P<0.05和P<0.01），显著促进 TGFBR2 mRNA的表

达（t=13.87、14.76，均P<0.01）。

上述结果表明，APS在体内对CRC顺铂耐药移

植瘤的生长具有显著的抑制作用和一定的逆转耐药

作用。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group; △P<0.05 vs APS group

A and B: The tumor volume was measured with caliper; C and D: Wb was used to detect the protein expressions of PCNA, Bax,

Caspase-3 and Bcl-2 proteins; E: qPCR was used to detect the mRNA expressions of miR-20a and TGFBR2

图6 APS对CRC HT-29/DDP裸鼠移植瘤生长的影响

Fig. 6 Effect of APS on the growth of CRC TH-29 /DDP xenograft in nude mice

3 讨 论

CRC是世界上最常见的恶性肿瘤之一，其发病

率居所有肿瘤的第3位，每年约增加1~2百万个新发

病例；每年病死的CRC患者约 70万人，居癌症相关

死亡人数的第4位，仅次于肺癌、肝癌和胃癌。目前，

临床上着重于应用早期诊断和辅助化疗（如顺铂、卡

铂、长春花碱和紫杉醇）来延长CRC患者的生存期。

然而，由于CRC细胞对化疗药物存在耐受性，所以预

期疗效无法达到[1,10]。因此，迫切需要寻找CRC中缓

解耐药性的相关基因的上游关键分子或药物，并深

入研究其作用机制，进一步为CRC临床治疗耐药性

提供更多的依据。

据报道[11]，APS在调控肿瘤细胞增殖、侵袭和凋

亡中具有重要作用，并在临床中用于患者后期辅助

治疗。研究[12]证实，APS通过调控miRNA或信号通

路介导肿瘤的发生发展。例如，APS 通过阻断

Notch1通路诱导肝癌细胞凋亡进而缓解肝癌的发展

进程[7]；APS通过阻断TLR4/NF-κB通路在慢性阻塞

性肺炎中发挥抗炎作用[13]；APS通过上调miR-203a-

3p抑制内质网应激反应，进而缓解胰岛素抵抗患

者 2型糖尿病的发病进程[14]。本研究结果证实，APS

通过下调miR-20a进而逆转CRC细胞顺铂耐药性。

近年来研究发现，miRNA的异常调控被认为是

包括CRC在内的多种疾病发生、发展的关键因素。

例如，miR-20a作为促癌基因，在胰腺导管腺癌[15]、肺

癌[16]和CRC[17]等肿瘤中异常表达。此外，miR-20a通

过调控下游蛋白介导肿瘤细胞耐药性。例如，miR-

20a通过靶向下游蛋白促进胃癌[18]和骨肉瘤[19]多药耐

药性。同时，敲降miR-20a通过靶向上调下游蛋白提

高 CRC[20]、宫颈癌[21]、胃癌[22]对顺铂治疗的敏感性。

本研究同样证实，APS 通过下调 miR - 20a 并促进

TGFBR2缓解CRC顺铂的耐药性。同时，体内实验

证实APS或APS+顺铂通过下调细胞增殖相关蛋白

PCNA和抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平和明显提高促凋

亡相关蛋白Bax和Caspase-3的表达水平。

此外，根据生物信息工具预测TGFBR2是miR-

20a的可能靶基因。TGFBR2作为TGF-β1信号通路
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中的重要组成部分，其异常表达可能与肿瘤细胞增

殖、侵袭和凋亡密切相关[23-24]。研究[25-27]发现，TGF-

BR2在CRC、胰腺癌和乳腺癌组织中低表达。同时，

AZAD等[28]发现，TGFBR2的异常表达与乳腺癌耐药

性密切相关。上述研究结果提示，TGFBR2参与肿瘤

细胞耐药性的调控作用。

综上，本研究结果表明APS通过下调miR-20a并

上调 TGFBR2 的表达提高 CRC HT-29/DDP 细胞对

DDP的敏感性，从而抑制细胞增殖和侵袭能力并促

进细胞凋亡，提示APS可能作为CRC化疗药物的辅

助药物，调控耐药细胞对化疗药物的敏感性。
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