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通路来诱导胶质瘤干细胞的凋亡、抑制胶质瘤干

细胞的生长、减弱胶质瘤干细胞的多能性[7]。 

中药传统用药方法是用其水煎剂，即丹参的

水溶性成分，所以研究丹参的水溶性成分抗肿瘤

细胞生长的机制更有意义。本研究采用丹参中最

重要的水溶性活性成分丹参多酚酸盐，首次证实

了丹参多酚酸盐可使胶质瘤细胞周期停滞于

G0/G1 期，促进胶质瘤细胞的凋亡，抑制胶质瘤细

胞的增殖。作为自我毁灭的过程，凋亡及自噬在

神经系统疾病的发生发展中扮演了重要的角色。

Wirawan E 及 Luo S 等研究团队均发现 Beclin 1 基

因的清除不仅能减弱其介导的促细胞自噬功能，

并且 Beclin 1 基因降解产生的 C 末端片段能跨膜

进入线粒体敏感型细胞使其释放促凋亡因子细胞

色素而促进细胞的凋亡[8-9]。本研究也发现，丹参

多酚酸盐能上调胶质瘤 U251 细胞自噬相关基因

Beclin 1 表达，Beclin 1 基因降解产生的 C 末端片

段的增多是否介导了丹参多酚酸盐促细胞凋亡的

作用，有待进一步研究。 
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蛇床子素对 TRAIL 抗乳腺癌活性的影响及其作用机制 
    

王倩，郑海雅，周颖，钟益芳(丽水市人民医院，浙江 丽水 323000) 

 
摘要：目的  探讨中药活性成分蛇床子素对抗肿瘤药物 TRAIL 抗乳腺癌活性的影响并研究其机制。方法  用蛇床子素联

合 TRAIL 体外治疗乳腺癌细胞系 BT-20，MTT 法检测肿瘤细胞的细胞活力，Annexin V/PI 染色检测肿瘤细胞的凋亡，免

疫共沉淀法检测 RIP1-FADD-caspase-8复合物的形成。Western blot 法检测 BT-20 细胞 caspase-8的活化及蛇床子素对 BT-20

细胞 cIAP2 蛋白表达的影响。结果  联用蛇床子素显著提高 TRAIL 对 BT-20 细胞活力的抑制率和凋亡诱导活性。免疫共

沉淀及Western blot结果发现联合蛇床子素后，TRAIL治疗的BT-20细胞内的RIP1-FADD-caspase-8复合物水平及 caspase-8

的活化程度显著提高。Western blot 结果发现蛇床子素对 BT-20 细胞内的 cIAP2 蛋白表达有抑制作用。在 BT-20 细胞中转

染 cIAP2 表达质粒后，蛇床子素对 TRAIL 抗肿瘤活性的促进作用受到抑制。结论  蛇床子素通过促进死亡受体复合物的

形成增强 TRAIL 对乳腺癌细胞的凋亡诱导效应。 
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Effect of Osthole on the Anti-breast Cancer Activity of TRAIL and Its Mechanism 
 
WANG Qian, ZHENG Haiya, ZHOU Ying, ZHONG Yifang(People’s Hospital of Lishui, Lishui 323000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of osthole on the anti-breast cancer activity of TRAIL and study its 
mechanism. METHODS  After the BT-20 cells were treated with TRAIL combined with osthole, the cell viability, cell 
apoptosis, and the formation of RIP1-FADD-caspase-8 complex were detected by MTT assay, Annexin Ⅴ/PI staining, and 
co-immunoprecipitation, respectively. The activation of caspase-8 and the expression of cIAP2 in BT-20 cells were evaluated by 
Western blot assay. RESULTS  Addition of osthole significantly enhanced the cell viability inhibition rate and apoptosis 
inducing activity in BT-20 cells treated with TRAIL. The results of co-immunoprecipitation and Western blot indicated that the 
formation of RIP1-FADD-caspase-8 complex and the activation of caspase-8 in TRAIL-treated BT-20 cells were significantly 
increased due to the combination of osthole. The results of Western blot assay demonstrated that the expression of cIAP2 could 
be significantly inhibited due to the osthole treatment. Moreover, the transfection of cIAP2 vector abolished the promotion of 
osthole on TRAIL-induced cell death in BT-20 cells. CONCLUSION  Osthole promotes TRAIL-induced apoptosis by the 
formation of RIP1-FADD-caspase-8 complex in breast cancer. 
KEY WORDS: osthole; TRAIL; breast cancer; caspase-8; apoptosis 

 

乳腺癌在女性群体中是发病率最高的恶性肿

瘤，致死率非常高[1]。目前乳腺癌的常规治疗手段

包括手术治疗、放疗及化疗，尽管手术治疗往往

能显著延长患者的生存时间，然而对于那些不宜

进行手术的晚期乳腺癌患者，化疗是治疗患者的

重要手段[2-3]。肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体

(TNF-related apoptosis-inducing ligand，TRAIL)是

TNF家族的成员，能与死亡受体4(death receptor 4，

DR4)或死亡受体 5(death receptor 5，DR5)结合，

从而激活 caspase-8 并诱导肿瘤细胞发生凋亡[4]。

研究发现，TRAIL 能选择性诱导肿瘤细胞发生凋

亡，却不影响正常组织细胞的功能，因此 TRAIL

被认为是 1 种有很好前景的低毒抗肿瘤药物[5-6]。

尽管如此，研究也发现很多肿瘤细胞对 TRAIL 的

抗肿瘤作用不敏感，并能抵抗 TRAIL 依赖的凋亡

效应[7-8]。因此研究如何提高肿瘤细胞对 TRAIL 的

敏感性是目前研究工作的重点。蛇床子素是从蛇

床子中提取的活性物质，在中医上用于治疗湿疹、

皮肤瘙痒、阴道毛滴虫感染、性功能障碍[9]。近年

来研究发现蛇床子素还具有一定的抗肿瘤作用[10]，

然而其对乳腺癌的辅助治疗作用却很少报道。本

实验研究蛇床子素与乳腺癌细胞对 TRAIL 治疗敏

感性的关系。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器与试剂 

CKX31 型倒置相差显微镜(Olympus 公司)；

3111 型 CO2 恒温培养箱(美国 Thermo Forma 公

司)；AE2000型酶标仪(德国 Thermo Fisher)；FACS 

AriaⅡ流式细胞仪(美国 BD)；BIO-RAD 电泳仪

(美国伯乐)。 

噻唑蓝(MTT，批号：M2128)、蛇床子素(批

号：O9265)、z-IETD-fmk(批号：C1230)、Annexin 

V/PI 凋亡检测试剂盒(批号：APOAF)均购于美国

Sigma-Aldrich ； TRAIL( 美国 R&D Systems) ；

DMEM 培养基、胎牛血清购于美国 Gibco；细胞

蛋白提取液、RIP1、FADD、caspase-8、cIAP2 和

β-actin 抗人抗体购于美国 Cell Signaling；蛋白 G

免疫共沉淀琼脂糖珠(美国 Santa Cruz)；Western 

blot 上样缓冲液(日本 TaKaRa)；RIP1 siRNA(上海

吉玛生物 )序列为正向： 5’- GGGCGAUAUUU 

GCAAAUAAUU-3’，反向： 5’-UUAUUUGCAA 

AUAUCGCCCUU-3’； Lipofectamine 2000(美国

Invitrogen)；ECL 试剂盒(美国 Pierce，批号：32109)。 

1.2  细胞培养 

人乳腺癌细胞系 BT-20(美国 ATCC)。细胞系

培养在含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基中，在

37 ℃恒温培养箱中培养，通入 5% CO2。 

2  方法 

2.1  质粒构建及转染 

将 cIAP2 基因的开放阅读框架全序列(Gene 

ID: NM_001165.4)以分子克隆的方法与 pcDNA3.1

连接后构建成 pc-cIAP2 重组真核表达质粒[11]。质

粒和 RIP1 siRNA 的转染使用 Lipofectamine 2000

按照试剂操作说明书步骤进行。 

2.2  细胞活力检测 

将 BT-20 细胞按每孔 5×103 接种在 96 孔板

上，孵育过夜后将 pc-cIAP2(终浓度为 2 mg·L1)

和 RIP1 siRNA (终浓度为 50 pmol·mL1)用 0.5 L
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的 Lipofectamine 2000 进行转染并加入 100 L 无

血清培养基，6 h 后将无血清培养基更换为 100 L

有血清 DMEM 继续培养 24 h，然后按照实验设计

将 z-IETD-fmk (终浓度为 20 mol·L1)，蛇床子素

( 终浓度为 20 mol·L1) 及 TRAIL( 终浓度为

5 ng·mL1)加入到培养体系中，培养 48 h。之后加

入 20 L MTT(5 mg·mL1)培养 4 h，移除孔内培养

基，加入 100 L 二甲亚砜，570 nm 处测定 OD 值。

相对细胞活力结果用实验组与对照组的 OD 值比

值表示。实验分为对照组、蛇床子素单治疗组、

TRAIL 单治疗组、蛇床子素联合 TRAIL 治疗组、

蛇床子素+TRAIL+z-IETD-fmk 组、蛇床子素+ 

TRAIL+RIP1 siRNA 组 、 蛇 床 子 素 +TRAIL+ 

pc-cIAP2 组，每组采用 3 个复孔。 

2.3  免疫共沉淀 

将 BT-20 细胞按每孔 5×105接种在 6 孔板上，

孵育过夜后将 pc-cIAP2(终浓度为 2 mg·L1)用

10 L 的 Lipofectamine 2000 进行转染并加入 2 mL

无血清培养基，6 h 后将无血清培养基更换为 2 mL

有血清 DMEM 继续培养 24 h，将蛇床子素(终浓度

为 20 mol·L1)及 TRAIL(终浓度为 5 ng·mL1)加

入到培养体系中，培养 48 h。将细胞用免疫沉淀

缓冲液裂解，缓冲液的成分如下：50 mmol·L1 

Tris-HCl(pH 7.4) 、 1% NP-40 细 胞 裂 解 液 、

50 mmol·L1 NaCl、1 mmol·L1 EDTA 和 1% 混合

蛋白酶抑制剂(Sigma-Aldrich)。裂解后的细胞在

11 430 r·min1 下离心 10 min，收取上清液加入

RIP1 抗体孵育过夜，之后加入蛋白 G 琼脂糖珠孵

育 2 h。免疫沉淀反应后，在 1 200 r·min1 速度下

离心 5 min，将琼脂糖珠离心至管底，之后将上清

小心吸去，琼脂糖珠用免疫沉淀缓冲液洗涤 2 次

后加入 Western blot 上样缓冲液，沸水浴煮 5 min。

实验分为对照组、蛇床子素单治疗组、TRAIL 单

治疗组、蛇床子素联合 TRAIL 治疗组和蛇床子素

+TRAIL+pc-cIAP2 组，每组采用 3 个复孔。 

2.4  Western bloting 试验 

将 BT-20 细胞按每孔 5×105接种在 6 孔板上，

孵育过夜后将 pc-cIAP2(终浓度为 2 mg·L1)用

10 L 的 Lipofectamine 2000 进行转染并加入 2 mL

无血清培养基，6 h 后将无血清培养基更换为 2 mL

有血清 DMEM 继续培养 24 h，将蛇床子素(终浓度

为 20 mol·L1)及 TRAIL(终浓度为 5 ng·mL1)加

入到培养体系中，培养 48 h。之后将细胞用生理

盐水洗涤 2 遍后提取总蛋白质。将蛋白提取液或

免疫共沉淀处理样品用 12.5% SDS-PAGE 进行电

泳分离。分离完毕后通过电转方法将蛋白质从分

离胶上转到 PVDF 膜上，用 RIP1、FADD、

caspase-8、cIAP2、β-actin 抗体孵育过夜，之后再

用带辣根过氧化物酶的二抗孵育 2 h，蛋白条带用

ECL 试剂盒显色发光。目的蛋白的相对表达用目

标蛋白灰度值与-actin 灰度值的比值表示，蛋白

灰度值分析用 Image J 软件处理。对于免疫共沉淀

结果，Input 表示在加入 RIP1 抗体和琼脂糖珠之

前，预先留取的相同含量的样品蛋白作为对照。

IP∶RIP1表示加入RIP1抗体和琼脂糖珠之后的免

疫共沉淀蛋白。实验分组同“2.3”项下，每组采

用 3 个复孔。 

2.5  细胞凋亡实验 

将 BT-20 细胞按每 5×105 接种在 6 孔板上，

孵育过夜后按照实验设计将蛇床子素(终浓度为

20 mol·L1)及TRAIL(终浓度为 5 ng·mL1)加入到

培养体系中，培养 48 h。之后将细胞用生理盐水

洗涤 2 次，按照凋亡试剂盒说明书步骤将 PI(碘化

丙啶)和 Annexin-V 加入细胞中孵育 20 min，采用

流式细胞术检测肿瘤细胞的凋亡，凋亡率用

Annexin-V 阳性、PI 阴性细胞数占总细胞数的百分

比表示。实验分为对照组，蛇床子素单治疗组，

TRAIL 单治疗组，蛇床子素联合 TRAIL 治疗组，

每组采用 3 个复孔。 

2.6  统计学方法 

实验重复 3 次，数据用 sx  表示，采用 SPSS 

15.0 统计分析软件进行处理，P 值计算采用非配对

双边 t 检验进行分析，P<0.05 认为有显著性差异。 

3  结果 

3.1  蛇床子素促进 TRAIL 对乳腺癌细胞的凋亡

诱导效应 

通过 MTT 细胞活力实验发现 5 ng·mL1 的

TRAIL 单独治疗仅能轻微抑制乳腺癌细胞系

BT-20 的细胞活力，然而在培养体系中加入

20 mol·L1 蛇床子素后，TRAIL 对 BT-20 细胞的

杀伤活性显著提高，见图 1。类似地，Annexin V

染色实验表明蛇床子素可显著增强 TRAIL 对

BT-20 细胞的凋亡诱导效应，见图 2，这些结果提

示蛇床子素提高 TRAIL 抗肿瘤活性的机制可能和

凋亡途径有关。 
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图 1  MTT 实验检测 BT-20 细胞的细胞活力(n=3, sx  ) 

与 TRAIL 组相比，1)P<0.05。 

Fig. 1  The cell viability of BT-20 was performed by MTT 
assay(n=3, sx  ) 
Compared with TRAIL group, 1)P<0.05. 

3.2  蛇床子素促进 TRAIL 依赖的死亡受体复合

物的形成 

当 TRAIL 与其细胞表面的 DR4 和 DR5 受体

结合后，能募集 RIP1，进而形成 RIP1-FADD- 

caspase-8 这一死亡受体复合物 (death-inducing 

signaling complex，DISC)，最后激活 caspase-8 依

赖的凋亡途径[12]。因此，为了研究蛇床子素提高

BT-20 细胞对 TRAIL 敏感性的机制，采用免疫共

沉淀技术研究 DISC 的形成。联用蛇床子素后，

TRAIL 对 RIP1-FADD-caspase-8 复合物的诱导能

力较其单独治疗显著增强，而进一步的研究发现

由于 DISC 的形成显著增加，蛇床子素联合 TRAIL

最终促使 BT-20 细胞中的 caspase-8 发生活化，这

可能是蛇床子素促进 TRAIL 依赖的凋亡途径的重

要机制，结果见图 3~4。为了证明 RIP1-FADD- 

caspase-8 复合物的重要作用，在对 BT-20 细胞进

行蛇床子素与 TRAIL的联合治疗之前，先将BT-20

细胞用 50 pmol·mL1 RIP1 siRNA 转染 24 h 或用

caspase-8 特异性抑制剂 z-IETD-fmk (20 mol·L1) 

进行预处理 2 h，结果发现不论是 RIP1 siRNA 转

染或 z-IETD-fmk 预处理均能显著抑制蛇床子素联

合 TRAIL 对 BT-20 细胞的杀伤活性，见图 5，提示

蛇床子素通过促进TRAIL依赖的死亡受体复合物的

形成增强 TRAIL 的抗肿瘤活性。 

 
图 2  Annexin V/PI 染色法检测 BT-20 细胞的凋亡(n=3, sx  ) 

与 TRAIL 组相比，1)P<0.05。 

Fig. 2  The cell apoptosis of BT-20 was measured by Annexin/PI staining(n=3, sx  ) 
Compared with TRAIL group, 1)P<0.05. 

 
图 3  免疫共沉淀及 Western blot 实验检测 BT-20 细胞 RIP1-FADD-caspase-8 复合物的形成 

Fig. 3  Co-immunoprecipitation and Western blot assay were performed to detect the formation of RIP1-FADD-caspase-8 
complex 
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图 4  Western blot 实验检测 BT-20 细胞 caspase-8 的活化

水平 

Fig. 4  Western blot assay was performed to detect the 
activation of caspase-8 in BT-20 cells 

 
图 5  MTT 实验检测 BT-20 细胞的细胞活力(n=3, sx  ) 

与蛇床子素+TRAIL 组相比，1)P<0.05。 

Fig. 5  The cell viability of BT-20 detected by MTT assay 
(n=3, sx  ) 
Compared with osthole+TRAIL group, 1)P<0.05. 

3.3  蛇床子素通过下调 cIAP2 的表达促进死亡受

体复合物的形成 

cIAP2是细胞内重要的调节蛋白，能诱导 RIP1

蛋白发生范素化从而抑制该蛋白的功能，阻止

DISC 的形成[13]。Western blot 实验发现蛇床子素

能显著降低 BT-20 细胞中 cIAP2 的表达水平，见

图 6。因此推测蛇床子素对 TRAIL 的协同效应依

赖于 cIAP2 的下调。为了验证这一推测，本实验

对 BT-20 细胞进行蛇床子素与 TRAIL 的联合治疗

之前，先将 pc-cIAP2 质粒用脂质体转染入 BT-20

细胞并孵育 24 h，使细胞强制表达 cIAP2。发现

cIAP2 的过表达显著抑制了联合治疗下的 BT-20

细胞中的 RIP1-FADD-caspase-8 复合物的形成，从

而使 caspase-8 的活化收到抑制，最终抑制了蛇床

子素联合 TRAIL 对 BT-20 细胞的杀伤活性，结果

见图 7~9。这些结果表明了蛇床子素促进 TRAIL 

 
图 6  Western blot 实验检测蛇床子素对 BT-20 细胞中

cIAP2 表达水平的影响 

Fig. 6  Western blot assay was performed to evaluate the 
down-regulation of cIAP2 induced by osthole in BT-20 cells 

 
图 7  转染 pc-cIAP2 质粒显著抑制蛇床子素与 TRAIL 联合治疗下的 BT-20 细胞中 RIP1-FADD-caspase-8 复合物的形成 

Fig. 7  The formation of RIP1-FADD-caspase-8 complex was inhibited by the transfection of pc-cIAP2 in BT-20 cells treated 
with osthole plus TRAIL 
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依赖的死亡受体复合物形成的机制是其能下调乳

腺癌细胞中 cIAP2 蛋白的表达水平。RIP1 siRNA

和 pc-cIAP2 vector 在 BT-20 细胞中的转染效率见

图 10。 

 
图 8  转染 pc-cIAP2 质粒显著抑制蛇床子素与 TRAIL 联

合治疗下的 BT-20 细胞中 caspase-8 的活化 

Fig. 8  The activation of caspase-8 was inhibited by the 
transfection of pc-cIAP2 in BT-20 cells treated with osthole 
plus TRAIL 

 
图 9  转染 pc-cIAP2 质粒显著抑制蛇床子素与 TRAIL 联

合治疗对 BT-20 细胞的杀伤活性(n=3, sx  ) 

与 osthole+TRAIL 组相比，1)P<0.05。 

Fig. 9  Transfection of pc-cIAP2 significantly inhibited the 
cell death of BT-20 cells treated with osthole plus 
TRAIL(n=3, sx  ) 
Compared with osthole+TRAIL group, 1)P<0.05. 

4  讨论  

TRAIL 对肿瘤细胞的杀伤作用依赖于 RIP1- 

FADD-caspase-8 复合物的形成，该复合物能直接

活化 caspase-8。活化的 caspase-8 能通过 2 条途径

诱导细胞进入凋亡程序：一是 caspase-8 能直接激

活凋亡效应蛋白 caspase-3 使细胞发生凋亡；二是

caspase-8 能使 Bid 蛋白发生活化，而活化的 Bid

能转位到线粒体外膜上，使线粒体外膜通透性发

生改变，释放线粒体内部的凋亡诱导物质，引起 

 
图 10  RIP1 siRNA 和 pc-cIAP2 vector 在 BT-20 细胞中的

转染效率 

Fig. 10  The transfection efficiency of RIP1 siRNA and 
pc-cIAP2 vector in BT-20 cells 

线粒体途径的凋亡[14-15]。本研究发现蛇床子素能

显著提高 TRAIL 对乳腺癌细胞的凋亡诱导能力，

因此推测蛇床子素对 TRAIL 的协同效应可能与

RIP1-FADD-caspase-8 复合物的形成有关。通过

RIP1 特异性抗体依赖的免疫共沉淀实验发现，蛇

床子素能显著增加 FADD 蛋白、前体 caspase-8 蛋

白与 RIP1 蛋白的结合，并且蛇床子素也能促进

caspase-8 的活化。而当用 RIP1 siRNA 沉默 RIP1

的表达以减少 RIP1-FADD-caspase-8 复合物的水

平，或用 z-IETD-fmk 阻断 caspase-8 的活化后，蛇

床子素对 TRAIL 的协同作用丧失。根据这些实验

结果，可知蛇床子素是通过促进死亡受体复合物

的形成增强 TRAIL 对乳腺癌细胞的凋亡诱导效应。 

研究发现，很多肿瘤细胞通过上调细胞凋亡

抑制蛋白(cellular inhibitors of apoptosis proteins， 

cIAPs)的表达水平抵抗肿瘤微环境中的凋亡信号

分子，而高活性的 cIAP2 能使 RIP1 蛋白发生泛素

化并使之失活[16-17]。为了研究蛇床子素促进死亡

受体复合物形成的机制，本实验通过 Western blot

发现蛇床子素能显著下调乳腺癌细胞中 cIAP2 的

表达水平，减少 cIAP2 对 RIP1 蛋白的泛素化修饰，

从而使乳腺癌细胞在 TRAIL 的治疗下易于形成

DISC。进一步的研究发现在乳腺癌细胞中强制表

达 cIAP2 废除了蛇床子素对 TRAIL 的协同作用，

因此证明了这一分子机制。 
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综上所述，本研究表明蛇床子素能显著提高

乳 腺 癌 细 胞 对 TRAIL 的 敏 感 性 ， 并 通 过

cIAP2/RIP1 途径使乳腺癌细胞在 TRAIL 的治疗下

易于形成死亡受体复合物，进而诱导肿瘤细胞进

入凋亡程序。这些研究为如何提高 TRAIL 的抗肿

瘤活性提供了新的思路和理论依据。 
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葛根素 PEG-PE 纳米胶束的制备及降低红细胞溶血的初步研究 
    

方瑞华，梁卫青，张佳军(浙江中医药大学附属嘉兴中医院，浙江 嘉兴 314001) 

 
摘要：目的  采集葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(glucose-6-phosphate ehydrogenase deficiency，G6PD)缺陷的动物模型血液，评价

葛根素 PEG-PE 纳米胶束降低红细胞溶血的作用。方法  1%乙酰苯肼皮下注射大鼠制备 G6PD 缺陷的动物模型，取其红

细胞制成混悬液，比较评价葛根素和葛根素 PEG-PE 纳米胶束的溶血作用、红细胞脆性及红细胞膜流动性。结果  葛根

素出现了明显的红细胞溶血，且随着浓度变化和孵育时间延长具有增加的趋势，溶血率高达 38%，而葛根素 PEG-PE 纳

米胶束未见明显溶血；另外，红细胞脆性实验结果表明，葛根素 PEG-PE 纳米胶束对红细胞膜的作用非常轻微，H50%为

(42.1±1.1)%，显著小于葛根素的该数值(53.1±1.2)%，红细胞膜流动性结果表明，葛根素 PEG-PE 纳米胶束对红细胞膜的

流动性影响非常轻微。结论  葛根素 PEG-PE 纳米胶束良好的血液相容性，为该药物的体内研究和进一步新型药物制剂

开发奠定基础。 
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