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柴胡皂苷Ａ诱导鼻咽癌细胞凋亡及其机制
研究
王薇

【摘要】　 目的　 初步研究不同浓度的柴胡皂苷Ａ（ｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎ Ａ，ＳＳＡ）对鼻咽癌细胞凋亡诱
导作用及其机制。方法　 体外常规培养人鼻咽癌５８Ｆ细胞，将ＳＳＡ溶解于含０ ２％二甲基亚砜
（ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）的Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良Ｅａｇｌｅ培养基（ｄｕｌｂｅｃｃｏｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）
高糖培养基中，分别以０（对照组）、５、１０和２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ作用于鼻咽癌细胞４８小时，之后用免疫
印迹法检测不同浓度的ＳＳＡ对鼻咽癌细胞总的细胞外调节蛋白激酶（ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ｔＥＲＫ）及磷酸化的细胞外调节蛋白激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｅｘｔｒａｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏ
ｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ｐＥＲＫ）蛋白表达量的影响，并通过流式细胞仪检测细胞凋亡水平的变化。结果　 与对
照组相比，１０ ～ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ作用４８小时，鼻咽癌细胞中ＥＲＫ蛋白磷酸化水平明显降低，差异有
统计学意义；而与对照组相比，１０ ～ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ处理的鼻咽癌细胞凋亡细胞数明显增加，差异有
统计学意义，且随着ＳＳＡ浓度的增加，凋亡细胞数也相应增多。结论　 一定浓度的ＳＳＡ可引起鼻咽
癌细胞凋亡率的上升，其机制可能与抑制ＥＲＫ蛋白磷酸化表达有关。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ；　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；　 Ｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎ Ａ；　 Ｎａｓｏ
ｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ

　 　 柴胡的主要生物活性成分为柴胡皂苷（ｓａｉｋｏｓａ
ｐｏｎｉｎ，ＳＳ）及挥发油，ＳＳ根据其结构的不同，又可分

为柴胡皂苷Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｆ和Ｈ（ＳＳＡ、ＳＳＢ１ ～ ４、ＳＳＤ、
ＳＳＥ、ＳＳＦ、ＳＳＨ）等。大量的研究结果显示，ＳＳ具有
抗炎、免疫系统调节、抗肝纤维化、抑制肿瘤生长等
多种生物活性作用［１４］。对于ＳＳ抗癌作用机制的
研究结果显示，ＳＳ可通过活化ｃａｓｐａｓｅ３而启动肿
瘤细胞的凋亡程序，并可通过诱导瘤细胞分化而抑
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制细胞增殖，改变细胞形态。ＳＳＡ、ＳＳＤ可抑制细胞
增殖，改变细胞形态，而且柴胡皂苷Ａ可显著抑制
谷氨酰胺合成酶和环核苷酸磷酸水解酶的活性。
研究表明ＳＳＡ、ＳＳＤ、ＳＳＥ可以降低抗实体肿瘤细胞
分子黏附而达到显著抑制肿瘤的作用［５６］。

ＳＳＡ具有抗炎、抗病毒、抗癌的作用，本实验通过
研究ＳＳＡ对鼻咽癌细胞细胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｌ
ｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）蛋白磷酸化
及细胞凋亡水平的影响，以期对ＳＳＡ诱导肿瘤细胞鼻
咽癌增殖抑制的相应机制进行进一步的探讨。
１　 材料与方法
１ １　 主要试剂

鼻咽癌细胞５８Ｆ细胞株来源于中国科学院上
海生命科学研究院；胎牛血清购自北京中杉生物科
技有限公司产品（批号：２０１１０６２８０１１）；Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改
良的Ｅａｇｌｅ培养基（ｄｕｌｂｅｃｃｏｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉ
ｕｍ，ＤＭＥＭ）高糖培养基为美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品
（批号：１２１０００４６）；二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，
ＤＭＳＯ）为天津市大茂化学试剂厂产品（批号：
２０１０１００３６）；二辛可酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ，ＢＣＡ）法
蛋白定量试剂盒购自碧云天生物制品有限公司；
ＳＳＡ购自于中国药品生物制品检定所（批号：２０７３６
０９８）；ＥＲＫ及ｐＥＲＫ抗体为美国Ａｂｃａｍ公司产品
（＃４３７６）。
１ ２　 仪器

超净台为苏州净化仪器厂产品；细胞培养箱购
自于北京安若生化科技有限公司；低温高速离心
机，美国贝克曼库尔特公司生产；电泳仪及转印槽
为北京六一仪器厂产品；２４孔板为美国ＣＯＲＮＩＮＧ
公司产品。
１ ３　 细胞培养及传代

鼻咽癌５８Ｆ细胞株接种于无菌细胞培养瓶中，
置于５％ ＣＯ２的恒温培养箱中３７℃常规培养，至培
养瓶底面积８０％之后进行传代，０ ２５％胰蛋白酶消
化约２分钟，加入ＤＭＥＭ高糖培养基（含１０％的灭
活胎牛血清，１００ Ｕ ／ ｍｌ青霉素和１００ Ｕ ／ ｍｌ链霉
素），制成单细胞悬液，重新接种于无菌培养瓶，常
规培养。
１ ４　 ＳＳＡ药物配制

研究显示，当体积分数为０ １％ ～０ ４％时，ＤＭ
ＳＯ对癌细胞的形态及增殖能力没有明显影响［７］，故
本研究中将ＳＳＡ标准品粉末溶于含０ ２％ ＤＭＳＯ的

ＤＭＥＭ培养基，按照ＳＳＡ终浓度分为不同处理组，
分别为０（对照组）、５ μｍｏｌ ／ Ｌ组、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ组、
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ组。
１ ５　 流式细胞术检测鼻咽癌细胞凋亡水平

鼻咽癌细胞常规培养并给予０、５ μｍｏｌ ／ Ｌ、
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ不同浓度的ＳＳＡ，继续作
用４８小时，０ ２５％的胰酶消化２分钟，制成单细胞
悬液，进行膜联蛋白Ｖ（Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ）异硫氰酸荧光
素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）、碘化丙啶（ｐｒｏ
ｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）双染色流式细胞术检测，测定存
活细胞（Ｌｉｖｅ）、早期凋亡细胞（Ｅａｒｌｙ Ａｐｏｐ ）、晚期
凋亡或死亡细胞（Ｌａｔｅ Ａｐｏｐ ／ Ｄｅａｄ）、死亡细胞
（Ｄｅａｄ），每组重复检测６次。绘制不同浓度ＳＳＡ干
预鼻咽癌细胞后细胞凋亡情况的二维点图。
１ ６　 免疫印迹法检测ｔＥＲＫ及ｐＥＲＫ蛋白表达
水平

鼻咽癌细胞以含０、５ μｍｏｌ ／ Ｌ、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ、
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ的ＤＭＥＭ培养基培养４８小时后，吹
打收集细胞，４℃预冷的裂解液裂解１０分钟，ＢＣＡ蛋
白定量试剂盒测定蛋白含量，之后进行聚丙烯酰胺凝
胶电泳，４℃低温条件下进行半干法电转。５０ ｇ ／ Ｌ脱
脂奶粉封闭，ＥＲＫ及ｐＥＲＫ一抗分别用封闭液按
１∶ １０００稀释后孵育，４℃过夜。后用ＴＢＳＴ液洗膜３
次× ５分钟，将二抗用封闭液按比例稀释后滴加于
硝酸纤维素膜（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｆｉｌｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＮＣ）
上，３７℃孵育１小时，ＴＢＳ洗膜３次× ５分钟。在膜
上滴加１ ｍｌ化学荧光液反应１分钟，在暗盒中用Ｘ
光胶片压片成像。内参为甘油醛３磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰ
ＤＨ）。图像扫描形成 ｔｉｆ电子文件，经Ｇｅｌ Ｐｒｏ凝
胶成像分析系统进行分析蛋白含量。每组重复检
测６次。
１ ７　 统计学分析

实验数据均以表示，使用ＳＰＳＳ １３ ０软件进行
统计分析。细胞凋亡率，ｐＥＲＫ、ｔＥＲＫ蛋白表达的
校正光密度值，以及这两个光密度值间的比值，均
采用非参数检验，Ｐ ＜ ０ ０５为差异有统计学意义。
２　 结果
２ １　 流式细胞仪检测细胞凋亡率

结果显示，鼻咽癌５８Ｆ细胞给予不同浓度ＳＳＡ
作用４８ 小时后，对照组凋亡细胞数达（８ ２８ ±
０ ８７）％，５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ组凋亡细胞数为（１０ １６ ±
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０ ９６）％，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ组凋亡细胞数达（２９ ８７ ±
３ ０１）％，２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ组凋亡细胞则达（６２ ９５ ±
６ ７９）％，非参数检验分析结果显示各组凋亡率不
完全相同（Ｐ ＝ ０ ０００），结果显示，５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ组
与对照组相比无显著差异（Ｐ ＝ ０ ２１４），而
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ和２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ组与对照组相比均有
显著差异（Ｐ ＝ ０ ０００）；且随着ＳＳＡ浓度增加，凋亡
细胞数逐渐增多，二者呈明显的剂量效应关系。见
表１，图１。图１横、纵坐标为两种染色在流式细胞
仪中测得荧光信号的ｌｇ值。
表１　 不同浓度ＳＳＡ对鼻咽癌细胞凋亡率的影响（ｘ ± ｓ，ｎ ＝６）

　 组别 凋亡率（％）　
对照组 ８ ２８ ± ０ ８７

５ μｍｏｌ ／ Ｌ １０ ３２ ± １ ３１

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ２９ ９６ ± ２ ３５

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ６２ ５３ ± ３ ２０

　 Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ

　 Ａ

　

　 Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ

　 Ｂ

　 Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ

　 Ｃ

　

　 Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ

　 Ｄ

Ａ　 对照组；　 Ｂ　 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ组；
Ｃ　 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ组；　 Ｄ　 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ组

图１　 ＳＳＡ干预鼻咽癌细胞后细胞凋亡情况的二维点图

２ ２　 ＳＳＡ对鼻咽癌细胞ｔＥＲＫ及ｐＥＲＫ蛋白表达
光密度值的影响

免疫印迹结果如图２。鼻咽癌细胞给予０、５、
１０、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ作用４８小时后，非参数检验分
析，对照组，５ μｍｏｌ ／ Ｌ、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ及２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ

组，ｔＥＲＫ蛋白表达光密度值水平未见显著改变
（Ｐ ＝ ０ ４３）。　

而随着ＳＳＡ浓度的增加，鼻咽癌细胞ｐＥＲＫ表
达量逐渐减少，各组间ｐＥＲＫ ／ ｔＥＲＫ比值有显著差
异（Ｐ ＝ ０ ０００），其中１０ μｍｏｌ ／ Ｌ及２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＡ
组比值与对照组相比显著降低（Ｐ ＜ ０ ０５，表２）。

ｐＥＲＫ

ｔＥＲＫ

ＧＡＰＤＨ

　 　 　 　 ０μｍｏｌ ／ Ｌ ５μｍｏｌ ／ Ｌ １０μｍｏｌ ／ Ｌ ２０μｍｏｌ ／ Ｌ

图２　 免疫印迹法检测ＳＳＡ对鼻咽癌细胞ｐＥＲＫ、ｔＥＲＫ的影响

表２　 不同浓度ＳＳＡ对鼻咽癌细胞
ｐＥＲＫ、ｔＥＲＫ蛋白表达光密度值影响（ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别
校正光密度值

ｐＥＲＫ ｔＥＲＫ
　 ｐＥＲＫ ／ ｔＥＲＫ

对照组 ０ ３１ ± ０ ０５ ０ ８２ ± ０ ０８ ０ ３７９ ± ０ ０８０

５ μｍｏｌ ／ Ｌ ０ ２７ ± ０ ０４ ０ ８７ ± ０ ０９ ０ ３２３ ± ０ ０３９

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ０ １４ ± ０ ０３ ０ ７９ ± ０ １１ ０ １６６ ± ０ ０３１

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ０ ０５ ± ０ ０１ ０ ８１ ± ０ １２ ０ ０７０ ± ０ ０１６

３　 讨论
柴胡根中主要成分为ＳＳ，其次含有植物甾醇、

侧金盏花醇，以及少量挥发油、多糖。至今为止，共
研究了该属２０多种柴胡，从柴胡属植物已分离出
９０多种皂苷类成分，发现了３０多种新化合物。近
年来，分离鉴定的皂苷为４０余个，文献报道较多的
是ＳＳＡ、ＳＳＢ、ＳＳＣ、ＳＳＤ等［７８］。

ＳＳ具有抗炎、抗病毒、抗肿瘤、调节内分泌及免
疫系统等作用。Ｍｏｔｏｏ等［９］研究了ＳＳ不同组分对
肝、胰腺肿瘤细胞的作用，发现ＳＳＡ的浓度为５０
ｍｇ ／ ｍｌ或者１０００ ｍｇ ／ ｍｌ ＳＳＢ、ＳＳＣ，可抑制５０％肝肿
瘤细胞，５０ ｍｇ ／ ｍｌ ＳＳＡ还可抑制肿瘤细胞的生长和
ＤＮＡ的合成。Ｃｈｉａｎｇ等［１０］的研究还发现ＳＳ还可
通过活化Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ７诱导ＨｅｐＧ２人类肝肿
瘤细胞凋亡，从而实现抗肿瘤的作用。Ｔｓａｉ等［１１］研
究还证实，ＳＳＡ、ＳＳＢ、ＳＳＢ２、ＳＳＣ、ＳＳＤ可诱导小鼠胶
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质瘤细胞分化。
丝裂原活化的蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏ

ｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）是真核生物中的重要的丝氨酸／
苏氨酸蛋白激酶，在细胞的生长、增殖、存活、死亡
相关信号通路中发挥重要作用。在哺乳动物细胞
中，ＭＡＰＫ家族中最重要的有ＥＲＫ，ＪＮＫ ／ ＳＡＰＫ（ｃ
ｊｕｎ Ｎｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ ／ ｓｔｒｅｓｓａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ）
以及Ｐ３８ＭＡＰＫ三个亚家族成员。目前认为，ＥＲＫ
在细胞增殖和分化信号转导网络中处于关键地位。
研究显示，ＥＲＫ蛋白失活可使细胞停滞于Ｇ１期，从
而抑制了细胞增殖。而ＥＲＫ蛋白的过度磷酸化活
化则可加速细胞的有丝分裂进程，促进细胞增
殖［１２］。本研究结果表明，一定浓度的ＳＳＡ可引起鼻
咽癌细胞中ｐＥＲＫ表达量的明显降低，且随着ＳＳＡ
浓度的增加，ＥＲＫ磷酸化水平呈逐渐下降趋势，提
示ＥＲＫ信号转导通路的抑制作用可能参与了ＳＳＡ
诱导的肿瘤细胞生长增殖抑制。

ＥＲＫ生物活性具有多样性和复杂性，在不同的
条件下对不同的细胞可以表现出促进或抑制凋亡
的双重作用。如Ｚｈａｏ等［１３］研究发现，依达拉奉可
通过抑制ＥＲＫ的磷酸化激活而减轻Ｈ２Ｏ２引起的细
胞凋亡；而Ｚｈｕａｎｇ等［１４］经实验证实氧化应激、毒物
及生长因子缺乏等刺激因素可激活ＥＲＫ１ ／ ２，并进
一步诱发神经细胞和肾上皮细胞凋亡，说明ＥＲＫ信
号转导通路的活化可促进相应细胞的凋亡。Ｋｉｍ
等［１５］证实酪氨酸蛋白酶抑制剂可通过抑制ＥＲＫ磷
酸化而使细胞周期停滞于Ｇ１期，从而诱导细胞凋
亡，Ｋａｒｉｍｉａｎ等［１６］也证实血管紧张素Ⅱ可通过增强
ＥＲＫ的磷酸化活性而减轻胆汁酸盐引起的细胞凋
亡，而且这一过程可能与内质网引起的细胞凋亡途
径活化有关。本研究表明，一定浓度的ＳＳＡ在引起
鼻咽癌细胞中ＥＲＫ蛋白磷酸化抑制的同时，细胞的
凋亡率也随着ＳＳＡ浓度的增加而升高，提示ＥＲＫ信
号转导通路的抑制作用可能参与了ＳＳＡ诱导的肿
瘤细胞生长增殖抑制及凋亡过程。
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ｃａｎｃｅｒ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ，２０１３，
４３７（１）：１０８１１３．

［１３］　 Ｚｈａｏ ＺＹ，Ｌｕａｎ Ｐ，Ｈｕａｎｇ ＳＸ，ｅｔ ａｌ Ｅｄａｒａｖｏｎｅ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ＨＴ２２
ｎｅｕｒｏｎｓ ｆｒｏｍ Ｈ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＭＡＰＫ ｓｉｇ

ｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］． ＣＮＳ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｔｈｅｒ，２０１３，１９（３）：１６３１６９．
［１４］　 Ｚｈｕａｎｇ Ｓ，Ｓｃｈｎｅｌｌｍａｎｎ ＲＧ． Ａ ｄｅａｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｒｏｌｅ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｅｌ

ｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ［Ｊ］． Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ，２００６，
３１９（３）：９９１９９７．

［１５］　 Ｋｉｍ ＨＪ，Ｋｉｍ ＨＰ，Ｙｏｏｎ ＹＫ，ｅｔ ａｌ Ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ＨＭ７８１３６Ｂ，ａ ｐａｎＨＥＲ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｉｎ ＨＥＲ２
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］． Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ Ｄｒｕｇｓ，２０１２，２３
（３）：２８８２９７

［１６］　 Ｋａｒｉｍｉａｎ Ｇ，ＢｕｉｓｔＨｏｍａｎ Ｍ，Ｍｉｋｕｓ Ｂ，ｅｔ ａｌ Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ＩＩ
ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｂｉｌｅ ｓａｌｔｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏ

ｓｉｓ［Ｊ］． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，２０１２，７（１２）：５２６５４７

（收稿日期：２０１３１０２４）
（本文编辑：黄凡）
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