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药理与临床

冬凌草甲素抑制人肝癌BEL一7402细胞生长及

诱导细胞凋亡的机制研究

张俊峰1，刘加军2，陆敏强1，李 华1，陈规划P

(1．中山大学附属第三医院肝移植中心，广东广州 510630；2．中山大学附属第三医院血液科，广东广州 510630)

摘 要：目的 探讨冬凌草甲素体外对肝癌BEL一7402细胞生长抑制作用及诱导细胞凋亡作用机制。方法 以8、

16、24、32 pmol／L冬凌草甲素作用于体外培养的BEL一7402细胞，MTT法检测细胞生长抑制率，应用流式细胞仪

检测细胞凋亡，Hoechst 33258荧光染色法和DNA凝胶电泳观察细胞凋亡时的形态学变化。应用Western blotting

观察caspase一3、Bcl一2、Bax蛋白表达变化。结果冬凌草甲素可显著地抑制BEL一7402细胞的生长，诱导细胞发生

凋亡，并呈现出明显的量一效与时一效关系。冬凌草甲素作用60 h后，在Hoechst 33258荧光染色图片上可见核浓缩

及核碎裂等典型的细胞凋亡特征，同时Western blotting显示32 000的caspase一3酶原蛋白的激活，出现20 000

的亚单位，凋亡过程中伴有Bcl一2蛋白表达的降低和Bax蛋白上调。结论冬凌草甲素能通过降低Bel一2蛋白表达

和上调Bax蛋白诱导细胞发生凋亡，抑制BEL一7402细胞的生长；冬凌草甲素可能成为一种潜在的抗肝癌药物。
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Mechanisms of growth inhibition and apoptosis inducement of oridonin

on human hepatic carcinoma BEL一7402 cells
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Abstract：Objective To investigate the mechanism of cell growth inhibition and apoptosis

inducement of oridonin on human hepatocellular carcinoma BEL一7402 cells．Methods BEL一7402 cells in

cultural medium in vitro were given 8，1 6，24，and 32／1mol／L oridonin．The inhibitory rate of cells was

measured by MTT assay，cell apoptotic rate was detected by flow cytometry(FCM)，morphology of cell

apoptosis was observed by Hoechst 33258 fluorescent staining and DNA gel electrophoresis．caspase一3，
‘

Bcl一2 and Bax protein expressions were detected by Western blotting．Results Oridonin could inhibit the

grwoth of BEL、一7402 cells and cause apoptosis significantly，the suppression was both in a time—and dose—

dependent manner．Marked morphological changes of cell apoptosis were observed very clearly by Hoechst

33258 fluorescent staining as well as DNA gel electrophoresis analysis after the cells exposed to oridonin

for 60 h；Western blotting showed cleavage of the caspase一3 zymogen protein(32 000)with the appearance

of its 20 000 subunit．Along with the apoptotic process Bcl一2 protein expression was down—regulated and

Bax protein expression up—regulated concurrently observed by Western blotting．Conclusion Oridonin can

inhibit cell growth by induction of apoptosis in BEL—-7402 cells via activation of caspase——3 as well as down．．

regulation of Bcl一2 and up—regulation of Bax protein expressi6n，the。results indicate that oridonin may be

an important potential anti—hepatocellular carcinoma reagents．
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(ent—kaurene)为骨架的四环二萜类化合物[1’2]。大

量资料证明E1’3]，冬凌草甲素对EAC、HAC、SⅢ及

L川。等多种移植性肿瘤均具有明显的抑制作用，其

对实体瘤的治疗作用目前已广泛地应用于临床，常

用于食道癌、胃癌等多种实体瘤的治疗，并且均取得

了明显的临床疗效。冬凌草甲素对肝癌的作用目前

尚未见资料报道，为了探讨其在肝癌中的治疗作用

及其作用机制，本研究以人肝癌细胞株BEL一7402

为研究对象，观察了不同浓度的冬凌草甲素对

BEL一7402细胞的生长抑制及诱导凋亡作用，并检

测了caspase一3、Bcl一2和Bax蛋白表达的变化。旨

在探讨冬凌草甲素对BEL一7402细胞的生长抑制及

诱导凋亡机制，为冬凌草甲素进一步应用于临床治

疗肝癌提供有力的实验依据。

1材料

1．1 细胞系：人肝癌细胞株BEL一7402细胞购自中

国科学院细胞库(上海)。

1．2药物：冬凌草甲素由山东大学医学院潘祥林教

授提取并提供，其提取方法参照文献报道[4]，冬凌草

甲素的质量分数在95％以上。

1．3 主要试剂：RPMI一1640，美国Gibco公司产

品。小牛血清，杭州四季青生物制品厂产品。Hoechst

33258染液由中山大学药学院提供。caspase一3、Bcl、

Bax抗体购自Pharmingen公司。

1．4 主要仪器及设备：超净工作台(杭州产)，CO。

细胞培养箱、普通及倒置显微镜(日本Olympus产

品)，平板离心机(上海产)、96孔培养板(Deta，美

国)，FACScan型流式细胞仪(Becton Dickinson，

美国)，普通及超低温冰箱、电热恒温干燥箱、微量移

液器等。

2 方法

2．1细胞培养：将BEL一7402细胞接种于含10H

灭活小牛血清的RPMI一1640培养液中，在37℃、

5％CO：、饱和湿度下培养，2～3 d换液1次，取对

数生长期的细胞进行实验，分别用各种浓度的冬凌

草甲素处理细胞，未加药组为对照组。

2．2 细胞生长抑制率的测定：采用噻唑蓝(MTT)

还原法进行检测。取对数生长期的BEL一7402细胞，

调整细胞浓度为2X 105／mL，将BEL一7402细胞分

装于数个25 mL培养瓶中，每瓶3 mL，分别加入

2．5 mmol／mL冬凌草甲素储存液，使冬凌革甲素的

终浓度分别为0、8、16、24、32 pmol／l。。取96孔板数

个，每孔加入上述细胞悬液100弘L，每种药物浓度

为1组，每组设6个平行孑L，每组细胞培养12、24、

48、60、72 h后从培养箱中取出，然后每孔加入

MTT(5 mg／mL)10弘L，再继续培养4～6 h后取

出，离心后吸去上清液，每孑L加入DMSO 100肚L，再

将培养板震荡均匀5 min左右，显微镜下观察着色

颗粒消失后，在20 min内以570 nm为测试波长，

630 nm为参考波长，读取吸光度(A)值，计算细胞

生长率。

细胞生长抑制率一(对照组A值一实验组A值)／对照

组A值×100％

2．3流式细胞仪检测细胞凋亡率：收集以不同浓度

药物处理不同时间后的BEI。一7402细胞，以PBS缓

冲液清洗2次，将细沉淀充分混匀，用70％冷乙醇

4℃固定24 h以上。离心去除乙醇固定液，用PBS

清洗1次后，加入质量浓度为200 p．g／mL的RNA

酶，流式细胞仪分析含不同量DNA的细胞分布。应

用Modifit L TL 1．oo(MAC)分析系统进行数据

处理，低于G。期的细胞(亚G。期)为凋亡细胞，其

占细胞总数的比例为凋亡细胞比例，即细胞凋亡率。

2．4 Hoechst 33258荧光染色法观察细胞凋亡：先

在倒置显微镜下观察不同浓度药物对细胞形态学的

影响，然后采用Hoechst 33258 DNA荧光染色法观

察细胞凋亡时的形态学变化。具体方法为：用胰酶消

化后，收集以不同浓度的药物处理60 h后的BEL一

7402细胞，3 000 r／min离心，3 min后将细胞吹打

均匀，涂片并干燥后，用甲醛液(40 g／L)固定10

min，然后用蒸馏水洗2次，室温下待干；然后用

Hoechst 33258(5 mg／L)染色5 min，用蒸馏水洗2

次，室温下晾干，在荧光显微镜(检测波长360 nm，

参比波长450 nm)下观察，并随机拍照。

2．5 DNA凝胶电泳：冬凌草甲索处理BEL一7402

细胞60 h后，收集2×106个细胞，经冷PBS洗涤

后，加入50肚L细胞裂解液(1％NP一40，0．5 mol／L

EATA，1 mol／L Tris—HCI pH7．5)，充分混匀后，

50℃水浴1 h，离心，取上清液，加入RNase A至

终质量浓度为10弘g／mL，37℃水浴1 h，加入蛋白

酶K至终质量浓度为20肛g／mL，37℃水浴1 h。

乙醇沉淀获取DNA。1．2％琼脂糖凝胶电泳观察并

摄像。

2．6 Western blotting分析：收集2×106个细胞，

用冻的PBS洗2次，在4℃裂解30 min，离心15

min，用10％SDS—PAGE分离，转到尼龙滤膜上，

加入1：1 000单抗2 h后PBS和TBST各洗2

次，1：1 000辣根过氧化物酶标记的二抗IgG孵育

1 h，TBST洗2次，应用ECL Western blotting检
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测系统测定。

2．7 统计学分析：每次试验重复3次，以z±S表

示，实验结果采用SAS 6．12统计软件进行方差分

析，并对各组之问进行两两比较。

3 结果

3．1 冬凌草甲素对BEL一7402细胞生长抑制率的

测定：结果见图1。可见8 pmol／L冬凌草甲素对细

胞生长无明显的抑制作用，16、24、32 pmol／I。冬凌

草甲素随药物作用时间的延长，细胞生长抑制率逐

渐升高，32弘mol／I。冬凌草甲素引起的生长抑制率

明显高于其他浓度药物的抑制率(P<O．01)，抑制

率最高可达70％以上。
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图1 冬凌草甲素对BEL一7402细胞的生长抑制作用

(j士s，n一6)

Fig．1 Inhibition of oridonin on growth

of BEL一7402 cells(i士s，n一6)

3．2细胞凋亡率的变化：结果见图2。8 pmol／L冬凌

草甲素对细胞无明显的诱导凋亡作用，而16、24、32

／-mol／L冬凌草甲素均可诱导细胞发生凋亡，细胞凋亡

率随作用时间的延长而逐渐增加。24、32／-mol／L的药

物作用6 0 h后凋亡细胞数量达高峰(凋亡率>
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图2冬凌草甲素诱导BEL一7402细胞凋亡(x土s，疗一3)
’

Fig．2 Apoptosis of BEL一7402 cells induced

by oridonin(j士s，n一3)

50％)，明显高于其他浓度药物的凋亡率(P<O．01)。

3．3细胞形态学的变化：药物作用后细胞的体积、

形态及细胞内的结构均发生了明显的变化，随着作

用时间的延长，细胞的死亡数量增加，显微镜下可见

大量的细胞碎片。部分细胞核内染色质开始浓缩，染

色质逐渐形成块状，有些染色质块聚集在核膜边缘

或近贴核膜，随着药物作用时间的延长，染色质逐渐

发生断裂，部分核膜逐渐崩解，染色质呈分叶状或形

成粗细不均匀的碎块并相互分离，不均匀地分散于

细胞浆中，有些细胞的胞浆中出现空泡。呈现出细胞

凋亡的典型变化即核碎裂及凋亡小体形成，hoechst

荧光染色可见细胞核DNA凋亡时的典型变化(见

图3)。结果可见，8 pmol／I。冬凌草甲素作用60 h后

发生细胞凋亡细胞较少，而16、24、32／-mol／L冬凌

草甲素作用60 h后，细胞出现典型的凋亡改变，凋

亡细胞可达50％～60％，而且凋亡细胞的数量随着

药物浓度的升高而增加；凋亡细胞主要表现为细胞

核浓缩及细胞核碎裂等典型改变。

A～D一0、16、24、32／1mol／L冬凌草甲索

A～D一0，16，24，and 32 vmol／l，oridonin

图3冬凌草甲素作用60 h后BEL一7402细胞凋亡(Hoechst 33258染色)

Fig．3 Apoptosis of BEL一7402 cells treated with oridonin for 60 h(Hoechst 33258 staining)

3．4 DNA凝胶电泳结果：16、24、32／2mol／L冬凌 (图4)。

草甲素作用BEL一7402细胞60 h，DNA片段表现出 3．5 Western blotting分析结果：当BEL一7402细

典型的“梯形”条带，DNA片段长度约180～200 bp 胞经冬凌草甲素作用48 h，caspase一3酶原活化，通

∞

∞

印

柏

∞

o

∞

∞～

∞

∞

如

o

  



·1520· 中草药 Chinese Traditional and Herbal Drugs第37卷第10期2006年10月

过caspase一3蛋白酶丢失(32 000)，裂解为20 000

亚单位(图5)，Bcl一2蛋白表达降低和Bax蛋白表

达上调(图6)。

1一对照z～5-8、16、24、32 p．mol／L冬凌草甲索6-Marker

1一control 2—5—8，16，24，and 32 pmol／I，oridonin 6-Marker

圈4冬凌草甲素作用60 h后BEL一7402细胞DNA

片段分析

Fig．4 DNA Fragmentation analysis of BEL一7402

cells treated with oridonin for 60 h

l一对照组2～5-8、16、24、32 pmol／I．冬凌草甲索

1一。。n‘。。l 2—5—8，1 6，24，8“d＼32 gmol／I一。。id。“i“

图5冬凌甲素作用48 h届BEL一7402细胞

caspase-3 Western bloiting分析

Fig．5 Western blotting analysis df caspase一3 of BEL—
l

7402 celIs treated with oridonin for 48 h

1一对照2～5-8、1 6、24、32／-mol／L冬凌草甲索

l—control 2—5—8，16，24，and 32 ttmol／L oridonin

图6冬凌甲素作用48 h后BEL一7402细胞Bcl一2

和Bax蛋白表达Western blotting分析

Fig．6 Western blotting analysis of Bcl一2 and Bax

protein expression of BEL一7402 cells

treated with oridonin for 48 h

4讨论

最近研究证实冬凌草甲素有广泛的抗肿瘤作

用‘“，前期研究结果表明‘s州]，冬凌草甲素对实体瘤

如肺癌SPC—A一1细胞株，白血病细胞株如K562细

胞、NB4细胞，B淋巴细胞白血病细胞株Raji细胞

等均有明显的生长抑制作用，冬凌草甲素对这些细

胞株的体外增殖抑制作用，诱导细胞发生凋亡可能

为其重要的抗癌作用机制之一。本研究结果发现冬

凌草甲素能抑制BEI。一7402细胞增殖及诱导细胞发

生凋亡，表现为时间一效应和剂量一效应关系。16、24‘

32／lmol／L冬凌草甲素随药物作用时间的延长，细

胞生长抑制率逐渐升高，32 f_tmol／L冬凌草甲素引

起的生长抑制率明显高于其他浓度药物的抑制率

(P<0．01)，抑制率最高可达70％以上。HoecMt

33258染色和DNA片段分析观察到典型的凋亡形

态学变化。同时Western blotting分析显示32 000

caspase一3蛋白酶原的激活，出现20 000的亚单位，

凋亡过程中伴有Bcl一2蛋白表达的降低和Bax蛋白

表达上调。推断冬凌草甲素能通过Bcl一2蛋白表达

的降低和Bax蛋白表达的的上调诱导细胞发生凋

亡，抑制BEL一7402细胞的生长。

研究表明在细胞凋亡的信号传递中，caspase家

族居于重要地位，激活的caspase可以水解包括细

胞调节、细胞信号转导、DNA修复等环节中重要的

蛋白，从而使细胞表现为凋亡特有的形态学及生化

特征：细胞皱缩、断裂，染色质聚集和DNA降解等。

Caspase处于凋亡诱导信号传递、caspase级联反

应、下游效应因子作用这一凋亡过程中的中心位

置[9J。Caspase可分为两大类：启动子caspase，包括

caspase一8、caspase一9、caspase一10，可与死亡信号转

导通路中的分子结合，而后形成二聚体，通过自身催

化而激活；效应子caspase，能分解细胞蛋白，起凋亡

执行器的作用，为启动子caspase的下游酶，能被启

动子caspase成员酶解激活。Caspase一3即为一种效

应子caspase，处于细胞凋亡的下游。经典的细胞凋

亡途径有两条，细胞表面死亡受体途径和线粒体引

发途径。两种途径都间接或直接激活caspase一3及

其他下游的caspase。激活的caspase一3能裂解大量

底物使细胞凋亡[10|。有证据表明，细胞凋亡的某些

特征性标志，如染色体凝聚和DNA片段化等均与

easpase一3有着直接的关系[1¨。最近研究表明细胞

凋亡，尤其easpase介导的细胞凋亡在肝癌的病因、

发生及治疗中起重要作用，而且大部分抗肝癌药物

是建立在诱导细胞凋亡的基础上[1 2|。

Bcl一2即细胞凋亡抑制基因，是目前发现的与凋

亡关系密切的原癌基因之一。Bcl一2基因家族成员分

为两类：Bcl一2类，是凋亡抑制因子，包括Bcl一2、Bcl—
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xl、Bcl—w等；Bax类，为凋亡促进因子，包括Bax、

Bak、Box等。Bcl一2可阻断Ca2+从内质网释出，使依

赖于Ca2+的核酸内切酶活性降低，从而阻断DNA

消化和细胞凋亡[133；Bcl一2作用于线粒体与核孔复

合体上的信号分子，控制细胞信号传导来延长细胞

生存n41；Bcl一2蛋白还可以和Bax蛋白相结合，从而

抑制细胞凋亡。Bcl一2与Bax的比值决定了细胞接

受凋亡信号后细胞的存活与否，如果Bax占优势，

细胞死亡，而Bcl一2占优势时，细胞存活[1引。在应用

反义蛋白激酶ARIa(Rial—pha)对前列腺进行生长

抑制度诱导实验中，促进凋亡蛋白Bax、Bak表达增

多，提示Bax与肿瘤细胞的生长抑制与凋亡有关。

Bcl一2与Bax的比值是决定凋亡与否的主要因素，

一方面，Bcl一2不仅可能通过抑制细胞色素C等从

线粒体的释放调控着线粒体渗透性转换孔的开启，

从而抑制caspase一3的活化，还可能参与抑制

caspase一3的合成。另一方面，Bcl一2又是caspase一3

的直接底物，caspase一3是Bcl一2的生理性蛋白酶，

Bcl一2蛋白的环区可被caspase一3在Asp34处剪

切[1引。本研究结果首次表明，冬凌革甲素能够通过

诱导人肝癌BEL一7402细胞发生凋亡而发挥体外抗

肝癌作用；上调Bax蛋白水平和下调Bcl一2蛋白水

平以及活化caspase一3可能是冬凌草甲素体外诱导

人肝癌BEL一7402细胞发生凋亡的重要作用机制之

‘，冬凌草甲素可能是一种潜在的抗肝癌药物；这为

进一步的动物实验及其进一步的f临床应用提供了实

验依据。
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小檗碱体内外对人鼻咽癌细胞CNE一2生长的抑制作用

蔡于琛“2，冼励坚1’2。

(1．华南肿瘤生物学国家重点实验室，广东广州 510060；2．中山大学肿瘤防治中心实验研究部，广东广州 510060)

摘 要：目的 观察小檗碱体内外对人鼻咽癌CNE一2细胞生长的影响，探讨小檗碱的抗肿瘤作用机制。方法

MTT法测定小檗碱对CNE一2细胞生长的抑制作用；流式细胞仪检测小檗碱对CNE一2细胞凋亡和周期的影响；透

射电镜观察CNE一2细胞经小檗碱处理后凋亡形态变化；Western blotting法检测小檗碱对CNE一2细胞的细胞周
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