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　　【摘要】　目的　探讨紫檀芪（ ｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅ，ＰＴＥ）对人肺腺癌 Ａ５４９ 细胞系增殖及凋亡的影响。
方法　细胞分为正常对照组、紫檀芪组（１畅５、３、６ μｍｏｌ／Ｌ），各组细胞分别处理 １２、２４、３６ ｈ。 ＭＴＴ 法检测各
组细胞存活率；黏附实验测定各组细胞黏附率；ＴＵＮＥＬ法测定各组细胞凋亡率；Ｃａｓｐａｓｅ唱Ｇｌｏ⑧３／７定量试剂盒
测定细胞 Ｃａｓｐａｓｅ３／７的表达情况。 结果　ＭＴＴ结果显示紫檀芪对 Ａ５４９细胞增殖有抑制作用（P ＜０畅０１），其
中 ６ μｍｏｌ／Ｌ处理 ３６ ｈ组抑制效果最明显，结果呈药物浓度时间依赖效应；黏附实验结果显示（２４ ｈ）紫檀芪
可以显著减弱 Ａ５４９ 细胞黏附能力（P ＜０畅０１），并呈浓度依赖效应；ＴＵＮＥＬ检测结果显示（２４ ｈ）紫檀芪可以
显著增加 Ａ５４９ 细胞的凋亡率（P ＜０畅０１）；Ｃａｓｐａｓｅ３／７检测结果显示紫檀芪可以使 Ｃａｓｐａｓｅ３／７ 活性显著升高
（P ＜０畅０１）。 结论　紫檀芪可显著抑制肺腺癌 Ａ５４９ 细胞增殖，促进其凋亡，紫檀芪可能是肺癌治疗领域非
常具有开发前景的新药。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅ （ＰＴＥ）ｏｎ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ Ａ５４９ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Methods　Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＰＴＥ Ｇｒｏｕｐｓ （１畅５，
３，６ μｍｏｌ／Ｌ），ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ １２，２４ ａｎｄ ３６ ｈ．Ａｄｈｅｓｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｅ ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｖｅ ｒａｔｅ
ｏｆ ｃｅｌｌｓ；ＴＵＮＥＬ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ；ＭＴＴ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ
ｃｅｌｌｓ；Ｓｐｅｃｉａｌ ｋｉｔｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ ３／７．Results　Ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ（２４ ｈ） ＰＴＥ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｗｅａｋｅｎｅｄ ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｖｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ Ａ ５４９ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｄｏｓｅ唱ｄｅｐｅｎｄ ｍａｎｎｅｒ．Ｔｈｅ ＴＵＮＥＬ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ＰＴＥ（２４ ｈ）ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｏｆ Ａ ５４９ ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ ＭＴＴ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ＰＴＥ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｄｏｓｅ ａｎｄ ｔｉｍｅ唱ｄｅｐｅｎｄ ｍａｎｎｅｒｓ， ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ６ μｍｏｌ／Ｌ ＰＴＥ
（３６ ｈ）ｗａｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ．Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ，ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＴＥ （２４ ｈ），ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ３／７ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．Conclusion　ＰＴＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ ３／７，ＰＴＥ ｍａｙ ｂｅ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｅｗ ｄｒｕｇ ｉｎ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ．
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　　肺癌是最常见的恶性肿瘤，２０１２ 年估计大约有超
过 １６０ ０００ 例的患者死于该疾病，且有约 ２２６ ０００ 例的
新肺癌患者产生，因此严重危害了人类的生命健康［１］ 。
目前肺癌的治疗主要是手术治疗和放化疗，但是大多

数化疗药物严重的不良反应给患者带来许多并发

症
［２唱３］ 。 近些年来，一些天然物质（青蒿琥酯、白藜芦

醇、雷公藤内酯醇等）被逐渐应用于肺腺癌的预防和治
疗，其效果显著且几乎无不良反应，使人们越来越重视
这些物质在抗肺腺肿瘤方面的研究和应用［４唱７］ 。 紫檀
芪（Ｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅ，ＰＴＥ）广泛存在于多种小浆果和红酒
中，与白藜芦醇都属于芪类化合物。 目前关于白藜芦
醇抗肿瘤效果和机制的研究很多，其可抑制多种恶性
肿瘤细胞的生长

［８唱９］ 。 相关药理学研究表明，甲基化的
芪类化合物比羟基化的芪类化合物具有更高的生物活

性和生物利用度
［９］ 。 有研究显示，紫檀芪除具有降血
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糖、降血脂、抗氧化的作用外［１０唱１１］ ，亦能显著抑制多种
肿瘤细胞增殖、侵袭和转移［１２］ 。 更值得关注的是，与白
藜芦醇相比，紫檀芪具有更高的的生物活性［１３］ ，且紫檀
芪具有更好的安全性

［１４］ 。 关于紫檀芪治疗肺腺癌的研
究目前尚无报道，本研究将以体外培养的人肺腺癌
Ａ５４９ 细胞系作为研究对象，观察紫檀芪对其增殖及凋
亡的影响，从而为临床药物治疗肺腺癌提供新的思路。

材料与方法

一、细胞和材料
肺腺癌 Ａ５４９ 细胞购自中国科学院上海细胞研究

所细胞库。 紫檀芪（Ｃａｓｐａｓｅ唱Ｇｌｏ⑧ ３／７ 紫檀芪）购自美
国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；定量试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公
司；ＴＵＮＥＬ检测试剂盒购自德国 Ｒｏｃｈｅ 公司；ＤＭＥＭ高
糖培养液购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；胰蛋白酶、３唱（４，５唱二
甲基噻唑唱２）唱２，５唱二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ）、二甲基亚
砜（ＤＭＳＯ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清购自杭州四
季青公司；倒置荧光显微镜购自日本 Ｎｉｋｏｎ 公司；ＣＯ２

细胞培养箱、酶标仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；低速离心
机购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司；ＺＷ唱Ａ 微量振荡器
购自常州常州国华公司；超净工作台购自苏州净化设
备仪器厂。
二、方法
１．细胞培养：Ａ５４９ 细胞用含 １０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ在 ５％ ＣＯ２，３７ ℃培养箱内培养 ３ ～４ ｄ。 细胞
黏连后，用 ０畅２５％胰蛋白酶消化。 然后根据实验需要
按照铺满的 ３ 倍稀释把细胞接种于不同的培养板中。
细胞长到实验需要的密度后，换用无血清的 ＤＭＥＭ 培
养 ２４ ｈ，即可进行实验。

２．ＭＴＴ法检测不同浓度紫檀芪对 Ａ５４９ 细胞增殖
的影响：实验分为 ４ 组 （对照组，紫檀芪 １畅５、 ３、
６ μｍｏｌ／Ｌ），每组１０ 个复孔。 各组细胞孵育 １２ ｈ、２４ ｈ、
３６ ｈ后，弃去培养液，加入 １００ μｌ的 ＤＭＥＭ和 １０ μｌ的
０畅５％ ＭＴＴ，培养箱内孵育 ４ ｈ 后，弃培养液，加入
１００ μｌ的 ＤＭＳＯ 原液，振荡 ５ ｍｉｎ，使结晶完全溶解，然
后用酶标仪（波长为 ４９０ ｎｍ）测定其吸光值（ＯＤ 值），
实验重复 ３次。

３．黏附实验测定细胞黏附能力：实验方法参照文
献报道

［１５］ ，稍作改动，具体为：细胞种于 ７５ ｍｌ 培养瓶
中，各组处理结束后，用 ＰＢＳ 洗 ３ 遍，０畅２５％胰蛋白酶
进行消化，离心、重悬，每组细胞计数 １ ×１０５ ／ｍｌ，种于
９６孔板，每组 １０ 个复孔。 接种 ０畅５ ｈ后弃去培养液和
未贴壁的细胞，加入 １００ μｌ的 ＤＭＥＭ和１０ μｌ的 ０畅５％
ＭＴＴ，培养箱内孵育 ４ ｈ，然后用倒置显微镜拍照，不同
观察者对同一视野的细胞计数，实验重复 ３次。

４．ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡率：制作各组细胞爬
片，处理结束后用 ４％的多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ。 ＰＢＳ洗
涤（５ ｍｉｎ×３次），０畅１％的 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ唱１００ 打孔５ ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤（５ ｍｉｎ×３ 次）。 严格按照试剂盒说明书操作，按
每玻片２ μｌ的 ＴｄＴ酶、４８ μｌ的荧光标记液配制 ＴＵＮＥＬ
检测液，操作过程中需要严格避光。 每张玻片加 ５０ μｌ
的 ＴＵＮＥＬ 检测液，３７ ℃避光孵育 ６０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤
（５ ｍｉｎ×３次）。 用石蜡封片后在荧光显微镜下观察，
红色荧光，随意选取 １０ 个视野计数。

５．Ｃａｓｐａｓｅ３／７活性测定：９６ 孔板内的各组细胞处
理结束后，加入 Ｃａｓｐａｓｅ唱Ｇｌｏ⑧３／７ 工作液，每孔 １００ μｌ，
室温下避光孵育 １ ｈ，酶标仪检测荧光强度。 凋亡系数
设为：实验组荧光强度／对照组荧光强度×１００％。
三、统计学分析
以 ＳＰＳＳ １２畅０ 统计软件进行统计分析，实验结果以

均数±标准差（珋x ±s）表示。 差异显著性检验采用单因
素方差分析，比较两组间差异用 t 检验，P ＜０畅０５ 为差
异有统计学意义。

结　　果

１．ＭＴＴ 结果（表 １）：不同浓度紫檀芪 （１畅５、３、
６ μｍｏｌ／Ｌ）孵育 １２、２４、３６ ｈ后细胞存活率结果，图 １为
各组 ＯＤ值的统计学分析图。 由图可见紫檀芪可以有
效抑制 Ａ５４９细胞的增殖，并呈浓度时间依赖性。

表 1　不同浓度紫檀芪处理 Ａ５４９细胞 １２、２４、
３６ ｈ后对细胞存活率的影响（ＯＤ值，珋x ±s）

组别 １２ ｈ ２４ ｈ ３６ ｈ
对照组 ０ 葺葺畅８２２ ±０ 儋畅０１８ ０   畅９４９ ±０  畅０２２ １ OO畅１１５ ±０ K畅０１７

１ 櫃櫃畅５ μｍｏｌ／Ｌ紫檀芪组 ０ 葺葺畅６６３ ±０ 儋畅０１２ａ ０   畅５２１ ±０  畅０１９ａ ０ OO畅４３３ ±０ K畅０２２ａ

３ μｍｏｌ／Ｌ紫檀芪组 ０ 葺葺畅６０８ ±０ 儋畅０１５ａｂ ０   畅４１４ ±０  畅０１９ａｂ ０ OO畅３４７ ±０ K畅０２５ａｂ

６ μｍｏｌ／Ｌ紫檀芪组 ０ 葺葺畅５４１ ±０ 儋畅０１５ａｂｃ ０   畅３２８ ±０  畅０２７ａｂｃ ０ OO畅２４５ ±０ K畅０２１ａｂｃ

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０１；与 １畅５ μｍｏｌ／Ｌ 紫檀芪组比较，ｂP ＜

０畅０１；与 ３ μｍｏｌ／Ｌ 紫檀芪组比较，ｃP ＜０畅０１

　　２．黏附实验结果：图 ２ 为各组细胞经 ２４ ｈ 处理，
黏附 ０畅５ ｈ后细胞染色所得显微镜下照片（ ×２００）及
细胞计数统计学分析图。 结果表明紫檀芪可以有效抑
制 Ａ５４９ 细胞的黏附能力。

３．细胞凋亡率检测结果：与对照组相比，不同浓度
紫檀芪可以有效诱导 Ａ５４９ 细胞凋亡（P ＜０畅０１），并呈
浓度依赖性，见图 ３。

４．Ｃａｓｐａｓｅ３／７活性测定：与对照组相比，不同浓度
紫檀芪可以使 Ａ５４９ 细胞 Ｃａｓｐａｓｅ３／７ 活性升高（P ＜
０畅０１），并呈浓度依赖性，见图 ４。

·７６３４·中华临床医师杂志（电子版）２０１３ 年 ５ 月第 ７ 卷第 １０ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｍａｙ １５，２０１３，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．１０



·８６３４· 中华临床医师杂志（电子版）２０１３ 年 ５ 月第 ７ 卷第 １０ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｍａｙ １５，２０１３，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．１０



讨　　论

随着空气污染的日益加剧和吸烟人群的逐年上

升，肺癌的发病率和病死率呈现迅猛上升的趋势，有报
道显示肺癌已成为我国发病率第一的恶性肿瘤［１］ 。 目
前肺癌的传统治疗手段主要是手术治疗和放化疗，但
是大多数化疗药物对中、晚期患者效果不佳，且严重的
不良反应给患者带来了许多并发症［２唱３］ 。 手术治疗虽
然治疗效果显著，但是手术切口及手术后化疗会给广
大患者带来巨大的生理痛苦和心理障碍，严重影响患
者的生活质量和家庭幸福

［１６］ 。 近些年来一些天然物质
（青蒿琥酯、白藜芦醇、雷公藤内酯醇等）被逐渐应用于
肺腺癌的预防和治疗，由于其效果显著且几乎无不良
反应，使人们越来越重视这些物质在抗肺腺肿瘤方面
的研究和应用［４唱７］ 。
紫檀芪广泛存在于自然界中，是植物在受到外来

侵害时产生的一种植物抗毒素，属于抗体性物质。 紫
檀芪与白藜芦醇都属于芪类化合物［１７］ 。 目前关于白藜
芦醇抗肿瘤效果和机制研究很多，其可抑制多种恶性
肿瘤细胞生长

［８］ 。 相关药理学研究表明，甲基化的芪
类化合物比羟基化的芪类化合物具有更高的生物活性

以及生物利用度［９］ 。 研究证实紫檀芪对结肠癌、肝癌
等多种肿瘤具有抗癌活性［１２，１８唱２０］ 。 此外紫檀芪还具有
抗氧化、降血脂、降血糖的作用［１０唱１１］ 。 本研究通过 ＭＴＴ
和黏附实验发现：紫檀芪可以显著降低肺腺癌 Ａ５４９ 细
胞的黏附能力，抑制腺癌 Ａ５４９ 细胞的存活率，并与药
物浓度和作用时间存在依赖性。 肿瘤的发生发展与细
胞凋亡有着密切的联系

［１９唱２１］ 。 大量研究结果证实，细
胞凋亡与肺腺癌的关系非常密切，并直接影响其预
后［１５唱１６］ 。 Ｃａｓｐａｓｅ３／７属于半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶家
族，它的激活是细胞进入凋亡阶段最关键的因素之一。
本研究发现紫檀芪在抑制肺腺癌 Ａ５４９ 细胞增殖、促进
细胞凋亡同时，还可明显上调 Ｃａｓｐａｓｅ３／７ 活性，据此我
们推断：紫檀芪正是通过影响凋亡信号通路继而发挥
其抗肺腺癌作用。
国内外研究证实，与白藜芦醇相比，紫檀芪具有更

高的生物学活性
［１３］ 。 更值得关注的是，作为一种天然物

质，与传统的抗肿瘤药物相比，紫檀芪的药物安全范围很
大，其基本无不良反应［１４］ 。 基于本实验研究结果，紫檀
芪在肺腺癌药物治疗领域具有广阔的研究和开发前景 。
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