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山麦冬皂苷 B 调节 DAMPs释放诱导
免疫源性细胞死亡的抗肿瘤机制研究
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（1 .南通市中医院，江苏 南通 226001；2.南通大学附属医院，江苏 南通 226001）

摘要：目的 探讨 Spicatoside B对肺癌细胞的增殖、凋亡和 DAMPs释放的影响，并明确凋亡与 DAMPs释放之间的关
系。方法 将不同浓度的 SP -B作用于 A549 和 H1 299 细胞株 24 h，CCK8 检测细胞增殖活性；根据 CCK8 结果，选取药物
浓度，干预细胞 24 h，流式细胞仪检测细胞凋亡；ATP试剂盒检测 ATP细胞外分泌；流式细胞仪检测 CRT表达；ELISA 检
测 HMGB1、HSP70、HSP90 的细胞外分泌；凋亡抑制剂抑制凋亡后，再次检测 CRT、ATP、HMGB1 和 HSP70／90 的表达。结
果 SP -B显著抑制 A549 和 H1 299 细胞的增殖活性，IC50值分别为 73.1 1 μM和 51 .461 μM；选取 40 μM浓度干预细胞，
可显著促进凋亡；药物作用后显著提高了 CRT的阳性比率，增加了 ATP、HMGB1、HSP70、HSP90 的细胞外释放。抑制凋
亡后，CRT、ATP、HMGB1 和 HSP70／90 的表达随之减少。结论 Spicatoside B 可抑制增殖，促凋亡，并显著促进 DAMPs 的
释放，诱导免疫原性细胞死亡，其中凋亡对 DAMPs的释放发挥着重要作用。
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Antitumor Effect of Spicatoside B Based on Regulating
DAMPs Release to Induce Immunogenic Cell Death

ZANG Haiyang1，YANG Junling2，CHEN Qiufeng1，CAO Pei1，YANG Xiaohui1

（1 .Nantong Hospital of Traditional Chinese Medicine，Nantong 226001，Jiangsu，China；
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Abstract：Objective To investigate the effects of Spicatoside B on the proliferation，apoptosis and DAMPs release of lung
cancer cells and to clarify the relationship between apoptosis and DAMPs release.Methods Different concentrations of SP -B were
applied to A549 and H1 299 cell lines for 24 hours，and the cell proliferation activity was detected by CCK8.According to the re-
sults of CCK8，the drug concentration was selected，the cells were intervened for 24 hours，and the cell apoptosis was detected by
flow cytometry.ATP extracellular secretion was detected by ATP kit.CRT expression was detected by flow cytometry.The extracel-
lular release of HMGB1，HSP70 and HSP90 was detected by ELISA.After the apoptosis was inhibited，the expressions of CRT，
ATP，HMGB1 and HSP70／90 were detected again.Results SP -B significantly inhibited the proliferation activity of A549 and
H1 299 cells and the IC50 values were 73.1 1 μMand 51 .461 μM；40 μMconcentration of the drug can significantly promote the
apoptosis，significantly increased the positive ratio of CRT and increased the extracellular release of ATP，HMGB1，HSP70 and
HSP90.After inhibiting the apoptosis，the expressions of CRT，ATP，HMGB1 and HSP70／90 were decreased.Conclusion Spicato-
side B can inhibit the proliferation，promote the apoptosis and significantly promote the release of DAMPs to induce immunogenic
cell death.Apoptosis plays an important role in the release of DAMPs.
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　　免疫原性细胞死亡（immunogenic cell death，ICD）
是在细胞死亡的同时，垂死细胞主动释放损伤相关分

子 模 式 （damage - associated molecular patterns，
DAMPs）［1 -2］，使其暴露于免疫系统，激活抗原呈递细
胞（antigen presenting cell，APC）对肿瘤相关抗原重新

识别，最终激活宿主特异性抗肿瘤免疫，发挥直接杀伤

肿瘤细胞和激活免疫进一步杀伤肿瘤的双重作

用［3 -4］，是肿瘤治疗的新策略［5］。其中，DAMPs的释放
是 ICD的重要条件。

中医药治疗肿瘤主张“扶正与祛邪并举”，许多补
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益的中药成分也同时具有细胞毒作用和免疫增强作

用［6］。麦冬为养阴润肺之上品，在肺癌的治疗中，一直

占有重要地位，其主要成分被广泛研究，如麦冬皂苷 B
（Ophiopogonin B）。而同为麦冬一种的山麦冬的主要
成分山麦冬皂苷 B（Spicatoside B）的抗肿瘤作用却较
少报道。本研究发现，Spicatoside B（SP -B）有良好的
抗肿瘤增殖和促凋亡作用，并可显著促进肺癌细胞

DAMPs的释放，可诱导免疫原性细胞死亡，其中凋亡
对 DAMPs的释放发挥着重要作用。
1　材料
1 .1 　细胞株

A549 和 H1 299 细胞株均购自中国科学院上海细
胞库。用含 1 0%胎牛血清和 1 %青／链霉素的 DMEM
培养基培养于 5%CO2 的 37 ℃培养箱中。当细胞密
度达到 80%时，换含 Spicatoside B（40 μM）或（和）Z -
VAD -FMK（50 μM）的完全培养基，继续培养 24 h 后
备用。

1 .2　药物与试剂
Spicatoside B（E -1 1 98），CAS 号 87425 -34 -1，

购自同田生物公司，Z -VAD -FMK（#S7023），购自
Selleck公司，均用 DMSO溶解配制成 20mM母液，4 ℃
存放备用。CCK8 试剂购自碧云天生物公司；Annexin
V -FITC／PI 凋亡检测试剂盒（A21 1 -01）购自诺唯赞
生物公司；Alexa Fluor 488 -Calreticulin（#ab1 961 58），
购自 abcom 公 司，人 HMGB -1 ELISA KIT （#
ARG81 351）购自 Arigo；ATP 检测试剂盒（#S0026）购
自碧云天生物公司；人 HSP70 ELISA Kit（ADI -EKS -
700B）、人 HSP90 ELISA Kit（ADI -EKS -895）购自
ENZO公司。
1 .3　主要仪器

细胞培养箱（美国 thermo electron corporation 公
司），流式检测仪（美国 BECKMAN COULTER），多功
能酶标仪（上海百基生物科技有限公司）。

2　方法
2.1 　CCK8

取对数生长期的细胞，常规消化、计数，500 个细
胞／孔铺 96 孔板，次日换含有不同浓度 Spicatoside B
的完全培养基继续培养 24 h 后每孔加入 1 0 μL 的
CCK8 溶液，培养箱中继续放置 3 h后酶标仪测450 nm
处细胞吸光度值。Spicatoside B 药物浓度设为 0 μM、
20 μM、40 μM、60 μM、80 μM、1 00 μM，另设空白对照
组，每组设 5 个复孔，周围每孔滴加 1 00 μL PBS，实验
重复 3 次，SPSS 统计 3 次实验结果。
2.2　凋亡检测

采用 Annexin V -FITC／PI 双染法，用不含 EDTA
的胰酶消化，收取细胞沉淀，预冷的 PBS 清洗并重悬、
计数，取 1 ×1 05 个细胞（1 00 μL）入流式管，加入含有
2.5 μL Annexin -V 试剂的 Binding Baffer 混合液
50 μL，混匀，避光静置 1 0 ～1 5 min，加入含有 5 μL PI
试剂的 Binding Baffer混合液 250 μL，混匀，避光静置
5 min，流式细胞仪检测凋亡情况。
2.3　CRT检测

用不含 EDTA的胰酶消化收集待测细胞，用预冷

的 PBS 洗涤 2 次，然后将其用含有 Alexa Fluor 488 荧
光 Anti -Calreticulin抗体的 1 00 μL FACS 缓冲液 4 ℃
避光孵育 1 h，CRT抗体以 1 ∶1 00 稀释，通过流式细胞
仪分析 CRT阳性细胞比例。
2.4　ATP检测

按 ATP检测试剂盒说明配制工作液，收集待测样
本细胞上清液，4 ℃ 3000 r／min 离心 5 min 除去垂死
的漂浮细胞。将 1 00 μL 工作液加入到 96 孔板（黑
板）中，室温放置 5 min；之后加入待测细胞上清液，
1 00 μL／孔，混匀，同时检测标准品，绘制标准曲线，使
用多功能酶标记仪检测生物发光，根据标准曲线，获得

上清液的 ATP浓度。
2.5　HMGB1 检测

按 HMGB1 ELISA 试剂盒说明操作，收集待测样
本细胞上清液，离心除去垂死的漂浮细胞。将 50 μL
细胞上清液加入检测板孔中，继续加入 50 μL Assay
buffer，4 ℃孵育 1 6 h；之后吸出每孔液体，专用清洗液
清洗 3 次，末次纸巾吸干，加入 1 00 μL 的 HRP -抗体
结合物，37 ℃孵育 1 h，再次清洗 3 次后加入 1 00 μL
TMB底物，室温避光孵育 1 0 min，最后，加入 50 μL 终
止液，混匀后上机检测 450 处的吸光度值，同时检测标
准品，绘制标准曲线，根据标准曲线计算 HMGB1 值。
2.6　HSP70／90 检测

按照 HSP70／90 ELISA 检测试剂盒说明，收集待
测样本细胞上清液，离心除去垂死的漂浮细胞，同时按

试剂盒说明准备标准品。将 1 00 μL 的每个标准品和
样品添加到适当的孔中孵育 1 h。洗涤后加入相应的
检测抗体 1 00 μL，孵育后洗涤，加入偶联抗体 1 00 μL，
再次孵育后洗涤，之后依次加入 1 00 μL 的 TMB 底物
溶液，孵育后加入 1 00 μL 终止液，上机检测 450 处的
吸光度值，根据标准品测得值绘制标准曲线，计算检测

样本含量。

2.7　统计分析
以 Graphpad Prism 5.0 和 SPSS 21 .0 软件作图和

统计分析，计量资料用均数±标准差（★x±s）表示，比较
采用单因素方差分析，以 P＜0.05 表示差异具有统计
学意义，以 P＜0.01 表示差异有显著的统计学意义。
3　结果
3.1 　Spicatoside B抑制肺癌细胞增殖

首先我们采用 CCK8 检测 SP -B 对 A549 和
H1 299 细胞的增殖抑制作用。结果显示，20 μM的 SP -
B对两种细胞株均显示了明显的抑制增殖作用，细胞
活性分别为（87.48 ±1.18）%（P＝0.001），和（86.05 ±
0.82%）（P＝0.000），随着药物浓度的增加，细胞活性
随之下降，当 60 μM时，A549 的细胞活性下降至
69.94 ±2.66%，H1 299 活性下降至（41 .51 ±0.42）%，
当 1 00 μM浓度时，两种细胞株的活性降至（28.98 ±
7.29）%和（1 3.54 ±1 .86）%，IC50值分别为 73.1 1 μM
和 51 .461 μM（图 1）。整体而言，SP -B 对 H1 299 的
抑制作用较 A549 更强。由此，选择后续的药物浓度
为 40 μM。
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图 1 　CCK8 检测 SP -B 对细胞增殖活性的影响
3.2　Spicatoside B诱导肺癌细胞凋亡

根据 CCK8 实验结果，选取 40 μM药物浓度作用
于 A549 和 H1 299 细胞，药物作用 24 h 后，收取细胞，
Annexin V -FITC／PI 双染标记，流式细胞仪检测，结果
提示 SP -B可明显促进两种细胞株的凋亡。对 A549
细胞，药物作用后总凋亡率为（26.1 ±2.88）%，与对
照组比较，差异有统计学意义（P＝0.001），其中以晚
凋为主，晚凋率为（1 7.1 7 ±4.46）%，P ＝0.01。对
H1 299 的促凋亡作用则更加强劲，总凋率为（32.27 ±
2.1 5）%，P ＝0.000，其中早凋率、晚凋率与对照组相
比均差异有统计学意义，凋亡率分别为（1 8.53 ±
7.34）%和（1 3.73 ±5.67）%。具体见插页Ⅱ图 2。
3.3　Spicatoside B诱导 DAMPs释放

ICD依赖于 DAMPs 的释放，DAMPs 包括三磷酸
腺苷（ATP）的细胞外分泌、钙网蛋白（calreticulin，
CRT）从内质网到细胞表面的移位［7］、高迁移率基团

B1（high motility group box -1 protein，HMGB1）从细胞
核的释放［8］和细胞表面的热休克 70／90 蛋白（heat
shock proteins，HSP70／90）的表达［9］。这些 DAMPs 作
为激活剂，与先天免疫细胞表面受体相互作用，刺激

APC 抗原呈递，最终触发 T细胞对癌症特异性抗原的
免疫应答［1］。

3.3.1　SP -B作用 24 h后　我们用 SP -B 干预肺癌
A549 和 H1 299 细胞 24 h后，取上清液，检测 ATP的释
放，发现细胞上清液中的 ATP 表达明显升高，A549 细
胞中，从对照组的（1 3.01 ±0.94）nM升高至（40.1 8 ±
5.63）nM，H1 299 细胞中，对照组为（1 4.47 ±1 .48）
nM，药物作用后升至（48.39 ±5.62）nM，差异均有显
著性（P＝0.001）。见插页Ⅱ图 3。
3.3.2　SP -B对细胞 CRP的影响　Spicatoside B干预
细胞 24 h后，流式细胞仪检测 CRT表达，发现 SP -B可
以将 A549 细胞 CRT 阳性率从（4.44 ±0.78）%提高至
（27.27 ±1.46）%；将 H1299细胞的 CRP阳性率从对照组
的（8.47 ±3.07）%提高至（28.1 1 ±3.23）%。差异均
具有统计学意义（P＝0.000）。见插页Ⅱ图 4。
3.3.3　SP -B 作用后 HMGB1、HSP70、HSP90 的释放
　同样，经 40 μM的 Spicatoside B作用 24 h后，ELISA
检测 A549、H1 299 细胞上清中的 HMGB1 和 HSP70／90
释放，发现，SP -B同样可显著提高三者的表达。SP -
B作用后，A549 和 H1 299 细胞上清中的 HMGB1 分别
从（0.48 ±0.1 6）ng／mL 和（0.33 ±0.1 5）ng／mL 升高
至（1 .56 ±0.53）ng／mL 和（1 .96 ±0.22）ng／mL。
HSP70从（1.24 ±0.41）ng／mL和（1.691 ±0.84）ng／mL升

高至（10.719 ±2.2）ng／mL 和（1 1.844 ±2.17）ng／mL；
HSP90从（83.425 ±13.76）pg／mL和（70.022 ±9.05）pg／
mL 升至（1 42.398 ±24.1 4）pg／mL 和（1 77.692 ±
1 9.43）pg／mL。差异均有统计学意义。具体见插页Ⅲ
图 5。
3.4　抑制凋亡逆转了 Spicatoside B 诱导的 DAMPs
释放

通过一系列检测后，我们确定了 SP -B 可抑制细
胞增殖并促进凋亡，同时增加 DAMPs 的释放，诱导
ICD。既往研究发现，细胞的凋亡性质可能对 ICD 的
诱导有重要作用［1 0］，在 SP -B 诱导的 DAMPs 释放中，
凋亡是否起到关键作用？为此，我们抑制凋亡后，再次

检测 DMAPs 的表达，发现抑制凋亡可以逆转 SP -B
诱导的 DAMPs释放。
3.4.1　用 Z -VAD -FMK抑制 SP -B 诱导的凋亡后
　流式细胞仪检测凋亡变化。与单纯 SP -B 组比较，
抑制剂组细胞凋亡率明显降低。A549 的总凋亡率从
（24.43 ±2.4）%降至（1 1 .53 ±1 .37）%，H1 299 的总
凋亡率由（35.83 ±1 .97）%降至（1 9.57 ±1 .72）%，差
异均具有统计学意义（P＝0.000）。见插页Ⅲ图 6。
3.4.2　抑制凋亡后　再次检测细胞外 ATP 的释放，
结果提示，随着凋亡的成功抑制，A549 和 H1 299 细胞
株的 ATP 细胞外释放随之减少，分别由（52.82 ±
6.73）nM和（53.86 ±7.64）nM降至（32.24 ±3.08）nM
和（33.77 ±3.22）nM，差异均具有统计学意义（P ＜
0.01）。见插页Ⅲ图 7。
3.4.3　抑制凋亡后　流式细胞仪检测两种细胞株
CRT的表达，发现 A549 细胞中 CRT表达阳性细胞从
单纯 SP -B 组的（28.85 ±3.1 6）%变为（1 7.36 ±
1.34）%，1 299 细胞株从（33.59 ±9.52）%变为（1 3.35 ±
1 .76）%，差异均有统计学意义（P＜0.01），提示凋亡
的抑制减少了 CRT的表达。具体见插页Ⅳ图 8。
3.4.4　抑制凋亡后　再次检测 HMGB1 和 HSP70、
HSP90的表达变化。结果提示，抑制凋亡同样对 SP -B
诱导的三者的释放有逆转作用。A549 和 H1 299 细胞
株的 HMGB1 的含量分别从单纯 SP -B 组的（1 .55 ±
0.226）ng／mL 和（1 .71 6 ±0.21 8）ng／mL 降至（0.91 1 ±
0.195）ng／mL和（1.017 ±0.251）ng／mL。HSP70含量分别
从（1 1.641 ±2.194）ng／mL 和（1 3.126 ±1.316）ng／mL 降
至（7.051 ±1.356）ng／mL 和（8.851 ±1.051）ng／mL；
HSP90分别从（128.245 ±31.143）pg／mL 和（1 51.534 ±
30.751）pg／mL降至（71.888 ±7.853）pg／mL和（85.861 ±
6.492）pg／mL，差异均具有统计学意义（P＜0.01）。见插
页Ⅳ图 9。
4　讨论

麦冬滋阴润肺，是肺癌治疗的重要药物，其主要成

分之一的 Ophiopogonin B 已被大量研究，而本研究中
Spicatoside B是山麦冬的主要成分，对其抗肿瘤作用
的报道较少。本研究发现，SP -B 可显著抑制细胞增
殖，并促进凋亡。当 20 μM浓度时，即显著抑制 A549
和 H1 299 两种肺癌细胞株的增殖活性，1 00 μM浓度
时细胞活性最低降至（1 3.54 ±1 .86）%，其 IC50值分别
为 73.1 1 μM和 51 .461 μM，显示出了强大的抑制增殖
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活性。当 40 μM浓度作用于 A549 和 H1 299 细胞株
时，可显著诱导凋亡，总凋亡率达（26.1 ±2.88）%和
（32.27 ±2.1 5）%。SP -B 显著抑制肺癌细胞增殖并
诱导凋亡，显现出显著的抗肿瘤作用。

ICD是垂死细胞释放 DAMPs，使其暴露于免疫系
统，从而激活宿主特异性抗肿瘤免疫，发挥直接杀伤肿

瘤细胞和激活免疫进一步杀伤细胞的双重作用［3 -4］；

ICD依赖于 DAMPs 的释放，DAMPs 中 ATP 的细胞外
分泌，被认为是“发现我”的信号，充当 DC 的化学引诱
物前体［1 1］，是 ICD 的重要条件。本研究中，SP -B 作
用于肺癌细胞后，细胞外液 ATP 含量明显升高，与对
照组比较，差异均具有统计学意义。CRT 被认为是提
供“吃我”的信号来促进 DC 的吞噬作用［1 2 -1 3］，从而活

化特异性免疫应答，是 ICD的另一个重要条件。我们的
实验发现，SP -B可显著诱导 CRT的表达，流式检测两
种细胞株中 CRT阳性细胞率由药物作用前的（4.44 ±
0.78）%、（8.47 ±3.07）%提高至作用后的（27.27 ±
1 .46）%、（28.1 1 ±3.23）%，差异有统计学意义（P＜
0.01）。另外，高迁移率族 B1（HMGB1）蛋白由细胞核
经细胞质释放到细胞外后，可结合免疫细胞上的多个

表面受体［1 4］，HSP70／90 可与肿瘤特异性抗原肽形成
HSP -肽复合物，将肿瘤抗原呈递给 DC 表面的MHC -
Ⅰ分子，诱导肿瘤特异性免疫应答［1 5］，三者均发挥重要

的促炎性介质的作用，是 DAMPs 的重要部分。实验证
实 SP -B作用后，明显增高了 HMGB1 和 HSP70／90 的
细胞外分泌，差异均具有统计学意义（P＜0.05）。这些
结果提示 SP -B可有效诱导 DAMPs的释放。

ICD 中 DAMPs 的释放与凋亡和自噬密切相关。
研究发现 DAMPs 中 CRP 和 HMGB1 的释放需要凋亡
过程，CRP的暴露依赖于 ER途径的凋亡［1 6］，主要发生

在细胞凋亡的前一阶段；而 HMGB1 从细胞核中释放
出来，转移到细胞外则发生在细胞凋亡的后期［1 7］。同

时有研究认为自噬是诱导 ICD 的必要条件［1 8］，影响多

种 DAMPs的释放，认为 ATP 的细胞外分泌是自噬依
赖性的，是通过自噬小体形成及之后的溶酶体和质膜

的融合最终通过胞吐作用释放到细胞外。此外，CRP
的细胞膜移位和 HMGB1 的释放也需自噬参与［1 9］；因

此，为明确 SP -B诱导的 DAMPs 释放与凋亡的关系，
抑制凋亡后再次检测各项 DAMPs的表达，发现抑制凋
亡可显著逆转其诱导的各项 DAMPs的释放，CRT阳性
率由（28.85 ±3.16）%和（33.59 ±9.52）%降至（1 7.36 ±
1 .34）%和（1 3.35 ±1 .76）%，HMGB1 的细胞外浓度
由（1 .55 ±0.226）ng／mL和（1 .71 6 ±0.21 8）ng／mL 降
至（0.91 1 ±0.1 95）ng／mL 和（1 .01 7 ±0.251）ng／mL。
差异有统计学意义（P＜0.01）；除 CRT和 HMGB1 外，
ATP和 HSP70／90 的细胞外分泌也随着凋亡的抑制被
显著逆转，提示 SP -B 诱导的 DAMPs 释放中，凋亡发
挥着关键作用。

免疫源性细胞死亡在细胞死亡的同时触发免疫反

应，发挥两种不同模式的抗肿瘤作用，是肿瘤治疗的新

策略。本研究发现，SP -B可有效抑制增殖、促进凋亡
并诱导 DAMPs 释放，触发 ICD，其中凋亡发挥着关键
作用，具有潜在的研究价值，值得进一步的深入研究。
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