
现代生物医学进展 biomed.cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.12 JUN.2019

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2019.12.013

香鳞毛蕨苷提取物 E对人肺癌 A549细胞增殖及凋亡的影响 *

张 健 1 王 巨 1△ 廖 飞 1 孙天浩 1 王 磊 1 曲俊峰 1 隋嘉泽 1 赵智宏 1 刘宏宇 2

（1哈尔滨医科大学第一临床医学院胸外科 黑龙江哈尔滨 150001；

2哈尔滨医科大学第一临床医学院心血管外科 黑龙江哈尔滨 150001）

摘要 目的：研究香鳞毛蕨苷提取物 E(Fragranoside E)对人肺癌 A549细胞增殖及凋亡的影响。方法：将体外培养的人肺癌 A549

细胞分为对照组(0.1 %DMSO、100 nM紫杉醇)和实验组，通过 CCK-8实验、克隆形成实验检测细胞增殖情况；检测乳酸脱氢酶

(LDH)水平以探讨 Fragranoside E的细胞毒性；透射电镜及流式细胞术检测 A549细胞的凋亡情况。进一步采用 5mM N-乙酰半胱

氨酸(N-acetylcysteine，NAC)预处理 A549细胞 2 h后，采用荧光显微镜观察细胞内 ROS的释放情况。结果：CCK8及克隆形成实

验结果提示 Fragranoside E呈浓度和时间依赖性抑制 A549细胞增殖(P<0.05)；≤ 40 滋M Fragranoside E处理 A549细胞对其 LDH

的释放无显著影响(P>0.05)；而 40 滋M Fragranoside E可诱导 A549细胞凋亡，细胞内 ROS升高，NAC(5 mM)预处理 2 h后，细胞

内 ROS(112.6 %± 12.3 %)较 Fragranoside E处理组显著降低(P<0.05)。结论：Fragranoside E能够抑制 A549细胞增殖，诱导其凋

亡，其抗肿瘤活性可能与细胞内 ROS释放有关。
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Effect of Compound E from Dryopteris Fragrans (L.) Schott on the
Proliferation and Apoptosis of Human Lung Cancer A549 Cells*

To investigate the efftect of Fragranoside E from Dryopteris fragrans (L.) Schott on the proliferation and

apoptosis of human lung cancer of A549 cells. Human lung cancer A549 cells cultured in vitro were divided into the control

group (0.1 %DMSO, 100 nM paclitaxel) and the Fragranoside E group. Cell proliferation was examined by Cell counting kit (CCK-8) as-

say and clone formation assay; cytotoxicity was tested by LDH assay; cell apoptosis was detected by transmission electron microscope

and flow cytometry assay; releasing of ROS was observed by fluorescence microscopy, after some cells were pretreated with N-acetylcys-

teine (NAC) for 2 h. The results of CCK8 and clone formation experiments suggested that Fragranoside E inhibited the prolifera-

tion of A549 cells in a dose-dependent and time-dependent manner (P<0.05), without any obvious cytotoxic below 40 滋M concentra-

tion in LDH assay. Fragranoside E (40 滋M) induced A549 cell apoptosis and the increasing of ROS, which was significantly reduced

(112.6 %± 12.3 %) in cells pretreated with NAC (P<0.05). Fragranoside E inhibited the proliferation and induced the apop-

tosis of A549 cells, which might be closely related to the releasing of ROS.
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前言

肺癌发病率占全世界癌症发病率的首位，目前已成为对人

类健康威胁最大的恶性肿瘤，是众多恶性肿瘤的 "头号杀手 "[1]。

针对不同类型、不同分期的肺癌采取综合的治疗措施可最大程

度的改善肺癌的治疗效果，但肺癌患者的五年生存率仍仅为

20 %左右，尚不尽人意[2]。我国传统中草药是珍贵的天然药物资

源宝库，多种药物可通过诱导肿瘤细胞凋亡发挥抗肿瘤的作

用[3,4]。香鳞毛蕨(Dryopteris fragrans(L.)Schott)化学成分较为复

杂，可提取、分离得到多种类型的化学成分，主要有间苯三酚

类、萜类、黄酮类等[5]，多篇研究报道多种香鳞毛蕨提取物具有

抗肿瘤生物活性[6-10]。本研究以人肺腺癌 A549细胞为研究对象，

探讨了香鳞毛蕨提取物 E(Fragranoside E)对其增殖和凋亡的

影响。
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1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

香鳞毛蕨提取物 E(Fragranoside E)由黑龙江大学张彦龙教

授赠予。胎牛血清(FBS)、胰蛋白酶、RPMI-1640培养基购自美

国 Sigma-Aldrich Gibco 公司，Cell Counting Kit-8 购自碧云天

生物技术公司，乳酸脱氢酶(LDH)试剂盒购自南京建成生物工

程研究所有限公司，Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购自

碧云天生物技术公司，活性氧检测试剂盒购自碧云天生物技术

公司。日本 Olympus倒置、荧光显微镜，美国 Bio-Rad酶标仪，

美国 BD流式细胞仪。

1.2 细胞培养

人肺腺癌 A549细胞用 RPMI-1640培养基，含 10 %FBS、

抗生素 (100 u/mL青霉素、100 滋g/mL链霉素)，在 37 ±℃ 0.3

℃、5 %± 0.1 % CO2以及≥ 95 %湿度的培养箱中，常规培养。倒

置显微镜每日观察细胞生长情况，3日换液，适时传代。

1.3 CCK-8实验

应用 Cell Counting Kit-8(CCK-8)试剂盒检测 Fragranoside

E对 A549细胞增殖能力的影响。细胞接种于 96孔板中，3× 103

个 /孔。样品孔分别加入不同浓度的 FragranosideE(5滋M,10滋M,

20 滋M, 40 滋M和 80 滋M)，DMSO(0.1 %)为阴性对照，紫杉醇

(100 nM)为阳性对照。常规培养 24 h，48 h或 72 h。避光，每孔

分别加入 10 滋L CCK-8溶液，继续常规培养 2 h。酶标仪测定

OD450 值，计算细胞存活率(%)，依据 R&M方法计算各自的

IC50值。

1.4 克隆形成实验

细胞接种于 6孔板中，5× 102个 /孔。常规培养过夜，Fra-

granoside E(5 滋M, 10 滋M, 20 滋M, 40 滋M和 80 滋M)处理 A549

细胞，DMSO(0.1 %)为阴性对照，紫杉醇(100 nM)为阳性对照，

继续常规培养 10 d。10 d后吸净培养液，4℃预冷 PBS液漂洗

三次，冰乙酸、甲醇混合液(1:3)，4℃固定 15 min，1：1000结晶

紫溶液 2 mL染色 15 min。自来水冲净，干燥，倒置显微镜下拍

照，统计大于 50个细胞数的克隆数，计算 A549细胞的克隆形

成率(%)。依据 R&M方法计算 IC50值。

1.5 乳酸脱氢酶实验

细胞接种于 6孔板中，5× 105个 /孔，培养过夜。Fragra-

noside E(5 滋M, 10 滋M, 20 滋M, 40 滋M和 80 滋M)处理 A549细

胞，DMSO(0.1 %)为阴性对照，紫杉醇(100 nM)为阳性对照，

继续常规培养 48 h。弃细胞培养液，PBS液漂洗三遍，0.25 %

胰蛋白酶 2 mL消化，将完全脱落的细胞转移至离心管内，

1000 r/min，离心 5 min，收集上清。参照说明书，酶标仪检测

每孔的OD450值，依据公式分别计算人肺癌 A549细胞的相对

细胞毒(%)。

1.6 透射电镜检测细胞超微结构

细胞接种于 6.0 cm培养皿中，Fragranoside E(40 滋M)处理

A549细胞，DMSO(0.1 %)为阴性对照，常规培养 48 h。PBS液

漂洗三遍，0.25 %胰蛋白酶 2 mL充分消化，离心，收沉淀。2.5 %

戊二醛磷酸缓冲 4℃固定 12 h。0.2 M磷酸缓冲液洗涤三遍，1

%锇酸 4℃固定 3 h。0.2 M磷酸缓冲液洗涤三遍，丙酮(50 %、

70 %、90 %、100 %)依次脱水，ERL-4206环氧树脂渗透，包埋，

70℃烤箱内聚合 8 h。超薄切片，醋酸铀和柠檬酸铅染色，透射

电镜下观察，拍照，图片保存待用。

1.7 Annexin V/PI双染检测细胞凋亡率

细胞接种于 6.0 cm 培养皿中，20 滋M Fragranoside E 组，

40 滋M Fragranoside E组，(40 滋M Fragranoside E+5mMNAC)组

(使用 5 mM NAC预处理细胞 2 h)和 DMSO(0.1 %)阴性对照

组，继续培养 48 h。漂洗，消化，离心，收集沉淀。PBS重悬 A549

细胞，计数。取约 5× 105个 A549细胞至另一 1.5 mL离心管

中，4℃，1000× g离心 10 min，弃上清。195 滋L Annexin V/FITC
结合液重悬细胞，再加 5 滋L Annexin V/FITC轻混。10 滋L PI染
色液轻混，避光冰浴，流式细胞仪检测。

1.8 细胞活性氧的检测

细胞接种于 6.0 cm 培养皿中，40 滋M Fragranoside E 组，

(40 滋M Fragranoside E+5 mM NAC)组(使用 5 mM NAC预处理

细胞 2 h)和 DMSO(0.1 %)阴性对照组，继续培养 48 h。弃培养

液，用 PBS液漂洗两次。培养皿内加入 0.1 % DCFH-DA 1 mL，

37℃孵育 15 min。无血清培养基洗涤三次，荧光显微镜检测，

保存实验数据。

1.9 统计学分析

采用 SPSS 17.0统计学软件进行统计学分析，所有实验均

独立重复三遍，各参数的定量资料均用平均数± 标准差(mean

values± standard deviation)表示，多组间比较采用单因素方差分

析，两组间比较采用 t 检验，以 P<0.05 表示差异具有统计学
意义。

2 结果

2.1 Fragranoside E显著降低 A549细胞的存活率

依据不同浓度 Fragranoside E (5 滋M, 10 滋M, 20 滋M, 40

滋M和 80 滋M)和培养不同的时间(24 h, 48 h或 72 h)进行分组，

CCK-8试剂盒按说明操作，分光光度仪测定 OD450值，计算细

胞存活率(%)。如图 1所示，Fragranoside E以浓度及时间依赖

性抑制 A549细胞增殖。Fragranoside E作用 A549细胞 24 h的

IC50值是 43.1 ± 4.5 滋M，作用 48 h的 IC50值是 19.1± 3.7 滋M，
作用 72 h的 IC50值是 10.2± 2.3 滋M。

图 1 Fragranoside E对 A549细胞增殖的影响

Fig.1 Effect of Fragranoside E on the proliferation of A549 cells

注：结果以Means± SD(n=3)表示,*表示 P<0.05；**表示 P<0.01
Note: Results represented as means± s.d (n=3).* indicates P<0.05

and ** indicates P<0.01.
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2.2 Fragranoside E抑制 A549细胞的克隆形成

为了研究 Fragranoside E 对 A549 细胞的长效抑制作用，

应用不同浓度 Fragranoside E(5、10、20、40和 80 滋M)处理 A549

细胞，细胞克隆形成实验结果显示随着 Fragranoside E浓度的

增加，A549的细胞克隆数逐渐减少(图 2)，克隆形成率显著降

低(图 3，P<0.05)，说明 Fragranoside E能够长效抑制 A549细胞

的克隆形成，并呈现浓度依赖性。Fragranoside E克隆形成实验

的 IC50值是 6.9± 0.6 滋M。

图 2细胞克隆图

Fig.2 Colony formation efficiency of A549 cells

图 3 克隆形成率图

Fig.3 Clone formation rate of A549 cells

2.3 Fragranoside E对 A549细胞 LDH释放的影响

采用 Fragranoside E处理 A549细胞 48 h，检测细胞上清

液中 LDH的含量，如图 4所示：高浓度 Fragranoside E(80 滋M)

可显著增加 A549 细胞 LDH的释放 (P<0.05)，而较低浓度

Fragranoside E(≤ 40 滋M)对 A549 细胞 LDH的释放影响不明

显(P>0.05)。为避免 Fragranoside E的细胞毒作用干扰，后续实

验选用≤ 40 滋M Fragranoside E浓度。

图 4 LDH法检测 Fragranoside E对 A549的细胞毒性

Fig.4 Cytotoxity effects of Fragranoside E on A549 cells by LDH assay

2.4 Fragranoside E对 A549细胞凋亡的影响

如图 5显示，对照组细胞膜完整、光滑，可见微绒毛明显突

起，细胞核染色质均匀分布，细胞器清晰呈现；Fragranoside E

处理组肿瘤细胞体积缩小，凋亡小体形成，细胞质染色加深，核

固缩，染色质边集，线粒体变形，溶酶体吞噬线粒体形成自噬溶

酶体，核糖体脱颗粒。凋亡小体的出现提示 Fragranoside E处理

A549细胞可诱导细胞凋亡。

如图 6所示，20 滋M Fragranoside E诱导 A549细胞的凋亡

率为 20.5 %± 3.8 %，40 滋M Fragranoside E 诱导 A549细胞的

凋亡率为 57.6 %± 4.4 %，显著高于 20 滋M Fragranoside E处理

组(P<0.05)。(40 滋M Fragranoside E+5mM NAC)组诱导 A549细

胞的凋亡率为 12.9 %± 2.3 %，显著低于 40 滋M Fragranoside E

处理组(P<0.05)。
2.5 Fragranoside E促进 A549细胞释放 ROS

细胞内 ROS参与多种恶性肿瘤细胞的增殖抑制和诱导凋

亡[11]。图 7显示，Fragranoside E(40 滋M)处理 A549细胞后，细胞

内 ROS较对照组显著增多(153.6 %± 17.5 %），且 A549细胞

被活性氧抑制剂 NAC (5mM) 预处理 2 h 后，细胞内 ROS

(112.6 %± 12.3 %, P<0.05) 显著低于 Fragranoside E 处理组

（P<0.05）提示 Fragranoside E促进 A549细胞释放 ROS。
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图 6 Fragranoside E诱导 A549细胞凋亡 Annexin V/PI双染检测图

Fig.6 Annexin V/FITC and PI double dye images of apoptosis in A549 cells

图 7 A549细胞内 ROS检测

Fig.7 ROS detection in A549 cells

图 5 A549细胞透射电子显微镜图片。(A) DMSO (0.1 %)；(B )40 滋M Fragranoside E

Fig.5 A549 cells scanned under transmission electron microscopy.A549 cells in logarithmic growth phase were treated with 0.1 % DMSO (A) and 40 滋M
Fragranoside E (B)

3 讨论

香鳞毛蕨是鳞毛蕨科，鳞毛蕨属，为多年生落叶草本植物，

主要分布在高寒地区的滑石坡、碎石坡及火山周围的岩浆缝隙

中，世界范围内广泛分布。我国北方居民用其治疗皮肤病和关

节炎，因其疗效显著受到学者们的广泛关注。近年来，香鳞毛蕨

的生物活性研究主要涉及抗肿瘤[12]、抗炎[13]、风湿及皮肤病相关

治疗[14-16]等。本研究以人肺癌 A549细胞为研究对象，发现 Fra-

granoside E对 A549细胞起到增殖抑制及诱导凋亡的作用。

CCK-8实验结果间接反映 Fragranoside E处理 A549细胞

后活细胞的数量，代表 Fragranoside E对 A549细胞的短期抑

制作用。细胞克隆形成实验是细胞增殖的长效抑制指标。
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CCK-8 及细胞克隆形成实验的结果证实 Fragranoside E 对

A549细胞起增殖抑制作用，并且呈浓度时间依赖性增高。IC50

(半数有效抑制浓度)是评价抗肿瘤药物体外初筛活性最有效的

标准[17]。A549细胞的克隆形成实验 IC50值(6.9± 0.6 滋M)低于

CCK-8 实验(72 h)IC50 值(10.2± 2.3 滋M)，因此 Fragranoside E

可致 A549细胞长效且不可逆的增殖抑制。

细胞凋亡是细胞程序性死亡，对维持哺乳动物正常发育和

细胞稳态起着重要的作用，诱导肿瘤细胞凋亡是很有前景的肿

瘤治疗方式[18]。透射电镜检测 Fragranoside E对 A549细胞超微

结构的影响，发现肿瘤细胞体积缩小，凋亡小体形成。细胞质染

色加深。核固缩，染色质边集，线粒体变形，溶酶体吞噬线粒体

形成自噬溶酶体，核糖体脱颗粒，提示 A549细胞发生凋亡[19]。

通过对细胞凋亡率检测，进一步证实 Fragranoside E 可诱导

A549细胞发生凋亡，且呈浓度依赖性。

ROS的升高通过下调线粒体外膜上的 Bcl-2 诱发凋亡，

ROS下调可降低凋亡发生率 [20-23]，ROS是介导凋亡的关键因

素，在诸多抗癌药物的作用机制中 ROS直接或间接参与其中[24-28]。

NAC是还原型谷胱甘肽（GSH）前体，在体外又是 ROS的直接

清除剂，NAC预处理可一定程度上清除外界刺激因素导致的

ROS升高[29,30]。本实验证实 40 滋M Fragranoside E处理 A549细

胞后，ROS释放增加，应用 NAC预处理 A549细胞后 ROS明

显减少，说明A549细胞内的 ROS升高，主要是由 Fragranoside E

诱发，结合细胞凋亡率的检测结果（40 滋M Fragranoside E使

A549细胞细胞凋亡率增加，而 NAC可以逆转 A549细胞凋亡

率的增加），由此推测 A549细胞的凋亡可能与细胞内的 ROS

释放有关。而 ROS通过何种途径诱发 A549细胞凋亡是我们下

一步研究重点。

本研究以人肺癌 A549细胞为研究对象，发现 Fragranoside

E对 A549细胞起到增殖抑制及诱导凋亡的作用，且其抗肿瘤生

物活性与 Fragranoside的浓度和作用时间有关，Fragranoside E

抗 A549细胞的肿瘤生物活性，可能与激活细胞内 ROS有关。
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