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　　摘　要：目的　探讨羊齿天门冬根茎提取物对人骨肉瘤细胞增殖的影响及其分子机制。方法　ＭＴＴ法检测羊齿天门冬根茎

提取物对人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞增殖和生长的影响；平皿集落形成法检测羊齿天门冬根茎提取物对细胞锚定依赖性生长的影响；

碘化丙啶单染流式细胞仪检测细胞周期分布改变；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测环氧化酶２（ＣＯＸ２）蛋白表达水平改变。结果　羊齿天门冬

根茎乙酸乙酯部位（ＡＦＡ）对Ｓａｏｓ２细胞具有细胞毒作用（ＩＣ５０值为２６．７μｇ／ｍＬ）；ＡＦＡ对Ｓａｏｓ２细胞锚定依赖性生长具有抑制

作用，呈剂量相关性（犘＜０．０５）；ＡＦＡ（３０．０、１００．０μｇ／ｍＬ）处理Ｓａｏｓ２细胞４８ｈ后，细胞Ｓ期百分比分别为（４３．７±２．５）％和

（５１．９±１．９）％，与对照组（３１．８±４．８）％比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；不同浓度ＡＦＡ均能抑制Ｓａｏｓ２细胞ＣＯＸ２蛋白水

平表达。结论　ＡＦＡ对人骨肉瘤细胞增殖和生长具有抑制作用，其机制可能与诱导人骨肉瘤细胞Ｓ期阻滞和抑制ＣＯＸ２蛋白

水平表达有关。
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　　百合科植物羊齿天门冬是湘西地区较常的药用植物，通常

以其块根入药，为常见百合科植物天门冬的伪品，故俗称大天

冬或小百部［１］。新近研究提示，羊齿天门冬总皂苷部位对肺癌

和乳腺癌细胞系均具有明显的生长抑制作用［２］，而其甾体皂苷

部位具有明显的抗炎镇痛作用［３］。环氧化酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎ

ａｓｅ２，ＣＯＸ２）不仅是抗炎镇痛药物的主要分子靶标，而且与人

骨肉瘤细胞的增殖、侵袭、转移能力密切相关［４］。因此，作者采

用抗肿瘤药物体外筛选模型对羊齿天门冬抗骨肉瘤活性部位

进行定向筛选，并检测不同浓度的羊齿天门冬块根活性部位对

人骨肉瘤细胞增殖和生长的影响，初步探讨羊齿天门冬有效部

位抑制人骨肉瘤细胞的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　受试物　羊齿天门冬根茎药材为购于湖南省武陵山医

药公司，经吉首大学医学院附属医院副主任中药师张永东鉴定

为羊齿天门冬干燥根茎。羊齿天门冬根茎药材粉碎后，加１０

倍量９０％乙醇在室温下回流浸提３次，每次滤过４ｈ，合并浸

提液，减压回收黄褐色乙醇初提取物（ｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｆｒｏｍａｓ

ｐａｒａｇｕｓｆｉｌｉｃｉｎｕｓ，ＡＦＥ）。浓缩液分别用石油醚和乙酸乙酯萃

取，回收溶剂分别获得淡黄色结晶石油醚部位（ｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅ

ｔｈｅｒｆｒａｃｔｉｏｎｆｒｏｍａｓｐａｒａｇｕｓｆｉｌｉｃｉｎｕｓ，ＡＦＰ）和淡黄色结晶乙

酸乙酯部位（ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｆｒａｃｔｉｏｎｆｒｏｍａｓｐａｒａｇｕｓｆｉｌｉｃｉｎｕｓ，ＡＦ

Ａ），含生药２．４５ｇ／１００ｇ。各部位提取物用二甲基亚砜（ＤＭ

ＳＯ）溶解后，经０．４５μｍ无菌滤器过滤，配制成母液浓度分别

为３００．０和１０００．０μｇ／ｍＬ溶液，－２０℃冰箱中保存备用。

１．１．２　细胞　人骨肉瘤细胞系Ｓａｏｓ２购自中南大学湘雅实

３０２重庆医学２０１４年１月第４３卷第２期
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博士，主要从事抗肿瘤药物筛选和机制的研究。



验中心，用含１２％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液，置于３７℃５％

ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中培养，约２～３ｄ传代１次，待细胞进入

对数生长期时，０．２５％胰蛋白酶消化，细胞均匀悬浮于磷酸盐

缓冲液（ＰＢＳ）中，记数并制成细胞悬液备用。

１．１．３　试剂　ＤＭＥＭ 培养基为Ｇｉｂｃｏ公司产品，小牛血清为

杭州四季青生物有限公司产品，胰蛋白酶和ＲＩＰＡ细胞裂解液

购自碧云天生物技术研究所，流式细胞仪染色 ＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＦＩＴＣ试剂盒购自美国Ｂａｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒ公司，顺氯氨铂（ＤＤＰ）

为齐鲁制药有限公司生产，噻唑蓝（ＭＴＴ）、ＤＭＳＯ均为美国

Ｓｉｇｍａ公司产品，βａｃｔｉｎ和ＣＯＸ２人单克隆抗体为上海翔升

分装美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品。

１．１．４　仪器　倒置相差显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＣＫＸ４１型；

ＣＯ２ 培养箱，日本三洋公司；荧光显微镜，日本Ｏｌｙｍｐｕｓ；酶标

分析 仪 （ＥＸ８００ 型），北 京 普 朗 新 技 术 有 限 公 司，ＤＮＭ

９６０２型。

１．２　方法

１．２．１　ＭＴＴ比色法　取对数生长期Ｓａｏｓ２细胞，以每孔１×

１０３ 个细胞／１８０μＬ接种于９６孔培养板中，每孔分别加入２０

μＬ的ＡＦＥ、ＡＦＰ和ＡＦＡ工作液（浓度为３００μｇ／ｍＬ），使其

终浓度分别为１．０、３．０、１０．０、３０．０、１００．０μｇ／ｍＬ，溶媒对照组

每孔加入相同体积的终浓度为０．０２％ ＤＭＳＯ的完全培养基，

采用顺氯胺铂（ＤＤＰ）作为阳性对照组（终浓度为３μｇ／ｍＬ）；每

组设５个复孔，分别培养１２、２４、４８、７２、９６ｈ。每孔加入５ｍｇ／

ｍＬ的 ＭＴＴ液２０μＬ，置培养箱中继续培养４ｈ后，弃上清液，

每孔加入ＤＭＳＯ１００μＬ，震荡１０ｍｉｎ，充分溶解紫蓝色沉淀

物；酶标仪在５７０ｎｍ波长测定吸光度值（Ａ值）。计算细胞增

殖相对抑制率（ＩＲ），ＩＲ＝（１－实验组 Ａ均值／对照组 Ａ均值）

×１００％，并按改良寇氏法计算出ＡＦＥ、ＡＦＰ和ＡＦＡ的ＩＣ５０

值，本实验重复３次。

１．２．２　平皿集落形成法　６孔板中按５００个／孔的细胞密度

接种，培养基补齐液体为每孔２ｍＬ，置于细胞培养箱孵育，待

接种细胞完全贴壁后，弃原有培养基。每组设４个复孔，每孔

加入体积为１００μＬ，终浓度分别为０．３、１．０、３．０、１０．０、３０．０、

１００．０μｇ／ｍＬ的ＡＦＥ、ＡＦＰ和ＡＦＡ工作液（浓度为３００μｇ／

ｍＬ），并以相同体积ＰＢＳ作为对照组，ＤＤＰ作为阳性对照组

（终浓度为３μｇ／ｍＬ），最后用含１２％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养

基补足液量至２ｍＬ，静置培养，适时换液，２周后终止培养。

经吉姆萨（Ｇｉｅｍｓａ）染色后，在倒置显微镜下（×４０）计数大于

５０个细胞的集落，计算平皿效率＝每孔集落数目／接种细胞数

×１００％。

１．２．３　流式细胞仪检测　取对数生长期Ｓａｏｓ２细胞，计数

１×１０６ 个细胞接种于１００ｍＬ培养瓶中，每组设置３次平行重

复，待细胞完全贴壁后，换３％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基培养

１２ｈ，终浓度分别为１．０、１０．０、３０．０、１００．０μｇ／ｍＬ的提取物浓

度分别处理细胞６ｈ，常规０．２５％胰酶消化后收集各组细胞，

ＰＢＳ洗涤３次后，以４ ℃的７０％乙醇固定细胞２４ｈ后，５０

ｍｇ／Ｌ的碘化丙啶染色计数后送流式细胞仪检测细胞周期。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　各处理组细胞，ＰＢＳ洗涤３次，加

入４００～６００μＬＲＩＰＡ裂解缓冲液，于冰上裂解３０ｍｉｎ后，４

℃，１００００×ｇ离心２０ｍｉｎ，小心吸出上清液，ＢＣＡ法进行蛋白

定量，常规煮沸变性５ｍｉｎ，样品蛋白上样量为每泳道２０μｇ，

６％和１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（积层胶８０Ｖ，分离胶１２０Ｖ）后，

电转移（１００ｍＡ，１ｈ）至ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂牛奶室温封闭

２ｈ，孵一抗（１∶２００）４℃过夜，室温下孵二抗（１∶３０００）１．５

ｈ，加发光剂后，压片（５～１０ｍｉｎ），显影定影（３～５ｍｉｎ），采用

ａｌｐｈａｉｍａｇｅ图像分析系统对胶片扫描分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据统计分析，

各组实验数据均用狓±狊表示，两两比较采用狋检验；多组均数

之间比较采用单因素 ＡＮＯＶＡ 方差分析，方差分析后采取

ＬＳＤ狇两两比较法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　羊齿天门冬根茎提取物对人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞增殖和

生长的影响　ＭＴＴ比色法测定结果显示：ＡＦＥ、ＡＦＰ、ＡＦＡ

对人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞增殖均具有抑制作用；３种提取部位分

别作用Ｓａｏｓ２细胞４８ｈ的ＩＣ５０值分别为８７．３、４５２．９、２６．７

μｇ／ｍＬ。ＡＦＡ处理组（１０．０、３０．０、１００．０μｇ／ｍＬ）对人骨肉瘤

Ｓａｏｓ２细胞生长具有抑制作用，呈时间和剂量依赖性，见图１。

平皿集落形成率结果显示：ＡＦＡ处理组（１０．０、３０．０、１００．０

μｇ／ｍＬ）对人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞锚定依赖性生长具有显著的

抑制作用，见图２。

图１　　各组对人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞生长曲线的影响

图２　　各组处理Ｓａｏｓ２细胞４８ｈ后对平皿克隆效率的影响

表１　　各组处理Ｓａｏｓ２细胞４８ｈ后对细胞周期

　　　　　分布的影响（狓±狊）

组别
细胞周期分布（％）

Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

对照组 ５８．３±３．６ ３１．８±４．８ １２．６±２．６

溶媒对照组 ６３．６±２．９ ２９．４±３．５ １０．５±２．３

阳性对照组 ４３．８±６．５ ４７．７±４．３ ８．８±３．２

１０．０μｇ／ｍＬＡＦＡ组 ５７．８±５．４ ３６．２±３．７ ７．１±３．５

３０．０μｇ／ｍＬＡＦＡ组 ４７．９±４．７ ４３．７±２．５ ９．７±３．２

１００．０μｇ／ｍＬＡＦＡ组 ４２．８±２．５ ５１．９±１．９ ５．３±２．６

２．２　ＡＦＡ对人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞周期的影响　采用ＰＩ单
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染流式细胞术分析１０．０、３０．０、１００．０μｇ／ｍＬＡＦＡ组、对照

组、溶媒对照组（０．２％ＤＭＳＯ）、阳性对照组（ＤＤＰ浓度为３．０

μｇ／ｍＬ）处理细胞４８ｈ后，各组Ｓａｏｓ２细胞周期分布变化情

况：３０．０、１００．０μｇ／ｍＬＡＦＡ组，阳性对照组（ＤＤＰ浓度为３．０

μｇ／ｍＬ）与对照组比较出现显著的Ｓ期阻滞，见表１。

２．３　ＡＦＡ对人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞增殖抑制作用的分子机制

　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ胶片显示：１０．０、３０．０、１００．０μｇ／ｍＬＡＦＡ组

与对照组比较，ＣＯＸ２的表达降低，见图３。

图３　　各组ＣＯＸ２表达水平变化

３　讨　　论

我国具有悠久的天然植物药应用历史，天然植物的长期民

间药用经验所提示的药效学作用值得借鉴，而依托我国丰富的

天然药用植物资源，筛选具有开发前景的高效抗肿瘤候选药物

实体或活性部位一直是我国抗肿瘤新药创制的重要前置策

略［５］。研究显示，从百合科天然植物筛选出的白藜芦醇［６］、芦

荟多糖、重楼提取物、大蒜素等单体或复合物均具有显著的抗

肿瘤活性，并成为具有良好开发前景的抗肿瘤候选药。大天冬

药材来源于为百合科天门冬属植物羊齿天门冬的干燥块根，可

能具有抗炎、镇痛、抗肿瘤的多重生物学活性［１］。新近研究显

示，ＣＯＸ２不仅与非甾体抗炎药的抗炎、镇痛作用相关，而且

ＣＯＸ２高表达与人骨肉瘤细胞增殖、侵袭、转移能力以及结肠

癌Ｄｕｋｅｓ分期、淋巴结转移的数目、患者生存期相关
［４，７］。因

此，作者选择ＣＯＸ２高表达的人骨肉瘤细胞系Ｓａｏｓ２作为受

试对象，以聚酰胺柱层析法获得ＡＦＥ、ＡＦＰ、ＡＦＡ，采用定向

药效学方法筛选其抗肿瘤活性部位，并初步探讨羊齿天门冬根

茎活性部位抗肿瘤的分子机制。

本研究结果显示：通过 ＭＴＴ抗肿瘤作用体外筛选发现，

ＡＦＡ具有较强抗人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞增殖作用，其ＩＣ５０为

２６．７μｇ／ｍＬ。此研究提示，通过聚酰胺柱层析法和抗肿瘤药

物体外模型筛选出的ＡＦＡ具有抗人骨肉瘤作用的活性部位，

而ＡＦＥ、ＡＦＰ抗人骨肉瘤作用较弱。为了进一步证实ＡＦＡ

的抗人骨肉瘤作用，作者采用 ＭＴＴ法检测不同浓度 ＡＦＡ对

人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞生长曲线的影响，结果显示，３０．０、１００．０

μｇ／ｍＬＡＦＡ组对人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞生长具有显著抑制作

用，１００．０μｇ／ｍＬＡＦＡ组对人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞生长曲线抑

制作用与３．０μｇ／ｍＬＤＤＰ处理组相当。此结果提示，ＡＦＡ

对人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞生长的抑制可能具有剂量和时间依赖

性。平皿集落形成法检测结果显示，３０．０、１００．０μｇ／ｍＬＡＦＡ

组与对照组比较显著抑制人骨肉瘤Ｓａｏｓ２细胞锚定依赖性生

长抑制作用（犘＜０．０５）。ＰＩ单染流式细胞术分析结果显示，

３０．０、１００．０μｇ／ｍＬＡＦＡ组主要使Ｓａｏｓ２细胞出现Ｓ期细胞

周期阻滞。此结果提示，ＡＦＡ可能通过影响细胞Ｓ期的生物

学功能而发挥抗肿瘤作用，其抗肿瘤分子机制与抑制ＤＮＡ合

成相关。细胞Ｓ期阻滞是抗肿瘤药物的重要细胞周期机制，周

期非特异性抗肿瘤药（如烷化剂、铂剂、抗肿瘤抗菌药物）可作

用于细胞Ｓ期，而抗代谢类药物（如嘧啶拮抗物、嘌呤拮抗物、

叶酸拮抗物）主要抑制ＤＮＡ合成作用使细胞发生Ｓ期阻滞。

细胞Ｓ期阻滞可为细胞提供充足时间使受损ＤＮＡ修复，而过

度的Ｓ期阻滞则诱导细胞凋亡。研究报道证实，低浓度白藜芦

醇诱导胃癌细胞发生Ｓ期阻滞，而高浓度白藜芦醇则无此效

应［８］。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，１０．０、３０．０、１００．０μｇ／ｍＬ

ＡＦＡ组均显著抑制ＣＯＸ２表达，呈浓度依赖性（犘＜０．０５）。

研究显示，选择性ＣＯＸ２抑制剂（如美洛昔康，塞来昔布等）通

过抑制ＣＯＸ２而发挥骨肉瘤细胞增殖
［９１０］，侵袭和转移的抑

制作用，其基本机制可能在于 ＣＯＸ２调控ｐ５３活性而抑制

ＤＮＡ损伤诱导的修复。结果提示，ＡＦＡ可能通过抑制ＣＯＸ

２表达而抑制人骨肉瘤细胞，而ＡＦＡ抑制ＣＯＸ２表达的活性

组分和具体分子机制有待于进一步研究。

综上所述，本文通过采用体外抗肿瘤药物筛选模型对羊齿

天门冬根茎提取物主要提取部位进行定向筛选，证实ＡＦＡ具

有较强的抗人骨肉瘤细胞活性；ＡＦＡ可能通过诱导细胞Ｓ期

停滞，抑制ＣＯＸ２表达而发挥抗肿瘤作用。
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