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川楝素诱导人肺癌A549细胞凋亡
刘盛楠  邵淑丽*  王维熠  于秋芬  苗长久  李珊珊  冯  元  焦凯贺 

(齐齐哈尔大学生命科学与农林学院, 齐齐哈尔 161006)

摘要      该研究旨在探讨川楝素诱导人肺癌A549细胞凋亡作用及其作用机制。通过不同浓

度的川楝素作用于A549细胞48 h后, 采用MTT法检测细胞活性; 光学显微镜及荧光显微镜下观

察细胞形态结构; 流式细胞术检测细胞凋亡率、线粒体膜电位(ΔΨm)和细胞周期; 实时定量RT-
PCR和Western blot分别检测Bax、Bcl-2、Fas、Cycs(细胞色素C)和Caspase-3基因mRNA和蛋白

质水平。结果显示, 在一定浓度范围内, 川楝素能抑制A549细胞增殖, 诱导细胞凋亡, 且呈剂量依

赖性。川楝素作用48 h的最佳药物浓度是40 μmol/L, 增殖抑制率为46.73%±1.47%, 细胞凋亡率为

13.18%±0.41%, 线粒体膜电位(ΔΨm)显著下降(P<0.01), 细胞阻滞于G2期和S期; Bcl-2的表达显著

降低, Bax、Fas、Cycs和Caspase-3的表达显著增加(P<0.01), 提示川楝素可能通过上调Bax、Fas、
Cycs和Caspase-3基因和下调Bcl-2基因诱导人肺癌A549细胞凋亡。
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Toosendanin Induces the Apoptosis of Human Lung Cancer A549 Cells 

Liu Shengnan, Shao Shuli*, Wang Weiyi, Yu Qiufen, Miao Changjiu, Li Shanshan, Feng Yuan, Jiao Kaihe 
(College of Life Sciences and Agriculture and Forestry, Qiqihar University, Qiqihar 161006, China)

Abstract       To investigate the apoptosis-inducing effect of Toosendanin in human lung cancer 
 A549 cells and its mechanisms, MTT assay was used to determine A549 cells activity. Light microscope, fluores-
cence microscope were used to observe the morphology change of apoptosis in A549 cells. The apoptosis, mito-
chondrial membrane potential (ΔΨm) and cell cycle distribution of A549 cells were assayed by flow cytometry. The 
mRNA and protein levels of Bax, Bcl-2, Fas, Cycs (Cytochrome C) and Caspase-3 were measured by Real-time 
RT-PCR and Western blot. The results showed that Toosendanin inhibited the growth and induced the apoptosis of 
A549 cells in a dose-dependent manner. The concentration for the treatment was optimized to 40 μmol/L after 48 h 
in this study and the inhibition rate was up to 46.73%±1.47% for the proliferation, the apoptotic rate could be up to 
13.18%±0.41%. The level of ΔΨm decreased and caused a significant S arrest at the expense of G2 phase cell num-
bers. The results suggested that Toosendanin induced the apoptosis of lung cancer cells through up-regulation of 
Bax, Fas, Cycs and Caspase-3 and down-regulation of Bc1-2.

Keywords       Toosendanin; A549 cells; apoptosis; Bcl-2; Bax; Fas; Cycs; Caspase-3

川楝素(Toosendanin)是从楝科植物川楝的根皮

中提取的一种三萜类化合物, 研究已证实, 川楝素具

有多种独特的生物效应和在临床医学及农业上的应

用价值[1]。近年来的研究表明, 川楝素能够抑制肿瘤
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细胞增殖, 但其作用机制尚不明确。为此, 本研究以

人肺癌A549细胞为研究对象, 探讨川楝素对细胞的

增殖抑制和诱导凋亡作用及其作用机制。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞和抗体      人肺癌A549细胞购于北京肿

瘤生物学检测中心。Bax、Bcl-2、Fas、Cycs、Cas-
pase-3和β-actin一抗购自生工生物工程(上海)有限责

任公司; 二抗购自上海宝曼生物科技有限公司。

1.1.2   主要试剂      川楝素购自南通飞宇生物科技

有限公司。罗丹明123(Rho123)购自Sigma公司。An-An-
nexin V-FITC凋亡检测试剂盒、PI染液、线粒体膜

电位检测试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公

司。RPMI-1640培养基购自Gibco公司。胎牛血清、

二甲基亚砜、总RNA提取试剂盒、全蛋白提取试剂

盒均购自生工生物工程(上海)有限责任公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      配制含10%的胎牛血清、100 mg/L
链霉素和1×105 U/L青霉素的完全培养液, 于37 °C、5% 
CO2及饱和湿度的培养箱中进行培养。

1.2.2   细胞增殖能力检测      取对数生长期的A549细
胞, 加入终浓度为0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 μmol/L的
川楝素, 分别培养24, 48, 72 h。用酶标仪在570 nm波

长下测定吸光度(D)值, 然后按公式: 细胞增殖抑制

率=(实验组平均D值–空白组平均D值)/(对照组平均

D值–空白组平均D值)×100%, 计算出细胞增殖抑制

率并通过软件计算获得IC50值。

1.2.3   细胞形态观察      取对数生长期的A549细胞, 
分别加入终浓度为0, 20, 40, 60 μmol/L的川楝素, 作
用48 h后, 光学显微镜下观察细胞形态结构并拍照。

将原有培养基倒掉, 加入1 mL预冷的PBS和200 μL 
吖啶橙(0.5 μg/μL)混匀后, 室温孵育3~5 min, 荧光显

微镜下观察细胞形态结构并拍照。

1.2.4   细胞凋亡率的检测      用胰蛋白酶消化收集经0, 
20, 40, 60 μmol/L的川楝素作用48 h的A549细胞, 加入

预冷的PBS洗涤细胞2次, 向悬液中加入500 μL Binding 
Buffer充分混匀后, 再加入5 μL Annexin V-FITC染液

和5 μL Propidium lodide(PI)染液, 室温下避光孵育

15 min后进行上机检测。

1.2.5   细胞线粒体跨膜电位的检测      用胰蛋白酶

消化收集经0, 20, 40, 60 μmol/L的川楝素作用48 h的

A549细胞, 加入预冷的PBS洗涤细胞2次, 向悬液中

加入稀释好的罗丹明123 10 μL, 于37 °C培养箱中避

光孵育30 min, 再用预冷的PBS洗涤细胞2次后悬浮

细胞, 最后用流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位的

变化。

1.2.6   流式细胞术检测细胞周期的变化      用胰酶

消化收集经0, 20, 40, 60 μmol/L的川楝素作用48 h的
A549细胞。用10 mmol/L PBS洗涤细胞2次, 弃去上

清, 向其中按1:3的比例加入PBS和无水乙醇, 充分混

匀, 于4 °C固定18 h后, 离心收集细胞, 用预冷的PBS
洗涤细胞2次, 向悬液中加入500 μL PI染液, 再加入

RNaseA(使其终浓度为0.25 mg/mL), 于37 °C、避光

孵育30 min后, 进行流式细胞仪的上机检测。

1.2.7   实时定量PCR检测      A549细胞经0, 20, 
40, 60 μmol/L的川楝素作用48 h后提取总RNA, 并
反转录成cDNA。反应体系为25 μL Hotstart Fluo-
PCR mix, 21 μL ddH2O, 2 μL cDNA和上下游引物各

1 μL(用Primer 5.0进行引物设计)。Bax基因上游引

物序列为: 5′-AAG CTG AGC GAG TGT CTC AAG-
3′, 下游引物序列为: 5′-CAA AGT AGA AAA GGG 
CGA CAA C-3′, 扩增产物大小为178 bp。Bcl-2基因

上游引物序列为: 5′-ATG TGT GTG GAG AGC GTC 
AAC-3′, 下游引物序列为: 5′-AGC AGC CAG GAG 
AAA TCA AAC-3′, 扩增产物大小为180 bp。Fas基因

上游引物序列为: 5′-TGA TGT GGA ACA CAG CAA 
GG-3′, 下游引物序列为: 5′-GGC TGT GGT GAC TCT 
TAG TGA TAA-3′, 扩增产物大小为107 bp。Cycs基
因上游引物序列为: 5′-CTG GGT GAC GAG TGA 
AAC TG-3′, 下游引物序列为: 5′-TGA GCA CAA CAG 
GAA CTG GA-3′, 扩增产物大小为104 bp。Caspase-3
基因上游引物序列为: 5′-GGA ACG AAC GGA CCT 
GTG-3′, 下游引物序列为: 5′-GCC TCC ACT GGT 
ACT TCT G-3′, 扩增产物大小为135 bp。β-actin基因

上游引物序列为: 5′-AGC GAG CAT CCC CCA AAG 
TT-3′, 下游引物序列为: 5′-GGG CAC GAA GGC 
TCA TCA TT-3′, 扩增产物大小为205 bp(β-actin为内

参)。实验设3次重复, 应用实时荧光定量PCR仪自带

的分析软件测得相应的Ct值, 再采用power(2–ΔΔCt)法
计算出各实验组细胞的Bax、Bcl-2、Fas、Cycs和
Caspase-3 mRNA的表达量。

1.2.8   Western blot检测      A549细胞经0, 20, 40, 
60 μmol/L的川楝素作用48 h后, 提取全蛋白进行
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SDS-PAGE凝胶电泳。然后将蛋白经恒流电转移到

PVDF膜上, 封闭液封闭1 h后, 加入稀释好的Bax、
Bcl-2、Fas、Cycs、Caspase-3和β-actin一抗(1:500), 
4 °C恒温摇床孵育过夜。PBST洗膜,  加入二抗 
IgG(1:15 000), 4 °C避光孵育1 h, PBST洗膜后, 进行

上机扫描检测。

1.3   统计学分析

数据经SPSS 16.0软件分析处理后, 进行单因

素方差分析(One-Way ANOVA), 组间比较用LSD法

检测其差异性, 数据以均数±标准差(x
_
±s)表示, 以

P<0.05为差异显著, P<0.01为差异极显著, 具有统计

学意义。

2   结果
2.1   川楝素抑制A549细胞增殖能力

川楝素在浓度为10~70 μmol/L之间对A549细胞

的增殖具有显著的抑制作用且呈剂量和时间依赖关

系(图1)。川楝素作用A549细胞48 h的最佳药物浓度

为40 μmol/L, IC50值为40.206 μmol/L。
2.2   川楝素对A549细胞形态结构的影响

2.2.1   光学显微镜下观察细胞形态变化      对照组

细胞呈梭形且大小均匀, 贴壁生长; 各加药组细胞随

着药物浓度的增大, 细胞形态逐渐发生改变, 部分细

胞变圆, 体积变小, 出现凋亡小体和小泡, 呈现凋亡 

特征(图2)。
2.2.2   荧光显微镜下观察细胞形态结构变化      对
照组细胞数量较多且结构清晰, 经吖啶橙染色后, 核
呈圆形, 核仁显现橘黄色荧光且细胞质均匀; 随着药

物浓度的增大, 细胞数量逐渐减少, 体积明显缩小, 
箭头标注的部分细胞出现明显的凋亡小体(图3)。
2.3   川楝素诱导A549细胞凋亡

川楝素对A549细胞凋亡的影响结果见图4和表

1。结果显示, 川楝素能够诱导肺癌A549细胞凋亡, 且
随着药物浓度的不断增大早期凋亡细胞百分比呈现

先增加后减少的趋势。其中, 20 μmol/L和40 μmol/L
川楝素作用48 h时变化最显著。早期凋亡细胞百分

图1  川楝素对A549细胞增殖能力的影响

Fig.1  Effects of Toosendanin on the proliferation of A549 cells
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A: 对照; B: 20 μmol/L川楝素组; C: 40 μmol/L川楝素组; D: 60 μmol/L川楝素组。

A: control check; B: 20 μmol/L Toosendanin group; C: 40 μmol/L Toosendanin group; D: 60 μmol/L Toosendanin group.
图2  光学显微镜下观察川楝素对A549细胞形态的影响

Fig.2  The cell morphological changes in Toosendanin-treated A549 cells under light microscope
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比分别为10.34%±0.35%和13.18%±0.41%(P<0.05), 
且40 μmol/L时达到最大值。

2.4   川楝素对A549细胞线粒体膜电位(ΔΨm)的影响    
川楝素对A549细胞的线粒体膜电位(ΔΨm)

A: 对照; B: 20 μmol/L川楝素组; C: 40 μmol/L川楝素组; D: 60 μmol/L川楝素组。箭头所示为凋亡小体。

A: control check; B: 20 μmol/L Toosendanin group; C: 40 μmol/L Toosendanin group; D: 60 μmol/L Toosendanin group. The arrows showed apoptosis bodies.
图3  荧光显微镜下观察川楝素对A549细胞形态的影响

Fig.3  The nuclear morphological changes in Toosendanin-treated A549 cells under fluorescence microscope
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A: 对照; B: 20 μmol/L川楝素组; C: 40 μmol/L川楝素组; D: 60 μmol/L川楝素组。

A: control check; B: 20 μmol/L Toosendanin group; C: 40 μmol/L Toosendanin group; D: 60 μmol/L Toosendanin group.
图4  川楝素对A549细胞凋亡率的影响

Fig.4  The effect of Toosendanin on apoptosis rate in A549 cells
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的影响结果见图5和表2。结果显示, 对照组细胞

线粒体膜电位为255.66±13.17, 各加药组细胞经川

楝素作用48 h后线粒体膜电位显著降低, 分别为

186.32±10.27、143.33±12.54和112.87±8.39(P<0.01)。
2.5   川楝素对A549细胞周期的影响     

川楝素对A549细胞周期的影响结果见图6和图

7。结果显示, 对照组的A549细胞大多分布于G1期, 
少数分布于S期, G2期最少。用不同药物浓度处理细

胞48 h后, G1期细胞含量先降低后升高。而G2期和S
期细胞含量先升高后降低, 且在40 μmol/L处均达到

最大值。其中, 在20 μmol/L和40 μmol/L处, G2期和S
期细胞变化显著。

2.6  川楝素对A549细胞凋亡相关基因mRNA水平

的影响

川楝素对A549细胞凋亡相关基因mRNA水平

的影响结果见图8。结果显示, 与对照组相比, 川楝

素作用A549细胞48 h后Bax、Fas、Cycs和Caspase-3
基因表达显著上调, Bcl-2基因表达显著下调, 其中

Bax和Cycs基因的变化最显著, 差异具有统计学意义

(P<0.05)。

表1  流式细胞术检测川楝素诱导A549细胞48 h后的细胞凋亡率

Table 1  FCM analysis of A549 cells apoptosis rate after 
treatment with Toosendanin for 48 h

浓度(μmol/L)
Concentration (μmol/L)

早期凋亡百分比(%)
Early apoptosis rate (%)

0 8.62±0.23

20 10.34±0.35*

40 13.18±0.41*▲

60 11.25±0.26*

*P<0.05, 与对照组比较; ▲P<0.05, 40 μmol/L川楝素组和20 μmol/L川
楝素组相比较。

*P<0.05 compared with control group; ▲P<0.05 compared between 
40 μmol/L Toosendanin and 20 μmol/L Toosendanin groups.

A: 对照; B: 20 μmol/L川楝素组; C: 40 μmol/L川楝素组; D: 60 μmol/L川楝素组。

A: control check; B: 20 μmol/L Toosendanin group; C: 40 μmol/L Toosendanin group;  D: 60 μmol/L Toosendanin group.
图5  川楝素对A549细胞线粒体膜电位的影响

Fig.5  The effect of Toosendanin on mitochondrial membrane potential in A549 cells 
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表2  川楝素对A549细胞线粒体膜电位的影响(x
_
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Table 2  The mitochondrial membrane potential change of 
A549 cells treated with Toosendanin (ΔΨm) (x

_
±s, n=3)

浓度(μmol/L)
Concentration (μmol/L)

线粒体膜电位

ΔΨm

0 255.66±13.17

20 186.32±10.27**

40 143.33±12.54**▲▲

60 112.87±8.39** 

**P<0.01, 与对照组比较; ▲▲P<0.01, 40 μmol/L川楝素组和20 μmol/L
川楝素组相比较。

**P<0.01 compared with control group; ▲▲P<0.01 compared between 
40 μmol/L Toosendanin and 20 μmol/L Toosendanin groups.
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2.7   川楝素对A549细胞凋亡相关蛋白质水平的

影响

川楝素对A549细胞凋亡相关蛋白质水平的影

响结果见图9。结果显示, 不同药物浓度的川楝素

处理48 h后可使A549细胞中Bax、Fas、Cycs和Cas-
pase-3蛋白质水平显著上调, Bcl-2蛋白质水平显著下

调, 其中Bax和Cycs蛋白质水平变化最显著, 差异具

有统计学意义(P<0.05)。
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图6  川楝素对A549细胞周期的影响

Fig.6  The effect on A549 cell cycle treated with Toosendanin

*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较; ▲P<0.05。
*P<0.05, **P<0.01 vs control group; ▲P<0.05.

图7  各组A549细胞的细胞周期分布

Fig.7  The cell cycle distribution of A549 cells in each group

*P<0.05, 与对照组比较; ▲P<0.05。
*P<0.05 vs control group; ▲P<0.05.

图8  川楝素对Bax、Bcl-2、Fas、Cycs和Caspase-3 
mRNA水平的影响

Fig.8  The effect of Toosendanin on mRNA level of Bax, 
Bcl-2, Fas, Cycs and Caspase-3 
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3   讨论
川楝素是一种三萜类化合物, 是从植物的根皮

中分离得到的一种无色针状晶体[2]。川楝素因来

源广[川楝子(Melia toosendan Sieb)、川楝树(Melia 
azedarach L.)、苦楝树(Melia azedarach L.)等]且生

物效应多样, 对于恶性肿瘤而言, 川楝素可作为新型

抗肿瘤药物的候选者之一, 具有广阔的发展前景[3]。

恶性肿瘤是细胞无限增殖的结果, 抑制肿瘤细胞生

长和促进肿瘤细胞凋亡是治疗癌症的有效手段[4]。

近年来的研究证实, 川楝素可诱导多种肿瘤细胞发

生凋亡, 如乳腺癌[4]、肝癌[5]及白血病[6]等。进一步

的研究发现, 川楝素可能通过引起S期阻滞诱导乳腺

癌细胞凋亡, 这与本研究得到的结果相类似。此外, 
川楝素对人肝癌细胞和白血病细胞均具有明显的抑

制作用。另有报道, 在淋巴瘤U937细胞中, 川楝素

可能通过将细胞阻滞于G0/G1和S期的方式诱导细胞

凋亡[7]。以上研究表明, 川楝素为潜在的抗肿瘤药

物且效果显著。但对肺癌细胞的作用机制尚不明确。

为此, 本研究以人肺癌A549细胞为研究对象, 对其

细胞凋亡机制进行了探索。

细胞凋亡机制对保持自身平衡十分重要, 肿瘤

的生长速率很难控制, 这与凋亡能力的减弱和增殖

能力的提升密切相关[8]。细胞凋亡途径主要有三条: 
线粒体途径、死亡受体途径和内质网途径。其中, 
线粒体途径和死亡受体途径为诱导哺乳动物细胞凋

亡的主要途径[9]。在细胞凋亡的早期, 线粒体结构

会发生一些显著的变化。一方面, 线粒体的外膜通

透性会增加, 一些可溶性蛋白质从膜间隙释放到胞

质; 另一方面, 线粒体跨膜电位会降低[10]; Caspase-8
主要参与的是死亡受体介导的细胞凋亡途径, 它通

过与死亡受体Fas相互作用从而自我活化, 启动Cas-
pase级联反应, 激活下游Caspase-3等, 诱导细胞发生

凋亡[11]。本研究结果显示, 川楝素可能通过线粒体

途径和死亡受体途径双重机制介导诱导肺癌A549
细胞凋亡。

细胞凋亡程序是一个复杂的、涉及多基因的

过程。目前发现了很多参与细胞凋亡的因子, 如Fas
和FasL、Bcl-2家族(bax、bad、bak等 )、Caspase家
族(Caspase-3、Caspase-8、Caspase-10等)、Cycs等 , 
它们中有些抑制细胞凋亡而有些促进细胞凋亡, 其
功能和机制还有待进一步研究。本研究对其中五个

凋亡相关基因进行了检测, 结果显示, 川楝素通过上

调Bax、Fas、Cycs、Caspase-3基因及下调Bcl-2基
因表达诱导肺癌A549细胞凋亡。其中, Bcl-2基因和

Cycs在诱导细胞凋亡过程中起关键作用。Bcl-2家族

蛋白在线粒体介导的细胞凋亡途径中起作用。在细

胞凋亡过程中, 线粒体是调控细胞凋亡的中心, 而细

胞色素C(Cycs)从线粒体的释放则起着关键性作用。

细胞色素C释放到胞质后可激活Caspase, 从而引发

级联反应, 导致细胞凋亡[12]。张卫东等[13]研究发现, 
斑蝥素能够通过抑制Bcl-2等基因的表达诱导肺癌

A549细胞凋亡; 杨玥等[14]研究发现, 纳米雄黄可以
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图9  川楝素对Bax、Bcl-2、Fas、Cycs、Caspase-3和β-actin蛋白质水平的影响

Fig.9  The effect of Toosendanin on Bax, Bcl-2, Fas, Cycs, Caspase-3 and β-actin protein levels
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通过上调Caspase-3等基因表达诱导肺癌A549细胞

发生凋亡。这与本研究得到的结果相类似。

综上所述, 川楝素能够通过上调Bax、Fas、
Cycs、Caspase-3基因和下调Bcl-2基因诱导肺癌A549
细胞凋亡和抑制细胞增殖。此外, 因川楝素具有低

毒环保的特性, 可以考虑用来作为化疗辅助药物, 从
而为改善肺癌等癌症的临床治疗方法提供新依据。
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