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［摘要］ 目的 研究重楼提取物单体重楼皂苷Ⅱ在体外对 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞增殖的影响．方法

采用 MTT 法检测重楼皂苷Ⅱ对体外培养的 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞株增殖的影响；透射电镜观察细胞超微结

构的变化；采用流式细胞术检测重楼皂苷Ⅱ干预后 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞增殖周期变化的情况．结果 重

楼皂苷Ⅱ对 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞的增殖有明显的抑制作用，重楼皂苷Ⅱ对 A431 细胞增殖的抑制作用呈现

出浓度依赖性和时间依赖性 （ ＜0.05） ．与此同时，重楼皂苷Ⅱ引起皮肤鳞状细胞癌细胞 A431 的超微结构发生

变化，并将 A431 皮肤鳞状细胞癌细胞周期阻滞于 S 期 （ ＜0.05） ．结论 重楼皂苷Ⅱ对 A431 人皮肤鳞状细胞

癌有潜在的抗癌作用，可能是通过对皮肤鳞状细胞癌细胞周期的阻滞及引起细胞凋亡而发挥作用．
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［Abstract］ Objective To investigate the potential effects of polyphyllin Ⅱ （PPⅡ） on A431 human

squamous-cell carcinoma cells. Methods Human squamous cell carcinoma cell line A431 were cultured with or

without PP Ⅱ. The cell proliferation was measured by MTT assay. The change of cell morphology was observed by

transmission electron microscopy. The change of cell cycles was measured by flow cytometry. Results The

proliferation of A431 human squamous-cell carcinoma cells was significantly inhibited by PP Ⅱ with dose- and

time-dependent manners. The ultrastructure changes of A431 cells were observed. The cell cycles of A431 human

squamous-cell carcinoma cells were arrested in S phase. Conclusion Polyphyllin Ⅱ have potentially anticancer

effect on A431 human melanoma cells in vitro. Inducing the cell cycle arresting and apoptosis of cells may be the

potential mechanisms.
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皮肤鳞状细胞癌 （squamous cell carcinoma，

SCC） 是一种恶性肿瘤，来源于表皮角质形成细

胞，是最常见的皮肤恶性肿瘤之一．皮肤鳞癌的

发生与紫外线辐射密切相关，日光中的紫外线，

主要是中波紫外线是引起皮肤鳞状细胞癌发生的

主要环境因素之一，随着环境污染、臭氧层破坏

加重， 其发病率近年来呈逐年上升的趋势，皮肤

鳞状细胞癌病情发展较快，对组织的破坏性大，同

时可发生淋巴结转移，晚期可出现内脏转移，逐渐

发展成为威胁人类健康的主要皮肤肿瘤 [1-3]．皮肤

鳞癌的防范与治疗也随之越来越受人们关注[4]．皮

肤鳞状细胞癌的治疗目前仍以手术治疗最多，但

是，临床病例中有些不适合手术治疗的患者，或某

些术后需要预防复发的患者，采用非手术的治疗方
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法就很有必要，因此，研究有效的抗皮肤鳞状细胞

癌的药物就具有重要意义[5]．其中，中医药对皮肤

鳞癌的治疗作用和优势也越来越受到医学工作者的

重视[6，7]．

重楼在我国有悠久的药用历史，2000 版 《中

华人民共和国药典》 规定药材重楼为云南重楼和七

叶一枝花的干燥根茎．在祖国传统中医学中，重楼

常被用于治疗肿瘤的方剂中，用于多种肿瘤的治

疗，例如直肠癌、肺部肿瘤、宫颈癌等，但具体机

制尚不清楚[8-15]．随着现代化学工艺的发展，目前

已可以从重楼属植物中分离提纯出 80 余种化合物，

并对其结构进行了鉴定，研究发现甾体皂苷是重楼

的主要成分 ，也是主要活性物质，占总化合物的

70%以上，重楼皂苷Ⅱ是重楼甾体皂苷的主要组分

之一[16，17]．本试验采用体外实验研究重楼皂苷Ⅱ对

A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞的影响．

1 材料与方法

1.1 细胞株

A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞株购自上海蔚通

实业有限公司．

1.2 主要试剂和仪器

重楼皂苷Ⅱ惠赠于中科院昆明植物所 （图

1） ．MTT （二 甲 基 噬 哇 二 苯 基 四 哇 嗅 盐 ，

AMREsco 生产），DMSO （二甲基亚砜）、胰蛋白

酶、磷酸盐缓冲液购自 Sigma 公司，胎牛血清、碘

化丙啶 （propidium iodide，PI）、RPMI1640 购自美

国 GIBCO 公司．生物安全柜 （美国 Thermo 公司），

紫外分光光度仪 （美国 BIO-RAD 公司）、酶标仪

（BIO-RAD 公司生产，680 型），液氮罐 （美国

Thermo 公司），超低温冰箱 （Thermo705：美国

Thermo），细胞培养瓶及培养板 （美国 Coning 公

司）、台式离心机 （美国 Thermo）、CO2 培养箱 （美

国 Thermo）、温浴振荡器 （STARFAX2200，美国

AWERESS、倒置相差显微镜 （日本 Olympus 公司

生 产 ， Ⅸ -7 型）， 流 式 细 胞 仪 （美 国

Beckman-Coulter 公司），注射用顺铂针剂 （昆明贵

研药业有限公司） ．

1.3 A431 细胞的培养

使用含 10%胎牛血清的 RPMI1640 完全培养液

对 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞进行培养，置于湿

度为 95%、温度为 37℃、含有 5% CO2 的细胞培养

箱中培养，A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞保存于液

氮罐或 -70 ℃冰箱．

1.4 MTT法检测细胞增殖

图 1 重楼皂苷域的化学结构
Fig. 1 The chemical structure of polyphyllin Ⅱ

重楼皂苷Ⅱ的化学为 diosgenin-3-O-α-L-rha-(1-2)-[
α-L-are-(１-)-β-D-glu 分子量为 871.02D,分子式为
C44h700O7(C1D71307459

将对数期生长的 A431 细胞使用胰酶消化，终

止消化后制成单细胞悬液，接种到 96 孔板 （4×

103/ 孔），96 孔板置于恒温培养箱中培养 24 h，移

除 培 养 液 ， 加 入 含 不 同 浓 度 的 重 楼 皂 苷 Ⅱ

（0，1，2，4，8，16，32 滋mol/L） 的完全培养液，

置于恒温培养箱中继续培养 24 h、48 h 和 72 h，捡

测各孔的吸光值．阴性对照：未用药组．阳性对

照：注射用顺铂组．空白对照：二甲基亚砜、培养

液、药物溶解介质、MTT．细胞增殖抑制率 （%）

采用公式进行计算：

公式＝1-用药组 OD 值 - 空白孔 OD 值
对照组 OD 值 - 空白孔 OD 值

×l00%

实验重复 3 次．

1.5 电镜观察重楼皂苷Ⅱ对细胞超微结构的影响

常规培养人 A431 皮肤鳞状细胞癌细胞后，加

入重楼皂苷Ⅱ后培养 24 h、48 h，使用胰酶消化，

试管收集细胞，采用浓度为 3.5％的戊二醛固定液

固定后，使用乙醇、丙酮进行梯度脱水，获得的细

胞团块采用环氧树脂 618 进行渗透、包埋，之后半

薄切片，光镜定位，修块，使用 Leica-R 超薄切片

机进行切片，染色方法采用柠檬酸铅 - 醋酸铀双染

色法，细胞的超微变化采用 JEM-1011 透射电镜进

行观察．

1.6 流式细胞术检测 A431 人皮肤鳞状细胞癌细

胞周期的变化情况

将处于对数生长期的人 A431 皮肤鳞状细胞癌

细胞制成细胞悬液，按每孔 5×104 的浓度接种到

无菌 6 孔细胞培养板，继续放置于恒温培养箱中孵

育 24 h （湿度 100%，温度 37℃，CO2 浓度为

5%） ．加入浓度分别为 0，1，2，4，8 滋mol/Ｌ 的

重楼皂苷Ⅱ恒温培养箱中继续培养 24 h，之后采用

流式细胞仪检测．

1.7 统计学处理

采用 SPSS 软件进行统计学分析．方差齐性检

验采用 Levene 检验，计量资料数据采用均数±标



图 3 重楼皂苷Ⅱ对 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞周期的影

响 （%）

Fig. 3 The effect of polyphyllin Ⅱ on the cell cycles of

A431 cells （%）

与对照组相比较，* ＜0.05.

表 1 重楼皂苷域对 A431细胞生长的抑制作用 （x±s）
Tab. 1 The effect of polyphyllin Ⅱ on the growth

inhibition of A431 cells （x±s）

0 0 0 0

1 2.01±1.01 3.59±1.97 6.21±2.59

2 4.09±1.82 5.97±1.13 7.99±1.82

4 13.35±2.87* 23.82±3.54*△ 34.23±4.27*△

8 20.01±4.22* 43.56±5.28*△ 57.42±6.01*△

16 40.16±5.12* 58.01±6.31*△ 73.44±4.16*△

32 56.16±4.39* 75.29±6.33*△ 88.32±7.32*△

24 h 48 h 72 h

PPⅠ

（μmol/L）

生长抑制率

准差 （x±s），依据方差齐性不同分别采用单因素

方差分析及 LSD- 检验和 Mann-Whitney U 检验比

较组间差异， ＜0.05 为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 重楼皂苷Ⅱ抑制A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞

的增殖

实验中应用 MTT 法检测了不同浓度 （0， 1，

2， 4， 8 ，16 和 32 滋mol/L） 的重楼皂苷Ⅱ在 24

h、48 h、72 h 对 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞的抑

制作用，生长抑制率见表 1．重楼皂苷Ⅱ浓度为 4

滋mol/L 时对 A431 皮肤鳞状细胞癌细胞的生长呈现

出明显抑制作用，与对照组相比，其对肿瘤细胞的

抑制率，差异有统计学意义 （ ＜0.05），这种抑制

作用表现出明显的浓度依赖性和时间依赖性．

2.2 电镜观察重楼皂苷对ⅡA431 人皮肤鳞状细胞

癌细胞超微结构的影响

A431 人皮肤鳞状细胞癌电镜图 （图 2-A） 重

楼皂苷Ⅱ作用于 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞后 24

h 见到部分细胞体积缩小，部分区域胞浆浓缩，溶

酶体增多，细胞核膜皱缩，染色质成块状， 图片

中可以见到细胞核溶解、核碎裂，细胞呈现出凋亡

现象 （图 2-B） ．作用 48 h 时电镜观察见到细胞

形态不一致，核碎裂、溶解，可见出泡现象及凋亡

小体形成现象 （图 2-C） .

2.3 重楼皂苷域对 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞周

期的影响

采用不同浓度的重楼皂苷Ⅱ （0，1，2，4，8

滋mol/L） 作用于 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞后 24

h 用流式细胞仪检测，结果可见使用重楼皂苷Ⅱ作

用后，细胞周期被阻滞于 S 期 （图 3） ．

A

B

C

图 2 重楼皂苷Ⅱ对 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞超微结构

的影响

Fig. 2 The effect of polyphyllin Ⅱ on the

ultrastructure of A431 cells

A:对照组 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞；B：重楼皂苷Ⅱ作

用于 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞 24 h；C：重楼皂苷Ⅱ作

用于 A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞 48 h.
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与对照组比较，* ＜0.05；与用药 24 h 组比较，△ ＜

0.05.



3 讨论

皮肤癌是发生于皮肤的恶性肿瘤，临床上主要

分为鳞状细胞癌 （squamous cell carcinoma，SCC）、

基底细胞癌 （basal cell carcinoma，BCC） 和恶性黑

色素瘤 （malignant melanoma，MM） ．中医认为皮

肤鳞癌主要由肝火血燥生风、风毒相搏，或疮疡

溃后风寒袭于患处，导致气血壅滞，营卫稽留而引

起．西医认为皮肤鳞癌的发生与遗传、紫外线照

射、高强度的 X 射线、吸烟、饮食、免疫抑制药

物及人乳头瘤病毒 （HPV） 感染有关[1，2]．现代医

学治疗皮肤鳞癌主要采用传统外科切除的方法，现

在也使用 Mohs 外科切除术法、光动力疗法、放

疗、生物治疗、化疗等不同方法[5]．这些方法在治

疗的同时也在一定程度损伤了正常组织．而中医擅

长维持机体阴阳平衡，调节人体内环境、培护正

气、从而减轻治疗副反应．近年来，中西医联合治

疗皮肤鳞癌取得一定的进展，中药外治法能直接消

散局部癌肿、治疗后不留疤痕、不影响美观，但是

其抗肿作用的机理不是很清楚[4].

评价药物是否有抗肿瘤作用的重要标准之一是

抑制肿瘤细胞的异常增殖的能力情况．本研究采用

体外实验研究重楼皂苷Ⅱ对皮肤鳞状细胞癌细胞

A431 的影响，观察其对 A431 的作用．实验中运

用了传统的 MTT 法检测重楼皂苷Ⅱ对 A431 皮肤

鳞状细胞癌细胞增殖的作用后见到重楼皂苷Ⅱ对

A431 人皮肤鳞状细胞癌细胞的增殖有抑制作用，

这种作用表现出明显的浓度依赖性和时间依赖

性．研究中见到重楼皂苷Ⅱ作用于 A431 人皮肤鳞

状细胞癌细胞后，采用透射电镜观察到细胞体积变

小，细胞浆内出现空泡、细胞质浓缩、细胞核膜皱

缩、细胞核裂解为碎块，染色质成块状，产生凋亡

小体等一系列的形态学变化．

药物的干预可能造成细胞 DNA 损伤和 （或）

DNA 复制缺陷，细胞周期就会停滞于某一期，如

果细胞周期不能及时进行修复，那么细胞的增殖

就会受到药物的抑制，进一部引发细胞凋亡的出

现[13]．本研究中，重楼皂苷Ⅱ作用于 A431 人皮肤

鳞状细胞癌细胞后，引起细胞周期阻滞于 S 期，并

随着重楼皂苷Ⅱ浓度的升高，这种阻滞作用更加明

显．因此，重楼皂苷Ⅱ作用于 A431 人皮肤鳞状细

胞癌细胞后引起停留于 S 期的 A431 细胞大量增

加，停留 S 期后细胞功能没有得到修复，细胞增殖

受抑制，细胞生长受阻，进而发挥了重楼皂苷Ⅱ抗

皮肤鳞癌的作用．另一方面细胞周期的阻滞亦可引

起细胞出现凋亡，这也是重楼皂苷Ⅱ发挥抗人皮肤
鳞癌作用的机制之一．
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