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莪术油对肺腺癌 A549 细胞周期及组织蛋白酶 K 表达的影响
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  [ 摘要]  目的: 探讨莪术油对 A549细胞增殖抑制作用及组织蛋白酶 K 表达的影响。方法: MTT法观察莪术油对 A549

细胞增殖的抑制作用; 流式细胞术检测细胞周期阻滞; Western blot检测组织蛋白酶 K的表达情况。结果: 莪术油作用后①

MTT法结果显示莪术油在60 mg·L - 1 ～200 mg·L - 1对 A549细胞增殖有抑制作用, IC50随作用时间的延长显著前移。②流式

细胞术结果出现凋亡峰,与未处理组细胞相比, 给药组细胞 G0 /G1 期细胞比例增加, S期细胞比例降低。③Western blot结果显

示, 莪术油处理细胞 24 h后,组织蛋白酶 K表达明显上调, 100 mg ·L - 1达最大值。结论: 莪术油能抑制肺腺癌 A549 细胞增

殖, 阻滞细胞周期的作用,其机制可能与上调组织蛋白酶 K表达水平有关。
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[ Abstract]  Objective: To explore the Zedoary oil on A549 cell line inhibiting the proliferation and cathepsin

K expression. Method: The effects of Zedoary oil on the proliferation of lung adenocarcinoma cell line A549 were

determined by MTT assay. The cells cyclic retardation were examined by using flowcytometry. Cathepsin K

expression of level were detected by using western blot. Result: MTT showed that Zedoary oil had an inhibitory

effect on the proliferation of A549 cells in 60 ～200 mg·L - 1 . Flow cytometry showed that Zedoary oil increased the

percentage of G0 /G1 phase cells and reduced the percentage of S phase cells. The results of western blot showed that

the expression of cathepsin K was up-regulated significangly in A549 cells of Zedoary oil groups compared with that

in controls. Conclusion: Zedoary oil can significantly inhibit the growth of A549 cells, blocking the cell cycle. The

effects may due to the up-regulation of cathepsin K.
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  莪术油( oleum curcumae) 系莪术( 温莪术) 经水 蒸气蒸馏提取的挥发油,属于抗病毒药、抗癌药。化

学成分主要有 β-榄香烯、莪术醇、莪术二醇、莪术酮、

吉玛酮等。研究表明, 莪术油是一种有效的抗肿瘤

药物,通过抑制肿瘤细胞增殖
[ 1]
、诱导细胞凋亡

[ 2 -4 ]

及阻滞细胞周期
[ 5] ,与其他中药配伍使用能减少肺

纤维化大鼠肺泡炎和纤维化情况
[ 6 -7 ]
。本实验以

A549 细胞为材料,测定莪术挥发油对癌细胞的生长

抑制率,检测莪术油对细胞凋亡的诱导、细胞周期的
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阻滞及组织蛋白酶 K的表达,从细胞分子水平探讨

莪术油抑制Ⅱ型肺泡细胞生长的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料和主要试剂  莪术油由浙江天瑞药业有

限公司提供( 批号 080301) ;肺腺癌细胞株 A549 由

中国医学科学院细胞基础研究所提供; 胎牛血清为

HYCLONE公司产品; Ham’F12 培养液为北京迈晨

科技有限公司产品; 二甲亚砜 ( DMSO) 购自和光纯

乐工作株式会社;四甲基偶氮唑盐法 ( MTT) 试剂购

自 Sigma公司; 一抗:组织蛋白酶 K兔单抗、β-肌动

蛋白(β-actin) 兔单抗购自 Santa Cruz;二抗:山羊抗

兔 IgG购自北京博奥森生物有限公司; RIPA 蛋白裂

解缓冲液、电泳级十二烷基硫酸钠( SDS) 、ECL发光

试剂盒购自北京普利来生物有限公司; 碘化丙�

( PI) 和 RNase A 为 Amersco公司产品,聚偏乙烯二

氟膜( PVDF) 为 BIO-RAD公司产品

1.2 主要仪器 流式细胞仪( BD公司 ) ,全波长荧

光酶标仪( TECAN公司) ,倒置显微镜( Olympus) ,垂

直板电泳仪( Bio-rad)

1.3 方法

1.3.1 莪术油对 A549 细胞生长的增殖抑制作用 

MTT法测定细胞的增殖抑制作用。莪术油用吐温-

80 助悬, 0. 22μm的微孔滤膜滤过后, 加入新鲜的

Ham’F12 培养液配制成所需的浓度。实验共设未

处理组、莪术油不同浓度组( 60 ～200 mg·L - 1 ) 。取

对数生长期细胞, 以 0. 25% 胰酶消化后,加入含血

清培养基终止消化, 离心, 弃上清, 再加入含有 5%

血清的 Ham’F12 培养液,反复吹打细胞,配成细胞

悬液,计数并调整细胞密度为 2 ×10
4
/ mL。以每孔

100 μL接种细胞悬液入 96 孔培养板内,每组设 3 个

复孔。将培养板放入 CO2 培养箱中, 37 ℃ 5% CO2

及饱和湿度条件下培养 24 h。吸弃上清,按组加入

含有不同浓度莪术油的培养液 ( 血清含量为 5% ) ,

并设对照组继续培养。培养 24, 48, 72 h后, 分别取

出培养板,加入 MTT溶液( 5 mg·mL
- 1

) 20 μL, 37 ℃

继续培养 4 h,终止培养,小心吸弃孔内培养上清液。

每孔加入 150 μL DMSO,振荡 10 min, ,于酶标仪 492

nm波长处测定各孔吸光度 ( A) , 以下式计算抑制

率。各时间点重复 3 次,计算平均值。

抑制率 = ( 1 - 加药组 A
未处理组 A

) ×100%

1.3.2 莪术油对 A549 细胞细胞形态及周期的影

响 取对数生长期的 A549 细胞,胰酶消化,制成细

胞悬液,调整细胞密度使每一 25 cm的培养瓶细胞

数为 5 ×105 /mL, 37 ℃ 5% CO2 及饱和湿度条件下

培养 24 h, 使细胞同步。随机按未处理组、加药组

( 莪术油终浓度为 40 ～160 mg·L- 1 ) 刺激细胞,于

24, 48 h将细胞培养瓶置倒置显微镜下观察,记录加

药组及未处理组细胞形态的变化,并于 40 ×目镜视

野下拍照;收获细胞冷乙醇4 ℃固定过夜, RNase A

处理, PI染色, 2 h内上流式细胞仪检测细胞周期分

布。

1.3.3 莪术油对 A549 细胞中组织蛋白酶 K表达

的影响 取对数生长期的 A549 细胞,胰酶消化,制

成细胞悬液,调整细胞密度使为 5 ×105 / mL,培养 24

h使细胞同步。随机按未处理组、加药组 ( 莪术油终

浓度 60 ～160 mg·L
- 1

) 刺激细胞,于 24 h收获细胞

置冰上,加入 RIPA蛋白裂解缓冲液裂解细胞提取蛋

白( 4 ℃离心14 000 r·min - 1 , 15 min) , BCA 法进行

蛋白定量, SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离, PVDF膜

0. 8 mA·cm
- 2
恒流转膜 1 h, 5%脱脂牛奶室温封闭 1

h,一抗结合 ( 组织蛋白酶 K按 1∶500 稀释, β-actin

按 1∶1 000稀释) 4 ℃过夜, TBST洗膜 3 次, 1∶2 000

稀释的二抗37 ℃2 h, TBST洗膜 3 次; ECL发光试剂

盒发光,胶片感光,底片显影、定影。

1.3.4 统计分析  数据以 珋x ±s试验结果用 SPSS

13. 0 统计软件统计分析。

2 结果与分析

2.1 莪术油对肺癌细胞 A549 的增殖抑制作用 实

验结果见表 1。莪术油在 60 mg·L - 1
～200 mg·L- 1

对肺腺癌 A549 细胞增殖有抑制作用, 药物浓度高,

作用时间增加,其抑制细胞增殖作用亦强,在一定程

度上体现时间-剂量-效应关系。药物对细胞的半数

抑制率 ( IC50 ) 随作用时间的增加, 由作用 24 h 的

110 mg·L
- 1
显著前移到 48, 72 h的约 75 mg·L

- 1
附

近。

2.2 莪术油对肺腺癌 A549 细胞形态的影响 细胞

形态学观察结果显示,随药物浓度的增加细胞生长

密度逐渐下降,漂浮的死细胞数量增多,细胞体积变

小,核固缩现象增多。莪术油在 80 mg·L - 1
剂量下,

出现少量的细胞空泡现象,开始有凋亡细胞产生;当

剂量为 120 mg·L
- 1
时,空泡化细胞达 75% 以上;当

剂量为 160 mg·L
- 1
时,大量细胞碎片形成,完整形态

细胞少见,细胞少有贴壁。

2.3 莪术油对肺腺癌 A549 细胞凋亡及细胞周期的
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影响 实验结果见表 2。流式细胞术 PI染色结果显

示,莪术油在 40 mg·L
- 1
～160 mg·L

- 1
能使肺腺癌

A549 细胞发生凋亡,与对照组相比,细胞凋亡与药

物浓度成正相关,具有明显的剂量依赖性。与未处

理组细胞相比, 80, 100, 120, 160 mg·L - 1
剂量处理的

A549 细胞在 DNA 直方图中, G0 /G1 期峰前均见有

凋亡峰( 亚二倍体峰) 出现。

同时,实验结果也表明在 40 mg·L - 1
～160mg·

L
- 1
范围内均能使细胞 G0 /G1 期细胞比例增加, S期

细胞比例降低,但无剂量依赖性。
表 1 不同浓度莪术油在不同时间对肺腺癌 A549细胞的抑制作用 ( 珋x±s, n = 3 )

级别
剂量

/mg·L - 1

24 h 48 h 72 h

A 抑制率 /% A 抑制率 /% A 抑制率 /%

未处理组 - 0. 4530 ±0. 0078 - 0. 6688 ±0. 0612 - 1. 0279 ±0. 1189 -

莪术油 60 0. 3764 ±0. 0310 16. 91 0. 4253 ±0. 06791) 36. 41 0. 7015 ±0. 10691) 31. 75

80 0. 2933 ±0. 05191) 35. 25 0. 2332 ±0. 04601) 65. 13 0. 3472 ±0. 06071) 66. 22

100 0. 2468 ±0. 04321) 45. 53 0. 1761 ±0. 02381) 73. 67 0. 1673 ±0. 04921) 83. 73

120 0. 1917 ±0. 02171) 57. 68 0. 1232 ±0. 02761) 81. 57 0. 1020 ±0. 01961) 90. 08

160 0. 0578 ±0. 00361) 87. 23 0. 0541 ±0. 00321) 91. 91 0. 0783 ±0. 04441) 92. 38

200 0. 0554 ±0. 00451) 87. 78 0. 0529 ±0. 00421) 92. 09 0. 0643 ±0. 02831) 93. 75

  注 :与未处理组比较1) P <0. 01。

表 2 莪术油作用 24 h对 A549细胞周期及凋亡率的影响 ( n = 3)

%

组别 浓度 /mg·L - 1 G0 / G1 期 S期 G2 / M期 凋亡率

未处理 - 58. 24 28. 86 12. 90 0. 10

莪术油 40 64. 90 25. 75 9. 31 0. 13

60 75. 50 13. 78 10. 72 0. 35

80 75. 40 13. 56 11. 05 2. 45

100 70. 29 15. 61 14. 10 2. 43

120 62. 55 24. 57 12. 87 18. 23

160 66. 31 24. 83 8. 86 28. 40

2.4 莪术油对 A549 细胞中组织蛋白酶 K表达的

影响 蛋白免疫印迹结果表明,与未处理组细胞中

组织蛋白酶 K的表达相比, 60, 80, 100, 120 mg·L
- 1

浓度药物处理的细胞中组织蛋白酶 K的表达均增

加, 100 mg·L
- 1
剂量下达最大值( 图 1) 。

图 1 组织蛋白酶 K 在莪术油处理 A549细胞中的表达

A.未处理组 ; B. 莪术油 60 mg·L - 1 ; C.莪术油 80 mg·L - 1 ;

D、F. 100 mg·L - 1 ; E, G.莪术油 120 mg·L - 1 ; H. 莪术油 160 mg·L - 1

3 讨论

肺纤维化是多种原因引起慢性肺疾病的共同结

局,现明确的致病因素有药物毒性作用、环境暴露、

结缔组织病等
[ 8]
。近年研究证明,肺纤维化是由于

慢性炎性细胞的浸润,促使肺泡细胞活化并向间质

迁移,活化的间质细胞伴随成纤维细胞 /肌成纤维细

胞灶和细胞外基质 ( ECM) 大量聚积、炎症过度修复

而形成
[ 9 ]
。A549 来源于人Ⅱ型肺泡上皮细胞,在肺

纤维化进展过程中修复损伤的效率与Ⅱ型肺泡上皮

细胞较为接近
[ 1 0] ,故作为本研究的细胞模型。

本实验 MTT法测定结果表明,莪术油在 0 ～200

mg·L - 1 , 24 h 作用时间点具有明显的量效关系,即

药物抑制细胞增殖能力与药物剂量呈正相关, IC50约

110 mg·L - 1 ;随药物作用细胞时间延长,在 48, 72 h,

药物的 IC50显著前移。进一步流式细胞术研究发

现,莪术油在 60, 80, 100 mg·L-1 -
剂量下主要是通过

阻滞细胞于 G0 /G1 期,阻止细胞 DNA 的复制, 影响

细胞向 S期, G2 /M期移行,抑制肺腺癌 A549 细胞

增殖;在 120, 160 mg·L
- 1
剂量下,药物过度的富集,

反复刺激,引发细胞大量的死亡、漂浮, 体现的是药

物的细胞毒作用。

组织蛋白酶 K( cathepsin K, Cat K) 是大量存在

于内涵体 /溶酶体腔内的半胱氨酸蛋白酶,属木瓜蛋

白酶家族成员,与人体的多种生理过程密切相关,近

年来研究表明组织蛋白酶 K在肺系疾病的发生发展

过程中起作用的关键酶
[ 11-12 ]

,在维持肺细胞外基质

动态平衡中发挥着重要的作用,高表达的组织蛋白

酶 K能调节博来霉素诱导的肺纤维化小鼠模型肺

组织细胞外基质的降解
[ 13 ]
。组织蛋白酶 K在肺泡

上皮和支气管上皮细胞中存在, 并参与肺组织中
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EMC的重构 [ 14 ] ,我们的研究也证实这一点,且莪术

油在 60 ～160 mg·L
- 1
剂量下均能上调 A549 细胞中

组织蛋白酶 K的表达,莪术油在 100 mg·L - 1
剂量组

织蛋白酶 K表达量最高,推测莪术油通过触发溶酶

体途径激活组织蛋白酶 K的传导途径, 抑制 A549

细胞的增殖。总之,研究结果初步显示,莪术油诱导

人肺腺癌细胞 A549 组织蛋白酶 K的高表达, 可能

是其治疗肺纤维化的重要机制,但莪术油防治肺纤

维化的具体分子机制尚需作进一步研究。
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