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蛇床子素通过促进胃癌细胞 N87 凋亡和细胞周期阻滞而
抑制细胞增殖

杨　 赟∗,　 杨　 柳,　 李晓静,　 丁彦柯,　 赵芳玉,　 张子恒,　 田子音,　 周　 贝∗

(新乡医学院基础医学院生物化学与分子生物学教研室,河南 新乡　 453000)

摘要　 蛇床子素是从伞形科植物蛇床中提取的一类具有生物活性的化合物。 研究显示,蛇床子素

对多种肿瘤细胞具有抑制作用,然而尚未有研究揭示其对胃癌 N87 细胞的抗肿瘤活性。 本文研究

了蛇床子素在体外和荷瘤小鼠体内对胃癌 N87 细胞的抗肿瘤效应,并进一步利用流式细胞术、
TUNEL 试验及 Western 印迹检测分析其对细胞周期及细胞凋亡的影响,以探索其作用机制。 研究

结果表明,蛇床子素有效地抑制了体外培养的 N87 细胞生长,并呈浓度依赖效应。 本文还建立了

N87 的荷瘤小鼠模型。 结果显示,无论是在低剂量(50 mg / kg)或高剂量(100 mg / kg)情况下,蛇床

子素均显示了有效的肿瘤生长抑制效果。 流式细胞术及 Western 印迹的结果表明,蛇床子素诱导

N87 细胞阻滞在 G2 / M 期。 通过流式细胞术、TUNEL 测试及 Western 印迹结果证明,蛇床子素通过

激活胱天蛋白酶-3 依赖的凋亡通路,最终导致了 N87 细胞凋亡的发生。 综上所述,本研究显示,蛇
床子素在胃癌 N87 细胞中通过促进细胞凋亡而发挥其抗肿瘤活性,这将为其应用于胃癌的临床治

疗提供理论参考。
关键词　 蛇床子素; 胃癌; 抗肿瘤作用; 细胞周期阻滞; 细胞凋亡
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Osthole Inhibits Cell Proliferation by Promoting Apoptosis and Cell
Cycle Arrest in Gastric Cancer Cell Line N87

YANG Yun∗, YANG Liu, LI Xiao-Jing, DING Yan-Ke, ZHAO Fang-Yu,
ZHANG Zi-Heng, TIAN Zi-Yin, ZHOU Bei∗

(Department of Biochemistry and Molecular Biology, School of Basic Medical Sciences, Xinxiang Medical University,
Xinxiang 453000, Henan, China)

Abstract　 Osthole is a natural active coumarin, which was first derived from Cnidium monnieri ( L.)
Cusson. Recent studies revealed that osthole possesses potent anti-tumor activity in several types of
cancers. However, the anti-tumor effects of osthole against N87 gastric cancer cells have not been
reported. We studied the anti-tumor effects of osthole on N87 cells in vitro and in vivo, and further
explored the mechanism. The effects of osthole on cell cycle arrest and apoptosis were examined by flow
cytometry and Western blotting assays. Results showed that osthole was effective in inhibiting the growth
of N87 cells in a dose-dependent manner. Notably, we found that osthole also exert its anti-tumor effects
on N87 tumor xenografts at both low and high doses. Furthermore, we investigated its mechanism using
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flow cytometry, Western blotting and TUNEL assays. Results indicated that osthole caused cell cycle
arrest in the G2 / M phase and finally resulted in caspase-3 dependent apoptosis in N87 cells. To
conclude, these results revealed the anti-tumor activity of osthole on N87 gastric cancer cells and
uncovered the mechanism of action, suggesting the potential of osthole in gastric cancer treatment in the
future.
Key words　 osthole; gastric cancer; anti-tumor effects; cell cycle arrest; apoptosis

　 　 胃癌是全世界范围内最常见的恶性肿瘤之一。
据研究机构统计,其发病率位居第 4 位,死亡率位居

第 2 位[1]。 我国是胃癌的高发国家,发病和死亡例

数均占全世界的 50%,是需要重点防治的癌症之

一[2]。 根治性手术是治疗早期胃癌的主要手段,但
因胃癌初期症状隐匿,约半数以上患者是在进展期

被确诊,从而错失手术机会。 化疗药物对中晚期胃

癌有着较好的疗效,但其毒副作用和长期使用产生

耐药性的问题也限制其应用。 胃癌肿瘤微环境的复

杂性及基因不稳定性也导致靶向治疗药物疗效受

限[3]。 因此,更为有效的治疗手段或药物仍有待

开发。
中医学是我国的传统医学,作为肿瘤综合治疗

措施中的一个重要组成部分,在改善肿瘤患者的生

存质量、延长生存期及对控制病情进展方面均显示

其良好的效果[4]。 许多中草药提取物,如甾体皂苷

类、裙带菜多糖及香豆素类化合物等都具有较好的

抗肿瘤活性[5]。 香豆素是一类具有苯骈-δ 吡喃内

酯环结构的有机化合物,广泛存在于伞形科、瑞香科

及芸香科等植物中。 已经证实,这类化合物具有抗

炎症、抗氧化及抗肿瘤等多种生物活性[6-8]。 研究

表明,它的抗肿瘤活性往往具有肿瘤细胞的选择性

及对正常细胞低毒性的特点[9]。
蛇床子素(osthole)为一种线型呋喃香豆素化合

物,其化学结构如 Fig. 1A 所示。 蛇床子素是从伞形

科植物蛇床(Cnidium monnieri (L.) Cusson)的果实

蛇床子中提取到的具有生物活性的香豆素类化合

物[10]。 作为一种传统的中药,中医往往将其用于治

疗皮肤瘙痒、湿疹及男性性功能障碍等[10, 11]。 研究

还发现,蛇床子素具有抗骨质疏松、抑制血小板聚集

及抗氧化等多种药理学活性[12-14]。 最近的研究表

明,其还显示了较强的抗肿瘤活性[15-17]。 研究表

明,蛇床子素可以抑制肺癌 A549 细胞的生长,其作

用机制是通过抑制 PI3K / AKT 通路,引发细胞凋

亡[18]。 此外,蛇床子素也可通过抑制 c-Met / AKT /
mTOR 通路,抑制 HER2 过表达的乳腺癌生长和进

展[19, 20]。 关于蛇床子素对胃癌抑制作用的报道较

少。 本课题组研究了蛇床子素对胃癌 N87 细胞的

体外和体内的作用效果,进一步阐释了其发挥抗肿

瘤的可能作用机制,以期为将来应用于临床治疗胃

癌提供借鉴和参考。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

胃癌 N87 细胞株购自美国菌种保藏中心

(ATCC);蛇床子素购自上海麦克林生化科技有限

公司;细胞凋亡检测试剂盒购自北京鼎国昌盛生物

技术公司;CCK-8 试剂盒购自日本 Dojindo 公司;
RIPA 细胞裂解液购自北京鼎国昌盛生物技术公司;
所有抗体均购自美国 Cell signaling 公司。 ECL 发光

液购自上海碧云天生物技术公司。
Balb / C 裸鼠购自北京维通利华公司。 所有动

物试验方案都经过了新乡医学院动物实验伦理委员

会批准。
1. 2　 细胞毒性检测

在 96 孔板中,每孔加入 5×10 3 个细胞的 N87
细胞悬液 100 μL,,在 37 ℃ 、5% CO2 条件下培养

12 h,实验组分别加入不同浓度的蛇床子素药液

孵育,使蛇床子素终浓度分别为 0. 05、0. 2、0. 8、
12. 5 及 50 μmol / L,同时设定空白对照组(药物

溶剂组)和阴性对照组(不加药组) 。 在上述条件

下培养 48 h,每孔加入 CCK-8 试剂,培养 2 h。 酶

标仪 450 nm 处测定每孔的的吸光值( A 值) 。 按

照公式:抑制率(100%)= 1-(实验组吸光值-空白

对照组吸光值) / (阴性对照组吸光值-空白对照

组吸光值) ,计算相应的抑制率。 试验进行 3 次

重复。
1. 3　 体内抑瘤检测

在 6 ~ 8 周龄雌性裸鼠右背部皮下接种 1 ×
10 7 个 N87 细胞。 在接种细胞后,肿瘤体积达到

平均 120 ~ 150 mm3 时,对荷瘤小鼠进行分组并

给药:将它们随机分为 3 组,以对裸鼠剪耳作为

分组标记,每组 5 只裸鼠。 实验组以腹腔给药方

式注射蛇床子素药液,剂量为 ( 50 或 100 mg /
kg) ,对照组注射 PBS 溶液,每天 1 次,共给药 2
周。 每隔 2 d 使用游标卡尺测量瘤体长( mm)与
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宽(mm)。 应用公式:瘤体体积 = [长×(宽) 2] ∕2
对肿瘤体积进行测量计算;以每组肿瘤平均大小

对时间进行肿瘤生长曲线的绘制。 试验结束,处
死小鼠,分离瘤体。
1. 4　 免疫印迹分析

取对数生长期胃癌 N87 细胞,按 4×105 个 / mL
接种于 6 孔培养板,置于 37 ℃,5% CO2 培养箱培

养 12 h,之后在实验组中加入蛇床子素药液至终浓

度为 50 和 100 μmol / L。 以不加药细胞为空白对照

组。 培养 24 h,收集细胞,加入 RIPA 细胞裂解液提

取总蛋白质,应用 BCA 法测定裂解液中总蛋白质浓

度。 经 SDS-PAGE 后,转移至 PVDF 膜上,用 10%
脱脂奶粉封闭 1 h,再用对应的一抗孵育 1 ~ 2 h,用
TBST 洗涤 4 次,加入辣根过氧化物酶标记的二抗,
再用 TBST 洗涤 4 次后显影。 以 β-肌动蛋白为内

参。 试验进行 3 次重复。
1. 5　 细胞周期检测

取对数生长期细胞,按 4×105 个 / mL 接种于 6
孔板中,置于 37 ℃,5% CO2 培养箱培养 12 h。 实

验组加入蛇床子素药液,至终浓度为 40 μmol / L。
在上述条件下培养 0 h,6 h 及 12 h。 用不含 EDTA
的胰蛋白酶消化收集细胞,用预冷 PBS 洗涤。 之

后使用预冷的 75%乙醇固定 20 min,离心弃乙醇,
PBS 洗 2 次,加入碘化丙啶(PI)溶液 1 mL;室温避

光孵育 45 min,利用流式细胞仪进行检测,用

Flowjo7. 6 软件进行 数 据 分 析。 试 验 进 行 3 次

重复。
1. 6　 凋亡检测

取对数生长期的胃癌 N87 细胞,按 4×105 个 /
mL 接种于 6 孔培养板,置于 37 ℃,5%的 CO2 培养

箱培养 12 h,之后在实验组中加入蛇床子素药液至

终浓度为 50 和 100 μmol / L。 以不加药的细胞为空

白对照组。 培养 30 h,用不含 EDTA 的胰蛋白酶消

化收集细胞,用预冷的 PBS 洗涤 2~3 次。 之后加入

200 μL 含有 1%胎牛血清的 PBS 重悬细胞,加入 5
μL 连接素(Annexin V-FITC)和 5 μL 碘化丙啶(PI)
溶液混匀,4 ℃避光孵育 10 min,利用流式细胞术检

测。 试验进行 3 次重复。
1. 7　 TUNEL 试验

收集经蛇床子素(终浓度为 50 μmol / L)处理 24
h 后的胃癌 N87 细胞。 PBS 漂洗 1 次,重悬细胞,用
4%的多聚甲醛固定 25 min;固定后用 PBS 浸洗 2
次,每次 5 min;然后在 0. 2%的 Triton X-100 中处理

5 min;PBS 浸洗 2 次,每次 5 min。 加 TUNEL 反应

混合液 50 μL,湿盒中 37 ℃反应 1 h;PBS 漂洗后,
在荧光显微镜下观察。
1. 8　 统计学方法

图中的统计学数据都以平均值±标准差(mean±
SD)表示。 除非有特殊说明,即使用双尾非配对的

T 检验进行统计学分析。 以 P<0. 05(∗)作为差异

显著性的判断标准。 所有的统计学分析皆应用了

GraphPad Prism 5 软件。

2　 结果

2. 1　 蛇床子素抑制 N87 细胞的生长

蛇床子素的结构如 Fig. 1A 所示。
利用 CCK-8 试验测定了蛇床子素处理 48 h 后

对胃癌 N87 细胞生长的作用 (Fig. 1B)。 结果显

示,蛇床子素显著抑制 N87 细胞的生长,且生长抑

制曲线呈现了浓度依赖效应。

Fig.1　 Osthole inhibited the growth of N87 cells in a dose-dependent manner　 　 (A) Structure of Osthole. ( B) CCK-8
assays evaluating the growth of N87 cells upon treatment with increasing concentrations of osthole for 48 hours
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2. 2　 蛇床子素引起 N87 细胞周期阻滞

为进一步探讨蛇床子素抑制胃癌 N87 细胞的

作用机制,观察蛇床子素对细胞周期的影响。 结果

显示,40 μmol / L 的蛇床子素作用 6 h 和 12 h 时,与
对照组相比,G2 / M 期细胞数显著提升,G2 / M 期细

胞比例从平均 16. 25%上升到 28. 43% ( Fig. 2A,

2B)。 另外,我们检测了 N87 细胞接受蛇床子素处

理后,细胞周期相关蛋白细胞周期蛋白 B1 的变化。
结果显示,随着蛇床子素浓度的增高,细胞周期蛋白

B1 的表达显著下调(Fig.4C,4D)。 综合上述结果的

数据表明,蛇床子素可引起胃癌 N87 细胞的 G2 / M
期阻滞。

Fig.2 　 Osthole treatment induced cell cycle arrest 　 　 ( A) Cell cycle analysis of N87 cells following 40 μmol / L osthole
treatment for 0, 6 and 12 hours by flow cytometry. (B) Quantification of the percentage of G2 / M phase in N87 cells. Data show the
mean ± SD (3 independent experiments) .∗∗∗P< 0. 001

2. 3　 蛇床子素促进 N87 细胞的细胞凋亡

鉴于上述结果,继续探讨蛇床子素对胃癌 N87
细胞凋亡的影响。 首先观察了蛇床子素处理 24 h
时,N87 细胞形态的变化。 镜下观察结果显示,贴壁

细胞随着药物浓度的提高逐渐变圆并漂浮在培养液

中 (Fig. 3A)。 TUNEL 试验的检测结果也表明,蛇
床子素加入 24 h 后诱导了部分 N87 细胞的凋亡

(Fig. 3B)。 更重要的是,流式细胞术结果显示,不
同浓度的蛇床子素(0, 50 和 100 μmol / L)分别作用

30 h,N87 细胞的总凋亡比例显著升高,从 3. 24%上

升到 35. 74% (Fig. 4A, 4B)。 胱天蛋白酶-3 是细胞

凋亡的主要效应分子[21]。 Bcl-2 为著名的抑制凋亡

分子,而 Bax 则可以促进凋亡的进程[22, 23]。 进一步

通过免疫印迹检测蛇床子素处理后,观察这 3 种蛋

白质水平变化。 结果显示,活化后的胱天蛋白酶-3

剪切片段水平显著增强 (Fig. 4C, 4D)。 此外,随着

蛇床子素药液浓度升高,Bcl-2 及 Bcl-xL 的水平呈

现下调,而 Bax 的水平呈现上升的趋势 (Fig. 4C,
4D)。 以上结果表明,蛇床子素可能通过激活胱天

蛋白酶-3 依赖的细胞凋亡信号通路而促进 N87 细

胞凋亡的效应。
2. 4　 蛇床子素抑制 N87 荷瘤小鼠体内的肿瘤生长

最后,本文测试了蛇床子素对 N87 荷瘤小鼠的

体内抑制肿瘤生长效果。 在经过了 2 周的蛇床子素

治疗后,实验组小鼠肿瘤平均大小为 330. 3 mm3,对
照组为 592. 6 mm3(Fig. 5A, 5B)。 蛇床子素在 N87
荷瘤小鼠体内显示了显著的抑瘤效果,且呈现剂量

依赖效应。 因此,蛇床子素在体外和体内均有对胃

癌 N87 细胞显著的抑瘤效果,是一种有潜力的抗肿

瘤候选药物。
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Fig.3　 Apoptosis was induced in N87 cells when treated with osthole　 　 (A) The morphological changes of N87 cells when
treated with osthole at the concentration of 0 (control) or 50 μmol / L for 24 hours. Scale bar, 100 μm. (B) TUNEL assays showing
the effect of osthole (50 μmol / L) treatment for 24 hours on apoptosis in N87 cells. Scale bar, 10 μm

3　 讨论

中药在肿瘤的治疗,尤其是肿瘤的综合治疗

中发挥着越来越重要的作用。 其中,近年来对中

药活性成分抑制肿瘤生长、增殖及调节肿瘤微环

境的相关研究也越来越多。 蛇床子素是一种传统

的中药,之前主要用于治疗皮肤病及男性性功能

障等。 近年来发现,蛇床子素亦具有良好的抗肿

瘤效果。 已有研究表明,蛇床子素在肺癌、肝癌及

乳 腺 癌 等 肿 瘤 中, 均 显 示 了 一 定 的 抑 瘤 效

果[16, 20, 24] 。 关于蛇床子素对胃癌细胞抑制作用的

研究较少。 因此,本文首先观察了其在体外及体

内环境中对 N87 细胞的生长作用。 结果显示,蛇
床子素在体外和体内环境中都显示了显著的抑制

肿瘤细胞生长的效果。 因此,作为一种低毒且具

有抗肿瘤效果的天然提取物,蛇床子素在胃癌的

治疗中具有广阔的前景。
细胞凋亡是一种程序性细胞死亡的过程,可以

被生理性或病理性刺激诱发,具有复杂的分子调控

机制。 本文的研究表明,当蛇床子素处理较短时间

的情况下,可将细胞阻滞在 G2 / M 期;当延长药物作

用时间后,引起了显著的细胞凋亡发生。 胱天蛋白

酶-3 处于酶级联反应的底端,是细胞凋亡的主要效

应分子,参与了包括细胞色素 C 及死亡受体配体途

径等多个信号级联反应过程[25]。 本文的研究结果

表明,在蛇床子素处理后,活化的胱天蛋白酶-3 剪

切体(17 kD 和 19 kD)的表达量明显上调。 同时,我
们发现,胱天蛋白酶-3 上游的抗凋亡分子 Bcl-2 的

表达量随着蛇床子素浓度的提高也显示了下调的趋

势,而促凋亡分子 Bax 的表达则上调。 这也证实,蛇
床子素可能是通过靶向胱天蛋白酶-3 依赖的凋亡

通路而发挥其作用效果。
N87 细胞是一种 HER2 过表达的胃癌细胞,同

时也是对曲妥珠单抗作用敏感的细胞。 曲妥珠的作

用机制包括抑制 HER2 下游的 PI3K / AKT 及 MAPK
信号通路、引起肿瘤细胞凋亡等[26, 27]。 但是,曲妥

珠治疗胃癌一段时间后,往往会引起肿瘤患者的耐

受而使治疗终止。 我们设想,是否可以将曲妥珠单

87



第 1 期 杨　 赟等:蛇床子素通过促进胃癌细胞 N87 凋亡和细胞周期阻滞而抑制细胞增殖

Fig.4　 Osthole treatment induced caspase-3-dependent apoptosis in N87 cells　 　 (A) Induction of apoptosis of N87 cells after
osthole treatment at the concentration of 0, 50 or 100 μmol / L for 30 hours. The percentage of the early apoptosis was calculated by
Annexin V (+) and PI ( -), while the percentage of the late apoptosis was calculated by Annexin V ( +) and PI ( +). ( B)
Quantification of the percentage of apoptotic cells in N87 cells. Data show the mean ± SD ( three independent experiments) .∗∗∗P<
0. 001. (C) Apoptosis-related proteins (cleaved caspase-3, Bax or Bcl-2) were examined in N87 cells when treated with osthole
(0, 50 or 100 μmol / L) for 24 hours. β-Actin was used as a loading control. (D) Quantification of Western blotting signal intensity
in relative to the β-actin loading control using the Image J software. Data show the mean ± SD ( three independent experiments) .
∗P< 0. 05;∗∗∗P< 0. 001

抗和蛇床子素联合用药治疗 HER2 过表达的胃癌,
尤其是对曲妥珠耐药的胃癌,以达到两药协同克服

曲妥珠耐药问题。 我们将在接下来的研究中对此问

　 　 　 　

题进行深入研究。 综上所述,本文的研究将为临床

治疗胃癌提供有益的参考,并为将来将蛇床子素用

于胃癌的治疗提供一定理论基础。
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Fig.5　 Osthole treatment inhibits the growth of N87 cancer cells in vivo 　 　 (A) Tumor volumes of N87 xenografts after
injection with Osthole (50 or 100 mg / kg) or PBS (control) for two weeks (one injection per day). (B) On day 16 post the first
injection, xenograft tumors from each group were removed and photographed. Representative tumors in each group were shown
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