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含笑内酯通过促进自噬增强结直肠癌细胞对奥沙利铂的敏感性
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[ 摘　要 ]     目的：研究含笑内酯（micheliolide，MCL）对结直肠癌细胞奥沙利铂（oxaliplatin，OxP）敏感性的影响及其可能的作

用机制。方法：采用 2 μmol/L MCL、100 μmol/L OxP 单独或联合处理结直肠癌 HCT116、Lovo细胞，CCK-8法、平板克隆实验

分别检测对细胞活力和体外克隆形成能力的影响；HCT116细胞转染 GFP-LC3慢病毒后采用 2、5 μmol/L MCL分别处理 24 h，

荧光显微镜下直接观察 MCL诱导 HCT116细胞中自噬小体聚集情况，WB检测 MCL对 LC3B-Ⅰ、LC3B-Ⅱ、p62和 STAT3表

达的影响；Autodock Version构建MCL和 STAT3的分子对接模型。结果： 2 μmol/L MCL联合 100 μmol/L OxP后，可以导致结

直肠癌 HCT116和 LoVo细胞活力显著降低（均 P<0.01），使 HCT116细胞的克隆形成率显著降低（P<0.01）；2、5 μmol/L MCL处

理组 HCT116细胞自噬率均显著高于对照组（均 P<0.01），LC3B Ⅱ/Ⅰ比例为对照组的 3.25和 5.78倍，p62表达水平为对照组

的 25.5%和 9.8%，STAT3的磷酸化水平为对照组的 2.18和 3.87倍；分子对接结果显示MCL可能和 STAT3蛋白在体内直接结

合。结论：MCL可能通过 STAT3通路促进结直肠癌细胞自噬，从而增强其对 OxP的敏感性。
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Micheliolide  enhances  the  sensitivity  of  colorectal  cancer  cells  to  oxaliplatin  by
promoting autophagy
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[Abstract]  Objective: To study the effect of micheliolide (MCL) on the sensitivity of colorectal cancer cells to oxaliplatin (OxP) and

its  possible  mechanism.  Methods:  HCT116  and  LoVo  cells  were  treated  with  2  μmol/L  MCL  and  100  μmol/L  OxP  alone  or  in

combination.  The  cell  viability  and  colony  forming  ability  in  vitro  were  detected  by  CCK-8  and  plate  cloning  formation  assay,
respectively.  After  being  transfected  with  GFP-LC3  lentivirus,  HCT116  cells  were  respectively  treated  with  2  μmol/L  and  5  μmol/L

MCL for 24 h. The aggregation of autophagy bodies in HCT116 cells induced by MCL was observed under fluorescence microscope.

The effects  of  MCL on the  expressions  of  LC3B-Ⅰ,  LC3B-Ⅱ,  p62 and STAT3 were  detected  by WB assay;  the  molecular  docking

model  of  MCL  and  STAT3  was  constructed  by  Autodock  version. Results: After  the  treatment  of  2  μmol/L  MCL  combined  with

100 μmol/L OxP, the activity of HCT116 and LoVo cells as well as the colony forming ability of HCT116 cells significantly decreased
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(all P <  0.01).  After  HCT116 cells  were  treated  with  2  and  5  μmol/L  MCL,  the  autophagy  rate  of  cells  in  the  treatment  groups  was
significantly higher than that of the control group (all P < 0.01), the LC3B Ⅱ/Ⅰ ratio was 3.25 and 5.78 times that of the control group,
the expression level of p62 was 25.5% and 9.8% of the control group, and the phosphorylation level of STAT3 was 2.18 and 3.87 times
that of the control group. Molecular docking results showed that MCL might directly bind to STAT3 protein in vivo. Conclusion: MCL
may enhance the sensitivity of colorectal cancer cells to OxP by promoting autophagy through STAT3 pathway.
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是全世界范

围内发病率和病死率均排位前列的恶性肿瘤 [1]。

在 CRC的治疗过程中，化疗占有非常重要的地位[2]，

5-氟尿嘧啶（5-FU）、奥沙利铂（oxaliplatin，OxP）等

药物被广泛应用于 CRC的治疗[3]，但长期使用化疗

药物导致的肿瘤耐药性和严重的不良反应限制了其

在临床上的进一步应用[4]。在天然药物中不断寻找低

毒高效的新型抗肿瘤药物或化疗药物增敏剂来提高

化疗效果是近年来肿瘤治疗研究的新热点[5]。含笑

内酯（micheliolide，MCL）是一种天然倍半萜烯内酯

类化合物，与同系化合物小白菊内酯相比，MCL具

有更高的稳定性、更低的毒性和更长的半衰期[6-7]。

MCL能通过作用于多种靶蛋白在乳腺癌 [8]、白血

病 [6]、胃癌 [9]、肝癌 [10]、非小细胞肺癌 [11] 和脑胶质

瘤[12] 等中发挥抗肿瘤效果，但其具体的作用机制尚

少见报道。OxP在 CRC治疗中存在耐药性[13]，MCL
能够抑制癌细胞生长，但少有在 CRC治疗中关于

OxP与 MCL联合用药的研究。本研究将 OxP与

MCL联合作用于 CRC细胞，研究其在 CRC中的作

用机制，为临床用药提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    主要材料、试剂与仪器

人结肠癌 HCT116、LoVo细胞为本实验室保

存，来源于美国 ATCC；HCT116-GFP-LC3细胞为

本实验室保存。所有细胞均在 37 ℃、5% CO2 条件

下使用 DMEM+10% FBS培养基培养。

MCL由南开大学陈悦教授团队合成并赠送（纯

度≥98%），OxP购自江苏恒瑞医药股份有限公司，

CCK-8 试剂盒购自日本同仁公司，抗 STAT3（ab5037）、
pSTAT3（ab32143）、p62（ab56416）、β-actin（ab8227）
抗体均购自 Abcam公司，抗 LC3B（L7543）抗体购

自 Sigma公司。N-STORM超分辨共聚焦显微镜购

自日本尼康公司（天津师范大学生命科学学院提供）。 

1.2    CCK-8 法检测 MCL 和 OxP 处理对 CRC 细胞

活力的影响

分别将 HCT116和 LoVo细胞调整细胞密度为

1×105/ml，以每孔 100  μl的细胞悬液接种于 96孔

板。按药物处理方法分为 3组，分别加入 2 μmol/L
MCL、100 μmol/L OxP或2 μmol/L MCL+100 μmol/L
OxP，每组设 3个复孔。培养 48 h 后，每孔加入 10 μl
的CCK-8 试剂，37 ℃ 孵育 2 h，酶标仪测定各孔在波长

450 nm处的光密度（D）值，计算各组细胞活力。细

胞活力=[(D对照−D过表达)/(D对照−D空白)]×100%。 

1.3    平板克隆实验检测 MCL 和 OxP 处理对 CRC
细胞克隆形成能力的影响

将 HCT116 细胞分别以 500细胞/孔接种于六孔

板中，分组处理同 1.2节，每 2~4 d 换液一次，14 d
后终止培养，使用 4%的多聚甲醛固定，0.1%结晶

紫染色，在普通光学显微镜下拍照并计算≥50个细

胞的克隆数。实验重复 3次，计算克隆形成率。克

隆形成率 =大于  50 个细胞的克隆数 \所有克隆

数×100%。 

1.4    荧光标记法检测 MCL 对 CRC 细胞自噬的影响

使用 GFP-LC3慢病毒感染 HCT116细胞，构建

稳定细胞株。当细胞发生自噬时，LC3逐渐定位在

自噬体膜上，与之融合的绿色荧光蛋白 GFP在荧光

显微镜下呈现明亮的绿色荧光斑点，即为自噬斑。

药物处理组分别加入 2、5 μmol/L MCL，对照组加

入 DMSO，处理细胞 24 h，在荧光显微镜下观察胞

内自噬斑形成情况，实验重复 3次。单个细胞内形

成自噬斑的数量≥4个判定为自噬细胞，每组样品

统计 100个细胞，计算自噬细胞数占总细胞数的百

分比。 

1.5    WB 法检测 MCL 对 CRC 细胞自噬相关蛋白表

达的影响

取对数生长期的 HCT116细胞，加药分组同

1.4节，处理细胞 24 h，用 Lysis buffer裂解细胞收集

蛋白，通过 WB检测细胞中 LC3B、p62、STAT3和

pSTAT3的表达水平，使用内参为 β-actin蛋白，实

验重复 3次，结果用 Image J 软件处理。 

1.6    MCL 和 STAT3 的分子对接模型建立

使用 Autodock Version 4.2版本完成分子对接过

程，将小分子化合物 MCL精确对接到人 STAT3蛋

白模型中，构建最优对接结构。 

1.7    统计学处理

统计分析采用 SPSS 22.0 软件对所得数据进行
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¹x § s统计处理，符合正态分布的结果以 表示，组间

比较采用 t 检验，以 P<0.05或 P<0.01表示差异具有

统计学意义。 

2    结    果
 

2.1    MCL 与 OxP 联用在 CRC 细胞中的敏感性

MCL化合物结构如图 1A所示。CCK-8 实验结

果（图 1B）显示，经不同给药组处理 48  h后的

HCT116、LoVo细胞与对照组相比，能够观察 MCL
处理组细胞的活力分别为对照组的 95.4%和 96.9%，

细胞活力降低不明显；OxP处理组细胞的活力分别

为对照组的 48.1%和 43.7%，细胞活力明显降低

（均 P<0.01）；而 MCL+OxP联合用药组细胞的活

力分别为对照组的 9.8%和 13.2%（均 P<0.01）。
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A: Chemical structure of MCL; B: Results of CCK-8 assay
图 1  HCT116 和 Lovo 细胞对 MCL、OxP 的敏感性

Fig.1   Sensitivity of HCT116 and Lovo cells to MCL and OxP
 
 

2.2    MCL 与 OxP 联用可降低 CRC细胞的体外增殖

能力

克隆形成实验结果（图 2）显示，100  μmol/L

OxP处理组和 MCL+OxP联合用药组细胞克隆形

成率均显著低于对照组和 2 μmol/L  MCL处理组

（均 P<0.01）。
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图 2  克隆形成实验检测 MCL 与 OxP 联用对 HCT116 细胞体外增殖能力的影响

Fig.2   Effect of MCL in combination with OxP on cell proliferation of HCT116 cells in vitro detected by Colony-forming assay
 
 

2.3    MCL 促进 HCT116 细胞发生自噬

为观察自噬是否参与了MCL影响CRC细胞对OxP
的敏感性的过程，使用 2 μmol/L 和 5 μmol/L 的MCL
处理 HCT116-GFP-LC3细胞，通过荧光显微镜观察

胞内自噬斑形成情况，统计细胞的自噬发生率，结

果（图 3）显示，2、5 μmol/L MCL处理后 HCT116细

胞自噬率显著高于对照组（均 P<0.01）。WB检测结

果（图 4）显示，2、5 μmol/L的 MCL处理组细胞内

的 LC3B-Ⅰ向 LC3B-Ⅱ的转化（即 LC3B Ⅱ/Ⅰ）分

别增加为对照组的 3.25倍和 5.78倍；而 p62表达

水平降低为对照组的 25.5%和 9.8%，表明 MCL的

确可以诱导 CRC细胞发生自噬。
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2.4    MCL 对 HCT116 细胞 STAT3 信号通路的影响

WB检测结果（图 5）显示，2、5 μmol/L MCL处
理组 HCT116细胞内 STAT3的表达水平基本没
有变化，而其磷酸化水平发生了显著的增加（均
P<0.05）。说明 MCL可能通过影响 STAT3的磷酸
化水平诱导自噬的发生。 

2.5    MCL 与 STAT3 蛋白的分子对接模型

在模型构建中，将柔性的小分子化合物 MCL精
确对接到刚性的 STAT3蛋白模型中，在 X、Y和
Z坐标下以 50×50×50生成网格框，并将网格点间距
设置为 0.375 Å。采用拉马克遗传算法（Lamarckian
genetic  algorithm,  LGA） [14] 计算 MCL与 STAT3蛋
白分子对接的能量值，得到不同形式的对接结构，
且对接能量值越低则表明此种结构越稳定，最终得
到如图 6所示的最优结构对接模型图。说明 MCL
可能和 STAT3蛋白在体内直接结合。 
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图 3  MCL 对 HCT116-GFP-LC3 细胞自噬的影响（×100）

Fig.3   Effect of MCL on autophagy of HCT116-GFP-LC3 cells (×100)
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Fig.4   Effect of MCL on the expression of autophagy-related
proteins in HCT116 cells
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图 5  MCL 对 HCT116 细胞 STAT3 通路相关蛋白表达的影响

Fig.5   Effect of MCL on the expression of STAT3 pathway-related proteins in HCT116 cells
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Fig.6   Molecular docking model of MCL and STAT3 protein
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3    讨    论

MCL作为一种天然产物，在体内具有高稳定

性、低毒性和可持续释放的优点，具有明显的治疗

潜力[15]。其同系列化合物小白菊内酯和 ACT001等

均具有广泛的抗肿瘤活性[16-17]，而近年来越来越多

的研究显示，MCL也可以通过多种途径、多靶点发

挥广泛的抗肿瘤作用。MCL可以作用于 Drp1基因

发挥抗乳腺癌效果[8]，也可以通过激活 PKM2通过

影响肿瘤代谢抑制白血病[6]，通过 IL6-STAT3通路

抑制胃癌的生长[9]，通过促凋亡作用抑制肝癌的生长[10]，

通过 NK-κB通路抑制脑胶质瘤的转移 [12]，通过降

解 HIF-1α提高非小细胞肺癌对放疗的敏感性 [11]

等，但MCL对 CRC的抑制效果研究尚少。

在本研究中发现，OxP与MCL联合用药能够显

著降低 HCT116、LoVo细胞活性，对比 MCL、OxP
单独给药组细胞活性的变化，说明 MCL能够增强

CRC细胞对 OxP的敏感性。进一步发现其作用机

制是 MCL能够通过 STAT3通路诱导 CRC细胞发

生自噬。STAT3是一种广泛存在于细胞内的转录因

子，在正常细胞内介导细胞因子和生长因子信号，

调控细胞的生长、增殖、分化以及凋亡等一系列生

理活动[18]。已有研究[19-20] 表明 STAT3的磷酸化激

活广泛参与了细胞的自噬过程，可以从正、反两个

方面调节细胞内自噬的流量；STAT3抑制剂如索拉

菲尼（Sorafenib）等 [20] 正在被开发为靶向抗肿瘤

药。本研究通过 LGA算法建立了 STAT3蛋白与

MCL的分子对接模型，确定了最稳定的对接结构，

也通过实验证明 MCL的确能够显著影响 MCL的磷

酸化水平，说明 MCL的确可以通过 STAT3通路诱

导 CRC细胞发生死亡性自噬。

MCL通过诱导细胞的死亡性自噬提高了 CRC
对 OxP的敏感性。CRC患者在临床治疗过程中，手

术后经常使用 OxP等铂类药物作为化疗的一线方

案，但长期使用铂类药物会导致耐药的发生，严重

影响 CRC患者的预后。本研究发现小剂量的 MCL
能够显著提高 CRC细胞对 OxP的敏感性，说明二

者联合用药有可能为 CRC的临床治疗提供新的思

路，这也为 OxP的临床用药提供参考。
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