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◇药学研究◇

穿心莲内酯联合平阳霉素对人口腔鳞癌细胞
ＳＣＣ９凋亡的影响
王露露，吴萌萌，董静，徐家根

（南京市口腔医院、南京大学医学院附属口腔医院药学部，江苏 南京　２１０００８）

摘要：目的　探讨穿心莲内酯是否有增强平阳霉素抗人口腔鳞癌细胞的作用，并探讨其潜在作用机制。方法　ＭＴＴ法检测不
同浓度的穿心莲内酯与平阳霉素联合应用对人口腔鳞癌细胞 ＳＣＣ９细胞活力的影响，确定最佳的浓度组合；流式细胞术、划
痕实验分别检测细胞凋亡率及迁徙能力；蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法分析相应的凋亡机制。结果　５０μｍｏｌ·Ｌ－１的穿
心莲内酯和平阳霉素联合发挥最佳作用，流式细胞术及划痕实验结果显示穿心莲内酯联合平阳霉素的促凋亡作用、抗迁徙能

力强于两者单独应用；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示与单独应用穿心莲内酯和平阳霉素相比，两者联合显著提高了凋亡相关蛋白ＢＡＸ、
天冬氨酸半胱氨酸蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）、ｃａｓｐａｓｅ９的表达。结论　穿心莲内酯对平阳霉素的促ＳＣＣ９细胞凋亡作用具有协同效
应，并通过ｃａｓｐａｓｅ９通路发挥促凋亡作用。
关键词：穿心莲内酯；平阳霉素；ＳＣＣ９；凋亡；天冬氨酸半胱氨酸蛋白酶３
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　　口腔鳞状细胞癌（ＯＳＣＣ）是口腔癌最常见的病
理类型，预后较差。尽管治疗进展，ＯＳＣＣ患者的五
年生存率在过去１０年只有约５０％［１］。ＯＳＣＣ的主
要治疗方法是手术切除、放疗和化疗，作为手术前

后的辅助治疗，可以抑制 ＯＳＣＣ的转移和复发［２］。

平阳霉素（ＰＹＭ），从我国平阳县土壤中的微生物链
真菌产生的博来霉素的单一 Ａ５组分，临床上已用
于治疗各种类型的癌症，如头颈部鳞状细胞癌，皮

肤癌和肺癌［３］。ＰＹＭ的主要细胞毒作用为结合铁
和直接损伤 ＤＮＡ的能力［４］。然而，ＰＹＭ的化学耐
药性已经成为其治疗 ＯＳＣＣ的主要障碍。因此，迫
切需要为ＯＳＣＣ治疗找到新的更有效的用药方案。
穿心莲内酯（ＡＮＤＲＯ）是从草本穿心莲属分离得到
的双环二萜内酯。最近的研究报道称 ＡＮＤＲＯ在多
种人类癌细胞中发挥抗肿瘤作用［５９］，并可增强常

规化疗药的抗肿瘤作用。然而，ＡＮＤＲＯ和 ＰＹＭ组
合用于治疗 ＯＳＣＣ尚未有报道。本研究旨在评估
ＡＮＤＲＯ联合ＰＹＭ在体外对人类ＯＳＣＣ细胞凋亡的
影响，并探讨相关的分子机制。

１　材料和方法
１．１　试剂和抗体　ＡＮＤＲＯ购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公
司；ＰＹＭ购自哈尔滨博莱通制药有限公司；天冬氨酸
半胱氨酸蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）、ｃａｓｐａｓｅ８及ｃａｓｐａｓｅ９
一抗购自武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；Ｂｃｌ２，Ｂａｘ购自 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司；山羊抗兔和兔抗小鼠ＩｇＧ辣根过氧化
物酶（ＨＲＰ）二抗，ＧＡＤＰＨ一抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
ＭＴＴ试剂盒购自碧云天生物技术有限公司。本研究
起止时间为２０１５年１月至２０１７年４月。
１．２　细胞培养　ＳＣＣ９人口腔鳞癌细胞株从美国菌种
保藏中心（ＡＴＣＣ）获得，常规培养于含有１０％胎牛血清
（浙江四季青）的ＤＭＥＭ／Ｆ１２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）中，放
置在保持３７℃的含５％二氧化碳细胞培养箱中。
１．３　细胞活力测定　通过 ＭＴＴ法测定细胞活力。
将细胞以每孔１０４个细胞的密度接种到９６孔板中。
细胞贴壁后，用含有０．５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ的２００ｍＬ新
鲜ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基替换常规培养基，并在３７
℃环境下孵育４ｈ。弃去培养基后，将紫色甲硂结
晶在３７℃下溶于２００ｍＬ二甲亚矾（ＤＭＳＯ）中１０
ｍｉｎ。在酶标仪上用４９０ｎｍ波长测量吸光度。
１．４　划痕试验　细胞以５×１０５个细胞／孔的密度

接种于６孔板中。使用２００μＬ移液管做划痕，ＰＢＳ
冲洗３次去除刮除细胞。处理及培养 ２４ｈ后在
ＬＥＩＣＡ显微镜中对细胞进行拍照，用 ＬＥＩＣＡ
ＬＡＳＶ４．２软件处理细胞图像。
１．５　流式细胞术分析　将ＳＣＣ９细胞接种在６孔板
中，贴壁生长后药物处理２４ｈ。收集悬浮细胞和贴壁
细胞。将细胞重悬于５００μＬ缓冲液中。随后加入５
μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ和５μＬＰＩ，室温下黑暗处孵育１５ｍｉｎ。
最后，在１ｈ内通过流式细胞术分析细胞凋亡。
１．６　蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分析　细胞
用ＰＢＳ冲洗２次，然后用含有 ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解
物裂解３０ｍｉｎ。将细胞裂解物在４℃下以１２０００ｇ
离心１０ｍｉｎ，收集上清液并储存在－８０℃冰箱里直
至使用。在ＳＤＳＰＡＧＥ胶上加等量的蛋白质（５０
μｇ），蛋白分离后转移到 ＰＶＤＦ膜上。在室温下用
含５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ溶液将膜封闭２ｈ，４℃下
与一抗孵育过夜。随后将膜与 ＨＲＰ缀合的抗兔或
抗小鼠ＩｇＧ抗体室温孵育２ｈ。ＥＣＬ发光液显示条
带，并由 ＫｏｄａｋＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍａｇｉｎｇ软件对条带定量
分析。

１．７　统计学方法　实验数据表示为 ｘ±ｓ，运用
ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行单因素方差分析和 χ２检
验。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＡＮＤＲＯ增强 ＰＹＭ对人 ＯＳＣＣ细胞的抗增
殖作用　近年的研究已经证实 ＡＮＤＲＯ和 ＰＹＭ单
独应用都表现出了一定的抗肿瘤活性。本次实验

中，我们用ＭＴＴ法检测了不同浓度的 ＡＮＤＲＯ和５
μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＰＹＭ在不同时间点单独或联合应用
对ＳＣＣ９细胞增殖的影响。结果显示在不同浓度
的ＡＮＤＲＯ和５μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＹＭ作用下ＳＣＣ９细胞
的生长受到了显著的抑制，并呈现出时间和剂量依

赖性。此外，用不同剂量的ＡＮＤＲＯ和 ＰＹＭ组合对
人ＯＳＣＣ细胞的增殖的影响显著高于 ＡＮＤＲＯ或
ＰＹＭ单独应用。所有浓度组的 ＡＮＤＲＯ与 ＰＹＭ联
合对ＳＣＣ９细胞均具有显著的协同抗增殖作用 （图
１），特别是５０μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＮＤＲＯ和５μｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＹＭ的剂量组合，细胞增殖的抑制率为２９．００％ ±
４．３２％，而相同剂量的ＰＹＭ和 ＡＮＤＲＯ单独显示抑
制率分别为１４．６６％ ±２．０５％和１８．３３％ ±３．６８％
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（图２）。由于 ＡＮＤＲＯ（５０μｍｏｌ·Ｌ－１）和 ＰＹＭ（５
μｍｏｌ·Ｌ－１）的组合具有最佳的抑制细胞增殖协同
能力，随后所有的实验将选择这一剂量组合。

图１　穿心莲内脂联合平阳霉素对ＳＣＣ９细胞的抗增殖作用

图２　穿心莲内脂联合平阳霉素对ＳＣＣ９细胞的生长抑制作用

　　划痕试验结果显示在 ＡＮＤＲＯ、ＰＹＭ或两者联
合作用２４ｈ后，ＳＣＣ９细胞的迁徙能力同样受到了
显著抑制（表１）。这些与 ＭＴＴ结果一致的数据表
明，ＡＮＤＲＯ对 ＰＹＭ的抗 ＳＣＣ９细胞增殖、迁徙作
用具有协同效应。

表１　各组细胞凋亡率及迁徙能力的测定结果／ｘ±ｓ

组别 株数 凋亡率／％ 划痕宽度／μｍ
对照组 ３ ３．４２±０．４１ ３６．７３±３．３８
ＰＹＭ ３ １４．７２±０．８５ａ ６３．３０±３．８４ａ

ＡＮＤＲＯ ３ １８．５７±０．８６ａ ７９．００±４．５４ａ

ＰＹＭ＋ＡＮＤＲＯ ３ ３１．３２±０．６２ｂ ９１．３３±５．７９ｂ

　　注：与对照组相比，ａＰ＜０．０１；与ＰＹＭ或ＡＮＤＲＯ组相比，ｂＰ＜０．０１

２．２　ＡＮＤＲＯ增强ＰＹＭ诱导的ＳＣＣ９细胞凋亡
为了确定 ＡＮＤＲＯ对 ＳＣＣ９细胞凋亡的敏感性，并
检测ＡＮＤＲＯ是否可以增加 ＰＹＭ诱导的 ＳＣＣ９细
胞凋亡，我们通过ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ＰＩ双染色的流
式细胞术来定量凋亡细胞。结果表明用 ＰＹＭ或
ＡＮＤＲＯ处理２４ｈ后，细胞凋亡率分别为１４．７２％±

０．８５％，１８．５７％ ±０．８６％，ＰＹＭ和 ＡＮＤＲＯ均可诱
导ＳＣＣ９细胞产生一定的凋亡，而 ＰＹＭ和 ＡＮＤＲＯ
联合诱导的凋亡细胞率显著高于二者单独应用

（３１．３２％±０．６２％），见表１。
２．３　ＡＮＤＲＯ／ＰＹＭ联合改变了ＢＡＸ、Ｂｃｌ２蛋白
的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ用于检测凋亡相关蛋白ＢＡＸ、
Ｂｃｌ２的表达。结果表明在 ＰＹＭ、ＡＮＤＲＯ或两者联
合处理２４ｈ后，Ｂｃｌ２蛋白的表达均呈现了不同程
度的降低，而Ｂａｘ的表达则有不同程度的升高。与
单一应用ＡＮＤＲＯ或ＰＹＭ相比，二者联合应用后细
胞中Ｂｃｌ２蛋白表达显著降低，而 Ｂａｘ表达显著升
高（图３，表２）。

图３　各组细胞中凋亡相关蛋白的表达

２．４　ＡＮＤＲＯ／ＰＹＭ联合激活了 ｃａｓｐａｓｅ凋亡途径
中相关蛋白的活性　为了进一步确定诱导细胞凋
亡的相关分子机制，我们检测了 ｃａｓｐａｓｅ相关蛋白
的表达。如图 ３所示，与对照组相比，ＡＮＤＲＯ／
ＰＹＭ联合处理 ２４ｈ后，ＳＣＣ９细胞中 ｃａｓｐａｓｅ９、
ｃａｓｐａｓｅ３被激活。与单一应用 ＡＮＤＲＯ或 ＰＹＭ相
比，ｃａｓｐａｓｅ９、ｃａｓｐａｓｅ３的活性显著增强。然而，
ｃａｓｐａｓｅ８的表达在四组中几乎没有变化（表 ２）。
以上结果表明，ｃａｓｐａｓｅ９依赖的内源性线粒体途径
参与了ＡＮＤＲＯ／ＰＹＭ诱导的ＳＣＣ９细胞凋亡。

表２　各组细胞中凋亡相关蛋白表达的测定结果／ｘ±ｓ

组别 株数 Ｂｃｌ２／ＧＡＰＤＨ ＢＡＸ／ＧＡＰＤＨ ｃａｓｐａｓｅ３／ＧＡＰＤＨ ｃａｓｐａｓｅ９／ＧＡＰＤＨ ｃａｓｐａｓｅ８／ＧＡＰＤＨ
对照组 ３ １．０１±０．０２ １．０１±０．０１ ０．９９±０．０２ １．００±０．０１ ０．９８±０．０２
ＰＹＭ ３ ０．８５±０．０５ｂ １．１５±０．０７ａ １．０３±０．１０ １．２３±０．１６ａ ０．９３±０．１１
ＡＮＤＲＯ ３ ０．６８±０．１１ｂ １．３２±０．１３ｂ １．６６±０．０９ｂ １．４３±０．０９ｂ １．００±０．０２
ＰＹＭ＋ＡＮＤＲＯ ３ ０．４９±０．０９ｄ １．８１±０．１２ｄ １．９３±０．０７ｃ １．７８±０．０８ｄ １．０５±０．０３

　　注：与对照组相比，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１；与ＰＹＭ或ＡＮＤＲＯ组相比，ｃＰ＜０．０５，ｄＰ＜０．０１
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３　讨论
与单药治疗癌症相比，联合用药具有延缓物耐

药性、降低毒副作用、提高治疗效果的优点。最近

研究表明，ＡＮＤＲＯ，一种二萜类内酯，具有抗炎、免
疫调节和抗菌等多种生物活性［１０］，已被用于治疗炎

症、流感、腹泻等感染［１１］。同时，ＡＮＤＲＯ对多种人
类癌细胞有显著的抑制增殖作用，ＡＮＤＲＯ联合常
规化疗药物在人结肠癌细胞、卵巢癌［１２］、ＨｅＬａ和
ＨｅｐＧ２细胞［１３］中具有协同抗肿瘤作用。然而，关于

ＡＮＤＲＯ对ＰＹＭ在人类ＯＳＣＣ细胞中的疗效的影响
了解甚少。在本研究中，我们证实了 ＡＮＤＲＯ与
ＰＹＭ联合激活了 ｃａｓｐａｓｅ９及下游的 ｃａｓｐａｓｅ３活
性，表明两者联合可以通过ｃａｓｐａｓｅ９依赖的内源性
线粒体途径显著抑制人类 ＯＳＣＣ细胞 ＳＣＣ９的增
殖，促进了细胞凋亡。我们的研究结果表明：（１）
ＡＮＤＲＯ抑制 ＳＣＣ９的生长，并增强了 ＰＹＭ 对
ＳＣＣ９细胞的毒性作用；（２）ＡＮＤＲＯ／ＰＹＭ联合对
诱导 ＳＣＣ９细胞的凋亡具有协同效应；（３）
ＡＮＤＲＯ／ＰＹＭ可通过ｃａｓｐａｓｅ９依赖的线粒体途径诱
导ＳＣＣ９细胞的凋亡。

迄今为止，已知存在两种主要的凋亡途径：一

种是 ｃａｓｐａｓｅ８激活的外源性途径，另一种是
ｃａｓｐａｓｅ９激活的内在途径。内在的线粒体途径包
括通过激活不同底物诱导细胞凋亡［１４］。外源信号

通路涉及死亡受体介导的相互作用，衔接蛋白

ＦＡＤＤ的募集及与 ｃａｓｐａｓｅ８相关联以形成死亡诱
导信号传导复合物（ＤＩＳＣ）。活化的 ｃａｓｐａｓｅ８直接
激活ｃａｓｐａｓｅ３，随后激活 ＰＡＲＰ蛋白。内在的线粒
体途径通常涉及线粒体跨膜电位的丧失和细胞色

素Ｃ从膜间隙释放到胞质溶胶中。细胞色素 Ｃ进
而激活Ａｐａｆ１以及ｃａｓｐａｓｅ９，形成凋亡抑制因子，
导致 ｃａｓｐａｓｅ９的活化，从而激活 ｃａｓｐａｓｅ３［１５］。在
我们的研究中，我们用 ＭＴＴ、划痕试验证实了
ＡＮＤＲＯ可增强 ＰＹＭ抑制 ＳＣＣ９细胞增殖的能力。
此外，我们的研究结果表明，ＡＮＤＲＯ与 ＰＹＭ的联
合以协同方式诱导 ＳＣＣ９细胞凋亡，与 Ｂａｘ的上
调，Ｂｃｌ２的下调及 ｃａｓｐａｓｅ９，ｃａｓｐａｓｅ３和 ＰＡＲＰ的
活化相关。然而，四组中ｃａｓｐａｓｅ８的表达没有显著
差异。

总之，我们的研究数据表明，ＡＮＤＲＯ可通过
ｃａｓｐａｓｅ９介导的内源性线粒体凋亡途径，增强ＰＹＭ
在体外抑制 ＯＳＣＣ细胞的增殖，促进 ＯＳＣＣ细胞的
凋亡。因此，ＡＮＤＲＯ和 ＰＹＭ的联合治疗可能成为
ＯＳＣＣ治疗的新方法。下一步需进行动物实验来验
证体外实验的结果。
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