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积雪草苷对人骨肉瘤 Saos-2 细胞凋亡的影响 

吴  倩，江  波*
 

湖北文理学院附属医院 襄阳市中心医院，湖北 襄阳  441021 

摘  要：目的  研究积雪草苷体外对人骨肉瘤细胞株 Saos-2 细胞生长、凋亡及氧化应激的影响。方法  体外培养 Saos-2 细

胞，MTT 法检测不同时间（24、48、72 h）和不同浓度（20、40、80 μmol/L）的积雪草苷对细胞生长的抑制作用；AnnexinV-FITC/PI

双染流式细胞仪检测对细胞凋亡和细胞周期的影响；Western blotting 法检测磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3Ks）、苏氨酸激酶（AKT）、

p-AKT、糖原合成酶激酶 3β（GSK-3β）、p-GSK-3β 水平；Bradford 法检测超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽（GSH）和丙

二醛（MDA）水平。结果  与对照组比较，积雪草苷 20、40、80 μmol/L 对 Saos-2 细胞的增殖抑制率逐渐增加，且具有时

间和浓度相关性；与对照组比较，积雪草苷 20、40、80 μmol/L 组对 Saos-2 细胞的凋亡率明显增加（P＜0.01、0.001），且

具有浓度相关性。与对照组比较，积雪草苷可剂量相关性的增加 S 期细胞比例（P＜0.05、0.01）。与对照组比较，积雪草苷

20、40、80 μmol/L 组 PI3K、AKT、p-AKT、GSK-3β、p-GSK-3β 表达均减少，且各蛋白水平随药物浓度的增加而逐渐降低。

与对照组比较，积雪草苷 20、40、80 μmol/L 组 SOD 和 GSH 活性均明显升高（P＜0.05），而 MDA 水平则明显降低（P＜0.05、

0.01），均具有浓度相关性。结论  积雪草苷具有抗人骨肉瘤 Saos-2 细胞活性的作用，通过调控 PI3K/AKT/GSK-3β 信号通路

和抑制氧化应激抑制细胞生长，诱导细胞凋亡。 
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Effect of apoptosis on human osteosarcoma Saos-2 cells induced by asiaticoside 

WU Qian, JIANG Bo 

Xiangyang Central Hospital, the Affiliated Hospital of Hubei University of Arts and Science, Xiangyang 441021, China 

Abstract: Objective  To investigate the effects of asiaticoside on growth, apoptosis, oxidative stress of human osteosarcoma cell line 

Saos-2 in vitro. Methods  Saos-2 cells were cultured in vitro, and MTT was performed to observe the inhibition of cell growth by 

asiaticoside at different times (24, 48, and 72 h) and different concentrations (20, 40, and 80 μmol/L). Annexin V-FITC/PI flow 

cytometry was used to determine the apoptosis rate and cell cycle. PI3K, AKT, p-AKT, GSK-3β, and p-GSK-3β contents were detected 

by Western blotting. Bradford was used to determine the contents of SOD, GSH, and MDA. Results  Compared with the control 

group, the inhibition ratio of asiaticoside 20, 40, and 80 μmol/L on Saos-2 cells were increased, and had time and concentration 

correlation. Compared with the control group, the apoptosis rates of asiaticoside 20, 40, and 80 μmol/L on Saos-2 cells were 

significantly increased (P < 0.01, 0.001) with concentration correlation. Compared with the control group, asiaticoside could increase 

dose-dependent the ratio of S phase cell (P < 0.05, 0.01). Compared with the control group, PI3K, AKT, p-AKT, GSK-3β, and 

p-GSK-3β levels in asiaticoside 20, 40, and 80 μmol/L group were significantly decreased. And each protein level were decreased 

gradually with the increase of drug concentration. Compared with the control group, SOD and GSH levels in asiaticoside 20, 40, and 

80 μmol/L group were significantly increased (P < 0.05), while MDA level were significantly decreased (P < 0.05, 0.01), and they 

had concentration correlation. Conclusion  Asiaticoside has an anti-osteosarcoma Saos-2 cell activity, and induces apoptosis by 

regulating PI3K/AKT/ gsk-3 signaling pathways and inhibiting oxidative stress. 
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骨肉瘤是非常常见的源于骨间叶细胞的原发性

恶性骨肿瘤，好发于儿童和青少年。骨肉瘤主要累

及骨髓腔及骨皮质，波及骨外膜时可形成特征性的

三角形隆起。随着新型靶向化疗药物的使用及保肢

手术技术的提高，无转移骨肉瘤患者 5 年生存率可

提高至 60%～80%
[1]，而发生肺转移或骨转移的患

者，生存率只有 25%～50%
[2]。化疗药物虽在一定

剂量内可显著抑制肿瘤细胞，但大剂量的持续使用

会增加毒副作用并提高耐药率，使疗效降低。研究

发现很多中药具有很好的抑制肿瘤细胞生长的作

用，且无毒副作用或毒副作用小，可辅助抗肿瘤治

疗，减少化疗药物的毒副作用，增强疗效[3]。 

积雪草为伞形科积雪草属植物积雪草 Centella 

asiatica (Linn.) Urban 的全草，具有解毒清热、利湿

消肿等功效[4]，最早用于湿热黄疸和跌倒损伤等。

积雪草发挥药理活性的主要成分是积雪草苷，是一

种三萜类化合物，具有抗炎、抗氧化、促进伤口愈

合并减轻疤痕形成等多种药理活性[5]。随着对积雪

草苷药理作用研究的不断深入，发现其还具有广泛

的抗肿瘤作用。潘金丽[6]证实积雪草苷可通过升高

Bax 的表达并降低 Bcl-2 的表达诱导卵巢癌 A2780

细胞的凋亡，从而抑制肿瘤生长。姚锦英[7]研究表

明积雪草总苷可通过提高 IL-2、TNF-α 水平而发挥

抗肺癌 A549 细胞的作用。本研究主要观察观察积

雪草苷对人骨肉瘤 Saos-2 细胞的影响，并探讨其作

用机制。 

1  材料 

1.1  药物与细胞 

积雪草苷购于上海金穗生物科技有限公司，产

品批号 20151524，质量分数≥98%。人骨肉瘤 Saos-2

细胞购于中国科学院上海细胞研究所，于本细胞室

进行传代培养。 

1.2  试剂与仪器 

顺铂（江苏豪森药业集团有限公司，产品批号

006013CF）；胎牛血清（德国 PAA，产品批号

A15108-1479）；DMEM 培养液（美国 GIBCO 公司，

产品批号 8117050）；青霉素、链霉素（HyClone 公

司）；溴化二甲噻唑二苯四氮（MTT，美国 Sigma

公司，产品批号 M2128）；SW-CJ-2F 超净工作台（中

国吴江市伟峰净化设备有限公司）；2406-2 型 CO2

培养箱（美国 SHEL-LAB 公司）；MK3 型酶联免疫

检测仪（Thermo Labsystems）；Annexin V-FITC/PI

凋亡检测试剂盒（美国 Yeasen 公司）；倒置显微镜

（上海微图仪器科技发展有限公司）；电子分析天平

（瑞士 Mettler 公司）。磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3Ks）、

苏氨酸激酶（AKT）、p-AKT、糖原合成酶激酶 3β

（GSK-3β）、p-GSK-3β 抗体（美国 Cell Signaling 

Technology 公司）；IgG（武汉博士德生物工程有限

公司）。超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽（GSH）

和丙二醛（MDA）试剂盒（南京建成生物工程研

究所）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

Saos-2 细胞保存于液氮中，使用前取出并在

37 ℃水浴箱中快速解冻，而后用含体积分数 10%

胎牛血清、100 U/L 青霉素、100 mg/L 链霉素的

DMEM 溶液进行培养，接种于培养瓶后置于 5% 

CO2、37 ℃培养箱中，每隔 2～3 d 用 0.3%胰酶消

化并传代，待传代 2～3 次细胞增殖处于对数生长期

时用于以下实验。 

2.2  MTT 法检测细胞增殖抑制率 

将培养至对数生长期的Saos-2细胞用含10%胎

牛血清的 DMEM 溶液稀释后，以每孔 200 μL、5×10
3

个接种于 96 孔板，37 ℃、5% CO2 培养箱中培养

24 h，取出将各孔上清培养液分别吸出更换成终浓

度为 10、20、40、60、80、100 μmol/L 积雪草苷溶

液，以及 20 μmol/L 顺铂作为阳性对照组，每个浓

度设置 6 个复孔，另设仅加溶媒的空白对照组。然

后将各板继续置于培养箱中 24、48、72 h 后分别取

出，于每孔加入 2 mg/mL 灭菌的 MTT 溶液 20 μL，

培养 4 h 后更换上清液为 DMSO 150 μL，遮光低速

振荡使产生的结晶物溶解，最后用酶标仪选择 570 nm

波长处测各孔吸光度（A）值，并按公式细胞增殖

抑制率。以 Saos-2 细胞在不同时间点的 A 值绘制生

长曲线。 

抑制率＝（A 对照－A 实验）/（A 对照－A 空白） 

2.3  Annexin V-FITC/PI 双染流式细胞仪检测细胞

凋亡率 

将对数生长期的 Saos-2 细胞，用 DMEM 稀释

成 1×10
6
/mL 接种于培养瓶中培养，24 h 后随机分

组，给药组分别加入终浓度为 20、40、80 μmol/L

积雪草苷，阳性对照加入 20 μmol/L 顺铂，空白对

照组加入等量 DMEM，继续培养 48 h 后，用 0.25%

胰酶消化细胞，加入 300 μL 的 Annexin V-FITC 试

剂盒中 binding buffer 悬浮，再分别加入 Annexin 

V-FITC 5 μL 和 PI 染色液 5 μL 使混合均匀，室温避
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光条件下培养 15 min，最后用流式细胞仪对凋亡率

进行检测并分析细胞周期。 

2.4  Western blotting 法检测目的蛋白含量 

将 Saos-2 细胞随机分组，加入积雪草苷使终

浓度分别为 20、40、80 μmol/L，阳性对照组加入

20 μmol/L 顺铂，培养 48 h，用预冷的 PBS 冲洗

Saos-2 细胞 3 次后加入蛋白裂解液进行裂解细胞，

抽取总蛋白，置于冰上 30 min。并于 4 ℃环境下

12 000 r/min，离心 10min，取上清液，每管取 15 μg

总蛋白加入上样缓冲液煮沸 5 min，行 PVDF 膜（100 V 

90 min）凝胶电泳，封闭液 37 ℃封闭 2 h，采用兔

抗人 PI3K（1∶1 000）、AKT（1∶1 000）、p-AKT

（1∶1 000）、GSK-3β（1∶1 000）、p-GSK-3β（1∶

1 000）、β-action（1∶1 000），4 ℃下过夜，TBST

洗 10 min ，重复 3 次，加入山羊抗兔 IgG（1∶1 000）

二抗 20 min，TBST 漂洗，化学发光，检测分析条

带灰度值，用各组目的条带的灰度值和内参的灰度

值比值表示蛋白质相对表达水平。  

2.5  Bradford 法检测 SOD、GSH 和 MDA 水平 

将对数生长期的 Saos-2 细胞用胰酶消化洗涤

后，加入等量裂解液，于冰上孵育 10 min，离心后

分别收集各上清液，然后分别按照 SOD、GSH 和

MDA 试剂盒说明书对各含量进行检测。 

2.6  统计学处理 

实验数据采用采用 SPSS 软件进行分析，两组

间均数比较采用 t 检验。 

3  结果 

3.1  积雪草苷对 Saos-2 细胞生长的影响 

MTT 实验结果显示随着培养时间的延长和药

物浓度的逐渐增加，积雪草苷对 Saos-2 细胞增殖的

抑制率也逐渐增加，与对照组相比，A 值显著降低，

差异均具有统计学意义（P＜0.01、0.001），见表 1。 

表 1  积雪草苷对 Saos-2 细胞增殖的抑制作用（x ± s，n = 6） 

Table 1  Inhibitory effect of asiaticoside on proliferation of Saos-2 cells (x ± s, n = 6 ) 

组别 剂量/(μmol·L−1) 
24 h 48 h 72 h 

A 抑制率/% A 抑制率/% A 抑制率/% 

对照 — 0.789±0.035 — 0.791±0.040 — 0.792±0.034 — 

顺铂 20 0.596±0.090*** 24.53 0.459±0.018*** 42.01 0.380±0.028*** 52.08 

积雪草苷 10 0.679±0.042** 14.01 0.617±0.031*** 21.98 0.576±0.045*** 27.29 

 20 0.616±0.040*** 21.95 0.557±0.061*** 29.63 0.530±0.034*** 33.08 

 40 0.582±0.024*** 26.30 0.526±0.061*** 33.52 0.473±0.020*** 40.30 

 80 0.566±0.042*** 28.24 0.525±0.075*** 33.67 0.429±0.046*** 45.88 

 160 0.551±0.065*** 30.19 0.467±0.035*** 40.91 0.402±0.061*** 49.31 

 320 0.498±0.086*** 36.90 0.434±0.020*** 45.18 0.342±0.082*** 56.78 

与对照组比较：**
P＜0.01  

***
P＜0.001 

**
P < 0.01 

***
P < 0.001 vs control group 

3.2  积雪草苷对 Saos-2 细胞凋亡的影响 

与对照组相比，积雪草苷 20、40、80 μmol/L

组 Saos-2 细胞凋亡率明显增加（P＜0.01、0.001），

并随药物浓度的增加，细胞凋亡率逐渐增加。结果

见表 2、图 1。 

3.3  积雪草苷对 Saos-2 细胞周期的影响 

与对照组相比，积雪草苷可剂量相关性的增加

S 期细胞比例（P＜0.05、0.01）；各组 G0-G1 期和

G2-M 期均略有减少，但与对照组相比没有显著性

差异，其中降低 G2-M 期比例呈剂量相关性。提示

积雪草苷可通过阻滞细胞周期 S期而诱导 Saos-2细

胞凋亡，见表 3。 

表 2  积雪草苷对 Saos-2 细胞凋亡的影响（x ± s，n = 3） 

Table 2  Effect of asiaticoside on apoptosis of Saos-2 cells 

(x ± s, n = 3 ) 

组别 剂量/(μmol·L−1) 凋亡率/% 

对照 — 7.35±0.50 

顺铂 20 24.59±1.72*** 

积雪草苷 20 15.36±1.48** 

 40 23.70±3.37** 

 80  32.66±3.39*** 

与对照组比较：**
P＜0.01  

***
P＜0.001 

**
P < 0.01 

***
P < 0.001 vs control group 



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 34 卷  第 8 期    2019 年 8 月 

 

·2265· 

 

图 1  积雪草苷对 Saos-2 细胞凋亡的影响 

Fig. 1  Effect of asiaticoside on apoptosis of Saos-2 cells 

表 3  积雪草苷对 Saos-2 细胞周期的影响（x ± s，n = 3） 

Table 3  Effect of asiaticoside on cell cycle of Saos-2 cells  

(x ± s, n = 3 ) 

组别 
剂  量/ 

(μmol·L−1) 

细胞周期分布比例/% 

G0-G1 期 S 期 G2-M 期 

对照 — 55.77±0.88 23.66±10.71 20.57±0.99 

顺铂 20 54.38±0.65 26.21±0.83** 19.41±1.47 

积雪草苷 20 54.62±1.43 25.56±0.92* 19.82±1.79 

 40 54.71±1.06 26.09±0.93* 19.20±1.55 

 80 53.57±1.16 28.36±0.77**  18.07±1.04 

与对照组比较：*
P＜0.05  

**
P＜0.01 

*
P < 0.05 

**
P < 0.01 vs control group 

3.4  积雪草苷对Saos-2细胞凋亡相关蛋白表达的影响 

与对照组比较，积雪草苷 20、40、80 μmol/L

组 PI3K、AKT、p-AKT、GSK-3β、p-GSK-3β 表达

均减少，且各蛋白水平随药物浓度的增加而逐渐降

低。积雪草苷对 Saos-2 细胞凋亡相关蛋白表达的影

响见图 2 和表 4。 

 

图 2  积雪草苷对 Saos-2 细胞凋亡相关蛋白表达的影响 

Fig 2  Effects of asiaticoside on apoptosis-related proteins of 

Saos-2 cells 

3.5  积雪草苷对 Saos-2 细胞 SOD、GSH 和 MDA

水平的影响 

与对照组比较，积雪草苷 20、40、80 μmol/L

组 SOD 和 GSH 活性均明显升高（P＜0.05），而

MDA 水平则明显降低（P＜0.05、0.01），均具有浓

度相关性，见表 5。 

表 4  积雪草苷对 Saos-2 细胞凋亡相关蛋白的影响（x ± s，n = 3） 

Table 4  Effects of asiaticoside on apoptosis-related proteins of Saos-2 cells (x ± s, n = 3 ) 

组别 剂量/(μmol·L−1) 
蛋白表达水平 

PI3K AKT p-AKT GSK-3β p-GSK-3β 

对照 — 2.24±0.11 0.79±0.13 2.06±0.10 1.61±0.18 1.77±0.13 

顺铂 20  1.84±0.13* 0.75±0.09 1.62±0.14* 1.46±0.22 1.47±0.25 

积雪草苷 20 2.07±0.16 0.76±0.15 1.91±0.14 1.45±0.15 1.49±0.21 

 40  1.88±0.15* 0.75±0.21  1.65±0.12* 1.33±0.13  1.27±0.14* 

 80  1.68±0.17** 0.73±0.07  1.46±0.12**  1.12±0.14*  1.06±0.16** 

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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表 5  积雪草苷对 Saos-2 细胞 SOD、GSH 和 MDA 水平的影响（x ± s，n = 3） 

Table 5  Effect of asiaticoside on levels of SOD, GSH, and MDA of Saos-2 cells (x ± s, n = 3 ) 

组别 剂量/(μmol·L−1) SOD/(U·mL−1) GSH/(U·mL−1) MDA/(U·mL−1) 

对照 — 44.73±4.17 75.56±3.16 175.86±3.98 

顺铂 20 31.76±3.50*  63.89±3.05*  186.07±3.61* 

积雪草苷 20 52.64±1.59*  82.91±1.54*  164.61±4.96* 

 40 55.91±2.47*  84.94±1.57*  159.87±5.05* 

 80 56.46±2.29*  88.27±4.07*  153.64±6.05** 

与对照组比较：*
P＜0.05  

**
P＜0.01 

*
P < 0.05 

**
P < 0.01 vs control group 

4  讨论 

肿瘤是现代人类生命的一大杀手，如何提高恶

性肿瘤治愈率也是医学界一大难题。近年来，从中

草药中提取具有抗肿瘤和抗氧化效应的活性物质已

日益成为研究热点。积雪草作为传统中药在我国应

用历史悠久，具有保护神经、扩张血管、抗肿瘤等

作用，其提取物积雪草苷在医药、美容等行业应用

也非常普遍。大量研究表明积雪草苷具有很强的抗

癌活性，可有效抑制多种肿瘤的生长，诱导癌细胞

凋亡[8]，降低癌细胞的侵袭以及迁移能力[9]等多种

药理活性。 

肿瘤在发生和发展过程中会有多个信号通路的

异常活化，并在肿瘤的进展中均扮演着重要角色。

PI3K/AKT 通路是机体内重要的信号传导通路之

一，其在调节细胞生长、凋亡、侵袭和迁移、肿瘤

血管生成等过程中均发挥关键性的作用，是一个相

对独立和复杂的通路[10-11]。PI3K由一个催化亚基p110

和一个调节亚基 p85 共同构成的二聚体酯酶[12]，该酶

作为始动因子具有催化活性。AKT也叫蛋白激酶B，

能有效调节大量下游目标最终控制关键细胞的存活

和代谢过程，是 PI3K 重要的下游分子，也是 PI3K/ 

AKT 通路的关键酶之一，在多种肿瘤组织中均有表

达[13]。GSK-3β 作为细胞内主要的丝氨酸/苏氨酸家

族激酶，是 AKT 的重要底物。激活的 PI3K 可催化

肌醇环上的 3 位羟基生成 PIP2 和 PIP3，这两者可

作为第二信使共同激活 AKT，形成 PI3K/AKT 信号

通路，活化的 AKT 又通过调控下游蛋白包括 BAD、

GSK-3β 和 NF-κB 等来促进细胞增殖和抑制细胞凋

亡。PI3K/AKT 通路的失调对肿瘤的形成和发展具

有重要的作用，在骨肉瘤中，GSK-3β 的表达水平

和活化形式较正常高，PI3K/AKT 信号通路也处于

异常激活状态。 

本实验采用 MTT、Annexin V-FITC/PI 双染流

式细胞仪、Western Blot 法检测不同浓度的积雪草苷

对骨肉瘤 Saos-2 细胞的影响，结果确定积雪草苷对

骨肉瘤Saos-2细胞增殖的抑制作用具有浓度和时间

相关性，并浓度相关性的将细胞周期阻滞在 S 期而

诱导其凋亡。Western blot 法检测凋亡相关蛋白，结

果 PI3K、AKT、p-AKT、GSK-3β、p-GSK-3β 蛋白

表达均减少，并且各蛋白水平随药物浓度的增加而

降低，表明积雪草苷可通过调控 PI3K/AKT/GSK-3β

信号通路诱导骨肉瘤 Saos-2 细胞凋亡，从而抑制骨

肉瘤生长。Zhou 等[14]也证实了 PI3K/AKT/GSK-3β

信号通路的激活在肿瘤发病机制中具有的重要意

义，其广泛参与细胞的生长、增殖、侵袭和迁移，

在凋亡调控中具有重要地位。Kong 等[15]研究表明，

斑蝥酸钠可通过抑制 PI3K/AKT 信号通路活性，从

而抑制 MG-63 细胞增殖，及诱导细胞周期阻滞，与

本实验机制类似。 

氧化应激直接参与致癌基因的突变、原癌基因

的活化、肿瘤抑制基因的失活，最直观的表现就是

在机体受到各种有害刺激时，ROS 生成加剧导致肿

瘤组织中氧化和抗氧化水平失衡，从而对肿瘤组织

中的氧化应激产生保护性抑制作用，进而抑制肿瘤

生长。ROS、GSH、SOD 都是氧化应激的产物，可

作为检测氧化应激的重要指标。SOD 氧化物分解

酶，具有抗氧化防御作用，其活性高低可反映机体

清除自由基的能力。GSH 是一种三肽，能清除细胞

内脂质和通过有机过氧化反应所生成的毒物，以对

抗氧自由基对重要脏器的损害。MDA 是脂质过氧

化的最终产物，其水平可以间接反应氧自由基的含

量和脂质过氧化损伤的程度[16]。本实验采用不同剂

量的积雪草苷作用 Saos-2 细胞后，SOD 和 GSH 活

性与对照组相比均浓度相关性升高（P＜0.05），

MDA 的水平则明显降低（P＜0.05、0.01），说明积

雪草苷可通过提高机体抗氧化酶活性，抑制氧化应
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激而发挥抗肿瘤作用。 

综上所述，积雪草苷主要通过 PI3K/AKT/ 

GSK-3β 信号通路和氧化应激在诱导骨肉瘤 Saos-2

细胞的凋亡中起作用，本研究为将积雪草苷用于临

床肿瘤治疗提供了一定的参考依据。 
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