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蛇床子素促进人骨肉瘤细胞株 SAOS-2凋亡 *
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摘要 目的：观察蛇床子素(osthole)对人骨肉瘤细胞 SAOS-2增殖和凋亡的影响及潜在的调控机制。方法：采用MTT法、TUNEL染

色技术和流式细胞术检测不同浓度蛇床子素对骨肉瘤细胞凋亡的影响；Western blot检测蛇床子素对骨肉瘤细胞中与细胞凋亡密

切相关的蛋白(Bax、Bcl-2)的变化。结果：蛇床子素作用于 SAOS-2细胞后，MTT结果显示 SAOS-2细胞的活力受到明显抑制，且

与蛇床子素浓度和时间相关；Western blot结果显示细胞中的促凋亡蛋白 Bax表达上调，抗凋亡蛋白 Bcl-2表达明显减弱，且呈剂

量依赖性。结论：蛇床子素可显著抑制人骨肉瘤细胞的增殖且促进其凋亡的作用，可能与上调凋亡蛋白 Bax和下调抗凋亡蛋白

Bcl-2的表达有关。
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Osthole Promotes the Apoptosis of Human Osteosarcoma Cell Line SAOS-2*

To explore the effects induced by osthole on the proliferation and apoptosis of human osteosarcoma cell

line SAOS-2 and the involved control mechanism. After SAOS-2 cells were incubated with different concentrations of osthole,

apoptosis of SAOS-2 cells was detected by MTT, TUNEL and flow cytometry assays. The expression of apoptosis associated proteins

(Bax and Bcl-2) was determined by Western blot. The results of MTT showed that osthole inhibited the vitality of SAOS-2 cells

in a dose-and time-dependent manner. The results of Western blot showed that osthole up-regulated the expression of apoptotic protein

Bax remarkably, but decreased the level of anti-apoptotic protein Bcl-2 significantly. Moreover, the regulation on Bax and Bcl-2 protein

were associated with the dose of osthole. Osthole inhibits proliferation and promotes cell apoptosis in SAOS-2 cells. The

up-regulation of apoptotic protein Bax and down-regulation of anti-apoptotic protein Bcl-2 may be involved in the osthole induced apop-

tosis in SAOS-2 cells.
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前言

骨肉瘤又称为成骨瘤，是一种常见于在 20岁以下的儿童

和青少年的原发恶性肿瘤，特点是恶性程度高、转移早、预后

差。尽管近年来随着新的化疗药物的发展，患者的生存率有了

提高，然而现有的化疗药物不良反应明显，给患者造成疾病之

外的二次伤害。因此，研究发现新的治疗效果好、毒副作用低的

药物成为治疗骨肉瘤研究的热点。蛇床子素又名甲氧基欧芹

酚，是伞形科一年生草本植物蛇床 Cnidium monnieric(L.)的果

实，是一种天然香豆素类化合物衍生物。已经有研究报道蛇床

子素具有抗炎[1]、抗氧化[2]、抗糖尿病[3]和抗肿瘤[4]的作用，且可

以促进骨形成和骨吸收，减少骨丢失，从而抑制骨质疏松[5,6]。既

往研究显示许多香豆素类化合物在肺癌 A549、皮肤癌 A375、

乳腺癌MCF-7、肝癌 HSCs和白血病 HL-60具有细胞毒作用[7-11]，

而关于蛇床子素对抗骨肉瘤 SAOS-2的作用研究较少。本研究

主要探讨了蛇床子素对人骨肉瘤细胞凋亡的作用，以期为蛇床

子素应用于治疗人骨肉瘤提供新的参考依据。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

骨肉瘤细胞系 SAOS-2来源于中国北京细胞资源中心，细

胞培养用含 10%胎牛血清和 1%青霉素 -链霉素的 RPMI1640

培养基，培养条件为 5% CO2和 37℃。

1.2 MTT实验

取对数生长期的单层贴壁细胞，用 0.25%胰蛋白酶消化并

吹打成单个细胞，制备成约 5× 105/L的细胞悬液，在 96孔板

中，每孔加入 200 滋L细胞悬液，待细胞贴壁后，将其分为 6组

(以蛇床子素终浓度命名)：0、25、50、100、150、200 滋M，每个组
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设置 16个复孔，按照实验分组给药操作完成后，轻轻晃动 96

孔板，使药物均匀分布，之后将 96孔板置入培养箱中，分别孵

育 12、24 和 48 小时后，每孔中分别加入 20 滋L 浓度为 5

mg/mL的MTT，避光情况下培养箱内孵育 4小时。然后，弃去

培养液，每孔中加入 150 滋L的 DMSO，避光情况下置于室温的

摇床上低速震荡 10分钟。接下来，将其置于酶标仪 OD值 490

nm测量各孔的吸光值。每组实验重复 3次。

1.3 TUNEL检测细胞凋亡

取对数生长期的单层贴壁细胞，用 0.25%胰蛋白酶消化并

吹打成单个细胞，制备成约 5× 107/L的细胞悬液，在 24孔板

中，每孔加入 500 滋L细胞悬液，待细胞贴壁后，按照之前的实
验分组进行实验处理。待处理时间结束，弃培养基，用 4%多聚

甲醛固定 20 min，PBS洗清洗 3次，每次 10 min。接着按照试剂

盒说明进行 TUNEL实验，在显微镜镜下观察细胞凋亡情况。

1.4 流式细胞术检测细胞凋亡

取对数生长期的单层贴壁细胞，用 0.25%不含 EDTA的胰

蛋白酶消化并吹打成单个细胞，制备成浓度约为 1× 106/L细胞

悬液。加入 400 滋L AnnexinV结合液悬浮细胞，并在细胞悬浮
液中加入 5 滋L AnnexinV-FITC 染色液，在冰上避光孵育 15

min，之后再加入 10 滋L PI染色液轻轻混匀，避光孵育 5 min，

最后立即用流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.5 Western Blotting检测蛋白表达

人骨肉瘤 SAOS-2细胞在蛇床子素处理 24 h后，实验用碧

云天公司的Western blot细胞裂解液，按照说明书收集蛋白样

品，在收集的蛋白样品中加入适量浓度的 SDS-PAGE蛋白上

样缓冲液。再在 100℃煮 5 min，使蛋白变性后，然后进行

SDS-PAGE电泳，此实验重复 3次。一抗：Bax（1：1000）、Bcl-2

（1：1000）和 GAPDH（1：200000）购自 proteintech公司，二抗：兔

源性多克隆（1：10000）和鼠源性多克隆（1：10000）购自 protein-

tech公司。

1.6 统计学分析

利用 IBM SPSS Statistics19软件对数据进行处理，实验数

据以 x± s表示，不同组间比较采用方差分析，两组间比较采用

SNK-q检验，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 蛇床子素抑制人骨肉瘤细胞 SAOS-2增殖

用 0、25、50、100、150、200 滋M 浓度的蛇床子素作用于
SAOS-2细胞 12、24和 48小时后，MTT结果显示随剂量和时

间的增加，蛇床子素对骨肉瘤细胞 SAOS-2活力的抑制作用逐

渐增强，说明蛇床子素抑制骨肉瘤的作用具有剂量、时间依赖

性，24小时 IC50为 95 滋M，见图 1。

2.2 蛇床子素促进人骨肉瘤细胞 SAOS-2凋亡

荧光显微镜下，凋亡的细胞被染成绿色或黄绿色，蓝色为

细胞核 (TUNEL用来检测凋亡过程中细胞核 DNA的断裂情

况，正常细胞几乎没有 DNA断裂)。与对照组相比，150 滋M的
蛇床子素处理 SAOS-2细胞后凋亡的细胞数量明显增加。

图 1 蛇床子素对骨肉瘤 SAOS-2细胞活力的影响

以 0 滋M蛇床子素处理骨肉瘤 SAOS-2细胞 12小时、24小时、48小时

的活力作为阴性对照组(n=10, **妆<0.01 vs.Control)
Fig.1 Effects of osthole on the cell viability of osteosarcoma SAOS-2 cells

The groups which were treated with osthole at 0 滋M for 12 h, 24 h and 48

h respectively were used as control accordingly.(n=10, **P<0.01 vs.

Control.)

图 2 TUNEL实验检测蛇床子素诱发骨肉瘤细胞的凋亡情况

Fig.2 Effects of osthole on the apoptosis in osteosarcoma cells detected by TUNEL assay
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分别以 0、50、100、150 滋M蛇床子素作用于骨肉瘤细胞 24

小时后，流式细胞术测得骨肉瘤细胞的凋亡率分别为 19.28±

4.1%、35.63± 3.5%、55.47± 3.5%，74.93± 2.5%，且呈剂量依赖

性（P<0.05）。

图 3 流式细胞术检测蛇床子素诱发骨肉瘤细胞凋亡

所有数据以均数± 标准差表示。(n=3, **P<0.01 vs.Control.)

Fig.3 Effects of osthole on the apoptosis in osteosarcoma cells detected by flow cytometry

Data was expressed as mean± SD. (n=3, **P<0.01 vs.Control.)

2.3 蛇床子素对凋亡相关蛋白(Bcl-2和 Bax)表达的影响

如图 4所示：以 0、50、100、150 滋M的蛇床子素处理骨肉
瘤 SAOS-2细胞 24小时后，应用蛋白印迹检测骨肉瘤细胞中

Bcl-2和 Bax蛋白的表达情况。结果显示，与对照组相比，蛇床

子素可以下调 Bcl-2蛋白，上调 Bax蛋白，且呈剂量依赖性。

图 4 蛇床子素对骨肉瘤细胞中 Bcl-2和 Bax影响情况

所有数据以 GAPDH为内参，以均数± 标准差表示。(n=7 for Bax，n=5 for Bcl-2, **P<0.01 vs.Control.)

Fig.4 Effect of osthole on expression of Bcl-2 and Bax in osteosarcoma cells

Quantitative assay was performed with GAPDH as an internal control. Data was expressed as mean± SD normolized to Ctl. (n=7 for Bax, n=5 for Bcl-2,

**P<0.01 vs.Control.)

3 讨论

草本植物提供了具有众多生物学功能的化学物质。在这些

植物化学物质中，香豆素在抗氧化，酶抑制和抗肿瘤等方面都

具有重要的生物化学作用[12]。最近的研究表明从蛇床子果分离

出来的甲氧基欧芹酚(osthole)、异欧前胡素(isoimperatorin)、氧

化前胡素(oxypeucedanin)、邪蒿素(braylin)四种化合物中，甲氧

基欧芹酚和异欧前胡素在抑制人上皮癌细胞增长上其抑制作
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用最强，甲氧基欧芹酚对白血病细胞系有最强的细胞毒作用[13]，

对 PC3细胞的细胞毒作用反应也较明显[14]。这些研究结果表明

蛇床子素(osthole)在抗肿瘤增殖方面有重要作用。在本研究中，

MTT实验结果显示蛇床子素对骨肉瘤 SAOS-2细胞增殖的抑

制作用呈剂量依赖性，提示蛇床子素可能具有抗骨肉瘤的作用。

诱导细胞凋亡而不是细胞坏死是抗肿瘤药的一个重要特

征。细胞凋亡是受基因调控的程序性死亡[15,16]，而细胞坏死人们

通常认为是细胞死亡的一个偶然发生事件，可以通过细胞程序

性调控机制发生和调控的[17-21]，并且细胞坏死通常伴随炎症的

发生，因此更多了解药物启动或抑制细胞凋亡有助于揭示许多

疾病发生的机制[7,8,12,22]。所以，在接下来的实验中，我们检测了

蛇床子素(osthole)诱导细胞凋亡的能力及与凋亡相关的关键蛋

白，结果显示蛇床子素促骨肉瘤细胞 SAOS-2凋亡的作用呈剂

量依赖性。

Bcl-2家族在调控细胞凋亡上是一个重要组成部分，该家

族既可抑制细胞凋亡又可促进细胞凋亡 [23]。在细胞凋亡早期

中，Bax和 Bcl-2通过影响线粒体的通透性发挥抗凋亡或是促

凋亡作用。这是由于线粒体膜的通透性可以影响线粒体膜外的

可溶性物质释放进入细胞液的过程，进而影响细胞凋亡[24]。本

研究结果显示蛇床子素(osthole)在骨肉瘤 SAOS-2细胞中可以

上调 Bax的表达，同时下调 Bcl-2的表达，因此蛇床子素(ost-

hole)可能通过线粒体机制诱导 SAOS-2细胞凋亡。

综上所述，蛇床子素可显著抑制人骨肉瘤细胞的增殖且促

进其凋亡的作用，可能与上调凋亡蛋白 Bax和下调抗凋亡蛋白

Bcl-2的表达有关。
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