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摘要 目的：探讨紫草素对 A549人肺癌细胞凋亡的影响和可能的作用机制。方法：采用不同浓度的紫草素对体外培养的 A549人

肺癌细胞进行干预，CCK-8法和流式细胞术分别检测紫草素对 A549细胞增殖和凋亡的影响，Western blot观察凋亡相关蛋白

（Bcl-2和 Bax）表达水平的变化，激光共聚焦显微镜检测紫草素处理 12 h并用 JC-1染色的 A549细胞线粒体膜电位改变。结果：

CCK-8分析显示，0.5 滋M、1 滋M、2 滋M、4 滋M和 6 滋M实验组 A549细胞相对存活率分别为 (83.71± 1.02)%、(57.47± 2.78)%、

(27.39± 1.96)%、(16.96± 1.47)%和(14.72± 1.93)%，与对照组相比实验组 A549细胞相对存活率明显降低；流式细胞术结果表明，1

滋M、2 滋M、4 滋M实验组 A549细胞的凋亡率分别为(13.80± 1.76)%、(40.90± 3.48)%和(78.80± 2.52)%，与对照组相比紫草素呈剂

量依赖型促进 A549细胞凋亡；Western blot结果证实，紫草素能降低 A549细胞中 Bcl-2蛋白的表达量，而升高 Bax蛋白的水平；

激光共聚焦显微镜扫描结果显示紫草素能降低 A549细胞的线粒体膜电位，呈剂量依赖型。结论：紫草素能显著促进 A549细胞凋

亡，其机制可能与下调抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达和上调促凋亡蛋白 Bax的表达有关。
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Shikonin Promotes the Apoptosis of A549 Human Lung Cancer Cells*

To explore the effect of shikonin on apoptosis of A549 human lung cancer cells, as well as the mechanism.

The A549 cells were treated with different concentrations of shikonin in vitro. The cell viability was assessed by CCK-8 Assay,

and the cell apoptosis was determined by flow cytometry. The expression of apoptosis associated proteins (Bcl-2 and Bax), was observed

by Western blot. The MMP（mitochondrial membrane potential）of A549 cells was detected by Laser scanning Confocal Microscopy

(LSCM) using JC-1 probes 12 h after shikonin treatment. After exposure to various concentrations of shikonin(0.5 滋M, 1 滋M, 2

滋M, 4 滋M and 6 滋M), as the results of CCK-8 showed, the survival rates of A549 cells were (83.71± 1.02)%, (57.47± 2.78)%, (27.39±

1.96)%, (16.96± 1.47)% and (14.72± 1.93)%, respectively, which were obviously lower than those in the control group. Further study on

shikonin showed that it induced apoptosis of A549 cells in a dose-dependent manner; the apoptosis rates in shikonin-treated groups(1

滋M, 2 滋M, 4 滋M ) were (13.80± 1.76)%, (40.90± 3.48)% and (78.80± 2.52)%, respectively, compared to those in the control group. In

addition, a western blot analysis indicated that shikonin decreased the expression of protein Bcl-2, but increased the expression of pro-

tein Bax. Moreover, shikonin depolarized the MMP of A549 cells in a dose-dependent manner too. Our results indicated that

shikonin significantly induced apoptosis of A549 cells, the mechanism may be related to the down-regulation of anti-apoptotic protein

Bcl-2 and up-regulation of apoptotic protein Bax.
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前言

肺癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤，其发病率和死亡率

均位居恶性肿瘤的前列；肺癌患者五年生存率不足 20 %，晚期

患者仅为 4 %左右[1-3]。随着技术的进步，部分肺癌可得到及时

诊断，患者可行根治性手术而痊愈；但大部分患者明确诊断时

已属于晚期[4]，对晚期肺癌患者而言，化疗仍然是重要的治疗手

段[5,6]。然而目前的化疗方案对肺癌患者的疗效有限，新药开发

势在必行。紫草素是一种从紫草科植物紫草的根部提取出来或

人工生产的结晶性粉末，具有抗菌、抗炎和抗肿瘤等作用[7-10]。

国内外研究表明，紫草素对多种恶性肿瘤，如前列腺癌、胃癌、

肝癌、卵巢癌、神经胶质细胞瘤和肺癌等均有较好的抗肿瘤作
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用[11-14]，但是其作用机制并未完全清楚。本研究以肺癌 A549细

胞为研究对象，检测紫草素对其增殖和凋亡的影响，并初步探

讨紫草素可能的作用机制，为紫草素应用于临床提供理论基础

和实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

人肺癌细胞株 A549来源于第四军医大学分子生物学实

验室；紫草素购于上海源叶生物科技有限公司（纯度为 98 %）；

高糖 DMEM培养基购自 Hyclone公司，胎牛血清购自 Biologi-

cal Industries（BI）；CCK-8试剂盒购自上海七海复泰生物科技

有限公司；AnnexinV /PI试剂盒购于 Biovision公司；蛋白定量

试剂盒 BCA（bicin choninic aid）、细胞裂解液 RIPA、线粒体膜

电位检测试剂盒（JC-1）购自碧云天生物技术有限公司；兔抗人

Bax、Bcl-2和 茁-actin一抗购自美国 CST (Cell Signaling Tech-

nology)公司；丙烯酰胺凝胶试剂盒和羊抗兔二抗购自西安晶彩

生物科技有限公司；全自动酶标仪、电泳转印系统和流式细胞

仪购自美国 bio-rad公司，激光共聚焦显微镜购自日本尼康公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 A549细胞复苏后接种于含 10 %胎牛血清

和 1 %青霉素 -链霉素的高糖 DMEM培养基中，置于 37℃、5

%CO2孵箱中培养。根据细胞生长情况，约 1-2天换液传代。

1.2.2 CCK-8比色法检测细胞存活率 取处于对数生长期的

A549细胞，细胞消化和离心后计数，重悬至 4× 104/mL，以 100

滋L/孔接种至 96孔板中。于 37℃、5 % CO2孵箱中培养 24小

时后，每组（6个复孔）分别加入相应剂量的紫草素(终浓度分别

为 0.5 滋M、1 滋M、2 滋M、4 滋M、6 滋M)；紫草素用 DMSO溶解，

以含 0.1 %DMSO和 10 %胎牛血清的高糖 DMEM培养基组作

为实验对照。继续于 37℃、5 % CO2孵箱中培养 24 h，然后在每

孔中分别加入 10 滋L CCK-8试剂溶液，孵箱中培养 1 h左右待

液体变黄时取出，用全自动酶标仪于 450 nm 处测定吸光度

（A）。设定对照组 A549细胞的存活率为 100 %，细胞相对存活

率 =（实验组吸光度 -空白孔组吸光度）/（对照组吸光度 -空白

孔组吸光度）× 100 %。

1.2.3 流式细胞仪测定细胞凋亡 取对数生长期的 A549 细

胞接种于 6孔板中，于 37℃、5 % CO2孵箱中继续培养 24 h后

加入相应剂量的紫草素（终浓度分别为 1 滋M、2 滋M、4 滋M），每
组 2 个平行，以含 0.1 %DMSO 和 10 %胎牛血清的高糖

DMEM溶液组为实验对照组。紫草素作用 24 h后收集各组细

胞，1000 rpm离心 5 min，弃上清，用预冷的 PBS重悬和洗涤细

胞 2次，然后进行细胞计数。按照 AnnexinV/PI试剂盒说明书

加入细胞重悬结合液 190 滋L，再加入 10 滋L PI，避光孵育 5-10

min，然后用流式细胞仪检测并分析细胞凋亡情况。凋亡率（%）

=早期凋亡率（%）+晚期凋亡率（%）。

1.2.4 Western blot 检测 A549 细胞中凋亡相关蛋白的表达

取对数生长期的 A549细胞接种于 6孔板中，放入 37℃、5 %

CO2孵箱培养，24 h后吸去原培养基，分别加入紫草素终浓度

为 0 滋M、1 滋M、2 滋M、4 滋M的含 10%血清 DMEM高糖培养

液。继续培养 24 h后提取细胞蛋白，用 BCA法进行蛋白定量，

然后把 5× 上样缓冲液按 1:4比例加入到蛋白样品中，混匀后

加热至 95℃煮 10 min使蛋白变性，处理后的样品放入 -20℃

冰箱保存。配胶和蛋白上样后依次进行电泳、转膜。转膜结束后

使用 5 %脱脂牛奶室温封闭 1 h，然后将 PVDF膜置于 1:1000

稀释的 Bax、Bcl-2和 茁-actin单克隆一抗稀释液中，4℃孵育过
夜。次日，用 TBST洗膜 3次，每次 10 min，然后用 HRP标记的

二抗室温孵育 1 h，再次用 TBST洗膜 3次，10 min/次，最后采

用化学发光法成像。

1.2.5共聚焦显微镜检测线粒体膜电位(mitochondrial membrane

potential, MMP) 取对数生长期的 A549 细胞接种于激光共

聚焦专用培养皿中，置于 37℃、5 % CO2孵箱中培养 24 h后分

组进行药物处理。对照组加入含 0.1 %DMSO和 10 %胎牛血清

的高糖 DMEM培养液；实验组分别加入紫草素终浓度为 2

滋M、4 滋M的含 10 %胎牛血清高糖 DMEM培养液。继续培养

12 h后用 PBS洗涤 2次，加入 1 mL细胞培养液和 1 mL JC-1

染色工作液，充分混匀，在 37℃、5 % CO2孵箱中孵育 30 min，

然后用 JC-1染色缓冲液洗涤 2次，最后加入 1 mL细胞培养

液，于激光共聚焦显微镜下检测 A549细胞线粒体膜电位。

1.3 统计学分析

采用 IBM SPSS 19.0软件对数据进行处理和统计学分析，

计量资料以（Mean± SD）表示，采用单因素方差分析（One-way

ANOVA）进行不同组间比较，采用 Tukey检验进行两组间比

较，以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 紫草素有效降低 A549细胞的活力

用不同浓度的紫草素（0 滋M、0.5 滋M、1 滋M、2 滋M、4 滋M
和 6 滋M）分别处理 A549细胞 24 h，CCK-8比色法检测结果显

示，以对照组 A549细胞的存活率为 100 %，则实验组(0.5 滋M、
1 滋M、2 滋M、4 滋M 和 6 滋M) 的相对存活率分别为 (83.71±

1.02)%、(57.47 ± 2.78)%、(27.39 ± 1.96)%、(16.96 ± 1.47)%、

(14.72± 1.93)%，单因素方差分析显示紫草素干预后各组间的

存活率有差异（P＜0.05），Tukey检验分别比较 0.5 滋M、1 滋M、2
滋M、4 滋M和 6 滋M实验组与对照组的存活率，结果表明均有
统计学差异（P值均小于 0.05）。同时统计分析显示紫草素对

A549细胞 24小时 IC50为 1.325 滋M。见图 1。

2.2 紫草素促进 A549细胞凋亡

图 1 紫草素抑制 A549细胞增殖

Fig.1 Shikonin inhibits the proliferation of A549 cells(n=6,**P＜0.01vs.

Control）
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分别以 0 滋M、1 滋M、2 滋M、4 滋M紫草素处理 A549 细胞

24 h，收集细胞并用流式细胞仪检测凋亡，结果显示对照组（0

滋M）的凋亡率为 (6.30± 1.25)%，1 滋M实验组的凋亡率升至
(13.80± 1.76)%，2 滋M实验组的凋亡率达到 (40.90± 3.48)%，4

滋M实验组的凋亡率高达(78.80± 2.52)%。研究表明紫草素呈

剂量依赖型促进 A549细胞凋亡，与对照组比较，1 滋M、2 滋M、
4 滋M实验组的凋亡率均升高（P＜0.05, P＜0.01, P＜0.01）。见

图 2。

图 2 紫草素促进 A549细胞凋亡

Fig.2 Shikonin promotes apoptosis of A549 cells(n=3,*P＜0.05vs.Control,**P＜0.01 vs.Control）

2.3 紫草素能降低 A549细胞 Bcl-2蛋白的表达，同时升高 Bax

蛋白的水平

分别以 0 滋M、1 滋M、2 滋M、4 滋M紫草素处理 A549细胞，

24 h后提取蛋白并应用Western blot检测 A549细胞中凋亡相

关蛋白的表达。半定量分析显示，在对照组和 1 滋M、2 滋M、4
滋M紫草素实验组中，Bcl-2蛋白相对 茁-actin蛋白的表达量分

别为 0.5933、0.4121、0.2375、0.2014，与对照组相比实验组

Bcl-2蛋白相对表达量均降低（P＜0.05, P＜0.05, P＜0.05）；在

上述对照组和实验组中，Bax蛋白相对 茁-actin蛋白的表达量
分别为 0.0971、0.1716、0.2169、0.2771，与对照组相比实验组

Bax蛋白的相对表达量逐渐升高（P＜0.05, P＜0.05, P＜0.05）。

见图 3。

图 3 紫草素对 Bcl-2和 Bax蛋白表达的影响

Fig.3 Shikonin affects the protein expression of Bcl-2 and Bax

Note: A:Protein expression of Bcl-2 and Bax were detected by Western blot;

B: Relative expression level of Bcl-2 and Bax(n=3,**P＜0.01vs.Control）

2.4 紫草素降低 A549细胞的线粒体膜电位，呈剂量依赖型

分别以 0 滋M、2 滋M、4 滋M紫草素处理 A549细胞 12 h，然

后用 JC-1染料对细胞进行染色；激光共聚焦显微镜扫描结果

显示，随着紫草素浓度的增加 A549细胞红色荧光逐渐减弱而

绿色荧光逐渐增强。半定量分析显示，对照组和 2 滋M、4 滋M紫
草素实验组的红色荧光平均光密度分别为 0.0795± 0.0179、

0.0195± 0.0058、0.0112± 0.0032，与对照组相比，实验组平均光

密度降低（P＜0.05, P＜0.05）；上述三组绿色荧光平均光密度分

别为 0.0088± 0.0037、0.0204± 0.0050、0.0519± 0.0052，与对照

组相比，实验组平均光密度升高（P＜0.05,P＜0.05）。这表明紫

草素处理 A549细胞后，线粒体膜通透性增加，膜电位耗散下

降，呈剂量依赖型。见图 4。
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3 讨论

国内外多个研究表明，天然植物提取化合物，如姜黄素、雷

公藤甲素、大黄素和紫杉醇等在促进肿瘤细胞凋亡方面表现出

色，而且以紫杉醇为代表的部分药物已进入临床，并在抗肿瘤

治疗中发挥着重要的作用[15-18]。发掘更多具有良好抗肿瘤作用

的天然植物化合物，并进一步通过实验证明其抗肿瘤效果和明

确其作用机制，是一条抗肿瘤药物研发和进一步提高肿瘤患者

生存率的可行之路。

紫草素是一种从紫草根部提取的或人工生产的萘醌类化

合物，具有抗炎、抗菌和保护肝功能等作用，也能明显抑制肿瘤

细胞增殖和促进凋亡[19]。既往研究表明，紫草素对乳腺癌、神经

胶质瘤、骨肉瘤、胃癌、白血病等均具有较好的抗肿瘤作用[11,12,20-22]。

在肺癌中，紫草素也被证实具有良好的抗肿瘤效果。Kim HJ等

人的研究显示，体外实验中紫草素可以诱使肺癌细胞产生自噬

和坏死，而自噬抑制剂则能进一步提高药物对肺癌细胞的杀伤

效果，在动物实验中紫草素也能有效抑制肿瘤生长 [23]。Hsieh

YS等人证实，紫草素可以逆转 c-Met介导的上皮间质化过程，

从而抑制 c-Met高表达肺癌细胞的迁移和侵袭[24]。Yeh YC的

研究结果表明，紫草素可以通过上调 P53的表达而促进肺癌细

胞的凋亡和坏死[25]。我们研究团队在前期的研究中也发现，紫

草素可以促进具有 T790M突变的 H1975细胞凋亡，低剂量紫

草素可通过抑制 EGFR、ERK和 Akt的活化而增强 H1975 细

胞对埃克替尼的敏感性[26]。

本研究中我们进一步检测了紫草素对肺癌 A549 细胞的

作用效果，结果显示紫草素具有抑制增殖和促进凋亡的作用，

并呈剂量依赖型；这与既往的研究结论一致[23,25]。本实验还进一

步通过Western blot和线粒体膜电位检测探讨紫草素促进肺癌

A549细胞凋亡可能的机制。

在哺乳动物细胞中，凋亡途径主要包括外源性和内源性凋

亡途径，即死亡受体途径和线粒体途径[27]。线粒体途径的凋亡，

主要是由细胞内相关凋亡蛋白的浓度和比例的改变，如下调

图 4 紫草素对 A549细胞线粒体膜电位的影响

Fig.4 Shikonin induces loss of MMP in A549 cells

Note: A: MMP were detected by LSCM; B: Mean of fluorescence intensity (**P＜0.01 vs.Control）
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Bcl-2/Bax的表达比例[28]，引起线粒体膜通透性的改变，释放促

凋亡蛋白及相关因子，进而启动凋亡程序。Bcl-2蛋白一般被认

为是抑制凋亡的蛋白，其定位于线粒体膜上，能够通过控制线

粒体外膜通透转换孔（PT）孔道的开关而控制促凋亡蛋白和相

关因子的释放，从而使细胞免于凋亡；而 Bax蛋白通常被视为

促凋亡蛋白，正常状态下其多以非活性状态分布在细胞胞质

中，受到凋亡信号的刺激后转变为活化形式，移位并插入到线

粒体外膜形成 Bax大孔道，破坏线粒体膜的完整性，进而促进

促凋亡蛋白（如细胞色素 C等）和相关因子的释放，激活下游相

关凋亡信号通路，如 Caspase-3凋亡通路等[29,30]。

在本实验中，随着紫草素作用浓度的增大，Bcl-2蛋白表达

逐渐降低，同时 Bax蛋白表达升高，提示 A549肺癌细胞的线

粒体膜通透性可能发生了改变，凋亡因子和相关促凋亡蛋白释

放增多。而线粒体膜电位检测结果也从另一方面印证了上述推

论。JC-1对细胞染色后用激光共聚焦显微镜检测线粒体膜电

位，正常的肿瘤细胞表现为红色荧光（595 nm）强度强而绿色荧

光（525 nm）强度弱，而处于凋亡进程的肿瘤细胞随着线粒体膜

电位的下降则表现为红色荧光逐渐减弱、绿色荧光逐渐增强[12]。

共聚焦扫描结果显示随着紫草素作用浓度的增大，A549细胞

呈现红色荧光减弱和绿色荧光增强的变化，表明线粒体膜电位

逐渐下降，提示线粒体膜通透性升高。

上述结果表明，紫草素可以通过调节 Bcl-2和 Bax的表达

比例调控线粒体膜的通透性，从而诱导和促进 A549细胞的凋

亡。A549细胞同时具有 K-ras突变和 c-Met扩增，而这两种基

因的改变在肺癌中较为常见，它们对肺癌的发生发展具有促进

作用，在治疗中则可能导致肿瘤耐药的发生，最终出现疾病进

展。本研究可能对抗肺癌新药筛选具有一定的参考价值。

当然，本实验仅研究了紫草素对 A549肺癌细胞的抗肿瘤

作用，还需要在其他肺癌细胞株中通过体外实验和动物实验进

一步验证紫草素的抗肿瘤效果，同时探讨其可能的作用机制、

评估毒副作用等，从而为紫草素应用于临床提供理论基础和实

验依据。
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