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水飞蓟宾诱导肺腺癌 Anip973细胞凋亡的分子机制研究
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摘要 目的：探讨水飞蓟宾诱导肺腺癌 Anip973细胞系细胞凋亡的分子机制。方法：采用MTT法、倒置显微镜和电子显微镜等形
态学检测以及流式细胞仪 (FCM) 技术检测、DNA Ladder分析、凋亡分子 PARP的表达检测细胞凋亡，同时进行凋亡相关蛋白
Bax、Bcl-2、caspase-3和 caspase-9表达活性分析。结果：(1)水飞蓟宾对人肺腺癌 Anip973细胞系细胞的增殖有显著抑制作用；(2)
水飞蓟宾作用 Anip973细胞 48h后，随着浓度的增加，倒置显微镜下可见细胞数目减少，胞体变小、变圆，到高浓度时出现较多的
死亡细胞；(3)扫描电镜观察发现，随着水飞蓟宾作用浓度的增加，Anip973细胞中出现增多的凋亡细胞，凋亡细胞表现出典型的
超微结构特征；(4)流式细胞仪检测的结果发现，随着药物作用时间的延长，Anip973细胞的 G1期细胞比例增多，S期细胞明显减
少，G2期细胞略有减少，并出现明显的凋亡峰。（5）水飞蓟宾作用后的 Anip973细胞出现明显的 DNA Ladder和 PARP降解增加
等凋亡特征；（6）水飞蓟宾作用后，Anip973细胞中的凋亡相关蛋白 Bax表达增加、caspase-3和 caspase-9酶活性增加，而 Bcl-2表
达降低。结论：水飞蓟宾在体外有抑制人肺腺癌细胞 Anip973的增殖作用，并通过激活线粒体依赖的 caspase凋亡通路，诱导其凋
亡。
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ABSTRACT Objective: To investigate the molecular mechanism of Sliybinin-induced apoptosis of Lung Cancer Cell Anip973.
Methods: The cancer cell apoptosis was detected by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) colorimetric assay, morphological observations
with inverted microscope and electron microscope, flow cytometry, DNA ladder analysis, expression analysis of PARP as well as the ex-
pression and activity analysis of some apoptosis-related proteins including Bax, Bcl-2, caspase-3 and caspase-9. Results: (1) Sliybinin had
significant inhibiting effect on the cellular proliferation of Anip973 cells; (2) When treated by Sliybinin for 48 hours, with the increasing
of the concentrations, the number of Anip973 cells decreased, the cell body became smaller and more circular under light microscope,
and the number of dead cells escalated with an increased concentration of silymarin treatment. (3) More Anip973 cells presented apopto-
sis and these cells appeared typical ultrastructural features with the increasing of Sliybinin concentration; (4) The proportion of Anip973
cells in G1 phase increased, and the number of cells in S phase decreased significantly, which reduced slightly in G2 phase and also pre-
sented significant apoptotic peak with the prolongation of drug action; (5) The Anip973 cells treated with Sliybinin presented distinct
apoptotic features including DNA ladder, PARP degradation, etc; (6) In Anip973 cells treated with Sliybinin, the expression of Bax and
the enzyme activities of caspase-3 and caspase-9 increased, while the expression of Bcl-2 decreased. Conclusions: Sliybinin can inhibit
the proliferation of human lung adenocarcinoma cell line Anip973 and induce its apoptosis by activating the mitochondria-dependent cas-
pase cascade pathway.
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前言

水飞蓟素(silymarin，SB)是从菊科植物水飞蓟中提取的黄
酮类化合物。在水飞蓟素组分中水飞蓟宾(silibinin，SB)含量最

多，生物活性也最强。研究表明 SB和 SB是一种很强的抗氧化
剂[1,2]。其具有抗脂质过氧化、清除自由基、抑制 5-脂氧合酶、维
持细胞膜稳定性、促进肝细胞再生及降血脂作用。临床主要用
于治疗中毒性及酒精相关性肝病，近年研究发现水飞蓟宾具有

抗肿瘤作用，对膀胱癌、肺癌、结肠癌、前列腺癌均具有良好的
抑制作用[1-4]，但目前对其抗肿瘤的机制尚无统一认识[5-6]。有研
究认为水飞蓟宾抑制 NF-KB的活性[7,8]，亦有研究认为水飞蓟

宾是通过影响周期蛋白及相关激酶的活性起作用[9,10]。此外，还
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有研究表明，水飞蓟宾的作用是通过调控 ERK1/2信号通路完
成的[11,12]。为了进一步明确 SB在肺癌治疗中的应用前景，本文
研究了 SB对人高转移表型肺腺癌 Anip973的作用，并探讨了
其抑制肿瘤细胞的机制。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1 细胞系 高转移表型肺癌细胞系 Anip973购于中科院生
物化学及细胞生物学研究所细胞库。
1.1.2 药品与试剂 SB购自中国药品生物制品检定所。无菌条
件下，DMSO溶解后，用 RPMI-1640培养液稀释至所需浓度。
溴化乙啶(EB)，RNA酶 A、蛋白酶 K与噻唑蓝(MTT)为 Sigma
公司产品 (MO，USA )；NAD为上海化学试剂公司购买。半胱
天冬酶 -9和半胱天冬酶 -3活力检测试剂盒购自 Chemicon In-
ternational(Temecula, CA, USA)。Bcl-2、Bax多克隆羊抗兔抗体
购于 Santa Cruz Biotechnology( Santa Cruz , CA , USA )，纯化的
鼠抗人抗 PARP单克隆抗体 Pharmingen公司产品；RPMI1640
培养基、胎牛血清、胰酶购为美国 Gibco公司产品。DMSO为
Sigma公司分装，HRP标记的羊抗兔、羊抗鼠 IgG为武汉博士
德公司产品；ECL检测试剂盒及 BCA法蛋白定量试剂盒购自
PIERCE公司。PMSF购自 BIB公司。硝酸纤维素转移膜购自
Amersham公司。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 肺腺癌细胞系 Anip973接种于 25ml培养瓶，
培养液为含 10%胎牛血清、1×105 U/L青霉素和 100mg/L链霉
素的 RPMI 1640，置于 37℃、50ml/L CO2、饱和湿度细胞培养箱
中培养。
1.2.2 MTT法观察 SB对 Anip973细胞增殖的影响 2.5g/L的
胰蛋白酶消化对数期生长的细胞，悬浮于含 10%胎牛血清的
RPMI1640培养液中，调整细胞浓度为 1.5×107/L，接种于 96
孔培养板，每孔 100μL，培养 24h 后，分别加入含有不同浓度
SB的 RPMI1640培养液 100μl，使 SB的终浓度为 5、10、15、
20、40mg/L。同时设阴性对照组、空白对照组，阴性对照组为只
加含有 DMSO的 RPMI1640培养液，空白对照组为不加细胞
而只加培养基，每组设三个复孔，培养 24h、48h、72h后，每孔加
入 5g/L MTT20μl，继续培养 4h后，吸去上清液，加入 150μl的
DMSO液，振荡培养板 10min，用酶标仪检测 OD值，检测波长
为 490nm，参考波长 630 nm。
1.2.3 倒置显微镜观察细胞形态学的变化 0.25%的胰蛋白酶消
化对数期生长的 Anip973细胞，悬浮于含 10%胎牛血清的 RP-
MI1640培养液中，调整细胞浓度为 1.5×107/L，接种于 96孔培
养板中，每孔 100μl，培养 24h 后，分别加入含有不同浓度的
SBRPMI1640培养液 100μl，使 SB的终浓度分别为 0、10、20、
40mg/L，培养 48h后在倒置显微镜下观察、照相。
1.2.4 扫描电镜观察细胞超微结构 20mg/LSB作用 Anip973细
胞 48h后，0.25%胰蛋白酶溶液消化，用含 10%血清的 RPMI
1640培养液悬浮细胞，将细胞悬液移入 10ml玻璃离心管中，
1000rpm离心 5 min，弃上清液，再用 1mL新鲜培养液重新悬
浮细胞，然后将细胞悬液移入 1.5mL的 EP管中，1500rpm离

心 15min后，吸去上清液，沿管壁缓慢加入 4℃预冷的 0.25ml/L
戊二醛固定细胞沉淀，送电镜室，包埋切片后，观察照相。
1.2.5 流式细胞术（FCM）测定细胞周期 20mg/LSB分别作用
Anip973细胞 24、48h后，0.25%胰蛋白酶溶液消化，500rpm离
心 5min收集细胞，弃去上清，用 PBS洗涤细胞 2次。用 0.9ml
PBS悬浮细胞制成单细胞悬液，缓慢加入 2.1ml纯乙醇，使乙
醇终浓度达 70%以固定细胞，置 4℃过夜。离心弃乙醇，用 PBS
洗涤细胞 2次。用 100μl PBS悬浮细胞，加碘化丙啶染色液 300
μl，作用 15min。流式细胞仪测定细胞周期，观察 G1期、G2期、
S期各期细胞所占的百分比，观察是否存在凋亡峰。
1.2.6 FCM检测细胞凋亡 分别用终浓度为 10、20、40mg/LSB
作用 Anip973 细胞 48h 后，0.25%胰蛋白酶溶液消化，500rpm
离心 5min收集细胞，吸弃上清，用 PBS洗涤细胞 2次。后续步
骤按照 AnnexinⅤ-FITC试剂盒说明书进行操作，用流式细胞
仪定量分析细胞凋亡水平。
1.2.7 DNA Ladder 检测细胞凋亡 分别离心收集经过
40mg/LSB处理 0、6h、24h、48h后的 Anip973细胞后，加细胞裂
解 液 （10mmol/LTris.Cl，pH7.6; 10mmol/LEDTA，pH8.0;0.5％
Triton x-100）13000rpm 离心 5min，收集上清；1% SDS 和
RnaseA（5g/L）56℃孵育 2h；加入蛋白酶 K（2.5g/L）37℃孵育
2h；1/10 体积 3M 醋酸钠和 2.5 倍体积的冷无水乙醇沉淀
DNA，4℃过夜。14000rpm离心 15min，最后将沉淀溶解在 50
μl TE buffer中，加 DNA Loading Buffer，1.8%琼脂糖凝胶电泳，
EB染色并照相。
1.2.8 Western blot检测凋亡分子 PARP的表达 不同浓度(0、5、
10、15、20、40mg/L)、不同时间点（0、6h、12h、18h、24h、48h）SB
作用 Anip973细胞后，PBS洗涤，加入适量的 RIPA裂解液在
冰浴中裂解细胞，收集蛋白 BCA法蛋白定量，取总蛋白相等的
样品行 9%SDS-PAGE电泳，然后电转移至 NC膜上，用鼠抗人
抗 PARP单克隆抗体作为抗体，HRP标记的羊抗鼠 IgG作为抗
体，ECL发光法检测。
1.2.9 Western blot检测 SB对 Anip973细胞中 Bax及 Bcl-2蛋
白表达的影响 不同浓度 (0、5、10、15、20、40mg/L)SB 作用 A-
nip973细胞 24h后，收获细胞，检测细胞内 Bax及 Bcl-2的蛋
白表达水平。分别用兔抗人 Bax多抗和鼠抗人 Bcl-2单抗分别
作第一抗体，HRP标记的羊抗兔和羊抗鼠的 IgG作第二抗体，
余操作同前。
1.2.10 caspase3和 caspase9活性检测 取 2×105个 Anip973细
胞，接种于 RPMl l640 培养液 (含 10％胎牛血清、青霉素
100U／ml、链霉素 100μg/ml)中，在 37℃、5％CO2及饱和湿度

下培养，加 SB致终浓度为 40mg/L，分别在 6、12、18、24、48h终
止培养。将收获的细胞在 500ul 细胞裂解液中冰浴
10min，10000×g离心 1 min(4℃)，取上清加人 2倍反应缓冲液
50ul (含 10mmol/LDTF)，再加入 5ml 4mmol/L LEHT-0NA底
物，37℃下孵育 2h，最后用 EL312 酶标仪 (BIO-TEK) 波长
400-405nm扫描并统计结果。

2 结果

2.1 SB对人高转移表型肺癌细胞系 Anip973细胞增殖的抑制
作用
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SB对人高转移肺腺癌 Anip973细胞的增殖有显著地抑制
作用，同一时间随着浓度的增加或者同一种浓度随着时间的延

长其抑制作用增强(P<0.01，图 1)。其作用 48h的半数抑制浓度
(IC50)为 19.60mg/L。

2.2 倒置显微镜观察 SB作用人高转移肺腺癌 Anip973后形态

学的变化

用终浓度分别为 0、10、20、40mg/L的 SB作用人高转移肺
腺癌 Anip97348h后，可见随着浓度的增加，细胞数目减少，有
些细胞变小、变圆，有些细胞变大、到高浓度时出现较多的死亡
细胞，特别是 40mg/LSB作用 Anip973细胞 48h 后，细胞大部
分死亡。而未加药只加等量溶剂用 RPMI 1640进行培养的 A-
nip973细胞则生长良好，随着时间的延长，细胞数目增多，细胞
密度加大。
2.3 扫描电镜观察 SB作用 Anip973细胞后细胞超微结构的变
化

通过扫描电镜观察到：未经过 SB处理的 Anip973肿瘤细
胞贴壁，并且生长旺盛，细胞表面的微绒毛多并且呈伸展状态；

当 20mg/LSB作用 Anip973细胞 48h后镜下可见细胞隆起，微
绒毛减少消失，表面光滑，并可见凋亡小体形成，晚期凋亡小体

脱离胞体形成团块状散落在周围。
2.4 FCM检测 SB对 Anip973细胞的细胞周期的影响
流式细胞仪检测的结果发现，终浓度 20mg/L的 SB作用

Anip973细胞 24hr，48hr后，随着药物作用时间的延长，与阴性
对照相比，细胞的 G1期细胞比例增多，S期细胞明显减少，G2
期细胞略有减少，出现了 G1期阻滞（图 2）。其中作用 24h、48h
后可在细胞周期图上出现明显的凋亡峰。

图 1 MTT法检测 SB对 Anip973细胞增殖的抑制作用
Fig 1 Inhibitory effect of SB on Anip973 cell proliferation by MTT assay

图 2 流式细胞仪检测 SB对 Anip973细胞的细胞周期影响结果:A：阴性对照组 B：20mg/L的 SB作用 24h组 C：20mg/L的 SB作用 48h组
Fig 2 SB affects cell cycle distribution of Anip973 detected by flow cytometry. A: Negative control. B: 20mg/L SB treatment after 24 h. C: 20mg/L SB

treatment after 48 h.

2.5 FCM检测 SB诱导 Anip973细胞凋亡率
终浓度为 10、20、40mg/LSB作用 Anip973细胞 24h后，凋

亡细胞的百分比依次为 11.6%、23.5%、38.2%，与阴性对照组
1.9%相比，各实验组的凋亡率具有显著差异性。（图 3）

图 3 流式细胞仪检测 SB对 Anip973细胞凋亡的结果: A：阴性对照组 B：10mg/LSB作用组 C：20mg/LSB作用组 D：40mg/LSB作用组
Fig 3 Anip973 cell apoptosis detected by flow cytometry after SB treatmentA: Negative control. B: 10mg/L SB. C: 20mg/L SB. D: 40mg/L SB
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2.6 DNA Ladder检测 SB诱导 Anip973细胞凋亡
Anip973在经过 SB处理 24和 48小时后都发生明显的凋
亡，琼脂糖凝胶电泳出现间隔 180-200bp的阶梯状条带，作用
24与 48小时后的条带更为明显（图 4）。

2.7 Western blot检测凋亡分子 PARP的表达
用Western blot检测发现用不同浓度的 SB作用 Anip973

细胞 12小时后，10mg/L开始就出现了 89KD的降解片段；当
用 10mg/LSB 作用 Anip973 细胞 6 小时后即出现了 PARP 片
段的断裂。（图 5）

2.8 Western blot检测 SB对 Anip973细胞中 Bax及 Bcl-2蛋白
表达的影响

Western-Blot 实验结果显示：SB 作用 Anip973 细胞 24h
后，随着药物作用浓度的增加，SB可上调 Bax的表达而下调
Bcl-2的表达。该实验结果提示 SB可通过降低 Bcl-2/Bax的比
例，促进细胞的凋亡（图 6）。

2.9 caspase3和 caspase9活性检测
检测结果显示（图 7）：随着作用时间的延长，高浓度的 SB

激活了 caspase9和 caspase3的活性，从而进一步证实 SB促进
Anip973细胞的凋亡依赖线粒体通路。

3 讨论

水飞蓟素是菊科植物水飞蓟、乳蓟、朝鲜蓟等的提取物，对
正常组织器官无明显毒副作用。近年来其抗肿瘤作用日益引起
人们的关注，SB是其主要成分，多项实验表明 SB能够抑制肿
瘤细胞的增殖及诱导肿瘤细胞凋亡[13-15]，其抗肿瘤作用机制与

下列因素有关：（1）诱导肿瘤细胞凋亡；（2）诱导肿瘤细胞分化；
（3）抑制凋亡抑制因子的 Survivin蛋白的表达；（4）抑制蛋白激
酶 ERK1/2和 JNK1/2的磷酸化；（5）抑制肿瘤血管生成；（6）抑
制 TNF所诱导的 NF-κB激活，促进 TNF-α诱导细胞凋亡；
（7）促进 Caspase-9及 Caspase-3的激活和多聚（ADP-核糖）聚
合酶（PARP）的裂解。但是其在肺癌中的抗肿瘤机制目前尚未
见相关报道。
本实验以肺腺癌 Anip973为研究对象，通过形态学及流式

细胞仪观察到 SB可诱导肺腺癌 Anip973产生凋亡，且具有时
间和浓度依赖性。在凋亡发生过程中，半胱天冬酶( caspase)家
族和 Bcl-2家族发挥重要作用[16]。在半胱天冬酶家族成员中，半

图 4 DNA Ladder检测 SB诱导 Anip973细胞的凋亡:M: DNAMarker

ladder MW10000

Fig 4 Bax and Bcl-2 expression detected by Western blotting in Anio973

cells treated with SB

图 5 Western blot检测凋亡分子 PARP的表达结果:A：不同浓度的 SB

作用 Anip973细胞 12h的检测结果
B：10mg/L的 SB作用 Anip973细胞不同时间点的检测结果

Fig 5 PARP expression detected by western blot A: Various concentration

of SB treatment on Anip973 cells at 12 h post-administration. B: PARP

degradation of 10 mg/L SB treatment on Anip973 cells at various time of

post-administration.

图 6 Western blot检测 SB对 Anip973细胞中 Bax及 Bcl-2蛋白的表

达

Fig 6 Caspase activity alteration in Anip973 cells after 40mg/L SB

treatment

图 7 40mg/L的 SB对 Anip973细胞内半胱天冬酶活性的影响
Fig 7 Caspase activity alteration in Anip973 cells after 40 mg/L SB

treatment
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胱天冬酶 -3发挥重要的作用。半胱天冬酶 -3以无活性的前体
形式(procaspase-3)存在于细胞胞浆中，需要上游半胱天冬酶的
激活才能行使功能。例如，procaspas-3的活化被一种凋亡活化
复合物调节，该复合物包括半胱天冬酶 -9的活化形式。半胱天
冬酶 -3一旦被激活，它将发挥一系列的效应功能，包括切断 I-
CAD 和 PARP 蛋白。其中切断 ICAD (inhibitor of cas-
pase-3-activated DNase) 将导致 CAD ( caspase-activated DNase
)，一种核酸内切酶的活化，从而引起 DNA的片段化，导致细胞
凋亡。本文研究发现 SB能激活半胱天冬酶 -9和半胱天冬酶 -3
活性并导致多聚（ADP-核糖）聚合酶（PARP）的裂解从而促进
细胞凋亡。另外，半胱天冬酶 -9参与了线粒体相关的细胞信号
转导通路。半胱天冬酶 -9的活化与细胞色素 C（一种线粒体蛋
白）的释放有关，而 Bcl-2家族成员调节细胞色素 C从线粒体
的释放[17]。通过免疫印记法检测发现 SB作用于人高转移肺腺
癌 Anip973后，抗凋亡蛋白 Bcl-2表达明显降低，而凋亡蛋白
Bax的表达明显增加，说明 SB的促凋亡机制与降低 Bcl-2/Bax
的比例有关。
本研究表明 SB诱导肺癌细胞的凋亡主要通过线粒体途
径，该结果不仅为 SB的肺癌临床治疗提供了实验依据，而且
也进一步拓展了其药理用途及研究价值。相信随着 SB的机制
研究和相关生物材料辅助技术的发展，将进一步促进 SB在临
床应用的潜力。
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