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藏红花素对 C6胶质瘤细胞生长及 Survivin和 Livin表达的影响 *
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摘要 目的：研究藏红花素对大鼠 C6胶质瘤细胞生长及凋亡蛋白抑制因子 Survivin和 Livin表达的影响。方法：体外培养 C6胶质
瘤细胞，加入不同浓度的藏红花素培养液，并于不同时间点进行观测，采用四甲基偶氮唑蓝（MTT）比色法绘制细胞生长曲线，观

察 C6细胞的生长活性；通过相差显微镜和 Hoechst荧光染色法观察 C6细胞的形态学变化；采用Western blot法检测 Survivin和
Livin蛋白的表达水平。结果：C6胶质瘤细胞经藏红花素作用后细胞生长受到明显抑制，用含 2、4和 8 mg/ml藏红花素的培养液

作用 48h 后各组 C6 细胞的 OD 值分别为 0.732± 0.013、0.421± 0.010 和 0.289± 0.017，细胞生长抑制率分别为 26.8± 0.01%、
58.0± 0.02%和 71.1± 0.02%，其中 4 mg/ml和 8 mg/ml藏红花素实验组细胞生长抑制率与阴性对照组均有显著性差异（P均 <0.

05）；相差显微镜和 Hoechst荧光染色法观察显示实验组 C6细胞出现典型的凋亡形态学改变；Western blot检测显示实验组 C6细

胞 Survivin和 Livin蛋白表达明显下调。结论：藏红花素能明显抑制 C6胶质瘤细胞的体外生长，其抑制作用与诱导 C6细胞发生

凋亡和下调凋亡蛋白抑制因子 Survivin和 Livin的表达有关。
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Influence of Crocin on Growth and Expression of Survivin and Livin
in C6 Glioma Cells*

To study the effect of crocin on growth and expression of inhibitors of apoptosis protein (IAPs) survivin and

livin in rat C6 glioma cells. The C6 glioma cells were cultured in vitro, treated with different concentration of crocin, and ob-

served on different time points. The growth activity of C6 cells was investigated using cell growth curve drawn according to methyl thia-
zolyl tetrazolium (MTT)-based colorimetric assay. The changes of C6 cells morphology were observed under phase contrast microscope

and using Hoechst fluorescent staining. The protein expression level of survivin and livin was analyzed using Western blot. The

growth of C6 cells was significantly suppressed in vitro by corcin, at 48 hours after treatment with culture solution including 2, 4 and 8

mg/ml of crocin, the optical density (OD) values of C6 cells were 0.732± 0.013, 0.421± 0.010 and 0.289± 0.017 respectively, as well as

the growth inhibition rates of C6 cells were 26.8± 0.01%, 58.0± 0.02% and 71.1± 0.02% respectively, there were significant differences
comparing the cell growth inhibition rates of experimental groups with both 4 mg/ml and 8 mg/ml of crocin with that of negative control

group (P<0.05 for both). The changes of typical apoptotic morphology were presented in C6 cells of experimental groups. In addition, the

Western blot analysis showed decreased protein expression of survivin and livin in C6 cells of experimental groups. Corcin

can inhibit obviously the growth of C6 cells in vitro, and its inhibition effect is associated with inducing C6 cells apoptosis and down-reg-

ulating expression of IAPs surivin and livin in C6 cells.
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胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，其发病率约占

颅内肿瘤的 45%。目前对于胶质瘤的发病机制已有了更深入的

研究，其治疗方法也有了较大的发展，但胶质瘤患者的预后并

未得到根本改善。尽管采取手术、放疗和化疗等综合治疗方法，

恶性胶质瘤患者的中位生存期仍徘徊在一年左右。因此，不断

探索新的更为有效的胶质瘤治疗手段，多年来一直是倍受人们

关注的热点课题[1,2]。中医药是祖国医学的 "瑰宝 "，也是肿瘤防

治研究的一个重要领域。近年来研究显示中草药藏红花（Cro-
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cus sativus L, Saffron）的有效成分藏红花素（Crocin）对多种肿

瘤细胞具有明显的抗癌活性，且对正常细胞几乎无毒副作用，

有望成为一种新型的天然抗癌药物[3,4]。目前有关藏红花素对胶

质瘤的抗瘤作用及机制研究，国际上尚未见相关报道，国内仅

有个别报道[5]。为此本研究探讨了藏红花素对 C6胶质瘤细胞

生长的抑制作用以及对凋亡蛋白抑制因子 Survivin和 Livin表

达的影响。

1 材料与方法

1.1 试剂与材料
藏红花素（分子式 C44H64O24,分子量 977）购自 Sigma公司，

用二甲基亚砜（dimethyl sulphoxide, DMSO）溶解配成 100

滋mol/L贮存液，置 -20 ℃冻存。大鼠 C6胶质瘤细胞株由第四

军医大学西京医院全军神经外科研究所保存。改良 Eagle培养

基（Dulbecco's modified Eagle's medium, DMEM）和胰蛋白酶购
自 Gibio公司，胎牛血清由大连宝生物技术公司提供，四甲基

偶氮唑蓝（methyl thiazolyl tetrazolium, MTT）、Hoechst 33258荧

光试剂盒、青霉素和链霉素均购自 Sigma 公司，Survivin 和
Livin兔抗鼠多克隆抗体以及 茁-actin兔抗鼠单克隆抗体，均购

自 Santa Cruz公司。超净工作台为苏州净化设备厂生产，酶联

仪和蛋白电泳仪均为美国伯乐公司产品。

1.2 方法
1.2.1 细胞培养 大鼠 C6 胶质瘤细胞用含 10%胎牛血清、
100 U/ml青霉素和 100 滋g/ml链霉素的 DMEM培养液，置于
37 ℃、5% CO2孵箱中培养，用含 0.25%胰蛋白酶和 0.02%的乙

二胺四乙酸（ethylenediamine tetraacetic acid, EDTA）消化液传
代，取处于对数生长期的细胞进行实验。

1.2.2 MTT 法绘制细胞生长曲线 设置用含 1、2、4、8 和 16

mg/ml藏红花素培养液处理的 5个实验组，以及含等量 DMSO

培养液处理的阴性对照组，于处理后 24、48和 72 h三个时间

点进行观测。于每个时间点每组细胞取三个复孔分别加入 20

滋L（5 g/L）MTT，继续培养 4 h，吸弃上清，每孔加入 150 滋L

DMSO，震荡 10 min。用酶联仪检测每孔细胞在 490 nm波长下

的光密度值（optical density, OD），并绘制细胞生长曲线。细胞

生长抑制率（%）=（对照组 OD-实验组 OD）/ 对照组 OD×
100%。
1.2.3 相差显微镜观察 取对数生长期的 C6细胞，用含 2、4

和 8 mg/ml藏红花素的培养液作用 48 h，在倒置相差显微镜下

观察细胞的形态学变化。

1.2.4 Hoechst 33258荧光染色 将 C6细胞接种于 24 孔板，

培养过夜，用含 2、4和 8 mg/ml藏红花素的培养液作用 48 h。
以下按试剂盒说明书进行操作，简言之，细胞用 4%多聚甲醛于
4 ℃固定 15 min，用磷酸盐缓冲生理盐水（phosphate buffered
saline, PBS）漂洗，每孔加入 Hoechst 33258荧光染色液 0.5 滋L，
室温孵育 10 min，用 PBS漂洗，风干后用抗荧光淬灭封片液封
片，于倒置荧光显微镜下观察摄片。

1.2.5 Western blot 取对数生长期的 C6细胞，用含 2、4和 8
mg/ml藏红花素的培养液作用 48 h，预冷的 0.01 mol/L PBS漂
洗，SDS（sodium dodecyl sulphate）裂解液裂解细胞，于冰浴超声

下提取蛋白并定量。行 12%十二烷基磺酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶

电泳（SDS- polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE），用

半干法将蛋白转移至 PVDF（polyvinylidene fluoride）膜。5%脱
脂奶粉液室温下封闭 1 h，分别加入 Survivin、Livin和 茁-actin

一抗，4℃孵育过夜。加入山羊抗兔二抗，室温孵育 2 h，暗室中
化学发光法显影，图像分析仪扫描蛋白条带并分析。

1.3 统计学方法

使用 SPSS12.0 软件包进行统计学分析，计量数据用均

数± 标准差（x± s）表示，采用方差分析和 Dunnett-t检验，P<0.

05定为有统计学显著性差异。

2 结果

2.1 藏红花素对 C6胶质瘤细胞的生长抑制作用

如图 1细胞生长曲线所示，藏红花素对 C6胶质瘤细胞的

生长具有明显的抑制作用，并呈现剂量和时间依赖性。用含 2、
4 和 8 mg/ml 藏红花素的培养液作用 48 h 后各组 C6 细胞的
OD 值分别为 0.732± 0.013、0.421± 0.010 和 0.289± 0.017，细

胞生长抑制率分别为 26.8± 0.01%、58.0± 0.02%和 71.1 ±
0.02%，其中 4 mg/ml和 8 mg/ml藏红花素实验组细胞生长抑

制率与阴性对照组均有显著性差异（P均 <0.05）。

2.2 藏红花素作用后 C6胶质瘤细胞的形态学改变

相差显微镜下观察可见对照组 C6细胞贴壁状况良好，细

胞多呈长梭形，折光性好。2 mg/ml藏红花素实验组 C6细胞多

呈短梭形或多角形，生长状态不佳。4 mg/ml和 8 mg/ml藏红花
素实验组随浓度增加逐渐出现较多凋亡样细胞，表现为细胞变

圆、固缩、胞膜出泡、折光性增强，8 mg/ml藏红花素实验组还出

现较多漂浮的坏死细胞。Hoechst 33258染色使 C6细胞胞核呈

现蓝色荧光，与相差显微镜下观察一致，实验组随藏红花素浓

度增加逐渐出现较多凋亡样细胞，表现为染色质浓集、断裂成

块、胞核呈现亮蓝色荧光（图 2）。
2.3 藏红花素作用后对 C6胶质瘤细胞 Survivin 和 Livin 表达

的影响

Western blot结果显示藏红花素处理后实验组 C6胶质瘤

细胞 Survivin和 Livin的表达明显下调，且随藏红花素浓度的

增加，对 Survivin和 Livin表达的抑制作用更加明显（图 3）。

图 1藏红花素对 C6细胞的增殖抑制作用(*P<0.05 vs阴性对照组)

Fig.1 Inhibition of proliferation of C6 by Crocin (*P<0.05 vs negative

control group)
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图 2 藏红花素随浓度变化对 C6细胞增值抑制诱导凋亡的影响

Fig. 2 The results of Croci induced C6 cells apotosis

3 讨论

藏红花又名西红花、番红花，是鸢尾科番红花属球根类草

本植物，自古就是活血化瘀的良药。藏红花主要分布于南欧各

国及伊朗等地，我国也有少量栽培。由于藏红花产量极低，采收

耗时费力，在我国被列为珍稀名贵中药材。研究表明藏红花具

有很强的活血化瘀、散郁开结、降血脂、抗氧化、抗病毒、提高免

疫力等药理作用，因此被誉为 "植物黄金 "[6,7]。近年来的研究显

示藏红花还具有明显的抗癌活性，因此其在肿瘤防治中的作用

和机制研究又成为人们关注的一个新的热点课题[6,7]。

藏红花生药中的主要成分包括藏红花素、藏红花二甲酯、

藏红花苦素、挥发油（主要成分为藏红花醛，是藏红花苦素的分

解产物）。藏红花素是藏红花有效成分中的一种主要色素，由藏

红花酸糖基化形成，是一种极其少见的水溶性类胡萝卜素[3,4]。

已有研究发现藏红花素对结直肠癌[8,9]、肝癌[10]、胰腺癌[11]、乳腺

癌[12,13]、宫颈癌[13,14]、膀胱癌[15]、前列腺癌[16]、舌鳞癌[17]、白血病[18,19]

和淋巴瘤[20]等肿瘤细胞都具有较强的抑制作用，而对正常细胞

几乎无毒副作用。藏红花素所具有的特殊的水溶性及其对癌细

胞强有力的抑制作用，使其成为藏红花色素中更有望应用于癌

症防治的天然药物成分[3,4]。

目前有关藏红花素对胶质瘤的抗瘤作用及机制研究，国内

外仅有个别报道。霍军丽等 [5] 的研究显示，用藏红花素处理

U251胶质瘤细胞可显著抑制瘤细胞的增殖，并诱导其发生凋

亡。我们的研究也证实，用藏红花素干预后可明显抑制 C6胶
质瘤细胞的生长，并随药物浓度增加和作用时间延长，藏红花

素对瘤细胞的生长抑制作用逐渐增强，表现出浓度和时间依赖

性。通过对 C6胶质瘤细胞的形态学观察显示，藏红花素作用

后 C6胶质瘤细胞出现大量的凋亡样细胞和坏死细胞，提示诱

导瘤细胞凋亡和出现坏死可能是藏红花素抑制 C6胶质瘤细
胞生长的重要机制。

凋亡蛋白抑制因子（inhibitor of apoptosis protein, IAP）是一

类重要的抗细胞凋亡分子家族，Survivin 和 Livin是该家族中

的两个重要成员[21]。二者均可与凋亡效应蛋白 Caspase-3、Cas-

pase-7和 Caspase-9结合并抑制其活性，从而发挥强大的抗细

胞凋亡作用[22-25]。Survivin和 Livin在包括胶质瘤在内的多种人

类肿瘤组织中存在高表达，而在正常组织和细胞中仅有微弱表

达或无表达，并与某些类型肿瘤的预后密切相关，因此被认为

是两个重要肿瘤相关分子[22-25]。本研究首次证实，藏红花素作用

后可明显下调 C6胶质瘤细胞中 Survivin和 Livin蛋白的表达，

并随药物浓度增加藏红花素抑制 Survivin和 Livin蛋白表达的

作用逐渐增强，提示下调 Survivin和 Livin蛋白的表达是藏红

花素诱导 C6胶质瘤细胞发生凋亡的一个重要机制。霍军丽等[5]

的研究显示，藏红花素可增加 U251胶质瘤细胞胞浆内钙离子

的含量，上调内质网分子伴侣 GRP78的表达，并提高内质网相

关凋亡分子 CHOP、Caspase-4和 JNK的活性，提示藏红花素可

通过诱导内质网应激性凋亡抑制 U251胶质瘤细胞的增殖。结

合本研究结果，提示藏红花素诱导胶质瘤细胞凋亡和抑制瘤细

胞生长涉及多种分子机制。

综上所述，藏红花素可通过诱导瘤细胞发生凋亡和坏死而

明显抑制胶质瘤细胞的生长，而其诱导胶质瘤细胞凋亡与下调

凋亡蛋白抑制因子 Survivin和 Livin的表达有关。藏红花素抗

胶质瘤的作用和机制值得进一步深入研究。
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