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青蒿琥酯对肺癌细胞裸鼠皮下移植瘤生长和放射敏感性的影响研究 *
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摘要 目的：探讨青蒿琥酯对肺癌细胞裸鼠皮下移植瘤生长和放射敏感性的影响。方法：将肺癌细胞接种至裸鼠皮下，腹腔注射青

蒿琥酯，同时给予放射处理记为联合组，设置青蒿琥酯组(不照射处理)、放射组(腹腔注射生理盐水)和对照组(腹腔注射生理盐水，

不放射处理)，测量肿瘤体积，取瘤体并称取瘤体重量，脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法(TUNEL)法检测组织中

细胞凋亡水平，Western blot检测组织中活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3(Cleaved Caspase-3)、信号转导与转录因子 3

(STAT3)、磷酸化的 STAT3(p-STAT3)、p38丝裂原活化蛋白激酶(p38MAPK)、磷酸化的 p38MAPK(p-p38MAPK)水平。结果：青蒿

琥酯组、放射组、联合组皮下移植瘤体积和重量均明显低于对照组，联合组肿瘤重量和体积明显低于青蒿琥酯和放射组，差异均

具有统计学意义(P<0.05)。青蒿琥酯、放射组、联合组肿瘤组织中细胞凋亡率、Cleaved Caspase-3水平和 p-p38MAPK/p38MAPK均

明显高于对照组，联合组肿瘤组织中细胞凋亡率、Cleaved Caspase-3水平和 p-p38MAPK/p38MAPK高于青蒿琥酯和放射组，差异

均具有统计学意义(P<0.05)。青蒿琥酯、放射组、联合组肿瘤组织中 p-STAT3/STAT3水平明显低于对照组，联合组肿瘤组织中

p-STAT3/STAT3水平低于蒿琥酯组和放射组，差异均具有统计学意义(P<0.05)。结论：青蒿琥酯能够抑制肺癌细胞裸鼠皮下移植

瘤生长，促进癌细胞凋亡，增加放疗敏感性，作用机制可能与 p38MAPK、STAT3信号通路有关。
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Effect of Artesunate on the Growth and Radiosensitivity of Lung Cancer
Cells Subcutaneously Transplanted in Nude Mice*

To study the effect of artesunate on the growth and radiosensitivity of lung cancer cells subcutaneously

transplanted subcutaneously in nude mice. Lung cancer cells were inoculated subcutaneously in nude mice, intraperitoneal in-

jection of artesunate, the radiation treatment was also recorded as a combined group, set the artesunate group at the same time (not irradi-

ation), radiation group (intraperitoneal injection of normal saline) and control group (intraperitoneal injection of saline, no radiation treat-

ment), measurement of tumor volume, tumor tissues were collected and weighed tumor weight, TUNEL method was used to detect the

apoptotic level in the tissues, the levels of Cleaved Caspase-3, STAT3, p-STAT3, p38MAPK and p-p38MAPK in tissues were detected

by Western and blot. Artesunate group, radiotherapy group and combined group subcutaneous transplantation tumor volume and

weight were significantly lower than the control group, the combined group of tumor weight and volume was significantly lower than that

of artesunate group and radiation group, the differences were statistically significant (P<0.05). Artesunate group, radiotherapy group and

combined group tumor cell apoptosis rate and level of Cleaved Caspase-3 and p-p38MAPK/p38MAPK were significantly higher than the

control group, combination group tumor cell apoptosis rate, the Cleaved Caspase-3 level and p-p38MAPK/p38MAPK level were higher

than that of artesunate group and radiation group, the differences were statistically significant (P<0.05). Artesunate group, radiotherapy

group and combined group p-STAT3/STAT3 in tumor tissues was significantly lower than the control group, the level of

p-STAT3/STAT3 in tumor tissue in the combined group was significantly lower than artesunate group and radiation group, the differ-

ences were statistically significant (P<0.05). Artesunate can inhibit the growth of lung cancer cells subcutaneously trans-

planted in nude mice, promoting apoptosis of cancer cells, increased radiosensitivity, the mechanism of action may be related to

p38MAPK and STAT3 signaling pathways.
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前言

肺癌是一种严重危害人类生命健康的疾病，其发病率呈现

逐年上升的趋势，每年有超过 160万的新增肺癌患者，有超过

100万人死于肺癌。肺癌的早期发病症状不明显，多数患者在

确诊时已经处于肺癌的中晚期，并且这些患者常常出现癌症转

移的现象，这就使得手术治疗不能完全根治[1,2]。放射治疗是临

床上常用的辅助疗法，在近年来也取得了一定的效果，但仍然

不能满足需求，因此，提高肺癌放疗敏感性已近成为目前研究

的热点。

青蒿琥酯是青蒿素的一种衍生物，对于心律失常、肿瘤等

均具有治疗作用[3]。研究显示青蒿琥酯能够抑制多种肿瘤细胞，

如多发性骨髓瘤、卵巢癌、口腔鳞癌等的生长，并且能够在体内

抑制肿瘤细胞的裸鼠成瘤能力[4-6]。因此，本研究主要探讨了青

蒿琥酯对肺癌细胞皮下移植瘤生长及放射敏感性的影响，以期

为青蒿琥酯用于治疗肺癌提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

BALB/c裸鼠 24只，18~22 g，4~6周龄，均购自湖北民族学

院动物实验室。肺癌细胞 A549购自于中国科学院细胞库。活

化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3(Cleaved cysteinyl as-

partate specific proteinase 3, Cleaved Caspase-3) 多克隆抗体、信

号转导与转录因子 3 (Signal transducers and activators of tran-

scription 3, STAT3)多克隆抗体、磷酸化的 STAT3(p-STAT3)多

克隆抗体、p38丝裂原活化蛋白激酶(p38 Mitogen-activated pro-

tein kinases, p38MAPK) 多克隆抗体、磷酸化的 p38MAPK

(p-p38MAPK)多克隆抗体均为美国 Abcam公司产品；组织蛋

白提取试剂盒购自于美国 Sigma；二喹啉甲酸(bicinchoninic

acid，BCA) 蛋白定量检测试剂盒为碧云天生物技术研究所产

品；脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法(Termi-

nal deoxynucleotidyl transferasemediated dUTP-biotin nick end

labeling, TUNEL)细胞凋亡检测试剂盒为美国罗氏产品。

1.2 细胞培养

A549细胞从液氮中取出后，在 37℃的水浴中融化，转移

到离心管中，加入细胞培养液(10%胎牛血清的 RPMI1640)，种

植到细胞培养瓶中，在 37℃，5% CO2培养箱中培养。观察细胞

密度约为 90%时，将培养液上清吸除后，加入适量的 0.25%胰

蛋白酶消化液，使消化液能够完全覆盖细胞，在 37℃消化 1

min后，转移到离心管中，800 rpm离心 10 min，弃上清，在细胞

沉淀中加入 5 mL的细胞培养液，根据不同的实验要求按照不

同密度接种到细胞培养瓶中继续培养。

1.3 裸鼠成瘤

裸鼠培养温度 21~26℃，湿度 60%~70%。取培养至对数期

的肺癌细胞 A549，用不含胎牛血清的 RPMI1640悬浮后，将细

胞浓度调整为每毫升含有 8× 106个细胞，按照每只裸鼠 200

滋L接种到裸鼠腹股沟的皮下，所有裸鼠均出现移植瘤，裸鼠成
瘤率为 100%。用游标卡尺测量裸鼠移植瘤短径和长径，并计算

肿瘤的体积。肿瘤体积 =长径× 短径 2/2。

1.4 分组处理

待裸鼠肿瘤体积达到约 130 mm3的时候将裸鼠随机分成

4组，每组 6只，依次为对照组、青蒿琥酯组、照射组、联合组，

其中青蒿琥酯组和联合组分别对裸鼠腹腔注射 10 mg/mL的青

蒿琥酯，一次性注射 200 滋L，对照组和照射组注射等量的生理
盐水，注射后的 1 h将联合组和照射组分别在移植瘤的局部进

行 10 Gy照射处理(250 cGy/min 剂量率，10 mV电子线，源皮

距为 96 cm)，青蒿琥酯组和对照组不进行照射处理。在照射或

者腹腔注射后的第 7 d、14 d、21 d和 28 d，用游标卡尺测定裸

鼠的移植瘤的短径和长径，计算肿瘤的体积。在照射或者腹腔

注射后 28 d，脊椎离断法将裸鼠处死以后，取肿瘤组织，称量肿

瘤重量，计算抑瘤率。抑瘤率 =100%× (对照组瘤重 -实验组瘤

重)衣对照组瘤重。
1.5 TUNEL检测细胞凋亡

取肿瘤组织，制作组织切片，放置于二甲苯中浸泡 20 min。

依次在 95%、90%、80%、70%的浓度梯度酒精中浸泡 5 min。滴

加蛋白酶 K溶液，放置于室温下孵育反应 15 min，磷酸盐缓冲

液(phosphate buffered saline, PBS)洗涤 5 min× 3次。用 3%的过

氧化氢在室温孵育 10 min 阻断内源性的过氧化物酶，PBS洗

涤 5 min× 3次，加入 50 滋L的 TdT酶液，在 37℃孵育 60 min，

用 PBS洗涤 3次后，加入 50 滋L的辣根过氧化物酶标记链霉
亲和素，37℃反应 30 min，加入 50 滋L的 DAB溶液，显色后，阳

性细胞被染成棕黄色，水洗。加入苏木精复染 5 min后，水洗，

在温水中浸泡 2 min，在梯度酒精中脱水后，烘干，中性树胶封

片以后，显微镜下观察细胞。阳性细胞被染成棕褐色，正常的细

胞为蓝色。计算凋亡率。细胞凋亡率 =100%× 阳性细胞数目÷

计数的细胞总数。

1.6 Western blot 检测 Cleaved Caspase-3、STAT3、p-STAT3、

p38MAPK、p-p38MAPK水平

取 80mg肿瘤组织，按照组织蛋白提取试剂盒提取组织中

的总蛋白，用 BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白样品浓度。将蛋白

样品和 2× Loading buffer按照 1:1的体积混合后，100℃煮沸 5

min。每孔中加入 40 滋g的蛋白样品，进行蛋白电泳，在电泳的
前 30 min用 80V电压，120V电压电泳至结束。取出蛋白凝胶，

4℃，90V电压，转膜 70 min。用 5%牛血清白蛋白在室温环境中

封闭 60 min，与 1：1000稀释的一抗放在 4℃过夜反应，与 1：

2000稀释的二抗在室温中孵育 60 min，显色，分析目的蛋白表

达水平。

1.7 统计学分析

所有实验数据采用 SPSS21.0软件进行分析，计量资料用

(x± s)表示，多组差异比较采用单因素方差分析，组间比较采用

LSD-t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组肿瘤体积的比较

如图 1和表 1所示，青蒿琥酯组、照射组、联合组在照射或

者腹腔注射后的第 7 d、14 d、21 d、28 d的肿瘤体积经方差齐性

检验差异显著具有统计学意义 (P7d=0.000，P14d=0.000，P21d=0.

000，P28d=0.000)，青蒿琥酯组、照射组、联合组在照射或者腹腔

注射后的第 7 d、14 d、21 d、28 d的肿瘤体积均低于对照组，差

异具有统计学意义(P<0.05)。联合组在照射或者腹腔注射后的
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Note: compared with the control group, *P<0.05; Compared with artesunate group and irradiation group, #P<0.05.

Note: compared with the control group, *P<0.05; Compared with the artesunate group and the irradiation group, #P<0.05.

第 7 d、14 d、21 d、28 d 的肿瘤体积均低于青蒿琥酯组和照射

组，差异具有统计学意义(P<0.05)。以上结果提示青蒿琥酯可以

抑制肺癌细胞裸鼠皮下移植瘤生长，提高裸鼠皮下移植瘤放射

敏感性。

2.2 各组肿瘤重量的比较

如表 2所示，对照组、青蒿琥酯组、照射组、联合组肿瘤的

重量依次为：(1.62 ± 0.13)g、(1.04 ± 0.08)g、(0.75 ± 0.06)g、

(0.42± 0.03)g。青蒿琥酯组、照射组、联合组肿瘤的重量明显低

于对照组，差异具有统计学意义(P<0.05)。联合组肿瘤的重量明

显低于青蒿琥酯组和照射组，差异具有统计学意义(P<0.05)。青

蒿琥酯的抑瘤率为 35.80%，而青蒿琥酯和放射联合处理后抑

瘤率达到 74.07%。以上结果提示青蒿琥酯能够减小肿瘤重量，

并且能够增加裸鼠皮下移植瘤放射敏感性。

2.3 各组肿瘤细胞凋亡情况的比较

如图 2和表 3所示，对照组、青蒿琥酯组、照射组、联合组

肿瘤组织中细胞凋亡率依次为：(7.69 ± 0.85)%、(19.32 ±

1.51)%、(38.26 ± 3.64)%、(52.47 ± 6.31)%，Cleaved Caspase-3/

GAPDH 水平为：0.16 ± 0.06、0.48 ± 0.04、0.87 ± 0.09、1.25 ±

0.12。青蒿琥酯组、照射组、联合组肿瘤组织中的细胞凋亡率和

Cleaved Caspase-3水平明显高于对照组，差异具有统计学意义

(P<0.05)。联合组肿瘤组织中的细胞凋亡率和 Cleaved Cas-

pase-3水平明显高于青蒿琥酯组和照射组，差异具有统计学意

义(P<0.05)。以上结果提示青蒿琥酯能促进肺癌细胞裸鼠皮下

移植瘤组织中细胞凋亡，并且与放射联合处理后能够进一步促

进癌细胞凋亡，发挥抗肿瘤的作用。

图 1 各组肿瘤体积变化曲线(n=6)

Fig.1 The changes of of tumor volume in different groups(n=6)

Note: compared with the control group, *P<0.05; compared with the

artesunate group and the irradiation group, #P<0.05

表 1 各组肿瘤体积(x± s，mm3，n=6)

Table 1 The volume of tumor in different groups(x± s, mm3, n=6)

Time Control group Artesunate group Irradiation group Combined group

7 d 425.36± 36.47 273.64± 23.54* 221.62± 17.23* 172.64± 9.34*#

14 d 864.32± 93.57 608.25± 61.47* 536.84± 57.25* 364.51± 14.58*#

21 d 1183.65± 158.26 892.54± 117.58* 779.25± 105.36* 638.35± 54.26*#

28 d 1489.82± 143.58 1164.47± 116.96* 1025.67± 94.75* 862.49± 86.64*#

表 2 各组肿瘤的重量比较(x± s，n=6)

Table 2 Comparison of the tumor weight among different groups (x± s, n=6)

2.4 各组肿瘤组织 STAT3、p-STAT3、p38MAPK、p-p38MAPK

表达的比较

如图 3和表 4所示，对照组、青蒿琥酯组、照射组、联合组

肿瘤组织 p-STAT3/STAT3 水平依次为：0.85 ± 0.09、0.57 ±

0.06、0.26± 0.04、0.11± 0.02，p-p38MAPK/p38MAPK 水平为：

0.36± 0.05、0.49± 0.04、0.83± 0.07、0.98± 0.06。青蒿琥酯组、照

射组、联合组肿瘤组织中 p-STAT3/STAT3水平明显低于对照

组，而 p-p38MAPK/p38MAPK水平明显高于对照组，差异具有

统计学意义(P<0.05)。联合组肿瘤组织 p-STAT3/STAT3水平明

显低于青蒿琥酯组和照射组，而 p-p38MAPK/p38MAPK水平明

显高于青蒿琥酯组和照射组，差异具有统计学意义(P<0.05)。以

上结果提示青蒿琥酯可能通过调控 STAT3和 p38MAPK信号

通路影响肺癌细胞裸鼠成瘤能力，发挥抗肿瘤和放射增敏作用。

Groups Tumor weight (g) Tumor suppressor rate (%)

Control group 1.62± 0.13 -

Artesunate group 1.04± 0.08* 35.80

Irradiation group 0.75± 0.06* 53.73

Combined group 0.42± 0.03*# 74.07

P 0.000 -

图 2 Western blot检测各组 Cleaved Caspase-3水平

Fig.2 The Cleaved Caspase-3 level in different groups detected by western

blot
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Note: compared with the control group, t1=5.380, t2=14.143, t3=20.717, t4=6.660, t5=14.778, t6=22.027, *P<0.05; Compared with artesunate group and

irradiation group, t1=15.336, t2=6.574, t3=16.909, t4=7.909, #P<0.05.

琥酯在诱导癌细胞凋亡过程中细胞浆内的 Caspase活化水平

升高[13]。Caspase是一个与细胞凋亡有关的蛋白家族，其活化后

可以促进细胞凋亡的发生，Caspase-3是该蛋白家族中的凋亡

执行因子，其可以活化成为 Cleaved Caspase-3促进细胞凋亡的

发生[14]。本研究结果显示青蒿琥酯处理后的裸鼠移植瘤组织中

细胞凋亡水平升高，细胞中 Caspase-3活化水平升高，表明青蒿

琥酯可以通过促进肿瘤细胞凋亡发挥抗肿瘤作用。

放疗是在肿瘤治疗中较为常用的治疗方法，提高肿瘤放疗

敏感性也一直是目前研究的热点。青蒿琥酯不仅具有抗肿瘤生

长的作用，在提高肿瘤放射敏感性方面也发挥重要作用。在裸

鼠皮下接种宫颈癌细胞，给予青蒿琥酯处理可明显提高裸鼠的

放射敏感性[11,15]。另外，青蒿琥酯还可以在体外增加结肠癌细

胞、肺癌细胞等的放射敏感性，抑制肿瘤细胞的生长[16]。本研究

结果显示青蒿琥酯腹腔注射后，裸鼠皮下移植瘤对放射的敏感

性增加，青蒿琥酯可以协同放射治疗抑制裸鼠移植瘤的生长，

这与之前的研究报道相符合，均说明青蒿琥酯具有抗肿瘤和放

射增敏的作用。

STAT3在调控肿瘤细胞生长、凋亡、周期、转移等方面具

有重要作用，在肿瘤中异常激活，STAT3在正常情况下以非活

化的形式存在，其磷酸化后生成 p-STAT3可以抑制细胞凋亡，

促进细胞生长[17]。MAPK信号通路在真核生物体内广泛存在，

参与细胞的生长过程，p38MAPK是MAPK信号通路中的一个

分支，能够将细胞外的信号传导至细胞内，其在肿瘤中激活水

平降低，其磷酸化成为 p-p38MAPK后促进细胞凋亡发生[18]。研

究显示 STAT3、p38MAPK 不仅在肿瘤的生长中发挥调控作

用，还参与多种抗肿瘤药物和癌症相关基因调控肿瘤生长过程
[19,20]。本研究结果显示青蒿琥酯处理后的裸鼠移植瘤中 STAT3

磷酸化水平降低，p38MAPK磷酸化水平升高，并且青蒿琥酯和

表 3各组细胞凋亡率和 Cleaved Caspase-3水平的比较(x± s，n=6)

Table 3 Comparison of the cell apoptosis rate and Cleaved Caspase-3 level among different groups(x± s，n=6)

Groups p-STAT3/STAT3 p-p38MAPK/p38MAPK

Control group 0.85± 0.09 0.36± 0.05

Artesunate group 0.57± 0.06* 0.49± 0.04*

Irradiation group 0.26± 0.04* 0.83± 0.07*

Combined group 0.11± 0.02*# 0.98± 0.06*#

P 0.000 0.000

图 3 各组肿瘤组织 STAT3、p-STAT3、p38MAPK、p-p38MAPK表达

Fig.3 The expressions of STAT3, p-STAT3, p38MAPK, p-p38MAPK in

the tumor tissue of different groups.

Note: compared with the control group, *P<0.05; Compared with artesunate group and irradiation group, #P<0.05.

表 4 各组肿瘤组织 STAT3、p-STAT3、p38MAPK、p-p38MAPK表达的比较(x± s，n=6)

Table 4 Comparison of the expressions of STAT3, p-STAT3, p38MAPK, p-p38MAPK in the tumor tissue among different groups(x± s, n=6)

Groups Apoptosis rate(%) Cleaved Caspase-3/GAPDH

Control group 7.69± 0.85 0.16± 0.06

Artesunate group 19.32± 1.51* 0.48± 0.04*

Irradiation group 38.26± 3.64* 0.87± 0.09*

Combined group 52.47± 6.31*# 1.25± 0.12*#

P 0.000 0.000

3 讨论

青蒿素是一种从黄花蒿中提取出来的抗疟疾的倍半萜内

酯化合物，青蒿琥酯、双氢青蒿素、蒿甲醚等都是其衍生物。近

年来的研究显示青蒿素及其衍生物在调节免疫、心血管系统疾

病、抗肿瘤方面均具有重要作用[7-9]。青蒿素衍生物处理白血病

细胞后，白血病细胞的生长受阻。此外，青蒿素衍生物具有抗肝

癌、结肠癌、乳腺癌、胃癌、肺癌等多肿瘤的作用。作为一种重要

的青蒿素衍生物，青蒿琥酯能够抑制肿瘤细胞生长，阻滞细胞

周期，促进细胞凋亡[10,11]。本研究结果显示在皮下移植瘤裸鼠腹

腔注射青蒿琥酯后，裸鼠的肿瘤体积明显降低，肿瘤的重量也

明显降低，说明青蒿琥酯能够在体内抑制肿瘤的生长。

青蒿琥酯抗肿瘤的机制较为复杂，主要通过诱导肿瘤细胞

凋亡，抑制肿瘤细胞生长发挥抗肿瘤的作用[12]。研究显示青蒿
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放射共同处理后的 STAT3磷酸化水平更低，p38MAPK磷酸化

水平更高，青蒿琥酯可能通过抑制 STAT3 信号通路，激活

p38MAPK信号通路抑制肺癌细胞裸鼠移植瘤生长，增加裸鼠

移植瘤放射敏感性。

总之，青蒿琥酯能够抑制肺癌细胞皮下移植瘤生长，提高

皮下移植瘤放射敏感性，诱导肿瘤组织中细胞凋亡，这可能与

抑制 STAT3信号通路激活和促进 p38MAPK信号通路激活有

关，对于其具体的作用机制仍需要在后续实验中进行探讨。青

蒿琥酯能够在体内抑制肿瘤生长，增加肿瘤放射敏感性，是一

种潜在的放射增敏剂，本研究为青蒿琥酯治疗肿瘤的临床应用

提供了参考依据。
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