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　　［摘要］　背景与目的：骨肉瘤恶性程度高、发展迅速、易转移且致残致死率高；其常用化疗药物的长

期应用不良反应较大，存在着一定的局限性。异甜菊醇具有四环二萜结构，是很多抗癌药的合成起始剂，但

其自身的抗癌活性鲜有报道。该研究旨在考察异甜菊醇对骨肉瘤细胞U-2OS生长的影响，并初步探讨其作用机

制。方法：通过MTT实验检测异甜菊醇对U-2OS细胞生长的影响；分别通过Hoechst 33342和PI染色分析细胞状

态，检测细胞活性氧和细胞膜电位；用流式细胞术分析异甜菊醇处理细胞后细胞周期；通过蛋白［质］印迹法

(Western blot)检测凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax的差异表达。结果：异甜菊醇对骨肉瘤细胞U-2OS的抑制呈现出时

间和剂量依赖性；染色和流式细胞术实验显示，异甜菊醇对骨肉瘤细胞U-2OS作用24 h观察到细胞S期周期阻

滞，48 h时观察到细胞凋亡；随着药物浓度升高活性氧显著增多，细胞膜电位逐渐降低，促凋亡相关蛋白Bax
的表达上调，抗凋亡相关蛋白Bcl-2的表达下调。结论：异甜菊醇对人骨肉瘤U-2OS细胞有抑制生长作用，其作

用机制可能与上调Bax及下调 Bcl-2等凋亡相关蛋白的表达有关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Osteosarcoma, a highly malignant bone tumor, develops rapidly. The 
current medicines for osteosarcoma present some limitations with serious side effects of long-term use. Isosteviol has 
the structure of tetracyclic diterpene which is the starting material of many anti-cancer drugs. However, its anti-tumor 
activity has been rarely reported. This study investigated the effect of isosteviol on proliferation of human osteosarcoma 
cell line U-2OS. Methods: The effect of isosteviol on U-2OS cell proliferation was assayed by MTT method. Cellular 
morphologic changes were observed under an inverted phase contrast microscope. The cell condition was observed with 
Hoechst 33342 and PI staining. Generation of reactive oxygen species and cell membrane potential were detected as 
well. The cell cycles were analyzed with flow cytometry. The expressions of apoptosis-related proteins Bcl-2 and Bax 
were measured by Western blot assay. Results: The result indicates that isosteviol suppressed the growth of U-2OS 
cells in time- and concentration-dependent manner. Isosteviol could cause S phase cell cycle arrest at 24 h and apoptosis 
at 48 h. With the increased drug concentration, reactive oxygen species increased significantly, and the membrane 
potential gradually reduced. In addition, isosteviol treatment enhanced the expression of Bax but reduced that of Bcl-
2. Conclusion: The inhibition of isosteviol on cell growth of U-2OS cells was possibly caused by promoting apoptosis 
through regulating the apoptosis-related protein expressions, such as the enhancement of Bax and reduction of Bcl-2 

基金项目：国家自然科学基金(31171752，31371837)。
通信作者：夏咏梅　E-mail:ymxia@jiangnan.edu.cn



《中国癌症杂志》2016年第26卷第3期 231

expression.
  　［Key words］ Isosteviol; U-2OS; Growth inhibition; Apoptosis

　　骨肉瘤是一种起源于间叶组织的恶性肿

瘤，好发于儿童和青少年的股骨远端、胫骨近

端，其恶性程度高、发展迅速、易转移至肺、

脑等组织，预后较差，致残、致死率高［1-3］。

骨肉瘤的发生、发展是多途径、多因素共同作

用的复杂过程［4-5］。常用化疗药物如氟尿嘧啶

(5-fluorouracil，5-FU)、甲氨蝶呤(methotrexate，

MTX)、顺铂(cisplatin，DDP)等长期应用不良反

应较大，存在着一定的局限性［6-7］。

　　异甜菊醇具有四环二萜结构，有保护心 

肌［8］、抗高血压［9］、降低血糖生成［10］以及细

胞毒作用［11］和抗肿瘤［12-13］等生物活性。异甜

菊醇是很多抗癌药的合成起始剂，但其自身的

抗癌活性鲜有报道。本研究就异甜菊醇对人骨

肉瘤细胞系U-2OS增殖、凋亡的影响及可能的

作用机制进行初步探讨，为异甜菊醇应用于人

骨肉瘤治疗提供理论依据。

1　材料和方法

1.1　主要试剂及仪器

　　5-FU购自美国Sigma公司，DMEM培养

基购自美国Gibco公司，胎牛血清购自杭州

四 季 青 生 物 工 程 材 料 有 限 公 司 ， 青 霉 素 、

链霉素、胰蛋白酶、Hoechst 33342、PI、3-

（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮

唑溴盐［3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-
phenyltetrazolium bromide，MTT］、细胞裂解

液、苯甲基磺酰氟(PMSF)、BCA蛋白检测试

剂盒、抗体稀释液、ECL化学发光试剂盒、活

性氧检测试剂盒(DCFH-DA分子探针)和线粒体

膜电位检测试剂盒(JC-1)均购自上海碧云天生

物技术有限公司，Bcl-2、Bax和β-actin兔抗单

克隆抗体购自美国CST公司，辣根过氧化物酶

标记的二抗购自美国Santa Cruz公司，异甜菊

醇(isosteviol)由实验室制备(HPLC检测纯度为

99%)。所有化学试剂都是分析纯。

　　超净工作台(SW-CJ-2FD型双人单面净化工

作台)购自苏州净化设备有限公司，μQuant酶标

仪购自美国 Bio-Tek公司，XDS-1A倒置相差显

微镜、BX51TRF荧光显微镜购自日本Olympus
公司，3111生化培养箱购自美国Thermo公司，

FACSAria流式细胞仪购自美国Becton Dickinson
公司，ChemiDoc MP凝胶成像仪购自美国Bio-
Rad公司。

1.2　细胞培养

　　人骨肉瘤细胞株U-2OS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

所细胞库。细胞置于含10%胎牛血清的DMEM
高糖培养基中，于37 ℃、CO2体积分数为5%的

饱和湿度下培养，取对数生长期细胞试验。

1.3　MTT法检测［14］

　　将对数生长期的细胞用0.25%胰蛋白酶消化

后以4×104 个/mL的浓度接种于96孔板中，每孔

100 μL，置于培养箱中培养过夜。吸出孔内培

养基，然后每孔加200 μL含有一定浓度5-FU、

异甜菊醇药物的培养基，温育后每孔分别加入

20 μL MTT溶液(用PBS溶解，5 mg/mL)，于培

养箱温育4 h后，吸弃上清液，每孔加入150 μL 
DMSO溶解结晶，在微量振荡器上振荡10 min，

用酶标仪在570 nm下测定吸光度。细胞生长抑

制率=(1- D实验组570 nm/D对照组570 nm)×100%。用倒置

显微镜观察不同药物浓度作用24、48 h后96孔板

内细胞形态及生长情况，并显微拍照。

1.4　Hoechst 33342和PI双染荧光法［15］

　　将对数期细胞消化，吹打均匀，调整细胞

浓度为5×104 个/mL铺板，各孔100 μL，设置

对照组，放于培养箱过夜，细胞贴壁后吸出上

清液，测试组分别加入200 μL不同终浓度的药

物，作用24、48 h 后，小心吸除上层培养液，

用PBS洗涤细胞，先加入Hoechst 33342染液 

37 ℃避光温育15 min，吸出染液。再加入PI染
液(终浓度均为10 μg/mL，以PBS溶解) 进行双标

记染色，37 ℃避光温育15 min，于倒置荧光显
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微镜下观察细胞核形态。

1.5　PI单染流式细胞术检测细胞周期［16］

　　将对数生长期细胞消化，铺6孔板，细胞悬

液20×104个/mL每孔加1 mL。放入培养箱中过

夜。待6孔板内细胞贴壁后，吸取上清液，每孔

加入不含血清的培养基1 mL饥饿处理过夜使细

胞周期同步。将相应浓度的药物加入6孔板内，

设置对照组。作用24、48 h后将孔内上清液吸

出，每孔加入消化液1 mL，将消化下来的细胞

和上清液一起放于离心管离心 (200×g，离心 

3 min)，倒掉上清液，加1 mL PBS吹打重悬，

再离心3 min。倒掉上清液，加入70%乙醇2 mL
吹打成悬浮液放于4 ℃冰箱中固定4 h以上。固

定好后取出细胞，200×g，离心3 min，分两

次用PBS清洗去除乙醇，离心去除PBS，加入

PI染液 (50 μg/mL RNase，0.1% TritonX-100， 

0.1 mmol/L EDTA，50 μg/mL PI)，4 ℃冰箱温育

30 min。用流式细胞仪检测，数据分析使用软

件Modifit LT 3.2.1。

1.6　异甜菊醇对U-2OS细胞活性氧的影响

　　原位装载DCFH-DA分子探针，用荧光共

聚焦显微镜直接观察 ［17］。由于细胞内的活

性氧可以氧化无荧光的DCFH生成有荧光的

DCF，以细胞中DCF的荧光强度表征细胞内活

性氧的水平。按1∶1 000用无血清培养液稀释

DCFH-DA，终浓度为10 μmol/L。异甜菊醇作

用24 h后去除细胞培养液，6孔板每孔加入稀释

好的DCFH-DA 1 mL，37 ℃细胞培养箱内温育 

20 min，用PBS轻轻洗涤细胞3次，以充分去除

未进入细胞内的DCFH-DA。 
1.7　原位装载JC-1荧光探针检测线粒体膜 

电位［16,18-19］

　　药物作用24 h后用PBS轻轻洗涤细胞2次，

吸取500 μL 缓冲液，加入1 μL JC-1，涡旋混匀

配成JC-1工作液；每孔加入取50 μL JC-1工作

液，于37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱中温

育15~20 min，吸弃工作液，用缓冲液洗2次；

再每孔加入50 μL缓冲液，用荧光显微镜观察橙

红色和绿色荧光的变化，通过荧光颜色的转变

来检测线粒体膜电位的变化，从橙红色荧光到

绿色荧光的转变标示着细胞膜电位的下降。

1.8　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测凋亡

相关基因蛋白水平表达［19］

　　将处于对数生长期的细胞接种于6孔板，

培养过夜后加入含有异甜菊醇的培养基，温育

24 h后收集细胞，加入细胞裂解液并在冰上裂

解5 min，然后置于－80 ℃和37 ℃反复冻融3次

使细胞充分裂解，于高速离心机(4 ℃ 2 400×g) 
离心15 min后取上清液，即为细胞蛋白液。以

BCA蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，按照

每孔50 μg的总蛋白量上样，经12% SDS-PAGE
电泳后再转移至聚偏氟乙烯(PVDF) 膜上，用质

量浓度为5%的脱脂奶粉室温封闭条带1 h后，再

用1∶1 000比率稀释的一抗在4 ℃下温育过夜。

TBST溶液漂洗条带3次后再用辣根过氧化物酶

(HRP)标记的二抗(1∶1 000)室温温育1 h，最后

加入等体积混合的ECL化学发光试剂A液和B液

后进行检测，用Image Lab 4.0软件(Bio-Rad，

USA)分析条带。

1.9　统计学处理

　　采用SPSS 18.0统计软件对数据进行分析，

组间比较采用方差分析进行比较。P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　异甜菊醇对 U-2OS细胞生长的作用

　　以5-FU为对照，异甜菊醇对U-2OS细胞生

长的作用如图1，作用前后细胞形态变化见图

2。MTT实验结果显示，异甜菊醇作用24、48 h
后的IC50值分别为148.75和86.69 μg/mL。在所观

察剂量(25~500 μg/mL)下，异甜菊醇对U-2OS细

胞增殖的抑制作用呈明显的时间依赖性和剂量

依赖性。异甜菊醇对骨肉瘤细胞作用后，细胞

密度下降，通透性变差，失去原有的形状，变

圆，细胞质固缩，碎片增多，且随药物浓度增

大和作用时间延长致死现象越明显，与MTT实

验结果对应(图2)。
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2.2　异甜菊醇对U-2OS细胞凋亡形态的影响

　　Hoechst 33342和PI染色显示，异甜菊醇

处理组的细胞密度明显下降，出现亮蓝色，

细胞体积减小，核染色质浓集。在浓度高于 

150 μg/mL时，异甜菊醇作用后的U-2OS细胞呈

现出较多的月形甚至碎裂，染色体碎裂、浓集

细胞被染成亮蓝色或者淡红色，有的出现凋亡

小体(图3)。
2.3　异甜菊醇对U-2OS细胞周期的影响

　　异甜菊醇作用后，随其浓度升高U-2OS细

胞凋亡比例增加，24 h出现Sub-G1凋亡状态峰；

作用48 h后凋亡比例大幅上升，这与图3染色实

验的相应凋亡形态对应一致(图4)。S期细胞比例

随异甜菊醇浓度升高而逐渐减少。与对照组相

比，作用组S期细胞比例降低了27.62%，说明在

异甜菊醇作用24 h后呈现S期阻滞现象(图5)。

2.4　异甜菊醇对U-2OS细胞活性氧的影响

　　异甜菊醇对U-2OS作用24 h后，活性氧含量

与异甜菊醇浓度呈正相关，提示异甜菊醇能增

加其活性氧的产生(图6)。
2.5　异甜菊醇对对线粒体膜电位的影响

　　异甜菊醇对U-2OS作用24 h后，随异甜菊醇

浓度升高绿色荧光显著增多，橙色荧光显著降

低［19］，且有明显的剂量依赖性，表明细胞膜

电位逐渐降低(图7)。
2.6　异甜菊醇对凋亡相关蛋白表达的影响

　　与对照组相比，异甜菊醇作用后在高剂

量(200 μg/mL)时明显下调U-2OS细胞抗凋亡

蛋白Bcl-2［14］的表达(P<0.01)。50、100和 

200 μg/mL浓度的异甜菊醇都使U-2OS细胞促凋

亡蛋白Bax［14］的表达水平显著升高(P<0.01)，
且呈现出浓度梯度效应(图8)。

图 1　5-FU和异甜菊醇对U-2OS细胞生长的作用

Fig. 1    U-2OS cells’ growth in the presence of 5-FU and isosteviol

图 2　异甜菊醇作用48 h后细胞形态

Fig. 2    Cell morphology after the treatment of isosteviol  for 48 h

A: Control; B: Isosteviol 50 μg/mL; C: Isosteviol 150 μg/mL; D: Isosteviol 250 μg/mL
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图 3　异甜菊醇作用骨肉瘤细胞U-2OS后的形态观察 

Fig. 3    Hoechst 33342 and PI staining of isosteviol-treated U-2OS cells

A: 24 and 48 h after isosteviol treatment (×200); B: 48 h after isosteviol treatment (×400)

图 4　流式细胞术检测异甜菊醇对U-2OS细胞作用后细胞周期 

Fig. 4    The cell cycle analysis of U-2OS cells treated with isosteviol by flow cytometry

Upper: 24 h Control; 24 h 50 μg/mL; 24 h 100 μg/mL; Middle: 24 h 200 μg/mL; 48 h Control; 48 h 50 μg/mL;Down: 48 h 100 μg/mL; 48 h 150 
μg/mL; 48 h 250 μg/mL
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图 5　异甜菊醇作用后细胞各周期比例

Fig. 5    The proportion of each cell cycle after isosteviol treatment

图 6　异甜菊醇对U-2OS作用24 h后活性氧状况 

Fig. 6    Reactive oxygen species generation affected by different concentrations of isosteviol (×400)

A: Control; B: 50 μg/mL; C: 100 μg/mL; D: 200 μg/mL

图 7　异甜菊醇对U-2OS细胞膜电位影响 

Fig. 7    U-2OS cell membrane potential affected by isosteviol (×400)

A: Control; B: 50 μg/mL; C: 100 μg/mL; D: 200 μg/mL

图 8　Western blot检测异甜菊醇对U-2OS细胞凋亡相关蛋白表达的影响

Fig. 8    Expression of U-2OS cells apoptosis-related proteins after treatment with isosteviol for 24 h 

*: P<0.05, **: P<0.01
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3　讨　　论 

　　在本实验中，MTT检测表明，异甜菊醇

对U-2OS有明显的抑制增殖作用，而Hoechst 
33342和PI双染荧光检测发现异甜菊醇作用24 h
时有少量凋亡出现，48 h作用时出现大量凋亡

状态细胞，且在一定浓度范围内呈现剂量依赖

性。流式细胞术检测结果表明，24 h时出现S
期细胞周期阻滞，细胞DNA直方图出现Sub-G1

峰，在作用48 h后大量细胞出现凋亡，在一定范

围内随异甜菊醇浓度升高凋亡比例逐渐升高，

说明异甜菊醇促进U-2OS细胞凋亡的作用且有

浓度依赖性。

　　较高的活性氧可作用于线粒体，促使线粒

体膜通透性改变、线粒体膜电位下降、细胞色

素C从线粒体内膜解离至膜间隙［20］。线粒体

跨膜电位下降源于线粒体的膨胀；内膜的膨胀

导致外膜的破裂，从而使与细胞凋亡有关的重

要因子释放到细胞质中，致使细胞整体结构破

坏、功能紊乱，发生凋亡。而实验发现作用

24 h后U-2OS细胞内的活性氧明显增加且呈现浓

度依赖性，且随异甜菊醇浓度升高线粒体膜电

位明显降低。由此可以推测异甜菊醇作用24 h
后可能刺激细胞产生过量活性氧，使膜脂质过

氧化作用而破坏线粒体膜完整性［21］，导致膜

电位下降促进细胞凋亡［22-23］。而定位于细胞质

的细胞色素C可以启动半胱天冬酶的级联活化，

由半胱天冬酶3启动凋亡［24］，其中活性氧的

升高和线粒体膜电位的降低被视为凋亡的早期 

事件［25］。

　　再者，Bcl-2可阻止凋亡形成因子如细胞

色素C等从线粒体释放，具有抗凋亡作用，而

Bax可与线粒体上的电压依赖性离子通道相互作

用，介导细胞色素C的释放促进细胞凋亡。而实

验表明抗凋亡基因Bcl-2的蛋白表达不断降低，

而促凋亡基因Bax的蛋白表达不断升高，且呈浓

度依赖性。因此推测，异甜菊醇通过促进活性

氧的产生，降低细胞膜电位，破坏细胞膜完整

性，上调Bax的表达、下调Bcl-2的表达而促进

U-2OS细胞的凋亡。综上所述，异甜菊醇可以

改变骨肉瘤U-2OS细胞周期进程并发生凋亡，

从而抑制U-2OS细胞生长。
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