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摘 要 目的：研究天然产物大黄素甲醚 8-O-β-吡喃葡萄糖苷（PG）对皮肤黑色素瘤 A375细胞凋亡的影响及机制。方法：以 0、

10、20、50 μg/mL的PG作用于A375细胞24、48、72 h后，采用CCK-8法测定细胞的存活率；以0（对照）、20、50 μg/mL的PG作用于

A375细胞48 h后，通过流式细胞仪以膜联蛋白Ⅴ/碘化丙啶（PI）双染法检测细胞凋亡率；免疫印迹法检测半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶 3（Caspase-3）和多腺苷二磷酸核糖聚合酶（PARP）的蛋白表达以及细胞色素 C 在线粒体内外的蛋白表达；以 0（对照）、5、10

μmol/L的PG作用于A375细胞48 h后，采用酶底物法测定细胞中Caspase-8、Caspase-9的活性。结果：PG能有效降低A375细胞的

存活率；与对照比较，20、50 μg/mL的PG作用后细胞凋亡率明显升高（P＜0.01），细胞中Caspase-3、PARP及细胞基质中细胞色素C

的蛋白表达均明显增强（P＜0.05或P＜0.01），线粒体中细胞色素C蛋白表达明显减弱（P＜0.05或P＜0.01）；5、10 μmol/L的PG作

用后细胞中Caspase-9活性明显增强（P＜0.05或P＜0.01），Caspase-8活性无明显变化。结论：PG能抑制A375细胞活性、促进细胞

凋亡；其是通过破坏线粒体膜电位、促进细胞色素C外流来发挥促凋亡作用的。

关键词 大黄素甲醚8-O-β-吡喃葡萄糖苷；皮肤黑色素瘤A375细胞；细胞凋亡；线粒体途径
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effect and mechanism of physcion 8-O-β-glucopyranoside（PG）on the apoptosis of skin

melanoma A375 cells. METHODS：After A375 cells were treated by PG with 0，10，20，50 μg/mL for 24，48，72 h，CCK-8

method was adopted to determine the survival rate of cells. After A375 cells were treated by PG with 0（control），20，50 μg/mL

for 48 h，flow cytometry was used to detect the apoptosis rate of cells with membrane protein Ⅴ/propidium iodide（PI）double
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黑色素瘤一般指恶性黑色素瘤，来源于黑素细胞，

多由黑素细胞所形成的痣或黑素斑发生恶变而来。近

30年来，黑色素瘤的患病率和致死率正以每年 4.1％的

速度呈现显著上升趋势，已成为近年来所有恶性肿瘤中

发病率增长最快的恶性肿瘤[1-3]。黑色素瘤极易转移致

死，属于最难有效治疗的肿瘤之一。鉴于已转移的晚期

黑色素瘤致死率极高，且其治疗方案相对有限，因此寻

找安全有效的新型治疗手段抑制黑色素瘤是治疗关

键。中药抗肿瘤有着悠久的历史和丰富的临床经验，具

有药理活性显著、毒副作用小、不良反应轻微等特点。

现代药化药理分析发现，羊蹄根中主要含有大黄素、大

黄素甲醚、大黄酚等蒽醌类成分[4-5]，具有抗菌、抗炎、抗

肿瘤及止血等生物活性，据此推测，羊蹄根中的抗肿瘤

有效成分对黑色素瘤也可能具有抑制作用。而羊蹄根

中主要抗肿瘤成分大黄素甲醚 8-O-β-吡喃葡萄糖苷

（PG），是近年来研究的热点，受到广泛的关注[6-9]。本研

究拟以羊蹄根中有效抗肿瘤成分PG作用于黑色素瘤细

胞，观察PG对黑色素瘤细胞凋亡的影响，以期为黑色素

瘤的临床治疗提供更多的新思路和新方法。

1 材料
1.1 仪器

Allegra X-22 型高速低温离心机（美国 Beckman

Coulter公司）；UV-4802型紫外分光光度计（上海旦鼎国

际贸易有限公司）；Mini-PRTEANⅡ型垂直电泳仪（美国

Bio-Rad公司）；Tecan Safire 2型多功能酶标仪（瑞士Te-

can公司）；DYY-Ⅲ8型电泳仪（北京六一仪器厂）；FACS

Vantage型流式细胞仪（美国BD公司）；Leica DMI 4000

B 型荧光倒置显微镜（德国Leica公司）；凝胶成像系统

（法国Vilber Lourmat公司）。

1.2 药品与试剂

PG（批号：140701，纯度：≥98％）和二甲基亚砜

（DMSO）均购自美国Sigma公司；小鼠抗半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶 3（Caspase-3）、多腺苷二磷酸核糖聚合酶

（PARP）、细胞色素C单克隆抗体和 10～170 kD彩色预

染蛋白质分子量标准（Marker）、二喹啉甲酸（BCA）蛋白

浓度测定试剂盒（中国碧云天生物科技有限公司）；大鼠

抗β-肌动蛋白（β-actin）单克隆抗体（北京康为世纪生物

科技有限公司）；辣根过氧化物酶（HRP）标记羊抗小鼠

免疫球蛋白 G（IgG）（美国 Cell Signaling Technology 公

司）；Ac-IETD- AFC（Caspase-8 荧光底物）、Ac-LEHD-

AFC（Caspase-9荧光底物）（天津百萤生物科技有限公

司）；RIPI细胞裂解液（北京索莱宝科技有限公司）；细胞

膜联蛋白Ⅴ（Annexin Ⅴ）-碘化丙啶（PI）凋亡检测试剂

盒（中国BioTeke试剂有限公司）；胎牛血清（天津灏洋生

物制品科技公司）；DMEM培养基（美国Invitrogen公司）。

1.3 细胞

人恶性黑色素瘤A375细胞株购自美国ATCC公司，

用含10％胎牛血清和1％双抗的DMEM培养基在37 ℃、

5％CO2、饱和湿度的细胞培养箱中培养。

2 方法
2.1 PG对A375细胞活性的影响

将A375细胞以 5×105 mL－1接种于 96孔板中，于培

养箱中培养至对数生长期，以0（对照）、10、20、50 μg/mL

的PG（以DMSO配制，下同）孵育细胞，调节细胞密度为

1×106 mL－1，孵育 24、48、72 h。然后向每孔加入 10 μL

CCK-8溶液，再将96孔板放入细胞培养箱孵育3 h，用酶

标仪检测 450 nm波长处的光密度（OD），计算细胞存活

率，试验重复3次。细胞存活率（％）＝（加药孔OD值－

空白孔OD值）/（对照孔OD值－空白孔OD值）×100％。

2.2 PG对A375细胞凋亡的影响

将细胞以 5×105 mL－1接种于 6孔板中，于培养箱中

培养至对数生长期，用0（对照）、20、50 μg/mL的PG孵育

细胞 48 h，调节细胞密度为 1×106 mL－1，加入 5 μL An-

nexin Ⅴ-异硫氰酸荧光素（FITC）的结合缓冲液，37 ℃温

育30 min。然后在4 ℃下PI染色15 min，用流式细胞仪

检测细胞凋亡情况，试验重复 3次。在 FACS管上样检

测荧光强度，设激发波长488 nm、发射波长635 nm、变异

系数（CV值）＜2％、前向角散射光（FSC）/侧向角散射光

（SSC）设门。收集门内 10 000个细胞，用Modfit LT 3.2

软件分析凋亡率，以Annexin Ⅴ－/PI－为活细胞、Annexin

Ⅴ+/PI－为凋亡早期细胞、Annexin Ⅴ+/PI+为凋亡晚期细

胞（死亡细胞）。

staining. Immunoblotting was used to detect the protein expressions of Caspase-3 and polyadenyl adenine diphosphate ribose poly-

merase（PARP）and protein expressions of cytochrome C inside and outside mitochondria. After A375 cells were treated by PG

with 0（control），5，10 μmol/L for 48 h，enzyme substrate method was used to determine the activities of Caspase-8 and Cas-

pase-9. RESULTS：PG can effectively decrease the survival rate of A375 cells. Compared with control，apoptosis rate of cells was

obviously increased after treated by PG with 20，50 μg/mL（P＜0.01）；protein expressions of Caspase-3，PARP in cells and cyto-

chrome C in cell matrix were obviously enhanced（P＜0.05 or P＜0.01）；and protein expression of cytochrome C in mitochondria

was obviously weakened（P＜0.05 or P＜0.01）. Caspase-9 activity in cells was obviously enhanced after treated by PG with 5，10

μmol/L（P＜0.05 or P＜0.01）；and Caspase-8 activity had no obvious changes. CONCLUSIONS：PG can inhibit activity of A375

cells and promote its apoptosis，and its pro-apoptotic effects is achieved by destructing mitochondrial membrane potential and pro-

moting cytochrome C outflow.

KEYWORDS Physcion 8-O-β-glucopyranoside；Skin melanoma A375 cells；Cell apoptosis；Mitochondrial pathway
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2.3 PG对A375细胞中Caspase-3、PARP及细胞色素C

蛋白表达的影响

按“2.2”项下方法培养和孵育A375细胞48 h后收集

细胞，用 RIPA 裂解液裂解细胞，收集裂解上清，采用

BCA 法测定蛋白浓度后，加入 5×上样缓冲液（Loading

buffer）煮沸后按 Western blot 法检测细胞中 Caspase-3、

PARP、细胞色素 C（线粒体中和细胞基质中）及内参

（β-actin）蛋白表达水平，试验重复 3次。蛋白表达以目

的蛋白/内参蛋白进行评价。将提取的蛋白样品混匀后

上样于十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）

电泳，同时以Marker作为分子量标记，75 V恒压30～45

min，待样品进入分离胶后调电压至120 V。待目的蛋白

分离后，进行转膜，250 mA恒流，湿转法转印1 h，以使目

的蛋白转印到PVDF膜上。转印结束后，PVDF膜用5％

脱脂牛奶室温摇床封闭1 h，之后用5％脱脂牛奶配制的

一抗（β-actin按1 ∶3 000配制，Caspase-3、PARP、细胞色素

C按 1 ∶ 1 000配制）室温摇床孵育 4 h。1× TBST缓冲液

洗膜，后加入 1×TBST 缓冲液配制的二抗（HRP 标记兔

抗小鼠 IgG按 1 ∶ 3 000配制）孵育 1 h，1×TBST缓冲液洗

膜。在暗室内进行显影，采用凝胶分析软件 Image J进

行灰度分析。

2.4 PG对A375细胞中Caspase-8和Caspase-9活性的

影响

按“2.2”项下方法培养A375细胞至对数生长期，用

0（对照）、5、10 μmol/L的PG孵育A375细胞48 h，调节细

胞密度为1×106 mL－1。将每个浓度的蛋白均分为二份，

分别加入Ac-IETD-AFC、Ac-LEHD-AFC，混匀后在37 ℃

孵育 2 h。通过酶标仪于发射波长 505 nm、激发波长

400 nm处检测荧光强度，试验重复3次。

2.5 统计学方法

采用Graph-pad Prism 5.01软件处理数据，计量资料

以 x±s表示，采用 t检验进行组间比较。P＜0.05表示差

异有统计学意义。

3 结果
3.1 PG能够抑制A375细胞活性

在PG孵育24 h后，仅50 μg/mL的PG能够明显降低

A375细胞的细胞存活率（P＜0.05）；孵育48、72 h后，20、

50 μg/mL的PG均能够明显降低A375细胞的细胞存活

率（P＜0.05），综合考察可优先选择短时间 48 h 进行后

续研究。此结果提示，PG能够抑制A375细胞活性，具

有抗A375细胞潜质。PG对A375细胞存活率的影响见

图1。

3.2 PG能够促进A375细胞凋亡

与对照比较，20、50 μg/mL的 PG孵育后A375细胞

凋亡率明显增加（P＜0.01），且随着PG剂量增加细胞凋

亡率增加越明显。PG作用后A375细胞的流式图见图

2，测定结果见图3。

3.3 PG能够促进A375细胞中Caspase-3、PARP蛋白

表达

与对照比较，20、50 μg/mL的 PG孵育后A375细胞

中 Caspase-3、PARP 蛋白表达均明显增强（P＜0.01），且

随着PG浓度增加增强越明显。PG作用后A375细胞中

Caspase-3、PARP表达的电泳图见图4，测定结果见图5。

3.4 PG通过线粒体途径启动凋亡

与对照比较，5、10 μmol/L 的 PG 作用后 A375细胞

中Caspase-8活性无明显变化，而Caspase-9活性随着PG

注：与对照比较，＊P＜0.05

Note：vs. control，＊P＜0.05

图1 PG对A375细胞存活率的影响

Fig 1 Effect of PG on survival rate of A375 cells
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图2 PG作用后A375细胞的流式图

Fig 2 Flow chart of A375 cells after treated by PG

注：与对照比较，＊＊P＜0.01

Note：vs. control，＊＊P＜0.01

图3 PG对A375细胞凋亡率的影响

Fig 3 Effect of PG on apoptosis rate of A375 cells
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浓度的增加不断增强（P＜0.05或P＜0.01）。PG对A375

细胞中Caspase-8、Caspase-9活性的影响见图6。

3.5 PG通过降低线粒体中细胞色素C蛋白表达增强细

胞基质中细胞色素C蛋白表达

与对照比较，20、50 μg/mL的PG作用后，A375细胞

线粒体中细胞色素C蛋白表达明显降低（P＜0.05或P＜

0.01），且随着PG浓度的增加降低越明显；A375细胞基

质中细胞色素C蛋白表达明显增强（P＜0.05或P＜0.01），

且随着PG浓度的增加增强越明显。PG作用后A375细

胞中细胞色素C蛋白表达的电泳图见图 7，测定结果见

图8。

4 讨论

PG是传统中药羊蹄根中的主要活性成分，也存在

于大黄、何首乌、虎杖等中药中，是自然界中天然存在的

蒽醌类化合物。自20世纪初，PG被提取、纯化并确认结

构之后，诸多学者致力于其药理学功效的深入研究，近

年来越来越多的研究结果见于报道，尤其PG抗肿瘤作

用的研究成为关注的焦点[10-11]。研究报道提示，PG具有

广谱抗肿瘤作用，对肺癌、口腔上皮癌、骨肉瘤、乳腺癌等

多种肿瘤均具有凋亡诱导和转移侵袭抑制等作用，其抗

肿瘤作用一部分是通过线粒体途径促凋亡实现的[12-13]。

针对黑色素瘤，截至目前，尚无PG抗黑色素瘤的相

关报道。笔者推测PG可以应用到黑色素瘤的预防与治

疗中，因此本研究以PG处理黑色素瘤A375细胞，检测

PG对A375细胞增殖、凋亡的作用。结果显示，PG能够

抑制 A375细胞活性，促进细胞凋亡，促进细胞中 Cas-

pase-3和PARP的蛋白表达。

笔者对PG促凋亡作用机制进行了研究。通常细胞

凋亡会通过线粒体途径、死亡受体途径两种主要方式，

线粒体途径凋亡以线粒体膜电位受损、Caspase-9激活为

特征，而死亡受体途径以死亡信号复合物（DISC）形成、

Caspase-8激活为特征，二者均最终激活Caspase-3，启动

凋亡不可逆转模式。本研究结果提示，PG的促凋亡作用

可能是通过线粒体途径实现的，与死亡受体途径无关。

细胞色素C为生物氧化过程中的电子传递体，在线

粒体上与其他氧化酶排列成呼吸链，参与细胞呼吸过

程。通常情况下，细胞色素C主要存在于线粒体中，不

能进入细胞基质；而在线粒体膜电位损伤后，由于膜通

透性增加，细胞色素 C 进入细胞基质。因此，笔者以

Western blot法对细胞基质和线粒体中细胞色素C的蛋

白表达进行了检测。结果显示，细胞基质中细胞色素C
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图 4 PG作用后A375细胞中 Caspase-3、PARP蛋白表

达的电泳图

Fig 4 Electrophoresis chart of the protein expressions

of Caspase-3，PARP in A375 cells after treated

by PG

注：与对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

图 5 PG对A375细胞中Caspase-3、PARP蛋白表达的

影响

Fig 5 Effects of PG on the protein expressions of Cas-

pase-3，PARP in A375 cells
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图 6 PG对A375细胞中Caspase-8、Caspase-9活性的

影响

Fig 6 Effects of PG on the activities of Caspase-8，

Caspase-9 in A375 cells
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图7 PG作用后A375细胞中细胞色素C蛋白表达的电

泳图

Fig 7 Electrophoresis chart of the protein expression

of cytochrome C in A375 cells after treated by

PG

注：与对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

图8 PG对A375细胞中细胞色素C蛋白表达的影响

Fig 8 Effect of PG on the protein expression of cyto-

chrome C in A375 cells
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顶空固相微萃取-气质联用技术分析川芎酒炙前后的挥发性成分

曹 利＊，卢金清#，叶 欣，王 樊（湖北中医药大学药学院/湖北省药用植物研发中心，武汉 430065）
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摘 要 目的：比较川芎生品和酒炙品挥发性成分的差异，为川芎的药理活性研究及临床应用提供参考。方法：采用顶空固相微

萃取-气质联用技术分析川芎酒炙前后的挥发性成分，并运用面积归一化法计算各成分的相对百分含量。结果：从川芎生品中分

离出28个成分，鉴定出24个成分，占总挥发性成分的99.70％，含量较高的分别为2-甲基-2，3-二氢-1H-茚-2-醇（20.06％）、α-芹子

烯（17.97％）及4-乙基-壬烯-5-炔（9.24％）。从川芎酒炙品中分离出21个成分，鉴定出18个成分，占总挥发性成分的89.74％，含量

最高的为4-乙基-壬烯-5-炔（12.97％），其次为4-蒈烯（11.74％）和α-芹子烯（10.79％）；与生品相比，有效镇痛成分α-蒎烯、β-榄香烯

含量有所增加。结论：川芎酒炙前后挥发性成分及相对百分含量存在一定差异，酒炙后挥发性成分相对减少，但有镇痛作用的成

分含量增加，镇痛效果优于生品。

关键词 川芎；生品；酒炙品；挥发性成分；顶空固相微萃取；气质联用

Analysis of Volatile Ingredients of Ligusticum chuanxiong before and after Processed with Wine by Head-

space Solid Phase Microextraction-GC/MS

CAO Li，LU Jinqing，YE Xin，WANG Fan（School of Pharmacy，Hubei University of Chinese Medicine/Research

and Development Center of Medicinal Plant in Hubei Province，Wuhan 430065，China）

蛋白表达增加，表明PG破坏了A375细胞中的线粒体膜

电位，使线粒体膜通透性增加，细胞色素C进入细胞基

质，加剧了细胞凋亡。

综上所述，PG 能抑制 A375细胞活性、促进细胞凋

亡，其是通过破坏线粒体膜电位、促进细胞色素C外流

来发挥促凋亡作用的。
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