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鼠李糖乳杆菌代谢物吲哚-3-乳酸拮抗SP3/TNF-α通路

促进结直肠癌细胞凋亡的机制研究
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摘     要             背景与目的：众所周知，肠道系统的微生物群是调节肠道健康与否的重要微环境。拥有平衡的微生物群

有助于预防疾病，特别是与胃肠系统有关的癌症。鼠李糖乳杆菌 （L. rhamnosus） 具有抗肿瘤作用，但是

具体机制尚不明确，基于此，本研究探讨 L. rhamnosus 对人结直肠癌 （CRC） 细胞凋亡的影响和潜在机制。

方 法 ：将 人 CRC 细 胞 HCT-116、 HT-29 以 及 正 常 结 肠 上 皮 细 胞 NCM-460 用 L. rhamnosus 的 培 养 上 清 液

（LRCS） 或大肠埃希菌 （E. Coli） 的培养上清液 （ECCS） 处理后，检测细胞活力、凋亡水平和细胞周期

分布。使用 3 kDa 超滤管将细菌培养上清液分为低分子量组分 （<3 kDa） 和高分子量组分 （>3 kDa），分

析这两个组分对细胞凋亡的影响。非靶向 LC-MS/MS 以鉴定 LRCS 有效组分中的抗 CRC 细胞的代谢物，

并使用 5 μmol/L 浓度的上述代谢物筛选影响凋亡的关键代谢物。细胞凋亡通路 siRNA 筛选鉴定关键代

谢物的作用靶标。分子对接分析关键代谢物与靶标分子的相互作用位点。

结果：LRCS 呈浓度依赖性降低 CRC 细胞的活力，且明显促进 CRC 细胞的凋亡 （均 P<0.05），而 ECCS 无

上述作用 （均 P>0.05）。进一步分析发现，仅 LRCS 低分子量能产生上述作用。非靶向 LC-MS/MS 鉴定以

及验证实验表明，吲哚-3-乳酸 （I3L） 影响 CRC 细胞凋亡的 L. rhamnosus 关键代谢物。通过 siRNA 筛

选，将 CRC 细胞的特异性蛋白 3 （SP3） 敲除后，I3L 对 CRC 细胞的凋亡水平、TNF-α 的表达与分泌水

平均无明显影响 （均 P>0.05）。分子对接发现，I3L 与 SP3 的 K551、E551 和 E552 存在相互作用。将 SP3

敲除 CRC 细胞分别转染 SP3 野生型过表达质粒和 SP3 突变型过表达质粒，I3L 可以促进前者的细胞凋亡

水平和 TNF-α 分泌水平 （均 P<0.05），但对后者无此作用 （均 P>0.05）。

结论：L. rhamnosus 能促进 CRC 细胞的凋亡，作用机制可能与其代谢物 I3L 通过结合 SP3 的 K551、E551

和 E552 位点，增加 TNF-α 的转录和分泌有关。
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Abstract             Background and Aims: As is widely known, the microbiota in the gastrointestinal tract plays an 

important role in regulating intestinal health. Having a balanced microbiota can help prevent diseases, 

particularly cancer related to the gastrointestinal system. Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus) has 

been found to have anti-tumor effects, but the specific mechanisms are still unclear. Based on this, this 

study was conducted to investigate the impact and potential mechanisms of L. rhamnosus on apoptosis of 

human colorectal cancer cells (CRC).

Methods: Human CRC cells HCT-116, HT-29, and normal colon epithelial cells NCM-460 were treated 

with the culture supernatant of L. rhamnosus (LRCS) or Escherichia coli (E. coli) culture supernatant 

(ECCS), and cell viability, apoptosis level, and cell cycle distribution were measured. The bacterial 

culture supernatant was divided into low molecular weight (<3 kDa) and high molecular weight (>3 kDa) 

fractions using a 3 kDa ultrafiltration membrane, and the effects of these fractions on cell apoptosis were 

analyzed. Untargeted LC-MS/MS was used to identify anti-CRC metabolites in the effective fraction of 

LRCS, and these metabolites were screened at a concentration of 5 μmol/L to identify key metabolites 

affecting apoptosis. SiRNA screening was performed to identify the target of the key metabolites in the 

apoptotic pathway. Molecular docking analysis was conducted to study the interaction sites between the 

key metabolites and the target molecules.

Results: LRCS exhibited a concentration-dependent decreasing effect on cell viability of CRC cells and 

significantly promoted apoptosis in CRC cells (all P<0.05), while ECCS had no such effects (all P>

0.05). Further analysis revealed that only the low molecular weight fraction of LRCS was capable of 

producing these effects. Untargeted LC-MS/MS identification and validation experiments indicated that 

indole-3-lactic acid (I3L) was a key metabolite of L. rhamnosus that influenced CRC apoptosis. Through 

siRNA screening, I3L showed no significant effect on apoptosis level or TNF-α expression and secretion 

levels in CRC cells with knockout of the specific protein 3 (SP3) (all P>0.05). Molecular docking 

revealed that I3L interacted with K551, E551, and E552 of SP3. CRC cells with SP3 knockout were 

transfected with wild-type SP3 overexpression plasmid and mutant SP3 overexpression plasmid, 

respectively, and I3L was found to promote cell apoptosis and TNF- α secretion in the former (all P<

0.05), but had no effect on those in the latter (all P>0.05).

Conclusions: L. rhamnosus can promote apoptosis of CRC cells, and the mechanism of action may be 

related to its metabolite I3L binding to the K551, E551, and E552 sites of SP3, leading to increased 

transcription and secretion of TNF-α.

Key words           Colorectal Neoplasms; Lactobacillus rhamnosus; Indole-3-Lactic Acid; Sp3 Transcription Factor; Tumor Necrosis 

Factor α; Apoptosis
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结 直 肠 癌 （colorectal cancer， CRC） 是 世 界 上

第 三 大 最 常 被 诊 断 出 的 恶 性 肿 瘤 ， 也 是 癌 症 死 亡

的第二大原因[1-3]。有许多与 CRC 致癌相关的风险

因 素 ， 包 括 基 因 改 变 、 生 活 方 式 和 环 境 因 素[4-7]。

在过去 10 年中，肠道微生物群已被证明在 CRC 发

展中发挥关键作用[8-10]。某些益生菌，如嗜热链球

菌 （Streptococcus thermophilus） 和 鼠 李 糖 乳 杆 菌

（Lactobacillus rhamnosus，L. rhamnosus） 已证明具有

抗癌特性[11-13]。大多数乳杆菌属物种被归类为乳酸

菌[14]。 乳 酸 菌 通 常 存 在 于 发 酵 食 品 中 ， 例 如 分 解

植 物 和 奶 制 品 中 ， 它 们 被 广 泛 接 受 用 作 人 类 的 益

生 菌[15-17]。 乳 酸 菌 对 疾 病 的 有 益 作 用 已 被 广 泛 报

道 ， 并 且 临 床 前 研 究 表 明 其 能 够 减 少 与 癌 症 发 展

相 关 的 慢 性 炎 症[18]。 然 而 ， 关 于 L. rhamnosus 抗 癌

的 分 子 机 制 尚 不 清 晰 。 基 于 此 ， 本 研 究 旨 在 探 讨

L. rhamnosus 调控人 CRC 细胞凋亡的潜在机制。

1     材料与方法 

1.1 材料　

Silencer™ Select 人 细 胞 凋 亡 siRNA 文 库 购 自 赛

默 飞 公 司 （货 号 ： A30095）。 L. rhamnosus ATCC 

53103 和 大 肠 埃 希 菌 （Escherichia coli， E. Coli）

MG1655 （E.coli，ATCC 700926） 购自美国典型培养

物保藏中心。HCT-116 购自广州速研生物科技有限

公司 （货号：HCT-116）。HT-29 购自杭州馨然生物

科技有限公司 （货号：JNO-HT29）。NCM-460 购自

广州群贤科技有限公司 （货号：H110）。BHI 肉汤

购 自 四 川 菲 尔 博 思 科 技 有 限 公 司 （ 货 号 ：

CM1135B）。 特 异 性 蛋 白 3 （specificity protein 3，

SP3） 和 TNF- α 受 体 （TNF receptor superfamily 

member 1A， TNF-R1） 敲 除 的 HCT-116 和 HT-29 细

胞系由 Abcam 公司设计和实施。SP3 野生型质粒和

突 变 型 质 粒 （K551A、 E551A、 E552A） 由 北 京 擎

科生物构建。DMEM 培养基购自北京伊诺凯科技有

限公司 （货号：D917534-500ml）。3- （4，5-二甲

基噻唑-2-基） -2，5-二苯基溴化四唑 （MTT） 购

自深圳市益百顺科技有限公司 （货号：MTT）。膜

联蛋白 V-PE 购自上海群己生物科技有限公司 （货

号 ： KA0717）。 7- 氨 基 放 线 菌 素 D （7-AAD） 购 自

上 海 阿 拉 丁 生 化 科 技 股 份 有 限 公 司 （ 货 号 ：

A131295-25mg）。碘化丙啶购自北京百灵威科技有

限 公 司 （货 号 ： 279945）。 吲 哚 -3- 乳 酸 （indole-3-

lactic acid，I3L） 购自上海吉至生化科技有限公司

（货号：I96470-25mg）。

1.2 方法　

1.2.1 细胞培养与处理　两 种 CRC 细 胞 （HCT-116

和 HT-29） 和 正 常 结 肠 上 皮 细 胞 （NCM-460） 置 于

与 DMEM 培 养 基 中 培 养 。 所 有 培 养 基 均 加 入 10%

胎牛血清 （FBS）、100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链

霉素。然后将细胞在 5% CO2、37 ℃下培养，在对

数生长期用 0.25% 胰蛋白酶消化。L. rhamnosus 和 E.

coli 在 37 ℃有氧条件下的 BHI 肉汤中培养。E. coli

是 一 种 非 致 病 性 人 类 肠 道 共 生 细 菌 ， 作 为 阴 性 对

照 。 收 集 培 养 16 h 后 的 L. rhamnosus 的 上 清

（LRCS） 和 E. coli 的上清 （ECCS） 用作下游实验。

1.2.2 细胞活力水平的测定　通过 MTT 测定法测量

细胞活力。将细胞以每孔 1.0×103 个细胞接种在 96 孔

板上，并在处理前孵育 24 h。细胞在 DMEM 培养基

中培养，添加不同浓度 （5%、10%、20%） 的细菌

上 清 液 。 通 过 MTT 测 定 连 续 72 h 测 量 细 胞 增 殖 。

MTT 甲 臜 产 物 的 量 通 过 用 酶 标 仪 测 量 570 nm 波 长

处的吸光度 （OD570） 来确定。

1.2.3 细胞凋亡水平的测定　处理前 24 h 将细胞铺

在 6 孔板上，并在含有 10% LRCS、ECCS 或 BHI 的

培 养 基 中 培 养 。 对 于 细 胞 凋 亡 测 定 ， 通 过 用 膜 联

蛋白 V-PE 和 7-AAD 双重染色来评估凋亡细胞的比

例。膜联蛋白 V-PE 和 7-AAD 染色的组合区分了早

期凋亡细胞 （膜联蛋白 V+、7-AAD-） 和晚期凋亡

细 胞 （膜 联 蛋 白 V+ 、 7-AAD+）。 本 研 究 所 统 计 的

细胞凋亡水平包含早期凋亡和晚期凋亡。

1.2.4 细胞周期分布的测定　处理前 24 h 将细胞铺

在 6 孔板上，并在含有 10% LRCS、ECCS 或 BHI 的培

养 基 中 培 养 。 对 于 细 胞 周 期 分 析 ， 用 10% LRCS、

ECCS 或 BHI 处理 1 d 的细胞被固定并用 50 μg/mL 碘

化丙啶染色。使用 FASAria 细胞分选仪分析所有染

色细胞的细胞周期。

1.2.5 非靶向代谢组学和代谢物功能筛选　为了研

究 LRCS 中的抗 CRC 细胞代谢物，将 100 μL 每个样

品 （LRCS、 ECCS、 BHI） 加 入 含 有 内 标 （L-2- 氯

苯丙氨酸，2 μg/mL） 的 400 μL 提取溶液中。离心

后，将 75 μL 上清液转移至新鲜玻璃小瓶中进行液

相 色 谱 质 谱 （LC-MS/MS） 分 析 。 使 用 配 备 UPLC 

BEH Amide 色 谱 柱 的 1290 Infinity 系 列 UHPLC 系 统

进行超高效液相色谱 （UHPLC） 分离。采用如下洗

脱梯度进行分析：0~0.5 min，>95% B； 0.5~7.0 min，

95%~65% B；7.0~8.0 min，65%~40% B；8.0~9.0 min，

<40% B； 9.0~9.1  min， 40%~95% B； 9.1~12.0  min，

95% B。 TripleTOF 6600 质 谱 仪 用 于 在 LC-MS/MS 过

程中以信息依赖的方式获取串联质谱 （MS/MS） 光

谱实验。使用 R 包 XCMS （V.3.2） 实现了 LC-MS/MS

原 始 数 据 的 处 理 。 峰 值 注 释 由 R 语 言 实 现 的

CAMERA 包处理。内部 MS2 数据库、人类代谢组数

据库和 METLIN 代谢物数据库用于更可靠的代谢物鉴

定。通过双尾 Mann-Whitney U 检验鉴定出显著富集

的代谢物。与 BHI 或 ECCS 相比，富含 LRCS 且调整

后 P<0.05 的特定代谢物被认为具有统计学意义。

1.2.6 分子对接　使 用 AutoDock Vina Extended 程 序

进 行 对 接 研 究 。 I3L 分 子 来 自 PubChem 数 据 库

（CID：802）。SP3 的晶体结构来自 AlphaFold 数据库

（ID：AF-Q02447-F1）。

1.3 统计学处理　

使用双边 Student's t 检验进行两组之间的比较。

530



第 4 期 史惠文，等：鼠李糖乳杆菌代谢物促进结直肠癌细胞凋亡的机制研究

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net

1     材料与方法 

1.1 材料　

Silencer™ Select 人 细 胞 凋 亡 siRNA 文 库 购 自 赛

默 飞 公 司 （货 号 ： A30095）。 L. rhamnosus ATCC 

53103 和 大 肠 埃 希 菌 （Escherichia coli， E. Coli）

MG1655 （E.coli，ATCC 700926） 购自美国典型培养

物保藏中心。HCT-116 购自广州速研生物科技有限

公司 （货号：HCT-116）。HT-29 购自杭州馨然生物

科技有限公司 （货号：JNO-HT29）。NCM-460 购自

广州群贤科技有限公司 （货号：H110）。BHI 肉汤

购 自 四 川 菲 尔 博 思 科 技 有 限 公 司 （ 货 号 ：

CM1135B）。 特 异 性 蛋 白 3 （specificity protein 3，

SP3） 和 TNF- α 受 体 （TNF receptor superfamily 

member 1A， TNF-R1） 敲 除 的 HCT-116 和 HT-29 细

胞系由 Abcam 公司设计和实施。SP3 野生型质粒和

突 变 型 质 粒 （K551A、 E551A、 E552A） 由 北 京 擎

科生物构建。DMEM 培养基购自北京伊诺凯科技有

限公司 （货号：D917534-500ml）。3- （4，5-二甲

基噻唑-2-基） -2，5-二苯基溴化四唑 （MTT） 购

自深圳市益百顺科技有限公司 （货号：MTT）。膜

联蛋白 V-PE 购自上海群己生物科技有限公司 （货

号 ： KA0717）。 7- 氨 基 放 线 菌 素 D （7-AAD） 购 自

上 海 阿 拉 丁 生 化 科 技 股 份 有 限 公 司 （ 货 号 ：

A131295-25mg）。碘化丙啶购自北京百灵威科技有

限 公 司 （货 号 ： 279945）。 吲 哚 -3- 乳 酸 （indole-3-

lactic acid，I3L） 购自上海吉至生化科技有限公司

（货号：I96470-25mg）。

1.2 方法　

1.2.1 细胞培养与处理　两 种 CRC 细 胞 （HCT-116

和 HT-29） 和 正 常 结 肠 上 皮 细 胞 （NCM-460） 置 于

与 DMEM 培 养 基 中 培 养 。 所 有 培 养 基 均 加 入 10%

胎牛血清 （FBS）、100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链

霉素。然后将细胞在 5% CO2、37 ℃下培养，在对

数生长期用 0.25% 胰蛋白酶消化。L. rhamnosus 和 E.

coli 在 37 ℃有氧条件下的 BHI 肉汤中培养。E. coli

是 一 种 非 致 病 性 人 类 肠 道 共 生 细 菌 ， 作 为 阴 性 对

照 。 收 集 培 养 16 h 后 的 L. rhamnosus 的 上 清

（LRCS） 和 E. coli 的上清 （ECCS） 用作下游实验。

1.2.2 细胞活力水平的测定　通过 MTT 测定法测量

细胞活力。将细胞以每孔 1.0×103 个细胞接种在 96 孔

板上，并在处理前孵育 24 h。细胞在 DMEM 培养基

中培养，添加不同浓度 （5%、10%、20%） 的细菌

上 清 液 。 通 过 MTT 测 定 连 续 72 h 测 量 细 胞 增 殖 。

MTT 甲 臜 产 物 的 量 通 过 用 酶 标 仪 测 量 570 nm 波 长

处的吸光度 （OD570） 来确定。

1.2.3 细胞凋亡水平的测定　处理前 24 h 将细胞铺

在 6 孔板上，并在含有 10% LRCS、ECCS 或 BHI 的

培 养 基 中 培 养 。 对 于 细 胞 凋 亡 测 定 ， 通 过 用 膜 联

蛋白 V-PE 和 7-AAD 双重染色来评估凋亡细胞的比

例。膜联蛋白 V-PE 和 7-AAD 染色的组合区分了早

期凋亡细胞 （膜联蛋白 V+、7-AAD-） 和晚期凋亡

细 胞 （膜 联 蛋 白 V+ 、 7-AAD+）。 本 研 究 所 统 计 的

细胞凋亡水平包含早期凋亡和晚期凋亡。

1.2.4 细胞周期分布的测定　处理前 24 h 将细胞铺

在 6 孔板上，并在含有 10% LRCS、ECCS 或 BHI 的培

养 基 中 培 养 。 对 于 细 胞 周 期 分 析 ， 用 10% LRCS、

ECCS 或 BHI 处理 1 d 的细胞被固定并用 50 μg/mL 碘

化丙啶染色。使用 FASAria 细胞分选仪分析所有染

色细胞的细胞周期。

1.2.5 非靶向代谢组学和代谢物功能筛选　为了研

究 LRCS 中的抗 CRC 细胞代谢物，将 100 μL 每个样

品 （LRCS、 ECCS、 BHI） 加 入 含 有 内 标 （L-2- 氯

苯丙氨酸，2 μg/mL） 的 400 μL 提取溶液中。离心

后，将 75 μL 上清液转移至新鲜玻璃小瓶中进行液

相 色 谱 质 谱 （LC-MS/MS） 分 析 。 使 用 配 备 UPLC 

BEH Amide 色 谱 柱 的 1290 Infinity 系 列 UHPLC 系 统

进行超高效液相色谱 （UHPLC） 分离。采用如下洗

脱梯度进行分析：0~0.5 min，>95% B； 0.5~7.0 min，

95%~65% B；7.0~8.0 min，65%~40% B；8.0~9.0 min，

<40% B； 9.0~9.1  min， 40%~95% B； 9.1~12.0  min，

95% B。 TripleTOF 6600 质 谱 仪 用 于 在 LC-MS/MS 过

程中以信息依赖的方式获取串联质谱 （MS/MS） 光

谱实验。使用 R 包 XCMS （V.3.2） 实现了 LC-MS/MS

原 始 数 据 的 处 理 。 峰 值 注 释 由 R 语 言 实 现 的

CAMERA 包处理。内部 MS2 数据库、人类代谢组数

据库和 METLIN 代谢物数据库用于更可靠的代谢物鉴

定。通过双尾 Mann-Whitney U 检验鉴定出显著富集

的代谢物。与 BHI 或 ECCS 相比，富含 LRCS 且调整

后 P<0.05 的特定代谢物被认为具有统计学意义。

1.2.6 分子对接　使 用 AutoDock Vina Extended 程 序

进 行 对 接 研 究 。 I3L 分 子 来 自 PubChem 数 据 库

（CID：802）。SP3 的晶体结构来自 AlphaFold 数据库

（ID：AF-Q02447-F1）。

1.3 统计学处理　

使用双边 Student's t 检验进行两组之间的比较。
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多组之间的差异采用 ANOVA 分析，然后进行 Tukey

的多重比较检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 L.rhamnosus抑制CRC细胞的活力　

为 了 验 证 L.rhamnosus 的 肿 瘤 抑 制 作 用 ， 使 用

两 种 CRC 细 胞 （HCT-116 和 HT-29） 和 正 常 结 肠 上

皮 细 胞 （NCM-460） 作 为 对 照 进 行 了 体 外 功 能 分

析 。 用 5%、 10%、 20% 体 积 占 比 的 LRCS 或 ECCS

处 理 HCT-116、 HT-29、 NCM-460 细 胞 ， 发 现 LRCS

以 浓 度 依 赖 性 方 式 明 显 降 低 CRC 细 胞 系 的 活 力

（均 P<0.05）， 但 对 正 常 结 肠 上 皮 细 胞 NCM-460 的

活 力 无 明 显 影 响 （均 P>0.05）（图 1）。 这 些 数 据

表 明 ， L. rhamnosus 分泌的分子可以抑制 CRC 细胞

的活力。

2.2 L. rhamnosus促进CRC细胞凋亡　

为了确定 LRCS 抑制 CRC 细胞活力的机制，通

过流式细胞术和 Annexin V-PE 和 7-AAD 染色定量评

估 LRCS 对细胞凋亡和细胞周期分布的影响。结果显

示，LRCS 明显促进 CRC 细胞 HCT-116 和 HT-29 的凋

亡 （均 P<0.05），而对正常上皮结肠细胞 NCM-460 没

有影响 （P>0.05）（图 2A）。相比之下，LRCS 对 CRC

细 胞 的 细 胞 周 期 分 布 没 有 影 响 （ 均 P>0.05）

（图 2B）。
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图1　不同体积占比 （5%、10%、20%） 的LRCS或ECCS对CRC细胞及正常结肠上皮细胞活力的影响

Figure 1　The effects of LRCS or ECCS with different volume ratios (5%, 10%, 20%) on the viability of CRC cells and normal 

colonic epithelial cells

2.3 L. rhamnosus代谢物I3L促进CRC细胞的凋亡

为了研究由 L. rhamnosus 产生的抗 CRC 分子的

特征，使用 3 kDa 超滤管将细菌培养上清液分为低

分子量组分 （<3 kDa） 和高分子量组分 （>3 kDa）。

结果显示，仅在用 LRCS 低分子量组分处理的 CRC

细胞的活力明显降低 （均 P<0.05），而 LRCS 高分子

量 组 分 对 CRC 细 胞 的 活 力 没 有 抑 制 作 用 （均 P>

0.05）（图 3A）。此外，热灭活的 LRCS 和蛋白酶 K

处 理 的 LRCS 都 保 留 了 降 低 CRC 细 胞 活 力 的 能 力

（均 P<0.05）（图 3B）。 同 时 ， LRCS 低 分 子 量 组 分

处 理 的 CRC 细 胞 的 凋 亡 水 平 明 显 上 升 （均 P<

0.05），而 LRCS 高分子量组分对 CRC 细胞的凋亡水

平无明显影响 （均 P>0.05）。此外，热灭活的 LRCS

和蛋白酶 K 处理的 LRCS 都保留了促进 CRC 细胞凋

亡 的 能 力 （均 P<0.05）（图 3C）。 因 此 ， 这 些 结 果

表 明 ， L. rhamnosus 的 抗 CRC 特 性 可 以 由 分 子 量

<3 kDa 的非蛋白质分子诱导。接下来进行了非靶向

LC-MS/MS 以鉴定 LRCS 低分子量组分中的抗 CRC 代谢

物；使用 5 μmol/L 浓度的上述代谢物处理 CRC 细胞

HT-29，发现代谢物 I3L 能够明显促进 CRC 细胞的凋

亡，并且存在浓度依赖效应 （均 P<0.05）（图 3D）。

2.4 I3L拮抗SP3/TNF-α促进CRC细胞的凋亡　

为了研究 I3L 影响细胞凋亡的靶标，使用商业

化的细胞凋亡通路 siRNA 进行筛选，发现敲低 SP3

或肿瘤坏死因子 α （tumor necrotic factor α，TNF-α）

或 胱 天 蛋 白 酶 3 （caspase 3， CAPS3） 或 胱 天 蛋 白

酶 7 （caspase 7，CAPS7） 或胱天蛋白酶 8 （caspase 

8， CAPS8） 或 胱 天 蛋 白 酶 9 （caspase 9， CAPS9）

时，I3L 处理的 CRC 细胞 HT-29 的凋亡水平无明显

改 变 （ 图 4A）。 研 究[19] 发 现 ， CASP3、 CASP7、

CASP8、 CASP9 为 TNF- α 的 下 游 分 子 促 凋 亡 因 子 ，

SP3 为 TNF- α 的 转 录 因 子 。 因 此 ， SP3 为 CASP3、

CASP7、CASP8、CASP9、TNF-α 的共上游分子，可

能 为 I3L 的 靶 标 。 为 了 验 证 I3L 的 靶 标 可 能 是 SP3

的猜想，构建 SP3 敲除的 CRC 细胞系，发现 I3L 处

理 对 SP3 敲 除 CRC 细 胞 系 的 凋 亡 水 平 、 TNF- α 的

表 达 水 平 和 分 泌 水 平 均 无 明 显 影 响 （均 P>0.05）

（图 4B-D）。 通 过 分 子 对 接 发 现 ， I3L 与 SP3 的

K551、 E551 和 E552 存 在 相 互 作 用 （图 4E）。 构 建

SP3 野生型过表达质粒 （SP3WT） 和 SP3 突变型过表

达质粒 （SP3MT），并将其转染 SP3 敲除的 CRC 细胞

系，发现 I3L 可以促进 SP3WT 过表达的 SP3 敲除 CRC

细 胞 系 的 细 胞 凋 亡 水 平 和 TNF-α 分 泌 水 平 （均 P<

0.05），而无法改变 SP3MT 过表达的 SP3 敲除 CRC 细

胞 系 的 细 胞 凋 亡 水 平 和 TNF- α 分 泌 水 平 （均 P>

0.05）（图 4F-G）。 同 时 ， 敲 除 TNF-R1 或 者 TNF- α
的抗体封闭后，I3L 对 CRC 细胞系的细胞凋亡水平

无影响 （均 P>0.05）（图 4H-I）。
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Figure 2　The effects of LRCS or ECCS on apoptosis and cell cycle distribution of CRC cells and normal colonic epithelial 

cells  A: Apoptosis levels; B: Cell cycle distribution

532



第 4 期 史惠文，等：鼠李糖乳杆菌代谢物促进结直肠癌细胞凋亡的机制研究

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net

2.3 L. rhamnosus代谢物I3L促进CRC细胞的凋亡

为了研究由 L. rhamnosus 产生的抗 CRC 分子的

特征，使用 3 kDa 超滤管将细菌培养上清液分为低

分子量组分 （<3 kDa） 和高分子量组分 （>3 kDa）。

结果显示，仅在用 LRCS 低分子量组分处理的 CRC

细胞的活力明显降低 （均 P<0.05），而 LRCS 高分子

量 组 分 对 CRC 细 胞 的 活 力 没 有 抑 制 作 用 （均 P>

0.05）（图 3A）。此外，热灭活的 LRCS 和蛋白酶 K

处 理 的 LRCS 都 保 留 了 降 低 CRC 细 胞 活 力 的 能 力

（均 P<0.05）（图 3B）。 同 时 ， LRCS 低 分 子 量 组 分

处 理 的 CRC 细 胞 的 凋 亡 水 平 明 显 上 升 （均 P<

0.05），而 LRCS 高分子量组分对 CRC 细胞的凋亡水

平无明显影响 （均 P>0.05）。此外，热灭活的 LRCS

和蛋白酶 K 处理的 LRCS 都保留了促进 CRC 细胞凋

亡 的 能 力 （均 P<0.05）（图 3C）。 因 此 ， 这 些 结 果

表 明 ， L. rhamnosus 的 抗 CRC 特 性 可 以 由 分 子 量

<3 kDa 的非蛋白质分子诱导。接下来进行了非靶向

LC-MS/MS 以鉴定 LRCS 低分子量组分中的抗 CRC 代谢

物；使用 5 μmol/L 浓度的上述代谢物处理 CRC 细胞

HT-29，发现代谢物 I3L 能够明显促进 CRC 细胞的凋

亡，并且存在浓度依赖效应 （均 P<0.05）（图 3D）。

2.4 I3L拮抗SP3/TNF-α促进CRC细胞的凋亡　

为了研究 I3L 影响细胞凋亡的靶标，使用商业

化的细胞凋亡通路 siRNA 进行筛选，发现敲低 SP3

或肿瘤坏死因子 α （tumor necrotic factor α，TNF-α）

或 胱 天 蛋 白 酶 3 （caspase 3， CAPS3） 或 胱 天 蛋 白

酶 7 （caspase 7，CAPS7） 或胱天蛋白酶 8 （caspase 

8， CAPS8） 或 胱 天 蛋 白 酶 9 （caspase 9， CAPS9）

时，I3L 处理的 CRC 细胞 HT-29 的凋亡水平无明显

改 变 （ 图 4A）。 研 究[19] 发 现 ， CASP3、 CASP7、

CASP8、 CASP9 为 TNF- α 的 下 游 分 子 促 凋 亡 因 子 ，

SP3 为 TNF- α 的 转 录 因 子 。 因 此 ， SP3 为 CASP3、

CASP7、CASP8、CASP9、TNF-α 的共上游分子，可

能 为 I3L 的 靶 标 。 为 了 验 证 I3L 的 靶 标 可 能 是 SP3

的猜想，构建 SP3 敲除的 CRC 细胞系，发现 I3L 处

理 对 SP3 敲 除 CRC 细 胞 系 的 凋 亡 水 平 、 TNF- α 的

表 达 水 平 和 分 泌 水 平 均 无 明 显 影 响 （均 P>0.05）

（图 4B-D）。 通 过 分 子 对 接 发 现 ， I3L 与 SP3 的

K551、 E551 和 E552 存 在 相 互 作 用 （图 4E）。 构 建

SP3 野生型过表达质粒 （SP3WT） 和 SP3 突变型过表

达质粒 （SP3MT），并将其转染 SP3 敲除的 CRC 细胞

系，发现 I3L 可以促进 SP3WT 过表达的 SP3 敲除 CRC

细 胞 系 的 细 胞 凋 亡 水 平 和 TNF-α 分 泌 水 平 （均 P<

0.05），而无法改变 SP3MT 过表达的 SP3 敲除 CRC 细

胞 系 的 细 胞 凋 亡 水 平 和 TNF- α 分 泌 水 平 （均 P>

0.05）（图 4F-G）。 同 时 ， 敲 除 TNF-R1 或 者 TNF- α
的抗体封闭后，I3L 对 CRC 细胞系的细胞凋亡水平

无影响 （均 P>0.05）（图 4H-I）。
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Figure 2　The effects of LRCS or ECCS on apoptosis and cell cycle distribution of CRC cells and normal colonic epithelial 

cells  A: Apoptosis levels; B: Cell cycle distribution
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图3　影响凋亡的L. rhamnosus 关键代谢物分析  A：LRCS 中低分子量组分或高分子量组分对 CRC 细胞活力的影响；B：经

热灭活的 LRCS 或蛋白酶 K 处理的 LRCS 对 CRC 细胞活力的影响；C：LRCS 中低分子量组分或高分子量组分以及经热灭

活的 LRCS 或蛋白酶 K 处理的 LRCS 对 CRC 细胞凋亡的影响；D：非靶向 LC-MS/MS 鉴定 LRCS 低分子量组分中的代谢

分子，筛选影响 CRC 细胞凋亡的代谢物及验证

Figure 3　Analysis of key metabolites from L. rhamnosus that affect apoptosis  A: Effects of low molecular weight or high 

molecular weight components in LRCS on CRC cell viability; B: Effects of heat-inactivated LRCS or proteinase K-treated 

LRCS on CRC cell viability; C: Effects of low molecular weight or high molecular weight components in LRCS, as well as 

heat-inactivated LRCS or proteinase K-treated LRCS, on CRC cell apoptosis; D: Untargeted LC-MS/MS identification of 

metabolites in low molecular weight components of LRCS, screening and validation of metabolites that affect CRC cell 

apoptosis
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图4　I3L 的靶标分子筛选及鉴定  A：细胞凋亡通路 siRNA 筛选 I3L 影响细胞凋亡的靶标；B：不同浓度 I3L 对 SP3 敲除的

CRC 细胞凋亡的影响；C：不同浓度 I3L 对 SP3 敲除的 CRC 细胞的 TNF-α mRNA 表达的影响；D：不同浓度 I3L 对 SP3 敲

除的 CRC 细胞的 TNF-α 分泌水平的影响；E：分子对接鉴定 I3L 与 SP3 的相互作用位点；F：不同浓度 I3L 对过表达 SP3WT

或 SP3MT且 SP3 敲除的 CRC 细胞凋亡的影响；G：不同浓度 I3L 对过表达 SP3WT或 SP3MT且 SP3 敲除的 CRC 细胞 TNF-α 分泌

水平的影响；H：不同浓度 I3L 对 TNF-α 抗体处理或不处理的 CRC 细胞凋亡的影响；I：不同浓度 I3L 对 TNF-R1 敲除或不

敲除的 CRC 细胞凋亡的影响

Figure 4　Identification and characterization of target molecules of I3L  A: SiRNA screening of apoptosis pathway to identify 

targets of I3L that affect apoptosis; B: Effects of different concentrations of I3L on apoptosis of CRC cells with SP3 

knockout; C: Effects of different concentrations of I3L on TNF-α mRNA expression in CRC cells with SP3 knockout; D: 

Effects of different concentrations of I3L on TNF-α secretion levels in CRC cells with SP3 knockout; E: Molecular docking 

to identify the interaction sites between I3L and SP3; F: Effects of different concentrations of I3L on apoptosis of CRC cells 

overexpressing SP3WT or SP3MT and with SP3 knockout; G: Effects of different concentrations of I3L on TNF-α secretion 

levels in CRC cells overexpressing SP3WT or SP3MT and with SP3 knockout; H: Effects of different concentrations of I3L on 

apoptosis of CRC cells treated or not treated with TNF-α antibody; I: Effects of different concentrations of I3L on apoptosis 

of CRC cells with or without TNF-R1 knockout
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3     讨　论 

在 临 床 前 实 验 中 ， 某 些 益 生 菌 可 以 抑 制 CRC

的进展。例如，活的和热灭活的 L. rhamnosus 通过

促进人类 CRC 细胞的凋亡而具有抗 CRC 作用[20-23]。

在 动 物 模 型 中 ， L. rhamnosus 可 以 通 过 增 加 各 种 促

凋 亡 蛋 白 的 表 达 来 抑 制 CRC 的 发 展[24]。 一 些 研

究[25-26]表明，经常食用益生菌可以改善肠道微生物

群 的 不 平 衡 ， 从 而 减 少 慢 性 炎 症 和 致 癌 物 质 产 生

的 机 会 肠 道 菌 群 失 调 过 程 中 的 化 合 物 。 但 是 ， 关

于 如 何 发 挥 其 抗 CRC 作 用 并 未 有 人 解 析 。 本 研 究

发 现 L. rhamnosus 分 泌 的 I3L 的 促 凋 亡 作 用 是 其 抗

CRC 作用的关键分子。

研 究[27] 发 现 ， 免 疫 治 疗 无 反 应 患 者 的 微 生 物

组缺乏乳酸杆菌，而有反应患者的微生物组中存在

乳酸杆菌。此外，其他 L. rhamnosus 对肠道健康和疾

病影响的研究报告称，L. rhamnosus 和其他乳杆菌通

过调节白细胞介素-10 水平和促进调节性 T 细胞活性

来促进肠道中的抗炎反应[28]。因此，L. rhamnosus 除

了分泌 I3L 的直接促凋亡作用外，还可以通过其他

途 径 发 挥 其 抗 CRC 功 能 ， 是 一 种 潜 在 定 植 后 发 挥

抗癌功能的微生物。

在 本 研 究 中 ， 敲 低 SP3 或 TNF- α 或 CASP3 或

CASP7 或 CASP8 或 CASP9 时 ， I3L 处 理 的 CRC 细 胞

HT-29 的 凋 亡 水 平 无 显 著 改 变 。 研 究[8] 发 现 ，

CASP3、CASP7、CASP8、CASP9 为 TNF-α 的下游分

子 促 凋 亡 因 子 ， SP3 为 TNF- α 的 转 录 因 子 。 因 此 ，

SP3 为 CASP3、 CASP7、 CASP8、 CASP9、 TNF- α 的

共上游分子。I3L 处理的 SP3 敲除 CRC 细胞系的凋

亡水平、TNF-α 的表达水平和分泌水平均没有显著

变化。因此，SP3 是 I3L 的靶标。分子对接发现 I3L

与 SP3 的 K551、E551 和 E552 存在相互作用。I3L 可

以促进 SP3WT 过表达的 SP3 敲除 CRC 细胞系的细胞

凋亡水平和 TNF-α 分泌水平，而无法改变 SP3MT 过

表 达 的 SP3 敲 除 CRC 细 胞 系 的 细 胞 凋 亡 水 平 和

TNF-α 分泌水平。TNF-α 诱导的经典 NF-κB 通路激

活 或 触 发 癌 细 胞 程 序 性 细 胞 死 亡 的 信 号 成 分 和 通

路 ， 通 过 CASP3、 CASP7、 CASP8、 CASP9 介 导 的

细 胞 凋 亡[29]。 研 究 发 现 SP3 的 K551、 E551 和 E552

位 点 是 SP3 活 性 的 关 键[30]。 因 此 ， I3L 通 过 K551、

E551 和 E552 位点与 SP3 相互作用，增强了 SP3 的转

录 活 性 ， 提 升 了 TNF- α 的 转 录 和 分 泌 水 平 ， 促 进

了 CRC 发生细胞凋亡。

然 而 ， 本 研 究 仍 然 有 不 足 之 处 。 本 研 究 仅 是

在体外细胞环境下进行了 L. rhamnosus 上清液以及

其代谢物 I3L 的促 CRC 细胞的凋亡实验，其在体内

环 境 中 是 否 仍 然 具 有 促 凋 亡 功 能 和 抑 制 肿 瘤 形 成

是本课题组的下一步研究方向。

综上所述，L. rhamnosus 的代谢物 I3L 通过结合

SP3 的 K551、 E551 和 E552 位 点 ， 增 加 了 TNF- α 的

转录和分泌，从而促进了 CRC 细胞凋亡。
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