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胶质母细胞瘤是最常见的且恶性程度最高的一类

胶质瘤，起源于中枢神经系统，发病率、复发率和病死

率均高［1 - 3］。目前，胶质母细胞瘤的标准治疗方法为最

大安全区域的手术切除联合辅助放射治疗和以替莫唑

胺为主的化学治疗［4 - 5］，但患者预后较差，中位生存期

为 14. 6个月，2年生存期患者仅占 26. 5%，且替莫唑胺

治疗过程中产生的较多不良反应及肿瘤细胞耐药问题

也会导致临床治疗失败［6 - 8］。故安全有效、高效低毒的

新型药物对提高治疗效果、改善预后非常必要。澳洲茄

边碱（SM）是从中药龙葵中提取获得的天然甾体生物

碱，对肺癌、肝癌、鼻咽癌等具有良好的抗肿瘤活

性［9 - 11］，但其在胶质母细胞瘤防治中的作用尚未见报

道。故本研究中初步探讨了SM抑制胶质母细胞瘤U251细
胞（简称U251细胞）活性的作用及其作用机制，发现 SM
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澳洲茄边碱诱导胶质母细胞瘤 U251 细胞凋亡的机制研究*

赵祎博，张 琳，傅若秋，曹梓珍，陈 翔，陈剑鸿△

（中国人民解放军陆军特色医学中心，重庆 400042）
摘要：目的 探讨澳洲茄边碱（SM）对胶质母细胞瘤 U251 细胞凋亡的影响及作用机制。方法 用 SM（0，2，4，6，8 μmol / L）处理细胞

24 h，即溶剂对照组和 SM 1组、2组、3组、4组。采用 CCK - 8法和克隆形成实验分别检测细胞活力和增殖能力，并计算细胞存活率和

克隆形成率；采用 Annexin V - FITC / PI 双染色法及流式细胞术检测细胞凋亡情况，并计算细胞凋亡率；采用蛋白免疫印迹（Western
blot）法检测凋亡相关蛋白表达水平；采用 2'，7' - 二氯荧光素二乙酸酯（DCFH - DA）和 JC - 1 荧光探针分别检测 U251 细胞中活

性氧水平和线粒体膜电位。结果 与溶剂对照组比较，U251细胞存活率和克隆形成率随 SM浓度的增加均呈降低趋势（P < 0. 05），细

胞凋亡率呈升高趋势（P < 0. 01）；经 SM 处理后，细胞剪切多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶、剪切胱天蛋白酶 3 蛋白表达水平及细胞内

活性氧水平均呈升高趋势（P < 0. 05），线粒体膜电位呈降低趋势（P < 0. 01）。结论 SM 可能通过激活线粒体介导的细胞凋亡通路，

从而抑制胶质母细胞瘤 U251细胞活性。

关键词：澳洲茄边碱；胶质母细胞瘤；线粒体；活性氧；细胞凋亡；作用机制

Mechanism of Solamargine - Induced Apoptosis in Glioblastoma U251 Cells
ZHAO Yibo，ZHANG Lin，FU Ruoqiu，CAO Zizhen，CHEN Xiang，CHEN Jianhong

（Army Medical Center of the PLA，Chongqing，China 400042）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the effect and mechanism of solamargine （SM） in inducing apoptosis of glioblastoma U251
cells. Methods U251 cells were treated with SM（0，2，4，6，8 μmol / L） for 24 h，which were taken as the solvent control group
and SM 1，2，3，and 4 groups respectively. CCK - 8 assay and clone formation experiment were used to detect cell viability and
proliferation ability respectively，and the cell survival rate and clone formation rate were calculated. Annexin V - FITC / PI dual
staining method and flow cytometry were used to detect cell apoptosis，and the apoptosis rate was calculated. The expression level
of apoptosis - related proteins was detected by the Western blot. The reactive oxygen species levels and mitochondrial membrane
potential levels in U251 cells were observed by 2'，7' - Dichlorofluorescein diacetate（DCFH - DA） and JC - 1 fluorescent
probes respectively. Results Compared with those in the solvent control group，the survival rate and clone formation rate of U251
cells showed a decreased trend with the increase of SM concentration（P < 0. 05），while the apoptosis rate of U251 cells showed
a increased trend with the increase of SM concentration（P < 0. 01）. After SM treatment，the expression levels of cell cleaved -
poly adenosine diphosphate ribose polymerase（C - PARP），and cleaved - caspase 3（C - caspase 3） protein，and intracellular
reactive oxygen species levels showed a increased trend （P < 0. 05），and mitochondrial membrane potential showed a decreased
trend（P < 0. 01）. Conclusion SM may inhibit the activity of glioblastoma U251 cells by activating the mitochondrial - mediated
apoptosis pathway.
Key wordsKey words：：solamargine；glioblastoma；mitochondria；reactive oxygen species；apoptosis；mechanism
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可能通过线粒体损伤通路诱导U251细胞凋亡，为进一

步开发和应用SM提供了新的理论依据。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与细胞

仪器：STNERGYH1型酶标仪（美国Agilent公司）；

EVOSF1型荧光显微镜、3111型 CO2细胞培养箱（美国

Thermo公司）；C6型流式细胞仪（美国 BD公司）；Chem
I Doc型超高灵敏度化学发光成像系统、165 - 8001型蛋

白电泳仪及转膜槽（美国Bio - Rad公司）。

试药：SM（批号为HY - N0069，纯度不低于 98%），

CCK - 8试剂盒（批号为HY - K0301），均购自美国MCE
公司；DMEM高糖培养基（批号为 SH30022. 01），胎牛血

清（批号为 10091148），均购自美国Gibco公司；二甲基

亚砜（DMSO，批号为 ST038），胰酶细胞消化液（批号为

C0201），Western及 IP细胞裂解液（批号为P0013），青霉

素 -链霉素溶液（批号为C0222），二喹啉甲酸（BCA）法

蛋白浓度测定试剂盒（增强型，批号为P0010S），线粒体

膜电位检测试剂盒（批号为C2006），活性氧（ROS）检测

试剂盒（批号为 S0033），均购自上海碧云天生物技术有

限公司；甘油醛 - 3 -磷酸脱氢酶（GAPDH，美国CST公
司，批号为 2118S）；多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶

（PARP，批号为 13371 - 1 - AP），剪切胱天蛋白酶 3（C -
caspase 3，批号为19677 - 1 - AP），均购自美国Proteintech
公司；预染蛋白（美国Thermo公司，批号为 26619）；辣根

过氧化物酶标记山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG，北京中杉

金桥生物技术有限公司，批号为 ZB2305）；细胞凋亡检

测试剂盒（美国BD公司，批号为556547）。

细胞：U251细胞（美国菌种保藏中心，批号为 iCell -
h219）。

1. 2 方法

SM贮备液制备：取 SM，用DMSO溶解，制成浓度为

10 mmol / L的 SM贮备液，- 20 ℃分装保存，备用，临用

前用DMEM高糖培养基稀释至工作浓度。

细胞培养：将 U251细胞置含有 10%胎牛血清及

1%双抗的DMEM高糖培养基中，于 37 ℃、5% CO2培养

箱中进行传代培养，取对数生长期细胞进行后续实验。

CCK - 8法检测细胞存活率：收集对数生长期的

U251细胞，以每孔5 × 103个细胞的密度接种至96孔板，

37 ℃、5% CO2培养箱中常规培养 24 h，实验设为溶剂对

照组和 SM 1组、2组、3组、4组（2，4，6，8 μmol / L）。药物

处理24 h后，各孔加入10 μL CCK - 8试剂，37 ℃条件下

孵育 2 h。利用酶标仪于 450 nm波长处测定吸光度

值（OD），扣除背景值后计算细胞存活率，细胞存活

率（%）=（OD给药组 - OD背景）/（OD对照组 - OD背景）× 100%。

克隆形成实验检测细胞增殖能力：收集对数生长期

的U251细胞，以每孔 500个细胞的密度接种至 6孔板，

实验设为溶剂对照组和 SM 1组、2组、3组、4组（2，4，6，
8 μmol / L）。于37 ℃、5% CO2培养箱中常规培养14 d，弃
培养基，磷酸盐缓冲液（PBS）漂洗后用4%多聚甲醛固定

15 min，用结晶紫染液染色 15 min，PBS漂洗，晾干后拍

照，观察集落形成数，并计算克隆形成率，克隆形成率

（%）=（集落形成数 / 500）× 100%。

流式细胞术检测细胞凋亡情况：收集对数生长期

的U251细胞，以每孔2. 0 × 105个细胞的密度接种至6孔
板，37 ℃、5% CO2培养箱中常规培养 24 h，实验设为溶

剂对照组和 SM 1组、2组、3组、4组（2，4，6，8 μmol / L）。

药物处理 24 h后，收集细胞于离心管中，离心（转速为

800 r / min）5 min，加入 PBS轻柔洗涤细胞，并再次离

心，弃上清液，重悬于凋亡检测染色液（含Annexin V -
FITC染液 2 μL，PI染液 5 μL，Binding buffer 100 μL）中，

室温下避光孵育 15 min，采用流式细胞仪分析U251细
胞凋亡情况，并计算凋亡率。

2'，7' -二氯荧光素二乙酸酯（DCFH - DA）探针检

测ROS水平：DCFH - DA是一种可自由穿过细胞膜的

荧光探针，进入细胞内可被酯酶水解而生成DCFH，细
胞内的ROS则可氧化N'，N'，N'，N' -四甲基氯代脲六

氟磷酸酯（DCFH）而生成带有绿色荧光的 2'，7' -二氯

荧光素（DCF），故检测绿色荧光的强度即可反映细胞内

ROS水平。收集对数生长期的U251细胞，以每孔3 × 105个
细胞的密度接种至 6孔板，于 37 ℃、5% CO2培养箱中常

规培养24 h，实验设为溶剂对照组和SM 1组、2组、3组、

4组（2，4，6，8 μmol / L）。药物处理 24 h后，弃培养基，

PBS漂洗后加入 DCFH - DA荧光探针（10 μmol / L），

37 ℃避光孵育 30 min，PBS漂洗后在荧光显微镜下观察

细胞内ROS变化并拍照，采用 Image J 1. 53C软件测定

绿色荧光强度值。

JC - 1探针检测线粒体膜电位：JC - 1是一种常用

于线粒体膜电位检测的荧光探针，当线粒体膜电位处

于较高水平时，JC - 1以聚合物的形式聚集于线粒体基

质中，产生红色荧光；当线粒体膜电位水平较低时，

JC - 1则以单体的形式存在而发出绿色荧光，故常用红

绿荧光的相对比值作为检测指标来衡量线粒体膜电位

的变化。取对数生长期的U251细胞，以每孔 3 × 105个
细胞的密度接种至 6孔板，于 37 ℃、5% CO2培养箱中常

规培养24 h，实验设为溶剂对照组和SM 1组、2组、3组、

4组（2，4，6，8 μmol / L）。药物处理 24 h后，弃培养基，

PBS漂洗后加入JC - 1染色工作液，37 ℃避光孵育20 min，
PBS漂洗后在荧光显微镜下观察线粒体膜电位变化并

拍照，采用 Image J 1. 53C软件测量其红色和绿色荧光

强度值，并计算红色与绿色荧光强度比值。
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蛋白免疫印迹（Western blot）法检测凋亡相关蛋白表

达情况：收集对数生长期的U251细胞，以每孔2. 0 × 106个
细胞的密度接种至 100 mm培养皿，于 37 ℃、5% CO2培
养箱中常规培养 24 h，实验设为溶剂对照组和 SM 1组、

2组、3组、4组（2，4，6，8 μmol / L）。药物处理 24 h后，收

集U251细胞，并提取全细胞蛋白，BCA试剂盒测定蛋白

浓度。向提取的全细胞蛋白中加入 5 × loading buffer，混
匀，98 ℃加热 10 min使蛋白变性，采用聚丙烯凝胶电泳

分离变性后的蛋白样品，将其转移到聚偏二氟乙烯

（PVDF）膜上，PVDF膜于 5%脱脂牛奶中室温封闭 1 h，
TBST漂洗后加入一抗，于 4 ℃孵育过夜；第 2天，TBST
漂洗后加入二抗，室温孵育 1 h，TBST漂洗后加入电致

化学发光（ECL）液，使用凝胶成像系统曝光条带。采用

Image J 1. 53C软件分析条带灰度值，以目的蛋白与内

参蛋白的灰度比值代表各目的蛋白的表达水平。

1. 3 统计学处理

采用 SPSS 19. 0统计学软件分析。计量资料以X ± s
表示，多组间比较行单因素方差分析，两组间比较行

t检验。P < 0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 对 U251 细胞活力和增殖能力的影响

与溶剂对照组比较，SM 1组、2组、3组、4组的细胞

存活率和克隆形成率均随 SM浓度的增加均呈降低趋

势（P < 0. 05）。详见表1和图1。
2. 2 对诱导 U251 细胞凋亡的影响

与溶剂对照组比较，SM 1组、2组、3组、4组的细胞

凋亡率随 SM浓度的增加呈升高趋势（P < 0. 01）。详见

表1和图2。
表1 各组U251细胞存活率、克隆形成率、细胞凋亡率、凋亡相关蛋白表达水平、ROS和线粒体膜电位比较（X ± s，n = 3）

Tab. 1 Comparison of survival rate，clone formation rate，apoptosis rate，expression level of apoptosis - related proteins，ROS and mitochon⁃
drial membrane potential of U251 cells in each group（X ± s，n = 3）

组别

溶剂对照组

SM 1组

SM 2组

SM 3组

SM 4组

浓度

0 μmol / L
2 μmol / L
4 μmol / L
6 μmol / L
8 μmol / L

细胞存活率（%）

100. 00 ± 0. 00
97. 16 ± 1. 26
58. 95 ± 0. 94**
28. 76 ± 7. 25**
12. 00 ± 1. 54**

克隆形成率（%）

53. 33 ± 0. 06
41. 60 ± 0. 06
27. 80 ± 0. 09*
19. 87 ± 0. 04**
12. 47 ± 0. 02**

细胞凋亡率（%）

7. 87 ± 0. 21
10. 81 ± 0. 73
36. 53 ± 1. 12**
63. 42 ± 2. 51**
86. 55 ± 1. 99**

PARP / GAPDH
0. 76 ± 0. 22
0. 72 ± 0. 22
0. 97 ± 0. 28
0. 75 ± 0. 21
0. 79 ± 0. 23

C - PARP / PARP
0. 22 ± 0. 02
0. 13 ± 0. 02
0. 29 ± 0. 04
0. 69 ± 0. 06**
0. 77 ± 0. 08**

C - caspase 3 / GAPDH
0. 05 ± 0. 01
0. 20 ± 0. 02**
0. 33 ± 0. 04**
0. 52 ± 0. 04**
0. 52 ± 0. 05**

绿色荧光强度

5. 18 ± 1. 08
13. 21 ± 0. 25*
22. 06 ± 2. 78**
54. 30 ± 0. 73**
56. 72 ± 5. 43**

红色与绿色荧光强度比值

2. 04 ± 0. 15
1. 49 ± 0. 12**
1. 27 ± 0. 23**
0. 80 ± 0. 09**
0. 41 ± 0. 02**

注：与溶剂对照组比较，*P < 0. 05，**P < 0. 01。
Note：Compared with those in the solvent control group，*P < 0. 05，**P < 0. 01.

A B C D E
A. 溶剂对照组 B. SM 1组（2 μmol / L） C. SM 2组（4 μmol / L） D. SM 3组（6 μmol / L） E. SM 4组（8 μmol / L）

图1 SM对U251细胞克隆形成的影响（n = 3）
A. Solvent control group B. SM 1 group（2 μmol / L） C. SM 2 group（4 μmol / L） D. SM 3 group（6 μmol / L） E. SM 4 group（8 μmol / L）

Fig. 1 Effect of SM on clone formation of U251 cells（n = 3）

A. 溶剂对照组 B. SM 1组（2 μmol / L） C. SM 2组（4 μmol / L） D. SM 3组（6 μmol / L） E. SM 4组（8 μmol / L）
图2 SM对U251细胞凋亡的影响

A. Solvent control group B. SM 1 group（2 μmol / L） C. SM 2 group（4 μmol / L） D. SM 3 group（6 μmol / L） E. SM 4 group（8 μmol / L）
Fig. 2 Effect of SM on apoptosis of U251 cells
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2. 3 对 U251 细胞凋亡相关蛋白表达水平的影响

与溶剂对照组比较，SM 1组、2组、3组、4组 C -
PARP和 C - caspase 3蛋白表达水平随 SM浓度的增加

呈升高趋势（P < 0. 01）。详见表1和图3。
2. 4 对 U251 细胞中 ROS 水平的影响

与溶剂对照组比较，SM 1组、2组、3组、4组绿色

荧光强度随 SM浓度的增加呈增强趋势（P < 0. 05）。详

见表1和图4。
A B C D E

PARP
C - PARP

C - caspase3

GAPDH

A. 溶剂对照组 B. SM 1组（2 μmol / L） C. SM 2组（4 μmol / L）
D. SM 3组（6 μmol / L） E. SM 4组（8 μmol / L）
图3 SM对U251细胞凋亡相关蛋白表达的影响

A. Solvent control group B. SM 1 group（2 μmol / L） C. SM 2 group
（4 μmol / L） D. SM 3 group（6 μmol / L） E. SM 4 group（8 μmol / L）

Fig. 3 Effect of SM on the expression of apoptosis - related
proteins of U251 cells

2. 5 对 U251 细胞红色与绿色荧光强度比值的影响

与溶剂对照组比较，SM 1组、2组、3组、4组红色与

绿色荧光强度比值（即细胞线粒体膜电位）随SM浓度的

增加呈降低趋势（P < 0. 01）。详见表1和图5。
3 讨论

近年来，中药及其单体活性成分在抗肿瘤领域受

到越来越多的关注，其多途径、多靶点、低毒性等优势

在抗肿瘤新药研发中的潜力巨大。SM的抗肿瘤作用已

在几种肿瘤模型中得到验证。在人肝癌 SMMC - 772细
胞和人胰腺癌BxPC - 3细胞中，SM可通过激活胱天蛋

白酶 3（caspase - 3）凋亡途径诱导细胞凋亡［12 - 13］。本研

究中通过对 U251细胞活力和克隆形成能力的检测发

现，SM处理后的U251细胞活力和增殖能力均显著降低，

进一步探讨了SM抑制U251细胞活力的潜在作用机制。

细胞凋亡是一种常见的细胞程序性死亡方式，涉

及基因的激活、表达、调控等作用，在肿瘤的发生与发

展中至关重要。PARP蛋白可特异性地识别并结合DNA
断裂末端，在DNA修复和细胞程序性死亡中发挥重要

作用［14］。Caspase - 3是一种重要的终末剪切酶，负责对

许多关键蛋白质的蛋白水解裂解，是细胞凋亡的关键

执行者［15］。Caspase - 3通过自身剪切激活后，进一步催
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图4 SM对U251细胞ROS水平的影响

A. Solvent control group B. SM 1 group（2 μmol / L） C. SM 2 group（4 μmol / L） D. SM 3 group（6 μmol / L） E. SM 4 group（8 μmol / L）
Fig. 4 Effect of SM on ROS level of U251 cells
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Fig. 5 Effect of SM on mitochondrial membrane potential of U251 cells
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化 PARP发生降解，触发染色体DNA断裂和片段化，导

致细胞凋亡。因此，caspase - 3的剪切激活及PARP降解

的发生通常被认为是凋亡发生的标志［16］。本研究中通

过对细胞凋亡相关蛋白的检测发现，SM处理后可导致

U251细胞 caspase - 3剪切激活（C - caspase 3蛋白水平

升高）和 PARP降解（PARP蛋白水平降低），结果表明，

SM可能通过诱导U251细胞凋亡来抑制其增殖，并呈浓

度依赖趋势。

细胞凋亡通路通常由死亡受体途径、内质网途径和

线粒体途径组成。其中，线粒体途径又称内源性凋亡途

径，是决定细胞凋亡与死亡的主要作用途径。通过损伤

线粒体功能诱发肿瘤细胞凋亡是药物发挥抗肿瘤作用

的有效方式［17］。据报道，ROS在一定程度上可促进细胞

增殖分化，但ROS过量增加会损伤脂质和蛋白，破坏正

常细胞信号通路，诱发细胞凋亡和自噬。当细胞产生应

激时，ROS水平大量升高，使线粒体膜的离子通透性丧

失，线粒体膜电位下降，导致线粒体外膜破裂及诱导凋

亡的细胞因子释放入胞质，caspase级联反应启动，促使

下游 caspase - 3活化，进而识别切割底物PARP，最终诱

发细胞凋亡［18 - 20］。表明SM可能通过浓度依赖的方式诱

导U251细胞内ROS水平升高，促使线粒体膜电位降低，

引起线粒体功能障碍，导致细胞凋亡。

综上所述，SM可抑制U251细胞增殖，并诱导其凋

亡，作用机制可能是通过促进U251细胞内ROS水平升

高，引起线粒体损伤而激活 caspase的凋亡途径，最终导

致U251细胞凋亡。
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