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芍药苷对人恶性黑色素瘤细胞 A375 增殖的体外抑制作用及其机制研究 
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摘  要：目的  探讨芍药苷对人恶性黑色素瘤细胞 A375 增殖的体外抑制作用及其作用机制。方法  不同浓度芍药苷（3、
10、30 μmol/L）作用于黑色素瘤细胞 A375，MTT 法检测细胞活力，流式细胞术检测细胞周期情况，Western blotting 法检测

NFκB p65 信号通路激活情况及下游靶分子 Bax、Bcl-2、Cyclin D1、Cyclin E 的表达。结果  与对照组比较，随着给药浓度

的增加，芍药苷对黑色素瘤细胞 A375 抑制作用逐渐增强，30 μmol/L 作用 48 h 时抑制作用 高，并使 A375 细胞周期阻滞

在 G1 期；芍药苷显著抑制 NFκB p65、IκBα的磷酸化，下调 Bcl-2、Cyclin D1、Cyclin E 的表达，上调 Bax 表达，差异均具

有统计学意义（P＜0.01）。结论  芍药苷能抑制人黑色素瘤细胞 A375 体外增殖，可能是通过 NF-κB 信号通路发挥作用的。 
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Inhibition of paeoniflorin on proliferation of human malignant melanoma cell 
A375 in vitro and its mechanism 
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Abstract: Objective  To study inhibitory action of paeoniflorin on human malignant melanoma cell A375 in vitro and explored its 
mechanism. Methods  A375 cells were treated with paeoniflorin (3, 10, and 30 μmol/L). The viability of the cell was detected by 
MTT assay. Cell cycle change was detected by flow cytometry. The activition of NFκB p65 signaling pathway and expression of Bax, 
Bcl-2, Cyclin D1, and Cyclin E were assessed by Western blotting method. Results  Compared with control group, paeoniflorin (3, 10, 
and 30 μmol/L) could reduce cell viability, the inhibitory effect was highest in 48 h at concentration of 30 μmol/L. Moreover, 
paeoniflorin could make A375 cell arrest in G1 phase. Western blotting assays presented paeoniflorin could suppress the 
phosphorylation of NFκB p65 and IκBα, down-regulate the expression of Bcl-2, and up-regulate the expression of Bax, Cyclin D1, and 
Cyclin E with significant differences (P < 0.01). Conclusion  Paeoniflorin has inhibitory action on the proliferation of human 
malignant melanoma cell A375 in vitro, which may be related to NF-κB signal pathway. 
Key words: paeoniflorin; human malignant melanoma cell A375; proliferation; NF-κB signal pathway 
 

恶性黑素瘤是一种来源于黑素细胞、高度恶性

的肿瘤，多发生于皮肤，发病率呈逐年上升趋势[1]。

由于黑素瘤本身的高增殖性和微环境血供丰富等特

点，有利于该肿瘤的生长、浸润，对放化疗不敏感，

易产生治疗耐受，预后差[2]。干扰素 α2b（IFN-α2b）、
白细胞介素-2（IL-2）等黑色素瘤辅助治疗药物的

毒副作用较大，价格昂贵，并且很难与其他方法联

合治疗，临床化疗效果很差，因此寻求有效的新型

化疗药物，为临床治疗黑色素瘤提供实验依据具有

重大意义。赤芍总苷是从毛茛科植物芍药 Paeonia 
Lactiflora Pall.中提取的有效成分，单独或联合用药

可诱导人黑色素瘤细胞凋亡，与促进 Bcl-2 表达、 
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抑制 Bax 表达有关[3]。芍药苷是赤芍总苷中分离出

来的主要活性成分之一，具有抗胃癌[4]、肝癌[5-6]、

黑色素瘤[7]等多种肿瘤细胞活性。芍药苷对于黑色

瘤的抑制作用与 NFκB p65 mRNA 表达有关[7]，因

此本实验在此基础上从蛋白水平研究芍药苷是否可

通过 NFκB 信号通路对人恶性黑色素瘤细胞 A375
体外增殖具有抑制作用。 
1  材料 

人恶性黑色素瘤细胞 A375 购于中国科学院细胞

库，培养于含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基中。芍

药苷购自中国食品药品检定研究院，质量分数＞98%。 
四唑盐试剂（MTT）购于 Sigma 公司；β-actin、

BCA 法蛋白定量试剂盒、细胞周期检测试剂盒均购

于碧云天生物技术研究所；兔抗 NFκB p65、Bax、
Bcl-2 抗体购自 Epitmics 公司；兔抗 IκBα、p-IκBα、
Cyclin D1、Cyclin E 抗体均购自 Abcam 公司；胎牛

血清、DMEM 培养基、胰蛋白酶购于 Gbico 公司。 
2  方法 
2.1  MTT 实验 

将 80%左右融合的细胞 A375 消化，浓度调整

为 4×103/mL，接种，37 ℃、5% CO2培养箱中培

养 24 h。加入含 5%胎牛血清的 DMEM 培养基，加

入芍药苷使终浓度分别为 3、10、30 μmol/L，继续

培养 48 h，加 MTT（5 mg/mL）20 μL，培养 4 h 后，

弃上清，加 DMSO 150 μL，待结晶充分溶解后，570 
nm 处测定吸光度（A）值，计算细胞增殖抑制率。 

抑制率=A 药物/A 空白 

2.2  细胞周期检测 
将处于对数生长期的人恶性黑色素瘤细胞

A375 消化，浓度调整为 8×103/mL，接种，37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养 24 h。加入含 5% 胎牛血清

的 DMEM 培养基，加入芍药苷使终浓度分别为 3、
10、30 μmol/L，继续培养 48 h，收集细胞。按细胞

周期检测试剂盒说明书进行检测。 
2.3  Western blotting 

收集细胞，裂解并收获蛋白。根据 BCA 试剂

盒对蛋白浓度进行测定。蛋白样品上样，跑 SDS 凝

胶电泳，湿法转膜。一抗孵育，4 ℃过夜；二抗室

温孵育 1～2 h。漂洗，滴加 ECL 曝光液，在凝胶成

像系统中曝光。用 Quantity one 软件对各抗体条带

灰度值进行统计。 
2.4  数据分析 

所有数据至少重复 3 次，并用⎯x ± s 表示，两

组之间经 t 检验显著性差异，所有数据均用 SPSS 
17.0 统计分析。 
3  结果 
3.1  对人恶性黑色素瘤细胞 A375 活力的抑制作用 

随着给药浓度的增加，芍药苷对黑色素瘤细胞

A375 抑制作用逐渐增强，在 30 μmol/L 时，抑制率

大；随着 24、48、72 h 给药时间增加，芍药苷对

黑色素瘤细胞 A375 抑制作用也逐渐增强，其中 48、
72 h 作用强度一致，所以在后续实验中选取 48 h 作

为给药时间。结果见表 1。 

表 1  芍药苷对人恶性黑色素瘤细胞 A375 活力的抑制作用

（⎯x ± s，n=3） 
Table 1  Inhibition of paeoniflorin on activity of human 

malignant melanoma cell A375 (⎯x ± s, n=3) 

抑制率/% 
组别 

剂 量/ 

(μmol·L−1) 24 h 48 h 72 h 

对照 0 0.10±0.02 3.01±0.32 3.12±0.54

3 3.50±0.30* 34.54±3.12** 34.31±2.93**

10 16.50±0.95** 53.78±4.31** 53.83±6.14**

芍药苷

30 30.70±2.10** 65.37±5.64** 65.24±5.32**

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P <0.05  **P <0.01 vs control group 

3.2  对人恶性黑色素瘤细胞 A375 细胞周期影响 
给药 48 h，随着芍药苷给药浓度的增加，G1

期的细胞明显增多，从（53.19±5.07）%增加到

（73.15±7.36）%，差异具有统计学意义（P＜0.01）；
随着给药浓度的增加，S 期的细胞明显减少，从

（35.34±4.39）%降低到（20.96±2.67）%，差异

具有统计学意义（P＜0.05）。提示芍药苷使人恶

性黑色素瘤细胞 A375 细胞周期停滞在 G1 期。结

果见表 2。 

表 2  芍药苷对人恶性黑色素瘤细胞 A375 细胞周期影响 
（⎯x ± s，n=3） 

Table 2  Effect of paeoniflorin on cell cycle in human 
malignant melanoma cell A375 (⎯x ± s, n=3) 

组别 
给药浓度/

(μmol·L−1)
G1/% S/% G2/% 

对照 0 53.19±5.07 35.34±4.39 11.38±2.12 

50 56.73±5.23* 26.40±3.12* 16.87±1.13**

100 64.89±7.68** 22.63±2.14* 12.48±1.63**

芍药苷

200 73.15±7.36** 20.96±2.67* 5.89±1.01**

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P <0.05  **P <0.01 vs control group 
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3.3  对人恶性黑色素瘤细胞 A375 细胞 NFκB p65
信号通路的影响 

与对照组比较，随着给药浓度的增加，芍药苷

能显著抑制 NFκB p65 和 IκBα的磷酸化（磷酸化后

的相应蛋白分别为 p-NFκB p65、p-IκBα），差异均

具有统计学意义（P＜0.05）。不管给药与否，皆不

影响 NFκB p65 和 IκBα自身的表达。结果见图 1。 

 

 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P <0.05  **P <0.01 vs control group 

图 1  芍药苷对人恶性黑色素瘤细胞 A375 细胞 NFκB p65
信号通路的影响 

Fig. 1  Effect of paeoniflorin on NFκB p65 signal pathway 
in human malignant melanoma cell A375 

3.4  对人恶性黑色素瘤细胞A375细胞凋亡蛋白的影响 
与对照组比较，随着给药浓度的增加，芍药苷

能显著抑制 Bcl-2 表达，促进 Bax 蛋白的表达，差

异均具有统计学意义（P＜0.01）。结果见图 2。 
3.5  对人恶性黑色素瘤细胞A375细胞周期蛋白的影响 

与对照组比较，3、10、30 μmol/L 芍药苷均能

显著抑制 Cyclin D1 和 Cyclin E 表达，差异均具有

统计学意义（P＜0.01）。结果见图 3。 
4  讨论 

黑色素瘤是死亡率 高的一种皮肤恶性肿瘤，

80%的皮肤肿瘤死亡都是恶性黑色素瘤，5 年生存

率不足 20%。芍药苷具有高效低毒的特点，有抗肝

癌、肺癌活性[3-5]。本实验通过芍药苷作用人恶性黑

色素瘤细胞 A375 48 h 后，发现 3、10、30 μmol/L
芍药苷可显著抑制 A375 细胞活力，与芍药苷对其

他肿瘤细胞抑制作用浓度有稍许差别[4-5]，这可能是

各种肿瘤细胞抵抗外环境不同所造成的，对各种药

物敏感程度不一样所致的。 
恶性黑色素瘤是一类以细胞过度生长和无限增

殖为主要特征的疾病，发生的主要原因是细胞周期

调节机制的破坏和促凋亡能力的减弱，此过程受多

种信号通路的调节，NFκB 信号通路就是其中之一[8]。

静息状态下，NF-κB 与其抑制因子 IκB 结合成复合

物存在于细胞浆中，没有生物活性，在肿瘤细胞或

其他应激条件刺激下，NF-κB 被激活转移到细胞核

内，结合在靶基因启动子的 NF-κB 反应元件处，启

动 Bax、Bcl-2、Cyclin D1、Cyclin E 等相关靶基因

的转录，参与细胞凋亡和细胞周期调控等病理生理

过程[9-10]。NFκB 在肝癌[11]、胃癌[12]、乳腺癌[13]中

都被激活，过表达。在黑色素瘤中 NFκB 持续被激 

 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P <0.05  **P <0.01 vs control group 

图 2  芍药苷对人恶性黑色素瘤细胞A375 细胞凋亡蛋白的影响 
Fig. 2  Effect of paeoniflorin on expression of cell apoptotic 

protein in human malignant melanoma cell A375 
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与对照组比较：**P＜0.01 
**P <0.01 vs control group 

图 3  芍药苷对人恶性黑色素瘤细胞A375 细胞周期蛋白的影响 
Fig. 3  Effect of paeoniflorin on expression of cell cycle 

protein in human malignant melanoma cell A375 

活，与恶性肿瘤的发生、发展及预后不良有密切相

关[14]。裸鼠的高转移性黑素瘤的微血管密度检查研

究发现，对 NFκB 的抑制可使血管生成减少[15]。

NFκB 抑制剂 PDTC 可抑制 NFκB 活性，抑制肿瘤

细胞增殖[16]。本实验也发现在黑色瘤细胞 A375 细

胞中，NFκB p65、IκBα磷酸化程度较高，随着芍药

苷作用浓度的增加，能逐渐抑制 NFκB p65、IκBα
的磷酸化。相关研究也证实芍药对于 A375 的生长

抑制作用可能是通过抑制 NFκB p65 mRNA 表达来

实现的[7]。因此推测芍药苷具有抑制人恶性黑色瘤

细胞 A375 体外增殖作用，与 NFκB 信号通路有关。 
细胞凋亡也称细胞程序化死亡，是一种在基因

调控下的自主性细胞死亡方式。凋亡对于肿瘤的治

疗具有重要意义，大多数药物都可通过诱导细胞凋

亡发挥抗癌作用。其中 Bax 是典型的促凋亡蛋白，

Bcl-2 有拮抗促凋亡蛋白的功能，受上游信号刺激，

可发生多聚化，进一步发出凋亡信号，引起细胞凋

亡。Bax 低表达、Bcl-2 过表达与黑色素瘤的发生发

展密切相关，也是预后不良的标志[17]。赤芍总苷[3]、

槐耳水提取物[18]、狼毒提取物[19]可上调 Bax 表达，

下调 Bcl-2 表达，促进黑色素瘤细胞凋亡。本实验

研究发现，与对照组比较，芍药苷可剂量相关性地

促进 Bax 表达，抑制 Bcl-2 表达，从而诱导黑色素

瘤细胞凋亡。 
大多数抗肿瘤药物可以使细胞周期停滞于 G1

期或 G2/M 期[20-21]。目前认为，细胞周期进程调控

紊乱是导致肿瘤发生和发展的直接原因。恶性黑色

素瘤细胞的发生常伴随着细胞周期蛋白过度活化，

导致细胞周期失控，细胞不可控制增殖[22-23]。G1
期相关的 主要的细胞周期素是 Cyclin D1，与肿瘤

细胞的增殖有关系。人肺动脉平滑肌细胞敲除

Cyclin D1 基因后，细胞阻滞在 G1/S 期，细胞增殖

程度明显下降[24]。王晓丽[25]等发现 Cyclin D1 反义

寡核苷酸能显著增加人恶性黑色素瘤细胞 G1 期细

胞数目，降低 S 期细胞数目。Wang[26]等发现，阻滞

黑色素瘤细胞的 NFκB 通路下调 Cyclin D1 从而使

细胞周期发生阻滞。Cyclin E 是也是细胞周期 G1/S
期转换的关键调节因子，Cyclin E 过表达能缩短 G1
期，使细胞提前进入 S 期，造成细胞无限增殖，肿

瘤形成，其在包括葡萄膜黑色素细胞瘤中都是过表

达的[27-28]。因此抑制 Cyclin E 的过表达，能显著抑

制肿瘤细胞增殖。本实验研究发现，与对照组比较，

芍药苷可剂量相关性抑制Cyclin D1、Cyclin E表达，

从而抑制 A375 细胞体外增殖。 
综上所述，芍药苷可显著抑制热恶性黑色素瘤

细胞 A375 体外增殖能力，是通过上调 Bax 表达，

下调 Bcl-2、Cyclin D1、Cyclin E，并使细胞周期阻

滞在 G1 期来实现的，与 NFκB 信号通路有关。 
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