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土贝母含药血清对人肺癌细胞增殖和凋亡的影响
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  摘 要:目的 观察土贝母含药血清对人肺癌细胞增殖、凋亡的影响,初步探讨其作用机制。方法 采用

灌胃SD大鼠土贝母水提物的方法制备其含药血清。应用不同浓度(0.0%、2.5%、5.0%、10.0%、20.0%、
40.0%)含药血清处理人肺癌A549和H1299细胞。采用 MTT、免疫荧光法观察含药血清对人肺癌细胞增殖

的影响,采用流式细胞术检测含药血清对人肺癌细胞凋亡的影响,采用 Western
 

blot方法检测含药血清对肺癌

细胞中凋亡相关的裂解型胱天蛋白酶(Cleaved-Caspase-3、Cleaved-Caspase-8、Cleaved-Caspase-9、Bax和Bcl-2)
蛋白表达水平的影响。结果 土贝母含药血清可明显抑制人肺癌A549和 H1299细胞的增殖,诱导其凋亡;土

贝母含药血清处理人肺癌细胞的Cleaved-Caspase-3、Cleaved-Caspase-9和Bax蛋白水平增加,Bcl-2蛋白水平

降低。结论 土贝母含药血清可明显抑制人肺癌A549和H1299细胞的增殖,诱导其凋亡,其机制可能与细胞

线粒体途径诱导细胞凋亡有关。
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Abstract:Objective To

 

observe
 

the
 

effects
 

of
 

Tubeimu
 

medicated
 

serum
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

apopto-
sis

 

of
 

human
 

lung
 

cancer
 

cells,and
 

to
 

explore
 

its
 

mechanism.Methods The
 

Tubeimu
 

medicated
 

serum
 

was
 

prepared
 

by
 

intragastric
 

administration
 

of
 

water
 

extract
 

of
 

Tubeimu
 

in
 

SD
 

rats.Human
 

lung
 

cancer
 

cells
 

A549
 

and
 

H1299
 

were
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

Tubeimu
 

medicated
 

serum
 

(0.0%,2.5%,5.0%,
10.0%,20.0%,40.0%).MTT

 

and
 

immunofluorescence
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

drug
 

serum
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

human
 

lung
 

cancer
 

cells.Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

Tubeimu
 

medicated
 

serum
 

on
 

apoptosis
 

of
 

human
 

lung
 

cancer
 

cells.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

Tubeimu
 

medica-
ted

 

serum
 

on
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

apoptotic
 

Cleaved-Caspase-3,Cleaved-Caspase-8,Cleaved-
Caspase-9,Bax

 

and
 

Bcl-2
 

in
 

lung
 

cancer
 

cells.Results The
 

Tubeimu
 

medicated
 

serum
 

could
 

significantly
 

in-
hibit

 

the
 

proliferation
 

and
 

induce
 

the
 

apoptosis
 

of
 

human
 

lung
 

cancer
 

cells
 

A549
 

and
 

H1299.The
 

Cleaved-
Caspase-3,Cleaved-Caspase-9

 

and
 

Bax
 

levels
 

of
 

human
 

lung
 

cancer
 

cells
 

A549
 

and
 

H1299
 

showed
 

increased
 

while
 

Bcl-2
 

levels
 

showed
 

decreased
 

after
 

treating
 

with
 

Tubeimu
 

medicated
 

serum.Conclusion The
 

Tubeimu
 

medicated
 

serum
 

can
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

and
 

induce
 

the
 

apoptosis
 

of
 

in
 

human
 

lung
 

cancer
 

cells
 

A549
 

and
 

H1299.
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  肺癌是世界上最常见的癌症之一,也是癌症致死
的主要原因,5年生存率仅为10%~20%[1-2],严重影
响人类生命健康。然而,用于治疗和预防肺癌的传统
化疗往往伴随不良反应和耐药性发生。因此,发掘出
一种成本低、不良反应小、易于获得的新的治疗药物
意义重大[3]。传统中药含有丰富的生物活性成分,通
过靶向与疾病相关的多种分子网络发挥作用。因此,
传统中药是可以开发用于预防和治疗癌症的潜在候
选药物。土贝母是一种传统中草药,又名假贝母、地
苦胆、草贝,为葫芦科土贝母属植物的干燥块茎。性

味苦、微寒,归肺、脾经,有散结、消肿、解毒之功能,原
载于清代赵氏所编《本草纲目拾遗》,曾用于乳痈、瘰
疬、乳腺炎等。近年来,有研究报道,土贝母具有一定
的抗肿瘤作用[4],但既往研究都只局限于针其单体化
合物活性的评价。本研究从土贝母提取物整体着手,
通过制备土贝母含药血清,进一步深入评价传统中草
药土贝母对肺癌的抗肿瘤活性,为指导临床治疗提供
科学依据。
1 材料与方法

1.1 材料 土贝母购自老百姓大药房连锁股份有限
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公司;雄性SD大鼠(SPF级)60只,体质量(200±
10)g,购自中国人民解放军空军军医大学实验动物中

心[实验动物生产许可证号:SCXK(军)2012-0007];
人肺癌A549和 H1299细胞购自美国典型培养物保

藏中心(ATCC);Gibco胎牛血清购自Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司;DMEM-高糖型细胞培养基购自 Hy-
clone公司,双抗(青霉素、链霉素)、胰蛋白酶[含乙二

胺四乙酸(EDTA)]购自北京索莱宝(Solarbio)科技

有限 公 司;兔 抗 裂 解 型 胱 天 蛋 白 酶 3(Cleaved-
Caspase-3)抗 体、兔 抗 Cleaved-Caspase-8、兔 抗

Cleaved-Caspase-9、兔抗Bax、兔抗Bcl-2、兔抗β肌动

蛋白(β-actin)抗体均购自美国Bioworld
 

Technology
公司;细胞蛋白提取试剂盒购自碧云天生物科技有限

公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 采用含10%胎牛血清、1%双抗
(青霉素、链霉素)的DMEM-高糖型培养液,于CO2
浓度为5%、温度为37

 

℃的细胞培养箱中培养人肺癌

A549细胞和H1299细胞,待细胞呈对数生长期时进

行实验。
1.2.2 实验药物的提取 取中药材土贝母置于中药

煎锅中,加入4倍量水常温浸泡30
 

min,再加热至沸

腾,煎煮30
 

min,过滤收集滤液。滤渣再次加入2倍

量水,加热至沸腾,煎煮30
 

min,稍冷后趁热过滤,收
集下层滤液。滤渣再次加入2倍量水,加热至沸腾,
再次煎煮30

 

min,稍冷后趁热过滤,弃去滤渣,收集滤

液,合并2次滤液。旋转蒸发仪浓缩药液,最终获得

相当于含土贝母生药材质量浓度为1.5
 

g/mL的水煎

液,分装并密闭保存于-20
 

℃冰箱备用[4]。
1.2.3 土贝母含药血清的制备 将健康雄性SD大

鼠随机分为土贝母组和正常对照组,各10只,灌胃给

药前各组大鼠禁食、不禁饮18
 

h,按照8
 

g/kg生药剂

量给予大鼠灌胃,正常对照组灌胃等体积生理盐水。
每日分早、晚2次给药,间隔时间为10

 

h,连续灌胃给

药3
 

d,正常饮食、饮水。在第4天第1次大鼠灌胃土

贝母提取液1
 

h后,麻醉大鼠,剖开腹部,在腹主动脉

采血,室温静置0.5
 

h,在5
 

000
 

r/min转速下离心10
 

min,收集上层血清,即得土贝母水煎液含药血清。同

组大鼠含药血清合并混匀,在56
 

℃水浴条件下灭活

30
 

min。采用0.22
 

μm无菌微孔滤膜,在无菌条件下

进行过滤,收集滤液,无菌封装,于-20
 

℃冰箱保存备

用。实验时,采用细胞培养液稀释后使用。
1.2.4 MTT法检测土贝母含药血清对人肺癌细胞增

殖的影响 消化、收集人肺癌A549和H1299细胞,以
1×104 个/孔细胞密度接种于96孔板中,分为11组,每
组设置6个复孔,置细胞培养箱中培养24

 

h后,移去细

胞培养液,并用磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗2次。对照组

细胞更换新鲜培养液,给药组细胞更换含有2.5%、5.
0%、10.0%、20.0%、40.0%含药血清的培养液,以相应

浓度的无药血清(10%血清)作为阴性对照组。将96孔

板置细 胞 培 养 箱 中 孵 育24
 

h。每 孔 加 入 浓 度 为

5
 

mg/mL的无菌MTT溶液20
 

μL,在细胞培养箱中继

续孵育3
 

h,弃去每孔上清液,再依次每孔加入二甲基亚

砜(DMSO)溶液200
 

μL,使结晶物充分溶解。用酶联免

疫检测仪在490
 

nm波长处测定每孔的吸光度(A)值,
计算每组细胞A 值的平均值,实验重复3次。采用下

列公式计算相对增殖率。细胞相对增殖率(%)=
(A给药组-A空白组)/(A对照组-A空白组)×100%。
1.2.5 土贝母含药血清对人肺癌细胞 Ki67表达水

平的影响 采用免疫荧光方法检测土贝母含药血清

处理人肺癌细胞中 Ki67相对表达量的变化。消化、
收集人肺癌A549和 H1299细胞,接种于无菌24孔

板中(含有细胞爬片),细胞密度为1×105 个/孔。培

养24
 

h后,弃去上清液,更换含有10%
 

土贝母含药血

清的培养液孵育细胞,以相应浓度的无药血清(10%
血清)作为阴性对照组,各组细胞继续孵育24

 

h。次

日,弃去上清液,用PBS漂洗3次,弃去PBS,室温下

用4%多聚甲醛固定10
 

min。PBS漂洗3次去除多余

甲醛。每孔加入0.05%
 

的 Triton
 

X-100溶液400
 

μL,室温条件下孵育30
 

min,用PBS漂洗3次后,弃
去PBS。每孔滴加山羊血清封闭液300

 

μL,室温孵育

30
 

min后,弃去封闭液,不洗,每孔细胞爬片上滴加稀

释的Ki67抗体(1∶1
 

000),放入湿盒,37
 

℃条件下孵

育1
 

h。采用PBST洗3次,每次3
 

min。再滴加荧光

二抗于各组细胞爬片上,室温避光条件下孵育30
 

min。避光条件下用PBST洗3次,每次5
 

min,再加

入4',6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)溶液,室温避光条

件下孵育10
 

min,PBS洗3次,每次5
 

min。避光下从

24孔板中取出各组细胞爬片,用抗荧光淬灭封片剂避

光条件下封片,于倒置荧光显微镜下观察并拍照,统
计Ki67相对表达量。
1.2.6 流式细胞术检测土贝母含药血清对人肺癌细

胞凋亡的影响 根据 MTT试验结果,选用5.0%和

10.0%浓度的土贝母含药血清处理肺癌细胞,流式细

胞术检测 肺 癌 细 胞 凋 亡 情 况。消 化、收 集 人 肺 癌

A549和 H1299细胞,接种于6孔板中,细胞密度为

5×105 个/孔,常规培养24
 

h后,弃去每孔培养液并

用无菌PBS漂洗3次。分别加入新的含有浓度为

5.0%和10.0%土贝母含药血清的培养液孵育细胞

24
 

h,以相应浓度的无药血清作为阴性对照组。24
 

h
后消化收集各组细胞,各组细胞用PBS漂洗3次,每
组样品用195

 

μL 的 Annexin
 

V-异硫氰酸荧 光 素
(Annexin

 

V-FITC)结 合 缓 冲 液 (10
 

mmol/L
 

HEPES/NaOH,140
 

mmol/L
 

NaCl,2.5
 

mmol/L
 

CaCl2)重悬细胞。各组样本中加入浓度为25
 

μg/mL
的Annexin

 

V-FITC结合缓冲液5
 

μL,轻轻混匀,室
温避光孵育10

 

min。离心5
 

min,收集细胞沉淀并加

入190
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC结合缓冲液重悬细胞。
再加入10

 

μL的碘化丙锭(PI)溶液(250
 

μg/mL)轻
轻混匀。立即用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
1.2.7 Western

 

blot试验检测土贝母含药血清对人

肺癌细胞中凋亡相关蛋白表达的影响 消化、收集人
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肺癌A549和H1299细胞,接种于直径为10
 

cm培养

皿中,细胞密度为5×105 个/孔,加入细胞培养液10
 

mL在培养箱中培养24
 

h。次日,弃去培养液,PBS洗

2次,分别加入新的含有浓度为5.0%和10.0%土贝

母含药血清的培养液孵育细胞24
 

h,以相应浓度的无

药血清作为阴性对照组。24
 

h后消化收集各组细胞,
每组细胞样本在冰浴中加入蛋白裂解液200

 

μL,裂解

30
 

min。在4
 

℃低温13
 

000
 

r/min转速下,离心20
 

min,收集上清液、弃去沉淀,采用考马斯亮蓝法进行

蛋白定量。各组以40
 

μg蛋白量上样,在6
 

%浓缩胶、
12%分离胶上进行SDS-PAGE电泳、转膜。采用10%
脱脂 奶 粉 封 闭2

 

h,按 照 常 规 滴 加 一 抗(Cleaved-
Caspase-3、Cleaved-Caspase-8、Cleaved-Caspase-9、Bax、
Bcl-2、β-actin,1∶1

 

000稀释),4
 

℃冰箱中孵育过夜。
次日,室温复温2

 

h,PBST洗膜3次,每次5
 

min。然

后加入羊抗兔二抗(1∶5
 

000稀释),室温孵育1
 

h。
PBST洗膜3次。采用化学发光方法,通过凝胶化学

发光仪拍照,灰度扫描,以β-actin为内参。结果以β-
actin比值进行统计分析,检测土贝母含药血清对人肺

癌 细 胞 中 Cleaved-Caspase-3、Cleaved-Caspase-8、
Cleaved-Caspase-9、Bax、Bcl-2蛋白表达水平的影响。

1.3 统计学处理 采用SPSS16.0统计软件对数据

进行分析处理。符合正态分布的计量资料以x±s表

示,各组差异比较采用单因素方差分析。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 土贝母含药血清对人肺癌细胞增殖的影响 
MTT检测结果显示,土贝母含药血清明显抑制人肺

癌A549和 H1299细胞的增殖,并呈一定剂量依赖

性。与对照组比较,5.0%、10.0%、20.0%、40.0%的

土贝母含药血清对人肺癌A549细胞增殖抑制率分别

为(10.65±2.56)%、(20.22±2.55)%、(28.48±
2.49)%和(32.72±3.35)%,对H1299细胞增殖抑制

率分 别 为 (9.51±2.51)%、(16.05±2.63)%、
(26.67±3.90)%和(30.87±4.71)%,土贝母含药血

清对人肺癌A549和H1299细胞增殖抑制作用明显,
差异有统计学意义(P<0.05)。
2.2 土贝母含药血清处理人肺癌A549和 H1299细

胞Ki67相对阳性表达率 给予人肺癌细胞土贝母含

药血清处理后,人肺癌细胞中 Ki67的阳性表达率明

显下降,与对照组比较,差异有统计学 意 义(P<
0.05),见图1。

  注:A为肺癌细胞中Ki67免疫荧光染色;B为Ki67相对表达率。与对照组比较,*P<0.05;NS表示与对照组比较,P>0.05。
图1  土贝母含药血清处理人肺癌A549和 H1299细胞Ki67相对阳性率表达
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  注:A为流式细胞术检测肺癌A549细胞凋亡情况及细胞凋亡率的半定量分析;B为流式细胞术检测肺癌 H1299细胞凋亡情况及细胞凋亡率

的半定量分析。与对照组比较,*P<0.05;NS表示与对照组比较,P>0.05。

图2  土贝母含药血清对人肺癌细胞凋亡的影响

  注:A为 Western
 

blot试验检测人肺癌A549细胞中凋亡相关蛋白的表达;B为蛋白表达半定量分析。与对照组比较,*P<0.05,NS表示与

对照组比较,P>0.05。

图3  土贝母含药血清对人肺癌A549细胞中凋亡相关蛋白表达的影响
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2.3 土贝母含药血清诱导人肺癌A549和 H1299细

胞的凋亡 与对照组比较,土贝母含药血清处理细胞

24
 

h后肺癌细胞凋亡率明显升高。其中5.0%的土贝

母含药血清处理后,人肺癌A549和 H1299细胞凋亡

率分别 为(9.23±0.70)%和(10.50±1.21)%,
10.0%的土贝母含药血清处理后,人肺癌 A549和

H1299细 胞 凋 亡 率 分 别 为 (15.57±1.20)% 和
(18.83±2.12)%,与对照组比较,差异均有统计学意

义(P<0.05)。见图2。
2.4 土贝母含药血清对人肺癌细胞中凋亡相关蛋白

表达的影响 与对照组比较,不同浓度土贝母含药血

清处 理 细 胞 后,肺 癌 细 胞 中 Cleaved-Caspase-3、
Cleaved-Caspase-9及Bax的表达水平明显升高,Bcl-
2表达水平明显下降,对Cleaved-Caspase-8表达无影

响。差异均有统计学意义(P<0.05),见图3、4。

  注:A为 Western
 

blot法检测人肺癌 H1299细胞中凋亡相关蛋白的表达;B为蛋白表达半定量分析。与对照组比较,*P<0.05;NS表示与对

照组比较,P>0.05。

图4  土贝母含药血清对人肺癌 H1299细胞中凋亡相关蛋白表达的影响

3 讨  论
肺癌是全球常见恶性肿瘤之一,其发病率和致死

率居高不下,并呈逐年上升及年轻化趋势。目前,临
床治疗肺癌常见方法仍然以手术联合放疗和化疗为
主,但是肺癌对传统化疗药物有强抗药性,化疗有效
率低,并且通常还伴有一系列并发症和严重不良反
应,导致 患 者 免 疫 功 能 下 降、身 体 衰 弱、炎 性 反 应
等[6],严重影响肺癌患者治疗后的生活质量。

中药治疗癌症作为我国独特的治疗方式,以中医
理论为指导,从整体辨证施治而形成。能充分体现出
在肿瘤 治 疗 中 的 个 性 化、多 靶 点、多 层 次 治 疗 原
则[7-8],且其低毒、有效、价格低廉等优势,在临床治疗
多种疾病中疗效明显[9]。中医认为,肺癌是由于邪愈
盛而正愈虚,本虚标实,病变错综复杂,病势日益深
重。肺癌之本虚以阴虚、气阴两虚多见,标实以气阻、
瘀血、痰浊多见,以致癌毒内积。土贝母性味苦、微
寒、归肺、脾经,有散结、消肿、解毒之功能,近年来研
究表明,其单体化学成分有明显的抗肿瘤活性[5]。而

中药中单体化学成分不能完全代表其在体内发挥作
用的有效物质形式[10]。因此,中药血清药理学实验方
法为中药药理学的体外研究提供了可行性,能够反映
中药在体内发挥的药效作用,明确其作用机制[11]。

本研究采用不同浓度土贝母含药血清处理人肺
癌A549和H1299细胞,MTT结果表明,土贝母含药
血清对人肺癌 A549和 H1299细胞增殖呈现一定剂
量依赖性的抑制作用。Ki67是与细胞增殖密切相关
的核抗原,其在肿瘤细胞中表达阳性率相对越高,提
示细胞的增殖能力越强。免疫荧光结果显示,与对照
组比较,土贝母含药血清处理的人肺癌细胞中 Ki67
蛋白水平明显下降,差异有统计学意义(P<0.05),表
明土贝母含药血清对人肺癌 A549和 H1299细胞的
增殖具有显著抑制作用(图1)。流式细胞术检测人肺
癌A549和H1299细胞给予土贝母含药血清处理后,
肺癌细胞凋亡率显著升高(图2),提示土贝母含药血
清可诱导人肺癌 A549和 H1299细胞的凋亡。增殖
的不可控和抗凋亡是肿瘤细胞恶性进展过程中的重
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要特征,细胞凋亡途径主要有线粒体和死亡受体发生

的凋亡,Caspase家族成员在调节细胞凋亡过程中发

挥重要作用[12]。Caspase-3是其重要成员之一,是细

胞凋亡的“执行者”,其受Caspase-8介导的细胞死亡

受体途径和Caspase-9介导的细胞线粒体途径的细胞

凋亡过程[13]。因此,为进一步探讨土贝母水提物含药

血清诱导人肺癌 A549和 H1299细胞的凋亡的可能

作用机制,本研究采用 Western
 

blot试验检测给予土

贝母水提物含药血清处理的人肺癌 A549和 H1299
细胞中凋亡相关蛋白表达的变化。结果表明,土贝母

水提物含药血清处理的肺癌细胞中Cleaved-Caspase-9、
Cleaved-Caspase-3的表达水平显著升高,并显著增加

促凋亡蛋白Bax的表达水平,显著抑制抗凋亡蛋白

Bcl-2的表达,对Cleaved-Caspase-8表达无显著影响。
结果表明,土贝母水提物含药血清可能通过影响人肺

癌细胞中Caspase介导的线粒体凋亡途径诱导其凋

亡,发挥抑制肺癌细胞增殖的作用。
本研究探讨了土贝母水提物含药血清诱导肺胃

癌细胞凋亡的作用,初步探讨其可能的作用机制,结
果表明土贝母水提物含药血清体外抗肺癌作用显著,
其可能是通过影响人肺癌细胞中Caspase介导的线

粒体凋亡途径诱导其凋亡。本研究结果为土贝母是

否可作为治疗肺癌的进一步深入研究和指导临床用

药提供了新思路。
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