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鼠尾草酸对人结肠癌细胞增殖抑制作用及增强其对 5-氟脲嘧啶敏感性的研究

江红娟 1，金闺秀 2，叶 强 1（1. 浙江省人民医院，浙江 杭州 310014；2. 宁波大学医学院，浙江 宁波 315211）

摘要：目的 研究鼠尾草酸（carnosic acid，CA）抑制人结肠癌细胞 SW480 增殖和增强化疗药物 5- 氟脲嘧啶

（5-Fluorouracil，5-FU）敏感性的作用及机制。方法 结晶紫染色法检测 CA对 SW480增殖的抑制作用，流式

细胞技术分析和 MTT 法检测 CA 和 5-FU 联合使用对人结肠癌细胞 SW480 凋亡和细胞活力的影响。采用

β-catenin荧光素酶报告基因（TOP-Flash）检测 CA作用后 SW480细胞内β-catenin活性改变。不同浓度 CA处

理 SW480 后，Western blot 检测 β-catenin 蛋白质表达水平变化，RT-PCR 法检测其下游基因 Cyclin D1 和

P-gp（P-glycoprotein）的 mRNA表达水平变化。结果 CA对人结肠癌 SW480细胞增殖有抑制作用，且 CA能够

增强 5-FU 对结肠癌细胞凋亡和细胞活力的影响。CA 处理后细胞内β-catenin 转录活性明显降低，Western

blot法和 RT-PCR法结果显示 CA下调了β-catenin的蛋白水平及下游基因 Cyclin D1和 P-gp mRNA表达。结

论 CA能够抑制人结肠癌 SW480细胞增殖和增强 5-FU的抗肿瘤效果，其机制可能与抑制β-catenin活性并

下调其下游基因 Cyclin D1和 P-gp表达有关。
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Studies on Carnosic Acid in Suppressing Proliferation of Human Colon Cancer Cells and Enhancing
Their Chemosensitivity to 5-Fluorouracil
JIANG Hongjuan1，JIN Guixiu2，YE Qiang1（1. Zhejiang Provincial People's Hospital，Hangzhou 310014 Zhejiang，

China ；2. Ningbo University School of Medicine，Ningbo 315211 Zhejiang，China）

Abstract：Objective To investigate the antitumor effects and underlying mechanism of carnosic acid（CA）on the

proliferation of human colon cancer SW480 cells and their chemosensitivity to 5-fluorouracil（5-FU）. Methods The

anti-proliferation effect of CA on SW480 cells was determined by crystal violet staining. Fluorescence activated cell
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结肠癌是世界范围内一种常见的恶性肿瘤，一

些西方国家得益于其预防和早期诊断的策略，结肠

癌造成的死亡率有所下降，但在许多发展中国家却

在持续上升[1]。目前结肠癌的化疗主要依赖于抗代谢

药物 5-氟脲嘧啶（5-Fluorouracil，5-FU），但只有 10 %

～15 %的晚期结肠癌病人在接受 5-FU单独治疗后有

效[2]。因此，研发一种新型的高效低毒的治疗方案，

特别是能够克服传统化疗药物耐药性的新策略具有

极为重要的意义。

有流行病学研究发现结肠癌的发病和饮食密切

相关，其中大约 60 %～75 %的结肠癌病人直接受到

了饮食的影响[3]。化学预防作为控制结肠癌的一种主

要策略受到越来越多的关注，许多能够抑制结肠癌

的天然化合物及其衍生物正处于研发之中，而且有

些已经成为重要的化疗药物[4]。植物来源的多元酚类

物质是一大类天然的抗氧化剂，研究[5]表明摄取富含

多元酚的水果和蔬菜能够明显降低包括癌症在内的

多种疾病发生风险。

鼠尾草酸（carnosic acid，CA）是迷迭香提取物中

的主要多元酚成分之一，具有抗氧化、抗感染等多

种药理学活性[6]。最近有报道[7]显示 CA在乳腺癌、肝

癌、前列腺癌和肺癌等多种癌细胞中表现出了明显

的抗增殖效果。在此基础上，本研究进一步探讨 CA

在人结肠癌细胞中的抗肿瘤活性和其增强 5-FU药物

敏感性的效应，以及 CA 抑制细胞内 Wnt/β-catenin

信号转导的可能作用机制，为将 CA开发成一种新型

的高效低毒的人结肠癌治疗药物或辅助治疗药物提

供理论基础。

1材料与方法
1.1 细胞、细胞培养基及试剂 人结肠癌细胞 SW480，

批 号 ： CCL-228， ATCC（American Type Culture

Collection）；细胞培养使用 Gibco公司 RPMI-1640培

养基（含有 10 %胎牛血清，2 mM的 L- 谷氨酰胺和

1 %青、链霉素），标准条件培养细胞（37 ℃室温，

95 %湿度，5 %CO2）；鼠尾草酸（CA）、5-氟脲嘧啶

（5-FU）、二甲基亚砜（DMSO）、二苯基四氮唑溴盐

（MTT）和结晶紫试剂，美国 Sigma 公司；TOP-Flash

（β-catenin 报 告 基 因）质 粒 ， 批 号 ： 12456，

Addgene；双荧光素酶检测试剂盒，Promega 公司；

Annexin Ⅴ-FITC/PI双染试剂盒，碧云天生物技术研

究 所 ； 实 验 所 用 抗 体 ， Santa Cruz 公 司 ；

Lipofectamine 2000、 Trizol 和 RT-PCR 试 剂 盒 ，

Invitrogen公司。

1.2 方法
1.2.1 结晶紫染色 取对数生长期的 SW480 细胞，

2×104个 /孔接种于 24 孔板内，不同浓度 CA 处理

24，48，72 h 后，结晶紫染色检测细胞增殖情况。

实验操作参照文献方法[8]： 磷酸盐缓冲液（PBS）清洗

细胞后，结晶紫染液（2 %结晶紫溶于 20 %甲醇溶

液）室温染色 15 min，蒸馏水洗去多余染料，晾干后

拍照。33 %醋酸溶解染料，在 595 nm波长下检测吸

光值。每组实验重复 3次，结果取平均值。

1.2.2 细胞凋亡检测 将指数生长的细胞种于 6孔板，

按实验设计用 CA和 5-FU处理细胞。于处理第 48 h后

收集细胞并用 PBS清洗；然后用 annexin Ⅴ-FITC和

PI进行孵育，通过流式细胞仪分析凋亡情况（按试剂

sorting and MTT assay were utilized to detect the cell apoptosis and cell viability of SW480 cells treated by the

combination of CA and 5-FU. The effect of CA on Wnt/β-catenin signaling activity was evaluated by the β-catenin

sensitive TOP-Flash luciferase reporter assay. Western blot was applied to detect the expression of β-catenin protein，

and RT-PCR was applied to examine Cyclin D1 and P-gp（P-glycoprotein） mRNA expression in SW480 cells after

treated with different concentrations of CA. Results CA exhibited the proliferation activity of SW480 colon cancer cells.

When used together，CA could enhance the effect of 5-FU on inducing cell apoptosis and reducing cell viability.

β-catenin transcription activity and protein level as well as its target genes Cyclin D1 and P-gp mRNA expression

were significantly reduced by CA in a concentration-dependent manner. Conclusion CA can inhibit cell proliferation

and enhance the antitumor effect of 5-FU on human colon cancer SW480 cells，and its mechanism may be related with

the down-regulation of β-catenin activity and its downstream genes expression（Cyclin D1 and P-gp）.

Keywords：Carnosic acid；Colon cancer；5-Fluorouracil；Cell proliferation；Cell apoptosis；β-catenin
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盒说明进行操作）。每组实验重复 3次。

1.2.3 MTT法检测 取对数生长期的 SW480细胞，按

4×103个 /孔接种于 96孔板内。待细胞贴壁后，按

实验设计加入不同浓度（1～100 滋mol·L-1）的 CA和

5-FU进行分别处理或联合处理，每组设 6 个复孔。

细胞培养 72 h后，每孔加入 20 滋L MTT（5g·L-1），孵

育 4 h后弃上清液，再加 150 滋L的 DMSO振荡混匀。

在酶标仪上检测 490 nm处吸光度（OD），实验重复 3

次。细胞存活率 =（实验组 OD值 / 对照组 OD值）×

100 %，绘制细胞活力曲线并计算半数致死浓度（IC50）。

1.2.4 荧光素酶报告基因实验 对数生长 SW480细胞

铺在 24孔板内，贴壁后采用 Lipofectamine 2000转染

试剂，在细胞内同时转入 TOP-Flash报告质粒和内参

报告质粒 pRL-TK，不同浓度 CA处理 24 h，按照试

剂盒说明书检测细胞裂解液内荧光素酶活性，每组

实验重复 3次，结果取平均值。

1.2.5 Western blot检测 人结肠癌 SW480 细胞在不

同浓度 CA处理 24 h后，冰预冷的 RIPA裂解液收集

细胞全蛋白，加入适量蛋白上样缓冲液，沸水煮 10

min使蛋白充分变性，进行 SDS-PAGE电泳后将蛋白

转至 PVDF膜，再按常规方法进行 Western blot一抗

二抗检测。

1.2.6 RT-PCR实验 将细胞铺于培养皿中，采用含

胎牛血清的完全培养基培养细胞，不同浓度 CA处理

24h 后，TRIzol 法提取总 RNA；通过 RT-PCR 检测

Cyclin D1 和 P-gp（P-glycoprotein）的表达，每组实验

重复 3 次。所用引物如下： 18S rRNA 上游 5’

-CAGCCACCCGAGAT TGAGCA-3’，下游 5’-TAGTA

GCGACGGGCGGTGTG -3’；Cyclin D1 上游 5’-TGTT

CGTGGCCTCTAAGAT GAAG-3’，下游 5’-AGGTTCC

ACTTGAGCTTGTTCAC -3’，P-gp上游 5’-TTCGCAA

CCCCAAGATCCTC-3’，下游 5’-ACAATGGTGGTCC

GACCTTT-3’。

1.3 统计学处理方法 采用 SPSS17.0软件，所有数

据以均数±标准差（x依 s）表示，多组间比较采用单因
素方差分析，两组间比较采用两样本均数的 t检验，
P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果
2.1 CA 抑制 SW480 细胞的增殖 见图 1。在

10~100 滋mol·L-1 浓度范围内，CA 对结肠癌 SW480

细胞的增殖具有明显的抑制作用，而且这种抑制作

用呈现出对药物浓度和作用时间的依赖性。

注：与同时间点的空白对照组比较， *P < 0.05， **P < 0.01。

图 1 CA对 SW480细胞增殖抑制的影响
Figure 1 Proliferation -inhibitory effect of CA on SW480 cells

2.2 CA 增强 5-FU 诱导的 SW480 细胞凋亡 见图

2。SW480 细胞分别经 CA、5-FU 以及 5-FU+CA 联

合用药处理 48 h后，结果显示 CA组、5-FU组以及

5FU+CA联合用药组诱导的细胞凋亡率与空白对照组

比较，差异有统计学意义（P < 0.05，P < 0.01），而

5FU+CA联合用药组与单独给药组比较差异有统计学

意义（P < 0.05）。表明 CA 能够促进 5-FU 诱导人结

肠癌细胞凋亡的作用。

2.3 CA增强 5-FU对 SW480细胞活力的抑制作用
见图 3。CA与 5-FU单独用药均呈现剂量依赖效应，

CA、 5-FU 及 5-FU+CA 联合用药的 IC50 分别为

（41.25±2.43）滋mol·L-1、（19.62±3.62）滋mol·L-1以及

（6.17±1.29）滋mol·L-1，其中联合用药组的 IC50 小于

5-FU 单独用药组（P < 0.05），表明 CA 可以增强

5-FU杀伤 SW480细胞的作用。

2.4 CA 降低 SW480 细胞 茁-catenin 的活性 见图

4。TOP-Flash 荧光素酶质粒含有多个 β-catenin 结

合元件，所以能够反映细胞内 β-catenin 的转录活

性。图 4A显示 Wnt3a能够明显提高β-catenin的活

性，而 CA可以有效抑制β-catenin的活性。Western

blot 检测结果（图 4B）显示，CA 作用于 SW480 细胞

导致β-catenin蛋白水平的下调，并且随药物浓度增

A

24 h

48 h

72 h

1 2 3 4 5 6

B

0 5 10 20 50 100

24 h
48 h
72 h

120

100

80

60

40

20

0

*
**

*

**

**

**

**
**

**

**
**

CA/滋mol·L-1

285· ·



栽则葬凿蚤贼蚤燥灶葬造 悦澡蚤灶藻泽藻 阅则怎早 砸藻泽藻葬则糟澡 驭 悦造蚤灶蚤糟葬造 孕澡葬则皂葬糟燥造燥早赠，圆园14 May，灾燥造援 圆5 晕燥援 3

加而作用增强，而同时其共转录因子 TCF-4的蛋白

表达并没有发生明显变化。这提示 CA能够通过降低

β-catenin蛋白水平而下调其转录活性。

2.5 CA 抑制 SW480 细胞 Cyclin D1 和 P -gp 的
mRNA 表达 见图 5。RT-PCR 检测结果显示，CA

能够抑制 SW480细胞内 Cyclin-D1和 P-gp的 mRNA

表达，表达水平随药物浓度增加而明显降低。

Cyclin-D1和 P-gp作为β-catenin的下游靶基因，其

表达水平下调应该与 CA抑制细胞内β-catenin的活

性有关。

3 讨论
迷迭香提取物及活性成分有明显的抗细胞增殖

和抗肿瘤的作用，其中约占到迷迭香叶干重 4 %的

鼠尾草酸（CA）在抗肿瘤效果中起到了关键的作用 [9]。

本研究中，采用不同浓度的 CA体外作用可以抑制人

注：与空白对照组比较， *P < 0.05；与 5-FU组比较，#P < 0.05。

图 2 CA和 5-FU对 SW480细胞凋亡的影响（n=3）

Figure 2 Cell apoptosis induced by 5-FU and CA in SW480

cells
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图 3 CA和 5-FU对 SW480细胞活力的影响（n=3）

Figure 3 Cell viability reduced by 5-FU and CA in SW480 cells
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图 4 CA对 SW480细胞内 茁-catenin活性的影响（n=3）

Figure 4 β-catenin activity decreased by CA in SW480 cells
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图 5 CA对 SW480细胞内 茁-catenin靶基因表达的影响
Figure 5 Target genes of β-catenin modulated by CA in SW480

cells
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结肠癌 SW480细胞的增殖，而且这种抑制效应呈浓

度和时间依赖性的。通过对其机制的研究发现 CA下

调了 Cyclin D1的表达水平。Cyclin D1属于细胞周期

调控蛋白，表达具有细胞周期特异性，在 G1/S交界

处表达量最高，其总含量能够反映处于不同周期的

细胞群体的增殖活跃程度[10]。所以，提示 CA能够通

过下调 Cyclin D1 的表达从而抑制结肠癌细胞的增

殖。

结肠癌是一种常见的恶性肿瘤，目前临床治疗

的主要手段之一是以 5-FU 为基础的化学药物治疗，

而癌细胞产生耐药性是化疗失败的主要原因。研究

表明其主要机制包括表达 ABC 转运蛋白（ATP-

binding cassette transporter）把化疗药物输出细胞外，

修复化疗药物造成的 DNA损伤和阻止细胞进入凋亡

程序等[11]。P-gp作为 ABC转运蛋白系统的主要跨膜成

分，能够通过降低细胞内药物浓度或者改变药物在

细胞内的分布来限制药物作用的效果，从而导致了

癌细胞的药物耐受 [12]。本研究表明 CA 能够增强

5-FU的抗肿瘤活性，而其主要机制是通过降低 P-gp

的表达水平从而促进 5-FU诱导的细胞凋亡，提示两

药联合的化疗方案具有潜在的临床应用价值。

Wnt/ 茁-catenin信号通路在发育和组织内稳态中

起着重要的作用，而β-catenin的持续激活则能够导

致肿瘤特别是结肠癌的发生。实际上超过 90 %的结

肠癌都伴随有 Wnt/β-catenin信号通路的基因突变，

主要是 APC 和β-catenin的突变导致了该信号通路

的持续激活[13]。β-catenin被激活后能够进入细胞核

并与 TCF/LEF形成转录复合物，诱导其下游基因的

表达进而促进肿瘤的发生发展，而且多项研究表明

β- catenin的核聚集与肿瘤的分期、转移和不良预

后密切相关 [14]。因此 β-catenin 成为结肠癌药物治

疗的重要靶点，目前针对该信号通路已经成功研发

出多种小分子抑制剂，但它们大多是通过靶向

β-catenin的调节蛋白而间接抑制其活性[15]。我们的

研究表明，CA能够通过下调β-catenin自身及其下

游基因 Cyclin D1 和 P-gp 的表达水平，从而抑制结

肠癌细胞内过度活化的 Wnt/β-catenin 信号，进一

步表现出显著的抗肿瘤效果。但关于 CA 抑制

β-catenin信号通路活性与其抗肿瘤效果的相关机制

还有待深入研究。
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