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论著·基础研究

穿心莲内酯对人舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞增殖和凋亡的影响

涂玉绮，唐维平△

（南昌大学第二附属医院口腔科，南昌３３２３００）

　　摘　要：目的　研究穿心莲内酯（ＡＤ）对人舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞的增殖、周期和犅犪狓、犅犮犾２ｍＲＮＡ表达的影响。方法　采用

噻唑蓝（ＭＴＴ）比色法检测不同浓度的ＡＤ对Ｔｃａ８１１３细胞增殖的抑制作用；通过流式细胞仪分析ＡＤ作用Ｔｃａ８１１３细胞后细胞

周期的变化；逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）法检测ＡＤ对人舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞犅犪狓、犅犮犾２ｍＲＮＡ的表达的影响。结果　ＡＤ

能抑制人舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞的增殖，细胞半数致死值（ＩＣ５０）为７４．６６μｇ／ｍＬ，且具有明显的剂量时间依赖性；镜下见凋亡细胞

形态学特征；随着ＡＤ浓度的升高与作用时间的延长，细胞周期中 Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例由（３９．４５±０．６５）％上升至（６３．７０±

０．６５）％，Ｓ期细胞比例由（５６．５５±０．６４）％下降至（３２．２８±０．５４）％，对细胞Ｇ０／Ｇ１ 期的阻滞作用差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

ＡＤ作用于人舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞后，犅犪狓ｍＲＮＡ表达量增加，犅犮犾２ｍＲＮＡ表达量下调。结论　ＡＤ对人舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞

的增殖有明显的抑制作用，并能诱导舌鳞癌细胞凋亡，为临床上舌鳞癌的治疗提供了新的思路。
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　　目前，舌鳞癌在口腔恶性肿瘤中的发病率最高，其生长快，

浸润性强，恶性程度高，且转移高，预后较差［１］。近年来中草药

中的抗肿瘤药物成为了研究的热点［２］。穿心莲是一种爵科植

物，现已有许多国家在研究使用。穿心莲的主要活性成分有二

萜内酯类，黄酮类和多酚类物质［３５］。穿心莲内酯（ａｎｄｒｏｇｒａ

ｐｈｏｌｉｄｅ，ＡＤ）是穿心莲中的二萜内酯类化合物，不仅有抗炎、抗

菌、抗病毒和免疫调节作用外，还表现出较强的抗肿瘤作

用［６７］。ＡＤ对舌鳞癌作用效果尚未见报道，本研究旨在检测

ＡＤ对舌鳞癌 Ｔｃａ８１１３细胞的增殖、细胞周期和犅犪狓、犅犮犾２

ｍＲＮＡ表达的影响。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器　ＡＤ购于上海源叶生物科技有限公司，ＲＰ

ＭＩ１６４０、胎牛血清、０．２５％胰蛋白酶、噻唑蓝（ＭＴＴ）、二甲亚

砜（ＤＭＳＯ）均购于北京索来宝科技公司，凯基细胞ＤＮＡ含量

检测试剂盒购于凯基生物公司，ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取液、ＲＮＡ逆转

录试剂盒购于Ｔａｋａｒａ公司，ＰＣＲ引物由南昌赛尔科学仪器有限

公司长城生物试剂部设计合成。酶标仪（ＤｅｎｃｅｙＤｒａｇｏｎ，芬兰），

Ｂｉｏｆｕｇｅｐｒｉｍｏ
?台式低温高速离心机（赛默飞世尔科技公司，美

国），ＭｙＣｙｃｌｅｒ型ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲＡＤ，美国），ＤＹＣＰ３１Ｃ型电泳仪

（北京六一仪器厂生产），流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞为本科室传代保

株。细胞在常规条件下培养，取对数生长期的细胞用于实验。

１．２．２　镜下观察细胞形态　各组细胞（加入 ＡＤ）分别培养

２４ｈ和４８ｈ后，观察Ｔｃａ８１１３细胞形态。

１．２．３　ＭＴＴ法检测 ＡＤ对细胞的增殖抑制　将Ｔｃａ８１１３细

胞按每孔１×１０４ 个细胞接种到２块９６孔培养板，每孔２００

μＬ，孵育箱内培养２４ｈ。试验设阴性对照组、ＤＭＳＯ溶剂对照

组、给 药 组。给 药 组 分 别 加 入 浓 度 为 ０、１０、２０、４０、８０、

１６０μｇ／ｍＬ的ＡＤ（用ＤＭＳＯ溶解，终浓度小于或等于０．５％）

２００μＬ，每组６个复孔，分别培养２４、４８ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ

液２０μＬ（５ｍｇ／ｍＬ），再培养４ｈ，吸尽上清液加入１５０μＬＤＭ
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ＳＯ，３７℃下震荡１０ｍｉｎ，上酶标仪检测，设定波长为４９２ｎｍ的

光密度吸收值，计算细胞的增殖抑制率和ＩＣ５０值。细胞增殖

抑制率（％）＝（１－给药组犗犇 值／对照组犗犇 值）×１００％，实

验重复３次。

１．２．４　流式细胞术检测细胞周期的分布　将Ｔｃａ８１１３细胞按

每个孔５×１０５ 个置于２块６孔板中，培养２４ｈ。设对照组和

给药组，给药组加入ＡＤ（终浓度分别为２０、４０μｇ／ｍＬ，分别命

名２０、４０μｇ／ｍＬ给药组）。分别培养２４ｈ和４８ｈ后，用不含

乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）的胰酶２．５ｇ／Ｌ消化，制成单细胞悬浮

液。磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤，７０％的乙醇固定，离心，洗涤，

加入１００μＬ３７℃水浴３０ｍｉｎ，再加入４００μＬ碘化丙啶（ＰＩ）

４℃避光３０ｍｉｎ，上流式细胞仪检测。

１．２．５　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测　将Ｔｃａ８１１３细

胞按每个培养皿１×１０６ 个置于５个６ｃｍ２ 的培养皿中。细胞

培养２４ｈ贴壁后，设对照组和给药组，给药组加入ＡＤ（终浓度

分别为５、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ）。培养２４ｈ后，采用Ｔｒｉｚｏｌ法提

取总ＲＮＡ。紫外分光光度法测定ＲＮＡ的Ａ２６０／Ａ２８０值及含

量，用无核酸酶水将各组总ＲＮＡ调整至同一浓度。按逆转录

试剂盒说明书进行逆转录，得到ｃＤＮＡ。β犪犮狋犻狀上游引物５′

ＣＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ３′，下游引物５′ＴＧＧＡＡＧ

ＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ３′，扩增长度为４４３ｂｐ；犅犪狓上游引物

５′ＡＧＧＡＴＧＡＴＴＧＣＣＧＣＣＧＴＧＧＡ３′，下游引物５′ＣＡＣ

ＣＡＣＴＧＴＧＡＣＣＴＧＣＴＣＣＡＧＡ３′，扩增产物长度为３６５

ｂｐ；犅犮犾２上游引物５′ＴＧＧＣＣＣＣＣＧＴＴＧＣＴＴＴＴＣＣＴ３′，

下游引物５′ＡＡＧＣＴＣＣＣＡＣＣＡＧＧＧＣＣＡＡＡ３′，扩增产

物长度为７１４ｂｐ。热循环参数：βａｃｔｉｎ９４℃预变性５ｍｉｎ；

９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，共３０个循环；

７２℃延伸８ｍｉｎ；Ｂａｘ９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、５２℃

退火３０ｓ、７２℃延伸４０ｓ，共３０个循环，７２℃延伸８ｍｉｎ。Ｂｃｌ

２９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延

伸４０ｓ，共３５个循环；７２℃延伸８ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物５μＬ进

行１．５％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统照相。

１．２．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据分析，计

量资料采用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｔｃａ８１１３细胞形态学变化　倒置显微镜下见对照组细胞

生长旺盛，贴壁生长，呈多角形，形态饱满，加入不同浓度的

ＡＤ后，部分细胞体积变小，变圆，脱壁细胞增多并漂浮在培养

基中。

２．２　ＡＤ对Ｔｃａ８１１３细胞增殖的抑制作用　细胞的抑制率随

着ＡＤ浓度的增加而升高，存在剂量依赖性（犘＜０．０１）；随着

作用时间的延长，同一浓度的 ＡＤ对舌鳞癌细胞的抑制率升

高，具有时间依赖性（犘＜０．０５）。细胞加ＡＤ培养２４ｈ后的细

胞半数致死值（ＩＣ５０）为７４．６６μｇ／ｍＬ，见表１。

２．３　ＡＤ对Ｔｃａ８１１３细胞周期分布的影响　不同浓度的 ＡＤ

分别作用２４ｈ和４８ｈ后Ｔｃａ８１１３细胞周期分布结果见表２、

３，图２、３。结果显示在相同的时间内，随着 ＡＤ浓度的升高，

Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例有明显上升（犘＜０．０１），Ｓ期细胞比例明显

下降（犘＜０．０１）；在相同浓度的 ＡＤ的作用下，随着作用时间

的延长，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例明显上升，而Ｓ期细胞比例明显下

降，而对照组细胞周期随时间的变化细胞周期分布变化差异无

统计学意义（犘＞０．０５），ＡＤ能使 Ｔｃａ８１１３细胞周期阻滞于

Ｇ０／Ｇ１ 期，且表达出明显的剂量和时间依赖性。

２．４　ＲＴＰＣＲ检测结果　结果显示随着 ＡＤ浓度的增加，

Ｔｃａ８１１３舌癌细胞中犅犪狓 ｍＲＮＡ 的表达水平逐渐增加；而

犅犮犾２ｍＲＮＡ的表达量逐渐降低，差异均有统计学意义（犘＜

０．０５），见表４，图４。

表１　　不同浓度穿心莲内酯对舌癌细胞抑制率（狓±狊，狀＝６）

ＡＤ浓度（μｇ／ｍＬ）
抑制率（％）

２４ｈ ４８ｈ

０ ０ ０

１０ ２．３７±０．１９ １１．３７±１．０１

２０ １１．３４±１．０１ ２７．４３±１．９３

４０ ３６．６５±１．９９ ４６．０８±３．２８

８０ ４９．６１±３．３４ ６５．５９±６．３３

１６０ ７２．１１±５．０１ ７９．４７±７．３３

图１　　ＡＤ对Ｔｃａ８１１３细胞增殖的抑制作用

表２　　不同浓度ＡＤ作用２４ｈＴｃａ８１１３舌癌细胞周期

　　　　　　分布（狓±狊，狀＝３）

浓度

（μｇ／ｍＬ）

细胞周期（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

０（对照组） ３９．４５±０．５６ ５６．５５±０．５３ ４．００±０．０８

２０ ４９．１０±０．８１ ４６．５７±０．６０ ４．３２±０．２３

４０ ５６．６１±０．６４ ３６．８６±０．７３ ６．５３±０．１７

表３　　不同浓度ＡＤ作用４８ｈＴｃａ８１１３舌癌细胞周期

　　分布（狓±狊，狀＝３）

浓度

（μｇ／ｍＬ）

细胞周期（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

０（对照组） ４０．１６±１．０３ ５８．２１±０．７５ １．５２±０．３８

２０ ５７．３４±０．６５ ３７．２３±０．７６ ５．４３±０．２１

４０ ６３．７０±０．６５ ３２．２８±０．５４ ４．０２±０．１２

表４　　不同ＡＤ浓度作用２４ｈ后对细胞犅犪狓、犅犮犾２ｍＲＮＡ

　　　　相对表达量的影响（狓±狊，狀＝３）

ＡＤ浓度（μｇ／ｍＬ） Ｂａｘ Ｂｃｌ２

０（对照组） ０．３８３±０．０１３ １．１３７±０．０１６

５ ０．５１３±０．０２１ ０．９１３±０．０２５

１０ ０．６３１±０．０３６ ０．５７０±０．０３０

２０ ０．７３３±０．０４２ ０．４０３±０．０３２

４０ ０．９１６±０．０４８ ０．３３３±０．０２５
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　　Ａ：对照组；Ｂ：２０μｇ／ｍＬ给药组；Ｃ：４０μｇ／ｍＬ给药组。

图２　　ＡＤ作用２４ｈ后对细胞周期的影响

　　Ａ：对照组；Ｂ：２０μｇ／ｍＬ给药组；Ｃ：４０μｇ／ｍＬ给药组。

图３　　ＡＤ作用４８ｈ后对细胞周期的影响

图４　　ＲＴＰＣＲ扩增产物琼脂糖凝胶电泳图

３　讨　　论

舌癌的治疗手段目前是以手术为主，放化疗为辅的综合治

疗［１］。化疗为一种全身性的治疗手段，越来越受到肿瘤学界的

重视，近年来中草药中的抗肿瘤药物成为研究的热点［２，８］。

ＭＭＴ法是一种检测细胞存活和生长的方法，已广泛用于

大规模的抗肿瘤药物筛选［９］。它的特点是灵敏度高、重复性

好、操作简单、经济快速［９］。本实验中采用 ＭＴＴ法对 ＡＤ抑

制人舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞增殖的作用进行了测定并求出各浓

度ＡＤ对人舌鳞癌细胞的抑制率，发现ＡＤ能够明显的抑制人

舌鳞癌细胞的增殖。随着药物浓度的增加和作用时间的延长，

抑制率逐渐的增大，具有明显的时间剂量效应。

细胞增殖周期分为有丝分裂期（Ｍ期）和间期（Ｇ１ 期、Ｓ期

和Ｇ２ 期），有丝分裂结束后暂时处于静止状态的细胞为 Ｇ０

期。Ｇ０／Ｇ１、Ｇ１／Ｓ、Ｇ２／Ｍ是细胞周期的检测点，能修复受损的

细胞，不能修复的细胞则发生凋亡。研究发现肿瘤细胞能跨过

检测点不进行细胞修复，进入周期下一阶段，使凋亡受

阻［１０１１］。本实验中舌癌细胞在不同浓度的ＡＤ作用下，分别培

养２４、４８ｈ，实验组细胞随着 ＡＤ浓度的升高与作用时间的延

长，细胞周期中Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例由（３９．４５±０．６５）％上升至

（６３．７０±０．６５）％，Ｓ期细胞比例由（５６．５５±０．６４）％下降至

（３２．２８±０．５４）％，而对照组在不同的时间里细胞周期的分布

变化不大（犘＞０．０５），显示 ＡＤ能阻滞细胞于 Ｇ０／Ｇ１ 期，使细

胞不能进入Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期进行ＤＮＡ合成和细胞分裂，从而

导致细胞不能进入下一个周期，成为细胞凋亡一个因素。

肿瘤的发生不仅与细胞增殖有关，而且与细胞凋亡有关。

细胞凋亡由基因调控，是一个主动而有序的细胞自我消亡过

程［１２］。研究发现Ｂｃｌ２家族是在细胞凋亡中有重要作用的一

类蛋白质，犅犮犾２是细胞内的抗凋亡基因，能够阻止细胞凋亡进

程；犅犪狓是Ｂｃｌ２家族中的促凋亡基因，发挥促凋亡作用
［１３１５］。

实验采用ＲＴＰＣＲ法检测ＡＤ对人舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞犅犪狓、

犅犮犾２ｍＲＮＡ的表达的影响。分析结果显示ＡＤ作用２４ｈ后，

犅犪狓ｍＲＮＡ的表达量显著升高，并随着浓度的增加而升高；

犅犮犾２ｍＲＮＡ的表达量显著降低，并随着浓（下转第１７４６页）
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度的增加而降低。从而说明 ＡＤ诱导细胞凋亡可能与Ｂｃｌ２／

Ｂａｘ的表达有密切的关系。

本实验结果提示ＡＤ能抑制舌鳞癌细胞的增殖、改变细胞

周期的分布，并且ＡＤ诱导细胞凋亡还可能与通过调节Ｂｃｌ２／

Ｂａｘ的表达有关，为临床上舌癌的治疗提供了一定的理论

依据。
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