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摘要：目的　探讨重楼皂苷Ⅱ（ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅡ，ＰＰⅡ）对骨肉瘤（ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ，ＯＳ）细胞凋亡的影响及作用机制。方法　选取ＯＳ
的Ｕ２ＯＳ和ＨＯＳ细胞株作为研究对象。细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ８）法检测ＰＰⅡ对细胞活力的影响；克隆形成实验检测 ＰＰⅡ
对细胞克隆形成能力的影响；５乙炔基２′脱氧尿苷（ＥｄＵ）渗入实验检测ＰＰⅡ对细胞ＤＮＡ合成的影响；膜联蛋白Ｖ异硫氰基
荧光素／碘化丙啶（ａｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ）双染法检测ＰＰⅡ对细胞凋亡率的影响；ＪＣ１荧光探针检测 ＰＰⅡ对线粒体膜电位变化
的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＰＰⅡ对Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｂａｘ）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ３）、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｃａｓｐａｓｅ９、切割型半胱氨酸天
冬氨酸蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３，ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３）、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ７、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９、多腺苷
二磷酸多聚酶［ｐｏｌｙ（ＡＤＰｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＰＡＲＰ］、切割型多腺苷二磷酸多聚酶［ｃｌｅａｖｅｄｐｏｌｙ（ＡＤＰｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，
ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ］、蛋白激酶Ｒ样内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）、真核生物翻译起始因子
２α（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２α，ｅＩＦ２α）、Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白（Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）、激活转录因子４（ａｃｔｉ
ｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）、ｐＰＥＲＫ和ｐｅＩＦ２α蛋白表达水平的影响。结果　ＰＰⅡ显著性抑制ＯＳ细胞活力，并呈时间
和剂量相关性；抑制细胞克隆形成和ＤＮＡ合成；显著性增加细胞凋亡率，降低线粒体膜电位（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）；显著性提
高Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白比值，升高 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ７、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９、ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ、ｐＰＥＲＫ、ｐｅＩＦ２α、ＡＴＦ４和
ＣＨＯＰ蛋白表达水平（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。结论　ＰＰⅡ通过线粒体和内质网应激途径诱导ＯＳ细胞凋亡。
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　　骨肉瘤（ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ，ＯＳ）是一种易发于儿童和
青少年的常见原发性恶性肿瘤，具有隐匿性、侵袭性

强和易转移的特点，有统计显示约８０％患者确诊时
已发生病灶转移，术后效果差［１］；同时由于肺转移

和对化疗的耐药性，导致患者的生存率低、总体预后

差［２］。因此，研发治疗ＯＳ高效、低毒的药物显得尤
为迫切。

重楼为百合科植物云南重楼［Ｐａｒｉｓｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ
Ｓｍｉｔｈ　ｖａｒｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）ＨａｎｄＭａｚｚ］或
七叶一枝花［ＰａｒｉｓｐｏｌｙｐｈｙｌｌａＳｍｉｔｈｖａｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｈａｒａ］的干燥根茎，具有清热解毒、消肿
止痛、凉肝定惊的功效［３］。重楼中主要含有甾体皂

苷类、胆甾烷醇类、Ｃ２１甾体化合物等多种化学成分，
现代研究表明，甾体皂苷是重楼抗肿瘤的主要活性

成分，对肺癌、胃癌、肝癌等多种恶性肿瘤均有良好

的抗肿瘤作用。重楼皂苷Ⅱ（ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅡ，ＰＰⅡ）
属于甾体皂苷中的薯蓣皂苷，对黑色素瘤、乳腺癌和

肝癌等多种恶性肿瘤具有抑制细胞增殖、迁移侵袭

和诱导细胞凋亡等作用［４］，然而关于 ＰＰⅡ在 ＯＳ中
的作用及内在分子机制的相关研究还未见报道。因

此，本研究以ＯＳ细胞为研究对象，从线粒体和内质
网应激途径的角度探讨ＰＰⅡ对ＯＳ细胞凋亡的影响
及其可能的分子机制，以期为 ＰＰⅡ的开发利用和
ＯＳ的治疗提供实验依据。

１　材料与仪器
１１　药品与主要试剂

ＰＰⅡ（质量分数≥９８％，批号５０７７３４２７，成都
仪睿生物科技有限公司）；细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ
８，批号９１７Ｐ０１６，北京索莱宝科技有限公司）；膜联
蛋白Ｖ异硫氰基荧光素／碘化丙啶凋亡检测试剂盒
（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ，批号０２７Ｅ１２１０ＬＡ，南京诺唯赞
生物科技有限公司）；半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 ３
抗体（Ｃａｓｐａｓｅ３，批号３）、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３抗体（批
号２２）、多腺苷二磷酸多聚酶抗体（ＰＡＲＰ，批号
１５）、ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ抗体（批号１３）、Ｃａｓｐａｓｅ７抗体
（批号２）、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ７抗体（批号３）、Ｃａｓｐａｓｅ
９抗体（批号６）、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９抗体（批号２）、蛋
白激酶Ｒ样内质网激酶抗体（ＰＥＲＫ，批号６）、真核
生物翻译起始因子 ２α抗体（ｅＩＦ２α，批号 ９）、ｐ
ｅＩＦ２α抗体（批号６）、Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白抗体（ＣＨＯＰ，
批号１４）（美国 ＣＳＴ公司）；Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白抗体
（Ｂａｘ，批号 ＧＲ３２０４９７４１）、Ｂ淋巴细胞瘤 ２抗体
（Ｂｃｌ２，批号 ＧＲ３２５４８６６１）（英国 ａｂｃａｍ公司）；

ｐＰＥＲＫ抗体（批号＃４５Ｒ６４０６，北京博奥森生物技术
有限公司）；内质网应激抑制剂４苯基丁酸（４ＰＢＡ，
批号 Ｓ３５９２０２，美国 ｓｅｌｌｅｃｋ公司）；凋亡抑制剂 Ｚ
ＶＡＤＦＭＫ（批号 ０９１５２１２２０３１０）、５乙炔基２′脱氧
尿苷染色试剂盒（ＥｄＵ，批号 １０２９２０２０１１２３）、ＪＣ１
检测试剂盒（批号１０２９２０２０１１２３）（上海碧云天生物
技术有限公司）。

１２　细胞
上皮形态骨肉瘤细胞系（Ｕ２ＯＳ）和成纤维细胞

及上皮样骨肉瘤细胞系（ＨＯＳ）（中国科学院上海细
胞库）。

１３　仪器
ＭＲ９６Ａ型酶标仪（深圳迈瑞公司）；ＹＢ３００２型

分析天平（上海力能公司）；Ｗｅｓｔｅｒｎ电泳仪电源（上
海天能公司）；ＢｉｏｒａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋成像系统
（美国Ｂｉｏｒａｄ公司）；ＢＸ５３型荧光电子显微镜（日
本Ｏｌｙｍｐｕｓ／奥林巴斯公司）；ＦａｃｓＣａｎｔｏＩ型流式细
胞仪（美国ＢＤ公司）。

２　方　法
２１　药物配制

用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）作为溶剂，ＰＰⅡ溶解于
ＤＭＳＯ配制成母液，各组 ＤＭＳＯ溶剂浓度不超过体
积分数０１％。药物分装储存于－２０℃冰箱中避光
保存。

２２　细胞培养
Ｕ２ＯＳ和 ＨＯＳ细胞用含体积分数 １０％胎牛血

清、１００ｕ·ｍＬ－１青霉素、１００μｇ·ｍＬ－１链霉素的
ＤＭＥＭ高糖培养基，于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培
养，细胞密度长至８０％ ～９０％时消化传代，用于后
续实验。

２３　ＣＣＫ８法检测细胞活力
将对数生长期的Ｕ２ＯＳ和ＨＯＳ细胞以每孔５×

１０３个接种至９６孔板中，待细胞密度长至６０％～７０％
时加入不同浓度的ＰＰⅡ（０６２５、１２５、２５、５、１０、２０、４０
μｍｏｌ·Ｌ－１），同时设置溶剂对照组，继续培养２４、４８、
７２ｈ后，每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液再培养２ｈ，用酶
标仪在４５０ｎｍ波长处测定每个孔的吸光度（Ａ）值，每
组设３个复孔检测细胞活力（公式１）。

细胞活力 （％）＝（Ａ加药 －Ａ空白 ）／（Ａ０加药 －
Ａ空白）×１００％ 公式（１）

对于研究Ｃａｓｐａｓｅ抑制剂ＺＶＡＤＦＭＫ对ＰＰⅡ抑
制细胞活力作用的影响时，给药前加入终浓度

１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＺＶＡＤＦＭＫ孵育１ｈ，其余操作同上。
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对于研究内质网应激抑制剂４ＰＢＡ对 ＰＰⅡ抑
制细胞活力作用的影响时，给药前加入终浓度

２ｍｍｏｌ·Ｌ－１４ＰＢＡ孵育１ｈ，其余操作同上。
２４　克隆形成实验

将对数生长期的 Ｕ２ＯＳ和 ＨＯＳ细胞以每孔
１０００个接种于６孔板中，３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中孵
育过夜，加入含不同浓度的 ＰＰⅡ（５、１０、２０μｍｏｌ·
Ｌ－１）的新鲜培养基，设置溶剂对照组，继续培养２４ｈ
后，换成正常的新鲜培养基继续培养，每隔２～３ｄ
换１次液。１４ｄ后，６孔板中出现肉眼可见的克隆
体时终止培养，弃去培养液，用 ＰＢＳ清洗２次、４％
多聚甲醛固定３０ｍｉｎ、结晶紫染色液染色２０ｍｉｎ、
ＰＢＳ缓慢洗去染色液，置于空气中干燥后拍照。
２５　５乙炔基２′脱氧尿苷（ＥｄＵ）渗入实验

将对数生长期的 Ｕ２ＯＳ和 ＨＯＳ细胞以每孔
３×１０５个接种于激光共聚焦平皿中，３７℃、５％ ＣＯ２
培养箱中孵育过夜，加入含不同浓度的ＰＰⅡ（５、１０、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１）的新鲜培养基，设置溶剂对照组，给
药１８ｈ后，将５０μｍｏｌ·Ｌ－１的ＥｄＵ溶液加入培养基
中继续孵育 ６ｈ。弃去上清液，用磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）清洗２次、４％的多聚甲醛固定３０ｍｉｎ、加入
Ａｐｏｌｌｏ荧光染料避光孵育３０ｍｉｎ、ＰＢＳ清洗２次，加入
４′，６二脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）染色液继续孵育
３０ｍｉｎ、ＰＢＳ清洗２次后，激光共聚焦进行拍照检测。
２６　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测对细胞凋亡的
影响

将对数生长期的 Ｕ２ＯＳ和 ＨＯＳ细胞以每孔
３×１０５个接种于６孔板中，３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中
孵育过夜，加入含不同浓度的 ＰＰⅡ （５、１０、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１）的新鲜培养基，设置溶剂对照组。给
药２４ｈ后，离心收集细胞，加入５００μＬＢｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ
重悬细胞，每个样品管加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和
５μＬ碘化丙啶（ＰＩ），室温下避光孵育１５ｍｉｎ，流式细
胞仪进行检测。

２７　ＪＣ１检测线粒体膜电位变化
将对数生长期的Ｕ２ＯＳ和ＨＯＳ细胞以每孔３×

１０５个接种于６孔板中，３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中孵育
过夜，加入含不同浓度的ＰＰⅡ（５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１）
的新鲜培养基，设置溶剂对照组。给药２４ｈ后，离心
收集各孔细胞，用５００μＬ提前配好的ＪＣ１工作液重
新悬浮细胞沉淀，室温下避光孵育２０ｍｉｎ，用Ｉｎｃｕｂａ
ｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ洗涤细胞２次，流式细胞仪进行检测。
２８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达

收集细胞，提取总蛋白，采用 ＢＣＡ法测定各样

本蛋白浓度。配制体积分数８％ ～１２％聚丙烯酰胺
凝胶后，上样、电泳、转膜后，质量分数５％脱脂奶粉
封闭１ｈ，４℃一抗孵育过夜（目的蛋白抗体稀释比
例１∶１０００，内参 βａｃｔｉｎ抗体稀释比例１∶３０００）。
用ＴＢＳＴ缓冲溶液清洗３次，每次１０ｍｉｎ，二抗室温
孵育１ｈ后，继续用 ＴＢＳＴ缓冲溶液清洗３次，每次
１０ｍｉｎ。用增强型化学发光试剂（ＥＣＬ）显色，Ｂｉｏ
ＲＡＤ曝光仪曝光，采集不同时段的显色条带。采用
ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白条带的灰度值进行分析，以
βａｃｔｉｎ为内参，以相对灰度值表示目标蛋白的表达。
２９　统计学方法

实验结果用 珋ｘ±ｓ表示，实验数据用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８３软件对数据进行统计分析，两组间均数比
较采用ｔ检验，多组间均数比较采用ＯｎｅＷａｙＡＮＯ
ＶＡ检验，以Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

３　结　果
３１　ＰＰⅡ对ＯＳ细胞增殖能力的影响
３１１　ＰＰⅡ对 ＯＳ细胞活力的影响　ＰＰⅡ
（０６２５、１２５、２５、５、１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）分别作
用细胞２４、４８、７２ｈ，ＣＣＫ８法评估细胞活力，与对照
组比较，ＰＰⅡ显著抑制 Ｕ２ＯＳ和 ＨＯＳ细胞活力，呈
时间和剂量依赖性，且作用２４ｈ时Ｕ２ＯＳ细胞对ＰＰ
Ⅱ较为敏感（图 １）。ＰＰⅡ对 Ｕ２ＯＳ细胞在 ２４、４８、
７２ｈ的 ＩＣ５０值分别为７５６、５６６、２９７μｍｏｌ·Ｌ

－１，

对ＨＯＳ细胞在２４、４８、７２ｈ的 ＩＣ５０值分别为１０５７、
４８７、１８７μｍｏｌ·Ｌ－１。参考以上结果，确定５、１０、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１作为 ＰＰⅡ的给药剂量，并选择作用
２４ｈ作为ＰＰⅡ的给药条件。
３１２　ＰＰⅡ对 ＯＳ细胞克隆形成能力的影响　克
隆形成实验是测定单个细胞增殖能力的有效方法，

细胞克隆能力强也是肿瘤细胞的一大特点［５］。与

对照组比较，ＰＰⅡ（５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１）组细胞克
隆数目和大小均显著减少，且呈剂量相关性，表明

ＰＰⅡ能够抑制Ｕ２ＯＳ和ＨＯＳ细胞的克隆形成能力，
即抑制Ｕ２ＯＳ和ＨＯＳ细胞增殖，见图２。
３１３　ＰＰⅡ对 ＯＳ细胞 ＤＮＡ合成能力的影响　
ＥｄＵ是一种胸腺嘧啶核苷类似物，在细胞增殖期代
替Ｔ渗入正在复制的 ＤＮＡ中，通过检测 ＥｄＵ标记
的细胞多少反映细胞的增殖情况［６］。ＥｄＵ试剂盒
进一步验证药物对细胞增殖能力的影响，用不同浓

度的ＰＰⅡ分别作用后，Ｕ２ＯＳ和ＨＯＳ细胞中ＥｄＵ阳
性细胞数显著低于对照组，表明 ＰＰⅡ抑制 ＯＳ细胞
增殖的机制可能与抑制ＤＮＡ合成有关，见图３。
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图１　重楼皂苷Ⅱ（ＰＰⅡ）对骨肉瘤（ＯＳ）细胞活力的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＰⅡ ｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎＯＳｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

图２　ＰＰⅡ对ＯＳ细胞克隆形成能力的影响
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＰⅡ ｏｎｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎＯＳｃｅｌｌｓ

图３　ＰＰⅡ对ＯＳ细胞ＤＮＡ合成能力的影响（×２００，标尺５０μｍ）
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＰⅡ ｏｎＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎＯＳｃｅｌｌｓ（×２００，ｓｃａｌｅｂａｒ５０μｍ）

３２　ＰＰⅡ对ＯＳ细胞凋亡的影响
３２１　ＰＰⅡ诱导 ＯＳ细胞凋亡　磷脂酰丝氨酸
（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ，ＰＳ）外翻是细胞凋亡的典型特

征［７］。为了确定 ＰＰⅡ是否具有促 ＯＳ细胞凋亡的
作用，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染色后用流式细胞仪
检测。Ｕ２ＯＳ细胞对照组、５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１

·２３· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊａｎｕａｒｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１　　　　　　　　　　　　 中国药学杂志２０２４年１月第５９卷第１期



ＰＰⅡ组 早 期 凋 亡 率 分 别 是 １５１％、５５３％、
７５４％、１３４０％，晚期凋亡率分别是 ３２０％、
２１７０％、２５９０％、４７６０％，总 凋 亡 率 分 别 是
４７１％、２７２３％、３３４４％、６１００％。ＨＯＳ细胞对
照组、５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰⅡ组早期凋亡率分别
是２０８％、８７６％、１１３０％、１６７０％，晚期凋亡率

分别是３５６％、１４９％、２７１０％、４６６０％，总凋亡
率分别是５６４％、２３６６％、３８４０％、６３３０％。随
着 ＰＰⅡ浓度的增加，细胞早、晚期凋亡率逐渐增
加。与对照组相比，不同浓度 ＰＰⅡ组细胞总凋亡
率显著增加（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），且呈浓度相
关性，见图４。

与对照组（ＣＯＮ）比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ．

图４　ＰＰⅡ对ＯＳ细胞凋亡的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＰⅡ ｏｎｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＯＳｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

　　研究表明，线粒体功能异常和细胞凋亡密切相
关，且在细胞凋亡途径中发挥重要作用。细胞凋亡

早期，线粒体通透性转换孔的开放增加，进而导致线

粒体膜电位的下降［８］。ＪＣ１是一种广泛用于检测

线粒体膜电位的理想荧光探针。与对照组相比，

ＰＰⅡ显著性降低红色荧光与绿色荧光的比值
（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），引起 Ｕ２ＯＳ和 ＨＯＳ细胞线
粒体膜电位的下降，且呈剂量相关性，见图５。

与ＣＯＮ组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ．

图５　ＰＰⅡ对ＯＳ细胞线粒体膜电位的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＰⅡ ｏｎｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎＯＳｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

　　Ｂｃｌ２家族蛋白分为Ｂａｘ等促凋亡蛋白和 Ｂｃｌ２
等抗凋亡蛋白，而 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比例失衡改变线粒体
膜通透性，激发细胞色素 ｃ等凋亡因子从线粒体释

放出来，进而诱导凋亡小体的形成，激活 Ｃａｓｐａｓｅ家
族蛋白，产生 Ｃａｓｐａｓｅ级联反应，诱发细胞发生线粒
体凋亡［９１１］，因此本实验进一步考察了 ＰＰⅡ对凋亡
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相关蛋白的表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果发现，与对照组
相比，ＰＰⅡ组 Ｂｃｌ２蛋白表达显著降低，Ｂａｘ蛋白表

达和 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白比值显著升高（Ｐ＜００５或
Ｐ＜００１），且呈剂量依赖性，见图６。

与ＣＯＮ组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ．

图６　ＰＰⅡ对ＯＳ细胞Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）蛋白表达水平的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＰⅡ ｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢａｘａｎｄＢｃｌ２ｉｎＯＳｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，ＰＰⅡ显著性促进
Ｃａｓｐａｓｅ３、７、９及ＰＡＲＰ的剪切活化，即显著性促进
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、７、９和 ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ的蛋白表达

水平（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），且呈剂量依赖性，进一
步明确了ＰＰⅡ通过激活 Ｃａｓｐａｓｅ级联反应诱导 ＯＳ
细胞凋亡，见图７。

与ＣＯＮ组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ．

图７　ＰＰⅡ对ＯＳ细胞凋亡相关蛋白表达的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＰⅡ ｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＯＳｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
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３２２　抑制细胞凋亡对ＰＰⅡ诱导的细胞增殖抑制
的影响　Ｃａｓｐａｓｅ抑制剂１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＺＶＡＤＦＭＫ
处理 Ｕ２ＯＳ细胞后，再给予 ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰⅡ处
理，测定细胞活力的变化。与 ＰＰⅡ组相比，ＰＰⅡ ＋
ＺＶＡＤＦＭＫ组细胞活力显著性升高（Ｐ＜００５），表
明ＺＶＡＤＦＭＫ能部分逆转 ＰＰⅡ抑制的细胞活力，
见图８。综上，ＰＰⅡ对ＯＳ细胞的部分增殖抑制作用
是由Ｃａｓｐａｓｅ依赖的凋亡途径介导。
３３　内质网应激对ＰＰⅡ诱导的细胞凋亡的影响
３３１　ＰＰⅡ 对ＯＳ细胞内质网应激的影响　内质
网应激是细胞凋亡的重要调控信号，过度的内质网应

激会诱导细胞凋亡［１２］。与对照组相比，ＰＰⅡ组的 ｐ
ＰＥＲＫ、ｐｅＩＦ２α、ＡＴＦ４和ＣＨＯＰ的蛋白表达水平显著性
升高，且呈剂量相关性（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），表明ＰＰ
Ⅱ可以激活Ｕ２ＯＳ和ＨＯＳ细胞的内质网应激，见图９。

与ＣＯＮ组比较，１）Ｐ＜００１；与ＰＰⅡ组比较，２）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００１，ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＰＰⅡ ｇｒｏｕｐ．

图８　Ｃａｓｐａｓｅ抑制对 ＰＰⅡ诱导 Ｕ２ＯＳ细胞增殖抑制的影
响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｓｐａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉ
ｔｉｏｎｏｆＰＰⅡ ｉｎＵ２ＯＳｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

与ＣＯＮ组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ．

图９　ＰＰⅡ对ＯＳ细胞内质网应激相关蛋白表达的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ９　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＰⅡ ｏｎＥＲｓｔｒｅｓｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＯＳｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３３２　内质网应激抑制对 ＰＰⅡ诱导细胞凋亡的影
响　内质网应激抑制剂 ２ｍｍｏｌ·Ｌ－１４ＰＢＡ处理
Ｕ２ＯＳ细胞后，再给予２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰⅡ处理，进一步
探讨内质网应激对 ＰＰⅡ诱导的细胞凋亡的影响。与
ＰＰⅡ组相比，ＰＰⅡ＋４ＰＢＡ组细胞凋亡率显著降低

（Ｐ＜００１），见图１０；ＰＰⅡ＋４ＰＢＡ组 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ
３、ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜００５或
Ｐ＜００１），见图１１；ＰＰⅡ＋４ＰＢＡ组细胞活力显著升高
（Ｐ＜００５），见图１２。综上，ＰＰⅡ对ＯＳ细胞的部分增
殖抑制作用和凋亡促进作用由内质网应激途径介导。
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与ＣＯＮ组比较，１）Ｐ＜００１；与ＰＰⅡ组比较，２）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００１，ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００１，ｖｓＰＰⅡｇｒｏｕｐ．

图１０　内质网应激抑制对ＰＰⅡ诱导细胞凋亡的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１０　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＲｓｔｒｅｓｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＰＰⅡｉｎＵ２ＯＳｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

与ＣＯＮ组比较，１）Ｐ＜００１；与ＰＰⅡ组比较，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００１，ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓＰＰⅡｇｒｏｕｐ．

图１１　内质网应激抑制对ＰＰⅡ诱导细胞凋亡蛋白表达的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＲｓｔｒｅｓｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＰＰⅡｉｎＵ２ＯＳｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

４　讨　论
ＯＳ是一种恶性程度极高的原发性恶性骨肿瘤，常

发于儿童和青少年，预后差，致残率和死亡率高［１３］。目

前，西医临床治疗ＯＳ的首选治疗手段是手术，由于ＯＳ
易发生转移，多数患者确诊时已发生转移，单纯手术治

疗的生存率低［１４］。此外，有报道手术加放化疗虽然可

以取得短期临床疗效，但易发生骨髓抑制、胃肠道症状

等副作用［１５］。中医认为，ＯＳ为“石痈”“骨瘤”“肉瘤”
等，对其病因归结为“虚、寒、痰、瘀、毒”５个方面，证型
分为痰瘀互结证、邪毒留滞证、气血两亏证及脾肾亏虚

证［１５］。中医药的整体思维和辨证施治观念，能够增强

机体的免疫力、减轻手术的并发症、降低放化疗副作

用，与西医药互补协同作用，达到提高患者生存质量、

延长患者生存期的作用。研究发现，中药单体提取物

或中成药制剂在抗肿瘤方面具有多靶点、多途径的作

用，能够通过多条途径调节ＯＳ，使中医药在ＯＳ治疗方
面有着广阔的发展前景［１６］。

清热解毒类中药重楼对邪毒留滞证ＯＳ具有治疗
的作用。研究表明，ＰＰⅡ是重楼的主要抗肿瘤药效成
分，对黑素瘤、非小细胞肺癌、乳腺癌、胃癌及膀胱癌等

有抑制细胞增殖、诱导细胞凋亡的作用［１７２１］，然而关于

ＰＰⅡ对ＯＳ细胞的作用机制还未有报道。因此，本研究
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首次考察了ＰＰⅡ对体外培养的ＯＳ细胞Ｕ２ＯＳ和ＨＯＳ
的细胞增殖和细胞凋亡的影响。ＣＣＫ８结果显示，ＰＰⅡ
时间和剂量依赖性抑制ＯＳ细胞Ｕ２ＯＳ和ＨＯＳ的细胞
活力，且对Ｕ２ＯＳ细胞在２４、４８、７２ｈ的ＩＣ５０值分别为
７５６、５６６、２９７μｍｏｌ·Ｌ－１，对ＨＯＳ细胞在２４、４８、７２ｈ
的ＩＣ５０值分别为１０５７、４８７、１８７μｍｏｌ·Ｌ

－１。单克隆

形成实验结果显示，ＰＰⅡ显著降低细胞克隆形成数，从
而抑制细胞的克隆形成。ＥｄＵ渗入实验结果显示，ＰＰⅡ
剂量依赖性抑制ＥｄＵ阳性细胞数。综上，ＰＰⅡ对ＯＳ细
胞有抑制细胞增殖的作用。

与ＣＯＮ组比较，１）Ｐ＜００１；与ＰＰⅡ组比较，２）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００１，ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＰＰⅡｇｒｏｕｐ．

图１２　内质网应激抑制对ＰＰⅡ诱导细胞增殖抑制作用的影响．
ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＲｓｔｒｅｓｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉ
ｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＰＰⅡｉｎＵ２ＯＳｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

细胞凋亡，又称Ⅰ型程序性细胞死亡，是维持细胞
内环境稳定、调控细胞组织器官发育、对环境因素改变

产生的应答反应，是细胞主动实施的结束细胞生命的

正常死亡过程。同时，凋亡是引起肿瘤细胞在对抗抗

肿瘤活性化合物时发生的一种主要死亡过程［２２］。细胞

膜中的磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）由膜内侧翻向外侧，是细胞
凋亡的早期信号［７］。为了验证ＰＰⅡ引起的细胞增殖抑
制作用与细胞凋亡是否有关，本实验采用ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测ＰＳ外翻，结果显示，ＰＰⅡ剂量依赖
性增加细胞凋亡率，提示ＰＰⅡ可以诱导ＯＳ细胞发生细
胞凋亡。

细胞凋亡途径主要有外源性凋亡途径、内源性凋

亡途径（又称为线粒体途径）［２３］。线粒体是内源性凋

亡途径的调控中心，其功能受以Ｂａｘ和Ｂｃｌ２为主要影
响因子的Ｂｃｌ２家族蛋白的靶向调节。细胞受到凋亡
信号刺激时，诱导线粒体损伤，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值的高低决
定细胞是否开启凋亡途径［２４］。当Ｂａｘ／Ｂｃｌ２升高时，
引起线粒体膜通透性和膜电位改变，刺激细胞色素ｃ

从线粒体释放至胞浆中，激活Ｃａｓｐａｓｅ９酶原剪切活化
为ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９，从而进一步激活下游的Ｃａｓｐａｓｅ３
活化为ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３，最终导致细胞凋亡［２５２７］。本

研究考察了ＰＰⅡ是否可以引起线粒体损伤。结果发现，
ＰＰⅡ显著性降低线粒体膜电位、升高Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白表
达比例，并进一步诱导了Ｃａｓｐａｓｅ家族凋亡相关蛋白的
显著性剪切活化。综上，ＰＰⅡ可以诱导ＯＳ细胞发生线
粒体介导的Ｃａｓｐａｓｅ依赖的内源性凋亡途径（图１３）。

图１３　ＰＰⅡ诱导ＯＳ细胞凋亡机制图
Ｆｉｇ１３　ＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＰＰⅡｉｎＯＳｃｅｌｌｓ

内质网应激初期，ＰＥＲＫ发生自磷酸化形成同源二
聚体［２８］，二聚化的ＰＥＲＫ通过磷酸化ｅＩＦ２α，减弱蛋白
翻译，从而减少蛋白质在内质网腔内的合成。ＡＴＦ４基
因在磷酸化ｅＩＦ２α作用下翻译增强。ＡＴＦ４能够激活
抗氧化应激作用和氨基酸合成转运蛋白等靶基因的表

达［２９］。研究结果显示，ＰＰⅡ通过上调Ｕ２ＯＳ和ＨＯＳ细
胞的ｐＰＥＲＫ、ｐｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ蛋白表达水平激活
内质网应激。ＣＨＯＰ是内质网应激诱导细胞凋亡的标
志性蛋白，ＰＥＲＫｅＩＦ２αＡＴＦ４通路是ＣＨＯＰ重要调控
因素。过度的内质网应激通过诱导ＣＨＯＰ的表达调控
Ｂｃｌ２基因家族蛋白的表达，提高线粒体对细胞凋亡信
号的敏感性，诱导细胞凋亡［３０］。内质网应激抑制剂４
ＰＢＡ下调ＯＳ细胞的内质网应激水平后，结果发现ＰＰⅡ
所诱导的细胞凋亡率升高、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３和ｃｌｅａｖｅｄ
ＰＡＲＰ蛋白高表达、细胞活力抑制得到部分缓解。因
此，内质网应激途径可以部分介导ＰＰⅡ对ＯＳ细胞的增
殖抑制作用和凋亡促进作用。同时，作为线粒体途径

的上游参与ＰＰⅡ诱导的细胞凋亡。
综上所述，ＰＰⅡ能够抑制ＯＳ细胞的增殖能力，诱

导ＯＳ细胞凋亡。其作用机制可能是通过介导线粒体
和内质网应激途径诱导细胞凋亡。本研究从线粒体和
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内质网应激途径方面揭示了ＰＰⅡ抗ＯＳ的活性，为探索
ＯＳ的治疗提供了新思路。
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