
· 129 ·· 129 ·
海军军医大学学报　　2025 年 1 月第 46 卷第 1 期　　https://xuebao.smmu.edu.cn
Academic Journal of Naval Medical University, Jan. 2025, Vol. 46, No. 1

· 短篇论著 ·

去氧地胆草素通过诱导活性氧促进人非小细胞肺癌 A549 细胞凋亡
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［摘要］　目的　探讨去氧地胆草素（Deo）对人非小细胞肺癌 A549 细胞中活性氧（ROS）调控细胞凋亡途径的

影响。方法　用不同浓度的 Deo 分别作用于 A549 细胞，通过 CCK-8 法检测细胞活力，2’,7’- 二氯荧光素二乙酸酯

（DCFH-DA）染色检测细胞产生的 ROS 含量，Hoechst 33342 染色检测细胞凋亡小体，流式细胞术检测细胞凋亡情

况及线粒体膜电位，qPCR 和蛋白质印迹法检测细胞凋亡相关蛋白表达。用 A549 细胞裸小鼠移植瘤模型评价 Deo 的

体内抗肿瘤效果，通过 H-E 染色和 TUNEL 检测观察肿瘤组织坏死和细胞凋亡的变化。结果　随着 Deo 浓度（1、2、
4、8、16、32 μmol/L）的增加，A549 细胞活力呈现出递减趋势；10 μmol/L Deo 可提高 A549 细胞内的 ROS 含量，降

低线粒体膜电位，促进细胞凋亡；10、20 μmol/L Deo 可促进 A549 细胞中 Bax 和 caspase-3 的 mRNA 及蛋白表达，而

抑制 Bcl-2 的mRNA 及蛋白表达；同时细胞质中细胞色素 C 表达明显增加。10、20 mg·kg－1·d－1 Deo 给药 17 d 后，

裸小鼠移植瘤的体积和重量均被抑制，并且肿瘤组织中坏死面积和细胞凋亡指数增大。结论　Deo 能够诱导 A549 细

胞产生 ROS，激活线粒体凋亡通路，促进细胞凋亡。
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Deoxyelephantopin promotes apoptosis of human non-small cell lung cancer A549 cells by inducing reactive 
oxygen species
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［ Abstract ］　Objective　To investigate the effect of deoxyelephantopin (Deo) on regulation of cell apoptosis pathway by 
reactive oxygen species (ROS) in human non-small cell lung cancer A549 cells. Methods A549 cells were treated with different 
concentrations of Deo. Cell counting kit 8 (CCK-8) assay was used to detect the cell viability, 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein  
diacetate (DCFH-DA) staining was used to measure cellular ROS content, and Hoechst 33342 staining was used to detect apoptotic 
bodies. Cell apoptosis and mitochondrial membrane potential were examined by flow cytometry. Quantitative polymerase chain 
reaction and Western blotting were used to detect the expression of apoptosis-related proteins. A549 xenograft tumor model in 
nude mice was used to evaluate the anti-tumor effect of Deo in vivo. Hematoxylin-eosin staining and TUNEL assay were used 
to observe the necrosis and cell apoptosis in tumor tissues. Results　With the increase of Deo concentration (1, 2, 4, 8, 16, 
32 μmol/L), the viability of A549 cells showed a decreasing trend. Deo at 10 μmol/L could increase the ROS content in A549 
cells, reduce mitochondrial membrane potential and promote cell apoptosis. Deo at 10 and 20 μmol/L promoted the mRNA and 
protein expression of Bax and caspase-3 and inhibited the mRNA and protein expression of Bcl-2, accompanied by significantly 
increased protein expression of cytochrome C in the cytoplasm. The volume and weight of transplanted tumor in nude mice were 
significantly inhibited after 17 d of administration of Deo of 10 and 20 mg·kg－1·d－1, and the necrotic area and the number of 
apoptotic cells in the tumor tissue were increased.  Conclusion　Deo can induce intracellular ROS production, and then activate 
the mitochondrial apoptosis pathway and consequently promote the apoptosis of A549 cells.
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癌症是严重威胁人类健康的疾病，目前已成为

世界上仅次于心血管疾病的第二大因病致死原因，

其中肺癌是最常见的癌症类型和最主要的癌症死

亡原因（占总病例的 11.6%，占总癌症死亡病例的

18.4%）［1］。化疗是肺癌的传统治疗手段，在肺癌

的综合治疗和辅助治疗中占有重要地位，但仍然存

在不良反应发生率较高和耐药等问题［2］。研发药

效显著、安全性高、成本较低的肺癌治疗药物至关

重要。去氧地胆草素（deoxyelephantopin，Deo）
是菊科植物地胆草（Elephantopus scaber L.）中重

要的倍半萜类化合物，具有显著的抗癌活性，在

肿瘤化疗方面存在潜在的价值［3］。本研究考察了

Deo 诱导人非小细胞肺癌 A549 细胞凋亡的体外作

用机制，明确了 Deo 通过活性氧（reactive oxygen 
species，ROS）调控线粒体介导的凋亡途径促进

A549 细胞凋亡，报告如下。

1　材料和方法

1.1　 细 胞 和 试 剂　A549 细 胞（目 录 号：SCSP-
503）购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞

库；BALB/c 裸小鼠购自北京维通利华实验动物

技术有限公司［动物生产许可证号：SCXK（京）

2021-0006］；Deo（CAS 号：29307-03-7）购于四川 
恒诚致远生物科技有限公司；DMEM 培养基、

FBS 和胰蛋白酶购于赛默飞世尔科技（中国）有

限公司；DMSO、Hoechst 33342 和 N- 乙酰半胱氨

酸（N-acetylcysteine，NAC） 购 于 美 国 Sigma 公

司；CCK-8、2’,7’- 二 氯 荧 光 素 二 乙 酸 酯（2’,7’- 
dichlorodihydrofluorescein diacetate，DCFH-DA）、青

霉素 -链霉素双抗、TUNEL检测试剂盒（绿色荧光）

和 ECL Plus超敏化学发光液购于北京索莱宝科技有

限公司；牛血清白蛋白（bovine albumin，BSA）、

苯 甲 基 磺 酰 氟（phenylmethanesulfonyl fluoride，
PMSF）和Na3VO4 购于上海泰坦科技股份有限公司；

所用抗体均购于美国 Signalway Antibody公司。

1.2　细胞活力检测　将 A549 细胞接种于 96 孔

板，每孔 100 µL，细胞密度为 1×104 个 /mL，待

细胞贴壁后依次加入终浓度为 1、2、4、8、16 和

32 μmol/L 的 Deo，空白组使用载体溶液（0.1% 
DMSO）作为对照，每组平行 8 孔。在 Deo 作用

12、24 和 48 h 后分别向每孔加入 10 µL CCK-8 溶

液，继续培养 2 h 后测定 450 nm 处的光密度值，计

算细胞存活率和 Deo 对 A549 细胞的 IC50。

1.3　细胞产生 ROS 检测　将 A549 细胞接种于 
12 孔板，每孔约 2×105 个细胞，待细胞生长至完

全贴壁且部分融合后，更换含 Deo（10 μmol/L）或 
10 μmol/L Deo＋5 mmol/L NAC（ROS 清除剂）的

培养基培养细胞 24 h，弃去含药的培养基；以无血

清培养基为溶剂配制浓度为10 μmol/L的DCFH-DA
溶液，每孔加入 500 μL，在培养箱中孵育 30 min 
后观察、拍照。

1.4　细胞凋亡检测　（1）将A549细胞接种于 12孔 
板，每孔约 2×105 个细胞，待细胞贴壁生长后，分别

采用 10 μmol/L Deo和 10 μmol/L Deo＋5 mmol/L NAC
处理 24 h，弃去含药培养基，加入 10 μL 浓度为 
5 mg/L 的 Hoechst 33342 染液，在培养箱中孵育 
15 min 后观察、拍照。（2）将 A549 细胞接种于 
6 孔板，每孔约 4×105 个细胞，分别采用 10 μmol/L 
Deo 和 10 μmol/L Deo＋5 mmol/L NAC 处理 24 h，用

胰蛋白酶消化细胞，1 000×g 离心 10 min 后收集细

胞，加入 Annexin Ⅴ -FITC 和 PI 染液，在培养箱中

孵育 20 min 后，用流式细胞术对细胞进行检测。

1.5　线粒体膜电位检测　将 A549 细胞接种于 6 孔

板，每孔约 4×105 个细胞，用 5、10 和 20 μmol/L 
Deo 处理细胞 24 h 和 48 h，用胰蛋白酶消化细胞，

向收集的细胞中加入无酶的罗丹明 123 试剂，在培

养箱中孵育 30 min 后，上流式细胞仪进行检测。

1.6　凋亡相关蛋白的检测　A549 细胞培养至

完全贴壁后，用 5、10 和 20 μmol/L Deo 分别处

理 48 h，弃培养液后用预冷 PBS 清洗 2 次，分别

进行 qPCR 和蛋白质印迹法检测。qPCR 引物序

列：Bax 正、反向引物序列分别为 5'-CCTGCTG- 
ATCTATCAGCACAGAT-3'、5'-AGTGACTCAGA- 
TGCCGAAGTG-3'，caspase-3 正、反向引物序列
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分别为 5'-ATGGAGAACACTGAAAACTCAGT-3'、
5'-CGTCAAAGGAAAAGGACTCAAAT-3'，Bcl-2
正、反向引物序列分别为 5'-AGGGTACGATAACC- 
GGGAG-3'、5'-TCACTTGTGGCCCAGATAGG-3'，
GAPDH 正、反向引物序列分别为 5'-AGAAGGCT- 
GGGGCTCATTTG-3'、5'-AGGGGCCATCC ACAGT- 
CTTC-3'。目的基因的 mRNA 相对表达量使用 
2－ΔΔCt 法计算。

1.7　体内实验验证 Deo 对移植瘤的影响　将 4 周

龄 BALB/c 裸小鼠分为对照组、10 mg·kg－1·d－1  
Deo 组、20 mg·kg－1·d－1 Deo 组，每组 6 只。各

组裸小鼠饲养 7 d 后，皮下注射约 1×107 个 A549
细胞，当肿瘤体积＞50 mm3 时，10 mg·kg－1·d－1  
Deo 组、20 mg·kg－1·d－1 Deo 组每天腹腔注射相

应剂量的 Deo，对照组每天腹腔注射同等体积的生

理盐水。每隔 2 d 测量移植瘤的长和宽，通过公式计

算肿瘤体积（肿瘤体积＝长度×宽度 2×0.5）。给

药 17 d 后腹腔注射异戊巴比妥钠 200 mg/kg 处死裸

小鼠，小心剥离实体瘤组织，精确称重，随后用 PBS
清洗 2 次，置于 10% 甲醛溶液中固定，石蜡包埋、

切片，进行 H-E 和 TUNEL 染色。H-E 染色切片在显

微镜下观察、拍照，通过 Image-Pro Plus 6.0 软件分

析肿瘤组织中的坏死面积。TUNEL 染色切片在荧光

显微镜下观察、拍照，通过 Image-Pro Plus 6.0 软件

分析肿瘤组织中的 TUNEL 阳性细胞数量和 DAPI 标
记的总细胞数量，计算细胞凋亡指数。

1.8　统计学处理　采用 SPSS 21.0 软件进行统计学

分析。计量资料以 x±s 表示，组间比较采用单因素

方差分析和Tukey多重比较。检验水准（α）为0.05。 

2　结　果

2.1　Deo 对 A549 细胞活力的影响　如图 1 所示，

在Deo作用时间相同的情况下，A549 细胞活力随着

Deo浓度的增加而下降，Deo作用A549 细胞 12、24
和 48 h的 IC50 分别为 17.64、10.56 和 3.88 μmol/L；在

Deo作用浓度相同的情况下，可以明显观察到A549
细胞活力随着Deo的作用时间延长而下降。

图 2 DCFH-DA 染色法分析 Deo 对 A549 细胞内 ROS 含量的影响

A：荧光显微镜获得的明场（上）和荧光（下）图像（400×）；B：各组荧光强度的比较. **P＜0.01 与对照组比较；△△P＜0.01 与Deo  

（10 μmol/L）组比较. n＝3，x±s. DCFH-DA：2’,7’-二氯荧光素二乙酸酯；Deo：去氧地胆草素；ROS：活性氧；NAC：N-乙酰半胱氨酸.

2.2　Deo对A549 细胞中ROS累积的影响　DCFH-DA
染色结果（图 2）显示，10 μmol/L Deo 处理 24 h
后 A549 细胞内 ROS 含量比对照组高（P＜0.01），

且 Deo 组的细胞表现出形态扁圆、皱缩、状态欠

佳；而与 10 μmol/L Deo 组比较，10 μmol/L Deo＋
5 mmol/L NAC组细胞内ROS含量减少（P＜0.01），

并且细胞形态没有明显的变化。

图 1 CCK-8 法检测 Deo 对 A549 细胞活力的影响

n＝8, x±s. CCK-8：细胞计数试剂盒 8；Deo：去氧地胆草素.

12 h
24 h
48 h

125

100

75

50

25

0

细
胞

存
活

率
/%

                   8                 16                24                32
Deo/(μmol·L－1)

Deo (10 μmol·L－1)对照
Deo (10 μmol·L－1)＋ 
NAC (5 mmol·L－1)

对
照

Deo
 (1

0 μ
mol·

L
－

1 )

Deo
 (1

0 μ
mol·

L
－

1 )＋
 

NAC (5
 m

mol·
L
－

1 )

400

300

200

100

0

相
对

荧
光

强
度

/%

**

△△

A B



海军军医大学学报　   2025 年 1 月，第 46 卷· 132 ·

2.3　Deo 对 A549 细胞凋亡的影响　Hoechst 33342
染色结果（图 3A）显示，10 μmol/L Deo 组 A549
细胞核固缩裂解，产生凋亡小体，细胞发生皱缩、

形态变得扁圆，并且细胞未发生汇合；10 μmol/L 
Deo＋5 mmol/L NAC 组细胞的核固缩和凋亡小体

比 Deo 组明显减少，细胞核形态规则、核膜完整，

细胞形态无明显变化。流式细胞术检测结果（图

3B）显示，10 μmol/L Deo 组凋亡细胞较对照组明

显增多，而 10 μmol/L Deo＋5 mmol/L NAC 组凋亡

细胞较 10 μmol/L Deo 组明显减少（均 P＜0.01）。

组 A549 细胞中 Bax 和 caspase-3 mRNA 表达高于

对照组（均 P＜0.05），且随着 Deo 浓度的增高而

升 高；10、20 μmol/L Deo 组 Bcl-2 mRNA 表 达 低

于对照组（均 P＜0.01），且随着 Deo 浓度的增高

而降低。蛋白质印迹法检测结果（图 5B）显示，

Bax、活化 caspase-3（cleaved caspase-3）和细胞质

中细胞色素 C 的表达随着 Deo 浓度的增高而升高，

而 Bcl-2 的表达随着 Deo 浓度的增高而降低。

2.6　Deo 对 A549 细胞异体移植瘤的影响　如图 6
所 示，10 mg·kg－1·d－1 Deo 组、20 mg·kg－1·d－1  
Deo 组裸小鼠 A549 细胞移植瘤生长较对照组缓

慢，给药 17 d后移植瘤体积明显小于对照组（均P＜ 

0.05）。Deo给药 17 d后，10 mg·kg－1·d－1 Deo组、

20 mg·kg－1·d－1 Deo 组裸小鼠移植瘤重量分别为

（710±83）、（423±51）mg，均低于对照组［（982± 

105）mg］（均P＜0.01）。通过H-E 染色和TUNEL
染色分析裸小鼠 A549 细胞移植瘤组织中坏死面积

和凋亡指数，结果（图 7）显示，10 mg·kg－1·d－1 
Deo 组、20 mg·kg－1·d－1 Deo 组肿瘤组织坏死面积

和凋亡指数高于对照组（均 P＜0.01）。

图 4 流式细胞术分析 Deo 对 A549 细胞线粒体膜电位的

影响（罗丹明 123 染色）
**P＜0.01 与相同时间点的对照组比较；△△P＜0.01 与相同浓

度Deo组处理 24 h时比较. n＝3，x±s. Deo：去氧地胆草素.
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2.4　Deo 对 A549 细胞线粒体膜电位的影响　流式

细胞术分析结果（图 4）显示，A549 细胞中线粒

体膜电位随着 Deo 浓度的升高和培养时间的延长

呈现出下降趋势。

图 3 Hoechst 33342 染色和流式细胞术分析 Deo 对 A549 细胞凋亡的影响

A：Hoechst 33342 染色，荧光显微镜获得的明场（上）和荧光（下）图像（400×，箭头所示为细胞内凋亡小体）；B：流式细胞术

获得的A549 细胞凋亡数据. **P＜0.01 与对照组比较；△△P＜0.01 与Deo （10 μmol/L）组比较. n＝3，x±s. Deo：去氧地胆草素；

NAC：N-乙酰半胱氨酸.
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2.5　Deo对A549 细胞凋亡相关蛋白表达的影响　qPCR
检测结果（图 5A）显示，5、10、20 μmol/L Deo
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图 5 qPCR 和蛋白质印迹法检测 Deo 对 A549 细胞凋亡相关蛋白表达的影响

A：qPCR；B：蛋白质印迹法. **P＜0.01 与对照组比较. n＝3，x±s. qPCR：定量聚合酶链反应；Deo：去氧地胆草素；Bax：Bcl-2 相

关X蛋白；Bcl-2：B淋巴细胞瘤基因；caspase-3：胱天蛋白酶 3；GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶.

图 6 Deo 对裸小鼠 A549 细胞移植瘤生长的影响

A：给药 17 d后裸小鼠外观；B：移植瘤体积变化. *P＜0.05，**P＜0.01 与相同时间点的对照组比较. n＝6，x±s. Deo：去氧地胆草素.
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图 7 H-E 染色和 TUNEL 检测分析 Deo 对裸小鼠 A549 细胞移植瘤组织坏死和细胞凋亡的影响

A：H-E染色图（200×）；B：肿瘤坏死面积定量分析；C：TUNEL检测图（200×）；D：细胞凋亡指数分析. **P＜0.01 与对照组比较. 

n＝6， x±s. H-E：苏木精-伊红；TUNEL：原位末端转移酶标记技术；Deo：去氧地胆草素.
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3　讨　论

有研究表明 Deo 能抑制肿瘤细胞增殖和迁移、

增强肿瘤细胞对化疗药物敏感性、诱导肿瘤细胞凋

亡等，并且可以通过诱导氧化应激、抑制 NF-κB 表

达和导致线粒体功能障碍促进肿瘤细胞凋亡［4-5］，

但 Deo 对肺癌细胞的具体调控机制尚不清楚。本研

究证实 Deo 可通过诱导细胞内 ROS 含量增加，激活

线粒体凋亡通路，促进 A549 细胞凋亡的发生；动物

实验发现，10 mg·kg－1·d－1 和 20 mg·kg－1·d－1 
Deo 给药 17 d 后对裸小鼠 A549 细胞移植瘤的体积

和重量均有明显的抑制效果，并且对肿瘤组织坏死

和细胞凋亡均有明显的促进作用。

ROS 是细胞内正常的代谢产物，是一类短寿

命、高活性的含氧分子，细胞中一系列氧化还原反

应可维持其动态平衡［6-7］。ROS 可引起 DNA 损伤，

过量的 ROS 会对蛋白质、核酸、脂质、膜和细胞

器造成损害，诱发氧化应激反应，激活细胞凋亡信

号通路［8-10］。ROS 与肿瘤的发生、发展、凋亡密

切相关，肿瘤细胞中 ROS 的产生增加、氧化还原

状态发生改变，靶向线粒体增加 ROS 的含量是抗

肿瘤的有效途径之一［11-12］。本研究通过 DCFH-DA
染色检测细胞内 ROS 含量发现，Deo 干预后 A549
细胞中 ROS 含量提高，而加入 ROS 清除剂 NAC 后

细胞中的 ROS 的含量减少，表明 Deo 促进 A549 细

胞凋亡与细胞内 ROS 含量的变化密切相关。

细胞受到药物刺激会产生大量的ROS，若这些

ROS 未被及时清除就会损伤细胞线粒体膜，导致

Bax/Bcl-2 比值升高，打开线粒体膜通道孔，使线粒

体膜的通透性增高［6,13］。此外，ROS 会使细胞色素

C 与双磷脂酰甘油分离，通过线粒体膜外流到细胞

质中，激活与细胞凋亡有关的 caspase 家族蛋白的

表达。caspase-3 在细胞凋亡的执行阶段发挥重要

作用，上游的凋亡信号切割 caspase-3 使其变成具

备酶活性的 cleaved caspase-3，并执行最后的凋亡

程序［6,14-15］。本研究采用流式细胞术检测 A549 细

胞中线粒体膜电位的变化，发现随着 Deo 浓度的升

高线粒体膜电位呈现出下降的趋势，结合 qPCR 和

蛋白质印迹法对凋亡相关蛋白表达的检测结果，表

明 Deo 促进 A549 细胞的凋亡是通过激活线粒体凋

亡途径来实现的。

综上所述，本研究通过体内外实验探讨了 Deo
抑制肺癌 A549 细胞的作用机制，明确了 Deo 通过

诱导 ROS 调控线粒体介导的细胞凋亡途径促进了

A549 细胞的凋亡，为 Deo 的临床药物开发及应用

奠定了良好的基础。后续我们将继续探索 Deo 诱

导 A549 细胞凋亡的关键作用靶点，深入了解 Deo
的活性和功能，为肺癌的靶向治疗提供新的思路。 
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