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摘要# 目的!研究 ,(氢化松苓酸=对人胃癌细胞R>S(&+ 程序性死亡的影响& 方法!‘66法测定细胞增殖& 流式细胞
仪测定细胞周期及凋亡率& 吖啶橙染色及透射电镜观察细胞自噬( P7HW7ZI ]15W法检测自噬相关蛋白的表达& 结果!,(

氢化松苓酸=对R>S(&+ 细胞的增殖具有抑制作用% 并呈明显的时间’ 剂量依赖性& #$’ &$’ %$ !.51F@,(氢化松苓酸
=处理R>S(&+ 细胞 &% X后% 可将细胞阻滞于>$ F># 期% 但对细胞凋亡无明显影响& &$ !.51F@,(氢化松苓酸=处理
R>S(&+ 细胞 &% X后% 透射电镜观察到大量自噬泡和自噬体% 细胞自噬比例随浓度增加而显著提高( ,(氢化松苓酸 =

促进K型微管相关蛋白 # 轻链 , "@S, K# 向KK型微管相关蛋白 # 轻链 , "@S, KK# 转化% 上调肌球蛋白样=淋巴细胞
瘤(& "=41(&# 结合蛋白 "=7410I(## 和细胞周期依赖性蛋白激酶抑制因子 #E "Y&## 的表达% 并抑制 ># F:(特异性周
期蛋白(L# "SU410IL## 的表达& 结论!,(氢化松苓酸=可诱导R>S(&+ 细胞发生自噬性死亡% 但是对细胞凋亡无明显
影响&
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!!胃癌是常见恶性肿瘤之一% 严重威胁人类健
康% 现有药物的耐药性及不良反应影响临床抗肿瘤
药物对胃癌的治疗% 因此寻找更有效的抗胃癌药
物% 防止耐药性% 具有重要意义& ,(氢化松苓酸 =
"6E=# 是从土家族药大白栓菌中提取分离得到的
一种三萜类的活性物质)#* % 有抑制凝血酶)&*的活
性% 对多种肿瘤细胞增殖具有抑制作用% 尤其是胃
癌细胞R>S(&+( 6E=还能逆转?(JY蛋白),*引起的
耐药作用% 且与化疗药物紫杉醇有药物协同作用&
为进一步研究 6E=对肿瘤细胞增殖抑制的选择性
及机制% 本研究对其抗胃癌作用进行研究&
EF材料
#D#!仪器!LKTA-N,$$$ 液相色谱仪 "美国赛默
飞世尔公司#( PE6-C: &%*) 半制备液相色谱仪
"美国沃特世公司#( ST:‘T:K@‘:()色谱柱 "日
本半井公司#( -f-@E:=(#$$ 旋转蒸发仪 "日本
东京理化器械株式会社#( -?KS: N@(% 型流式细胞
系统 "英国=74a./I S5Q1W7公司#( R(+"$$ 透射电
子显微镜 "日本日立公司#( "%#"L微型台式高速
离心机 "德国-YY7I\5[公司#( :W/W</̂(&#$$ 型酶
联免疫检测仪 "美国EM/Z7I7HH公司#&
#D&!药物与试剂!,(氢化松苓酸 = "6E=#% 由本
实验室从土豆培养基培养的大白栓菌 )M/-D*.*+
&-#.)!*- "=7Za3# ?/W* 中分离提取得到& 取培养的
大白栓菌菌丝体% "$ h烘干% 加入菌丝体质量 &$
倍的 )"!乙醇% 反复热溶冷沉% 析出白色固体物%
过滤% 经硅胶柱层析分离得到 6E=% 使用制备型
R?@S% 按照乙腈 p水 9)$!p#$!的条件制备%
即得到含有量为 )*!的 6E=& 使用称量纸准确称
取6E=#D" .J% 用移液枪准确加入 #" !@的 L‘(
:T% 漩涡振荡 ,$ H% 然后用 #," !@的无水乙醇将
其混匀% 在无菌操作台下% 利用注射器进行微孔
"$D&& !.# 过滤% 最终制成 #$ .JF.@的 6E=初
始质量浓度& 使用时% 再用含血清的培养基进行稀
释即可% 确保 L‘:T在培养液的终浓度小于
$D#!& 紫杉醇 "6/̂51#% 购于海南通用康力制药
有限公司 "规格 " .@F,$ .J% 批号 #,#&$,#( 胰蛋
白 酶 " 批 号 &)$+="$, #’ R-?-: " 批 号
,$$’=$&&#% 购于美国 E.Z7H45公司( C?‘K(#’%$
培养液 "批号 #"%",+%#% 购于美国 >0]45公司(
新生胎牛血清 "批号 &$#"$"#%#% 购于杭州四季青
生物材料有限公司( 吖啶橙 "批号 E’$#%#’ ‘66

"批号 B$$’,#% 购于美国 :0J./公司( 细胞 LAE
含量检测试剂盒 "批号 &$#"##$+ #’ EII7̂0I c(
<K6SF?K细胞凋亡检测试剂盒 "批号 &$#"#$$)#%
购于凯基生物技术股份有限公司( =7410I(# 一抗
"批号 $$$&#’ SU410I L# 一抗 "批号 $$#*#’ @S,
*F)一抗 "批号 $$$,#% Y&# 一抗及对应二抗
"批号 $$###% 均购于美国S711:0JI/10IJ公司&
#D,!细胞!R>S(&+ 细胞购于武汉大学中国典型
培养物保藏中心&
GF方法
&D#!细胞培养及接种!复苏人胃癌细胞株 R>S(
&+% 使用含有 #$!胎牛血清的 C?‘K(#’%$ 培养基
培养% 放在 ,+ h’ "! ST& 饱和湿度的培养箱中
进行半开口的单层细胞培养& 当细胞贴壁生长状态
良好且处于对数生长期时% 进行细胞消化’ 重悬%
调整R>S(&+ 细胞密度为 # q#$" F.@% 再将细胞接
种于 )’ 孔板中% 孔板的外围用等体积的缓冲液
?=:液封% 培养细胞贴壁生长 #& X&
&D&!细胞抑制率测定!R>S(&+ 细胞贴壁生长 #& X
后% 加入6E=% 使其终浓度分别为 $’ "’ #$’ &$’
%$’ ’$’ *$ !.51F@% 然后培养 &%’ %* X& 在试验
终止前 % X每孔加入 " JF@的‘66溶液 #$ !@% 在
,+ h培养箱中孵育 % X% 终止培养时弃去培养基%
每孔加入 #"$ !@L‘:T均匀震荡溶解% 使用酶标
仪在 %)& I.波长处测定其对应光密度值 "C#& 实
验重复 , 次% 计算细胞抑制率)%* &
&D,!细胞周期与凋亡测定!R>S(&+ 细胞贴 ’ 孔板
壁生长 #& X 后% 加入终浓度 #$’ &$’ %$ !.51F@
的6E=处理 &% X% 时间终止时% 使用不含 -L6E
的胰酶消化细胞% 并收集细胞于离心管% 调整每组
细胞密度在 # q#$’ F.@为宜% 加入体积分数为
+$!的冷乙醇 "$$ !@进行固定% 过夜& 然后离心
弃去固定液% 加入 CA/H7E#$$ !@% 混匀% 并在
,+ h水浴锅中水浴 ,$ .0I% 最后加入 %$$ !@?K均
匀染色% % h冰箱避光反应 ,$ .0I% 流式细胞仪进
行上机检测% 分析细胞周期分布&

细胞凋亡检测前细胞处理和加药方式与细胞周
期检测相同& 收集细胞后调整每组细胞密度在
"# d"# q#$" F.@范围内& 然后用 "$$ !@=0I\0IJ
=Q[[7Z悬浮细胞% 加入 EII7̂0I c(<K6S" !@混匀
后% 接着加入 " !@?Z5Y0\0Q.K5\0\7"?K# 混匀避
光条件反应 " d#" .0I% # X之内进行流式细胞仪上
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机检测% 分析细胞凋亡率&
&D%!细胞自噬检测!R>S(&+ 细胞贴 ’ 孔板壁生长
#& X 后% 加入终浓度 #$’ &$’ %$ !.51F@的 6E=
处理 &% X% 时间结束后% 使用 $D&"!胰酶消化并
收集细胞& "$$ !@的 &D"!戊二醛(#!锇酸固定细
胞过夜% 再依次用 "$!’ +$!’ *$!’ )$!乙醇
和无水乙醇各脱水 #" .0I% 最后使用 #$$!的丙酮
进行 & 次脱水% 每次 #$ .0I& 完成之后% 包埋样
本% 并进行修片% 制成超薄切片使用透射电镜观
察% 扫描细胞结果图&

吖啶橙是实验应用中的一种荧光染料% 能够在
发生自噬的细胞中% 将酸性自噬小体进行染色% 而
利用流式细胞仪就可定量检测细胞自噬的比例& 取
对数期的R>S(&+ 细胞% 以 # q#$" F.@细胞密度接
种于 ’ 孔板% 培养 #& X 使其贴壁& 加入 #$’ &$’
%$ !.51F@6E=并设置空白对照组% 处理细胞 &% X
后% 收集细胞% ?=:洗涤 & 次% 然后加入质量浓度
为# .JF.@的溶液避光反应 #$ d#" .0I& 试验终止
时% 立刻用流式细胞仪进行检测分析细胞自噬比
例% 实验过程重复 , 次&
&D"!细胞周期相关蛋白及自噬相关蛋白检测

P7HW7ZI ]15W法检测周期相关蛋白及自噬相关
蛋白的表达& 将对数生长期 R>S(&+ 细胞接种在
+" 4.&培养瓶中% 贴壁生长 #& X 后% 加入 #$’ &$’
%$ !.51F@6E=处理细胞 &% X% 设置对照组& 然
后% 分别收集各组细胞% 使用细胞裂解液反复冻融
裂解细胞& 蛋白定量后% 加入上样缓冲液% 沸水浴
变性% #$! :L: 凝胶电泳% 以 ‘/Za7Z为参照% 电
泳至所有的条带均匀分开后% 即可停止电泳& 将其
电转移至 ?cL<膜上% "!脱脂牛奶封闭 ?cL<膜
& X% 依次孵育一抗过夜% 再孵育二抗 # X% 6=:6
洗涤 , 次% 每次 #$ .0I% 凝胶成像系统分析细胞周
期相关蛋白及自噬蛋白条带& 实验重复 % 次&
&D’!统计学分析!采用 :?:: &$D$ 软件对数据进
行统计和分析% 数据均用均数i标准差 ">i+# 的
形式表示& 组间的差异用单因素方差进行分析%
Ej$D$" 为有显著性差异% Ej$D$# 为有极显著性
差异&
HF结果
,D#!细胞抑制率检测结果!不同浓度 6E="*$’
’$’ %$’ &$’ #$’ " !.51F@# 作用 R>S(&+ 细胞
&%’ %* X% ‘66法检测细胞的抑制率% 发现 6E=
对R>S(&+ 细胞的抑制作用呈时间剂量依赖性&
&% X对应KS"$为 &&D)+ !.51F@% %* X )D,# !.51F@&

见表 #&
表 EF<J1SGb 细胞在不同时间点的抑制率 $#MH% !L"&
804OEF$*P#4#+#"*’0+)2",<J1SGb 5)3320+!#,,)’)*++#%)

&"#*+2$#MH% !L"&

组别
剂量F

"!.51-@g##
抑制率F!

&% X %* X
空白对照组 g $D$$ i$D$$ $D$$ i$D$$
6/̂51组 % &*D#’ i,D&#!! "+D&’ i&D$,!!

6E=组 " #D%’ i&D"$!! &’D" i,D’’!!

6E=组 #$ #%D** i#D*$!! "’D+ i"D+,!!

6E=组 &$ "&D&+ i,D"$!! *#D# i&D"*!!

6E=组 %$ ’+D)$ i%D%$!! *+D* i,D’+!!

6E=组 ’$ +,D&& i%D’"!! )#D) i&D#’!!

6E=组 *$ *’D$# i"D,%!! ),D, i#D,$!!

!!注! 与空白对照组比较%!!Ej$D$#

,D& ! 细 胞 周 期 检 测 结 果 ! 6E= " #$’ &$’
%$ !.51F@# 作用于胃癌 R>S(&+ 细胞后% 对应的
>$F># 期细胞分布分别为"%+D" i%D+#!’"",D# i
,D,#!’ ""*D* i,D*#!& 与细胞对照组 "%#D" i
%D##!比较% 中剂量组的 6E=使胃癌 R>S(&+ 细
胞显著阻滞于 >$F># 期 "Ej$D$"#% 高剂量组则
极显著阻滞 R>S(&+ 细胞于 >$F># 期 "Ej$D$##&
结果如表 &’ 图 # 所示% 说明 6E=可使胃癌 R>S(
&+ 细胞阻滞于 >$F># 期% 从而抑制胃癌 R>S(&+
细胞的生长和增殖&
表 GF867对<J1SGb细胞周期的影响 $#MH% !L"&

804OGF;,,)5+",867"*+P)5)335R53)",<J1SGb 5)332
$#MH% !L"&

组别
剂量F

"!.51-@g##
>$ F># 期 :期 >& F‘期

空白对照组 g %#D" i%D# ,)D% i#D* #)D# i,D&
6E=组 #$ %+D" i%D+ ,,D) i&D, #*D’ i&D)
6E=组 &$ ",D# i,D,! &*D* i&D#!! #*D# i&D%
6E=组 %$ "*D’ i,D*!! &"D# i&D’!! #’D, i&D#

!!注! 与空白对照组比较%!Ej$D$"%!!Ej$D$#

,D,!细胞凋亡检测结果!从图 & 可见% 6E=没有
使胃癌R>S(&+ 细胞发生早期凋亡现象% 坏死细胞
的比例随药物剂量升高逐渐地增加% 表明 6E=使
胃癌R>S(&+ 死亡的方式不是通过细胞凋亡途径&
,D%!细胞自噬测定结果
,D%D#!透射电镜检测细胞亚显微结构结果!空白
对照组细胞具有大而完整的细胞核% 各细胞器排列
整齐% 没有缺失或损伤% 细胞膜的边缘清晰可见&
&$ !.51F@6E=作用后% 细胞核发生缺损或缺失%
大多数细胞器受损或缺失% 大量双侧膜结构的自噬
体出现% 且自噬体中还含有残留的消化物质% 更有
大量自噬空泡出现% 表明6E=诱导胃癌R>S(&+ 细
胞发生了自噬& 见图 ,&
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图 EF867对<J1SGb细胞周期的影响 $#MH% !L"&
I#QOEF;,,)5+",867"*+P)5)335R53)",<J1SGb 5)332$#MH% !L"&

注! O@表示上左 "碎片及损伤细胞#% OC表示上右 "晚期凋亡及死亡细胞#% @@表示下左 "阴性对照的正常细胞#% @C表示下右 "早期

凋亡细胞#& 图 % 同

图 GF867对<J1SGb细胞凋亡的影响 $#MH% !L"&
I#QOGF;,,)5+",867"*+P)0&"&+"2#2",<J1SGb 5)332$#MH% !L"&
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注! 箭头表示自噬泡的位置

图 HF透射电镜 $8;:& 图
I#QOHF8;: Q’0&P2

,D%D& ! 细 胞 自 噬 比 例 检 测 结 果 ! #$’ &$’
%$ !.51F@6E=处理细胞后% #$ !.51F@6E=没有
使自噬比例发生明显改变% 而 &$’ %$ !.51F@的
6E=分别使细胞的自噬比例增加到 " ,D"$ i
&D,+#!’ " %,D*" i+D$) #!% 与 空 白 对 照 组
"$D"+ i$D"’!# 比较% 细胞自噬比例逐渐升高%
高剂量组6E= "%$ !.51F@# 引起的自噬比例与空
白对照组比较差异具有极显著性 "Ej$D$##& 见
表 ,’ 图 %&
表 HF867对<J1SGb细胞自噬比例的影响 $#MH% !L"&
804OHF;,,)5+",867"*+P)&’"&"’+#"*",0.+"&P0QR ",

<J1SGb 5)332$#MH% !L"&

组别 空白对照组
6E=F"!.51-@g##

#$ &$ %$
细胞自噬比F! $D"+ i$D"’ $D’’ i$D"& ,D"$ i&D,+ %,D*" i+D$)!!

!!注! 与空白对照组比较%!!Ej$D$#

,D"!细胞周期相关蛋白及自噬相关蛋白检测结果
,D"D#!细胞周期相关蛋白检测结果!细胞周期蛋
白SU410IL# 的表达随 6E=浓度的增加而显著降低
"Ej$D$##% 而蛋白 Y&# 的表达则是随着6E=剂量
的增加逐渐升高 "Ej$D$##& 此结果更有力地证
明6E=阻滞R>S(&+ 细胞于>$F># 期% 且影响>$F

># 期相关周期蛋白的表达情况& 见表 %’ 图 "&
表 VF867对1R53#*>E和&GE周期蛋白的影响$#MV% !L"&
804OVF;,,)5+2",867"*+P)5R53)&’"+)#*2",1R53#*>E

0*!&GE $#MV% !L"&

组别 剂量F"!.51-@g## SU410IL# Y&#
空白对照组 g %D, i$D% #D, i$D&
6E=组 #$ &D$ i$D#!! #D’ i$D#
6E=组 &$ #D$ i$D&!! %D+ i$D&!!

6E=组 %$ #D, i$D&!! %D# i$D&!!

!!注! 与空白对照组比较%!!Ej$D$#

,D"D&!自噬相关蛋白检测结果!自噬关键调控蛋
白=7410I(# 的表达随药物浓度增加明显升高% &$’
%$ !.51F@6E=使 =7410I(# 的表达出现极显著升高
"Ej$D$##& @S, 是参与自噬发生的重要基因% 其
检测结果显示% @S,*F@S,)的比例显著降低% 即
@S,*逐渐向 @S,)转化% 且低’ 中’ 高剂量均具
有极显著差异 "Ej$D$##% 表明 6E=可引起自噬
关键蛋白发生改变& 见表 "’ 图 ’&
VF讨论

,(氢化松苓酸=可诱导 R>S(&+ 细胞发生自噬
性死亡% 而对细胞凋亡无明显影响& 自噬是诱导肿
瘤细胞死亡的一种有效途径% 已有研究发现多种化
合物可诱导肿瘤细胞发生自噬性死亡% 如丹参酮)E
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图 VF867对<J1SGb细胞自噬比例的影响 $#MH% !L"&
I#QOVF;,,)5+",867"*+P)&’"&"’+#"*",0.+"&P0QR ",<J1SGb 5)332$#MH% !L"&

图 WF867对 1R53#*>E 和 &GE 周期蛋白的影响 $#MV%
!L"&

I#QOWF;,,)5+2",867"*+P)5R53)&’"+)#*2",1R53#*>E
0*!&GE $#MV% !L"&

和二氢青蒿素均可抑制?K,BFEaWF.6TC信号通路
诱导胃癌细胞发生自噬性死亡)"(’* % ,(Y($(<(吡
!!表 WF不同浓度867对自噬蛋白7)53#*SE和@1H 表达的影

响 $#MV% !L"&
804OWF;,,)5+2",!#,,)’)*+5"*5)*+’0+#"*2",867"*7)5S

3#*SE 0*!@1H )\&’)22#"*2$#MV% !L"&

组别
剂量F

"!.51-@g##
=7410I(# @S,)F@S,*

空白对照组 g $D&" i$D$+ ,D)" i$D"$
6E=组 #$ $D&, i$D$% #D," i$D&#!!

6E=组 &$ $D+% i$D$*!! $D)* i$D&"!!

6E=组 %$ $D*% i$D$%!! $D%$ i$D##!!

!!注! 与空白对照组比较%!!Ej$D$#

图 [F不同浓度867对自噬蛋白7)53#*SE和@1H 表达的影响 $#MV% !L"&
I#QO[F;,,)5+2",!#,,)’)*+5"*5)*+’0+#"*2",867"*7)53#*SE 0*!@1H )\&’)22#"*2$#MV% !L"&
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喃鼠李糖基("#%&# ($(<(吡喃阿拉伯糖苷 "三萜
皂苷?L# 也可通过 .6TC途径% 诱导非小细胞肺
癌发生自噬而死亡)+* & 因此% 深入研究 ,(氢化松
苓酸=诱导肿瘤细胞自噬的机制% 对于有效防控
肿瘤具有重要意义&

自噬作为细胞死亡的另一种形式)** % 为预防
和治疗肿瘤提供了新的思路和策略% 但目前自噬在
肿瘤中的作用还未完全阐明& 自噬的发生对肿瘤细
胞起着双向调节作用% 一方面% 肿瘤细胞可通过自
噬作用得以生存% 对抗相应药物产生的治疗作用(
另一方面% 许多抗肿瘤药物又可通过诱导细胞发生
自噬引起程序性死亡))* & 自噬对肿瘤细胞的双向
作用可能与药物剂量等药物因素有关% 也可能与与
细胞因素有关% 如细胞分化程度% 抑癌基因与癌基
因表达)#$*等& 因此% 利用 ,(氢化松苓酸 =诱导自
噬的作用% 进一步研究其诱导自噬的机制& 探讨不
同剂量对细胞自噬的影响% 不同细胞对 ,(氢化松
苓酸=作用的响应等% 有利于阐明自噬对肿瘤细
胞的调节作用% 并落实针对性的治疗策略和用药
方案&

,(氢化松苓酸=剂量增加可使 R>S(&+ 细胞自
噬比例升高% 自噬调控因子=7410I(# 表达也随 ,(氢
化松苓酸=剂量增加而逐渐升高& =7410I(# 是自噬
通路中的重要调节因子% 在自噬形成的早期发挥重
要作用% 其复合物可促进自噬的发生& =7410I(#)##*

的缺失或降低在人类很多肿瘤细胞中都有出现% 如
前列腺癌’ 乳腺癌和卵巢癌)#&*等% 可为进一步筛
选 ,(氢化松苓酸=抑瘤谱提供了依据&

正常细胞可通过自噬降解物质’ 促进代谢来满
足自身正常生理活动)#,*和稳态% ,(氢化松苓酸 =
还具有降糖’ 保护神经细胞等多种作用),%#%* % 故调
节自噬可能是 ,(氢化松苓酸 =多种药理作用的共
同机制% 值得进一步研究&
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