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葛根素联合γ突触核蛋白siRNA对膀胱癌细胞生长的抑制作用

王国政1，沈金贵1，邹永平1，汪雪1，李笑蕾2

(1. 上海市徐汇大华医院泌尿外科，上海 200237；2. 吉林大学中日联谊医院神经内科，长春 130033)

[摘　要]	 目的：研究葛根素联合γ突触核蛋白(synuclein gamma，SNCG)siRNA对膀胱癌细胞生长的影响。

方法：用0，100，200，400，800，1 600 μg/mL的葛根素培养液培养膀胱癌细胞，以MTT法检测

细胞增殖变化并计算半数抑制浓度。在膀胱癌细胞中转染SNCG siRNA重组慢病毒和阴性对照慢

病毒，以实时荧光定量PCR(quantitative real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR)和Western印

迹法检测干扰效果。用半数抑制浓度的葛根素处理稳定转染SNCG siRNA重组慢病毒的膀胱癌细

胞，MTT法检测细胞增殖变化，平板克隆试验检测细胞克隆形成能力，Annexin V-FITC/PI双染法

检测细胞凋亡变化，Western印迹法检测细胞中活化的caspase-3(C-caspase-3)、活化的caspase-9(C-

caspase-9)、Bcl-2相关X蛋白(Bax)蛋白表达水平。结果：100，200，400，800，1 600 μg/mL的葛根

素处理后的膀胱癌细胞存活率均低于0 μg/mL处理组(P<0.05)，其半数抑制浓度为(587.26±61.45) 
μg/mL。转染SNCG siRNA重组慢病毒的膀胱癌细胞中SNCG表达水平低于转染阴性对照重组慢病

毒的膀胱癌细胞(P<0.05)。下调SNCG或葛根素处理后的膀胱癌细胞增殖能力和克隆形成能力均降

低，细胞凋亡率升高，细胞中C-caspase-3，C-caspase-9，Bax蛋白水平也升高。与下调SNCG或葛

根素处理后的膀胱癌细胞比较，葛根素处理下调SNCG的膀胱癌细胞的增殖和克隆形成能力均降

低，细胞凋亡率升高，细胞中C-caspase-3，C-caspase-9，Bax蛋白表达水平也升高。结论：葛根素

联合SNCG siRNA能够抑制膀胱癌细胞生长、诱导膀胱癌细胞凋亡。

[关键词]	 膀胱癌；生长；γ突触核蛋白；葛根素

Inhibitory effect of puerarin combined with SNCG siRNA 
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Abstract Objective: To study the effect of puerarin combined with synuclein gamma (SNCG) siRNA on the growth of 

bladder cancer cells. Methods: Bladder cancer cells were cultured with 0, 100, 200, 400, 800 and 1 600 μg/mL of 

Puerarin culture medium. Cell proliferation was measured by MTT and the median inhibitory concentration was 

calculated. SNCG siRNA was transfected into bladder cancer cells by recombinant lentivirus and negative control 

recombinant lentivirus, the jamming effect was detected by quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-
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膀胱癌是泌尿系统恶性肿瘤，提高膀胱癌患

者生存期一直是广大医学工作者研究的重点[1]。葛

根素(图1)是提取自中药葛根中的黄酮类化合物，

对于肝纤维化、骨损伤等具有治疗作用 [2-3]。目前

有研究 [ 4 ]表明：葛根素具有抗肿瘤生长的作用，

葛根素能够抑制肿瘤细胞增殖并诱导肿瘤细胞凋

亡。γ突触核蛋白(synuclein gamma，SNCG)是突触

核蛋白家族的成员之一，在正常人体组织中的周

围神经系统中广泛表达，在肾、肝、肺等组织中

几乎不表达，在睾丸、结肠、心脏等组织有较低

水平的表达[5]。近年来的研究[6-8]表明：SNCG参与

癌症的发生，并在宫颈癌、子宫内膜癌等肿瘤组

织中高表达，下调其表达具有抑制乳腺癌等细胞

生长的作用。既往研究 [9]显示：SNCG在膀胱癌组

织中高表达，并且其表达水平的高低与膀胱癌患

者复发及病理特征有关，但目前对于SNCG在膀胱

癌细胞生长凋亡中的作用尚不清楚。本研究旨在

明确葛根素联合SNCG siRNA对膀胱癌细胞生长凋

亡的影响，为治疗膀胱癌提供新思路。

1  材料与方法

1.1  材料

膀胱癌B IU- 8 7细胞购自上海泽叶生物科技有

限公司；活化的c a s pa se - 9 (C - c a s pa se - 9 )抗体购自

美国Proteintech公司；Bcl-2相关X蛋白(Ba x)抗体

购自美国Abcam公司；SNCG siRNA重组慢病毒和

阴性对照重组慢病毒购自南京科佰生物科技有限

公司；葛根素购自上海铭博生物科技有限公司；

SYBR Green实时荧光定量PCR(quantitative real-time 

polymerase chain reaction，qRT-PCR)试剂盒购自北

京博凌科为生物科技有限公司；引物均由金斯瑞

生物科技有限公司合成；Annex in V-FITC/PI双染

细胞凋亡检测试剂盒购自上海美吉生物医药科技

有限公司；RIPA蛋白裂解液购自上海翊圣生物科

技有限公司；活化的caspase-3(C-caspase-3)抗体、

S N C G 抗体购自上海康朗生物科技有限公司；蛋

白凝胶转膜仪、电泳仪均购自美国Bio -rad公司；

7500荧光定量PCR仪购自美国ABI公司；Quanta SC

流式细胞仪购自美国贝克曼库尔特公司；β-actin抗

体购自美国Abnova公司。

PCR) and Western blot. The bladder cancer cells stably transfected with SNCG siRNA recombinant lentivirus 

were treated with Puerarin at half inhibitory concentration. The proliferation of the cells was detected by MTT 

assay, the colony forming ability of cells was detected by plate cloning test, the apoptosis was uesd by Annexin 

V-FITC/PI double staining, the expression levels of C-caspase-3, C-caspase-9 and Bax in the cells were uesd by 

Western blot. Results: The survival rate of bladder cancer cells treated with 100, 200, 400, 800 and 1 600 μg/mL 

puerarin was lower than that treated with 0 μg/mL (P<0.05), the half inhibitory concentration was calculated to 

be (587.26±61.45) μg/mL. The expression level of SNCG in bladder cancer cells transfected with SNCG siRNA 

recombinant lentivirus was lower than that in bladder cancer cells transfected with negative control recombinant 

lentivirus (P<0.05). The cell proliferation and colony formation ability of bladder cancer cells treated with 

SNCG or puerarin decreased, the rate of apoptosis increased, the level of C-caspase-3, C-caspase-9 and Bax 

protein also increased. Compared with bladder cancer cells treated with SNCG or puerarin, puerarin decreased 

the proliferation and colony formation ability of bladder cancer cells which downregulated SNCG. The rate of 

apoptosis increased, the level of C-caspase-3, C-caspase-9 and Bax protein also increased. Conclusion: Puerarin 

combined with SNCG siRNA can inhibit bladder cancer cell growth and induce bladder cancer cell apoptosis.

Keywords bladder cancer; growth; synuclein gamma; puerarin

OH

HO

HO

HO

OH

OH
O

O

O

图1 葛根素分子结构

Figure 1 Molecular structure of puerarin
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1.2  方法

1.2.1  MTT 法检测葛根素对膀胱癌细胞增殖的影响

B I U - 8 7 细 胞 种 植 到 9 6 孔 板 中 ， 细 胞 贴 壁 以

后，将孔内的液体吸弃，添加含有葛根素终浓度

为0，100，200，400，800，1 600 μg/mL的细胞

培养液继续培养2 4  h。取出培养板，依次在每个

孔内添加1 0  μ L的M TT溶液，孵育结合4  h，将上

清溶液弃掉，添加DMSO，每孔中添加150 μL，反

应1 0  m i n后，此时观察结晶物完全溶液，将9 6孔

细胞培养板放置于酶标仪中检测490 nm的A值，用

不含细胞的空白孔调零以后，设置0 μg/mL作用组

细胞存活率为100%，分析100，200，400，800， 
1 600 μg/mL作用组细胞存活率变化情况。

1.2.2  SNCG siRNA 转染

BIU-87细胞分成4组，分别为NC，puerarin，

S N C G  s i R N A ， C o m b i n a t i o n 。 S N C G  s i R N A ，

Combination为稳定转染SNCG siRNA慢病毒载体

的BIU-87细胞；NC，puerarin为稳定转染阴性对照

慢病毒载体的BIU-87细胞；puerarin，Combination
细 胞 在 实 验 0  h 时 更 换 为 含 有 5 8 7  μ g / m L 
葛 根 素 的 含 药 培 养 液 。 慢 病 毒 感 染 步 骤 如 下 ：

BIU-87细胞密度为约40%时添加慢病毒液[感染复

数(multiplicity of infection，MOI)=40]，继续孵育 
24 h后，将孔内的慢病毒液吸弃，添加新鲜的细胞

培养液，用嘌呤霉素筛选抗性细胞记为稳定感染

慢病毒的细胞株。NC，SNCG siRNA细胞用qRT-
PCR和Western印迹法检测干扰效果，步骤如下：

1)qRT-PCR。NC，SNCG siRNA细胞用冰预冷PBS
洗涤以后，添加TRIzol裂解液，按照常规方法提取

细胞中的总RNA。RNA溶解在DEPC水中，紫外分

光光度计测定RNA样品的A260 nm/A280 nm的比值均符

合实验要求(1.8~2.0)。用cDNA合成试剂盒进行反

转录，步骤同试剂盒说明书。以SYBR Green qRT-
PCR分析计算SNCG mRNA表达情况，设置β-actin
为 内 参 ， 用 2 − △ △ C t法 计 算 S N C G 相 对 表 达 水 平 。

SNCG上游5'-ATGG ATGTCTTCA AG A AGGG -3'，
下游5'-CTAGTCTCCCCCACTCTGGG -3'。β-actin
上游5 ' - CTAC A ATG AG CTG CGTGTG G - 3 '，下游

5'-CGTG AG A AGGTCGG A AGG A A-3'。2)Western
印迹法。NC，SNCG siRNA细胞中分别添加RIPA
蛋白裂解液，置于4 ℃离心机中高速离心并收集蛋

白上清。各组蛋白样品定量用B C A蛋白浓度检测

试剂盒。分别配制5 %上层胶和1 0 %下层胶。蛋白

样品同等体积的上样缓冲液(loading buffer)混合以

后，放在100 ℃煮沸反应5 min。按照每孔上样泳

道中添加30 μg蛋白样品进行上样，在上层胶中以

90 V的电压电泳(约30 min)，在下层胶中用120 V 
的电压电泳至结束。将 P V D F 膜裁剪成与凝胶大

小相同的形状，置于转移缓冲液中浸泡。设置转

膜电流为300 mA，在4 ℃环境中将蛋白电转移到

P VDF膜上，转膜50 min。转膜结束后取出P VDF
膜，置于含有5%牛血清白蛋白封闭液的平皿内，

在 室 温 条 件 下 孵 育 2  h ； P V D F 膜 再 放 置 于 含 有 
1:1 000稀释的SNCG一抗中，在4 ℃环境中过夜反

应；PVDF膜置于1:2 000稀释的二抗反应液中继续

孵育2 h。用ECL方法显色以后，管家基因β-actin作

为参照，分析SNCG蛋白相对表达水平。

1.2.3  MTT 实验检测葛根素联合 SNCG siRNA 对细

胞增殖能力影响

B I U - 8 7 细 胞 培 养 至 对 数 期 以 后 ， 按 照 N C ，

puerarin，SNCG siRNA，Combination分组方法接

种到96孔板内，每个孔内添加4 000个细胞，继续

孵育培养24 h后，按照上述1.2.1中MTT法检测细

胞存活率。设置 N C 组细胞存活率为 1 0 0 % ，分析

puerarin，SNCG siRNA，Combination组细胞存活

率变化情况。

1.2.4  平板克隆试验检测葛根素联合 SNCG siRNA
对细胞克隆形成能力的影响

B I U - 8 7 细 胞 培 养 至 对 数 期 以 后 ， 按 照 N C ，

puerarin，SNCG siRNA，Combination分组方法接种

到6孔板内，每孔中加入500个细胞，放在37 ℃，

5 % C O 2培 养 箱 内 培 养 ， 当 出 现 肉 眼 可 见 的 克 隆

时，终止培养。把孔内的培养液吸弃，以PBS将细

胞洗3次，添加甲醇固定20 min后，用Giemsa染液

染色，在空气中干燥。计数肉眼可见的细胞克隆

数目。

1.2.5  流式细胞术检测葛根素联合 SNCG siRNA 对

细胞凋亡的影响

NC，puerarin，SNCG siRNA，Combination细

胞按照上述方法处理培养24 h后，把培养液上清吸

除，添加PBS洗涤2次，用含有0.02%ETDA的0.25%
胰蛋白酶消化液将细胞消化以后，1 000 r/min离心 
10 min，把上清溶液吸弃。添加100 μL的结合缓冲

液混匀，继续添加10 μL的Annexin V-FITC和PI工作

液，放在室温、避光反应15 min。继续添加400 μL
的结合缓冲液混合后，立即用流式细胞仪检测各

组细胞凋亡变化。

1.2.6  Western 印迹法检测葛根素联合 SNCG siRNA
对细胞中 C-caspase-3，C-caspase-9，Bax 蛋白表达

的影响

NC，puerar in，SNCG siRNA，Combinat ion
按照上述方法处理培养24 h后，用Western印迹法
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检测细胞中C-caspase-3，C-caspase-9，Bax蛋白水

平，步骤同1.2.2。

1.3  统计学处理

采用SPSS 21.0统计软件进行数据分析，数据

用均数±标准差( x± s)表示，两组数据采用独立样

本t检验，多组差异比较采用单因素方差分析，组

间比较采用S N K- q检验，P < 0 . 0 5为差异有统计学

意义。

2  结果

2.1  不同浓度葛根素处理后膀胱癌细胞的增殖情况

100，200，400，800，1 600 μg/mL的葛根素

处理24 h后的膀胱癌细胞存活率低于0 μg/mL葛根素

处理组，葛根素能够抑制膀胱癌细胞增殖(表1)。 
葛根素半数抑制浓度为(587.26±61.45)μg/mL，后

续选用587 μg/mL葛根素处理膀胱癌细胞。

2.2  SNCG siRNA 对膀胱癌细胞中 SNCG 表达的 
影响

膀胱癌细胞中转染 S N CG  s i R N A 后，细胞中

的 S N C G  m R N A 和蛋白表达水平均降低， S N C G 
s i R N A 能 够 成 功 下 调 膀 胱 癌 细 胞 中 S N C G 的 表 达 
(图2，表2)。

2.3  葛根素联合 SNCG siRNA 对膀胱癌细胞增殖

能力的影响

膀胱癌细胞中转染SNCG siRNA后，细胞存活

率降低；葛根素处理24 h后的膀胱癌细胞的存活率

也降低；葛根素联合SNCG siRNA处理24 h后的膀胱

癌细胞存活率下降更多(表3)。表明葛根素和SNCG 
siRNA具有协同抑制膀胱癌细胞增殖的作用。

表1 不同浓度的葛根素处理后膀胱癌细胞的存活率变化

Table 1 Survival rate of bladder cancer cells treated with 

different concentrations of puerarin

葛根素处理浓度/(μg·mL−1) 存活率/%

0 100.00

100 88.24±7.46*

200 72.15±6.32*

400 59.26±5.10*

800 41.20±4.82*

1 600 30.15±6.23*

F 71.157

P <0.001

与0 μg/mL相比，*P<0.05。

Compared with 0 μg/mL, *P<0.05.

图2 Western印迹法检测SNCG siRNA对膀胱癌细胞中SNCG

蛋白表达的影响

Figure 2 Effect of SNCG siRNA on the expression of SNCG 

protein in bladder cancer cells detected by Western blot

SNCG 

β-acitin

NC puerarin

表2 SNCG siRNA转染后膀胱癌细胞中SNCG表达变化

Table 2 Expression of SNCG in bladder cancer cells after 

transfection of SNCG siRNA

组别 SNCG mRNA SNCG蛋白

NC 1.00 0.36±0.05

Puerarin 0.29±0.06* 0.13±0.03*

与NC相比，t1=20.496，t2=6.832，*P<0.05。

Compared with NC, t1=20.496, t2=6.832, *P<0.05.

表3 葛根素联合SNCG siRNA对膀胱癌细胞存活率影响

Table 3 Effect of puerarin combined with SNCG siRNA on 

survival rate of bladder cancer cells

组别 存活率/%

NC 100.00

Puerarin 51.26±6.98*

SNCG siRNA 68.48±6.82*

Combination 41.25±4.13*&

F 70.878

P <0.001

与NC相比，*P<0.05；与SNCG siRNA，puerarin相比，
&P<0.05。

Compared with NC, *P<0.05; compared with SNCG siRNA 

and puerarin, &P<0.05.
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表4 葛根素联合SNCG siRNA对膀胱癌细胞克隆形成能力和凋亡率的影响

Table 4 Effect of puerarin combined with SNCG siRNA on colony forming ability and apoptosis rate of bladder cancer cells

组别 克隆形成数目 凋亡率/%

NC 415.23±38.26 2.45±0.28

Puerarin 291.40±21.63* 26.12±1.32*

SNCG siRNA 324.17±35.11* 17.89±1.93*

Combination 216.55±20.76*& 34.16±4.97*&

F 22.629 72.778

P <0.001 <0.001

与NC相比，*P<0.05；与SNCG siRNA，puerarin相比，&P<0.05。

Compared with NC, *P<0.05; compared with SNCG siRNA and puerarin, &P<0.05.
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100

Puerarin

100               101               102             103             104

104

103

102
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SNCG siRNA

100              101              102              103             104

104

103

102

101
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Combination

100               101              102             103             104

104

103

102

101
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图3 流式细胞术检测葛根素联合SNCG siRNA对膀胱癌细胞凋亡的影响

Figure 3 Effect of puerarin combined with SNCG siRNA on apoptosis of bladder cancer cells by flow cytometry

2.4  葛根素联合 SNCG siRNA 对膀胱癌细胞克隆

形成能力的影响

膀胱癌细胞中转染 S N CG  s i R N A 后，细胞克

隆形成数目减少；葛根素处理2 4  h后的膀胱癌细

胞克隆形成数目也减少；葛根素联合SNCG siRNA
处理2 4  h后的膀胱癌细胞克隆形成数目下降更多 
(表4)。表明葛根素和SNCG siRNA具有协同抑制膀

胱癌细胞克隆形成能力的作用。

2.5  葛根素联合 SNCG siRNA 对膀胱癌细胞凋亡

的影响

膀胱癌细胞中转染SNCG siRNA后，细胞凋亡率

升高；葛根素处理24 h后的膀胱癌细胞凋亡率也升

高；葛根素联合SNCG siRNA处理24 h后的膀胱癌细

胞凋亡率升高更多(表4，图3)。表明葛根素和SNCG 
siRNA具有协同促进膀胱癌细胞凋亡的作用。

2.6  葛根素联合 SNCG siRNA 对膀胱癌细胞中

C-caspase-3，C-caspase-9，Bax 蛋白表达的影响

膀胱癌细胞中转染 S N CG  s i R N A 后，细胞中

C - c a s p a s e - 3，C - c a s p a s e - 9，B a x蛋白水平升高；

葛根素处理2 4  h后的膀胱癌细胞中C - c a s pa se - 3，

C - c a s p a s e - 9 ， B a x 蛋 白 水 平 也 升 高 ； 葛 根 素

联 合 S N C G  s i R N A 处 理 2 4  h 后 的 膀 胱 癌 细 胞 中

C-caspase-3，C-caspase-9，Bax蛋白水平升高更多

(表5，图4)。表明葛根素和SNCG siRNA具有协同

诱导膀胱癌细胞中C-caspase-3，C-caspase-9，Bax
蛋白表达的作用。
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3  讨论

葛根素是一种提取至野葛植物干燥根中的4-7-
二羟基 -8-β-D -葡萄糖基异黄酮，具有降血糖、扩

张冠脉、改善微循环等作用 [ 1 0 - 1 1 ]。葛根素具有抗

肿瘤作用，其抗癌活性远远高于葛根提取物，葛

根素干扰后的肺癌细胞出现明显的凋亡峰，同时

葛根素还具有抑制卵巢癌、胶质瘤等多种肿瘤细

胞生长的功效 [ 1 2 - 1 5 ]。本研究结果表明：不同浓度

的葛根素处理后的膀胱癌细胞的增殖能力降低，

同时葛根素还可以诱导膀胱癌细胞凋亡和抑制膀

胱癌细胞克隆形成，说明葛根素具有抗膀胱癌细

胞活性。

S N C G 基因含有 4 个内含子和 5 个外显子，其

启动子的上游含有一个GC富集区域，该区域能够

与转录因子 S P 1 结合，在 AU G 起始密码子附近含

有突触核蛋白特征序列 [ 1 6 ]。S N CG在人体的三叉

神经节、丘脑、大脑黑质等组织中高表达，而在

其他组织中的表达水平极低，甚至不表达 [17]。研

究 [18-20]表明：SNCG与骨肉瘤、乳腺癌、胃癌等的

发生有关，其在多种恶性肿瘤组织中高表达。一

项乳腺癌相关的研究[21]表明：SNCG siRNA可以下

调乳腺癌细胞的增殖能力，并诱导乳腺癌细胞凋

亡。另一项膀胱癌相关的研究 [ 9 ]表明：癌组织中

SNCG阳性表达率超过90%，而癌旁组织中检测不

到SNCG的表达，SNCG可能参与膀胱癌细胞的生

长和抗凋亡。本研究结果显示：下调SNCG表达后

的膀胱癌细胞的增殖和克隆形成能力均降低，细

胞凋亡增多，说明下调SNCG具有抗膀胱癌生长的

作用，SNCG在膀胱癌中可能发挥癌基因的作用。

本研究还进一步检测了葛根素处理下调SNCG
后的膀胱癌细胞生长和凋亡情况，结果显示：下

调SNCG和葛根素具有协同抑制膀胱癌细胞生长和

诱导膀胱癌细胞凋亡的作用，靶向 S N C G 联合葛

根素可能是膀胱癌治疗的潜在途径。c a s pa se - 3和

caspase-9分别是caspase凋亡反应的下游执行因子

和上游起始因子，二者在正常情况下以没有活性

的酶原形式存在，只有被活化后才可以诱导细胞

凋亡发生 [22-23]。Bax是一种促凋亡蛋白，是Bcl-2蛋

白家族的成员之一，Bax蛋白表达水平越高，细胞

凋亡水平越高[24]。本研究结果还表明：下调SNCG
和葛根素联合还可以促进细胞中活化的caspase-3，

caspase-9和Ba x蛋白表达，提示下调SNCG和葛根

素联合可能通过调控caspase凋亡反应和Bax蛋白表

达诱导膀胱癌细胞凋亡。

图4 Western印迹法检测葛根素联合SNCG siRNA对膀胱癌

细胞中C-caspase-3，C-caspase-9，Bax蛋白水平影响

Figure 4 Effect of puerarin combined with SNCG siRNA on the 

levels of C-caspase-3, C-caspase-9, Bax in bladder cancer cells 

detected by Western blot
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表5 葛根素联合SNCG siRNA对膀胱癌细胞中C-caspase-3，C-caspase-9，Bax蛋白水平的影响

Table 5 Effects of puerarin combined with SNCG siRNA on the levels of C-caspase-3, C-caspase-9 and Bax proteins in bladder 

cancer cells

组别 C-caspase-3 C-caspase-9 Bax

NC 0.12±0.02 0.18±0.04 0.19±0.03

Puerarin 0.29±0.04* 0.40±0.05* 0.34±0.05*

SNCG siRNA 0.23±0.02* 0.38±0.03* 0.33±0.02*

Combination 0.45±0.06*& 0.68±0.09*& 0.72±0.10*&

F 37.917 38.718 44.899

P <0.001 <0.001 <0.001

与NC相比，*P<0.05；与SNCG siRNA，puerarin相比，&P<0.05。

Compared with NC, *P<0.05; compared with SNCG siRNA and puerarin, &P<0.05.
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综上所述，葛根素和下调SNCG均能够抑制膀

胱癌细胞生长并诱导膀胱癌细胞凋亡，且二者联

合具有协同抗膀胱癌细胞生长的作用，靶向SNCG
和葛根素联合可能是治疗膀胱癌的潜在途径，这

为膀胱癌的治疗提供了新方向，为以后研究SNCG
在肿瘤发生中的作用机制奠定了基础。本研究初

步探讨了葛根素和下调SNCG对膀胱癌细胞生长的

作用，没有对其具体的调控机制进行探讨，没有

在多株膀胱癌细胞中进行验证，后续研究会对上

述部分进行具体探索。
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