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Abstract
AIM: To study the apoptosis of gastric cancer 
cell line MKN-45 induced by valepotriate and its 
relationship with the expression of Caspase, P53, 
and Survivin.

METHODS: Gastric cancer cell line MKN-45 was 
divided into 4 groups, named group A (control), 
B (treated with Caspase-3, -8 and -9 inhibitors), 
C (treated with valepotriate) and D (treated 
with inhibitory agents plus valepotriate), re-
spectively. The apoptosis rates of MKN-45 cells 

were tested by fluorescence activated cell sorter 
(FACS) at different time (24, 48 and 72 h) in each 
group. After exposure to different concentra-
tions of valepotriate for different time (12, 24, 48 
and 72 h), MKN-45 cells were collected and the 
RNA was extracted by tripure agent. The mRNA 
expression of Survivin was assayed by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR), while the protein expression of P53 and 
Survivin were detected by immunohistochemi-
cal methods 24 hours after exposure to different 
concentrations of valepotriate (50 and 100 mg/L).

RESULTS: The apoptosis rates of MKN-45 cells 
were not significantly different between group A 
and B at 24, 48 and 72 h (P > 0.05). The apoptosis 
rates were significantly higher in MKN-45 cells 
exposed to valepotriate plus Caspase-3 inhibitor 
or Caspase-9 inhibitor for 24, 48 and 72 h than 
those in group A (24 h: 5.73%, 5.41% vs 4.38%, P 
< 0.01; 48 h: 6.88%, 6.32% vs 4.35%, P < 0.01; 72 h: 
7.72%, 8.62% vs 4.54%, P < 0.01), but lower than 
those in group C (24 h: 5.73%, 5.41% vs 8.14%, P 
< 0.01; 48 h: 6.88%, 6.32% vs 12.31%, P < 0.01; 72 h: 
7.72%, 8.62% vs 26.41%, P < 0.01). The apoptosis 
rates of MKN-45 cells exposed to valepotriate 
plus Caspase-8 inhibitor for 24, 48 and 72 h were 
notably increased in comparison with those in 
group A (8.02% vs 4.38%, P < 0.01; 11.05% vs 
4.35%, P < 0.01; 24.86% vs 4.54%, P < 0.01), but 
was not significantly different from those in 
group C (P > 0.05). Valepotriate down-regulated 
the expression of Survivin mRNA in MKN-45 
cells in both concentration- and time-dependent 
manner. Valepotriate also down-regulated the 
expression of Survivin protein but up-regulated 
the expression of P53 protein in MKN-45 cells in 
a concentration-dependent way.

CONCLUSION: Valepotriate-induced apopto-
sis of MKN-45 cells is correlated with the high 
expression of P53 protein and low expression 
of Survivin mRNA and protein, and it can be 
inhibited by Caspase-3 inhibitor or Caspase-9 
inhibitor, but not by Caspase-8 inhibitor.

Key Words: Valepotriate; Apoptosis; Caspase inhibi-
tor; Survivin; P53
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■背景资料
缬草波春是一种
从纯中药神农缬
草中所提取的化
合物, 国外80-90
年代一些体外实
验 表 明 ,  缬 草 波
春 的 活 性 成 分
二 氢 缬 草 酸 酯
(didrovaltrate)缬
草三酯(valtrate)
及 其 代 谢 降
解 产 物 缬 草 醛
(baldrinal)对肝细
胞癌细胞、Kreb's 
Ⅱ腹水癌细胞、

骨髓造血祖细胞
(CFU-GM, CFU-
Eos)和人T2淋巴
细胞有抑制作用, 
是否对胃癌细胞
有抑制作用及作
用机制如何未见
报道, 本文课题组
前期研究发现, 缬
草波春对S-180腹
水癌、结肠癌、

肝癌有明显抑制
作用, 本研究通过
Caspase抑制剂、

P53和Survivin对
缬草波春诱导凋
亡的影响, 探讨其
机制, 为临床寻找
价廉、有效和毒
副作用小的新药
提供理论依据.
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摘要
目的: 研究缬草波春诱导胃癌细胞凋亡, 探讨
其诱导凋亡与半胱氨酸酶(Caspase)及生存素
(Survivin) mRNA、P53蛋白、Survivin蛋白表
达的关系. 

方法:  以1 0 0  m g / L的缬草波春作用于加
C a s p a s e-3抑制剂、C a s p a s e-8抑制剂、

Caspase-9抑制剂和未加Caspases抑制剂培养
的MKN-45细胞24, 48和72 h, 用流式细胞仪分
别检测细胞凋亡率; 不同浓度的缬草波春(5, 
10, 25, 50, 100 mg/L)作用MKN-45细胞不同
时间(24, 48, 72 h)后, 用tripure提取液提取细
胞RNA, 用RT-PCR法, 检测Survivin mRNA的
表达. 不同浓度缬草波春(50和100 mg/L)作用
MKN-45胃癌细胞株24 h后, 用免疫组化的方
法, 检测P53蛋白和Survivin蛋白的表达. 

结果: 单用Caspase抑制剂组, 作用24, 48和
72 h对MKN-45细胞凋亡率无明显影响, 与
对照组比较差异无显著意义. Caspase-3抑制
剂、Caspase-9抑制剂与缬草波春联合应用
后24, 48和72 h使MKN-45细胞凋亡率高于
对照组(24 h: 5.73%, 5.41% vs  4.38%, P <0.01; 
48 h: 6.88%, 6.32% vs  4.35%, P <0.01; 72 h: 
7.72%, 8.62% vs  4.54%, P <0.01), 低于缬草波
春组(24 h: 5.73%, 5.41% vs  8.14%, P <0.01; 
48 h: 6.88%, 6.32% vs  12.31%, P <0.01; 72 h: 
7.72%, 8.62% vs  26.41%, P <0.01), 与对照组及
缬草波春组比较差异均有显著意义(P <0.01). 
Caspase-8抑制剂与缬草波春联合应用后24, 
48和72 h MKN-45细胞凋亡率明显增加, 与
对照组比较差异有显著意义(8.02% vs  4.38%, 
P <0.01; 11.05% vs  4.35%, P <0.01; 24.86% vs  
4.54%, P <0.01), 与单用缬草波春组比较差异
无显著意义. 缬草波春降低MKN-45胃癌细胞
株Survivin mRNA的表达, 并有浓度依赖性和
时间依赖性, 而且使MKN-45胃癌细胞株P53
蛋白表达增加, Survivin蛋白表达降低, 均有浓
度依赖性.

结论: 缬草波春可诱导MKN-45细胞凋亡, 其
作用可部分被Caspase-3, Caspase-9抑制剂所
抑制, 但不能被Caspase-8抑制剂所抑制. 缬草
波春诱导MKN-45胃癌细胞株凋亡与P53蛋白
表达提高及Survivin mRNA和Survivin蛋白低
表达降低有关.

关键词: 缬草波春; 细胞凋亡; 半胱氨酸酶抑制剂; 

生存素; P53 
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0  引言

缬草波春是一种从纯中药神农缬草中所提取的

化合物, 主要含二氢缬草酸酯(didrovaltrate)缬
草三酯(valtrate)及一些萜烯类成分. 体外实验

表明, 缬草波春的活性成分didrovaltrate, valtrate
及其代谢降解产物缬草醛(baldrinal)对肝细胞

癌细胞、Kreb's Ⅱ腹水癌细胞、骨髓造血祖细

胞(CFU-GM, CFU-Eos)和人T2淋巴细胞有抑制

作用. 我们的前期研究发现, 缬草波春对S-180
腹水癌、结肠癌、肝癌有明显抑制作用, 动物

实验显示, 毒副作用较小, 无明显骨髓抑制作

用. 半胱氨酸酶(Caspase)是细胞调亡的重要信

号分子, 是执行细胞凋亡的主要酶类, 绝大部分

细胞凋亡依赖Caspase的存在. 我们通过Caspase
抑制剂研究缬草波春诱导凋亡的途径是否依

赖Caspase. 生存素(Survivin)是新近发现的凋亡

抑制因子, 而P53是重要的抗癌因子, 参与化疗

药物诱导肿瘤细胞凋亡的过程. 我们试图通过

Caspase抑制剂对缬草波春诱导MKN-45胃癌细

胞凋亡的影响及缬草波春诱导MKN-45胃癌细

胞凋亡P53蛋白、Survivin mRNA及Survivin蛋
白的表达阐明其诱导凋亡的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 缬草波春由华中科技大学同济医学

院老年医学研究所提供. 取缬草波春1 g, 吐温

-80 2 g和生理盐水100 mL混合, 4℃冰箱保存备

用. MKN-45胃癌细胞由华中科技大学同济医

学院协和医院中心实验室提供. Caspase抑制剂

购自日本MBL公司, 为多肽类抑制剂, 分别为

Caspase-3抑制剂(Z-DEVD-FMK)、Caspase-8
抑制剂(Z-I E T D-F M K)、C a s p a s e-9抑制剂

(Z-LEHD-FMK). 先用高纯度DMSO重构成10 
10 mmol/L原液, 再用含100 mL/L小牛血清的

RPMI 1640稀释成2 mmol/L浓度备用. Annexin-
V-FITC Kit购自奥地利BenderMedSystems公司. 
流式细胞仪为B.D公司产品. TRIpure分离试剂

购自美国Roche Diagnostic Corp. UltrasensitiveTM 

S-P超敏试剂盒, 产品编号Kit-9701/9702/9703. 

■创新盘点
本 研 究 发 现 ,  缬
草 波 春 诱 导
MKN-45胃癌细
胞 株 凋 亡 与 P 5 3
蛋白表达提高及
Survivin mRNA和
Survivin蛋白低表
达降低有关.



www.wjgnet.com

24                      ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R            世界华人消化杂志         2007年1月8日       第15卷       第1期

购自福州迈新生物技术开发有限公司. Survivin 
Ab-2(Line4F7), 鼠单抗0.5 mL, 浓度为200 mg/L, 
购自美国Labvision公司.
1.2 方法 

1.2.1 Caspase抑制剂对缬草波春诱导MKN-45细

胞凋亡的影响 取对数生长期MKN-45细胞, 消化

后用含100 mL/L FBS的RPMI 1640培养基制成

细胞悬液, 接种于6孔板中, 每孔2 mL, 使细胞成

指数生长后, 更换新鲜培养基. 1组为对照组, 加
等量RPMI 1640培养基. 2组每孔加Caspase抑制

剂, 使Z-DEVD-FMK, Z-IETD-FMK和Z-LEHD-
FMK浓度为10 μmol/L[3]. 3组分别每孔加入缬草

波春使其浓度为100 mg/L. 4组每孔同时加上述

浓度的Caspase抑制剂和缬草波春. 分别培养24, 
48和72 h, 每24 h更换1次培养基及药物. 终止培

养后上流式细胞仪检测、分析.  
1.2.2 Survivin RT-PCR引物设计 Survivin引物: 上
游引物: 5'-ACCAAGGGTTAATTCTTCA-3', 下
游引物: 5'-AGGACCACCGCATCTC-3', 目的片

段长度254 bp; β-actin引物: 上游引物: 5'-GGAC
CTGACTGACTACCTC-3', 下游引物: 5'-TCATA
CTCCTGCTTGCTG-3', 目的片段长度540 bp. 细
胞RNA提取: MKN-45细胞悬液2 mL分别加入

10 mL玻璃瓶, 待玻璃瓶底铺满后, 换液并分组. 
对照组加等量RPMI 1640培养液, 其余加缬草波

春使其浓度分别为5, 10, 25, 50及100 mg/L, 分
别培养24, 48及72 h. 到规定培养时间后, 消化、

离心收集细胞, 加入TRIpure液0.5 mL. 取溶于

TRIpure液中细胞裂解液离心(1000 r/min), 液体

分成3层, 取第1层总RNA 4 μg于一支0.2 mL离心

管中, 65-70℃保温5 min, 离心数秒, 放置冰浴中. 
按规定的程序进行RT-PCR. PCR产物行15 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 溴化乙锭染色, 紫外灯下观察.
1.2.3 Survivin蛋白和P53蛋白的测定 (1)细胞涂

片制备: 6孔培养板每孔先放入已消毒玻片, 加
入含MKN-45细胞的培养液2 mL及浓度分别

为50和100 m g/L的缬草波春, 对照组加入同

体积的RPMI 1640培养液, 分别培养24及48 h. 
(2)UltrasensitiveTMS-P免疫组化染色: 试剂盒用

生物素标记的第二抗体与链霉素抗生物素蛋白

连接的过氧化物酶及底物色素混合来测定细胞

和组织中的Survivin蛋白和P53蛋白抗原.
统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 数

据处理用SPSS11.0统计软件, 组间比较用方差分

析(F检验), 与对照组比较用t检验.

2  结果

2.1 Caspase抑制剂对缬草波春诱导MKN-45细

胞凋亡的影响 Caspase-3抑制剂和缬草波春共同

作用的凋亡率低于缬草波春组, 高于对照组, 比
较差异有显著意义(P <0.01, 图1A). Caspase-8抑
制剂和缬草波春共同作用的凋亡率高于对照组, 
差异有显著意义(P <0.01), 与缬草波春组比较无

明显差异(P >0.05, 图1B). 图1C与图1A类似. 
2.2 缬草波春对M K N-45胃癌细胞S u r v i v i n 
mRNA表达的影响 缬草波春能降低MKN-45胃
癌细胞Survivin mRNA的表达, 并有时间依赖性

图  1  Caspase-3, Z-IETD-FMK, Z-LEHD-FMK抑制剂对
缬草波春诱导MKN-45细胞凋亡的影响. A: Caspase-3; B: 

Z-IETD-FMK; C: Z-LEHD-FMK.
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和浓度依赖性(图2). 
2.3 缬草波春对MKN-45胃癌细胞P53蛋白和Sur-
vivin蛋白表达的影响  
2.3.1 P53的表达 P53蛋白主要在细胞核内表达, 
对照组表达不明显, 而从低浓度(50 mg/L)组到

高浓度(100 mg/L)组表达也随浓度增加而增强

(图3).
2.3.2 Survivin的表达 Survivin的表达主要在胞

质, 对照组表达最强, 随缬草波春浓度的增加

Survivin的表达而减弱(图4). 

3  讨论

Caspase抑制剂包括肽类抑制剂、生物性抑制

剂和凋亡抑制蛋白家族(inhibitor of apoptosis 
protein, IAPS)[1-3]. 本实验所用为肽类抑制剂. 目
前认为, 诱导细胞凋亡主要有Caspase依赖途径

和非Caspase依赖途径, 而以Caspase依赖途径

为主 ,  C a s p a s e激活有外源性和内源性两条

途径[4-7]. 在外源性途径中, 细胞膜表面的TNF
家族受体(F a s)接受外源性刺激信号后 ,  通过

胞质中的蛋白网络传导至上游的启动子蛋白

-Caspase-8, 激活启动凋亡程序[8-9]. 内源性途径

的特点是线粒体的参与. 在接受包括DNA损伤

在内的各种有害刺激时, 线粒体释放细胞色素

C, 细胞色素C可和Apaf-1结合并使之活化, 活化

的Apaf-1可以结合并激活Caspase-9, 导致内源

性细胞凋亡过程的启动[10-11]. 活化的Caspase-8
和Caspase-9裂解后可激活Caspase-3和下游众

多的Caspase, 下游的蛋白酶级联反应是外源和

内源途径的共同途径, 其中主要的效应分子是

Caspase-3. 当然, 激活Caspase-9及Caspase-3最
终还是会激活Caspase-8, 形成正反馈回路, 产
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图  2  不同浓度缬草波春(mg/L)作用MKN-45细胞株24, 48, 
及72 h Survivin的表达. A: 24 h; B: 48 h; C: 72 h.
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图  3  缬草波春作用MKN-45细胞24 h后P53的表达(×400). 
A: 对照组; B: 50 mg/L组; C: 100 mg/L组.

■同行评价
文章是在以往系
列工作的基础上
的进一步延伸, 具
有较高的理论意
义.
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生级联反应 .  整个凋亡激活信号通路十分复

杂, 不同信号分子之间相互联系, 不能绝然分

开. 本研究显示, 流式细胞学检测发现缬草波

春诱导MKN-45细胞凋亡可被Caspase-3抑制

剂、Caspase-9抑制剂抑制, 而不被Caspase-8抑
制剂抑制. 说明, 缬草波春诱导MKN-45细胞凋

亡与Caspase有关, 通过启动内源性凋亡途径

实现的, 与外源性凋亡途径无关. 而缬草波春

诱导MKN-45细胞凋亡被Caspase-3抑制剂、

Caspase-9抑制剂所抑制是不完全的, 可能还有

其他途径参与, 有待更深入的研究. 
P53是一种肿瘤抑制蛋白, 他控制大多数动

物的细胞数, 在组织中广泛表达, 起着稳定染色

体、DNA的作用. 当细胞的DNA受到辐射、药

物等因素损伤时, P53的N-末端会因磷酸化而影

响其和DNA, HDM2结合的能力, 从而被激活, 诱
导细胞生长停滞、细胞衰老、分化、细胞凋亡

及介导DNA修复. 若损伤的细胞处于G1期, P53
触发细胞周期限制点. 如果细胞已进入S期, P53
触发细胞凋亡. P53还通过上调Bax及IGF-BP-3, 
抑制Bcl-2, Survivin表达, 从而调控细胞凋亡, 行
使抑癌基因功能[12-14]. 临床上许多肿瘤的发生多

是因为P53功能的丧失, 最主要的方式是基因突

变, 其他原因有Rb, p16, BRCA1, BRCA2等抑癌

基因异常, 同时P53抑癌蛋白的过度表达或P53
的共刺激因子的缺乏也可引起P53抑癌功能丧

失[15-17]. 新近发现的ASPP蛋白家族对P53家族的

抑癌功能也有重要的影响[18-20]. 野生型P53蛋白

表达的恢复有利于诱发肿瘤细胞的凋亡[21]. 
Survivin是新近发现的一个凋亡抑制因子, 

是凋亡抑制蛋白家族(IAPs)成员, 正常组织除甲

状腺和胎盘表达外均不表达, 在癌组织呈高表

达[22]. Survivin可能的抑癌机制是: Survivin含有

IAP家族特有的BIR片段, 通过其本身的BIR结

构和Caspase-9结合, 抑制Caspase-9的促凋亡功

能; 通过与SMAC(second mitochondria activator 
of caspase)结合间接促进XIAP的凋亡抑制作

用; IAP家族成员之间协同作用; 与P53竞争与

Caspase-9的结合; 抑制下游效应分子Caspase-3
和Caspase-7[23-28]. 有实验发现, Survivin下调

Survivin基因表达水平可以降低肿瘤细胞凋亡的

阈值, 并且其表达与肿瘤细胞的耐药性有关, 其
表达下调可增加肿瘤细胞对化疗药物的敏感

性[29]. Survivin的表达与P53有密切的关系, 目前

普遍认为, 野生型P53可抑制Survivin mRNA和

蛋白的表达. 转染实验发现, 野生型P53的表达

在许多细胞中对Survivin启动子有强烈的抑制作

用[30]. 外源性Survivin的过表达能减低P53诱导的

凋亡, 且具有量效关系, 提示Survivin的丧失参与

了P53依赖的凋亡旁路[31]. 免疫学研究提示, P53
与Survivin启动子结合, 其结合位点与E2F转录

因子连接位点重叠. Mirza et al [32]认为, 基因缺失

和突变都不是Survivin转录受抑的原因, P53对
S u r v i v i n启动子内染色质的修饰才是真正的

原因.  
我们发现, 野生型P53蛋白主要表达在胞核

内, 缬草波春使MKN-45胃癌细胞野生型P53蛋
白表达增强, 并与浓度有相关性, 100 mg/L明显

强于50 mg/L. Survivin mRNA在MKN-45胃癌

细胞有强表达, 加用缬草波春后, 表达下降, 表
达的强弱与时间与浓度呈负相关, Survivin蛋
白的表达与Survivin mRNA是一致的. P53蛋白

表达的上调, 一方面可加强bax等的促凋亡作

图  4  缬草波春作用MKN-45细胞24 h后Survivin的表达(×
400). A: 对照组; B: 50 mg/L组; C: 100 mg/L组.
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用, 另一方面可抑制Survivin, bcl-2的表达, 促
进凋亡发生. Survivin mRNA和Survivin蛋白的

均表达降低, 说明Survivin蛋白表达降低主要是

由于Survivin mRNA表达降低所致. P53高表达

与Survivin蛋白低表达的关系, 可能受P53调节

有关, 还有可能缬草波春直接通过某种途径促

使Survivin mRNA表达降低, 使Survivin蛋白低

表达, 也有可能P53的高表达是由于Survivin蛋
白低表达所致, 具体机制有待进一步研究. P53
高表达可增加胃癌细胞株对药物的敏感性, 启
动细胞凋亡机制, 诱导细胞生长停滞. Survivin 
蛋白表达减弱能使抑制Caspase-3, Caspase-7
和Caspase-9的功能减弱, 增加胃癌细胞株对药

物的敏感性, 从而促进凋亡. 缬草波春诱导的

MKN-45胃癌细胞被Caspase-3和Caspase-9所抑

制证实了上述推测. 
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