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常绿钩吻碱抑制人神经胶质瘤U251细胞增殖的体内外作用特征
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(1. 福建中医药大学药学院, 福建 福州 350122; 2. 福建中医药大学, 生物医药研发中心, 福建 福州 350122)

摘要: 常绿钩吻碱 (sempervirine, SPV) 是从钩吻中分离得到的一种育亨宾型生物碱, 本研究探讨了常绿钩吻碱

抑制人神经胶质瘤细胞体内外增殖的作用特征。以 0～16 μmol·L-1不同浓度常绿钩吻碱处理人神经胶质瘤U251细

胞 24、48和 72 h, 分别用MTT法和集落形成实验检测细胞增殖, Hoechst细胞核染色和Annexin V-FITC/PI染色法检

测细胞凋亡, Western blot法检测PI3K、AKT、p-AKT、Bax、Bcl-2、caspase-3和 cleaved caspase-3蛋白。采用体内裸鼠

移植神经胶质瘤模型, 观察常绿钩吻碱抗神经胶质瘤的体内作用, 所有动物实验操作均严格遵守福建医科大学生物

医学伦理委员会相关规定。结果显示, 常绿钩吻碱在 1～8 μmol·L-1能显著抑制U251细胞的增殖和集落形成, 引起

细胞核固缩, 促进细胞凋亡, 蛋白检测表明, 其促进 caspase-3的切割活化, 下调Bcl-2/Bax值和PI3K蛋白的表达, 抑

制AKT的磷酸化; 裸鼠移植瘤实验结果表明, 剂量 4和 8 mg·kg-1·day-1常绿钩吻碱干预能抑制体内神经胶质瘤的生

长, 肿瘤重量分别减少了 44.76%和 61.26%。本研究在体内外水平表明, 常绿钩吻碱能明显抑制神经胶质瘤的增殖,

为其抗神经胶质瘤的研究开发奠定基础。
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Sempervirine inhibits proliferation of human glioma U251 cells

in vitro and in vivo
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Abstract: Sempervirine, a yohimbane-type alkaloid isolated from Gelsemium elegans, was found to signifi‐

cantly inhibit the cellular proliferation of U251 cells in vitro and in vivo in a dose-dependent manner. U251 cells

were treated with 0-16 μmol·L-1 of sempervirine for 24, 48 or 72 h. An MTT assay and clone formation assay were

used to investigate cell survival and clone formation. Hoechst staining and Annexin V-FITC/PI staining were used

to measure cell apoptosis. The expression of PI3K, AKT, p-AKT, Bax, Bcl-2, caspase-3 and cleaved caspase-3 was

determined by Western blot analysis. The antitumor effect of sempervirine in vivo was investigated by inoculating

nude mice with U251 cells. All animal experiments were in strict accordance with the regulations of the Biomedical

Ethics Committee of Fujian Medical University (Fujian, China). The results show that sempervirine significantly

inhibits the proliferation and induces the apoptosis of U251 cells, promotes cleavage of caspase-3, down-regulates

the protein expression of PI3K and Bcl-2/Bax, and inhibits phosphorylation of AKT in vitro. Intraperitoneal injec‐

tion of 4 or 8 mg·kg-1·day-1 of sempervirine inhibits U251 cells tumor growth in the xenograft nude mice, and

tumor weight decreased by 44.76% and 61.26%, respectively. Our study shows that sempervirine significantly
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inhibits the proliferation of U251 cells in vitro and in vivo, laying a foundation for further research and develop‐

ment of its anti-glioma effect.
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神经胶质瘤占恶性脑肿瘤的75%, 其中一半以上为

胶质母细胞瘤, 平均 5年生存率为 35%[1], 具有高发病

率、高复发率、高病死率和低治愈率的特点[2]。尽管过去

十年在揭示原发性脑肿瘤的分子基础方面取得了重大

进展, 但由于神经胶质瘤患病区域特殊性及瘤体强侵

袭性, 其有效的治疗方法仍面临巨大挑战[1]。手术、放疗

和化疗依然是治疗脑胶质瘤的重要手段, 然而放化疗常

缺乏选择性, 药物难以透过血脑屏障, 肿瘤部位药物浓

度较低, 难以达到消除脑胶质瘤细胞的效果[3]。现在

治疗胶质瘤的化疗药物主要有亚硝脲类烷化剂, 如卡莫

司汀、洛莫司汀和福莫司汀等, 这类药物脂溶性高, 可

以透过血脑屏障, 但其毒副作用大[4], 易引起脑损伤和

系统性的免疫抑制[5], 潜在不良反应严重; 替莫唑胺作

为新型烷化剂已在临床上用于治疗胶质瘤, 但 Johnson

等 [6]发现替莫唑胺能在异柠檬酸脱氢酶 (isocitrate

dehydrogenase, IDH) 突变的胶质瘤亚群中诱发超突变;

脑胶质瘤靶向治疗药物如贝伐单抗等可以通过抑制脑

胶质瘤的血管新生发挥独特疗效, 但也存在抑制正常

血管的形成, 导致高血压等不良反应[5]。因此, 研发疗

效显著、不良反应小的抗神经胶质瘤药物十分迫切。

钩吻 (Gelsemiurm elegans Benth.), 胡蔓藤属植物,

是世界著名的有毒植物, 主要分布在中国福建、云南、

贵州、广西等省, 亚洲东南部和美国南部[7]。《中药大辞

典》中描述: 钩吻又名胡蔓藤、断肠草, 性温, 味辛、苦,

有大毒, 具有祛风攻毒、散结、止痛作用, 主治风湿痹痛

和神经痛。国内早在上世纪 80年代就将钩吻应用于

临床治疗肿瘤, 并取得一定疗效[8], 但是, 由于钩吻毒

性极大, 导致其临床应用受到限制。而钩吻中微量的

yohimbane 型钩吻生物碱常绿钩吻碱 (sempervirine,

SPV, 图 1)[9-11], 由于其良好的抗精神疾病和镇静[12,13]等

中枢系统作用和低毒安全性[14,15]而被广泛关注, 然而

其抗神经胶质瘤的研究未见报道。本研究以人胶质瘤

细胞系U251为研究对象, 从体外细胞增殖抑制和相关

蛋白的检测及裸鼠体内移植瘤抑瘤作用的研究, 探讨

常绿钩吻碱抑制人神经胶质瘤的作用, 为常绿钩吻碱

抗神经胶质瘤研究与开发提供实验依据。

材料与方法

细胞 人源胶质瘤细胞U251购自中国科学院典

型培养物保藏委员会细胞库。

试剂 常绿钩吻碱 (由福建中医药大学药学院

3408实验室提供, 纯度 ≥ 98%); DMSO (美国 Sigma公

司); DMEM培养基、胰蛋白酶、胎牛血清 (美国Gibco

公司); PBS 缓冲液 (美国 Hyclone 公司); 青、链霉素

(北京 Solarbio 公司); 结晶紫染料 (北京索莱宝公司);

Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒 (大连美仑

公司); Hoechst 33342 染色液、ECL 化学发光试剂盒

(上海碧云天公司); PI3K、p-AKT、AKT、Bax、Bcl-2、

caspase-3、cleaved caspase-3、β-actin抗体、HRP标记山

羊抗兔 IgG (美国Proteintech公司)。

仪器 CO2 恒温细胞培养箱 (香港力康公司);

TDZ4A-WS低速水平离心机 (湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司); IX70型倒置荧光显微镜 (日本OLYMPUS

公司); Multiskan FC型酶标仪 [赛默飞世尔 (上海) 仪器

有限公司]; FACS Calibur流式细胞仪 (美国BD公司)。

细胞培养 人胶质瘤细胞U251细胞用含 10%胎

牛血清、100 μg·mL-1 青霉素和 100 μg·mL-1 链霉素的

DMEM高糖培养基, 于 37 ℃、5% CO2恒温培养。细胞

生长达到对数生长期 (70%～80%) 后 , 用 0.25% 胰酶

消化贴壁细胞, 按照1∶2～1∶3的比例传代培养。

MTT法检测细胞毒性和细胞增殖 将处于对数

生长期的U251细胞消化后, 用含血清的培养基重悬计

数 , 调整细胞密度以 5 000 个/孔接种于 96 孔板中 ,

37 ℃过夜培养。次日吸弃培养基后, 加入含有不同浓

度常绿钩吻碱 (0、1、2、4、8、16 μmol·L-1, 折算成质量浓

度为 0、0.273、0.546、1.093、2.186、4.373 μg·mL-1) 的培

养基 100 μL, 每组设置 5 个复孔 , 对照组加入 0.1%

DMSO 培养基 100 μL, 另设调零组 (不含细胞只加培

养基)。分别培养 24、48和 72 h后, 移除各孔中原有的

培养基, 加入MTT (10 mg·mL-1) 的工作液 10 μL; 将 96

Figure 1 Chemical structure of sempervirine (SPV)
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孔板重新放回 37 ℃、5% CO2细胞培养箱中避光孵育

4 h; 加入二甲基亚砜 (DMSO) 100 μL溶解线粒体中的

蓝紫色结晶甲瓒, 避光下将 96孔板放在水平震荡仪上

低速震荡 5 min; 在紫外酶标仪 540 nm波长处测定吸

光值 (A值), 计算细胞生长抑制率。

倒置相差显微镜观察细胞形态学变化 选择处于

对数生长期的U251细胞消化后, 以 3×105个/孔接种至

6孔板, 每孔加入2 mL培养基培养, 细胞贴壁后, 0、1、4

和 8 μmol·L-1常绿钩吻碱分别干预细胞 48 h后, 倒置相

差显微镜下观察细胞形态学变化。

集落形成实验 选择处于对数生长时期的U251

细胞, 用胰蛋白酶消化 3 min, 1 000 r·min-1离心 5 min

后, 收集细胞后, 细胞计数仪上计数, 调整细胞浓度为

每毫升 3×105个, 并接种到 6孔板中, 于 37 ℃、5% CO2

的饱和湿度培养箱培养。培养至 50%～60%时, 加入

不同浓度常绿钩吻碱干预 48 h, 吸弃上清液, 用PBS润

洗 3次, 胰酶消化细胞, 1 000 r·min-1离心 5 min吸弃上

清液收集细胞, 计数后按 500个/孔接种至 6孔板中, 每

3天换液 1次, 培养 14天后, 以结晶紫染色观察集落形

成情况 , 用 Image Quant TL 7.0 软件对克隆团进行计

数。相对克隆数 (%) = 100×给药组克隆数目/空白对

照组克隆数目。实验重复3次。

Annexin V-FITC/PI染色检测细胞凋亡 收集对

数生长期的U251细胞, 以 3×105个/孔的密度接种于 6

孔板, 37 ℃、5% CO2培养箱过夜, 次日吸弃培养基, 加

入含有不同浓度常绿钩吻碱 (0、1、4 和 8 μmol·L-1)

的培养基 2 mL, 对照组加入含 0.1% DMSO的培养基,

处理 48 h 后 , 收集细胞和培养上清液 , 按照 Annexin

V-FITC/PI凋亡检测试剂盒说明书操作, 流式细胞仪检

测细胞凋亡, 重复3次独立实验。

Hoechst 33342染色检测细胞凋亡 收集对数生

长期的U251细胞, 以 3×105个/孔的密度接种于 6孔板,

细胞贴壁后吸弃培养基, 加入含有不同浓度常绿钩吻

碱 (0、1、4、8 μmol·L-1) 的培养基 2 mL, 对照组加入含

0.1% DMSO的培养基, 处理 48 h后弃上清液, PBS洗

3次后加入Hoechst 33342染色液, 染色 15 min后弃上

清液, PBS洗3次, 荧光显微镜观察细胞凋亡情况。

Western blot实验 不同浓度常绿钩吻碱 (0、1、4

和 8 μmol·L-1) 干预U251细胞 48 h后, 加RIPA提取细

胞总蛋白, BCA试剂盒检测蛋白样本浓度。取20 μg总

蛋白, 进行 SDS-PAGE凝胶电泳、切胶、转膜、封闭后,

加入一抗, 4 ℃过夜孵育, TBST洗膜 3次, 每次 10 min,

加入二抗孵育 1 h, TBST洗膜 3次, 每次 10 min, 条带

浸于超敏 ECL 化学发光反应液 (A 液∶B 液 = 1∶1) 中

3 min, 室温下置于化学发光成像仪上曝光, 以 β-actin

作为内参, 测蛋白条带灰度值。

常绿钩吻碱对裸鼠异体种植U251细胞胶质瘤的

影响 6周龄 SPF级雄性 BALB/c裸鼠由上海斯莱克

实验动物有限责任公司提供 [实验动物使用许可证编

号 SCXK (沪) 2017-0005], 并饲养于独立通风笼盒。

笼内温度控制为 22～25 °C, 湿度控制为 50%～60%,

12 h光照/12 h黑暗交替, 自由饮水进食。所有动物实

验操作均严格遵守福建医科大学生物医学伦理委员会

相关规定。裸鼠BALB/c小鼠共 15只, 随机分为对照

组 (PBS)、常绿钩吻碱低剂量组和高剂量组 (通过腹腔

注射 4 和 8 mg·kg-1·day-1, 每周进行 5 次)。U251 细胞

(5×106个细胞) 悬浮在 1 mL PBS中, 皮下种植裸鼠的

右侧腋下。当肿瘤达到100 mm3, 开始药物治疗。每3天

测量肿瘤大小, 肿瘤体积根据以下公式计算: V (mm3) =

a×b2/2, a是肿瘤最长轴, b是肿瘤最短的轴。所有的小

鼠都在治疗28天后处死。收集肿瘤组织, 测量固定。

统计学方法 采用 SPSS 25.0统计软件进行分析,

所得数据以
-
x ± s表示, 组间比较采用 t检验, P < 0.05

为差异有统计学意义。

结果

1 常绿钩吻碱抑制U251细胞的增殖

不同浓度常绿钩吻碱 (0、1、4和 8 μmol·L-1) 处理

U251细胞 48 h后发现, 随着给药剂量的增加U251细

胞生长状态逐渐变差, 部分细胞变圆, 大小不一, 细胞

间接触明显变少, 胞体皱缩明显, 突触萎缩, 且悬浮细

胞碎片较多 (图2A)。MTT结果显示, 不同浓度常绿钩

吻碱 (0、1、2、4、8和 16 μmol·L-1) 干预 U251细胞能明

显抑制U251细胞的增殖, 且常绿钩吻碱对U251细胞

增殖的抑制作用表现为浓度依赖性和时间依赖性 (图

2B)。计算常绿钩吻碱作用 U251 细胞 48 h 时 IC50为

4.981 μmol·L-1, 折算成质量浓度为1.361 μg·mL-1。

2 常绿钩吻碱抑制U251细胞集落形成

集落实验证实 , 不同浓度常绿钩吻碱 (0、1、4 和

8 μmol·L-1) 处理U251细胞 48 h, 常绿钩吻碱能有效降

低U251细胞的集落形成, 给药组细胞克隆形成显著减

少 (图3)。

3 常绿钩吻碱能明显促进U251细胞凋亡

不同浓度常绿钩吻碱 (0、1、4和 8 μmol·L-1) 处理

U251细胞 48 h, 经Hoechst 33342染色, 发现对照组细

胞核呈规则的圆形, 着色均匀; 随着常绿钩吻碱剂量的

增加, U251细胞的细胞核固缩、碎裂, 形状不一, U251

细胞的数量逐渐减少 (图 4A); 流式细胞术检测结果表

明, SPV能够显著诱导U251细胞凋亡 (图 4B); Western

blot结果显示, 其下游蛋白Bcl-2表达下调, Bax表达明
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显上调, caspase-3的切割活化明显增加 (图4C)。

4 常绿钩吻碱对 U251细胞 PI3K、AKT 蛋白表达的

影响

Western blot结果显示, 0、1、4和 8 μmol·L-1常绿钩

吻碱干预U251细胞 48 h后, 与对照组相比, PI3K的表

达明显下调, AKT的磷酸化水平显著下降 (图5)。

5 常绿钩吻碱对体内神经胶质瘤的影响

本研究检测了常绿钩吻碱体内抑制神经胶质瘤细

胞生长的能力。结果显示, 与对照组相比, 给药常绿钩

吻碱 4 和 8 mg·kg-1·day-1对裸鼠肿瘤生长的抑制作用

明显。对照组平均肿瘤体积是 1 233.13 mm3, 常绿钩

吻碱低和高剂量组分别为 617.81和 347.9 mm3 (图 6A、

B); 两组裸鼠体重变化无显著差异 (图 6C); 与对照组

相比, 实验组的肿瘤重量分别减少了44.76%和61.26%

(图 6D)。这些结果表明, 常绿钩吻碱能抑制体内神经

胶质瘤细胞的生长。

讨论

近年来, 中草药因在抗炎、抗氧化和抗肿瘤等方面

具有较好的疗效成为医学研究的热点之一。传统中草

药在肿瘤治疗上具有一定的优势, 但由于有效成分尚

不明确或者毒性等原因, 导致其抗肿瘤的治疗应用受

限。钩吻是世界著名的剧毒植物, 以中医“以毒攻毒理

论”, 国内很早就有将钩吻应用于临床治疗肿瘤的案

例, 并取得一定疗效[8], 但是, 由于钩吻的中毒剂量与

有效治疗剂量相接近, 导致其临床应用受到极大的限

制, 因此以钩吻总生物碱提取物为研究开发的途径受

到毒性的阻碍, 如何更好地挖掘钩吻有效低毒单体成

为近年来的研究热点[16]。到目前已有报道 120多种钩

吻生物碱, 主要分为 humantenine、koumine、gelsemine、

sarpagine、yohimbane 和 gelsedine 型 6 种结构类型生

物碱[7], 叶文才等课题组[17-21]对钩吻剧毒物质基础已

有深入研究, 发现N1位甲氧基和C20位乙基是钩吻有

毒生物碱类的结构特征并且具有笼状骨架, 毒性成分

结构类型主要为 humantenine和 gelsedine型生物碱, 如

胡蔓藤碱乙、钩吻素己等 , 其中钩吻素己的毒性最

强。

常绿钩吻碱不同于其他钩吻生物碱 , 其属于

yohimbane 型 , 已被文献报道具有良好的安全性[14,15],

自被报道其结构和化学特性以来, 常绿钩吻碱已经实

现全合成及其化学结构修饰[22,23]。本课题组前期用1～

16 μmol·L-1浓度常绿钩吻碱处理正常细胞 (3T3-L1、小

鼠原代星形胶质细胞和人单核细胞THP-1) 时发现其

无细胞毒性, 用 100 mg·kg-1常绿钩吻碱灌胃给药小鼠

时发现其对正常小鼠也无毒性作用。借鉴常绿钩吻碱

具有显著的抗肿瘤作用[24]和良好的抗中枢系统疾病作

用 (镇静、抗焦虑等)[12,13], 课题组前期评价了钩吻总生

物碱和分离制备的单体成分抗肿瘤作用[25], 发现常绿

钩吻碱对人神经胶质瘤细胞U251具有明显的抑制作

用。故而本研究以人胶质瘤细胞系U251为研究对象,

通过常绿钩吻碱对神经胶质瘤的体内外作用特征研

究, 发现其在细胞水平对人神经胶质瘤细胞U251具有

明显的抑制作用; 体内水平通过裸鼠体内移植瘤实验,

Figure 2 SPV inhibited U251 cells proliferation. A: Photograph

(400×) of U251 cells on SPV treatment after 48 h; B: The effect of

SPV on the inhibition rate of U251 cell proliferation at the indicated

time, respectively. n = 5,
-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control

Figure 3 SPV inhibits U251 cells colony formation. A: The

representative photos of the clones formed by U251 cells; B: The

corresponding quantification results of colony formation. n = 3,
-
x ± s. ***P < 0.001 vs control
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发现常绿钩吻碱能显著抑制 U251 细胞胶质瘤生长 ,

4和 8 mg·kg-1·day-1剂量干预后的神经胶质瘤重量分别

减少了44.76%和61.26%。

鉴于化疗和放疗的不良反应, 寻找对脑胶质瘤有

效天然药物是国际研究的热点, 并发现大量的天然化

合物具有抗胶质瘤作用, U251作为常用的细胞模型,

被广泛用于神经胶质瘤的活性筛选。文献研究表明,

小檗碱抗U251浓度为50～100 μmol·L-1 [26]。从苦豆槐

中分离的生物碱苦豆碱能够促进U251细胞的凋亡, 其

有效浓度为 500～1 000 μmol·L-1 [27]。白藜芦醇诱导

U251 细胞增殖抑制和凋亡 , 其有效作用浓度为 25～

200 μmol·L-1 [28]。雷公藤红素在不同浓度范围内对U251

细胞有抑制作用, 其有效作用浓度为 0.3～10 μmol·L-1

(折算质量浓度为0.135～4.506 μg·mL-1), 但其急性毒性

大, 致其应用受限[29]。根皮素抗U251有效浓度为50～

100 μmol·L-1 [30]。地骨皮甲素在40～80 μmol·L-1浓度下

能有效抑制U251[31]。而临床上常用的化疗药物替莫唑

胺, 其有效抗U251浓度也高达50～100 μmol·L-1 [32]。而

本研究表明 , 常绿钩吻碱有效抗 U251 细胞 IC50 为

4.981 μmol·L-1 (折合质量浓度为 1.361 μg·mL-1), 从体

内水平来看, 4和 8 mg·kg-1·day-1剂量干预后, 神经胶质

瘤重量分别减少了44.76%和61.26%, 体内外的活性均

优于多数报道的天然化合物。

本研究通过 Hoechst 33342染色发现随常绿钩吻

碱浓度的增加, U251细胞的细胞核固缩、碎裂, 形状不

一, Annexin V-FITC/PI染色发现随着常绿钩吻碱浓度

Figure 5 Expression of PI3K and AKT proteins was detected by Western blot at different doses of SPV for 48 h. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.05,

**P < 0.01, ***P < 0.001 vs control

Figure 4 Effect of SPV on apoptosis of U251 cells. U251 cells were treated with SPV (0, 1, 4, and 8 μmol·L-1) for 48 h. A: Cell nuclear

morphological changes were measured by Hoechst 33342 stain and observed under a fluorescent microscope; B: Cell apoptosis was mea‐

sured by Annexin V-FITC and propidium iodide (PI) stain and then detected by flow cytometry; C: Expression of apoptosis-related proteins

was detected by Western blot. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control
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的增加, U251细胞凋亡率逐渐升高, 细胞凋亡明显增

多; 细胞凋亡是一种由基因调控、细胞内自主激活死亡

程序的死亡方式, 有研究表明通过抑制 PI3K/AKT信

号通路活性可抑制肿瘤细胞增殖并诱导其凋亡[33]。在

蛋白层面 , 通过检测常绿钩吻碱干预后 U251细胞中

PI3K 和 AKT等蛋白的表达, 发现常绿钩吻碱能抑制

U251细胞中PI3K的表达, 降低AKT的磷酸化, 在预实

验中, 除最终选择的凋亡时间点 48 h外, 这些激酶的蛋

白水平在细胞干预 24 h时就有明显改变。另外, 常绿

钩吻碱能上调 Bax 表达 , 下调 Bcl-2 表达 , 降低 Bcl-2/

Bax水平, 促进 caspase-3切割。

综上所述, 本研究发现常绿钩吻碱能在体内外显

著抑制神经胶质瘤U251细胞的增殖, 并能促进U251

细胞凋亡, 本研究为常绿钩吻碱抗胶质瘤的先导物或

抗胶质瘤的应用研究提供实验参考。
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