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的激活，下调 STAT4 mRNA表达，进而调节 Th1/Th2

分化失衡有关。而随着喘可治注射液浓度的增加，

COPD大鼠 IFN-γ、IL-12、IL-12R及 STAT4 mRNA

的表达量虽呈下降趋势，但未提示明显的量效关系，

这可能与低剂量药物浓度已接近或达到药物效能有

关。
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知母皂苷 AⅢ对黑色素瘤 B16细胞生长和 Bax，Bcl-2 mRNA的影响

潘会君 1，史海霞 2，陈中建 1，姜泽静 1（1. 上海市皮肤病医院药剂科，上海 200443；2. 上海交通大学医学院

附属第三人民医院中医科，上海 201999）

摘要：目的 观察知母皂苷 AⅢ对体外培养黑色素瘤 B16细胞增殖和凋亡的影响。方法 体外培养 B16细胞，

分别以浓度为 1，2，4，8，16 滋mol·L-1的知母皂苷 AⅢ作用 24 h，通过 MTT比色法检测对细胞生长的影响；

倒置显微镜观察对细胞形态的影响；Annexin V-FITC/PI双染流式检测对细胞凋亡的影响；逆转录 PCR检测对

细胞凋亡相关基因 Bax，Bcl-2的影响。结果 8，16 滋mol·L-1的知母皂苷 AⅢ明显抑制细胞增殖，24 h的半

数抑制浓度（IC50）为 10.16 滋mol·L-1；细胞形态显示 16 滋mol·L-1的知母皂苷 AⅢ使细胞体积缩小变圆，细胞减

少。与对照组比较，10 滋mol·L-1知母皂苷 AⅢ细胞凋亡率为（4.83±0.25）%（P < 0.01），而 Bax/Bcl-2比值升高

（P < 0.05）。结论 体外实验显示知母皂苷 AⅢ能明显抑制 B16细胞生长，并能诱导部分细胞发生凋亡。由于

诱导细胞凋亡率与 24 h的 IC50有一定差距，因此知母皂苷 AⅢ对 B16细胞生长的影响可能不仅仅与激活凋亡

信号通路有关，还与其他细胞生长信号通路有关。
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知母为百合科植物知母的干燥根茎，具有清热泻

火、滋阴润燥等功效，临床用于外感热病、高热烦

渴、内热消渴、肠燥便秘等。知母皂苷 AⅢ作为知母

的主要药理活性成分之一，近年来其抗肿瘤的作用逐

渐被揭示。知母皂苷 AⅢ通过线粒体介导诱发 Hela

肿瘤细胞的凋亡[1] ，还可以通过自噬机制，抑制 Hela

肿瘤细胞的生长[2]。知母皂苷 AⅢ诱导人乳腺癌细胞

BT474 凋亡与抑制 mTOR 靶点的磷酸化和诱导内质

网应激阻断真核起始因子的磷酸化和半胱天冬酶的激

活有关[3]。知母皂苷 AⅢ还能诱导人结肠癌 HCT-15

细胞凋亡和阻止细胞周期，并能抑制 HCT-15细胞移

植瘤动物模型肿瘤生长[4]。

黑色素瘤是皮肤肿瘤中具有恶性度高，侵袭性

强，转移明显的特点，临床上尚无很好的治疗方法和

药物。我们在前期研究发现其对胰腺癌有比较好的治

疗作用基础上[5]，推测其可能对黑色素瘤有作用，本

研究采用小鼠黑色素瘤 B16 细胞，观察知母皂苷 A

Ⅲ对 B16 细胞的增殖和凋亡的作用，旨在为黑色素

瘤的治疗提供潜在可能的药物。

1 材料与方法
1.1仪器 Heal Force HF90/HF240 CO2培养箱，Heal

Force生物安全柜，上海力申科学仪器有限公司；低

温高速离心机，美国 Thermo scientific公司；多模块

梯度 PCR 仪，香港 Gene Company Limited 公司；凝

胶图像分析系统，美国 Bio-Rad 公司；DL-300c电泳

仪，琼脂糖水平电泳槽，北京东林昌盛生物科技有限

公司；流式细胞仪，美国 Beckman Coulter公司；倒

置显微镜，日本 Nikon公司。

1.2 试剂 知母皂苷 AⅢ，上海同田生物技术股份有

限公司，纯度≥98 %，批号：070503；RPMI Medium

1640、胰蛋白酶、胎牛血清、Trizol，美国 Gibco 公

司；MTT，美国 Sigma 公司；Annexin V-FITC/PI 细

胞凋亡检测试剂盒，南京凯基生物科技发展有限公

司。无水乙醇、三氯甲烷、异丙醇、甲醇（分析纯），

上海国药集团。琼脂糖、Bax、Bcl-2、oligo（dT）18引
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Effects of Timosaponin A芋 on Cell Growth and Bax，Bcl-2 mRNA of Melanoma B16 Cells
PAN Huijun1，SHI Haixia2，CHEN Zhongjian1，JIANG Zejing1（1. Department of Pharmacy，Shanghai Dermatology

Hospital， Shanghai 200443， China； 2. Department of Traditional Chinese Medicine， Third People's Hospital

Affiliated to Medicine School，Shanghai Jiao Tong University，Shanghai 201999，China）

Abstract：Objective To observe the effect of timosaponin AⅢ on the proliferation and apoptosis of cultured melanoma

B16 cells in vitro．Methods B16 cells were cultured in vitro together with timosaponin AⅢ at the concentrations of

1，2，4，8，16 滋mol·L-1 respectively for 24 h. MTT assay was adopted to detect the cell growth inhibition．The

morphological changes of melanoma B16 cells were observed under inverted microscope. The apoptosis of melanoma

B16 cells were detected by flow cytometry after stained with Annexin V-FITC/P. The mRNA expression levels of Bcl-2

and Bax were detected by reverse transcription PCR. Results Timosaponin AⅢ（8，16 滋mol·L-1）significantly

inhibited the proliferation of B16 cells，and the IC50 was 10.16 滋mol·L-1 after treatment for 24h. The cell density got

less，and the cell shape got small and round after treatment with 16 滋mol·L-1 of timosaponin AⅢ. The apoptotic rate

of melanoma B16 cells was（4.83±0.25）% after treatment with 10 滋mol·L-1 of timosaponin AⅢ（P < 0.01）.

Timosaponin AⅢ（10 滋mol·L-1）significantly increased the mRNA expression levels of Bax/Bcl-2 in melanoma B16

cells. Conclusion Timosaponin AⅢ could inhibit the proliferation and induce the apoptosis of melanoma B16 cells in
vitro．The apoptotic rate and 24-hour IC50 were not in the same pace， indicating that the therapeutic mechanism of

timosaponin AⅢ on the growth of B16 cells may be not only related to the activation of apoptosis signal pathway，but

also be relevant to other cell growth signaling pathway.

Keywords：Timosaponin AⅢ；Melanoma B16 cells；Growth inhibition；Apoptosis
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物，生工生物科技有限公司。 M-MLV Reverse

Transcriptase（目 录 号 ： M1701）， promega dNTP

Mixtures（目录号：CD117-11），天根生化科技（北京）

有限公司。Taq DNA polymerase，Rnasin Ribonuclease

inhibitor，上海杰庆生物科技有限公司。

1.3 细胞 小鼠黑色素瘤细胞 B16，中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库。B16 细胞用 RPMI Medium

1640（含 10 %胎牛血清）培养，置于 37℃、5 % CO2

的培养箱中。

1.4 MTT比色法测定 B16细胞生长的抑制率 收集

对数期细胞，接种于 96孔板，每孔加入 100 滋L 约

5000 个细胞。37 ℃、5 % CO2培养，细胞贴壁 24

h，加入 1，2，4，8， 16 滋mol·L-1浓度的药物，5 %

CO2、37 ℃培养 24 h，每孔加入 10 滋L MTT 溶液，

继续培养 4 h。吸去孔内培养液，每孔加入 150 滋L

二甲基亚砜，置摇床上低速振荡 10 min，使结晶物

充分溶解。在酶标仪 490 nm处测量各孔的吸光值。

肿瘤细胞生长抑制率（%）=［（阴性对照组 A 值 － 用

药组 A 值）/阴性对照组 A 值］×100 %。

1.5 细胞形态观察 收集对数期细胞，接种于 96孔

板， 37 ℃、5 % CO2 培养，细胞贴壁 24 h，加入

1，2，4，8，16 滋mol·L-1浓度的药物，5 % CO2、37℃

培养 24 h，倒置显微镜观察细胞形态。

1.6 AnnexinV-FITC/PI双染色法流式细胞仪检测凋
亡细胞 收集对数生长期 B16细胞，接种于 24孔培

养板，分对照组及 5，10 滋mol·L-1知母皂苷 AⅢ实验

组。药物作用 24 h后收集细胞，预冷的 PBS洗涤细

胞 2 次，用 500 滋L 结合缓冲液重悬细胞，加入

AnnexinV-FITC和碘化丙啶（PI）各 5 滋L，混匀于室温

避光孵育 15 min，收集到流式管中，流式细胞仪检

测。

1.7 RT-PCR 检测 mRNA 表达 Trizol 提取细胞总

RNA，逆转录合成 cDNA，并以此为模板进行 PCR扩

增，PCR产物经 2 %的琼脂糖凝胶电泳，用 Bio-Rad

成像系统拍照并分析。Bax 上游引物序列：5'-GGA

GATGAACTGGATAGCAATATGG-3'，下游引物序列：

5'-GTTTGCTAGCAAAGTAGAAGAGGGC-3'，扩增长

度 160 bp；Bcl-2 上游引物序列：5'-CTGGCATCTT

CTCCTTCCAG-3'，下游引物序列：5'-GACGGTAGCG

ACGAGAGAAG-3'，扩增长度 183 bp。β-actin上游

引物序列：5'-AGCTGAGAGGGAAATCGTGCG-3，下

游引物序列：5'-GTGCCACCAGACAGCACTGTG-3'，

扩增长度 300 bp。

1.8 统计学处理方法 采用 SPSS15. 0 统计软件进行

数据统计，多组计量资料采用单因素方差分析，组内

两两比较采用 SNK法检验，P＜0.05为差异有统计学

意义。

2 结果
2.1 知母皂苷 A芋对 B16细胞生长的影响 终浓度分

别为 1，2，4，8，16 滋mol·L-1的知母皂苷 AⅢ作用

于 B16细胞 24 h，细胞生长受到抑制，随着剂量的

加大抑制效果明显，具有明显的量效关系。见图 1。

经计算知母皂苷 AⅢ作用 24 h的半数抑制浓度（IC50）为

10.16滋mol·L-1。

注：与 Control比较， **P＜0.01。

图 1 知母皂苷 A芋对 B16细胞生长的影响
Figure 1 Effect of timosaponin AⅢ on cell growth of B16 cells

2.2 知母皂苷 A芋对 B16细胞形态的影响 见图 2。

终浓度分别为 1，2，4，8，16 滋mol·L-1的知母皂苷

AⅢ作用于 B16 细胞 24 h，倒置显微镜观察细胞形

态，其中 16 滋mol·L-1知母皂苷 AⅢ干预细胞，细胞

体积缩小变圆，细胞减少。8 滋mol·L-1知母皂苷 AⅢ

实验组，很少部分细胞变圆，细胞减少，但大部分细

胞形态正常。其余各组细胞形态未见明显形态变化。
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图 2 知母皂苷 A芋对 B16细胞形态的影响（100×）

Figure 2 Effect of timosaponin AⅢ on the morphology of B16 cells（100×）
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2.3 知母皂苷 A芋对 B16细胞凋亡的影响 见图 3。

在流式细胞术双参数散点图上：左下象限显示活细胞

（LL：Annexin Ⅴ-/PI-）；右下象限为早期凋亡细胞

（LR：Annexin Ⅴ+/PI-）；右上象限为晚期凋亡细胞

（UR：Annexin Ⅴ+/PI+）；而左上象限是非活细胞，

即坏死细胞（UL：Annexin Ⅴ-/PI+）。凋亡细胞为右

上象 +右下象。知母皂苷 AⅢ作用 24 h，其 IC50分别

为 10.16 滋mol·L-1，因此我们选用 IC50 和 IC50/2，即

5，10 滋mol·L-1知母皂苷 AⅢ作用 24 h后检测细胞凋

亡。对照组凋亡率（0.67±0.06）%；知母皂苷 AⅢ

5 滋mol·L-1凋亡率（1.73±0.67）%，而 10 滋mol·L-1凋

亡率为（4.83±0.25）%（与对照组比较，P < 0.01）。

与 Control比较， **P＜0.01。

图 3 知母皂苷 A芋对 B16细胞凋亡的影响
Figure 3 Effect of timosaponin AⅢ on the apotosis of B16 cells
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2.4 知母皂苷 A芋对 B16 细胞 Bax 和 Bcl-2 mRNA
表达的影响 见图 4。知母皂苷 AⅢ作用 B16 细胞

24 h后，10 滋mol·L-1知母皂苷 AⅢ处理组能升高 Bax

mRNA表达，抑制 Bcl-2 mRNA表达，但统计学差异

不显著，而 Bax/Bcl-2比值明显增加，与对照组比较

差异有统计学意义（P < 0.05）。

与 Control比较， *P＜0.05。

图 4 知母皂苷 A芋对 B16细胞凋亡相关基因的影响
Figure 4 Effect of timosaponin AⅢ on the apotosis related genes of B16 cells
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3 讨论
黑色素瘤（melanoma）又称为恶性黑色素瘤，发生

于皮肤者以足底部和外阴及肛门周围多见，由于肿瘤

恶性程度高且多发、易转移，5 年生存率极低。因

此，急需开发新型有效的黑色素瘤治疗药物或方法。

近年来从中药或天然植物中寻找有效且副作用小的抗

肿瘤药物已成为国内外重要的研究方向。

知母皂苷 AⅢ是知母中甾体皂苷类成分，经

Pubmed、Cnki、维普检索尚未发现其对 B16 细胞研

究的报道。本研究 MTT增殖实验发现，知母皂苷 A

Ⅲ对体外培养的黑色素瘤 B16细胞有明显的抑制作

用。在前面的实验基础上，选用 IC50/2 和 IC50，即

5，10 滋mol·L-1知母皂苷 AⅢ作用 24 h后检测细胞凋

亡，流式细胞检测结果显示知母皂苷 AⅢ能诱导部分

细胞凋亡。

线粒体在细胞凋亡中的有重要作用，其中 Bcl-2

基因家族与之的关系密切，Bcl-2基因是哺乳动物重

要的凋亡抑制基因。Bax 是与 Bcl-2功能相反的一个

基因，促进细胞凋亡。Bax /Bcl-2 可以决定细胞对凋

亡或生存信号的反应[6]。在细胞凋亡过程中主要表现

为 Bcl-2表达减少，Bax表达增多，Bax/Bcl-2比例上

升，Bax主要分布在胞浆中。当细胞受到外界刺激，

凋亡信号使 Bax结构发生变化，导致 Bax转位到线粒

体外膜并与之结合，形成渗透性膜转移孔复合物，建

立线粒体膜通道介导发生释放反应，释放的细胞色素

C，凋亡诱导因子-1，Caspase-9 结合形成复合体，
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在 ATP参与下，使 Caspase-3等蛋白酶家族发生酶解

级联激活，最后执行凋亡过程 [7-8]。我们采用逆转录

PCR检测上述基因表达发现，Bax mRNA有一定程度

升高，Bcl-2 mRNA有一定程度下降，但没有显著性

差异，但 Bax/Bcl-2比值明显升高，说明知母皂苷 A

Ⅲ能引起部分 B16细胞凋亡。因此，我们初步认为

其抗黑色素瘤作用可能与诱导部分细胞凋亡有关。

在实验中，我们也发现知母皂苷 AⅢ在 24h诱导

细胞凋亡率仅为 4.83 %与 24 h 的 IC50有较大差距，

从形态学发现，知母皂苷 AⅢ在 16 滋mol·L-1细胞明

显固缩，因此我们推测知母皂苷 AⅢ对 B16 细胞生

长的影响在大于 10 滋mol·L-1与激活凋亡信号通路及

调控细胞增殖相关信号通路有关，小剂量抑制细胞增

殖与细胞凋亡信号通路关系不大。李沐涵等[9]的细胞

增殖实验显示没食子酸在 6.25，12.5 滋mol·L-1（IC50为

11.8 滋mol·L-1）时对肝癌细胞 SMMC-7721的抑制率为

32.8 %，51.6 %，流式显示凋亡率为 17.2 %，41.6 %，

实验剂量大于 IC50时流式凋亡率与抑制率相对更接

近。有可能我们的实验药物在大于 IC50剂量及相应时

间点能明显促进细胞凋亡，甚至导致细胞死亡。

最近的研究显示，知母皂苷 AⅢ能引起 HCC细

胞凋亡，其机制并不依赖 p53蛋白，而是涉及自噬 -

溶酶体信号通路的 X 连锁凋亡抑制蛋白（X-linked

inhibitor of apoptosis protein，XIAP）降解[10]。Tan HK等[11]

回顾分析了肿瘤中 mTOR 信号通路并评述了一些天

然化合物对该信号通路的影响，其中知母皂苷 AⅢ的

作用靶点 Akt和 mTOR。知母皂苷 AⅢ在黑色素瘤的

作用靶点及相关信号通路是否与 Akt 和 mTOR 及自

噬 -溶酶体信号通路有关？需要进一步的深入研究。
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仁青常觉治疗 MNNG致大鼠慢性萎缩性胃炎的实验研究

魏 盛 1，朱德豪 1，张克升 2，薛 玲 1（1. 山东中医药大学，山东 济南 250355；2. 山东阿如拉药物研究开发

有限公司，山东 济南 250355）

摘要：目的 研究仁青常觉对 N-甲基-N'-硝基-N-亚硝基胍（MNNG）致慢性萎缩性胃炎大鼠的治疗作用，并探
讨其作用机制。方法 大鼠自由饮用 8周 170 mg·L-1 MNNG水溶液制备大鼠慢性萎缩性胃炎（CAG）模型，并
随机分为：模型组，阳性药对照组（胃复春组），仁青常觉高、中、低剂量组，每组 8只，除模型组外分别灌胃
给予相应浓度药物进行治疗，连续给药 8周。另取 8只正常大鼠设为空白对照组。于末次给药后麻醉解剖处死
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