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【摘要】目的 探讨土木香内酯对人胶质瘤U251细胞增殖、凋亡的影响及其作用机制。方法 体外培养人胶质瘤U251细胞，

取对数期生长的U251细胞分为空白对照组和土木香内酯（浓度分别为2.5、5.0、10.0 μmol/L）组，每组各10个复孔。使用MTT法

检测U251细胞的增殖抑制率，采用流式细胞术检测U251细胞的凋亡率，免疫印迹法检测PDK1/Akt/GSK3β蛋白表达，使用RT-
PCR检测 c-Myc, Cyclin D1 mRNA的表达水平。结果 随土木香内酯浓度增加，U251细胞增殖抑制率明显增高（P<0.05），细胞调

亡率明显增高（P<0.05）。与空白对照组相比，木香内酯组U251细胞PDK1、Akt和GSK3β蛋白表达水平均无明显差异（P>0.05），
但 PDK1、Akt和GSK3β蛋白的磷酸化水平均显著降低（P<0.05）。随着土木香内酯浓度的增加，U251细胞 c-Myc、CyclinD1
mRNA的表达水平明显降低（P<0.05）。结论 土木香内酯抑制人胶质瘤U251细胞的增殖并促进其凋亡，其作用机制可能是通过

调节PDK1/Akt/GSK3β信号通路有关，且在一定范围内呈浓度依赖性。
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【Abstract】 Objective To explore the effect of alantolactone on the apoptosis of human glioma cell line U251 cells and its
mechanism. Methods Human glioma U251 cells were cultured in vitro, and then they were divided into blank control group,
experimental group I in which U251 cells were treated with 2.5 μmol/L alantolactone, experimental group Ⅱ in which U251 cells were
treated with 5.0 μmol/L alanolastone and experimental group Ⅲ in which U251 cells were treated with 10.0 μmol/L alanolastone. The
MTT assay was used to detect the proliferation of U251 cells and the apoptosis of U251 cells was detected by flow cytometry 24 hours
after the treatment with different doses drug. The protein expressions of phophoinositid-dependent kinase (PDK1), protein kinase B (Akt)
and glycogen synthase kinase-3β (GSK3β) in the U251 cells were detected by Western blot. The expressions of c-Myc and cyclin D1
mRNA were detected by RT- PCR. Results The results of MTT assay showed that the different doses of alantolactone effectively
inhibited the proliferation of U251 cells (P<0.05), and the inhibition rate of U251 cells proliferation increased with the increase of the
dose of alantolactone. Flow cytometry results showed that the apoptosis rates of the U251 cells were significantly higher in all the
experimental groups than that in the blank control group (P<0.05), and the apoptosis of U251 cells induced by alantoctone is
significantly dose-dependent (P<0.05). There were insignificant differences in the levels of PDK1, Akt and GSK3β protein expressions
in U251 between the experimental group and blank control group and among all the experimental groups (P>0.05), but the levels of
phosphorylated protein expression were significantly lower in all the experimental groups than that in the blank control group (P<0.05).
The results of RT-PCR showed that the levels of c-Myc and cyclin D1 mRNA expressions in the U251 cells were significantly lower in
the all the experimental groups than those in the blank control group (P<0.05)and the down-regulation of the levels of c-Myc and cyclin
D1 induced by alantolactone was significantly dose-dependent (P<0.05). Conclusion It is suggested that alantolactone can inhibit the
proliferation and promotes apoptosis of human glioma cell line U251 cells in a dose-dependent manner possibly by the regulation of the
expressions of the proteins related to PDK1/Akt/GSK3β signaling pathway and cell cycle factors.
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土木香内酯对人胶质瘤U251细胞增殖、凋亡的影响

张 旭 田召辉 郭 琳 娄永利

● 实验研究实验研究 ●

胶质瘤是颅内最常见的一种原发性恶性肿瘤， 呈弥漫性无限增殖，即使采用手术联合放、化疗等治

疗，预后仍不理想[1，2]。土木香内酯具有抗炎、抗氧自

由基等药理活性[3]。研究发现，土木香内酯通过消耗

癌细胞内谷胱甘肽是促进活性氧（reactive oxygen
species，ROS）的生成，活化肝癌细胞内蛋白酶水解

酶，进而诱导癌细胞凋亡[4]。抑制癌细胞增殖是抗癌
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的重要手段之一。癌细胞增殖涉及多种因子的调

控，如周期素D1（cyclin D1）、c-Myc、周期素依赖激

酶 4（cyclin dependent kinase 4，CDK4）等 [5]。另外，

磷酸肌醇依赖激酶-1（phosphoinositide-dependent
kinase 1，PDK1）/蛋白激酶 B（protein kinase B，PKB/
Akt）/糖原合成酶激酶-3（glycogen synthase kinase-
3β，GSK3β）通路在细胞增殖中发挥重要作用[6~8]。本

文探讨土木香内酯对人胶质瘤U251细胞增殖、调亡

的影响及其作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞培养及分组 人胶质瘤U251细胞（上海中

国科学院）置于含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养

液（上海经科化学科技有限公司）中，在恒温保养箱

中培养，取处于对数期的U251细胞制成浓度为 1×
105/ml的混悬液，每孔100 μl接种于96孔板中，培养

至细胞完全贴壁后，以 1:10将母液稀释，制成 100
μmol/L浓度，分别加入浓度为 2.5、5、10 μmol/L的土

木香内酯（纯度＞98%，20 mg/支，南京道斯夫生物科

技有限公司）。同时设空白对照组。

1.2 U251细胞增殖抑制率的检测 土木香内酯作用

24 h后，每孔各加入 20 μl MTT溶液，4 h后停止培

养，去上清。每孔加入二甲基亚砜溶液，使用摇床低

速充分振荡。测量吸光度（optic Density，OD）。细胞

增殖抑制率（%）=（1-实验组OD值/对照组OD值）×
100%[9]。

1.3 U251细胞凋亡率的检测 土木香内酯作用 48 h
后，离心5 min，去上清，制作单细胞悬液。在Annex⁃
in V-PI染色液中避光染色，采用流式细胞仪（Ther⁃
mo公司）检测细胞凋亡率。

1.4 U251细胞 PDK1、Akt、GSK3β蛋白表达的检测

使用免疫印迹法检测。加入缓冲液，加热 5 min，低
温离心 5 min，裂解细胞，取上清液。使用BCA法测

定蛋白浓度，使用湿转法将目标蛋白转移至硝酸纤

维素膜上，室温下用脱脂奶粉封闭2 h，加入一抗，4 °
C孵育过夜，使用PBST洗膜，加入二抗，室温下孵育

2 h后，ECL发光试剂显影。对表达量=目的蛋白条

带灰度值/内参β-actin条带灰度值[2]。

1.5 U251细胞 c-Myc、CyclinD1 mRNA表达的检测

使用RT-PCR法进行检测。在-80°C下研磨提取总

RNA，将RNA反转录生成 cDNA后，进行RT-PCR。

用2-△△CT法计算c-Myc、CylinD1 mRNA的表达量[2]。

1.6 统计学分析 采用SPSS 21.0软件处理，计量资料

用 x±s表示，采用单因素方差分析和LSD-t检验；计

数资料采用χ2检验；P<0.05认为具有统计学差异。

2 结 果

2.1 土木香内酯对U251细胞增殖抑制率的影响 随

土木香内酯浓度增加，OD值均明显降低（P<0.05），

而细胞增殖抑制率明显增高（P<0.05）。见表1。
2.2 土木香内酯对U251 细胞凋亡率的影响 随土木

香内酯浓度增加，细胞调亡率明显增高（P<0.05）。

见图1。
2.3 土木香内酯对U251细胞PDK1、Akt、GSK3β蛋白

表达的影响 与空白对照组相比，木香内酯组U251
细胞PDK1、Akt和GSK3β蛋白表达水平均无明显差

异（P>0.05），但PDK1、Akt和GSK3β蛋白的磷酸化水

平均显著降低（P<0.05）。见图2。
2.4 土木香内酯对 U251 细胞 c- Myc、CyclinD1
mRNA表达的影响 随着土木香内酯浓度的增加，c-
Myc、CyclinD1 mRNA 的表达水平明显降低（P<
0.05）。见表2、图3。
3 讨 论

胶质瘤具有高侵袭性、高异型性、对现有的化疗

药物敏感性差等特点，术后极易复发，生存期短 [10，

11]。因此，寻找新的、有效的、副作用小的治疗药物，

对抑制胶质瘤的疾病进展具有重要的临床意义。

土木香内酯具有多种生物活性，对体外培养的

肺癌细胞系和乳腺癌细胞，既能抑制细胞增殖，又诱

细胞凋亡[12]。本文发现土木香内酯能有效抑制U251
细胞的增殖，促进其凋亡。

PDK1/Akt/GSK3β信号通路在细胞增殖与凋亡

中发挥着关键作用 [8]。PDK1是 PDK1/Akt/GSK3β信
号通路中的关键分子[13~15]。研究表明，Akt信号通路

参与诱导鳞癌细胞上皮间质转化的发生，促进肿瘤

细胞侵袭、转移[6]。本文结果显示，与空白对照组相

比，土木香内酯组U251细胞PDK1、Akt和GSK3β蛋
白的表达水平无差异（P>0.05），但蛋白磷酸化水平

均较明显降低（P<0.05）。可见，土木香内酯对U251

分组

空白对照组

土木香内酯2.5 μmol/L
土木香内酯5.0 μmol/L
土木香内酯10.0 μmol/L

吸光度值

0.696±0.042
0.501±0.023*#

0.328±0.018*

0.082±0.009*#

增殖抑制率

0
（27.3±7.93）*#

（53.9±4.09）*

（89.3±1.63）*#

表1 各组人胶质瘤细胞U251吸光度值和增殖抑制率比较

注：与空白对照组相应值比较，* P<0.05；与土木香内酯 5
μmol/L组相应值比较，# P<0.05
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图1 土木香内酯对人胶质瘤U251细胞凋亡的影响

与空白对照组相应值比较，** P<0.05；与土木香内酯5 μmol/L比较，## P<0.05

图2 土木香内酯对人胶质瘤U251细胞PDK1/Akt/GSK3β蛋白表达的影响

与空白对照组相应值比较，** P<0.05；与土木香内酯5 μmol/L比较，## P<0.05

图 3 土木香内酯对人胶质瘤 U251 细胞 c-Myc、CyclinD1
mRNA表达的影响

1. 空白对照组；2. 土木香内酯2.5 μmol/L；3. 土木香内酯5.0 μmol/L；

4. 土木香内酯10.0 μmol/L

分组

空白对照组

土木香内酯2.5 μmol/L
土木香内酯5.0 μmol/L
土木香内酯10.0 μmol/L

c-Myc
0.763±0.061
0.629±0.057*#

0.444±0.053*

0.186±0.021*#

CyclinD1
0.893±0.065
0.676±0.053*#

0.501±0.041*

0.268±0.032*#

表 2 土木香内酯对人胶质瘤 U251 细胞 c-Myc、Cy⁃
clinD1 mRNA的表达影响

注：与空白对照组相应值比较，* P<0.05；与土木香内酯

5 μmol/L比较，# P<0.05
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细胞增殖、凋亡的调控可能与PDK1/Akt/GSK3β信号

通路有关。

细胞增殖涉及多种因子，如 c-Myc、CyclinD1、
mTOR 等 [7]。有研究发现，土木香内酯通过抑制

CyclinD1的表达，阻滞细胞周期G1/S的转换，进而抑

制HS-5细胞及多发性骨髓瘤细胞增殖 [16]。本文结

果表明，土木香内酯干预后，U251 细胞 c-Myc、
CyclinD1 mRNA的表达水平均明显降低（P<0.05），

且呈浓度依赖性（P<0.05）。
综上所述，土木香内酯抑制人胶质瘤U251细胞

的增殖并促进其凋亡，其作用机制可能是通过调节

PDK1/Akt/GSK3β信号通路及细胞周期因子的表达

有关，且在一定范围内呈浓度依赖性。
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