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　 　 ［摘要］ 　目的 　追踪并分离海绵 A ap tos aap tos 中靶向抑制肺癌干细胞的活性化合物 。方法 　 首先构建肺癌干细胞

A５４９唱Nanog唱GFP的药物筛选模型 ，用 Western blot和免疫荧光验证构建的肺癌干细胞模型中干性基因的表达 。利用肺癌干

细胞模型对海绵 A ap tos aap tos二氯甲烷萃取物的 ８个组分进行活性初筛 ，采用多种色谱分离手段对活性部位进行分离 ，用

CCK８法对分离得到的化合物进行体外抗肺癌干细胞活性筛选 。结果 　成功构建了高表达 CD４４和 ALDH１A１蛋白的肺癌
干细胞模型 ；初筛发现组分 D６具有显著的肺癌干细胞抑制活性（P＜ ０畅０１） ；从组分 D６中分离得到 ４个 aaptamine类生物碱 ，

化合物 AP唱１具有显著的抗肺癌干细胞活性（P＜ ０畅０１） ，其 IC５０值为（３ ．８４ ± ０ ．１２） μmol／L 。结论 　海绵 A ap tos aap tos提取
物中分离得到的 aaptamine类生物碱 AP唱１具有良好的抗肺癌干细胞活性 。
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The discovery of antitumor compounds from marine sponge targeting lung cancer
stem cells
LIU Man ，LIU Liyun ，SUN Fan ，LIN Houwen （Department of Pharmacy ，Renji Hospital Affiliated to School of Medicine ，

Shanghai JiaoTong University ，Shanghai ２００１２７ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To screen the active compounds targeting lung cancer stem cells （LCSCs） from the sponge A ap tos
aap tos ．Methods 　 The A５４９唱Nanog唱GFP model of LCSCs was constructed ．Western blot and immunofluorescence were used to
examine the expression of pluripotency markers in screening model ．The established LCSCs model was used to screen ８ frac唱
tions of A ap tos aap tos dichloromethane extract ．The active fraction was separated by various chromatographic methods ．CCK８
assay was used to screen the compounds for anti唱LCSCs activity in v itro ．Results 　 LCSCs model with high expression of CD４４
and ALDH１A１ protein was successfully constructed ．The fraction D６ showed significant inhibitory activity in LCSCs （P ＜

０畅０１） ．Four aaptamine alkaloids were isolated from this fraction ．Compound AP唱１ has good activity against LCSCs （P＜ ０畅０１）

with IC５０ value（３ ．８４ ± ０ ．１２） μmol／L ．Conclusion 　 AP唱１ isolated from the sponge A ap tos aap tos exhibited significant activity
against LCSCs ．
　 　 ［Key words］ 　 aaptamine alkaloid ；lung cancer stem cell ；proliferation ；AP唱１

　 　我国肺癌的发病率和病死率位居所有肿瘤前

列 ，且肺癌的治疗困难重重 。 肺癌干细胞 （lung
cancer stem cells ，LCSCs）是肿瘤耐药 、复发及转移

的重要原因［１ ，２］
。 最早报道的肺癌干细胞是 Kim

等［３］从小鼠支气管肺泡导管连接处分离出一群

Sca ＋ CD４５ － Pecam － CD３４＋ 的细胞 ，命名为支气管

肺泡干细胞 （ronchioalveolar stem cells ，BASCs ） 。
研究者对 ALDH１ 和 CD４４ 均高表达 （ALDH１ ＋

CD４４＋
）的肺癌细胞进行分析 ，发现该细胞亚群的干

细胞特性表型均强于 ALDH１＋ CD４４ －
、ALDH１ －

CD４４＋
、ALDH１ － CD４４ － 及未分选的细胞群 ，并且

ALDH１＋ CD４４＋ 细胞具有更强的致瘤性 ，且对化疗

抵抗［４］
。将干性基因 SSEA１ 、Nanog 、Oct４ 等导入

肿瘤细胞 ，获得干细胞样肿瘤细胞作为体外药物筛

选模型技术已日趋成熟［５］
。 Chiou等［６］在体外共表

达 Nanog 和 Oct４ 于肺腺癌细胞 ，该细胞表现出明

显的干细胞特性 ，具有较强的体内成瘤能力及诱导

细胞发生上皮细胞间质化改变 。因此 ，利用高表达

干细胞标志物的肺癌细胞对靶向肺癌干细胞进行药
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物筛选与研究更有意义 。

　 　海绵属于多孔动物门（Porifera） ，是最原始的多

细胞动物 。在其漫长的生存竞争过程中 ，为了捕食 、

争夺领地 、驱赶捕食者 ，形成了复杂而强大的化学防

御体系 ，体内产生并积累了大量具有特殊化学结构

和生理活性的次生代谢产物 ，已成为海洋抗肿瘤活

性先导化合物的首要来源［７ ，８］
。在国内外已上市的

７ 个海洋药物分子中 ，有 ３ 种源自海绵 ：Ara唱A 、Ara唱
C和 Halaven［９］ 。随着肿瘤干细胞筛选模型的日渐
成熟 ，从海绵中发现新型靶向干细胞的抗肿瘤先导

化合物具有重要的临床价值和良好的应用前景 。本

研究通过构建肺癌干细胞模型 ，对海绵 A ap tos
aap tos提取物进行活性筛选 ，并进一步对活性部位

进行分离筛选 ，最终得到 １ 个具有显著抗肺癌干细

胞活性的 aapatmine类生物碱 。

1 　材料与方法

1 ．1 　 材料 　 海绵 A ap tos aap tos 二氯甲烷层的 ８

个组分及化合物单体由本课题组提供 ；人肺癌细胞

株 A５４９（上海中科院细胞库） ；F１２K 培养基 、胎牛

血清 、谷氨酰胺 、胰蛋白酶（美国 Gibco 公司） ；DM唱
SO 和嘌呤霉素（美国 Sigma 公司） ；CCK８（日本东
仁化学公司） ；shRNA唱Nanog唱GFP （上海吉玛制药
有限公司） ；Polybrene 助转剂（美国 Snata Cruz 公
司） ；ALDH１A１ 、CD４４ 、Nanog 、GAPDH 抗体 、辣根

过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG （美国 CST 公司） 。

生物安全柜（美国 Thermo Fisher 公司） ；二氧化碳

培养箱（美国 Thermo Fisher 公司） ；荧光倒置显微

镜（日本 Nikon 公司） ；多功能酶标仪 SpectraMax
M３（美国 Molecular Devices 公司） ；Odyssey 双色红
外成像系统（美国 LI唱COR公司） 。

1 ．2 　方法
1 ．2 ．1 　细胞培养 　肺癌干细胞培养于含 １０％ 胎牛

血清和 １％ 谷氨酰胺的 F１２K培养基（３７ ℃培养箱 ，

５％ CO２ ） 。

1 ．2 ．2 　 慢病毒转染稳定高表达 Nanog唱GFP 于
A５４９ 细胞系 　 将生长稳定的 A５４９ 细胞以 １ ×

１０
４
／孔铺于 ６孔板中 ，使细胞在慢病毒转染时的融

合度在 ５０％ 左右 。 ２４ h后 ，用含 ６ μg／ml polybrene
的１ ml新鲜培养基替换原培养基 ，加入适量病毒悬

液 ，３７ ℃孵育 。 ４ h后加入 １ ml新鲜培养基以稀释
polybrene 。继续培养 ２４ h ，用新鲜培养基替换含有
病毒的培养基 。一般转染 ４８ h 后可见明显荧光表
达 ，７２ h 后更加明显 。如需 FACS 检测转染效率 ，

可在转染后 ７２ ～ ９６ h进行 。 ２４孔板中 ，每孔加入

嘌呤霉素杀死未转染细胞 。 使用无嘌呤霉素培养

基 ，继续培养 ，每隔 １ 周需加嘌呤霉素杀死未转染

细胞 。

1 ．2 ．3 　免疫荧光染色 　 将合适浓度的细胞悬液接

种于 １０ mm培养皿中 ，培养过夜后加入预热的 ４％

多聚甲醛 ，室温固定 １０ min 。弃掉固定液 ，洗涤 ２

次 。加入 ０ ．４％ T riton唱X１００ 通透液 ，室温孵育

１５ min 。加入 １％ BSA 封闭 ，湿盒中 ３７ ℃ 孵育

３０ min 。过夜孵育一抗（Nanog） 。洗涤 ３次 ，荧光二

抗湿盒中避光孵育 １ h 。再洗涤 ３次 。加入含 DA唱
PI的封片剂（mounting medium）５００ μl ，静置１０ min
左右 ，４ ℃避光保存 ，防止荧光淬灭 。于暗处用荧光

显微镜观察 。

1 ．2 ．4 　 Western blot 检测 Nanog 、CD４４ 、AL唱
DH１A１的表达水平 　 提取各组细胞蛋白 ，通过

BCA 法进行蛋白定量 ，蛋白变性后上样 、电泳 ，待溴

酚蓝接近胶底部时停止 、转膜 ，室温用 ５％ 脱脂奶粉

封闭 ２ h ，PBS 洗 ３ 次 ，４ ℃ 过夜孵育一抗（Nanog 、
CD４４ 、ALDH１A１ 、GAPDH ） ，洗膜 ，二抗室温摇床

上孵育 １ h后 ，经 ECL 显色并应用 Quantity One软
件进行分析 。

1 ．2 ．5 　 CCK８ 法检测细胞增殖活力 　 将 ５ × １０
３

个／孔细胞接种于 ９６ 孔板中 ，每孔 １００ μl 。细胞培
养过夜后加入等比稀释的组分或化合物并设置空白

组 。每组 ６个复孔 ，作用 ７２ h 后 ，弃培养基 。每孔

加入 １０ μl的 CCK８溶液 ，培养箱内孵育 ０ ．５ ～ １ h ，
用酶标仪测定在 ４５０ nm 下的吸光度（A ）值 。细胞

存活率（％ ）＝ （加药组 A 值 －空白组 A 值）／（对照

组 A 值 －空白组 A 值） × １００％ 。

1 ．2 ．6 　 数据处理 　 所有数据以（珚x ± s）表示 ，使用

GraphPad Prism５ ．０统计软件进行统计学分析并制

作图表 。多组间比较采用单因素方差分析 ，组间两

两比较采用 Dunnett′s t检验 。以 P ＜ ０ ．０５为差异

有统计学意义 。

2 　结果

2 ．1 　高表达 Nanog唱GFP的 A５４９细胞中干性标志
物表达增加 　通过慢病毒转染稳定高表达 Nanog唱
GFP于 A５４９细胞系 ，筛选得到稳定表达 Nanog 的
肺癌干细胞系 。免疫荧光结果显示 ，与对照组 shR唱
NA 相比 ，shRNA Nanog 慢病毒转染组中 ９５％ 以

上的 A５４９细胞带绿色荧光 ，说明 Nanog唱GFP 已成
功转入 A５４９细胞（图 １） 。 Western blot 检测发现 ，

与对照组 shRNA 相比 ，shRNA Nanog 慢病毒转染
组中 Nanog 蛋白水平显著增加 ，CD４４ 和 AL唱
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DH１A１蛋白表达水平也相应提高（P＜ ０ ．０５） ，提示

该类细胞具有肺癌干细胞特征（图 ２） 。

图 1 　免疫荧光检测 A549唱Nanog
中 Nanog表达增加

图 2 　 Western blot检测 A549唱Nanog中干
性标志物 ALDH1A1 、CD44 和 Nanog的表达

2 ．2 　二氯甲烷萃取物分离得到的 ８个组分抗肺癌干

细胞的活性 　课题组前期研究发现 Aaptos aaptos海
绵中活性成分主要集中在低极性的二氯甲烷层 ，经过

减压柱分离得到 ８个组分 D１ ～ D８ ，不同浓度的组分

（１ 、１０ 、１００ mg／L）作用于肺癌干细胞 ４８ h后 ，检测其

细胞活力（图 ３）。组分 D１ ～ D５对肺癌干细胞无明显
的抑制作用 ；组分 D６ ～ D８对肺癌干细胞有抑制作
用 ，组分 D６的抑制作用最为显著 。组分 D６在浓度
１ 、１０和 １００ mg／L时 ，对肺癌干细胞的抑制率分别为

（２３ ．０７ ± １ ．８）％ （P ＜ ０畅０１）、（６０ ．４６ ± ０ ．９）％ （P ＜

０畅０１）和（８５ ．６７ ± １ ．２）％ （P＜ ０ ．０１）。

2 ．3 　 ４个 aapatmine类生物碱对肺癌干细胞的抑制
作用 　使用凝胶柱色谱 、正相硅胶柱色谱 、反相硅胶

柱色谱以及高效液相色谱对组分 D６ 进行分离 ，得

图 3 　不同组分对肺癌干细胞增殖的影响

到 ４个 aapatmine类生物碱 AP１ ～ AP４ ，其结构式

见图 ４ 。 用不同浓度的 AP１ 、AP２ 、AP３ 和 AP４
（０ ．３７ 、１ ．１１ 、３畅３３ 、１０畅００ μmol／L）作用肺癌干细胞
４８ h ，检测其细胞活力 。 AP唱１ 、AP唱３和 AP唱４对肺癌
干细胞均有抑制作用 ，其中 AP唱１的作用最明显（图

５）。 AP唱１ 在浓度为 １畅１１ 、３畅３３ 和１０畅００ μmol／L时 ，

对肺癌干细胞的抑制率分别为 （１４畅６７ ± ０畅３ ）％

（P＜ ０畅０５） 、（４２畅１３ ± ０畅８）％ （P＜ ０畅０１）和（９１畅５７ ±

２ ．８）％ （P＜ ０畅０１） 。经计算 ，AP唱１作用肺癌干细胞
４８ h的 IC５０值是（３ ．８４ ± ０ ．１２） μmol／L（图 ６） 。

图 4 　 4个 aapatmine类生物碱的结构图

图 5 　 AP唱1 ～ AP唱4对肺癌干细胞增殖的影响
倡 P ＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P＜ ０ ．０１ ，与对照组比较

3 　讨论

　 　越来越多的研究证据表明 ，肿瘤可能是一种干

细胞疾病［１０］
。肿瘤细胞在增殖和分化方面与干细

胞具有相似之处 。自 Lapidot 首次基于特异细胞表
面标志物分离出人急性粒细胞白血病干细胞以来 ，

６０３

药学实践杂志 　 ２０１７ 年 ７ 月 ２５日第 ３５ 卷第 ４ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３５ ，No ．４ ，July ２５ ，２０１７



图 6 　 AP唱1对肺癌干细胞的抑制率曲线

研究者陆续从胶质瘤 、肺癌 、乳腺癌 、前列腺癌 、宫颈

癌 、结肠癌等临床肿瘤标本中鉴定出了具有特异表

面标志物的肿瘤干细胞 ，为肿瘤干细胞在实体瘤中

的存在提供了有力的证据［１１］
。

　 　海绵作为海洋药物先导分子最丰富的来源之

一 ，研究者从中分离得到了多种抗肿瘤效果显著的

先导分子 。但是 ，目前有关海绵来源具有肿瘤干细

胞抑制活性的分子研究报道很少 。 ２０１１年 ，Otting唱
er首次开展了海绵抗肿瘤干细胞活性研究 。 对采

自地中海海域的 １１种海绵提取物进行了抗前列腺

癌和胰腺癌肿瘤干细胞的活性筛选 。结果表明 ，在

０ ．２ mg／ml 浓度下 ，１１种海绵提取物均能有效抑制

肿瘤干细胞 PaCa２ 和 PC３ 的生长 。 其中 ，海绵

Crambe crambe 的提取物活性最强 ，在 ２ ．０ μg／ml
浓度下依然具有显著的抑制作用 ，并对正常成纤维

细胞和内皮细胞毒性较小 。体内成瘤实验发现 ，该

海绵提取物的抑瘤效果强于吉西他滨 ，两者联用时 ，

体内肿瘤可被完全清除［１０］
。由此可见 ，从海绵中寻

找具有靶向抑制肿瘤干细胞活性的药物先导分子具

有较大的潜力和良好前景 。本实验成功构建了稳定

表达 Nanog唱GFP 的肺癌干细胞 A５４９唱Nanog唱GFP
药物筛选模型 ，Western blot 结果表明 ，A５４９唱
Nanog唱GFP高表达 ALDH１A１ 和 CD４４ 两种干性
标记物 。利用稳定表达 Nanog唱GFP 的肺癌干细胞
模型 ，对海绵 A ap tos aap tos二氯甲烷层的 ８个馏分

进行体外抗肺癌干细胞活性评价 ，发现 D６ 对肺癌
干细胞有良好的抑制作用 ，提示 D６ 中存在抑制肺
癌干细胞的活性成分 。使用多种色谱分离技术手段

对组分 D６进行分离 ，得到 ４个 aaptamine类生物碱
AP１ ～ AP４ ，对其进行体外抗肺癌干细胞活性评价

发现 ，AP唱１对肺癌干细胞增殖具有显著的抑制作
用 ，IC５０值为（３ ．８４ ± ０ ．１２） μmol／L 。课题组初步认

为 AP唱１具有靶向抑制肺癌干细胞的作用 ，其具体

作用机制还需进一步研究 。

　 　 综上所述 ，海绵 A ap tos aap tos 中分离筛选得
到的 aaptamine类生物碱 AP唱１ 具有靶向抑制肺癌
干细胞的活性 ，这为从海绵中靶向筛选具有特异性

抗肺癌干细胞的活性化合物提供了科研思路 ，进一

步帮助研究人员了解海绵抗肿瘤活性的物质基础 ，

丰富靶向肿瘤干细胞的药物分子来源 ，同时有望获

得新型抗肺癌干细胞的先导分子 。
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