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Abstract :Objective 　 To study the proliferation2inhibitng and apoptosis2inducing effect s of 232hydroxy

betulinic acid ( 232HBA ) on human microcapillary endothelial cells ( HMEC) . Methods　The effect of

232HBA on i n vit ro proliferation of HMEC was examined by SRB assay. The effect of 232HBA on the

cell cycle and apoptosis were analyzed by flow cytometry. Results　The proliferation of HMEC was inhib2
ited significantly by 232HBA with IC50 being 40 . 44μg/ ml. Apoptosis peak was also shown by flow cy2
tometry. The percentage of cell apoptosis increased with the increase of the drug concentration , and the

increase rate was significantly higher than that of the control cell group . The content of cells increased in

S phase and decreased in G2 / M phase. Conclusion　232HBA can inhibit HMEC proliferation and induce

apoptosis , could be developed as an anti2angiogenic drug.
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摘　要 :目的　研究 232羟基白桦酸 (232hydroxy betulinic acid ,232HBA)对人血管内皮细胞 (human mi2
crocapillary endothelial cells , HMEC)增殖及凋亡的影响。方法 　采用 SRB法测定 232HBA 对 HMEC

增殖的抑制率 ,并用流式细胞术测定 232HBA对 HM EC周期及凋亡的影响。结果　232HBA可明显抑

制 HMEC的体外增殖 , I C50为40 . 44μg/ ml。流式细胞术测定 , HM EC出现典型的凋亡峰 ,其凋亡百分

率随着药物浓度的提高而明显升高 ,与对照组相比 ,差别有统计学意义。HMEC的 S期细胞含量明显

上升 ,而 G2 / M期细胞含量下降。结论　232HBA具有明显抑制血管内皮细胞增殖 ,诱导细胞凋亡的作

用。
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0　引言

1971年 ,Folkman最早提出肿瘤生长是血管依赖

性的 ,肿瘤血管生成是肿瘤赖以发展及转移的重要条

件。2～3 mm3大小以上肿瘤的生长需要通过微血管

网获得营养并排除代谢产物[ 123 ]。血管的形成其中包

括了血管内皮细胞的增殖和游走 ,构成血管样结构 ,
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在这一过程中包含了肿瘤细胞与正常血管内皮细胞

的相互作用。因此 ,抑制血管内皮细胞的增殖可切断

肿瘤细胞的营养来源 ,抑制其生长、转移。

232羟基白桦酸是从中药白头翁根部提取的活
性成分 ,近年来随着对其化学成分和药理作用研究

的不断深入 ,已取得一些新的进展 ,发现其具有显著

药理活性 ,其醇提物和水提物均有抗肿瘤作用 ,体内

外抑瘤实验表明 ,它较白头翁中提取的其他衍生物

抗瘤作用更强[ 4 ,5 ]。但由于其抗癌作用机制还不明

确 ,限制了其抗癌作用的发挥。本实验探讨 232
HBA对血管内皮细胞增殖的抑制作用。

1　材料与方法

1 . 1 　主要试剂及仪器 　232HBA 由中国药科大学

叶文才教授惠赠 ;磺酰罗丹明 B (Sulforhodamine B ,

SRB) 、EGF 为 SIGMA 产品 ; MCDB2131 培养基为

GIBICOL 产品 ;小牛血清购自杭州四季青生物公

司 ;细胞培养板为 NUNC 产品 ;荧光显微镜为 O2
L YMPU S IX 51 ; 酶标仪为 BIO2RAD MODEL

3550 ;流式细胞仪为美国 BIO2RAD公司的 BR YTE

HS ,其他试剂均为国产分析纯。

1 . 2　细胞株及细胞培养　HM EC由法国国家卫生

医学研究院惠赠。培养基为含 1 mmol 谷氨酰胺 ,

1μg/ ml氢化可的松 ,10 ng/ ml EGF和 15 %小牛血

清的MCDB - 131培养液于 37℃、5 %湿化 CO2培养

箱中传代培养。

1 . 3 　232HBA 对各细胞株的体外增殖试验 　参照

Skehan等[ 6 ]的 SRB方法测定 232HBA 对细胞的增

殖抑制率。取对数生长期细胞铺到 96 孔板中 ,过

夜。加不同浓度 (10～100μg/ ml)的 232HBA ,以溶

媒 DMSO为阴性对照培养 72 h。去上清 , 细胞固

定 ,0 . 4 % SRB染色 , Tris碱液溶解 ,531 nm波长处

测定每孔的 OD 值。抑制率 ( %) = (对照组 A 值2
药敏组 A 值) / (对照组 A 值2空白组 A 值 ) ×

100 %。同时绘制药物浓度抑制率曲线 ,求出半数细

胞抑制浓度 ( I C50 ) 。

1 . 4 　细胞形态学观察 　24 孔板中先加入玻璃片 ,

再加对数生长期 HM EC细胞 ,培养 24 h ,加不同浓

度 (1～60μg/ ml) 的 232HBA 培养 72 h ,取出玻璃

片 ,0 . 001M PBS ,p H 7 . 4洗涤 ,用冷丙酮固定 , H E

染色 ,观察凋亡细胞的形态学改变并拍照。

1 . 5　流式细胞仪分析　取对数生长期细胞 ,以 1 ×

105 / ml细胞接种于 6 孔板 ,每孔 4 ml ,每组设 4 个

平行孔 ,培养过夜。加不同浓度 (1～40μg/ ml)的

232HBA ,以溶媒 DMSO 为阴性对照 ,培养 72 h 后

用胰酶消化 ,收集细胞 ,0 . 001 M PBS ,p H 7 . 4洗涤

后固定在 75 %冷乙醇 PBS中 24 h。固定的细胞再

用上述 PBS洗涤 3 次 ,制成单细胞悬液 ,加入 1 ml

PI染色液 ( 50 mg/ ml PI , 0 . 1 %柠檬酸钠 , 1 . 0 %

Triton X2100 ,1 mg/ ml RNase A) ,4 ℃放置 30 min ,

流式细胞仪测定 ,Modfit 1 . 0软件分析细胞群体中

各倍体 DNA含量、细胞周期及细胞凋亡。

1 . 6　统计学方法　所有数据均以 �x ±s表示 ,采用

SPSS统计软件 ,各组间应用方差分析和 t检验。

2　结果

2 . 1 　232HBA 对血管内皮细胞体外增殖的抑制作

用　232HBA对 HM EC的增殖有明显的抑制作用。

加入 232HBA 24 h 后 ,可见细胞增殖变慢 ,细胞内

颗粒增多 ,48～72 h 后随着 232HBA 浓度增加贴壁

细胞减少 ,悬浮细胞增多 ,细胞增殖的抑制作用呈剂

量依赖性 ,见图 1 , HM EC 细胞的 I C50 为 40 . 44

μg/ ml。

图 1　232HBA对 HMEC细胞的生长抑制作用( n = 4 , �x±s)

2 . 2 　232HBA 对血管内皮细胞的形态学影响　正

常的血管内皮细胞经染色仍然保持原有的生长形

状 ,细胞核完整 ,染成均一蓝色或略带一点红色。加

232HBA 1μg/ ml后 ,部分细胞开始凋亡 ,贴壁细胞

出现皱缩、变圆、脱落 ,细胞的体积变小、变形 ,细胞

膜完整但出现发泡现象 ,细胞核呈蓝黑色 ,胞浆呈淡

红色或深红色 ,染色质浓缩、边缘化 ,核膜裂解、染色

质分割成块状。当 232HBA 浓度提高到 10μg/ ml

以上 , HM EC细胞的凋亡现象更加明显 ,并呈剂量

依赖性 ,见图 2。

2 . 3 　232HBA 对细胞周期及凋亡的影响 　乙醇固

定细胞使细胞膜通透 ,降解的 DNA 释放至细胞外 ,

低于 G0 ～ G1 期 DNA 含量的细胞为凋亡细胞。

HM EC细胞经 232HBA 作用 72 h 时 ,与对照组相

比 ,细胞凋亡明显增加 ,S期细胞比例明显增多 , G2 /

M细胞比例明显减少 ,产生 S期阻滞 ,而 G0 / G1期

细胞增殖基本不受影响。

3　讨论

Folkman[ 7 ]提出抗血管疗法 ,设想抑制肿瘤血

管生成 ,使肿瘤细胞因缺血、缺氧而大部分死亡 ,从
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　　 表 1　232HBA对 HMEC细胞周期及凋亡的影响( n = 4 , �x±s)

组 别 G02G1 ( %) G22M ( %) S( %) Apoptosis ( %)

正常对照组　 　 45 . 77±6 . 12 31 . 67±3 . 07 22 . 25±1 . 93 1 . 02±0 . 62

1μg/ ml 232HBA 49 . 48±7 . 63 27 . 85±4 . 14 22 . 80±4 . 28 32 . 14±7 . 24b

5μg/ ml 232HBA 50 . 73±6 . 55 23 . 47±5 . 11a 25 . 77±6 . 74 33 . 30±6 . 29b

10μg/ ml 232HBA 51 . 57±4 . 76 21 . 66±4 . 77a 26 . 73±5 . 25 39 . 94±7 . 30b

20μg/ ml 232HBA 52 . 65±4 . 35 21 . 20±3 . 55a 27 . 50±4 . 40a 46 . 77±2 . 41b

40μg/ ml 232HBA 47 . 79±5 . 87 15 . 77±3 . 72b 39 . 23±7 . 21b 48 . 09±4 . 96b

　　注 :a P < 0 . 05 ;b P < 0 . 01

而可延缓晚期肿瘤生长 ,延长病人带瘤生存期 ,并可

抑制亚临床转移灶生长 ,推迟复发。这一设想为越

来越多的证据所支持 ,并使这一领域成为肿瘤研究

的热点及肿瘤治疗的新策略。与传统的抗癌治疗相

比 ,抗血管生成治疗具有许多优势 : (1)正常血管内

皮细胞常处于不分裂状态 ,抗血管生成治疗对正常

内皮细胞影响不大 ; (2)血管内皮细胞暴露在血液

中 ,药物能够直接发挥作用 ; (3)血管内皮细胞基因

表达相对稳定 ,不易产生耐药性[ 8 ,9 ] ; (4 )作用具有

放大效果 ,因为一个内皮细胞支持 50～100 个肿瘤

细胞生长[ 10 ]。因此 ,以新生血管为靶点 ,抑制肿瘤

生成 ,阻断肿瘤的营养来源和迁移通道 ,已成为近年

来国内外研究的热点[ 11 ,12 ]。而寻找高效、无毒、价

廉、易得的血管生长抑制剂是该领域的关键问题 ,有

可能成为 21世纪肿瘤治疗的重要手段之一。

传统中药白头翁为多年生草本植物白头翁的干

燥根。具有清热解毒、凉血止痢的功效 ,临床用于阿

米巴痢疾、细菌性痢疾和阴道滴虫等疾病。232
HBA是从白头翁根部分离出的一种五环三萜类皂

苷 ,是中药白头翁的特征性成分 ,具有广泛的抗肿瘤

活性 ,而且能抑制血管生成[ 13 ]。本实验结果表明 ,

232HBA在体外能够明显抑制血管内皮细胞的增

殖 , I C50为40 . 44μg/ ml。直接用光学显微镜观察 ,

232HBA对 HM EC细胞的形态学发生了明显的改

变 ,可见细胞凋亡的发生 ,并呈剂量依赖性。用流式

细胞术测定 ,232HBA 作用 72 小时后 ,与对照组相

比 ,细胞凋亡明显增加 ,S期细胞比例明显增多 , G2 /

M细胞比例明显减少 ,而 G0 / G1期细胞增殖基本不

受影响 ,产生 S期阻滞。因此 ,232HBA 具有显著抑

制血管内皮细胞的增殖并诱导其凋亡的作用 ,有可

能成为一种有较好前途的抗肿瘤血管生成抑制剂。

(本文图 2见第 985页)

参考文献 :
[ 1 ] 　Folkman J . Tumor angiogenesis : t herapeutic implication [J ] .

New Engl J Med , 1971 ,285 (21) :118221186 .

[2 ] 　Folkman J . What is t he evidence t hat tumors are angiogenesis

dependent [J ] . J Natl Cancer Inst ,1990 ,82 (1) :426 .

[ 3 ] 　Sipos EP , Tamargo RJ , Weingart JD , et al . Inhibition of an2
giogenesis[J ] . Ann N Y Acad2Sci ,1994 ,732 (1) :2632272 .

[ 4 ] 　叶银英 ,何道伟 ,叶文才 ,等. 232羟基桦木酸体外抗恶性肿瘤
作用的研究[J ] . 东南大学学报 (医学版) , 2001 ,20 (3 ) : 1412
144 .

[ 5 ] 　钟长斌 ,李祥 ,陈建伟. 232羟基白桦酸体内抗肿瘤作用实验研
究[J ] .实验中医内科杂志 ,2003 ,17 (2) :80 .

[ 6 ] 　Skehan P ,Storeng R ,Scudiero D ,et al . New colorimet ric cyto2
toxicity assay for anticancer2drug screening[J ] . J Natl Cancer

Inst ,1990 ,82 (13) :110721112 .

[ 7 ] 　Folkman J . Anti2angiogenesis : new concept for t herapy of sol2
id tumors[J ] . Ann Surg , 1972 ,175 (3) :409 2 416 .

[ 8 ] 　Fox SB , Gatter KC , Harris AL . Tumor angiogenesis [ J ] . J

Pat hol ,1996 ,179 (2) :2322237 .

[ 9 ] 　Scot t PA , Harris AL . Current approaches to targeting cancer

using antiangiogensis t herapies [ J ] . Cancer Treat Rev ,1994 ,

20 (4) :3932412 .

[ 10 ] Groxtall JD , Flower RJ . Lipocortin 1 mediates dexamet ha2
sone2induced growt h arres of t he A549 lung adenocarcinoma

cell line [ J ] . Proc Natl Acad Sci USA , 1992 , 89 ( 8 ) : 35712
3575 .

[11 ] He ZY , Chen ZY , Q iu CP , et al . Cloning exp ression and

tumor supp ression of human endo statin [J ] . Acta Biochem

icaet Biophysica Sinica , 2000 ,32 (4) :3332336 .

[ 12 ] 沈先荣 ,贾福星 ,王玲 ,等.鲨鱼软骨制剂抑制血管生成的研究

[J ] .生物化学与生物物理进展 ,1997 ,24 (2) :1552159 .

[ 13 ] 蒋孟军 ,杨敏 ,周尧远 ,等. 232羟基桦木酸体外抑制血管生成的
实验研究[J ] . 细胞与分子免疫学杂志 ,2006 ,22 (1) :88291 .

[编辑 :贺　文 ;校对 :刘红武 ]

·319·肿瘤防治研究 2007年第 34卷第 12期

© 1994-2008 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



© 1994-2008 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net


