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肺 癌是常见的恶性 肿瘤之一 ,分为小细胞 肺 癌（Small 
cell lung cancer, SCLC）与非小细胞肺癌（Non-small cell lung 
cancer, NSCLC）两种类型，后者为最常见的肺癌病理类型. 
肺癌在发达国家已成为恶性肿瘤中最常见的死亡原因，我国

的肺癌发病率近年来也呈显著上升趋势. 尽管目前肺癌的诊

断与治疗取得了一些进展，但尚无特效治疗药物，肺癌病人5
年生存率仅为16.8%,其中50%~60%的患者不能手术，而绝大

部分非小细胞肺癌患者对放疗和化疗不敏感,因此急需基于

肿瘤分子生物学研究基础上研发高效低毒副作用的抗癌药

物[1~2]. 
天然产物是抗肿瘤化学药物的重要来源. 统计表明，到

目前为止超过60%的临床抗肿瘤化学药物直接或间接源自天

然产物，许多天然化合物经长期自然选择与进化后形成，常

常具有合理的结构、确切的活性与较高的稳定性，因此天然

产物的研究在抗癌药物的研发中占据十分重要的地位，近年

来一直方兴未艾，临床上常用的抗癌药物如紫杉醇、高三尖

杉酯碱、长春新碱及其衍生物等即是明证. 此外，许多天然产

物如姜黄素、苯基异硫氰酸盐、吲哚-3甲醇、水飞蓟宾、番茄

红素、染料木素、硒及维生素A/E/J等目前也正处于不同的临

床试验阶段 [3~4]. 
银莲花属药用植物具有清热解毒、祛风除湿等功效，多

被银莲花（Anemone raddeanin Regel）根茎因用于风湿性关节

炎、痹症、腰腿疼痛及肿瘤的辅助治疗等而备受关注，早在

上世纪80年代其活性化学成分的分离、鉴定及药理学研究

已开始起步 [5]，研究表明其中的三萜皂甙银莲花素A及类似

物具有较好的抗癌作用 [6~11]，但其抗肿瘤分子机制还知之甚

少. 因此，本研究通过体外研究银莲花素A对肺癌细胞凋亡

与细胞周期的影响，从而探讨其抗癌的可能机制. 

1  材料与方法
1.1  细胞株、药材与试剂  

肺癌细胞株A549、H446、H460由中国科学院成都生物

研究所肿瘤信号转导与分 子药理实验室引进与保藏，用含
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摘  要   通过溶剂萃取与重结晶等方法从银莲花属植物多被银莲花Anemone raddeana Regel根茎中提取三萜皂苷银莲

花素A，研究银莲花素A对非小细胞肺癌H460癌细胞的增殖、凋亡与细胞周期的影响及分子机制. 结果表明：银莲花

素A能显著地抑制H460癌细胞的增殖，且这种抑制效应呈明显的时间量效关系；能诱导H460癌细胞凋亡，并诱导其

细胞周期阻滞于G2-M期；能抑制Akt激酶活性、下调Bcl-2蛋白表达以及激活PARP活性，从而导致其对H460癌细胞的

增殖抑制作用. 结果显示银莲花素A对非小细胞肺癌的预防与治疗可能具有潜在价值. 图5 参21
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10%胎牛血清的RPMI 1640培养基（100 U/mL青霉素、100 mg/
mL链霉素）于37 ℃、5% CO2条件下进行常规细胞培养. 两头

尖（即多被银莲花的根茎）药材购自兰州市中药材 批发站. 
细胞培养所用主要试剂购自Invitrogen公司，PARP、Bcl-2、
Phospho-Akt及 HRP偶联的羊抗兔 /鼠 IgG等 抗体购自Cell 
Signaling Technology公司，MTT、PI、DAPI购自Sigma公司，其

余试剂均为国产分析纯. 
1.2  银莲花素A的制备 

取两头尖粉末1 kg，用70%甲醇（6 L）溶液浸泡24 h后抽

滤，滤液经减压浓缩得浸膏300��  g，浸膏悬浮于2 L蒸馏水中，

用2 L乙酸乙酯萃取3次以除去其中的脂溶性成分，再以2 L
正丁醇依次萃取3次，合并正丁醇萃取液并减压浓缩得正丁

醇萃取物160 g，随后将正丁醇萃取物进行硅胶柱层析，以甲

醇–氯仿（0 : 100→5 : 95→10 : 90→20 : 80；V/V）梯度洗脱，
TLC跟踪银莲花素A馏分，合并主要成分为银莲花素A的馏

分成为银莲花素A粗品，粗品经甲醇–乙醇（1 : 9；V/V）反复

重结晶后即获得银莲花素A纯品5 g. 具体步骤参见文献[11]. 
1.3  细胞MTT测定

MTT测定参照文献[12]进行. 首先，在24孔细胞培养板

上接种2×104个肺癌A549、H460及H446对数生长期细胞，3个

复孔，细胞贴壁后加入不同浓度银莲花素A，共设8个药物浓

度梯度，分别为0.1% DMSO、0.35 μmol/L、0.70 μmol/L、1.40 
μmol/L、2.80 μmol/L、5.60 μmol/L、14.0 μmol/L与28.0 μmol/
L，药物处理48 h后加入新鲜配制终浓度为1 mg/mL的MTT 
[3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐] 溶液并于37 ℃

温育3 h，全波长酶标仪检测570 nm波长吸光度，0.1% DMSO
作为阴性对照，计算银莲花素A对细胞生长的抑制率与半数

抑制浓度IC50；其次，将不同浓度梯度的银莲花素A分别处理

非小细胞肺癌H460细胞1 d、3 d、5 d，从而确定其对H460细

胞的生长曲线. 每一样品重复试验3次. 
1.4  细胞形态观察 

常规培养H460细胞至饱和度70%，分别用0.1% DMSO、

1.40 μmol/L、2.80 μmol/L、5.60 μmol/L银莲花素A处理细胞

24��  h，吸去培养基，经1xPBS洗涤3次后于倒置显微镜下观察

并照相. 
1.5  DAPI染色

DAPI染色参照文献[13]进行. 培养细胞至50%~80%饱和

度. 分别用0.1% DMSO、1.40 μmol/L、2.80 μmol/L、5.60 μmol/
L银莲花素A处理细胞24��  h，4%多聚甲醛固定细胞30 min后加

入终浓度为1 μg/mL DAPI染色液染色5 min，细胞涂片经PBS
润洗、风干及固定后于正置荧光显微镜下检测，荧光激发波

长为350 nm，发射波长在460 nm. 
1.6  细胞周期分布分析  

细胞周期流式细胞分析仪（FAScan）检测参见文献[14]. 
在H460细胞中加入0.1% DMSO及浓度分别为1.40 μmol/L、

2.80 μmol/L、5.60 μmol/L的银莲花素A，24 h后收集细胞，

70%的冰乙醇-20 ℃��������������过夜固定细胞，固定后的细胞经PBS洗

涤后用50 μg/mL碘化丙啶（PI）避光染色30 min. 10 000个细

胞用于流式细胞仪分析，以决定其细胞周期中G1、S、G2-M
各期的分布状况. 

1.7  蛋白提取与Western blot  
细胞总蛋白提取与蛋白免疫印迹实验参见文献[15]. 药

物处理细胞后总蛋白的提取采用RIPA裂解法. �������� 50~80 μg总蛋
白经变性SDS-PAGE电泳（8%~16%）并转移到硝酸纤维素膜
上，5%脱脂奶粉封闭后经抗PARP、Bcl-2、Phospho-Akt等抗
体温育过夜，辣根过氧化物酶（HRP）偶联的抗体免疫反应
信号通过增强型化学发光方法而确定目标蛋白的位置与表
达强弱，免疫印迹经洗涤后用β-actin统一蛋白上样. 
1.8  统计学分析　

采用T检验与随机区间实验方差统计分析所有实验数
据，P<0.05������������被认为具有显著差异性. 

2  结果与分析
2.1  银莲花素A的制备

1 kg两头尖粉末经萃取、硅胶柱层析及重结晶等分离纯
化手段获得纯度≥98%（HPLC）的银莲花素A纯品5 g，收率为
0.5%，将银莲花素A纯品溶于DMSO溶液并经0.22 μmol/L滤
膜过滤除菌后作为细胞测试药物. 银莲花素A的化学结构如图
1所示. 

2.2  银莲花素A对人非小细胞肺癌细胞的增殖影响  
为了解银莲花素A对人非小细胞肺癌细胞的抗癌活性，

首先 采用不同浓度的银 莲 花素A处 理 A549、H446和 H460
细胞48 h，通过MTT法检测其活性. 图2-A表明，银莲花素A
对这3个细胞株的细胞生长均具 有显著的抑制作用，在14.0 
μmol/L浓度下具 有大约85%的抑制率（P<0.05），在48 h处

理条件下其IC50值分别为3.08 μmol/L（A549）、2.31 μmol/L
（H446）与3.09 μmol/L（H460）（P<0.05）. 随后重点开展银
莲花素A对H460细胞的抗癌活性及相关机制研究，并进一步
证实了不同浓度银莲花素A在不同时间点如d �1、d �3、d �5时对
H460细胞的增殖抑制作用，图2-B表明银莲花素A对非小细

胞肺癌细胞H460的生长抑制作用具有时间与浓度依赖效应. 
2.3  银莲花素A对细胞凋亡的影响

为探究银莲花素A的抗肿瘤活性是否通过诱导细胞凋
亡途径实现，使用DAPI染色结合荧光显微镜观测银莲花素
A对H460细胞凋亡的形态学特征. 实验表明，不同浓度银莲

花素A处理H460细胞24��  h后出现典型的细胞凋亡形态学变
化，特别是在5.6 ������μmol/L浓度条件下显著诱导细胞凋亡，细胞
发生皱缩、胞膜皱摺或出泡以及核碎裂、固缩等，而对照组
细胞未见（图3）. 

图1  银莲花素A的化学结构
Fig. 1   Chemical structure of Raddeanin A 
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2.4  银莲花素A对细胞周期的影响 
为进一步探寻银莲花素A细胞生长抑制效应的诱导是

否会干扰细胞周期的进程，采用流式细胞仪分析H460细胞

在0.1% DMSO对照与1.40 μmol/L、2.80 μmol/L、5.60 μmol/L
银莲花素A处理后的细胞周期分布状况. 图4表明不同浓度银

莲花素A处理24 h后G2-M期细胞百分比例随着银莲花素A剂

量增加而增加，提示银莲花素A能诱导G2-M期阻滞，从而抑

制肿瘤细胞生长. 

2.5	 银莲花素A对PARP、Bcl-2及Phospho-Akt表达的
影响
为进一步阐明银莲花素A诱导肺癌细胞凋亡的分 子机

制，从银 莲 花素A处 理 24 h的H460细胞中提取 总蛋白，通

过Western Blot检测其对PARP、Bcl-2及Phospho-Akt表达的

影响. 图5表明，14.0 μmol/L银莲花素A显著诱导H460细胞
poly(ADP-ribose)polymerase（PARP）经Caspase切割为相对分

子质量为89×103的降解产物，证明银莲花素A以剂量依赖方

式激活PARP的切割活性从而促进细胞凋亡. 与此同时，14.0 
μmol/L的银莲花素A还能下调抗凋亡蛋白Bcl-2的蛋白表达并

抑制Akt激酶的活性. 总之，银莲花素A可以通过激活PARP
活性、下调Bcl-2以及抑制Akt激酶活性来实现其抗癌活性.  

3  讨 论
肺癌目前已成为世界范围内最常见的肿瘤死因，特别是

近年来晚期非小细胞肺癌（NSCLC）患者的预后改善处于平

图2  银莲花素A对肺癌细胞的增殖抑制作用
Fig. 2   Inhibitory effect of Raddeanin A on human lung cancer cells

图3　银莲花素A诱导H460细胞凋亡（×400）
Fig. 3  Raddeanin A induces apoptosis of H460 cells (×400)

A：活细胞形态学观察；B：DAPI染色
A: Live cell morphology under phase-contrast light microscope; B: DAPI 
staining of nuclear morphology under fluorescence microscope

图4  银莲花素A诱导H460细胞周期进程
Fig. 4   Effect of Raddeanin A on cell cycle distribution in H460 cells

图5  银莲花素A激活PARP活性、下调Bcl-2以及抑制Akt活性
Fig. 5   Raddeanin A activating cleavage of PARP, down-regulating 

expression of Bcl-2 and inhibiting Akt activity on H460 cells
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台期，进展较少，因此迫切需要从抗肿瘤靶向治疗新角度去

研发提高化疗有效率的抗癌新药. 我国传统中药作为新型抗

肿瘤药物的重要来源应予以重要关注. 动物体内实验表明，

多被银莲花根茎中的五环三萜皂甙银莲花素A对小鼠肉瘤等

几种小鼠实体瘤具有较高的抑瘤率以及较低的急性毒性 [11]. 
本研究首次报道该化合物对人非小细胞肺癌细胞的增殖具

有较强的抑制作用及其分子机制，表明银莲花素A通过诱导

激活细胞凋亡、诱导细胞周期G2-M期阻滞从而抑制肿瘤细

胞生长 . 但是，我们对银莲花素A化学结构与抗癌活性之间

的构效关系（SAR）还知之甚少，从现有资料推测其化学结

构上3位糖基的种类与顺次可能对抗癌活性影响较大，因此

尚需进一步对其不同水解产物进行活性评价. 
以细胞周期、细胞凋亡信号通路调控分 子为靶点可提

供新的肿瘤预防与治疗方法. 研究已经表明，在恶性肿瘤形

成过程中大量的信号途径被活化，导致肿瘤细胞的无限增

殖、浸润与转移并最终致患者死亡，阐明这些生物事件的分

子机制显然可以为恶性肿瘤的预防与治疗提供更适合的方

法，而针对细胞周期检验点、恢复p53的活性、激活p53下游的

细胞凋亡途径以及抑制PI3K-Akt信号通路的化学药物由于

能选择性地杀死肿瘤细胞而日益成为肿瘤防治新策略 [16~18]，

因此银莲花素A作为潜在抗肿瘤药物应予以关注. 首先，作

为多功能核酶的PARP在 DNA损伤修复与细胞凋亡中发挥

着重要作用. 激活的PARP不仅参与环境胁迫下基因组修复、

DNA复制与转录调节等修复过程，而且作为细胞凋亡核心成

员Caspase的切割底物在DNA大量受损时经切割后阻止其修

复，其过度活化使细胞能量储存耗竭以及促使线粒体释放凋

亡诱导因子AIF与细胞色素C从而导致细胞凋亡. ����PARP的切

割已成为细胞发生凋亡的明显标志事件 [19]，而银莲花素A可

通过激活PARP的切割从而诱导细胞凋亡. 其次，Bcl家族在

细胞凋亡的调控作用至关重要. ���Bcl家族成员Bcl-2及Bcl-xL主

要抑制细胞凋亡，而Bax等则促进凋亡，它们通过彼此间的同

源或异源复合物共同调节细胞凋亡过程，其中Bcl-2/Bax复合

体的形成与平衡决定细胞凋亡命运，Bax诱导细胞色素C的

释放从而激活Caspase-3依赖的细胞凋亡途径，而Bcl-2可与促

凋亡蛋白Bax拮抗，抑制线粒体细胞色素C的释放，同时Bcl-2
还能促进谷胱甘肽进入细胞核通过改变核内氧化还原反应

从而阻止Caspase蛋白酶的激活抑制细胞凋亡. 此外，Bcl-2调

节线粒体钙离子稳态与质子流，Bcl-2中Thr56、Ser70、Thr74
与Ser87等磷酸化位点可能是ASK1/MKK7/JNK1信号通路的

靶标，Bcl-2的磷酸化也可作为细胞有丝分裂的标志之一 [20]. 
研究表明，银莲花素A能下调Bcl-2蛋白表达，但其下调Bcl-2
的转录翻译机制以及银莲花素A对Bcl-2/Bax复合物形成的影

响尚需进一步研究证实. 再次，PI3K-Akt信号通路与人类多

种肿瘤的发生发展密切相关，通过影响下游多种效应分 子

的活化状态从而控制细胞的凋亡、增殖及细胞骨架的变化 . 
P13K-Akt信号通路抗细胞凋亡的机制主要有以下几个方面：

第一，作为Akt激酶底物之一的促凋亡蛋白Bad，其Serl36位点

经Akt磷酸化后与伴侣蛋白14-3-3蛋白结合阻断Bad与Bcl-2或

Bcl-xl复合物形成，从而有效阻断Bad的促凋亡效应. 此外，

Akt还可通过Bax Serl84、caspase-9 Serl96等磷酸化过程负调

控细胞凋亡. 第二，Akt直接或间接影响FoxO、NF-κB、p53等

转录因子的生物学功能调控细胞生长. 第三，Akt通过其下游

mTOR信号通路调节蛋白质的合成进而调控细胞增殖过程等

等 [21]. 但是，银莲花素A是如何通过抑制Akt活性从而促进细

胞凋亡的，仍需深入阐明. 
总之，本研究表明银莲花素A能显著抑制H460癌细胞

的增殖，且 这种生长抑制效 应 呈明显的时间量效 关 系，同

时，银莲花素A不仅能诱导H460癌细胞凋亡，而且也能诱导

H460细胞周期阻滞于G2-M期，此外，银莲花素A通过抑制

Akt激酶活性、下调Bcl-2蛋白表达从而激活细胞凋亡途径可

能是其抗癌活性的初步分子机制之一，但其详细调控机制尚

需深入研究，从而为发展新型分 子靶向抗肿瘤药物奠定坚

实基础. 
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