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白头翁皂苷 Ｄ对胶质瘤细胞转移和凋亡的影响及机制研究

庞淼，肜小聪，蔡春娥

南阳市中心医院神经康复科，河南 南阳　４７３０００

摘　要：目的　探究白头翁皂苷 Ｄ（ＰＳＤ）对胶质瘤细胞 Ｕ２５１ＭＧ转移和凋亡的影响及可能机制。方法　采用 ＣＣＫ８试
剂盒检测正常星形胶质细胞和 Ｕ２５１ＭＧ细胞活力；选用 ０．０、１．０、２．０及 ５．０μｍｏｌ／ＬＰＳＤ处理 Ｕ２５１ＭＧ，将细胞分为 ４

组：ＰＳＤ０．０μｍｏｌ／Ｌ组、ＰＳＤ１．０μｍｏｌ／Ｌ组、ＰＳＤ２．０μｍｏｌ／Ｌ组和 ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组。划痕实验检测细胞迁移能力；Ｔｒ

ａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测细胞凋亡状况；ＲＴＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ表达水平；蛋白免疫印迹检测基质

金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）、尿激酶型纤溶酶原激活物（ｕＰＡ）、纤溶酶原激活物抑制剂１（ＰＡＩ１）、血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９、肝细胞生长因子受体（ｃＭＥＴ）蛋白表达水平。结果　ＰＳＤ抑制正常星形胶

质细胞和胶质瘤细胞 Ｕ２５１ＭＧ细胞活力。与 ＰＳＤ０．０μｍｏｌ／Ｌ组相比较，ＰＳＤ１．０、２．０及５．０μｍｏｌ／Ｌ组细胞迁移率降低

（Ｐ＜０．０１），ＭＭＰ２、ｕＰＡ、ＰＡＩ１、ＶＥＧＦ、ｃＭＥＴ蛋白水平降低（Ｐ＜０．０５），ＰＳＤ１．０μｍｏｌ／Ｌ组细胞侵袭数降低（Ｐ＜０．０５），

ＰＳＤ２．０及５．０μｍｏｌ／Ｌ组细胞侵袭数降低（Ｐ＜０．０１），细胞凋亡率升高（Ｐ＜０．０５），ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白

水平升高（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＳＤ通过靶向 ｃＭＥＴ抑制胶质瘤细胞 Ｕ２５１ＭＧ迁移和侵袭，并诱导细胞凋亡。
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　　胶质瘤是成人中枢神经系统最常见的原发性
肿瘤，胶质瘤的高迁移和侵袭性导致复发率高，也

意味着预后较差，其中胶质母细胞瘤占整个脑胶质

瘤比例的 ６０％以上［１］。胶质瘤治疗方式包括手术
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切除，放射疗法和化学疗法，虽然胶质瘤的诊断和

适当的全身治疗取得了进展，但患有胶质母细胞瘤

的患者中位生存期仅为 ９～１２个月，并且不到 ３％
的患者存活超过 ５年［２］。因此，揭示胶质母细胞瘤

的发病机制，寻找新的有效治疗靶点已成为当前研

究的 热 点。白 头 翁 皂 苷 Ｄ（ＰｕｌｓａｔｉｌｌａｓａｐｏｎｉｎＤ，
ＰＳＤ）是 从 毛 茛 科 植 物 白 头 翁 Ｐｕｌｓａｔｉｌｌａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
（Ｂｕｎｇｅ）Ｒｅｇｅｌ的干燥根提取分离的皂苷类单体化
合物，对多类肿瘤具有很强的抗肿瘤作用［３］。已有

研究 表 明，ＰＳＤ可 抑 制 胶 质 瘤 细 胞 系 Ｕ８７ＭＧ、
Ｕ２５１ＭＧ细胞增殖，在 Ｇ０／Ｇ１期阻滞细胞周期，通
过肿瘤坏死因子受体途径和线粒体途径介导细胞

凋亡，诱导细胞自噬［４］。说明 ＰＳＤ对胶质瘤的治疗
作用。本文旨在研究 ＰＳＤ是否通过靶向间质表皮
转化因子（ｃｅｌｌｕｌａｒｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｆａｃ
ｔｏｒ，ｃＭＥＴ）对胶质母细胞瘤细胞 Ｕ２５１ＭＧ转移和
凋亡的影响。

１　材料和方法
１．１　主要药物和主要试剂

ＰＳＤ（ＨＹＮ０８３４）购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓＬＬＣ
公司，分子式：Ｃ４７Ｈ７６Ｏ１７，相对分子量：９１３．０９６，
纯度≥９８％；ＲｏｓｗｅｌｌＰａｒｋＭｅｍｏｒｉａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅ１６４０（ＲＰ
ＭＩ１６４０）培养基（６１８７０－１２７）、胎牛血清（２６４００
－０３６）、青 －链霉素（１５１４０－１２２）、胰蛋白酶
（２５２００－０５６）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（Ｌ
Ｂ１１２６）购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，ＢＣＡ蛋白浓度测定
试剂盒（Ｐ００１２Ｓ）、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液（Ｃ１０１７）、
ＣＣＫ８试剂盒（Ｃ００３７）购自上海碧云天生物技术研
究所；Ａｎｔｉ基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓｅ２，ＭＭＰ２）（ａｂ３７１５０）、尿激酶型纤溶酶原激活
物 （ｕｒｏｋｉａｓｅ ｔｙｐｅ ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ， ｕＰＡ）
（ａｂ１３１４３３）、纤溶酶原激活物抑制剂１（ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，ＰＡＩ１）、血管内皮生长因子（ｖａｓ
ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３
（ａｂ２３０２）、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ９（ａｂ２３２４）、ＣＭＥＴ
（ａｂ１０７２８）、βａｃｔｉｎ（ａｂ８２２７）、ＰＨＡ６６５７５２ｃＭＥＴ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ａｂ２１９５８３）均购自英国 Ａｂｃａｍ公司。
１．２　细胞处理、活力检测及分组

正常星形胶质细胞和胶质瘤细胞 Ｕ２５１ＭＧ来
源于美国典型培养物保藏中心，将细胞培养于 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基（含 １０％胎牛血清、１×１０５ｕ／Ｌ青
霉素和 １×１０５ｕ／Ｌ链霉素）中，置于 ５％二氧化碳
ＣＯ２、３７℃的恒温培养箱中培养。培养基每 ２ｄ更

换 １次，每 ３ｄ传代 １次，实验用细胞为对数生长
期细胞。

将正常星形胶质细胞和胶质瘤细胞 Ｕ２５１ＭＧ
用不同剂量 ＰＳＤ（０．０、２．５、５．０、７．５、１０．０、１５．０
及 ２０．０μｍｏｌ／Ｌ）处理，连续培养细胞 ４ｄ，每天检
测待测细胞数，绘制增殖曲线。用培养基将 ＣＣＫ８
溶液稀释到 １０％，再用 ＣＣＫ８溶液将待测细胞制
成 １×１０６ 个／ｍＬ的 细 胞 悬 液，３７℃ 培 养 ４ｈ，
４５０ｎｍ处检测吸光度（Ａ）值，计算细胞活力。

通过计算 ＰＳＤ对 Ｕ２５１ＭＧ细胞的 ＩＣ５０值，选用
无显著毒性的 ０．０、１．０、２．０及 ５．０μｍｏｌ／ＬＰＳＤ
处理 Ｕ２５１ＭＧ细胞，将细胞分为四组：ＰＳＤ０．０

μｍｏｌ／Ｌ组、ＰＳＤ１．０μｍｏｌ／Ｌ组、ＰＳＤ２．０μｍｏｌ／Ｌ
组和 ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组。
１．３　划痕实验检测细胞迁移情况

使用 Ｍａｒｋｅｒ笔在细胞培养板背面画一条水平
线，画线后将 Ｕ２５１ＭＧ置于细胞培养板中培养，待
细胞铺满时，利用枪头垂直于所画水平线进行划

痕。划痕后用 ＰＢＳ冲洗细胞培养板，再加入无血清
的培养液继续培养细胞。分别于 ０和 ２４ｈ取样并
拍照，划痕闭合率 ＝（０ｈ划痕宽度 －２４ｈ划痕宽
度）／０ｈ划痕宽度 ×１００％。
１．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭情况

取 ３００μＬ无血清培养基，４℃下加入 ６０μＬ
Ｍａｔｒｉｇｅｌ混匀，平均加入小室，置于３７℃培养箱中孵
育 ５ｈ，将 １００μＬ细胞用无血清培养基清洗 ３次，
配成细胞悬液加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，下室中加入 ６００

μＬ含有 ２０％磷酸盐缓冲液（ＦＢＳ）的培养基，置于
３７℃培养箱中孵育 ２４ｈ，取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ用 ＰＢＳ洗 ２
遍，５％戊二醛固定，０．１％结晶紫染色 ０．５ｈ后于
荧光显微镜下观测。

１．５　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测细胞凋亡
根据 Ｈｏｅｃｈｓｔ试剂盒说明书步骤操作，将各组

细胞接种于 ４８孔板中，每组 ３个复孔，相应处理
后，吸弃上清液，向每孔中加入 ２００μＬ浓度为 ５

μｇ／ｍＬ的 Ｈｏｅｃｈｓｔ染液，染色５ｍｉｎ，用 ＰＢＳ清洗，在
荧光显微镜下进行检测。每个样本随机观察 １０～
２０个视野进行计数。凋亡率 ＝凋亡细胞数／细胞
总数 ×１００％。
１．６　逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ｃ
ＭＥＴｍＲＮＡ水平

用 Ｔｒｉｚｏｌ法从胶质瘤细胞 Ｕ２５１ＭＧ中提取总
ＲＮＡ，用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ分 光 光 度 计 测 定 Ａ（Ａ２６０／
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　 　　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＮｅｕｒｏｌｏｇｙａｎｄＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ　２０２０，４７（６）　



Ａ２８０）值，按照试剂盒说明书步骤进行 ｃＤＮＡ的合
成和 ＰＣＲ的扩增，反应条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ，
９４℃变性 ３０ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，扩
增 ３５个循环，７２℃延长１０ｍｉｎ。采用２－ΔΔＣｔ法进行
定量计算。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＭＭＰ２、ｕＰＡ、ＰＡＩ１、
ＶＥＧＦ、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ９和 ｃ
ＭＥＴ蛋白表达水平

收集各组细胞用 ＢＣＡ试剂盒提取总蛋白并测
定蛋白质含量。提取等量蛋白质样品，１００℃变性
５ｍｉｎ。然后使用 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳法分离并转
移至 ＰＶＤＦ膜，４℃条件下加入相应一抗并孵育过
夜，清洗，然后在 ４℃下加入辣根过氧化物酶标记
的二抗孵育 ２ｈ，最后加入发光液，曝光处理。Ｉｍ
ａｇｅＪ软件统计灰度值。
１．８　ＰＨＡ６６５７５２对胶质瘤细胞 Ｕ２５１ＭＧ的影响

加入ｃＭＥＴ抑制剂ＰＨＡ６６５７５２，将细胞随机分
为４组：Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组、ＰＨＡ６６５７５２
５．０μｍｏｌ／Ｌ组和 ＰＨＡ６６５７５２＋ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ
组。检测加入抑制剂后各组细胞迁移、侵袭和凋亡

及相关蛋白的表达水平。

１．９　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ１７．０软件对实验数据进行分析。计

量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较
采用单因素方差分析，进一步两两比较采用 ＬＳＤｔ
检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＰＳＤ对正常星形胶质细胞和胶质瘤细胞
Ｕ２５１ＭＧ细胞活力的影响

不同剂量 ＰＳＤ作用于正常星形胶质细胞和胶
质瘤细胞 Ｕ２５１ＭＧ４ｄ后细胞活力的抑制作用不
同，经 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检验均符合正态分布，差
异有统计学意义（Ｆ＝２６５．１３４、７２．３４３，均 Ｐ＝
０．０００）。与 ０．０μｍｏｌ／Ｌ剂量（１００．１４±３．２６）％
ＰＳＤ相比较，１０．０、１５．０及 ２０．０μｍｏｌ／Ｌ剂量
（７６．４７±３．５３、６８．４８±２．３２、６０．１６±２．３５）％
ＰＳＤ正常星形胶质细胞活力下降，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）。与 ０．０μｍｏｌ／Ｌ剂量（１００．２２±
３．３２）％ＰＳＤ相比较，５．０、７．５、１０．０、１５．０、２０．０

μｍｏｌ／Ｌ剂量（８１．２５±３．２６、６３．０８±４．６９、４９．６４
±３．１７、３０．０７±２．３３、２６．０３±２．２７）％ ＰＳＤ
Ｕ２５１ＭＧ细胞活力下降，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。见图 １。
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Ａ：胶质瘤细胞 Ｕ２５１ＭＧ细胞活力；Ｂ：正常星形胶质
细胞细胞活力。与 ０μｍｏｌ／Ｌ剂量比较，Ｐ＜０．０５

图 １　细胞活力（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．２　ＰＳＤ对 Ｕ２５１ＭＧ细胞迁移侵袭的影响
各组细胞迁移率及侵袭细胞数经 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ

正态性检验均符合正态分布，差异有统计学意义（Ｆ
＝２８９．３７０、３１．２０１，均 Ｐ＝０．０００）。与 ＰＳＤ０．０
μｍｏｌ／Ｌ组（８３．９３±３．７５）％相比较，ＰＳＤ１．０、２．０
及 ５．０μｍｏｌ／Ｌ组（６４．４５±３．６４、４８．５２±２．４３、
２３．９１±２．１４）％细胞迁移率均下降，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。与 ＰＳＤ０．０μｍｏｌ／Ｌ组（２３４．４８
±３０．１３）相比较，ＰＳＤ１．０、２．０及 ５．０μｍｏｌ／Ｌ组
（１９６．８８±２３．３１、１４７．４７±１８．１９、７６．３２±６．０７）
侵袭细胞数均降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
各组细胞 ＭＭＰ２、ｕＰＡ、ＰＡＩ１、ＶＥＧＦ蛋白表达水平
经 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检验均符合正态分布，差异有
统计学意 义 （Ｆ＝１１３．１１１、２０５．８６９、１１６．１９１、
１５２．９７０，均 Ｐ＝０．０００）。与 ＰＳＤ０．０μｍｏｌ／Ｌ组相比
较，ＰＳＤ１．０、２．０及 ５．０μｍｏｌ／Ｌ组 ＭＭＰ２、ｕＰＡ、
ＰＡＩ１、ＶＥＧＦ蛋白表达水平均降低，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。见图２。
２．３　ＰＳＤ对 Ｕ２５１ＭＧ细胞凋亡的影响

凋亡细胞的细胞核呈亮蓝色，以亮蓝色斑点密

度表示细胞凋亡程度。各组细胞细胞凋亡率经

ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检验均符合正态分布，差异有
统计学意义（Ｆ＝２１．１８１，Ｐ＝０．０００）。与 ＰＳＤ
０．０μｍｏｌ／Ｌ组（１２．３５±２．０３）％比较，ＰＳＤ１．０、
２．０及 ５．０μｍｏｌ／Ｌ组（１８．２５±２．２２、２３．３６±
３．０８、３０．１８±４．１３）％细胞凋亡率升高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；各组细胞 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达水平经 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态
性检验均符合正态分布，差异有统计学意义（Ｆ＝
９３．６１６、１０３．６１４，均 Ｐ＝０．０００）。与 ＰＳＤ０．０
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μｍｏｌ／Ｌ组相比较，ＰＳＤ１．０、２．０及 ５．０μｍｏｌ／Ｌ组
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达水平升

高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图 ３。
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Ａ：细胞划痕实验检测细胞迁移（×２００）；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭；Ｃ：ＭＭＰ２、ｕＰＡ、ＰＡＩ１、ＶＥＧＦ蛋白表达；Ｄ：

ＭＭＰ２、ｕＰＡ、ＰＡＩ１、ＶＥＧＦ蛋白表达水平直方图。１：ＰＳＤ０．０μｍｏｌ／Ｌ组；２：ＰＳＤ１．０μｍｏｌ／Ｌ组；３：ＰＳＤ２．０μｍｏｌ／

Ｌ组；４：ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组。与 ＰＳＤ０．０μｍｏｌ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５

图 ２　ＰＳＤ对 Ｕ２５１ＭＧ细胞迁移和侵袭的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

!"""""""""""""""""""""""""""""""""#""""""""""""""""""""""""""""""$"""""""""""""""""""""""""""""""%

&

'

(

)

!""""""#""""""$"""""%

%*

$*

#*

!*

*

!

#

$

%

!
"

#
$

%
+
,

!-.

!-/

/-.

/-/

012342560378372

9

$

&
'

(
)

*
+

,
-

012342560378372

:

;

!6666666666#666666666666666$6666666666666666%

$#6<)3

$=6<)3

%#6<)3

>

>

>

>

>

>

'123425

0378372

:

$

'123425

0378372

:

;

?

:

30@AB

>

>

>

Ａ：Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测细胞凋亡（×２００）；Ｂ：细胞凋亡率；Ｃ：ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达；Ｄ：

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达水平直方图。１：ＰＳＤ０．０μｍｏｌ／Ｌ组；２：ＰＳＤ１．０μｍｏｌ／Ｌ组；３：ＰＳＤ

２．０μｍｏｌ／Ｌ组；４：ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组。与 ＰＳＤ０．０μｍｏｌ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５

图 ３　ＰＳＤ对 Ｕ２５１ＭＧ细胞凋亡和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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２．４　ＰＳＤ对 ｃＭＥＴｍＲＮＡ和蛋白水平的影响
各组细胞 ｃＭＥＴｍＲＮＡ和蛋白表达水平经

ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检验均符合正态分布，差异有
统计学意义（Ｆ＝７５．３８３、７２．２１３，均 Ｐ＝０．０００）。
与 ＰＳＤ０．０μｍｏｌ／Ｌ组相比较，ＰＳＤ１．０．、２．０及
５．０μｍｏｌ／Ｌ组 ｃＭＥＴｍＲＮＡ和蛋白表达水平降低，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图 ４。
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Ａ：ＣＭＥＴｍＲＮＡ水平；Ｂ：ｃＭＥＴ蛋白表达；１：ＰＳＤ０．０

μｍｏｌ／Ｌ组；２：ＰＳＤ１．０μｍｏｌ／Ｌ组；３：ＰＳＤ２．０μｍｏｌ／Ｌ

组；４：ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组。与 ＰＳＤ０．０μｍｏｌ／Ｌ组比

较，Ｐ＜０．０５

图 ４　ＰＳＤ对 ｃＭＥＴｍＲＮＡ水平和蛋白表达水平的影

响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．５　ＰＳＤ联合 ＰＨＡ６６５７５２下调对 ｃＭＥＴ蛋白
表达水平的影响

ＰＳＤ联合 ＰＨＡ６６５７５２处理后 ｃＭＥＴ蛋白表
达水平经 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检验均符合正态分
布，差异有统计学意义（Ｆ＝２４９．４２０，Ｐ＝０．０００）。
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（１．３０±０．１０）相比较，ＰＨＡ６６５７５２
５．０μｍｏｌ／Ｌ组（０．８０±０．０７）、ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组
（０．１５±０．０４）和 ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ＋ＰＨＡ６６５７５２
５．０μｍｏｌ／Ｌ组（０．０３±０．０２）ｃＭＥＴ蛋白表达水
平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图 ５。
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图 ５　ＰＳＤ联合 ＰＨＡ６６５７５２对 ｃＭＥＴ蛋白表达水平

的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．６　ｃＭＥＴ抑制剂对 Ｕ２５１ＭＧ细胞的影响
各组细胞迁移率经 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检验均

符合正态分布，差异有统计学意义（Ｆ＝１７４．９５０，Ｐ
＝０．０００）。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（８３．３８±５．３８）％比较，
ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组（２４．３６±６．３４）％细胞迁移率
降低 （Ｐ＜０．０１），ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ组
（１２７．７７±４．５５）％细胞迁移率升高（Ｐ＜０．０１），
ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ＋ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组
（６９．６２±５．８８）％细胞迁移率低于 ＰＨＡ６６５７５２
５．０μｍｏｌ／Ｌ组。

各组细胞侵袭数经 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检验均
符合正态分布，差异有统计学意义（Ｆ＝６７．４１８，Ｐ
＝０．０００）。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（２３５．７２±３０．７３）相比
较，ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组（７８．１７±１７．０２）细胞侵袭
数降低（Ｐ＜０．０１），ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ组
（４０８．０４±３４．６２）细胞侵袭数升高（Ｐ＜０．０１），
ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ＋ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组
（２２３．２５±２８．４８）细胞侵袭数低于 ＰＨＡ６６５７５２
５．０μｍｏｌ／Ｌ组。

各组细胞 ＭＭＰ２、ｕＰＡ、ＰＡＩ１、ＶＥＧＦ蛋白表达
水平经 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检验均符合正态分布，
差异 有 统 计 学 意 义 （Ｆ＝１５５．７７０、２１１．３８７、
１３６．６５６、１６５．１５８，均 Ｐ＝０．０００）。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相
比较，ＰＳＤ ５．０μｍｏｌ／Ｌ组 ＭＭＰ２、ｕＰＡ、ＰＡＩ１、
ＶＥＧＦ蛋 白 水 平 降 低 （Ｐ＜０．０１），ＰＨＡ６６５７５２
５．０μｍｏｌ／Ｌ组 ＭＭＰ２、ｕＰＡ、ＰＡＩ１、ＶＥＧＦ蛋白水平
升高（Ｐ＜０．０１），ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ＋ＰＳＤ
５．０μｍｏｌ／Ｌ组 ＭＭＰ２、ｕＰＡ、ＰＡＩ１、ＶＥＧＦ蛋白水
平低于 ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ组。

各组细胞细胞凋亡率经 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检
验均符合正态分布，差异有统计学意义（Ｆ＝３９．５１８，
Ｐ＝０．０００）。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（１２．０７±２．１１）％相比
较，ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组（３０．０９±３．０４）％细胞凋
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亡率升高（Ｐ＜０．０１），ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ组
（５．７９±３．２８）％细胞凋亡率降低（Ｐ＜０．０１），
ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ＋ＰＳＤ ５．０ μｍｏｌ／Ｌ组
（１０．４９±３．１７）％细胞凋亡率高于 ＰＨＡ６６５７５２
５．０μｍｏｌ／Ｌ组。

各组细胞 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋
白表达水平经 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检验均符合正态
分布，差异有统计学意义（Ｆ＝７４．２３５、８６．１３９，均

Ｐ＝０．０００、）。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比较，ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ
组 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白水平升高
（Ｐ＜０．０１），ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ组 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋 白 水 平 降 低 （Ｐ＜
０．０１），ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ＋ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ
组 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白水平高于
ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ组。见图６。
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３：ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ组；４：ＰＨＡ６６５７５２＋ＰＳＤ５．０μｍｏｌ／Ｌ组。①与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０１；②与

ＰＨＡ６６５７５２５．０μｍｏｌ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０１

图 ６　ＰＳＤ联合 ｃＭＥＴ抑制剂对 Ｕ２５１ＭＧ细胞的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３　讨论
神经胶质瘤是神经外胚叶衍化出的胶质细胞

恶性病变引发的颅内肿瘤［５］。神经胶质瘤被认为

是所有癌症中最具破坏性的肿瘤，因为它们主要影

响大脑或脊髓细胞［６］。胶质瘤的特征在于高增殖

潜力，浸润性生长行为，肿瘤内异质性和肿瘤复
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发，胶质瘤可以影响所有年龄段的人［７］。由于胶质

瘤的各种治疗方式，如手术、放射治疗和化学疗法

普遍存在局限性，且治疗胶质瘤一线化疗药物常常

受到化学抗性反应的持久性的限制［８］，杀伤肿瘤细

胞的同时也同时杀伤正常组织细胞。因此，迫切需

要促进创新药物开发的研究。

白头翁是银莲花属多年生草本植物，广泛分布

于中国东北地区，根常用作中药用于治疗阿米巴和

细菌性痢疾［９］。ＰＳＤ是从白头翁的干燥根提取分
离的五环三萜类皂苷类单体化合物，近年来药理实

验研究发现，ＰＳＤ具有抗肿瘤作用，对肝癌、肺癌、
乳腺癌、胶质瘤、结肠癌、胰腺癌和胃癌具有很强

的抗癌活性［１０１５］。本研究发现 ＰＳＤ具有抑制正常
ａｓｔｒｏｃｙｔｅ细胞和胶质瘤 Ｕ２５１ＭＧ细胞活力的作用，
说明 ＰＳＤ对胶质瘤细胞具有杀伤作用。

神经胶质瘤是一种具有高度侵袭性、迁移性和

血管生成的脑癌，由于对放射和化疗的抵抗以及该

肿瘤的高度侵入性，单个胶质瘤细胞可以在整个大

脑侵入，并且继发病产生的位置常常远离原发肿

瘤，因而降低了手术切除的疗效［１６］。基质金属蛋

白酶具有降解细胞外基质中各种蛋白成分，从而破

坏肿瘤细胞侵袭的组织学屏障，促进细胞迁移，在

肿瘤细胞的侵袭和迁移过程中起关键作用［１７］。胶

质瘤的侵袭性依赖于肿瘤细胞侵袭期间细胞外基

质的蛋白水解，ｕＰＡ与 ｕＰＡＲ结合催化纤溶酶原转
化为纤溶酶，从而导致有效的蛋白水解作用［１８］。

已在 侵 袭性胶质母细胞瘤中观察到 ｕＰＡ过 表
达［１９］，因此，降低 ｕＰＡ表达可限制胶质瘤侵袭。
ＰＡＩ１是纤溶酶原 －纤溶酶系统中的主要调节因
子，是 ｕＰＡ的主要抑制剂，通过它抑制纤溶酶原激
活，已有研究证明胶质瘤中 ＰＡＩ１过表达与胶质瘤
患者较短存活率相关［２０］。ＶＥＧＦ是胶质母细胞瘤
血管生成反应的关键调节因子，在临床实验中，抗

血管生成治疗结果令人鼓舞［２１］。Ｚｈａｎｇ等［２２］研究

发现紫草素以剂量依赖性方式抑制 ＭＭＰ２的表达
减弱胶质母细胞瘤细胞系 Ｕ８７和 Ｕ２５１ＭＧ的增
殖，迁移和侵袭能力。Ｒｙｕ等［２３］研究发现白藜芦醇

通过 下 调 ｕＰＡ 和 ｕＰＡＲ 表 达 减 少 胶 质 瘤 细 胞
Ｕ３７３ＭＧ的侵袭。Ｌｉｕ等［２４］研究发现碳离子辐射

通过下调 ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ２表达抑制胶质瘤和内皮
细胞的侵袭和迁移。本研究结果与上述研究结果

一致，ＰＳＤ通过下调 ＭＭＰ２、ｕＰＡ、ＰＡＩ１、ＶＥＧＦ蛋
白表达抑制细胞迁移和侵袭。

细胞凋亡是一种程序性细胞死亡，其中细胞被

破坏而不会将有害物质释放到周围区域。细胞凋

亡通过消除旧的，不必要的和患病的细胞在体内发

育和维持中起关键作用［２５］。凋亡途径分为线粒体

和死亡受体途径，Ｃａｓｐａｓｅ家族是细胞凋亡的关键
执行者，Ｃａｓｐａｓｅ９介导线粒体凋亡途径的细胞凋
亡过程，激活 Ｃａｓｐａｓｅ３，引发 Ｃａｓｐａｓｅ级联反应，导
致细胞凋亡［２６］。Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白的低表达与胶质瘤
恶性程度相关，可作为评价胶质瘤恶性程度的生物

学指标［２７］。夏春义等［２８］研究发现槲皮素具有上调

胶质瘤大鼠脑组织 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白的表
达的作用，对脑胶质瘤有潜在的治疗作用。本研究

发现，ＰＳＤ促进 Ｕ２５１ＭＧ细胞凋亡，上调 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白水平。

ｃＭＥＴ也称肝细胞生长因子受体（ＨＧＦＲ），是
一种由 ｃＭＥＴ原癌基因编码的蛋白产物，它是一
种高亲和性的受体酪氨酸激酶，是肝细胞生长因子

跨膜受体，其能促进肿瘤细胞的增殖，调节肿瘤细

胞的迁移，增加肿瘤细胞的侵袭能力和诱导肿瘤新

生血管的生成［２９］。复发性胶质瘤表达较高水平的

ｃＭＥＴ，且 ｃＭＥＴ过表达与胶质瘤患者中较短的存
活时间相关［３０］。ｃＭＥＴ的过度表达预示着预后不
良并与胶质瘤的恶性程度相关，因此，靶向抑制 ｃ
ＭＥＴ表达是治疗胶质瘤的重要策略。在本研究
中，观察到 ＰＳＤ下调胶质瘤细胞 Ｕ２５１ＭＧ中 ｃ
ＭＥＴ蛋白水平，下调 ｃＭＥＴｍＲＮＡ水平，且与 ｃ
ＭＥＴ抑制剂联合应用下调 ｃＭＥＴ蛋白水平，说明
ＰＳＤ可作为 ｃＭＥＴ抑制剂应用。

综上 所 述，ＰＳＤ可 能 通 过 靶 向 ｃＭＥＴ抑 制
Ｕ２５１ＭＧ细胞细胞活力、迁移和侵袭，并诱导细胞
凋亡。
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