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肺癌是目前世界上病死率最高的恶性肿瘤[1-2]。化疗是当
前最有效治疗恶性肿瘤的方法，但其对肺癌细胞有效率仅为
20％～30％[3]。化疗诱导肿瘤细胞凋亡的同时也会增加肿瘤
细胞对化疗药物的耐药性，导致疗效降低。而化疗药物激活
核因子-κB（NF-κB）是肿瘤细胞产生耐药性的重要机制之一[4]，

因此寻找一种可以抑制NF-κB活性、减少肿瘤细胞耐药性并
促进癌细胞凋亡的安全、有效的药物具有重要意义。

芍药苷（Paeoniflorin，PF）是从毛茛科植物芍药（Paeonia

lactiflora）中提取的有效单体成分，具有促进肝癌 HepG2细
胞[5]、胃癌SGC7901细胞凋亡的作用，其机制为抑制NF-κB活
性[6]；同时亦有报道指出PF具有促进肺腺癌A549细胞凋亡的
作用[7]。因此，笔者研究了 PF是否可以通过激活NF-κB信号
通路来促进A549细胞凋亡及其具体作用机制，报道如下。

1 材料
1.1 仪器

BSA/24S型电子天平、PB-10型pH计（北京赛多利斯科学

仪器有限公司）；CO2培养箱（美国 Thermo Scientific 公司）；

F200/M200型多功能酶标仪（瑞士 Tecan 公司）；Chemi DocTM

XRS型凝胶成像系统（美国Bio-Rad公司）。

1.2 药品与试剂

PF（中国食品药品检定研究院，批号：110736-201438，纯
度：＞98％）；二甲基亚砜（DMSO）、MTT均购自上海生工生物
工程公司；二喹啉甲酸（BCA）法蛋白定量试剂盒、彩色预染蛋
白质分子质量标准、小鼠 p65抗体、β-actin均购自碧云天生物
技术研究所；兔Bax抗体、兔Bcl-xl抗体、兔抗pp65抗体均购自
美国 Epitmics 公司；半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶 3（Cas-

pase-3）检测盒（南京凯基生物技术有限公司）；胎牛血清、

DMEM培养基（美国Gibco公司）；电化学发光（ECL）法曝光液
（杭州联科生物技术有限公司）。

1.3 细胞

A549细胞购自美国标准生物品收藏中心（ATCC）。

2 方法
2.1 细胞活力测定

将 80％左右融合的 A549细胞，用 0.25％胰蛋白酶消化，
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摘 要 目的：研究芍药苷对肺腺癌A549细胞凋亡的诱导作用。方法：以0（阴性对照）、5、10、20、40 μmol/L芍药苷培养A549细

胞48 h后，以MTT法检测A549细胞活力。上述浓度芍药苷培养A549细胞24 h后，酶标法检测半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶3

（Caspase-3）活性；Western blot 法检测 Bcl-xl、Bax、核因子κB p65（NF-κB p65）、磷酸化核因子κB p65（NF-κB pp65）蛋白表达。结

果：与阴性对照比较，5～40 μmol/L芍药苷培养A549细胞48 h后，细胞活力减弱；5～40 μmol/L芍药苷培养细胞24 h后，细胞Cas-
pase-3活性、Bax蛋白表达增强；10～40 μmol/L芍药苷培养细胞24 h后，细胞Bcl-xl蛋白表达减弱，NF-κB pp65蛋白表达减弱；以

上差异均具有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）。结论：芍药苷可诱导A549细胞凋亡，其机制可能与激活NF-κB信号通路、调节相

关基因表达有关。
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Induction Effect of Paeoniflorin on the Apoptosis of Lung Adenocarcinoma A549 Cells
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the induction effect of paeoniflorin on the apoptosis of lung adenocarcinoma A549 cells.
METHODS：MTT method was used to detect the viability of A549 cells 48 h after the cells were cultured with paeoniflorin of 0

（negative control），5，10，20 and 40 μmol/L. 24 h after A549 cells were cultured with paeoniflorin at the above-mentioned concen-
trations，enzyme-linked immunosorbent assay was employed to detect the viability of cysteinyl aspartate specific proteinase 3（Cas-
pase-3），and Western blot to determine the protein expression of Bcl-xl，Bax，nuclear factor κB p65（NF-κB p65）and phosphory-
lated nuclear factor κB p65（NF-κB pp65）. RESULTS：Compared to the negative control group，A549 cells cultured with paeoniflo-
rin of 5-40 μmol/L for 48 h showed lower cell viability；A549 cell cultured with paeoniflorin of 5-40 μmol/L for 24 h showed high-
er activity of Caspase-3 and the expression of Bax；A549 cell cultured with paeoniflorin of 10-40 μmol/L for 24 h showed lower
protein expression of Bcl-xl and NF-κB pp65. There were statistically difference（P＜0.01 or P＜0.05）. CONCLUSIONS：Paeoni-
florin induces the apoptosis of A549 cells by a mechanism which may be related to the activation of NF-κB signaling pathway and
regulation related gene expression.
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细胞密度调整为 5×103 ml－ 1，接种于 96 孔细胞培养板，于
37 ℃、5％ CO2培养箱中培养 24 h。加入含 5％ 胎牛血清的
DMEM培养基，以 0（阴性对照）、5、10、20、40 μmol/L PF培养
48 h；每孔加MTT（5 mg/ml）20 μl，培养4 h后，弃上清，每孔加
入DMSO 150 μl，待结晶充分溶解后，570 nm波长处测定光密
度（OD），以OD值代表相对细胞活力。

2.2 细胞中Caspase-3活性测定
将 80％左右融合的 A549细胞，用 0.25％胰蛋白酶消化，

细胞密度调整为 1×104 ml－1，于 37 ℃、5％ CO2培养箱中培养
24 h。加入含5％胎牛血清的DMEM培养基，以0（阴性对照）、

5、10、20、40 μmol/L PF 培养 24 h 后，按 Caspase-3检测盒说明
书方法，用0.25％ 胰蛋白酶[不含乙二胺四乙酸（EDTA）]消化，

磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤，常规离心，收集细胞。加入预冷的
50 μl 裂解液，吹打均匀，置于冰上裂解40 min左右。其间涡旋
振荡 3～4次，每次 10 s，然后于 4 ℃下，以离心半径为 7.5 cm、

10 000 r/min 离心 1 min，小心吸取上清液，置于冰上待用。取
1～2 μl 上清液，检测其中的蛋白浓度。吸取 50 μl 含 100～

200 μg 蛋白的细胞裂解上清液，加入 50 μl反应液与 5 μl Cas-

pase-3底物，于 37 ℃避光培养 4 h，以酶标仪于 405 nm波长处
测定吸光度，以吸光度代表酶相对活性。

2.3 细胞中凋亡相关蛋白表达测定
Western blot法测定蛋白表达。将 80％左右融合的A549

细胞，用0.25％胰蛋白酶消化，细胞密度调整为1×104 ml－1，于
37 ℃、5％ CO2培养箱中培养 24 h。加入含 5％ 胎牛血清的
DMEM培养基，以 0（阴性对照）、5、10、20、40 μmol/L PF培养
48 h后，刮下细胞，常规离心；加入适量含有终浓度为1 mmol/L

苯甲基磺酰氟（PMSF）的RIPA裂解液，每隔 10 min置于涡旋
仪中震荡30 s，40 min后，于4℃下，以离心半径为7.5 cm、10 000

r/min离心 10 min，小心吸取上清液，即可获得总蛋白，用BCA

试剂盒对蛋白浓度进行测定。以20～35 ng/孔蛋白上样，十二
烷基硫酸钠（SDS）凝胶电泳，60 V电压下电泳30 min，80 V电
压下至溴酚蓝电泳刚至胶底部，后以湿法转膜。将膜浸入一
抗溶液孵育，4 ℃过夜；漂洗后，浸入辣根过氧化物酶（HRP）标
记的二抗溶液中室温孵育1～2 h。将膜取出漂洗，在膜上滴加
ECL曝光液，在凝胶成像系统中曝光。用Quantity One软件对
各抗体条带灰度值进行统计并计算NF-κB p65、NF-κB pp65蛋
白相对含量。

2.4 统计学方法
采用 SPSS 17.0软件处理试验数据。各组数据均为计量

资料，以x±s表示，采用LSD检验进行分析。P＜0.05为差异
有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞活力测定结果

与阴性对照比较，5、10、20、40 μmol/L PF培养细胞48 h后
细胞活力减弱，差异有统计学意义（P＜0.01），并呈浓度依赖
性。细胞活力测定结果见图1。

3.2 细胞中Caspase-3活性测定结果
与阴性对照比较，5、10、20、40 μmol/L PF培养细胞24 h后

细胞中 Caspase-3活性增强，差异有统计学意义（P＜0.01或
P＜0.05）。细胞中Caspase-3活性测定结果见图2。

3.3 细胞中Bcl-xl、Bax蛋白表达测定结果
与阴性对照比较，10、20、40 μmol/L PF培养细胞48 h后细

胞中Bcl-xl蛋白表达减弱；5、10、20、40 μmol/L PF培养细胞48

h后细胞中Bax蛋白表达增强，差异有统计学意义（P＜0.01或

P＜0.05），并呈浓度依赖性。细胞中Bcl-xl、Bax蛋白表达测定
结果见图3。

3.4 细胞核中NF-κB p65、NF-κB pp65蛋白表达测定结果

与阴性对照比较，10、20、40 μmol/L PF培养细胞48 h后细
胞核中 NF-κB pp65蛋白表达减弱，差异有统计学意义（P＜

图1 细胞活力测定结果
注：与阴性对照比较，＊P＜0.01

Fig 1 Determination results of viability of the cells
Note：vs. negative control，＊P＜0.01
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图2 细胞中Caspase-3活性测定结果
注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Fig 2 Determination results of the viability of Caspase-3 in

the cells
Note：vs. negative control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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图3 细胞中Bcl-xl、Bax蛋白表达测定结果
A.电泳图；B.柱形图

注：与阴性对照比较，＊P＜0.01，#P＜0.05，##P＜0.01

Fig 3 Determination results of protein expression of Bcl-xl

and Bax in the cells
A. electrophoretogram；B. histogram

Note：vs. negative control，＊P＜0.01，#P＜0.05，##P＜0.01
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0.01或 P＜0.05），表明 PF 能抑制细胞核 NF-κB p65蛋白的磷
酸化，而对细胞核内p65表达无任何影响。细胞核NF-κB p65、

NF-κB pp65蛋白表达测定结果见图4。

4 讨论
肺癌的化疗易使癌细胞产生耐药性，因此找到一种抑制

NF-κB活性、同时减少肿瘤细胞耐药性并能促进肿瘤细胞凋亡
的药物，将是肿瘤治疗领域的新突破点。研究表明，PF具有抗
多种肿瘤作用，但其作用机制尚不十分明确。笔者拟通过观
察不同浓度（5～40 μmol/L）PF对A549细胞活力的影响，为PF

在肺癌治疗方面的应用提供理论依据。本研究结果显示，随
着PF浓度的增加，A549细胞活力逐渐降低、凋亡相关蛋白的
表达逐渐增强，表明PF对肺腺癌的治疗作用可能是通过促进
A549细胞凋亡实现的。

细胞凋亡的途径主要有两条，一条是通过胞外信号激活
细胞内的 Caspase，另一条是通过线粒体释放 Caspase。其中
Caspase-3被认为是整个凋亡级联反应的一个最关键的执行
者，其通常以酶原形式存在，在多种凋亡信号刺激下被激活，

从而降解多种蛋白底物。本研究结果表明，随着PF给药浓度
的增加，Caspase-3活性逐渐增强，诱导A549细胞凋亡，与已有
报道[8]相一致。细胞凋亡又称细胞程序化死亡，是一种在基因
调控下的自主性细胞死亡方式。Bax和Bcl-xl是Bcl-2家族的
促凋亡蛋白和抗凋亡蛋白，是一对正负调节因子，Bcl-xl的过
量表达时，形成Bcl-xl同源二聚体，能抑制细胞凋亡，细胞受到
保护；而Bax的过度表达，不仅可以与Bcl-xl形成异源二聚体，

拮抗Bcl-xl抑制凋亡的作用，还可形成Bax同源二聚体，促进
细胞色素 C 释放，激活 Caspase 介导的细胞凋亡 [9]。Western

blot 法结果显示，PF 能下调 A549细胞 Bcl-xl 蛋白表达，上调
Bax蛋白表达，并呈浓度依赖性，从而促进A549细胞凋亡。

NF-κB是一类能与多种基因启动子或增强子κB 位点发生
特异性结合并促进其转录的蛋白。在细胞中最常见的作用形
式为与p65 及 p50 组成的二聚体，未受刺激时与核因子抑制蛋

白 IκB 结合；当受到刺激时，IκB 被降解、磷酸化，释放NF-κB，

使之恢复转录活性并从细胞质转移到细胞核内，调节相关基
因的表达。已证实NF-κB通过结合Bax家族启动子序列，来调
节基因的表达 [10]。已有研究发现，在多种恶性肿瘤细胞中，

NF-κB 抑制剂可以下调 Bcl-xl 的表达，上调 Bax 表达，增强
Caspase-3活性，促进肿瘤细胞凋亡[11]。本研究结果也表明，PF

能抑制A549细胞的细胞核中NF-κB p65蛋白磷酸化，从而上
调促凋亡蛋白表达，下调抑凋亡蛋白表达，最终提高Caspase-3

活性，诱导肿瘤细胞凋亡。

综上所述，PF可能通过激活NF-κB信号通路、调节相关基
因表达而促进A549细胞凋亡。
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图4 细胞核NF-κB p65、NF-κB pp65蛋白表达测定结果
A.电泳图；B.柱形图

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Fig 4 Determination results of protein expression of NF-κB

p65 and pp65 in the nucleus
A. electrophoretogram；B. histogram

Note：vs. negative control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
阴性对照

蛋
白

相
对

含
量 ＊

5 μmol/L 10 μmol/L

组别
B

20 μmol/L 40 μmol/L

＊＊

＊＊

pp65

p65

pp65

p65

β-actin

阴性对照 5 μmol/L 10 μmol/L

组别
A

20 μmol/L 40 μmol/L

··3105


