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牛蒡子苷元对体外 Ｃ６胶质瘤细胞的
抑制效果和凋亡机制
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摘要　目的：探讨牛蒡子苷元对体外Ｃ６胶质瘤细胞的抑制效果和凋亡机制。方法：将牛蒡子苷元作用于Ｃ６胶质瘤细胞，
采用ＣＣＫ８法测定各组细胞的生长抑制率；流式细胞术检测细胞凋亡情况；酶联免疫吸附试验检测 ＴＮＦα、ＩＬ２的水平；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＮＦкＢ蛋白表达水平。结果：与空白组比较，牛蒡子苷元组（２５～４０μｍｏｌ／Ｌ）显著抑制Ｃ６胶
质瘤细胞生长，诱导肿瘤细胞凋亡，其诱导效应具有浓度依赖性；牛蒡子苷元处理后，细胞中 ＴＮＦα、ＩＬ２水平增加；牛蒡
子苷元可以显著上调Ｂａｘ蛋白表达，下调Ｂｃｌ２、ＮＦкｂ蛋白表达。结论：牛蒡子苷元可以促进Ｃ６胶质瘤细胞凋亡，可能是
通过增强ＴＮＦα、ＩＬ２水平及上调Ｂａｘ蛋白、下调Ｂｃｌ２、ＮＦкＢ蛋白水平而诱导肿瘤细胞凋亡。
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　　胶质瘤（Ｇｌｉｏｍａ）是最常见的原发性中枢神经系
统肿瘤，约占颅内肿瘤的５０％，其复发率和病死率
极高［１］。胶质瘤呈浸润性生长，手术难以完全根除，

临床上常用手术切除加以药物化疗，虽提高了治愈

率，但肿瘤细胞对化疗药物易产生耐药性导致化疗

失败，寻找新的治疗方法是目前有效治疗胶质瘤亟

需解决的问题［２］。近年来中药抗肿瘤成为国内外研

究的热点。牛蒡子为菊科植物牛蒡（Ａｒｃｔｉｕｍｌａｐｐａ
Ｌ）的干燥成熟果实，牛蒡子苷元（Ａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ，ＡＲＧ）
是牛蒡子中主要药理活性成分，研究表明其具有抗

炎［３］、抗免疫调节［４］、抗病毒［５］、抗肿瘤活性［６］。目

前对于牛蒡子苷元体外抗胶质瘤的研究较少，本实

验探讨牛蒡子苷元对体外 Ｃ６胶质瘤细胞的增殖和
凋亡影响及机制，为临床治疗脑胶质瘤提供实验依

据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞系　Ｃ６胶质瘤细胞购于中国科学院典
型培养物保藏委员会细胞库。

１１２　试验药物　牛蒡子苷元（ＡＲＧ，Ｓｉｇｍａ公
司）；牛蒡子苷元溶液：取牛蒡子苷元用含０１％ＤＭ
ＳＯ培养基溶解，稀释制得 ４０００μｍｏｌ／Ｌ、２０００
μｍｏｌ／Ｌ、１０００μｍｏｌ／Ｌ、５００μｍｏｌ／Ｌ、２５０μｍｏｌ／Ｌ、
１２５μｍｏｌ／Ｌ的溶液，储存备用。
１１３　试剂与仪器　１）试剂：细胞增殖毒性检测试
剂盒ＣＣＫ８（广州浩玛生物科技有限公司）；膜联蛋
白Ｖ（ＡｎｎｅｘｉｎＶ）异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）／碘化丙锭
（ＰＩ）凋亡试剂盒（碧云天生物公司）；兔抗鼠 ＮＦкＢ
多克隆一抗、兔抗鼠 Ｂａｘ多克隆一抗、兔抗鼠 Ｂｃｌ２
多克隆一抗、兔抗鼠 βａｃｔｉｎ多克隆一抗，辣根过氧
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化物酶标记的羊抗兔二抗（北京博奥森生物技术有

限公司）。２）仪器：多功能酶标仪（美国铂金埃尔默
公司）；ＡＬＴＲＡ流式细胞仪（美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ
公司）；ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ全能型凝胶成像分析系统（美
国ＡＢＩ公司）。
１２　方法
１２１　分组　共分空白组（０１％ＤＭＳＯ培养基）、
牛蒡子苷元不同浓度组（１２５、２５０、５００、１０００、
２０００、４０００μｍｏｌ／Ｌ），顺铂组（２０μｍｏｌ／Ｌ），每组设
５个复孔。
１２２　ＣＣＫ８法检测细胞增殖抑制率　各组加入
相应浓度的药液１００μＬ，分别于给药４８ｈ后弃去药
液，加入含１０％ ＣＣＫ８的培养基１００μＬ，置于培养
箱中孵育２ｈ后，于４５０ｎｍ波长处测定其 Ａ值，计
算药物对肿瘤细胞生长抑制率（％）＝（１－实验组Ａ
值／对照组Ａ值）×１００％。
１２３　细胞周期分布与凋亡率检测　用流式细胞
仪检测。取对数生长期的细胞，消化计数，调整细胞

密度５×１０４／ｍＬ，每孔２ｍＬ接种于６孔板，培养箱
中常规培养４８ｈ弃去原培养液。按分组予以不同
处理因素：空白组、牛蒡子苷元组（１２５μｍｏｌ／Ｌ）、牛
蒡子苷元组（１０μｍｏｌ／Ｌ）、牛蒡子苷元组（４０μｍｏｌ／
Ｌ）、顺铂组（２０μｍｏｌ／Ｌ），每组５个复孔，每孔药液２
ｍＬ药物作用４８ｈ后，用不含 ＥＤＴＡ的胰酶消化细
胞，然后加入完全培养液终止消化，收集细胞，２０００
ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ离心，ＰＢＳ洗两遍，离心后弃上清液，
按照凋亡检测试剂盒说明书处理细胞，即每孔加入

５００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细胞，约为１×１０５细胞，
加入５μＬ的Ａｎｎｅｘｉｎｖ／ＦＩＴＣ，混匀后加入５μＬ的ＰＩ
染料，摇匀后避光孵育１０ｍｉｎ，流式细胞仪检测，用
Ｆｌｏｗｊｏ软件进行数据分析。
１２４　ＴＮＦα、ＩＬ２水平检测　用酶联免疫吸附试
验检测。分组给药处理后，收集细胞，－７０℃保存，
反复冻融３次使细胞完全破碎，３０００ｒ／ｍｉｎ×１０ｍｉｎ
离心取上清液，按照ＴＮＦα、ＩＬ２检测试剂盒说明书
操作，每组５个复孔，４５０ｎｍ波长处测定其 Ａ值，计
算ＴＮＦα、ＩＬ２水平。
１２５　Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＮＦкＢ蛋白表达检测　用 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测。分组给药处理后，每孔加入 ４℃冷
ＰＢＳ液１ｍＬ冲洗２次，加入０１ｍＬＲＩＰＡ裂解液冰
浴中充分裂解提取细胞总蛋白，－７０℃保存备用。
按照ＢＣＡ蛋白定量试剂盒对各组样品进行定量，每
孔上样８０μｇ蛋白质样品进行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ，转
移至硝酸纤维素膜上，ＴＢＳＴ清洗，封闭１ｈ、分别加

入Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＮＦкＢ、βａｃｔｉｎ一抗（１∶２０００），４℃孵
育过夜，室温孵育二抗（１∶１００００）２ｈ，ＥＣＬ化学发
光，Ｘ线曝光显影。
１３　统计学方法　所有实验均重复３次以上，数据
采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件进行统计学分析，计量资
料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用 ｔ检
验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　牛蒡子苷元抑制Ｃ６胶质瘤细胞的量效和时效
关系　牛蒡子苷元 （１２５～４０μｍｏｌ／Ｌ）作用于Ｃ６
胶质瘤细胞后抑制率随浓度增加而逐渐增强，呈现

明显的量效关系，经计算牛蒡子苷元对Ｃ６胶质瘤
细胞的半数抑制浓度 ＩＣ５０为 １８２３μｍｏｌ／Ｌ。见
表１。

表１　牛蒡子苷元对Ｃ６胶质瘤细胞增殖的
抑制作用（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 浓度（μｍｏｌ／Ｌ） 抑制率（％）

空白组 ０００ ０００±３２４
牛蒡子苷元 １２５ ８１６±１４２
牛蒡子苷元 ２５０ ２３７５±３２１

牛蒡子苷元 ５００ ３５０２±４５９

牛蒡子苷元 １０００ ４４７２±５４５

牛蒡子苷元 ２０００ ５２３６±６６３

牛蒡子苷元 ４０００ ６５２７±８５５

顺铂组 ２０００ ７２７５±６１４

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５

２２　牛蒡子苷元对Ｃ６胶质瘤细胞的凋亡率与周期
分布的影响　各组细胞加药培养４８ｈ后，牛蒡子苷
元处理组，Ｇ１／Ｇ０期所占细胞比例增多，除低浓度组
（１２５μｍｏｌ／Ｌ）外，中浓度组（１０μｍｏｌ／Ｌ）和高浓度
组（４０μｍｏｌ／Ｌ）与空白组比较显著增多，且差异有统
计学意义（Ｐ＜００５）；空白组Ｃ６胶质瘤细胞自然凋
亡率较低，经牛蒡子苷元加药处理后，凋亡率呈明显

上升趋势，且呈浓度依赖趋势。见表２。
２３　牛蒡子苷元对 Ｃ６胶质瘤细胞 ＴＮＦα、ＩＬ２水
平的影响　与空白组比较，牛蒡子苷元处理组
（１０００、４０００μｍｏｌ／Ｌ）均能显著提高细胞中 ＴＮＦ
α、ＩＬ２的水平；牛蒡子苷元低剂量组（１２５μｍｏｌ／
Ｌ）中ＴＮＦα、ＩＬ２水平与空白组比较虽有增高趋势，
但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表３。
２４　牛蒡子苷元对 Ｃ６胶质瘤细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＮＦ
кＢ蛋白表达水平的影响　与空白组比较，１０、４０
μｍｏｌ／Ｌ牛蒡子苷元组Ｃ６胶质瘤细胞中Ｂａｘ蛋白表
达显著增多，１０００、４０００μｍｏｌ／Ｌ牛蒡子苷元组Ｃ６
胶质瘤细胞中 Ｂｃｌ２、ＮＦкＢ蛋白表达下降，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）。见表４。
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表２　牛蒡子苷元对Ｃ６胶质瘤细胞周期和细胞凋亡率的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 浓度（μｍｏｌ／Ｌ）
细胞周期（％）

Ｇ１／Ｇ０ Ｓ Ｇ２／Ｍ
细胞凋亡率（％）

空白组 ０００ ３２２３±４３６ ３６７８±２７８ ３０９９±３２３ １０３±０１２
低浓度组 １２５ ３６３８±３１６ ３３４４±２８９ ３０１８±４２１ ３０９±０１７
中浓度组 １０００ ５５２５±５３９ ２７２１±３３４ １７５４±１４２ １５５９±２１３

高浓度组 ４０００ ６６３８±７２４ ２２５７±２８７ １１０５±０８７ ２７７４±２５２

顺铂组 ２０００ ７５５３±６１１ １６６１±１５６ ７８６±１２４ ３２８９±３３１

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５

表３　牛蒡子苷元对Ｃ６胶质瘤细胞ＴＮＦα、
　　ＩＬ２及水平的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 浓度（μｍｏｌ／Ｌ） ＴＮＦα（ｎｇ／ｍＬ） ＩＬ２（ｎｇ／ｍＬ）

空白组 ０００ １２３３４±８５４ ４２５２±３２１
低浓度组 １２５ １３０５６±７３６ ４８７４±４１７
中浓度组 １０００ １５７７４±１２１２ ６５３５±５１５

高浓度组 ４０００ １７８５１±１５７１ ７８８７±６１７

顺铂组 ２０００ １９０３６±１５８６ ８７２２±５８２

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５

表４　牛蒡子苷元对Ｃ６胶质瘤细胞ＮＦкＢ、Ｂｃｌ２、
　　Ｂａｘ蛋白表达水平的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别
浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
Ｂａｘ／βａｃｔｉｎ Ｂｃｌ２／βａｃｔｉｎ ＮＦкＢ／βａｃｔｉｎ

空白组 ０００ ０８８±０１３ １１８±０１１ １１２±０１４
低浓度组 １２５ ０９１±０１１ １１４±０１２ １０７±０１４
中浓度组 １０００ １０２±００８ ０９８±００９ ０８９±０１２

高浓度组 ４０００ １１６±００７ ０８６±００７ ０７６±００８

顺铂组 ２０００ １２２±００６ ０８１±００５ ０７２±００６

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５

３　讨论
牛蒡子苷元作为牛蒡子中主要的药理活性成分

之一，研究表明牛蒡子苷元对胶质瘤生长具有抑制

作用［７］，此外还具有多种药理活性，如抗糖尿病、抗

白血病活性、心脏病调节等。本实验研究结果表明，

牛蒡子苷元（２５～４０００μｍｏｌ／Ｌ）对 Ｃ６胶质瘤细
胞具有明显的增殖抑制作用。与空白组比较，经牛

蒡子苷元处理后，使细胞大部分阻滞在 Ｇ１／Ｇ０期，Ｓ
期和Ｇ２／Ｍ期肿瘤细胞明显减少，细胞凋亡率显著
增高，且呈浓度依赖关系。抑制率与凋亡实验结果

说明，牛蒡子苷元可以抑制 Ｃ６胶质瘤细胞增殖，促
进凋亡。ＴＮＦα、ＩＬ２是机体内重要的细胞因子。
ＴＮＦα可以直接杀死肿瘤细胞，抑制肿瘤细胞增殖
并可以促进凋亡［８］。ＩＬ２可以增强 Ｔ细胞的杀伤
活性，发挥免疫功能［９］。牛蒡子苷元诱导 Ｃ６胶质
瘤细胞凋亡，可能与增加细胞内ＴＮＦα、ＩＬ２的水平
有关，发挥其调节免疫功能。ＮＦкＢ是参与细胞凋
亡的重要调控因子，其高表达是肿瘤产生耐药性的

重要原因［１０］。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，牛蒡子苷元
处理后，Ｃ６胶质瘤细胞中 ＮＦкＢ蛋白显著降低，促

凋亡蛋白 Ｂａｘ表达显著增加，抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ显著
降低，可能是牛蒡子苷元诱导 Ｃ６胶质瘤细胞凋亡
的机制之一［１１］。

本研究显示，牛蒡子苷元能够抑制 Ｃ６胶质瘤
细胞增殖，诱导其凋亡。实验结果显示牛蒡子苷元

可以提高 Ｃ６胶质瘤细胞中 ＴＮＦα、ＩＬ２水平，降低
ＮＦкＢ、Ｂｃｌ２蛋白水平，提高Ｂａｘ蛋白表达，抑制Ｃ６
胶质瘤细胞增殖，促进细胞凋亡。
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