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摘 要 目的：研究知母皂苷B-Ⅱ（TB-Ⅱ）抑制人肺癌A549细胞增殖和迁移的机制。方法：使用0（空白对照）、1、10、100 μg/ml的

TB-Ⅱ处理A549细胞48 h后，分别提取细胞总RNA及总蛋白，采用实时定量荧光-聚合酶链反应和Western blot法分别检测细胞内

白细胞介素 18（IL-18）mRNA 及蛋白表达；通过转染沉默 A549细胞内 IL-18基因，比较未转染组、阴性对照组和转染组细胞内

IL-18 mRNA及蛋白表达，然后用10 μg/ml的TB-Ⅱ处理转染后的细胞24、48、72 h，采用CCK-8法检测细胞增殖活性，划线法观察

细胞迁移能力变化。结果：与空白对照比较，TB-Ⅱ处理后A549细胞内 IL-18 mRNA及蛋白表达均增加（P＜0.05或P＜0.01），且

与浓度呈正相关。与未转染组比较，转染组细胞内 IL-18 mRNA及蛋白表达均降低（P＜0.01）；与TB-Ⅱ处理的未转染细胞比较，

TB-Ⅱ处理72 h后的转染细胞增殖活性和迁移能力均增强（P＜0.01）。结论：TB-Ⅱ可通过上调 IL-18基因的表达来抑制A549细胞

的增殖和迁移。

关键词 知母皂苷B-Ⅱ；人肺癌A549细胞；增殖活性；白细胞介素18；迁移

Study on Inhibitory Mechanism of Timosaponin B-ⅡⅡ on the Proliferation and Migration of Human Lung
Cancer A549 Cells
LU Wenquan1，QIU Yan2，PANG Tao1，CHEN Wansheng1（1.Dept. of Pharmacy，Shanghai Changzheng Hospital，
Shanghai 200003，China；2.Dept. of Pharmacy，No.454 Hospital of PLA，Nanjing 210002，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the inhibitory mechanism of timosaponin B-Ⅱ（TB-Ⅱ）on the proliferation and migration

of human lung cancer A549 cells. METHODS：A549 cells were treated with TB-Ⅱ [0（blank control），1，10 and 100 μg/ml] for

48 h，and total RNA and total protein were extracted respectively. Real time fluorescence quantitative-PCR and Western blot were

used to detect mRNA and protein levels of IL-18. IL-18 in A549 cells was silenced by transfection；the expression of IL-18 mRNA

and protein were compared among untransfection group，negative control group and transfection group；and then human lung can-

cer A549 cells with silenced gene were treated with 10 μg/ml TB-Ⅱ for 24，48 and 72 h. The activity of cell proliferation was de-

tected with CCK-8，and the change of cell migration ability was observed by streak method. RESULTS：Compared with blank con-

trol，the expression of IL-18 mRNA and protein in A549 cells all increased after treated with TB-Ⅱ（P＜0.05 or P＜0.01），and

were positively correlated with concentration. Compared with untransfection group，the expression of IL-18 mRNA and protein de-

creased in transfection group（P＜0.01）. Compared with untransfected cell treated with TB-Ⅱ，the viability and migration ability of

A549 cells with transfection gene increased after treated with TB-Ⅱ for 72 h（P＜0.01）. CONCLUSIONS：TB-Ⅱ can inhibit the

proliferation and migration of A549 cells by up-regulating IL-18 gene expression.
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知母总皂苷（ATS）具有良好的抗炎活性[1-2]，知母总皂苷片

和注射用知母总皂苷已被用于缺血性脑卒中的防治。应用色

谱、波谱技术检测的研究结果表明，ATS的主要化学成分为知

母皂苷B-Ⅱ（TB-Ⅱ）、知母皂苷E、知母皂苷B，三者含量总和

在 60％以上；另外还含有少量知母皂苷A-Ⅱ和能促进部分肿

瘤细胞凋亡的知母皂苷A-Ⅲ[3]及其他皂苷成分。笔者前期研

究表明，TB-Ⅱ可抑制脑缺血 2 h再灌注 24 h大鼠的白细胞介

素 1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）mRNA 和蛋白水平表

达，这表明TB-Ⅱ可以阻断炎性细胞因子产生，从而抑制脑炎症

反应及炎性损伤[4-5]。最新研究表明，肿瘤与炎症关系密切[6-7]。

炎症是人类疾病中最常见且复杂的病理过程，有大量炎症介

质参与其中。炎症部位的细胞因子、趋化因子的持续存在和

由其引发的级联反应能够诱导细胞增殖 [8]、趋化炎症细胞聚

集、增加活性氧产物的产生，导致DNA氧化损伤。有DNA损

伤或发生了基因突变的增殖细胞在富含炎症细胞和多种生物

因子的微环境中继续失控性增殖，使修复程序混乱，最终引起

癌变[9]。肿瘤细胞还能通过炎症和肿瘤之间的某些关联，来扩

大其宿主体内的克隆性增殖、侵袭和转移[10]。

鉴于TB-Ⅱ良好的抗炎活性，而炎症与肿瘤之间又有密切

的关系，笔者尝试用TB-Ⅱ处理人肺癌A549细胞，观察TB-Ⅱ

对肿瘤细胞的增殖及迁移是否产生影响，同时探讨这种影响

是否与炎症因子 IL-18的表达有关。

1 材料
1.1 仪器

移液器、离心机（德国Eppendorf公司）；TP800型定量聚合

酶链反应（RT-PCR）仪、TP650型梯度 PCR 仪（日本 Takara 公

司）；VE-180型电泳仪、VE-186型垂直电泳设备（上海天能科

技有限公司）；Tiskan FC型酶标仪、Heλios γ型紫外分光光度检

测仪（美国Thermo公司）。

1.2 药品与试剂

TB-Ⅱ（受赠于第二军医大学药学院生药教研室，批号：

20140305，纯度：≥98％）；RPMI1640 培养基（批号：22400-

105）、胎牛血清（FBS，批号：1009-141）、0.25％胰蛋白酶（批号：

25200-056）、Lipofectamine2000转染试剂（批号：11668027）、新

型总RNA抽提试剂Trizol（批号：15596-018）及反转录试剂盒

（批号：AM2043）均购自美国 Invitrogen公司；荧光定量试剂盒

[宝生物工程（大连）有限公司]；CCK-8细胞增殖检测试剂盒

（日本同仁公司）；蛋白一抗及二抗（美国CST公司）；蛋白提取

试剂盒、定量试剂盒及增强化学发光（ECL）试剂盒（美国

Pierce公司）；细胞培养箱（美国Thermo公司）；siRNA合成由上

海生工生物工程有限公司进行。

1.3 细胞

人肺癌 A549 细胞（TCHu150）购于中国科学院上海细

胞所。

2 方法
2.1 TB-Ⅱ与 IL-18基因表达相关性检测

2.1.1 细胞处理 取对数生长期的A549细胞，胰酶消化法制

备细胞悬液，使用含 10％FBS的RPMI1640培养基重悬细胞，

接种细胞到 6孔培养板，每孔 2 ml细胞悬液，1×106个细胞，接

种后5％CO2和37 ℃条件过夜培养。细胞过夜培养后，加入终

质量浓度为0（空白对照）、1、10、100 μg/ml的 TB-Ⅱ到培养基，

正常条件下继续培养细胞48 h。

2.1.2 IL-18 mRNA表达的检测 收集细胞，分别提取细胞总

RNA 和细胞总蛋白，以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）为内

参，采用RT-PCR法检测细胞内 IL-18 mRNA相对表达量。对

于每组细胞沉淀，使用4 ℃预冷的无菌磷酸盐缓冲液（PBS）洗

去细胞表面残留的培养液及血清；除去 PBS，每孔加入 1 ml

4 ℃预冷的Trizol细胞裂解液，振荡培养板充分裂解细胞，4 ℃

下 12 000×g离心 5 min，将分层后的溶液上清转移到无菌 1.5

ml离心管；酚氯仿法抽提RNA，得到沉淀后用 20 μl焦碳酸二

乙酯（DEPC）水溶解，琼脂糖凝胶电泳观察RNA纯度及完整

性，紫外分光光度法测定RNA浓度。取 2 μg 的总RNA，逆转

录制备 cDNA，反转录引物为Oliog dT18 Primer。取 2 μl反转

录产物作为PCR反应模板，荧光定量法检测 IL-18含量，2－ΔΔCt

法分析定量结果。PCR反应引物序列为：GAPDH上游引物为

5′-TTCCAGGAGCGAGATCCCT-3′，下游引物为 5′-TTGAG-

GCTGTTGTCATACTTC-3′；IL-18 上游引物为 5′-AATGAA-

ATTTATTGACAATA-3′，下游引物为 5′-CTATCTTTATACAT-

ACTTAT-3′。PCR反应使用 20 μl体系，其中SYBR Premix Ex

Taq 10 μl、引物（20 μmol/L）各取 0.2 μl、模板使用量为 2 μl，反

应体系用无菌水补足。PCR反应条件：95 ℃变性10 s；58 ℃退

火10 s；72 ℃延伸10 s，循环数设置为40。

2.1.3 IL-18蛋白表达的检测 收集细胞，分别提取细胞总

RNA 和细胞总蛋白，Western blot 法检测细胞内 IL-18蛋白表

达。细胞沉淀中加入 1 ml无菌PBS洗细胞 2遍，除去PBS，每

孔加入 0.5 ml细胞裂解液，按照试剂盒说明书提取细胞总蛋

白，BCA法定量细胞总蛋白浓度。定量后的细胞总蛋白，每组

10 μl进行垂直电泳。十二烷基硫酸钠（SDS）-聚丙烯酰胺凝胶

分离胶浓度为10％，经110 V电压90 min电泳后，丽春红染色

观察蛋白条件是否完整；400 mA电流转膜90 min，转膜后5％

的脱脂牛奶封闭2 h，4 ℃一抗过夜孵育，加入 IL-18（稀释比为

1 ∶ 300）和GAPDH一抗（稀释比为 1 ∶ 1 000）；TBST洗膜 3次，

加入二抗（稀释比为 1 ∶ 4 000）孵育 2 h；TBST 洗膜 3次，添加

ECL反应底物，暗室曝光，扫描曝光底片，统计目的条带光密

度值。以目的蛋白光密度值/GAPDH光密度值评价目的蛋白

的相对表达量。

2.2 沉默A549细胞中 IL-18基因

选取生长状况良好且处于对数生长期的P3代A549细胞，

用胰酶消化并制备细胞悬液，使用完全培养基调整细胞密度

为1×105 ml－1。将细胞接种到6孔板，每孔加2 ml细胞悬液，在

37 ℃和5％CO2条件下培养24 h，分为未转染组、阴性对照组和

转染组。参照Lipofectmine2000转染试剂说明书进行质粒转

染。siRNA-IL-18序列为5′-GATAGCCAGCCTAGAGGTA-3′，

阴性对照序列（NC）为 5′-ACGAGGACTGCACTGAGAT-3′。

转染后 48 h，收集细胞，提取细胞总RNA和总蛋白，分别检测

细胞内 IL-18 mRNA及蛋白的相对表达量。

2.3 细胞增殖活性的检测

取“2.2”项下未转染组和转染组细胞，胰酶消化，收集细胞

液沉淀，使用完全培养基制备细胞悬液。接种细胞到 96孔细

胞培养板，正常条件下培养，细胞培养液中添加质量浓度为10

μg/ml的TB-Ⅱ，培养24、48、72 h，CCK-8细胞增殖试剂盒检测

细胞增殖活性。每孔加入 10 μl 的 CCK-8溶液，置于 37 ℃和

5％CO2培养箱内继续培养4 h，用酶标仪测定450 nm波长处的

吸光度。
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2.4 细胞迁移能力的检测

取“2.2”项下未转染组和转染组细胞，胰酶消化，收集细胞

液沉淀，使用完全培养基制备细胞悬液。接种细胞到6孔细胞

培养板，正常条件下培养24 h，使用无菌1 ml移液器吸头。在

孔中划线并做标记，划线完成后使用无血清培养清洗残留细

胞2遍，然后加入含有10 μg/ml TB-Ⅱ的完全培养基，培养24、

48、72 h后显微镜下观察细胞迁移情况。

2.5 统计学方法

采用SPSS 13.0 统计软件分析。数据以x±s表示，采用析

因分析进行组间差异及组内差异的比较，检验水平为 0.05。

P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 TB-Ⅱ对A549细胞内 IL-18基因表达的影响

与空白对照比较，TB-Ⅱ作用后A549细胞内 IL-18 mRNA

及蛋白相对表达量升高，差异有统计学意义（P＜0.05或 P＜

0.01），其中 10、100 μg/ml 的 TB-Ⅱ作用 48 h 后细胞内 IL-18

mRNA相对表达量约为空白对照的3.52倍和4.21倍。由此可

见，1、10、100 μg/ml的TB-Ⅱ对A549细胞内 IL-18表达的影响

具有浓度依赖性。不同质量浓度 TB-Ⅱ处理后 A549细胞内

IL-18 mRNA及蛋白相对表达量的检测结果见表1。

表 1 不同质量浓度TB-Ⅱ处理后A549细胞内 IL-18 mRNA

及蛋白相对表达量的检测结果（x±±s，n＝3）

Tab 1 Results of the expression of IL-18 mRNA and protein

in A549 cells after treated with different concentra-

tions of TB-Ⅱ（x±±s，n＝3）

TB-Ⅱ质量浓度，μg/ml

0（空白对照）

1

10

100

IL-18 mRNA/GAPDH

1.00±0.15

1.85±0.22＊

3.46±0.43＊＊

3.87±0.49＊＊

IL-18蛋白/GAPDH

1.01±0.18

1.36±0.68

2.74±0.82＊＊

3.48±0.87＊＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.2 TB-Ⅱ对A549细胞内 IL-18基因的沉默效率的影响

与未转染组比较，转染组细胞内 IL-18 mRNA和蛋白的相

对表达量降低（P＜0.01），分别约为未转染组细胞的23.81％和

27.06％；而阴性对照组与未转染组比较，IL-18 mRNA和蛋白

表达无明显差异（P＞0.05），说明转染过程本身对A549细胞内

IL-18无明显影响。各组细胞内 IL-18 mRNA及蛋白相对表达

量的检测结果见表2。

表2 各组A549细胞内 IL-18 mRNA及蛋白相对表达量的检

测结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Results of the expression of IL-18 mRNA and protein

in A549 cells of each group（x±±s，n＝3）

分组
未转染组
阴性对照组
转染组

IL-18 mRNA/GAPDH

1.01±0.12

0.98±0.11

0.24±0.03＊

IL-18蛋白/GAPDH

1.01±0.12

1.06±0.17

0.31±0.07＊

注：与未转染组比较，＊P＜0.01

Note：vs. untransfected group，＊P＜0.01

3.3 TB-Ⅱ对细胞增殖活性的影响

与转染组和未转染组比较，经TB-Ⅱ作用72 h的未转染细

胞增殖活性降低（P＜0.01）。与经TB-Ⅱ处理的未转染细胞比

较，经 TB-Ⅱ作用 72 h 的转染细胞的细胞增殖活性增加（P＜

0.01）。由此说明，IL-18基因沉默后，TB-Ⅱ对A549细胞增殖

的抑制作用明显减弱。各组细胞增殖活性的检测结果见表3。

表3 各组A549细胞增殖活性的检测结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Results of cell proliferation activity in A549 cells of

each group（x±±s，n＝3）

分组

未转染组
转染组
TB-Ⅱ处理的未转染组
TB-Ⅱ处理的转染组

作用时间
24 h

0.22±0.01

0.19±0.02

0.18±0.01

0.21±0.02

48 h

0.77±0.08

0.71±0.06

0.68±0.07

0.69±0.09

72 h

2.12±0.24

2.32±0.26

0.31±0.21＊

1.81±0.18#

注：与未转染组和转染组比较，＊P＜0.01；与TB-Ⅱ处理的未转染

组比较，#P＜0.01

Note：vs. untransfection group and transfection group，＊ P＜0.01；

vs. TB-Ⅱ treatment untransfection group，#P＜0.01

3.4 TB-Ⅱ对细胞迁移能力的影响

与转染组和未转染组比较，经TB-Ⅱ作用 48、72 h的未转

染细胞迁移数减少（P＜0.05或P＜0.01）。与经TB-Ⅱ处理的

未转染细胞比较，经 TB-Ⅱ作用 72 h 的转染细胞迁移数增加

（P＜0.01）。由此说明，IL-18基因沉默可以逆转TB-Ⅱ抑制细

胞迁移的效果，可推测TB-Ⅱ抑制A549细胞迁移的作用是通

过 IL-18来实现的。各组细胞迁移数的检测结果见表4。

表4 各组A549细胞迁移数的检测结果（x±±s，n＝3，个）

Tab 4 Results of A549 cells migration of each group（ x±±s，

n＝3，number）

分组

未转染组
转染组
TB-Ⅱ处理的未转染组
TB-Ⅱ处理的转染组

作用时间
24 h

1.13±0.12

1.42±0.21

0.88±0.15

1.14±0.17

48 h

32.61±5.12

33.43±6.32

10.22±2.91＊

28.14±4.53

72 h

1 422.43±223.26

1 322.21±329.33

482.73±43.12＊＊

1 602.32±201.53#

注：与未转染组和转染组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与TB-Ⅱ处

理的未转染组比较，#P＜0.01

Note：vs. untransfection group and transfection group，＊ P＜0.05，
＊＊P＜0.01；vs. TB-Ⅱ treatment untransfection group，#P＜0.01

4 讨论
肿瘤通常被认为有6个特征：不死性、迁移性、失去接触抑

制、生长信号的自给自足、对程序性细胞死亡的逃逸、增长血

管的能力[11]。最新研究表明，肿瘤还具备第 7种特征：肿瘤相

关性炎症。肿瘤的转移需要依靠肿瘤细胞内在的特征及源自

肿瘤微环境的一些因素，例如微环境提供肿瘤内部或周围血

管与淋巴管，包括免疫细胞及其分泌产物的炎性环境，以及以

细胞外基质形式存在的可提供进一步生长的支架。有研究发

现了联系肿瘤微环境的炎性与转移的分子通路[12]。炎症因子，

包括 IL-1、IL-6、肿瘤坏死因子（TNF）和核因子κB受体活化因

子配体（RANKL），可激活炎症并且被认为能够通过作用于细

胞播散与在继发部位种植相关的几个步骤从而增加肿瘤细胞

的转移能力。

肿瘤的转移与炎性环境密切相关，炎性环境为肿瘤发生、

发展及转移的重要启动与维持因素。肺癌的手术过程需要处

理大量的血管，这会导致肿瘤周围组织暂时性缺血，进而导致

创面处产生炎性反应。虽然手术中会对手术创伤面作一些处

理，局部微炎性环境仍然不可避免，残余的肿瘤细胞在炎性环

境中，迁移通路及增殖被激活，肺癌转移随即发生。
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免疫治疗是近年来肿瘤治疗研究的热点[13-14]，而细胞因子

的基因治疗是肿瘤转基因治疗的重要内容。IL-18是最新发现

的具有多种生物学活性的新型多功能细胞因子，可以诱导干

扰素 7（IFN-7）的产生，增强自然杀伤（NK）细胞的活性，增强

辅助性 T 细胞（Th1）型免疫反应，对肿瘤具有预防和治疗作

用 [15]。Osaki T等[16]用荷瘤小鼠进行体内实验，发现 IL-18可以

抑制多种移植瘤的生长；在肿瘤移植前给予 IL-18，其表现出的

抗肿瘤作用更强，甚至可以完全抑制植入肿瘤的生长。

本实验使用TB-Ⅱ处理A549细胞，通过RT-PCR及West-

ern blot法检测TB-Ⅱ对细胞内 IL-18 mRNA及蛋白表达的影

响。在此基础上，通过基因沉默的方法敲减A549细胞内 IL-18

基因，然后使用TB-Ⅱ分别处理转染组及未转染组的细胞，最

终通过细胞增殖活性及迁移检测数据说明，TB-Ⅱ是否具有抗

肿瘤活性及其抗肿瘤机制是否与 IL-18基因相关。研究结果

表明，TB-Ⅱ处理A549细胞，细胞内的 IL-18基因表达变化明

显，即TB-Ⅱ处理可以明显促进细胞内 IL-18基因的表达。这

说明TB-Ⅱ可能通过上调A549细胞内 IL-18的表达来抑制肿

瘤细胞的增殖和迁移。TB-Ⅱ对A549细胞的增殖和迁移抑制

是否特异地通过 IL-18来实现的呢？为了回答这个问题，笔者

在A549细胞内先对 IL-18基因进行沉默，然后再给予TB-Ⅱ处

理。结果，IL-18基因沉默后，TB-Ⅱ对A549细胞增殖及迁移

的抑制明显减弱，说明TB-Ⅱ可通过上调 IL-18从而抑制肿瘤

细胞的增殖和迁移。
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