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穿心莲内酯对人肺癌细胞增殖以及侵袭相关分子表达的影响
罗湘玉 郑雪松 罗卫民△

(湖北医药学院附属太和医院 湖北十堰 442000)

摘要 目的：观察穿心莲内酯(Andrographolide, AD)对人非小细胞肺癌细胞系 H3255细胞的生长抑制作用，并研究其对肿瘤生长
相关标记物血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）、转化生长因子（transforming growth factor，TGF）β1的表
达以及蛋白激酶 C（protein kinase C，PKC）的活性有无影响。方法：体外培养 H3255细胞，分别用 1.0、2.5、5.0 μmol/L的 AD在处
理细胞 24h。MTT法检测细胞的增殖，比色法检测乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）的释放情况。ELISA检测 DNA片段化
情况以及 VEGF和 TGF-β1的产生；无机磷法检测 Na+-K+-ATP酶活性以及磷基转移法测得 PKC活性。结果：AD处理能呈剂量
依赖性方式降低 H3255细胞的活性以及 Na+-K+-ATP酶活性（P<0.05），同时也能促进 LDH的释放和 DNA片段的形成，并减少肺
癌细胞 VEGF和 TGFβ1的水平和 PKC的磷酸化。结论：AD对肺癌细胞具有一定的抑制作用，有望成为一种潜在的肿瘤治疗药
物。
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ABSTRACT Objective: To observe the growth suppression effect of Andrographolide (AD) on non-small cell lung cancer cell line

H3255, and to study the expression of tumor growth associated biomarkers such as vascular endothelial growth factor (VEGF)，transform-
ing growth factor β1 (TGF-β1) and the activity of protein kinase C (PKC). Methods：H3255 cells were cultured in vitro, and incubated
with 1.0, 2.5 or 5.0 μmol/L AD for 24h. MTT assay was performed to examine cell viability, LDH activity was determined by colorimet-
ric methods. DNA fragmentation, expression of VEGF and TGF-β1 were detected by ELISA. The ATPase activity and PKC activity were
tested by inorganic phosphorus detection method and phosphoryl abevacuation, repectively. Results：AD treatments concentration-depen-
dently decreased cell viability, and lowered Na+-K+-ATPase activity (P<0.05). This compound also increased DNA fragmentation and
LDH releasing. It also reduced VEGF and TGF-β1 levels, and inhibited protein kinase C activity in H3255 cells (P<0.05). Conclusion：
AD can inhibit lung cancer cells growth, and thus it may be a potent anti-lung cancer agent.

Key words: Andrographolide; Lung cancer cells; Na+-K+-ATPase activity; Protein kinase C; Vascular endothelial growth factor;
Transforming growth factor β1

Chinese Library Classification(CLC): Q95-3, R734.2 Document code: A
Article ID: 1673-6273（2012）17-3249-04

作者简介：罗湘玉（1972-），女，副主任护师，主要研究方向：心肺疾

病的防治研究

△通讯作者：罗卫民，电话：0719-8801710

E-mail: luoweimin0803@yahoo.com.cn

（收稿日期：2012-02-27 接受日期：2012-03-30）

前言

肺癌是各类癌症死亡的首位。尤其是非小细胞肺癌(non
small cell lung cancer，NSCLC) 最常见（占肺癌总数的 80%以
上）。NSCLC早期多无明显临床症状，就诊时往往处于中晚期
且因远处发生转移而失去手术机会[1]。在肺癌的发生当中，Na+-
K+-ATP酶在介导细胞黏附及信号转导过程中发挥重要作用，
因此它的表达及活性与癌症的发生发展密切相关，目前已经成

为了抗癌药物的一个重要目标[2]。另一方面，血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor, VEGF）、转化生长因子
（transforming growth factor，TGF）β1也广泛参与癌症细胞的黏
附，促进癌症转移[3,4]。
近年来，NSCLC的药物治疗策略已转向抑制肿瘤生长侵

袭过程进程中的特异性分子和通路的分子靶向治疗。所以寻找
对非小细胞肺癌低毒高效的药物，提高非小细胞肺癌对放疗、
化疗的敏感性是改善非小细胞肺癌疗效及预后的重要研究方

向之一[5,6]。穿心莲内酯(Andrographolide, AD)是我国传统中草
药穿心莲中提取出来的一类二萜类化合物。它通常作为一种消
炎解毒药物用于治疗各种感染性疾病[7]。近年来研究发现，AD
除了传统的抗病毒作用外，也具有抗肿瘤的潜能[8]。但有关 AD
在 NSCLC 中的作用目前仍不清楚。本研究试图探讨 AD对
NSCLC 细胞生长有无影响，同时从 Na+-K+-ATP 酶、VEGF、
TGF-β1以及蛋白激酶 C（PKC）活性方面探讨其在 NSCLC中
的治疗价值。
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1 材料与方法

1.1 实验试剂
穿心莲内酯（Andro）购自 Sigma-Aldrich 公司，以 5 g·L-1

（15 mmol·L-1）的浓度溶解在二甲基亚砜（DMSO）中作为贮存
液。本研究细胞培养所用的培养基、培养板、抗生素均为 Invit-
rogen 公司产品。其他分析纯产品分别来源于上海生工和
AMERCO。
1. 2 实验方法和步骤
1.2.1 细胞培养与处理 人肺癌细胞系 H3255购自 ATCC。用含
10%牛胎儿血清、100×103 U·L-1的青霉素以及 100×103 U·L-1

的链霉素的 RPMI-1640培养基（pH7.4）中在 37℃、5% CO2条

件下培养。细胞 3天换液 1次。实验前将细胞密度调整于 108

L-1。实验分为阴性对照组和 AD处理组。其中对照组加入等量
的 RPMI-1640培养基（含终浓度低于 0.5 %的 DMSO）。处理组
加入 1.0、2.5、5.0 μmol·L-1的 AD在 37℃下处理实验细胞 24h。
1.2.2 MTT 实验 H3255 细胞按照 108 L-1 接种于 96 孔板中
（180 μl/ 孔），每组设立 6 个复孔。细胞处理结束后，加入
20μLMTT 溶液，37 ℃继续培养 4 h。弃上清，加入 200 μL
DMSO避光振荡 15min，用全自动酶标仪测量测量 570 nm下
的吸光度。细胞活性为各组 OD 值 / 阴性对照组 OD 值×
100%。
1.2.3 乳酸脱氢酶（Lactate dehydrogenase，LDH）实验 通过测
量培养基中细胞外 LDH的含量来评价细胞膜的损伤程度。细
胞处理结束后，获取 50 μL上清用于 LDH活性分析。操作方法
按照 Sigma公司提供的试剂盒进行比色测定法在半自动生化
分析仪上进行。
1.2.4 DNA 片段检测 采用 ELISA 法检测死亡细胞 DNA 片
段。细胞经不同浓度的 AD孵育之后，获取细胞并加入裂解液
处理 30 min。200 r·min-1离心 10min。取 20μl上清液加入至链
酶亲和素包被的 96孔板中，并加入 80μl新配制的反应试剂
（试剂盒提供）室温下孵育 2 h。PBS洗涤后，加入底物并孵育
15 min。利用全自动酶标仪测量 405 nm处的吸光度。DNA片
段用富集因子（enrichment factor）表示，其计算公式 =样本吸光
度 /对照组吸光度。
1.2.5 Na+-K+-ATP 酶活性分析 测定酶促反应释放的无机磷
（Pi）的含量来确定 ATP酶的活性。反应体系包括 100mmol·L-1

NaCl、20 mmol·L-1 KCl、2 mmol·L-1 ATP、30 mmol·L-1 Tris-HCl
缓冲液（pH 7.4）以及新鲜细胞线粒体分离物。体系加入 ATP
后，30℃孵育 15 min，随后加入 15%三氯乙酸终止反应。通过测
量 640nm处的吸光度分析释放的 Pi。1个单位 ATP活性被定
义为 1mg蛋白质 1h内催化 ATP生成 1μmol·L-1 Pi。计算处理
组 /对照组 ATP酶活性的比值。
1.2.6 VEGF和 TGF-β1水平的分析 不同浓度 AD处理 H3255
细胞结束后，PBS洗涤 1 次。加入终浓度为 10 μg·L-1的 TNF-
α孵育 18h。ELISA（R&D 公司）测定 H3255 细胞上清中 VE-
GF和 TGF-β1的浓度（单位：pg·mg-1·protein）。
1.2.7 PKC活性的测定 根据参考文献提供的原理，利用一个能
被 PKC磷酸化的假底物间接测定 PKC同工酶活性[9]。即，细胞
处理结束后用 4℃ PBS洗涤 2次，1000 r·min-1离心后加入 1ml

缓冲液（50 mmol·L-1 Tris-HCl，50 mmol·L-1 β- 巯基乙醇，10
mmol·L-1苯甲脒，5 mmol·L-1 EDTA，1 mmol·L-1 PMSF，pH 7.5）
中重悬浮细胞。测定上清浓度后，根据试剂盒（EMD Bioscienc-
es）提供的方法测定 PKC的相对激酶活性（λ=492nm）中进行悬
浮。测定蛋白质浓度。根据商家的说明分析 PKC的活性。
1.3 统计学分析
各分组所得计量数据采用均数±标准差 (X±S) 表示，用

SPSS10.0软件处理数据，组间比较采用方差分析。检验水准
α=0.05，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 AD对 H3255细胞活性的影响
如图 1所示，1.0、2.5、5.0 μmol·L-1 AD能以剂量依赖性方

式抑制 H3255细胞的活性，当 AD浓度为 5.0 μmol·L-1时，与

对照组相比，H3255细胞活性降低至 38%。此外，AD也能促
H3255细胞 LDH的释放（图 2）。其中 5.0 μmol·L-1 AD诱导产
生 LDH含量达（243.15±31.77）U·L-1。

图 1 不同浓度 AD对 H3255细胞活性的影响
*P<0.05 VS对照组

Fig.1 Effect of different concentration of AD upon cell viability

*P<0.05 VS Control group

图 2 不同浓度 AD对 H3255细胞 LDH活性的影响
*P<0.05 VS对照组

Fig.2 Effect of different concentration of AD on LDH activity in H3255

cells

*P<0.05 VS Control group
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2.2 不同浓度 AD对 Na+-K+-ATP酶活性的影响
不同浓度的 AD能不同程度抑制 H3255细胞 Na+-K+-ATP

酶活性。其中 AD浓度为 1.0μmol·L-1时，能使酶活性降低至

85 %，2.5 μmol·L-1能其活性为 65%，而 5.0 μmol·L-1 AD能使
Na+-K+-ATP酶活性降低至 44%，见图 3所示。

图 3 不同浓度 AD对 H3255细胞 Na+-K+-ATP酶活性的影响
*P<0.05 VS对照组

Fig.3 Effect of different concentration of AD on Na+-K+-ATPase activity

in H3255 cells

*P<0.05 VS Control group

2.3 AD对 DNA片段化损伤的影响
AD对 H3255细胞 DNA片段化损伤的影响见图 4所示。

1.0 μmol·L-1 AD处理无明显 DNA片段产生，当 AD浓度为
2.5μmol·L-1和 5.0μmol·L-1时，能明显诱导 DNA片段化，其富
集因子分别为 1.46和 1.71，与对照组相比，P<0.05。

图 4 不同浓度 AD对 H3255细胞 DNA片段化损伤的影响
*P<0.05 VS对照组

Fig.4 Effect of different concentration of AD upon DNA fragment

*P<0.05 VS Control group

2.4 AD对 VEGF和 TGF-β1表达的影响
1.0、2.5、5.0 μmol·L-1 AD可呈剂量依赖性减少 VEGF及

TGF-β-1水平。见表 1所示，与对照组相比，5.0 μmol·L-1 AD可
将 VEGF水平降低 50.4 %，TGF-β1降低至 55.7%。

表 1 不同浓度 AD对 H3255细胞 VEGF和 TGF-β1表达的影响（X±S，n=6）
Table 2 Effect of different concentration of AD upon VEGF and TGF-β1 expression（X±S，n=6）in H3255 cells

VEGF（pg/mg·protein） TGF-β1（pg·mg-1·protein）

Control（0.1 % DMSO） 172.85±12.75 229.93±9.75

1.0 μmol·L-1 AD 150.32±11.72* 208.23±5.71*

2.5 μmol·L-1 AD 116.36±8.44* 127.52±7.15*

5.0 μmol·L-1 AD 85.62±5.74* 101.87±6.52*

注：*P<0.05 VS对照组。

图 5 不同浓度 AD对 H3255细胞 PKC活性的影响
*P<0.05 VS对照组

Fig.5 Effect of different concentration of AD on PKC activity in H3255

cells

*P<0.05 VS Control group

2.5 AD处理对 H3255细胞 PKC活性的影响。
AD在 1.0～5.0μmol·L-1内可明显抑制 PCK的活性。如图

5所示，与对照组相比，1.0μmol·L-1 AD处理能轻微降低 PKC
的活性，AD 浓度为 2.5μmol·L-1 时，PKC 活性降至 76%，而
5μmol·L-1 AD能进一步抑制 PKC活性至 51%，经统计学分析，
P<0.05。

3 讨论

在本研究当中，我们证实浓度为 1.0～5.0μmol·L-1的 AD
对 H3255细胞具有抗增殖效应，并可明显增加 DNA断裂，降
低 Na+-K+-ATP酶活性，减少 VEGF和 TGF-β1的产生。这些
体验研究结果表明，AD是可能是一种能有效延缓肺癌进展的
潜在药物，同时也部分说明了该二萜类化合物可能是通过以上

机制而实现的。
在肿瘤的治疗当中，诱导相应的细胞凋亡是治疗的主要目

标，而 DNA片段的形成是细胞凋亡的重要特征[10,11]。在本研究
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当中，AD对细胞活性影响以及 DNA片段的形成结果保持一
致。其机制可能是由于 AD渗入肺癌细胞当中，从而破坏了细
胞膜的完整性，最终引起细胞凋亡[12,13]。Na+-K+-ATP酶为三羧酸
循环的关键酶，由 1个 α-亚单位和 1个 β亚单位组成的异二
聚体。α-亚单位是一种跨膜蛋白，可介导细胞内 Na+和细胞外
K+交换[14,15]。因此，该酶对于维持离子的动态平衡非常关键。因
此各种因素引起 Na+-K+-ATP酶活性发生改变后，可触发线粒
体跨膜势能的变化，从而导致细胞凋亡相关分子的释放[16,17]。在
本研究中，AD能引起 Na+-K+-ATP酶活性降低，这表明肺癌细
胞中 Na+-K+-ATP酶的 α-亚单位功能已经发生了异常，和 /或
破坏了线粒体膜的膜功能的完整性，这也意味着线粒体的功能

障碍可能是 AD诱导肺癌细胞凋亡的最终结果 [18]。VEGF和
TGF-β1是血管生成因子[19]。TGF-β1可通过它的免疫抑制效应
而促进 NSCLC转移[20]。因此 VEGF和 TGF-β1低表达表明 AD
能有效抑制肺癌细胞中血管生成和转移。

PCK的活化与肿瘤细胞信号传导途径有关，从而促进肿瘤
的增殖和侵袭[21]。有研究显示，PCK的过度表达以及活性的增
加可促进 NSCLC的转移。本研究证实 1.0～5.0 μmol·L-1 AD
处理可有效抑制 PCK在肺癌细胞中的活化。这表明 AD可能
潜在性地下调这些肿瘤生长相关通路的活性，从而延缓肺癌的

进展。
此外，我们注意到，浓度为 16 μmol·L-1的穿心莲内酯在

A549 细胞中比其他细胞系中可引起更多 DNA 的断裂以及
PCK的活性更低。这些结果表明，每种细胞系对该化合物的反
应不同。因此，阶段以及可能的癌症分子。另一方面，尽管穿心
莲内酯在很多植物食品中自然产生，但在对人类进行应用时，

应该检验它的安全性。
总之，本研究证实 AD处理能通过增加 DNA断裂、降低

Na+-K+-ATP酶活性，从而促进肺癌细胞凋亡，并降低 TGF-β1
和 VEGF的表达以及 PCK的活性。这表明 AD是潜在的的抗
癌药物，但作为一种抗肺癌治疗药物，癌细胞种类以及癌症的

分期可能也有所不同。此外，虽然 AD来源于自然植物，但作为
一种治疗药物，其体内有效剂量以及安全性还需要进行进一步

研究。
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