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蛇床子素对 L02 细胞的毒性作用及其机制研究 
    

陈婕，李杨蕾，鲍依琪，陆红*
(浙江中医药大学药学院，杭州 311402) 

 
摘要：目的  探究蛇床子素(osthole，Ost)对 L02 细胞的毒性损伤和作用机制，为中药蛇床子及其制剂的安全合理应用提

供实验依据。 方法  以不同浓度 Ost 作用于 L02 细胞，MTT 法检测细胞活性；乳酸脱氢酶(LDH)试剂盒测定细胞 LDH

释放率；Hoechst 33342 染色法检测细胞核形态；Annexin V/PI 双染法检测细胞凋亡；Western blot 检测 Bcl-2、Bax、

pro-caspase-3、cleaved-caspase-3(p17)、p-Histon H3(Ser10)的表达。结果  L02 细胞在 Ost 作用下活性下降，LDH 释放率

提高，且呈浓度依赖；Hoechst 33342 染色荧光下可见细胞核皱缩碎裂；AnnexinV/PI 双染法结果表明凋亡率随浓度提高

而上升。与对照组比较，50，100，200 μmol·L Ost 作用 24 h 后，Bcl-2、pro-caspase-3、p-Histon H3(Ser10)表达水平降

低，Bax、cleaved-caspase-3 表达水平升高。结论  Ost 对 L02 细胞有毒性损伤作用，呈一定的时间和浓度依赖性，可促

进细胞凋亡，抑制细胞增殖。 
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Study on Toxic Effects and Mechanism of Osthole on L02 Cells 
 
CHEN Jie, LI Yanglei, BAO Yiqi, LU Hong*(College of Pharmaceutical Science, Zhejiang Chinese Medical University, 

Hangzhou 311402, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the toxic effect of osthole(Ost) on L02 cells and explore its mechanism, which 
could provide an experimental evidence for the safe and rational application of Fructus cnidii and its preparation. METHODS  
Different concentrations of Ost were applied to L02 cells, MTT assay was used to detect cell activity; the release rate of lactate 
dehydrogenase(LDH) was analyzed using LDH kits; Hoechst 33342 staining was used to detect cell nucleus morphology; 
Annexin V/PI staining was used to detect apoptosis; Western blot was utilized to detect the expression of Bcl-2, Bax, 
pro-caspase-3, cleaved-caspase-3(p17) and p-Histon H3(Ser10). RESULTS  The activity of L02 cells decreased under the 
action of Ost, while the release rate of LDH increased and appeared to be concentration dependent. The cell nucleus treated by 
Ost were shrunken and fragmented under Hoechst 33342 fluorescence staining. The results of double staining of Annexin V/PI 
showed that the apoptosis rate increased with the increase of Ost concentration. Compared with the control group, after Ost(50, 

100, 200 μmol·L) treatment for 24 h, the expression levels of Bcl-2, pro-caspase-3 and p-Histon H3(Ser10) decreased, and the 
expression levels of Bax and cleaved-caspase-3 increased. CONCLUSION  Ost has toxic effects on L02 cells, which appeares 
a time and concentration dependent manner, as a result it will promote apoptosis and inhibit cell proliferation. 
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蛇床子是伞形科植物蛇床 Cnidium monnieri 

(L.) Cuss.的干燥成熟果实，味辛、苦，性温，有

小毒，有燥湿祛风、杀虫止痒、温肾壮阳之功效，

用于治疗阴痒带下、湿疹瘙痒、湿痹腰痛、肾虚

阳痿、宫冷不孕等症[1]。临床上常外治阴道滴虫、

阴道炎、外阴湿疹等妇科疾病。蛇床子有多种内

服方剂[2-4]，如蛇床子丸、疏肝益阳胶囊、骨立饮、

秃鸡散、钟乳姜蓣汤、刘刺史丸、延寿固本丹等。

蛇床子素(osthole，Ost)是从蛇床子中提取的一种

天然香豆素衍生物，具有广泛的生物活性和药理

活性[5-9]，但在开发应用的同时亦不可忽视其毒性

作用。 

有文献报道，蛇床子水煎液可致斑马幼鱼脏

器形态改变[10]。大鼠长期给药后，其肾脏有萎缩

或退行性变化[11]。代谢组学研究发现蛇床子提取

物给药组与对照组大鼠尿样代谢产物谱存在明显

差别[12]。经蛇床子醇提物灌胃后，大鼠肝脏指数

发生显著变化[13]，提示 Ost 可能对肝脏有毒性作

用。急性毒性试验发现，Ost 对小鼠有一定毒性[14]，

可致肝脏局部坏死[15]。 
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目前的研究多集中于 Ost 的药理作用和提取

工艺，对其毒理作用的探究较少。本研究以不同

浓度 Ost 作用于人正常肝细胞(L02 细胞)建立细胞

毒性模型，探究 Ost 的毒性作用及其机制，为中药

蛇床子的开发和安全应用提供参考。 

1  材料 

1.1  试剂 

蛇床子素 (Adamas，纯度： 99%；批号：

P1095235)；RPMI1640 培养液(GIBCO)；胎牛血清

(杭州四季青，批号：20170221)；胰蛋白酶-EDTA

消化液(0.25%，Solarbio，批号：B0017030100)；

四甲基偶氮唑蓝(MTT，Sigma，批号：822A054)；

二甲基亚砜(DMSO，Sigma)；Hoechst 33342 染色

液(批号：C1025)、BCA 蛋白浓度测定试剂盒(批

号：P0012)、细胞裂解液(RIPA，批号：P0013B)、

蛋白酶抑制剂 (PMSF，批号：ST505)、Annexin 

V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒 (批号：C1063)和

SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液(批号：P0015L)均购自

碧云天；乳酸脱氢酶(LDH)活力定量试剂盒(普利

莱，批号：E1020)；β-actin(SANTA CRUZ，批号：

sc-47778)；pro-caspase-3 抗体(8G10，#9665，CST)；

Bcl-2 抗体(#4223，CST)；Bax 抗体(#5023，CST)；

cleaved-caspase-3(p17) (D175) 抗体(R&D Systems 

AF835)；p-Histon H3(Ser10)-R (sc-8656-R，SANTA 

CRUZ) ；化学发光 (ECL) 液 (Bio-Rad ，批号：

170-5060)。 

1.2  仪器  

UNIVERSAL320/320R 台式(常温/冷冻)离心

机 (德国 Hettich)；多功能酶标仪 (美国 Thermo 

Scientific)；HEPA CLASS100 型细胞 CO2 培养箱

(美国 Thermo)；Ti-U 荧光倒置显微镜 (日本

Nikon) ； Guava easy Cyte 流式细胞仪 ( 德国

Merck) ； Mini-PROTEAN165-8004 电 泳 仪 、

ChemiDoc XPS 全自动凝胶成像分析系统(美国

Bio-Rad)。 

1.3  细胞 

L02 细胞购自中国科学院上海生命科学研究

院生物化学与细胞生物学研究所。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

L02 细胞用含 10% FBS，1%青 -链霉素的

RPMI1640 完全培养液培养，置 37 ℃，5% CO2 的

培养箱中，饱和湿度条件下进行常规培养。观察

培养液的颜色变化和细胞生长的速度，及时换液，

待细胞生长至对数生长期(融合度达 70%~80%)时

用于实验。 

2.2  MTT 法检测细胞活力 

取生长状态良好的对数期 L02 细胞，PBS 清

洗 2 次，0.25%胰酶消化 2 min，加 5 mL 完全培养

基终止消化，1 000 r·min离心 5 min。加适量培

养基反复吹打至细胞分散成单细胞悬液，细胞计

数。加培养液调整细胞密度至每毫升 5×104 个后

接种于 96 孔板，每孔 100 μL。置培养箱内孵育至

细胞融合度达 70%~80%时，弃旧培养液。以 DMSO

溶解 Ost，配制成浓度为 200 mmol·L母液，4 ℃

保存，临用以培养液稀释。设 3 个调零孔，给药

组分别加入不同浓度 Ost(0，50，100，150，200，

250 和 300 μmol·L)，另设一溶剂对照组(0.15% 

DMSO)，共 8 组，每组设 6 个复孔，将稀释好的

药液加入 96 孔板内，每孔 100 μL，分别作用 12，

24 和 48 h。吸弃含药的培养液，每孔加新的培养

液 100 μL，加MTT溶液(5 mg·mL，pH 7.4) 20 μL，

4 h 后吸弃上清，每孔加 150 μL DMSO，微量振荡

器(37 )℃ 振荡 10 min，酶标仪测定 570 nm 处各孔

A 值，实验重复 3 次。计算细胞存活率和 IC50。细

胞存活率(%)=(A 给药组A 空白)/ (A 对照组A 空白)×100%。 

2.3  LDH 释放实验 

收集生长状态良好的对数期 L02 细胞，消化

成单细胞悬液并计数，以每毫升 2×105 个接种于

24 孔板，每孔 1 mL，按“2.1”项下条件培养至对

数期，弃旧培养液，分别加入不同浓度 Ost(0，50，

100，150 和 200 μmol·L)，作用 24 h。消化细胞，

按照 LDH 试剂盒说明进行操作，于 440 nm 处读

取样本 A 值，根据标准曲线算出酶活力单位。LDH

释放率(%)=细胞培养基中测定的酶活力单位/(细

胞裂解液中测定的酶活力单位+细胞培养基中测

定的酶活力单位)×100%。 

2.4  Hoechst 33342 染色法检测细胞核形态 

收集生长状态良好的对数期细胞，消化制成

单细胞悬液并计数，以每毫升 5×105 个接种于 12

孔板中，每孔 2 mL，按“2.1”项下条件培养至对

数期，弃旧培养液，分别加入不同浓度 Ost(0，50，

100 和 200 μmol·L)，作用 24 h，弃培养液，用

PBS洗 2遍，加入 0.5 mL 10 μg·mL Hoechst 33342

染色液，37 ℃染色 15 min，荧光倒置显微镜下观

察细胞核形态。 
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2.5  AnnexinV/PI 双染法流式细胞仪检测细胞凋亡 

收集生长状态良好的对数期细胞，消化制成

单细胞悬液并计数，以每毫升 1×106 个接种于 6

孔板中，每孔 2.5 mL，按“2.1”项下条件培养至

对数期。弃旧培养液，分别加入不同浓度 Ost(0，

50，100 和 200 μmol·L)，作用 24 h，收集 6 孔

板中的细胞，用 PBS 洗涤 2 次，取 10×104 重悬

的细胞，1 000×g 离心 5 min，弃上清，收集细胞。

按 AnnexinV-FITC 细胞凋亡检测试剂盒说明操作，

加入荧光溶液，混匀。避光孵育，采用流式细胞

仪检测细胞凋亡情况。 

2.6  Western blot 检测蛋白表达  

不同浓度 Ost(0，50，100 和 200 μmol·L)作

用于 L02 细胞 24 h 后，提取各组细胞的蛋白，BCA

法测定蛋白浓度。取蛋白样品，上样 40 μg，经 12% 

SDS-PAGE 胶电泳分离，湿式电转法(200 mA，约

2 h)转移至 PVDF 膜，根据 marker 选择目的条带。

把剪好的 PVDF 膜置于封闭液中室温 TBST(含 5%

脱脂奶粉)封闭 2 h，4 ℃孵一抗过夜。洗膜(3 次，

每次 15 min)，二抗室温孵育 2 h，洗膜(3 次，每

次 15 min) ， 滴 加 ECL 发 光 液 ， 显 影 ，

Mini-PROTEAN 凝胶成像系统采集图像。用 Image 

J 软件进行半定量分析。 

2.7  统计分析  

采用 SPSS 17.0 统计软件进行分析统计，以

sx  表示，多样本均数比较采用单因素方差分

析，两两比较采用 LSD-T 法，P<0.05 为差异有统

计学意义。 

3  结果 

3.1  Ost 对 L02 细胞活力的影响 

L02 细胞以不同浓度 Ost 作用 12，24，48 h

后，IC50 分别为(363.90±31.15)，(290.30±17.32)

和(134.47±10.11)μmol·L，溶剂对照组存活率与

空白对照组比较无显著差异。Ost 作用 48 h 后 50，

100，150，200，250 和 300 μmol·L组细胞存活

率 分 别 为 (80.59±0.03)% ， (61.97±0.05)% ，

(50.87±0.04)%，(32.28±0.04)%，(26.53±0.05)%，

(16.37±0.01)%。作用 48 h，Ost 各浓度组的细胞

存活率与空白对照组相比，具有显著性差异

(P<0.01)。相较于 12 h 和 24 h，给药后 48 h 细胞

存活率下降更为明显。结果见图 1。 

3.2  Ost 对 L02 细胞 LDH 释放率的影响 

不同浓度 Ost 作用于 L02 细胞 24 h 后，随着

药物浓度的升高，细胞 LDH 释放率增加，与空白

对照组相比，Ost 150 和 200 μmol·L组有显著性

差异(P<0.01)，表明 Ost 可诱导 L02 细胞损伤，结

果见图 2。 

 
图 1  Ost 在不同浓度和不同时间作用下对 L02 细胞存活

率的影响 
与空白对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 1  Effect of Ost at different concentrations and 
indicated time on cell viability in L02 cells 
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

图 2  Ost 对 L02 细胞 LDH 释放率的影响 
与空白对照组比较，1)P<0.01。 

Fig. 2  Effect of Ost on LDH release in L02 cells  
Compared with control group, 1)P<0.01. 

3.3  Ost 对 L02 细胞形态结构的影响 

不同浓度 Ost 作用于 L02 细胞 24 h 后，细胞

数量随浓度升高减少，贴壁不紧密，形态皱缩变

圆，部分脱落。Hoechst 33342 染色后，荧光倒置

显微镜观察发现各给药组细胞核固缩、部分破碎、

胞质浓缩等凋亡现象，结果见图 3。 

3.4  Ost 对 L02 细胞凋亡率的影响 

AnnexinV/PI 双染法检测细胞凋亡，流式结果

见图 4。随着 Ost 浓度的升高，各组细胞凋亡率逐

渐升高；Ost 50，100 和 200 μmol·L组细胞凋亡

率 分 别 为 (15.92±1.65)% ， (22.16±3.02)% 和
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(27.51±3.69)%，与对照组相比，均有显著性差异

(P<0.05 或 P<0.01)。 

图 3  Ost 对 L02 细胞形态的影响 
荧光显微镜观察 Ost 处理 24 h 后 L02 细胞形态及 Hoechst 33342 染色

细胞核形态(标尺：100 μm) 

Fig. 3  Effect of Ost on cell morphology of L02 cells 
L02 cells after treated with Ost for 24 h and stained with Hoechst 33342 
were observed by Fluorescence microscope(scale bar: 100 μm) 

 
图 4  流式细胞仪检测 L02 细胞凋亡情况 
A对照组；B50 μmol·L组；C100 μmol·L组；D200 μmol·L组；

与空白对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 4  L02 cell apoptosis was detected by flow cytometry  
Acontrol group; B50 μmol·L group; C100 μmol·L group; 

D200 μmol·L group; compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

3.5  Ost 对细胞内蛋白水平的影响 

与对照组相比，随着 Ost 浓度升高，Bcl-2、

pro-caspase-3 相对表达水平降低；Bax、cleaved- 

caspase-3(p17)表达升高，这提示，Ost 可引起细胞

凋亡，很可能是通过线粒体途径发挥作用。100 和

200 μmol·L组 p-Histon H3(Ser10)表达水平降低，

说明 Ost 在一定浓度下可抑制 L02 细胞增殖。结

果见图 5。 

图 5  Western blot 检测 Ost对 L02细胞内蛋白相对表达水

平的影响 
与空白对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 5  Effect of Ost on relative expression levels of proteins 
in L02 cells by Western blot 
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

4  讨论 

本研究将 0~300 μmol·L的 Ost 作用于 L02 细

胞，细胞活力呈现时间和浓度依赖性降低，作用

24 h 时 IC50 为(290.30±17.32)μmol·L。随着给药

浓度升高，LDH 释放率提高，150 和 200 μmol·L

给药组与空白对照组相比释放率有显著差异，说

明 Ost 对 L02 细胞有一定的毒性损伤作用。于倒

置显微镜下观察细胞形态，给药后 L02 细胞体积

变小，形态结构损伤增大，结合 Hochest 33342 荧

光染色可见各给药组细胞核固缩、凝聚，部分有

碎裂。AnnexinV/PI 双染法流式结果显示，细胞凋

亡率随着给药浓度升高而增大。Western blot 检测

结果表明，随着给药浓度的升高，Bcl-2 表达降低，

Bax 表达升高，pro-caspase-3 的表达降低、cleaved- 

caspase-3(p17)表达升高，表明 Ost 可引起 L02 细

胞凋亡，并且很可能是通过线粒体途径。同时，

高浓度给药组 p-Histon H3(Ser10)表达显著降低，

说明 Ost 在一定浓度下可以抑制 L02 细胞增殖。 

细胞凋亡是由基因控制，以维持内环境稳态

为目的而发生的细胞自主有序死亡过程。Bcl-2 和

Bax 分别是 Bcl-2 家族中最具代表性的抑凋亡和

促凋亡基因。Bcl-2 蛋白能遏制细胞凋亡，延长细

胞寿命，参与调控细胞增殖与凋亡的动态平衡；

Bax 在接受凋亡信号时，会形成大量的 Bax-Bax

同源二聚体[16]导致线粒体功能丧失，促进线粒体

促凋亡因子的释放，激活下游的 caspase 蛋白，诱

导细胞凋亡[17-19]。细胞中主要存在 2 条凋亡通路，

即线粒体通路和死亡受体通路，而这 2 条通路被

激活后，最终的凋亡效应均需经过 caspase-3 来执
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行，因此 caspase-3 是凋亡通路中的关键效应蛋

白[20]。被激活呈活化的 caspase-3 可以酶切多聚二

磷酸腺苷聚合酶(ADP-核糖，PARP)片段化，降解

细胞，并最终导致细胞形态改变，发生凋亡[21]。

细胞增殖是细胞生命活动的重要特征之一，组蛋

白 H3 氨基末端的磷酸化与细胞有丝分裂过程密

切相关[22]。有研究表明，组蛋白 H3(Ser10)磷酸化

在诱导细胞增殖和恶性转化中有重要作用 [23]。

p-Histon H3(Ser10)为有丝分裂的标志蛋白[24]，其

表达的下调能影响有丝分裂进程，造成周期阻滞，

影响细胞增殖。 

综上所述，Ost 可能通过线粒体途径诱导 L02

细胞凋亡，并可下调 p-Histon H3(Ser10)的表达，

抑制细胞增殖。本研究初步阐明了 Ost 的毒性作用

及机制，说明 Ost 可能存在一定的肝脏毒性，为中

药蛇床子的开发和安全应用提供了参考。 
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