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穿心莲内酯通过 Ｃａｓｐａｓｅ３／ＰＡＲＰ途径诱导
人舌癌 Ｔｂ细胞凋亡作用研究
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摘　要　研究穿心莲内酯对舌癌细胞（Ｔｂ细胞）凋亡的作用及其机制。用瑞士吉姆萨染色法、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色
法、原位ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染和流式细胞术检测穿心莲内酯对Ｔｂ细胞凋亡的作用；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测穿心莲内酯诱导Ｔｂ细胞
凋亡的机制。结果显示：穿心莲内酯处理Ｔｂ细胞后，与对照组相比，细胞凋亡数明显增加（Ｐ＜００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结
果发现，穿心莲内酯处理组与对照组相比，聚腺苷酸二磷酸核糖转移酶（ｐｏｌｙＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＰＡＲＰ）表达明显增强
（Ｐ＜００５），表明穿心莲内酯可能通过活化ＰＡＲＰ促进Ｔｂ细胞的凋亡。
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　　舌癌为口腔癌的常见类型，它发生在口腔内舌
部，多以鳞状细胞癌为主，恶性程度较高，生长快，

浸润性强，常波及舌肌和发生淋巴道转移，手术治

疗损伤大，且易复发［１］。本研究选取的人舌鳞状

上皮癌细胞系 Ｔｂ为 Ｔｃａ８１１３接种裸鼠后建立的
脑转移亚系，它保持了鳞状上皮癌细胞的特性，具

有高增殖性、转移能力强的特点，是研究口腔癌的

优良模型。已有文献报道，穿心莲内酯（ａｎｄｒｏｇｒａ
ｐｈｏｌｉｄｅ，Ａｎｄｒｏ）对多种肿瘤细胞的生长有抑制作

用，如 ＭＣＦ７［２－３］、ＰＣ３［４－５］等。但是，Ａｎｄｒｏ是否
可以促进Ｔｂ细胞的凋亡还有待研究。因此，本研
究利用此细胞株，研究 Ａｎｄｒｏ对舌癌 Ｔｂ细胞凋亡
的作用及其机制。

!

　材　料

１１　药物、细胞和试剂
人舌鳞状上皮癌细胞系 Ｔｂ细胞为 Ｔｃａ８１１３

脑转移亚系，由第四军医大学口腔医院吴军正教授
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惠赠；穿心莲内酯（纯度 ９９９９％，美国 Ｓｉｇｍａ公
司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒（中国
碧云天生物科技公司）；ＰｏｌｙＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。
１２　仪　器

荧光纤维镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；超声波清
洗机（宁波新芝生物科技有限公司）。

"

　方　法

２１　Ｔｂ细胞培养
Ｔｂ细胞按照常规方法，在３７℃、５％ＣＯ２培养

箱中培养。

２２　细胞爬片吉姆萨染色观察 Ａｎｄｒｏ对 Ｔｂ细胞
凋亡的作用

将消毒过的玻片放入培养板孔内，再接种细

胞，让细胞贴壁长在玻片上。将细胞爬片按照标准

操作规程进行吉姆萨染色。

２３　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测Ａｎｄｒｏ对Ｔｂ细胞凋亡影响
先将细胞作爬片培养及处理，然后加入

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲冼干净，取出盖
玻片放于载玻片上，荧光显微镜镜下观察。

２４　贴壁细胞原位ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染检测 Ａｎｄｒｏ
对Ｔｂ细胞凋亡影响

用ＰＢＳ洗涤一次贴壁培养的Ｔｂ细胞，加入１×
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液１９５μＬ，然后加入Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ５μＬ，轻轻混匀。室温避光孵育１０ｍｉｎ。吸
除溶液，加入１×ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液１９０μＬ轻
轻重悬细胞，加入碘化丙啶染色液１０μＬ，轻轻混匀，
冰浴避光放置，荧光显微镜下观察。

２５　流式细胞术检测Ａｎｄｒｏ对Ｔｂ细胞凋亡影响
本实验采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法［６］测定

Ａｎｄｒｏ作用后Ｔｂ细胞凋亡情况。把贴壁生长 Ｔｂ
细胞用胰酶消化，ＰＢＳ洗涤离心后，取５～１０万个
重悬的细胞，按照“２４”项下的方法进行 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ／ＰＩ双染后，随即用流式细胞仪检测。
２６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ａｎｄｒｏ诱导Ｔｂ细胞凋亡的机制

将培养的Ｔｂ细胞提取总蛋白并测定浓度后，
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳［７］，灌胶：１０％分离胶，４％浓缩胶。
电泳：４０Ｖ，４～５ｈ。膜封闭后加入用 ＰＡＲＰ抗体，
４℃过夜。洗膜，二抗孵育后显影。
２８　统计学

所有数据采用 ＳＰＳＳ１１０统计软件包和

Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ软件处理，两独立样本比较采用 ｔ检验，
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

#

　结　果

３１　形态学观察Ａｎｄｒｏ对Ｔｂ细胞的凋亡作用
１００μｍｏｌ／ＬＡｎｄｒｏ处理 Ｔｂ细胞 ４８ｈ后，吉

姆萨染色，用光学显微镜观察细胞形态，发现

Ａｎｄｒｏ处理组的细胞染色质浓缩、边缘化，染色质
分割成块状，并出现凋亡小体等典型的凋亡形态

（图１，Ｂ），而对照组的细胞则未出现凋亡特征
（图１，Ａ）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＴｂｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１００μｍｏｌ／Ｌ
ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ（Ａｎｄｒｏ）（Ｂ）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ）（Ｇｉｅｍｓａ，×１００）

３２　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色法检测 Ａｎｄｒｏ对 Ｔｂ
细胞凋亡影响

分别用５０、１００和１５０μｍｏｌ／ＬＡｎｄｒｏ处理 Ｔｂ
细胞，结果发现：在５０μｍｏｌ／ＬＡｎｄｒｏ处理细胞后，
Ｔｂ细胞已经开始出现凋亡（图２，Ｂ），１００μｍｏｌ／Ｌ
和１５０μｍｏｌ／ＬＡｎｄｒｏ处理Ｔｂ细胞后，大部分细胞
出现了凋亡（图２，Ｃ，Ｄ），而 ＤＭＳＯ组的细胞基本
没有出现凋亡（图２，Ａ）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｎｄｒｏｏｎＴｂｃｅｌｌａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓ（×１０）
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ａｎｄｒｏ（５０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｃ：Ａｎｄｒｏ（１００μｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：Ａｎｄｒｏ
（１５０μｍｏｌ／Ｌ）

０６５
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３３　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ原位荧光双染法检测 Ａｎｄｒｏ对
Ｔｂ细胞凋亡影响

细胞凋亡早期改变发生在细胞膜表面，目前早

期识别仍有困难。这些细胞膜表面的改变之一是

磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）从细胞膜内转移到细胞膜外，
使ＰＳ暴露在细胞膜外表面。ＰＳ是一种带负电荷
的磷脂，正常主要存在于细胞膜的内面，在细胞发

生凋亡时细胞膜上的这种磷脂分布的不对称性被

破坏而使ＰＳ暴露在细胞膜外。ＡｎｎｅｘｉｎＶ是一种
Ｃａ２＋依赖的磷脂结合蛋白，最初发现是一种具有
很强的抗凝血特性的血管蛋白，ＡｎｎｅｘｉｎＶ具有易
于结合到磷脂类如 ＰＳ的特性。对 ＰＳ有高度的亲
和性。因此，该蛋白可充当一敏感的探针检测暴露

在细胞膜表面的 ＰＳ。ＰＳ转移到细胞膜外不是凋
亡所特有的，也可发生在细胞坏死中。两种细胞死

亡方式间的差别是在凋亡的初始阶段细胞膜是完

好的，而细胞坏死在其早期阶段细胞膜的完整性就

破坏了。

碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）是一种核酸
染料，它不能透过完整的细胞膜，但对凋亡中晚

期的细胞和死细胞，ＰＩ能够透过细胞膜而使细胞
核染红。因此将 ＡｎｎｅｘｉｎＶ与 ＰＩ匹配使用，就可
以将处于不同凋亡时期的细胞区分开来（图３）。
分别用５０μｍｏｌ／Ｌ（图 ３，Ａ）、１００μｍｏｌ／Ｌ（图 ３，
Ｂ）、１５０μｍｏｌ／Ｌ（图３，Ｃ）的穿心莲内酯及 ＤＭＳＯ
处理 Ｔｂ细胞，ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染色后，发现１００和
１５０μｍｏｌ／Ｌ的穿心莲内酯明显促进了 Ｔｂ细胞的
凋亡，而５０μｍｏｌ／Ｌ的穿心莲内酯及对照组凋亡
的细胞数则很少。

３４　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法流式细胞仪检测 Ａｎｄｒｏ
对Ｔｂ细胞凋亡影响

流式细胞仪检测发现：１００μｍｏｌ／ＬＡｎｄｒｏ作用
于Ｔｂ细胞２４ｈ后，６０８％ Ｔｂ细胞发生凋亡，而对
照组细胞的凋亡率为０８％。
３５　Ａｎｄｒｏ诱导Ｔｂ细胞凋亡的机制

Ａｎｄｒｏ作用Ｔｂ细胞４８ｈ后，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验可以观察到，ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ表达明显高于对
照组（图４），说明Ａｎｄｒｏ通过 ＰＡＲＰ的活化促进了
Ｔｂ细胞的凋亡。

$

　讨　论

本研究用多种方法证实了Ａｎｄｒｏ对Ｔｂ细胞的

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡｎｄｒｏｏｎＴｂｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍａｎｎｅｒ（×４０）

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１００μｍｏｌ／Ｌ
Ａｎｄｒｏｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ．Ｐ＜００５

凋亡作用。形态学观察结果显示：Ａｎｄｒｏ作用
Ｔｂ细胞４８ｈ后，做细胞爬片并ＨＥ染色，观察到细
胞皱缩，染色质浓集，凋亡小体等现象。Ｋｉｍ等［４］

的研究结果显示，ＰＣ３细胞中 Ａｎｄｒｏ作用８ｈ后，
可明显观察到细胞凋亡的形态学特征，Ａｎｄｒｏ作用
４ｈ后即可在电镜下观察到凋亡小体。Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８荧光染色法及 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ荧光双染法研
究结果均表明 Ａｎｄｒｏ可诱导 Ｔｂ细胞的凋亡，但是
Ａｎｄｒｏ诱导Ｔｂ细胞的凋亡水平还需要通过流式细
胞仪做定量的分析。因此，以 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染
法用流式细胞仪测 Ａｎｄｒｏ作用２４ｈ后的 Ｔｂ细胞
的凋亡率，结果表明 Ａｎｄｒｏ在１００μｍｏｌ／Ｌ时诱导
Ｔｂ细胞的凋亡率可达到６０８％。该结果进一步说
明Ａｎｄｒｏ对舌癌Ｔｂ细胞有良好的诱导凋亡作用。
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研究报道在 ＰＣ３细胞中 Ａｎｄｒｏ可能是通过诱导
Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ８活化引起细胞凋亡的［４］，但

是在 Ｈｅｐ３Ｂ细胞中，Ａｎｄｒｏ诱导凋亡是通过 ＪＮＫ
及 ＥＲＫ１／２信号途径激活相关信号的，但是对
Ｃａｓｐａｓｅ３并没有诱导其活化的作用［８］。Ｃａｓｐａｓｅ３
最主要的底物是多聚ＡＤＰ核糖聚合酶ＰＡＲＰ，该酶
与ＤＮＡ修复、基因完整性保护有关。在细胞凋亡
启动时，１１６ｋＤ的 ＰＡＲＰ在 Ａｓｐ２１６Ｇｌｙ２１７之间被
Ｃａｓｐａｓｅ３剪切成 ３１ｋＤ和 ８５ｋＤ两个片段，使
ＰＡＲＰ中与ＤＮＡ结合的两个锌指结构与羧基端的
催化区域分离，不能发挥正常功能。结果使受

ＰＡＲＰ负调控影响的 Ｃａ２＋／Ｍｇ２＋依赖性核酸内切
酶的活性增高，裂解核小体间的 ＤＮＡ，引起细胞凋
亡［９］。因为ＰＡＲＰ是 Ｃａｓｐａｓｅ３的最重要的底物，
所以在 Ｔｂ细胞中通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验直接对
ＰＡＲＰ的表达量进行考察，发现 Ａｎｄｒｏ作用后的 Ｔｂ
细胞中被剪切的ＰＡＲＰ的量显著增加，进一步说明
Ａｎｄｒｏ可诱导Ｔｂ细胞发生凋亡。

参 考 文 献

［１］　ＫｉｒｓｃｈＣ．Ｏｒａｌｃａｖｉｔｙｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＴｏｐＭａｇｎＲｅｓｏｎＩｍａｇｉｎｇ，

２００７，１８（４）：２６９－２８０

［２］　ＪａｄａＳＲ，ＳｕｂｕｒＧＳ，ＭａｔｔｈｅｗｓＣ，ｅｔａｌ．Ｓｅｍｉｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｉｎｖｉｔｒｏ

ａｎｔｉｃａｎｃｅｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅａｎａｌｏｇｕｅｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏ

ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００７，６８（６）：９０４－９１２

［３］　ＳａｔｙａｎａｒａｙａｎａＣ，ＤｅｅｖｉＤＳ，ＲａｊａｇｏｐａｌａｎＲ，ｅｔａｌ．ＤＲＦ３１８８ａ

ｎｏｖｅｌｓｅｍｉｓｙｎｔｈｅｔｉｃａｎａｌｏｇｏｆａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ：ｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｔｏＭＣＦ７ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２００４，４：２６

［４］　ＫｉｍＴＧ，ＨｗｉＫＫ，ＨｕｎｇＣＳ．Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｉｃ

ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａＰＣ３ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｉｎｖｉｖｏ，２００５，１９（３）：５５１

－５５７

［５］　ＺｈａｏＦ，ＨｅＥＱ，ＷａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆａｎｄｒｏｇｒａ

ｐｈｏｌｉｄｅ，ａｄｉｔｅｒｐｅｎｅｆｒｏｍＡｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓｐａｎｉｃｕｌａｔａ，ｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＶＥＧＦｌｅｖｅｌ［Ｊ］．ＪＡｓｉａｎＮａｔＰｒｏｄＲｅｓ

（亚洲天然产物），２００８，１０（５）：４７３－４７９

［６］　ＫｏｏｐｍａｎＧ，ＲｅｕｔｅｌｉｎｇｓｐｅｒｇｅｒＣＰ，ＫｕｉｊｔｅｎＧＡ，ｅｔａｌ．ＡｎｎｅｘｉｎＶ

ｆｏｒｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎ

Ｂｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，１９９４，８４（５）：１４１５－

１４２０

［７］　ＨａｌｌＲＡ．Ｓｔｕｄｙｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｖｉａｂｌｏｔｏｖｅｒｌａｙｏｒ

ｆａｒＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＢｉｏｌ，２００４，２６１：１６７－１７４

［８］　ＪｉＬ，ＬｉｕＴ，ＬｉｕＪ，ｅｔａｌ．Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅｉｎｈｉｂｉｔｓｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｍａ

ｄｅｒｉｖｅｄＨｅｐ３ＢｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｃＪｕｎＮ

ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａＭｅｄ，２００７，７３（１３）：１３９７－１４０１

［９］　ＫｒａｕｓＷＬ，ＬｉｓＪＴ．ＰＡＲＰｇｏｅｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００３，１１３

（６）：６７７－６８３

·行业动态·

２０１３年全球制药企业市值１５强

排名 企业名称 ２０１３年市值／亿美元 市值变化／％
１ 强生 ２４８４ ３１４
２ 辉瑞 ２０３７ ２１２
３ 诺华 １７３４ ２９５
４ 罗氏 １６６５ １５０
５ 赛诺菲 １４８４ ５０９
６ 默克 １４１９ １９６
７ 葛兰素史克 １１２５ ７３
８ 拜耳 ８７５ ５２６
９ 百时美施贵宝 ６７７ １８７
１０ 艾伯维／雅培 ６４６ －
１１ 礼来 ６４６ ３９７
１２ 阿斯利康 ６２５ １０２
１３ 武田 ４０１ ３８０
１４ 安斯泰来 ２３９ ４８８
１５ 第一三共株式会社 １２９ ２０３
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