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白头翁总皂苷碱水解产物的抗胶质瘤作用及机制研究
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摘要：目的 探讨白头翁总皂苷碱水解产物（PAHS）的抗胶质瘤作用及机制。方法 采用 MTT法、集落形成实
验分别检测细胞存活率和集落形成率，同时采用 Giemsa 染色观察 PAHS 对肿瘤细胞形态学变化；采用
hoechest33342染色观察人脑胶质母细胞瘤细胞株 U251凋亡细胞形态变化；用流式细胞仪检测细胞的凋亡；用
Western Blot法检测 Bcl-2和 Caspase-3蛋白的表达变化。结果 PAHS可以剂量依赖性的抑制 U251细胞的增
殖，抑制 U251细胞集落的形成；PAHS（6.25，9.375，12.5 滋g·mL-1）可以诱导 U251 细胞凋亡，抑制率分别为
（6.00依2.05）%、（46.19依0.24）%、（78.26依2.10）%。PAHS 可以上调 Caspase-3、Bcl-2 等蛋白的表达。结论
PAHS具有良好的抗胶质瘤作用，其机制可能与调节 Bcl-2和 Caspase-3蛋白的表达有关。
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白头翁为毛茛科植物白头翁 Pulsatilla chinensis
（Bunge）Regel.的干燥根，别名毛姑杂花、老公花、大

将军草、大碗花、老冠花（山东）等[1]，生于山野、荒

坡及田野间，喜生向阳处[2]。白头翁属植物全世界共

有 60多种，主要分布于亚洲、欧洲、北美洲，我国

约有 11种，其中包括 1 个变种，主要分布于东北、

华北、西北、华东等地[3-4]。白头翁是常用的传统中

药，始载于《神农本草经》，列为下品，性寒、味苦，

具有清热解毒、凉血止痢、燥湿杀虫等功效，临床

上常用于治疗热毒血痢、细菌性痢疾、阿米巴痢疾、

妇科阴道炎等[2-5]。早期文献[6]报道白头翁含有白头翁

素（Anemonin）、白头翁灵（Okinalin）、白头翁英

（Okinalein）等。近年来随着对白头翁提取物化学成

分和药理作用研究的不断深入，发现其具有抗肿瘤、

抗菌和抗血吸虫等作用[7-9]。

神经胶质瘤是一种较高致死率的恶性肿瘤，国

内外研究[10-11]显示，其发病率约占颅内各类型肿瘤发

生率的 40 %～60 %。胶质瘤具有发病率高、复发率

高、死亡率高和治愈率低的特点。目前胶质瘤的主

要治疗方法是手术治疗，术后辅以放射治疗和化学

药物治疗，但这些手段并没有取得切实有效的效果，

因此探讨胶质瘤新的治疗方法，具有重要的理论及

临床意义。

本研究观察了白头翁总皂苷碱水解产物的体外

抗胶质瘤作用，通过检测其对凋亡通路相关基因蛋

白表达的影响，探讨其凋亡机制，旨在为开发利用

白头翁提供实验依据。

1 材料与方法
1.1 材料及试剂 白头翁总皂苷碱水解产物（PAHS），

苏州大学天然药物化学教研室，纯度 >85 %；人脑胶

质母细胞瘤细胞株 U251，中国科学院上海细胞库；

RPMI1640培养液、小牛血清，美国 Gibcol公司；注

射用硫酸链霉素，大连美罗大药厂；注射用青霉素

钠，华北制药股份有限公司；胰蛋白酶，Amersco公

司；四甲基偶氮唑盐（MTT），美国 Biosharp公司；二

甲基亚砜（DMSO），美国 Amersco 公司；氟尿嘧啶

（5-FU），上海旭东海普药业有限公司；Gimesa染液，

南京建成科技有限公司；Hoechst 33342染色试剂盒，

南京凯基生物科技发展有限公司；BB-15 型二氧化

碳培养箱，德国 Thermo Scientific公司；KA-1000型

飞鸽牌台式离心机，上海安亭科学仪器厂；X85-2

恒温磁力搅拌器，上海梅颖浦仪器有限公司；

SW-CJ-2D型双人单面净化工作台，苏州净化设备有

限公司；XDS-1A型倒置式生物显微镜，重庆光电仪

器总公司；eclipse TE2000-U型倒置荧光显微镜，日

本 Nikon 公司；Thermo MULTISKAN FC 型酶标仪，

德国 Thermo Scientific公司；WD-9405B型水平摇床，

北京沃德生物医学仪器公司；电热恒温水槽

（THS-10），宁波天恒仪器厂；低温高速离心机，长

沙湘仪离心机仪器有限公司；BSA223S 电子天平，

赛多利斯科学仪器（北京）有限公司。

Science，Soochow University，Suzhou 215123 Jiangsu，China）

Abstract： To investigate antitumor effect and mechanism of alkali hydrolysate of total saponins from Pulsatilla
chinensis on human glioma U251 cells. Methods MTT assay and colony formation test were used to examine the

growth of human glioma cells and colony formation rate. Meanwhile， Giemsa staining was used to observe the

morphology of tumor cells，flow cytometry was used to detect the apoptosis of tumor cells，Hoechst 33342 assay kits

were adopted to observe the morphology of apoptotic cells，and the expression levels of Caspase-3 and Bcl-2 protein

were evaluated by Western blot assay. Results Alkali hydrolysate of total saponins from Pulsatilla chinensis exhibited

an inhibition effect on the proliferation and colony formation of U251 cells in dose-dependent manner. The alkali

hydrolysate at the dosage of 6.25，9.375，12.5 滋g·mL-1 could induce apoptosis of U251 cells， and the apoptotic

rates were（6.00±2.05）%，（46.19±0.24）% and（78.26±2.10）%，respectively. Western blotting results showed that

the alkali hydrolysate could up-regulate the expression levels of Caspase-3 and Bcl-2. Conclusions Alkali hydrolysate

of total saponins from Pulsatilla chinensis exerts satisfactory anti-glioma action，and the mechanism might be related

with the regulation of Bcl-2 and Caspase-3 protein expression.

Keywords： Alkali hydrolysate of total saponins from Pulsatilla chinensis； Glioma； Antitumor； Apoptosis；

Mechanism
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1.2 方法
1.2.1 细胞培养 采用贴壁细胞培养法，将 U251 细

胞培养于含 10 %小牛血清的 RPMI1640 培养液，置

于 37℃、5 % CO2的培养箱培养。细胞用 0.25 %胰

蛋白酶消化传代，每 2~3 d传代 1次，取对数生长期

细胞进行试验。

1.2.2 MTT法检测 PAHS对 U251 细胞的增殖抑制作

用 收集对数生长期人胶质瘤细胞，用含 10 %小牛

血清的 RPMI1640 培养基调整细胞悬液浓度至 1×

105 mL-1，接种于 96孔板中，每孔加入 100 滋L细胞

悬液，置于 5 % CO2、37 ℃培养箱中培养 24 h使细

胞贴壁完全。次日分组给药，PAHS 终浓度分别为

3.125， 6.250， 9.375， 12.50， 25.0， 50.0 滋g·mL-1，

每个浓度均设 3 个复孔，药物分别与细胞作用 6，

12，24 h，终止培养前 4 h 加入 MTT（5 mg·mL-1），

每孔 10 滋L，培养结束后弃去上层液体，每个复孔加

入 100 滋L DMSO溶液，于摇床上振摇 10 min使结晶

充分溶解，采用酶标仪检测 490 nm处各孔吸光度 A

值。取其均值计算药物对细胞增殖抑制率（%），并求

其半数抑制浓度（IC50）值，重复 3次实验。

细胞增殖抑制率 =（1－A给药组 /A对照组）×100 %

1.2.3 Gimesa 染色法观察细胞形态 取对数生长期

细胞，用含 10 ％小牛血清的 RPMI1640培养基调整

细胞浓度为 5×104 mL-1 于 6孔板中，每组均设 3复

孔，37 ℃、5 % CO2 条件下培养过夜，次日进行分

组：给药组加入 PAHS（终浓度为 6.25，12.5，25

滋g·mL-1），阳性对照组加入 5-FU（100 滋g·mL-1），空

白对照组加入同等体积的培养基。药物作用 24 h后，

去掉上清液，并按照 Gimesa试剂盒操作说明书进行

处理，干燥后置于显微镜下进行观察。

1.2.4 细胞集落形成实验 取对数生长期细胞，用含

10 ％小牛血清的 RPMI1640 培养基调整细胞浓度为

2.5×102 mL-1，混匀后吸取 2 mL细胞悬液于 35 mm

无菌培养皿中，每组均设 3 个复孔，于 37℃、5 %

CO2条件下培养过夜，次日分组给药，给药组加入

PAHS（终浓度为 0.781，1.562，3.125 滋g·mL-1），阳

性组加入 5-FU（100 滋g·mL-1），每孔 200 滋L，空白

对照组加入等体积 PBS，在 37 ℃、5 ％ CO2培养箱

中静置 10 d，之后弃去培养基，用 Gimesa染色后镜

下记录含 50个细胞以上的细胞集落数，计算集落形

成率和集落抑制率，并拍照。

集落形成率（%）=集落数 /接种细胞数×100 %

集落抑制率（%）=（1-给药组集落数 /对照组集落

数）×100 %

1.2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡 取对数生长期的

U251细胞，用含 10 ％小牛血清的 RPMI-1640培养

基调整细胞浓度为 5×105 mL-1于 6孔板中，每孔 2

mL，每组均设 3个复孔，在 37 ℃、5 % CO2条件下

培养过夜，次日进行分组：给药组加入 PAHS（终浓

度为 6.25， 9.375，12.5 滋g·mL-1），继续培养 24 h，

每孔 200 滋L，空白对照组加入等体积 PBS，在 37 ℃、

5 ％ CO2 的培养箱中培养后，收集板孔里的培养基

吸出至离心管中，PBS洗涤贴壁细胞 1次，用胰酶细

胞消化液消化细胞并收集， PBS 液再洗 1 遍，

1200 r·min-1 离心5 min收集细胞，再用 PBS液洗涤

细胞 2 次，加入 500 滋L的 Binding Bufer悬浮细胞，

加入 5 滋L Annexin V-FITC混匀后，加入 5 滋L碘化

丙啶（PI），混匀，室温避光反应 5~15 min，上流式

细胞仪进行检测。

1.2.6 细胞凋亡的形态学观察 如 1.2.5 项下分组给

药，培养。培养结束后小心吸去上层液体，用 PBS

液轻洗 1次，每孔加入 Binding Bufer液 500 滋L使浸

满底层细胞，然后每孔加入 Hoechest 33342 染液

5 滋L，避光反应15 min，选取细胞密度一致的位置，

于荧光显微镜下观察并拍照、计数（拍照前先将板内

的液体吸尽）。

凋亡率（%）=给药凋亡细胞数 /对照组细胞数×

100 %

1.2.7 Western blot 检测细胞 caspase-3 和凋亡相关蛋

白表达 取对数生长期的细胞，经胰酶消化后，以

1×106 mL-1浓度接种入细胞培养瓶内。待细胞长满

80 %~90 %，分别加入 6.25、9.375 和 12.5 滋g·mL-1

浓度的 PAHS作用 24 h后，提取各处理组及对照组

蛋白，BCA 法测定蛋白浓度。将蛋白样品（每孔 40

滋g）加入 SDS-聚丙烯凝胶，经电泳、转膜、5 % 脱

脂奶粉封闭，封闭结束后，TBST 漂洗 3 次，每次

5 min；加一抗溶液，4 ℃孵育过夜，第 2天 37 ℃恒

温热孵 1 h，用 TBST液洗 3次，每次 15 min；加入

对应的荧光二抗，37 ℃避光孵育 2 h，用 TBST液避

光洗 3次，每次 15 min，于荧光扫描仪中扫描。条

带光密度值由 SigmaScan Pro 5软件测定。

1.2.8 统计学处理方法 全部数据以平均值±标准差

（x依s）表示，采用 SPSS 11.5 统计学软件对各组间变

量的差异性用 t检验进行统计分析，P < 0.05为显著

差异，P < 0.01为非常显著差异。

2 结果
2.1 PAHS 对 U251 细胞的增殖抑制作用 见图 1。

256· ·



中药新药与临床药理 圆园14年 5月第 25卷第 3期

实验中观察了 6个浓度的 PAHS在 3个不同时间点对

U251 细胞的增殖抑制的量效和时效关系，PAHS 在

3.125~50 滋g·mL-1范围内对 U251细胞的增殖有不同

程度的抑制作用，6，12，24 h的抑制率分别为 4.17 %

~ 88.59 %、16.95 % ~ 91.01 %及13.47 % ~ 91.26 %，

呈明显量效关系，其 IC50 值分别为（10.39±0.35）、

（9.30±1.19） 和 （9.51±0.32） 滋g·mL-1，提示

PAHS对 U251细胞的增殖有明显的抑制作用。

注：与 5-FU组比较， *P < 0.05， **P < 0.01， ***P < 0.001。

图 1 PAHS对 U251细胞的增殖抑制作用（n=3）

Figure 1 Inhibitive effect of PAHS on human glioma U251 cells

2.2 PAHS对 U251 细胞形态的影响 见图 2。空白

对照组细胞呈不规则贴壁，集群生长，排列紧密，

细胞生长正常。经不同浓度 PAHS作用细胞 24 h后，

贴壁细胞数减少，皱缩变圆，死亡细胞数明显增加。

A. 空白对照组；B. 5-FU组；C. 6.25 滋g·mL-1；D. 12.5 滋g·mL-1；

E. 25 滋g·mL-1

图 2 PAHS对 U251细胞形态的影响（400×）

Figure 2 Effect of PAHS on morphological features of U251 cells

（400×）

2.3 PAHS 对 U251 细胞集落形成的影响 见图 3。

PAHS给药组在 6.25，12.5，25，50 滋g·mL-1及 5-FU

组均无集落形成；空白对照组集落形成率为77 %，

PAHS 给药组在 0.781，1.562，3.125 滋g·mL-1 剂量

时，集落形成率分别为 45.73 %、43.07 %和 3.20 %，

细胞集落形成的抑制率分别为 40.61 %、44.07 %和

95.84 %，其他剂量组抑制率均为 100 %。

2.4 PAHS对 U251 细胞的凋亡作用 见图 4。剂量

分别为 6.25，9.375，12.5 滋g·mL-1 浓度的 PAHS 作

用 U251细胞 24 h后，细胞可见凋亡，凋亡率分别为

（6.00±2.05）%、（46.19±0.24）%、（78.26±2.10）%，

空白对照组凋亡率为（5.54±0.96）%。PAHS 剂量分

别为 9.375，12.5 滋g·mL-1组与空白组比较，差异有

显著性意义（P < 0.001）。

2.5 细胞凋亡的形态学观察 见图 5。剂量分别为

6.25，9.375，12.5 滋g·mL-1 浓度的 PAHS 作用 U251

细胞 24 h 后，Hoechest 33342 染色，荧光显微镜观

察表明，凋亡细胞多表现为胞体缩小、变圆，核浓

缩；并且随着浓度的增加，发出强烈蓝色荧光的细

胞越来越多，表明细胞大量凋亡。凋亡率分别为

（9.47±3.21）%、（23.68±8.96）%、（62.40±10.44）%。

Hoechest 33342 染色结果与流式细胞检测凋亡的结

果趋势基本保持一致。

2.6 PAHS对U251细胞凋亡相关蛋白表达的影响
见图 6。PAHS 可降低 Bcl-2 和 Caspase-3 蛋白的表

达（P < 0.05，P < 0.01），其作用强度随剂量的增加而

增加。

A. 空白对照组；B. 5-FU组；C. 0.781 滋g·mL-1；D. 1.562 滋g·mL-1；E. 3.125 滋g·mL-1

图 3 PAHS对 U251细胞集落形成的影响（100×）

Figure 3 Effect of PAHS on colony forming of U251 cells（100×）

A B C D E

PAHS/滋g·mL-1
100 /滋g·mL-1

3.125 6.25 9.375 12.5 25 50 5-FU
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Annexin V-FITC
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A. 空白对照组；B. 6.25 滋g·mL-1；C. 9.375 滋g·mL-1；D. 12.5 滋g·mL-1

注：与空白对照组比较， ***P < 0.001。

图 4 PAHS对 U251细胞凋亡影响的流式细胞仪分析（n=3）

Figure 4 Effect of PAHS on the apoptosis of U251 cells shown by

flow cytometry analysis

3 讨论
本文研究了 PAHS对人脑胶质瘤 U251细胞的增

殖抑制作用，通过 MTT实验、集落形成实验、细胞

形态观察，发现 PAHS 能明显抑制 U251 细胞增殖。

前期研究表明 [15]，PAHS 在体外能抑制肝癌SMMC-

7721细胞及肺癌 A549 细胞的增殖，并且呈现一定

的时间剂量依赖性，SMMC-7721 及 A549 的 IC50 值

分别为（5.67±0.82）滋g·mL-1，（11.45±2.18）滋g·mL-1。

体内研究表明，在给药剂量 200 mg·kg-1时，PAHS

对 S180，H22，Lewis肿瘤的抑瘤率分别达到49.8 %、

43.7 %、70.6 %，实验结果提示，PAHS在小鼠体内

同样具有较好的抗肿瘤活性，且对 Lewis肺癌的作用

较好。 而在本实验中 PAHS 作用 24 h 后的 IC50 为

（9.51±0.32）g·mL-1，PAHS 具有较好的抗胶质瘤作

用。

Hoechst33342染色后荧光显微镜下观察到 U251

细胞发生了凋亡。AnnexinV- FITC和 PI双染流式细

A. 空白对照组；B. 6.25 滋g·mL-1；C. 9.375 滋g·mL-1；D. 12.5 滋g·mL-1

注：与空白对照组比较， *P < 0.05， **P < 0.01， ***P < 0.001。

图 5 Hoechest33342 染色观察 PAHS 对 U251 细胞形态的
影响（n=3）

Figure 5 Effect of PAHS on morphological features of U251 cells

was observed by Hoechest33342 staining
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注：与对照组比较， *P < 0.05， **P < 0.01。

图 6 PAHS 对 U251细胞中 Bcl-2和 Caspase-3蛋白表达
的影响（n=3）

Figure 6 Effect of PAHS on protein expression of Bcl-2 and

Caspase-3 in U251 cells

Bcl-2

caspase-3

茁-actin

28 KD

35 KD

45 KD

Control
PAHS/滋g·mL-1

6.25 9.375 12.5

PAHS/滋g·mL-1

Control 6.25 9.375 12.5

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

*

*

*

**

** **

** **

258· ·



中药新药与临床药理 圆园14年 5月第 25卷第 3期

胞术检测凋亡，浓度为 9.375 滋g·mL-1、12.5 滋g·mL-1

PAHS组的凋亡率分别为（46.19±0.24）%、（78.26±

2.10）%，浓度越高，凋亡越明显，与空白对照组比

较差异有显著性意义（P < 0.001），提示 PAHS 能诱

导 U251胶质瘤细胞凋亡。

细胞凋亡是指由基因控制的细胞自主有序的死

亡，与细胞坏死相比，细胞凋亡是涉及一系列基因

的激活、表达以及调控等的主动过程，是为更好地

适应生存环境而主动采取的一种死亡过程。目前已

发现大多数抗癌药发挥其抗癌效应是通过诱导肿瘤

细胞凋亡而实现的[12-13]。而 Bcl-2家族在凋亡过程中

也起着重要作用，根据其功能和结构可将 Bcl-2家族

分为两类，一类是抗凋亡因子，包括 Bcl-2、Bcl-xL、

Bcl-w和 Mcl-1等；另一类是促凋亡因子，包括 Bax、

Bad、Bid 和 Bim 等。诱导细胞凋亡时，Bax 表达增

多，由细胞质转移到线粒体外膜，使线粒体的膜通

道开放，造成线粒体的跨膜电位下降，释放细胞色

素 C 进入胞质内，从而激活 Caspase 酶并启动

Caspase 级联反应，造成细胞的凋亡。Caspase-3 是

ICE（Interleukin-1β-converting enzyme）家族中能够执

行细胞凋亡的蛋白酶分子，其底物是聚合多聚酶

（PARP）。PARP 是修复损伤 DNA 的酶，被 Caspase

-3酶解破坏后，其修复损伤 DNA的功能丧失，从而

导致细胞凋亡。Caspase-3 主要在细胞浆表达活化

Caspase蛋白酶，引导细胞死亡[14]，它是 Caspase家族

中的最重要的凋亡执行者之一，是细胞凋亡过程中

的主要效应因子。

前期研究发现[15]，PAHS可以通过线粒体途径诱

导肿瘤细胞的凋亡，经 PAHS 处理后的SMMC-7721

细胞蛋白与阴性对照组相比，Bcl-2、Caspase-3的表

达减少，Cleaved Caspase-3、cyt-C 的表达增多。在

Lewis 肿瘤组织中，PAHS 可以下调 Bcl-2、Caspase

的表达，上调 Bax、Cyt-C、Cleaved Caspase-3 的表

达。本实验结果表明，白头翁总皂苷碱水解产物能够

明显降低 U251 细胞 Bcl-2 的表达，同时 Caspase-3

的表达也出现相应的降低。由此推测，其抗胶质瘤

的机制可能是通过下调 Bcl-2和 Caspase-3的基因表

达诱导细胞的凋亡。这与本课题组前期研究 PAHS对

其他肿瘤细胞结果一致。
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小贴士：什么是药物相互作用，哪些药物容易出现相互作用？

药物相互作用是指两种或多种药物合用或先后序贯给药而引起的药物作用和效应的变化。如阿司匹林与氯

吡格雷联用可增加出血的风险；克拉霉素与地高辛合用，可引起地高辛中毒。治疗窗范围窄的药物(即剂量稍

有变化药理作用即有明显改变的药物)、需要监测血药浓度的药物、酶诱导剂和酶抑制剂都容易发生药物相互

作用，包括口服抗凝药、口服降糖药、抗生素类、抗癫痫药、抗心律失常药、强心苷和抗过敏药等。

（编辑部辑录）
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