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摘 要 目的 探讨重楼皂苷Ⅵ（PPⅥ）对脑胶质瘤细胞增殖和凋亡的影响及潜在机制。方法 以人脑胶质瘤 LN229细胞为对象，

采用MTT法检测不同浓度PPⅥ[0（对照组）、1、2、4、8、16、32、64 μmol/L]作用不同时间（24、48、72 h）后的细胞存活率，采用克隆形

成实验检测不同浓度 PPⅥ[0（对照组）、2、4、8 μmol/L]作用14 d 后的细胞克隆数和克隆形成率，采用流式细胞术和 Western blot 法

分别检测不同浓度 PPⅥ[0（对照组）、4、8 μmol/L]作用24 h 后的细胞凋亡率和凋亡相关蛋白[B 细胞淋巴瘤2（Bcl-2）、Bcl-2相关 X

蛋白（Bax）、切割的胱天蛋白酶3（cleaved caspase-3）]、Fas/Fas 配体（FasL）死亡受体通路相关蛋白、蛋白激酶 B（又称 Akt）/糖原合

成激酶3β（GSK-3β）通路相关蛋白的表达情况。结果 与对照组比较，PPⅥ各浓度组细胞的存活率、克隆数和克隆形成率、Bcl-2

蛋白的表达水平和 Akt、GSK-3β 蛋白的磷酸化水平均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）；细胞凋亡率，Bax、cleaved caspase-3蛋白和

Fas、FasL、cleaved caspase-8蛋白的表达水平均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）。结论 PPⅥ可抑制人胶质瘤 LN229细胞的增殖并

诱导其凋亡，这种作用可能与激活Fas/FasL死亡受体通路和抑制Akt/GSK-3β通路有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the effects of polyphyllin Ⅵ（PPⅥ） on the proliferation and apoptosis of glioma cells 

and potential mechanism. METHODS Using human glioma LN229 cells as objects， MTT assay was used to detect the survival rate 

after treated with different concentrations of PPⅥ [0 （control group）， 1， 2， 4， 8， 16， 32， 64 μmol/L] for different time （24， 48， 

72 h）. The clone formation experiments were adopted to detect the number of cell clones and clone formation rate after being 

treated with different concentrations of PPⅥ [0 （control group）， 2， 4， 8 μmol/L] for 14 days. The flow cytometry and Western 

blot assay were used to detect the apoptotic rate of cells， the expressions of apoptosis-related protein [B cell lymphoma-2 （Bcl-2）， 

Bcl-2 associated X protein （Bax）， cleaved caspase-3]， and the expressions of related proteins of Fas/Fas ligand （FasL） death 

receptor pathway and protein kinase B （Akt）/glycogen synthesis kinase-3β （GSK-3β） pathway after being treated with different 

concentrations of PPⅥ [0（control group）， 4， 8 μmol/L] for 24 h. RESULTS Compared with the control group， the survival rate 

of cells， the number of clones and clone formation rate， the protein expression of Bcl-2， and the phosphorylation levels of Akt and 

GSK-3β protein were decreased significantly in different concentration groups of PPⅥ （P＜0.05 or P＜0.01）. The apoptotic rate， 

the protein expressions of Bax， cleaved caspase-3， Fas， FasL and cleaved caspase-8 were increased significantly （P＜0.05 or P＜

0.01）. CONCLUSIONS PPⅥ can inhibit the proliferation and induce the apoptosis of human glioma LN229 cells， which may be 

related to the activation of the Fas/FasL death receptor pathway and the inhibition of the Akt/GSK-3β pathway.
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脑胶质瘤是一种源于神经胶质细胞的肿瘤，约占颅

内肿瘤所有分型的 51%[1]，其恶性程度高、生长速度快、

侵袭性和术后复发率高，患者的五年生存率低于10%[2]，

是临床常见且较具有攻击性的原发性脑部恶性肿瘤之
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一。现阶段，脑胶质瘤的临床治疗以手术为主，同时结

合化学疗法[3]，但手术无法完全根除病灶，化学疗法存在

副作用大、易发生耐药等不足，使得相关治疗无法获得

理想效果，给患者家庭和社会造成了巨大负担。

天然药物及其活性成分具有作用靶点多、长期使用

副作用小等独特优势，故从中挖掘脑胶质瘤的潜在治疗

药物具有重要意义[4]。重楼皂苷Ⅵ（polyphyllin Ⅵ，PPⅥ）

是从中药重楼中分离出的一种甾体皂苷类成分，对骨肉

瘤[5]、肺癌[6]、肝癌[7]、食管癌[8]、急性髓性白血病[9]、结肠

癌[10]等肿瘤细胞的增殖、转移具有抑制作用，并可促进

上述细胞的凋亡，表现出良好的多靶点效应[11]，可能是

一种潜在的多靶点抗癌药物。研究发现，PPⅥ可促进脑

胶质瘤细胞的凋亡和自噬，其作用机制与激活 c-Jun 氨

基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）和 p38丝裂原

激活的蛋白激酶（p38 mitogen-activated protein kinase，

p38 MAPK）通路有关[12]。但脑胶质瘤作为高度特异性

肿瘤必然受多种通路的调节，其中蛋白激酶 B（又称

Akt）/糖 原 合 成 激 酶 3β（glycogen synthase kinase-3β，

GSK-3β）信号通路和 Fas/Fas 配体（Fas ligand，FasL）死

亡受体通路与其发生、发展密切相关[13―14]。基于此，本

研 究 以 人 脑 胶 质 瘤 细 胞 LN229 为 对 象，并 基 于 Akt/

GSK-3β 和 Fas/FasL 通路初步探讨 PPⅥ抑制细胞增殖和

诱导细胞凋亡的潜在作用机制，为脑胶质瘤治疗药物的

开发提供理论依据。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 BPN-80CRH 型 CO2细胞

培养箱（上海一恒科学仪器有限公司），DYY-6D 型电泳

仪（北京六一仪器有限公司），Attune NxT 型流式细胞仪

（美国 Beckman Coulter 公司），iBright FL1500型化学发

光凝胶成像系统、Varioskan LUX 型多功能酶标仪[赛默

飞世尔科技（中国）有限公司]、Eclipse 80i 型倒置显微镜

（日本 Nikon 公司）等。

1.2　主要药品及试剂

PPⅥ对照品（批号 55916-51-3，纯度≥98%）购自成

都德思特生物技术有限公司；胰蛋白酶-乙二胺四乙酸

（EDTA）消 化 液（批 号 9002-07-7）、伊 红 染 液（批 号

G1100）、二甲基亚砜（DMSO，批号 D8371）、MTT 试剂

（批号 M8180）均购自北京索莱宝科技有限公司；胎牛血

清（批号 C0232）购自美国 Gibco 公司；LN229细胞专用

培养基（批号 CM0578）购自武汉普诺赛生命科技有限公

司；兔源切割的胱天蛋白酶 3（cleaved caspase-3）多克隆

抗体（批号9661）、兔源 cleaved caspase-8单克隆抗体（批

号 9496）、兔源 FasL 单克隆抗体（批号 68405）、兔源 Fas

单克隆抗体（批号 4233）、兔源 GSK-3β 多克隆抗体（批

号 9325）、兔源磷酸化 GSK-3β（p-GSK-3β）多克隆抗体

（批号 9336）、兔源 Akt 单克隆抗体（批号 4691）、兔源磷

酸化 Akt（p-Akt）单克隆抗体（批号 4060）均购自美国

Cell Signaling Technology 公司；兔源 B 细胞淋巴瘤 2（B 

cell lymphoma-2，Bcl-2）多克隆抗体（批号 GB113375）、

兔源 Bcl-2相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）

多克隆抗体（批号 GB114122）、兔源β-肌动蛋白（β-actin）

多克隆抗体（批号 GB11001）、BCA 蛋白定量检测试剂盒

（批号 G2026）均购自武汉塞维尔生物科技有限公司；凋

亡检测试剂盒（批号 AP101-100）购自杭州联科生物技术

股份有限公司。

1.3　细胞

人脑胶质瘤 LN229 细胞（编号 BNCC341218）购自

北京北纳创联生物技术研究院。

2　方法

2.1　细胞培养

取人脑胶质瘤 LN229细胞，接种于专用培养基中，

于 37 ℃、5%CO2条件（下同）下培养。每 2 d 更换 1次培

养基，取对数生长期的细胞进行后续实验。

2.2　PPⅥⅥ对细胞增殖能力影响的检测

取对数生长期的细胞，用培养基调整细胞密度至

5×104个/mL，按 100 μL/孔接种于 96孔板中，培养 24 h

后，将细胞分为空白组（不加细胞与药物，只加培养基）、

对照组（0.1%DMSO+培养基）、不同浓度 PPⅥ组（分别含

PPⅥ 1、2、4、8、16、32、64 μmol/L，浓度依据前期预实验

结果和相关文献[12]设置），每组设 5个复孔。分别培养

24、48、72 h 后，弃去培养基，加入 0.5 mg/mL 的 MTT 溶

液100 μL，孵育4 h，按150 μL/孔加入 DMSO，混匀。使

用酶标仪于 490 nm 波长下测定每孔的吸光度（A）值并

按下式计算各组细胞的存活率：存活率（%）＝（实验组 A

值－空白组 A 值）/（对照组 A 值－空白组 A 值）×100%；

同时，使用 GraphPad Prism 5.0软件计算 PPⅥ的半数抑

制浓度（median inhibitory concentration，IC50）。

2.3　PPⅥⅥ对细胞克隆形成能力影响的检测

取对数生长期的细胞，按500个/孔接种于6孔板中，

培养24 h。将细胞分为对照组和不同浓度 PPⅥ组（分别

含 PPⅥ 2、4、8 μmol/L，浓度参考“2.2”项下结果设置），

每组设3个复孔。每隔2 d 更换1次培养基并重新给药。

培养 14 d 后，弃去培养基，细胞用磷酸盐缓冲液清洗 3

次，再用预冷的甲醇固定15 min；移除甲醇，加入0.1% 结

晶紫染液染色 10 min；移除结晶紫染液，用水清洗 2次，

静置干燥后，使用显微镜对细胞克隆数（＞50个细胞）进

行记录，并按下式计算克隆形成率：克隆形成率（%）＝

克隆数/细胞接种数×100%。
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2.4　PPⅥⅥ对细胞凋亡率影响的检测

取对数生长期的细胞，按5×105个/孔接种于6孔板

中，培养 24 h。将细胞分为对照组和不同浓度 PPⅥ组

（分别含 PPⅥ 4、8 μmol/L，浓度参考“2.2”项下结果设

置），每组设3个复孔。培养24 h 后，消化并收集细胞，用

磷酸盐缓冲液清洗5 min×2次，并用培养基调整细胞密

度至 1×106个/mL。取上述细胞悬液 100 μL 置于 5 mL

组织培养管中，加入 Annexin-Ⅴ/FITC 试剂 10 μL，室温

避光孵育15 min；加入 PI 染液5 μL，混匀，室温避光孵育

10 min，使用流式细胞仪检测各组细胞的凋亡率。

2.5　PPⅥⅥ对细胞中凋亡相关蛋白、通路相关蛋白表达

影响的检测

细胞培养及药物处理同“2.4”项。培养24 h 后，提取

各组细胞的总蛋白并定量，经变性后进行电泳分离、转

膜、封闭。分别加入凋亡相关蛋白（Bcl-2、Bax、cleaved 

caspase-3）、Fas/FasL 通路相关蛋白（Fas、FasL、cleaved 

caspase-8）、Akt/GSK-3β 通 路 相 关 蛋 白（Akt、p-Akt、

GSK-3β、p-GSK-3β）和内参蛋白（β-actin）一抗（稀释比

例均为 1∶1 000），4 ℃孵育过夜；加入相应二抗（稀释比

例为 1∶1 000），室温孵育 1 h；避光加入 ECL 化学发光

液，孵育 1～2 min 曝光显影，并置于化学发光凝胶成像

系统下成像。使用 Image J 软件分析各条带的灰度值，

以 Bcl-2、Bax、cleaved caspase-3、Fas、FasL、cleaved cas‐

pase-8蛋白与内参蛋白条带的灰度值比值表示上述蛋白

的表达水平，以 p-Akt 与 Akt、p-GSK-3β 与 GSK-3β 蛋白

条 带 的 灰 度 值 比 值 表 示 Akt、GSK-3β 蛋 白 的 磷 酸 化

水平。

2.6　统计学方法

采用 GraphPad Prism 5.0 软件对数据进行统计分

析。数据以 x±s 表示，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两比较用 LSD-t 检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　PPⅥⅥ对细胞增殖能力的影响

与对照组比较，不同浓度 PPⅥ（1、2、4、8、16、32、64 

μmol/L）分别干预不同时间（24、48、72 h）后，细胞的存

活率均显著降低（P＜0.01），且有一定的浓度-时间依赖

趋 势；IC50 分 别 为（8.05±1.03）μmol/L（24 h）、（5.47±

0.28）μmol/L（48 h）、（4.09±1.24）μmol/L（72 h）。结果

见图1。

3.2　PPⅥⅥ对细胞克隆形成能力的影响

经不同浓度（2、4、8 μmol/L）的 PPⅥ干预后，各组细

胞的克隆数和克隆形成率均较对照组显著降低（P＜

0.05或 P＜0.01），且这种作用有一定的浓度依赖趋势。

结果见图2、表1。

3.3　PPⅥⅥ对细胞凋亡及凋亡相关蛋白表达的影响

流式细胞仪检测结果显示，随着 PPⅥ浓度的增加，

细胞凋亡有增多的趋势，各药物组的细胞凋亡率均较对

照组显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）。凋亡相关蛋白表

达检测结果显示，与对照组比较，各药物组细胞中 Bax、

cleaved caspase-3蛋白的表达水平均显著升高，Bcl-2蛋

白的表达水平均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）。结果

见图3、表2。

3.4　PPⅥⅥ对细胞 Fas/FasL、Akt/GSK-3ββ 通路相关蛋白

表达的影响

与对照组比较，各药物组细胞中 Fas、FasL、cleaved 

caspase-8蛋白的表达水平均显著升高，Akt、GSK-3β 蛋

白的磷酸化水平均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）。结

果见图4、表3。

存
活

率
/%

120

100

80

60

40

20

0

对照组 1               2               4                 8              16             32             64

PPⅥ组/（μmol/L）

24 h

48 h

72 ha
a a a

a
a

a

a

a a
a

a a
a

a a a a a a
a

a：与同时间点对照组比较，P＜0.01。

图1　PPⅥⅥ对细胞增殖能力的影响（x±s，n＝5）

A. 对照组 B. PPⅥ 2 μmol/L 组

C. PPⅥ 4 μmol/L 组 D. PPⅥ 8 μmol/L 组

图2　PPⅥ对细胞克隆形成能力的影响

表1　PPⅥⅥ对细胞克隆数和克隆形成率的影响（x±s，

n＝3）

组别
对照组
PPⅥ 2 μmol/L 组
PPⅥ 4 μmol/L 组
PPⅥ 8 μmol/L 组

克隆数
259.67±45.45

168.33±32.50a

68.67±35.92b

22.67±16.62b

克隆形成率/%
51.93±9.09

33.67±6.50a

13.73±7.18b

4.53±3.32b

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与对照组比较，P＜0.01。
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4　讨论
PPⅥ是从中药重楼中提取出来的一种甾体皂苷类

活性成分，具有抗肿瘤、镇静镇痛、抗炎和调节免疫等作

用[11,15]。研究发现，PPⅥ对脑胶质瘤细胞有一定的抑制

作用[12―13]。脑胶质瘤是较为常见的成人中枢神经系统

原发性恶性肿瘤，发病率和病死率均较高，且异常增殖

和异常分化是其基本特征，故增殖抑制能力是评价抗脑

胶质瘤药物干预效果的重要指标之一[3]。本研究结果显

示，PPⅥ可使人脑胶质瘤 LN229细胞的存活率下降，并

有一定的浓度-时间依赖趋势；同时，该成分能抑制细胞

的克隆形成，表明其对人脑胶质瘤 LN229细胞的增殖具

有抑制作用。

肿瘤细胞一般表现为失控性增殖，所以诱导其死亡

是肿瘤治疗策略的一个重要方向。细胞凋亡是一种受

严格控制的细胞死亡模式，Bcl-2蛋白酶家族与其密切

相关：当细胞受到信号分子刺激后，Bax 被激活而与 Bcl-

2形成多聚体，最终激活 caspase-3等凋亡执行蛋白，激活

后的 caspase-3 被切割为 cleaved caspase-3，后者能破坏

细胞功能，诱导细胞凋亡[16―17]。本研究首先应用流式细

胞术检测了细胞凋亡情况，结果显示，与对照组比较，

PPⅥ各浓度组细胞的凋亡率均显著升高，且有随药物浓

度增加而升高的趋势。随后，本研究应用 Western blot

法分析了 PPⅥ对细胞凋亡相关蛋白表达的影响，结果显

示，与对照组比较，PPⅥ各浓度组细胞中 Bax、cleaved 

caspase-3蛋白的表达水平均显著升高，Bcl-2蛋白的表

达水平均显著降低，表明 PPⅥ具有诱导 LN229细胞凋

亡的作用。

Fas/FasL 死亡受体通路在细胞凋亡中发挥着重要的

作用：Fas 与配体 FasL 结合后，可发生构象改变，随后在

膜内区域通过 DD 结构域连接接头蛋白 FADD 将 cas‐

pase-8活化为 cleaved caspase-8，后者可直接切割和激活

下游的 caspase-7、caspase-3，最终通过 caspase 信号级联

反应来诱导细胞凋亡的发生[18]。本研究结果显示，PPⅥ
各浓度组细胞中 Fas、FasL、cleaved caspase-8 蛋白的表

达水平均较对照组显著升高，提示 PPⅥ诱导 LN229细

胞凋亡的作用可能与激活 Fas/FasL 死亡受体通路相关。

Akt/GSK-3β 通路可调控细胞增殖和凋亡[19]。活化

的 Akt 可通过促进下游底物（如 GSK-3β）的磷酸化来参
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A. 对照组的凋亡流式图
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D. 凋亡相关蛋白表达的电泳图

105

104

103

102

P
I

102   103      104      105

Annexin Ⅴ-FITC

B. PPⅥ 4 μmol/L 组的凋亡流式图
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C. PPⅥ 8 μmol/L 组的凋亡流式图

图3　PPⅥⅥ对细胞凋亡影响的流式图及对凋亡相关蛋白表达影响的电泳图

表2　PPⅥⅥ对细胞凋亡及凋亡相关蛋白表达的影响

（x±s，n＝3）

组别

对照组
PPⅥ 4 μmol/L 组
PPⅥ 8 μmol/L 组

细胞凋亡率/%

2.87±2.34

17.28±3.58a

39.06±6.66b

凋亡相关蛋白
Bax

0.14±0.02

0.26±0.04a

0.67±0.05b

Bcl-2

1.32±0.03

0.93±0.06b

0.54±0.02b

cleaved caspase-3

0.60±0.04

1.19±0.02a

2.96±0.03b

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与对照组比较，P＜0.01。

Fas

FasL

cleaved caspase-8

β-actin

45 kDa

31 kDa

22 kDa

43 kDa
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A. Fas、FasL 和 cleaved caspase-8
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C. p-GSK-3β 和 GSK-3β

B. p-Akt 和 Akt

图4　PPⅥⅥ对细胞 Fas/FasL、Akt/GSK-3ββ 通路相关蛋

白表达影响的电泳图

表3　PPⅥⅥ对细胞 Fas/FasL、Akt/GSK-3ββ 通路相关蛋

白表达的影响（x±s，n＝3）

组别

对照组
PPⅥ 4 μmol/L 组
PPⅥ 8 μmol/L 组

Fas/FasL 通路
Fas

0.15±0.06

0.39±0.03a

0.61±0.04b

FasL

0.13±0.02

0.37±0.04a

0.68±0.02b

cleaved caspase-8

0.09±0.02

0.37±0.06b

0.53±0.03b

Akt/GSK-3β 通路
p-Akt/Akt

1.77±0.03

1.08±0.02a

0.42±0.07b

p-GSK-3β/GSK-3β
1.17±0.06

0.98±0.05b

0.42±0.07b

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与对照组比较，P＜0.01。
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与细胞增殖、分化和凋亡等多种生物学过程[20]。研究指

出，沉默的 GSK-3β 能诱导脑胶质瘤细胞凋亡并降低其

存活率和增殖率[21]。可见，Akt/GSK-3β 通路有望成为肿

瘤治疗的潜在靶点。此外已有研究证实，一些天然物质

（如芳樟醇、大车前苷等）能通过抑制 Akt/GSK-3β 通路

来诱导肿瘤细胞凋亡[22―23]。本研究结果显示，不同浓度

的 PPⅥ均可显著下调 Akt、GSK-3β 蛋白的磷酸化水平，

表明 PPⅥ诱导 LN229细胞凋亡的作用可能与抑制 Akt/

GSK-3β 通路有关。

综上所述，PPⅥ能够抑制人脑胶质瘤 LN229细胞的

增殖，并可促进其凋亡，其机制可能与其激活 Fas/FasL

死亡受体通路和抑制 Akt/GSK-3β 通路有关。但本研究

仅从细胞层面初步探讨了 PPⅥ对脑胶质瘤细胞的影响，

下一步将利用动物模型进一步验证。
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