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肝 癌 是 全 球 第 五 大 常 见 癌 症， 占 所 有 癌 症 的

5．6％， 全球 50％以 上 的 肝 癌 发 生 在 我 国， 慢 性 乙

肝、丙 型 肝 炎 病 毒 是 其 最 主 要 的 病 因（约 80％），其

次是酒精、药物、摄食含有黄曲毒素的食物等 ［1］。 因

此，开发具有抗肝癌肿瘤活性的新药成为当今科研

工作者的重要使命。 二萜类化合物的抗肿瘤活性一

直以来备受天然药物研究者的关注，其中以紫杉醇

及 其 衍 生 物 对 耐 药 的 乳 腺 癌 和 卵 巢 癌 的 疗 效 为 典

型代表。 毛萼乙素是从毛萼香茶菜属分离鉴定出来

的，具有对映～贝壳杉型结构的一种二萜类化合物，
研究表明，该化合物在体外可抑制多种肿瘤细胞株

的增殖 ［2－5］。 本研究主要探讨毛萼乙素抑制肝癌肿

瘤细胞 HepG2 增殖的机制。

1 材料与方法

1．1 材 料
1．1．1 药 品 及 试 剂 毛 萼 乙 素 来 自 中 国 科 学 院 昆

明植物所：MTT （噻唑蓝）、RPMI-1640、DMEM 培养

基购自美国 Sigma 公司； 胎牛血清购 自 美 国 Gibco
公 司；Hoechst33342 购 自 美 国 Invitroge 公 司； 抗 体

Bax、PARP、a-tubulin 均 购 自 美 国 Cell Signaling 公

司； 肝 癌 细 胞 株 PLC-8024、BEL-7402、HepG2 均 来

毛萼乙素诱导肝细胞癌细胞凋亡的实验研究
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摘 要：目 的 研 究 毛 萼 乙 素 抑 制 肝 癌 肿 瘤 细 胞 增 殖 的 机 制。 方 法 利 用 MTT 实 验 检 测 毛 萼 乙 素 对 肝 癌 肿 瘤 细 胞 株

增 殖 的 影 响，采 用 Hoechst 染 色 法 检 测 毛 萼 乙 素 是 否 能 引 起 人 肝 癌 细 胞 株 HepG2 的 凋 亡，采 用 Western-blotting 检 测

凋 亡 相 关 蛋 白 Bax 和 PARP 的 表 达 水 平，免 疫 荧 光 技 术 检 测 Bax 的 表 达 水 平。 结 果 毛 萼 乙 素 可 以 明 显 抑 制 肝 癌

细 胞 的 生 长 ，Hoechst 染 色 实 验 发 现 毛 萼 乙 素 可 以 诱 导 肝 癌 细 胞 的 凋 亡 ，Western-blotting 实 验 检 测 到 实 验 组 Bax 高

表 达，凋 亡 蛋 白 PARP 的 剪 切 带 与 对 照 组 相 比 也 明 显 增 强。 免 疫 荧 光 实 验 也 显 示，实 验 组 Bax 高 表 达。 结 论 毛 萼

乙 素 可 通 过 升 高 促 凋 亡 蛋 白 Bax 的 表 达，促 进 肝 癌 细 胞 株 HepG2 的 凋 亡，从 而 抑 制 其 增 殖。
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Eriocalyxin B induces apoptosis in hepatocellular carcinoma （HCC） cells
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Abstract：Objective To explore the mechanism of the growth inhibitory effect of Eriocalyxin B （EriB） on HCC．

Methods The growth inhibitory effect of EriB on HCC cells was measured by MTT assay． The effect of EriB on cell

apoptosis was investigated by Hoechst staining． Apoptosis proteins were detected by Western-blotting and immunofluorescent

staining． Results EriB had significant growth inhibitory effect on HCC cells in a dose-dependent manner． Hoechst

staining indicated that EriB could induce cell apoptosis in hepatocellular carcinoma． And after treatment by EriB ，the

apoptosis protein Bax，cleaved-PARP was increased in the experimental group． Immunofluorescent staining also confirmed

the expression level of Bax in EriB treatment group was higher than that in the control group． Conclusion EriB may

inhibit HCC growth by elevating the expression of Bax and promoting the HepG2 cells apoptosis．
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图 1 毛 萼 乙 素 对 肝 癌 肿 瘤 细 胞 活 性 的 影 响

Fig．1 Effect of EriB on the viability of HCC cells

自中山大学肿瘤防治中心。
1．1．2 仪 器 超 净 工 作 台 购 自 苏 州 集 团 苏 州 安 泰

空 气 技 术 有 限 公 司 ； 二 氧 化 碳 培 养 箱 购 自 美 国

FORMA 公 司；酶 标 仪 购 自 美 国 Bio-Tek 公 司；倒 置

荧光显微镜购自德国 Zeiss 公司； 激光共聚焦显微

镜购自日本 Olympus 公司。
1．2 方法
1．2．1 细胞培养 人肝癌细胞株 BEL-7402 常规培

养于 5％胎牛血清、1640 培养基中，在 37℃、5％ CO2

培养箱内全湿条件下培养。 人肝癌细胞株 HepG2、
PLC-8024 常规培养于 5％胎 牛 血 清、DMEM 培 养 基

中，在 37℃、5％ CO2 培养箱内全湿条件下培养。
1．2．2 MTT 实 验 MTT 法 检 测 毛 萼 乙 素 对 BEL-
7402、HepG2、PLC-8024 细胞的体外细胞毒性。 将处

于对数生长期的细胞接种于 96 孔板中，接种密度为

5×104 ／ ml， 待细胞处于对数生长期后分别加入不同

浓度 （2．5、5．0、7．5、10．0、12．5、15．0、17．5、20．0 μmol ／ L）
的 毛 萼 乙 素（毛 萼 乙 素 先 溶 于 DMSO，再 用 培 养 液

稀释至所需浓度）， 空白对照组只加培养液。 孵育

24 h 后每孔加入 20 μl MTT，4 h 后吸去药物，每孔

加入 150 μl 的 DMSO 溶 解， 并 在 酶 标 仪 下 于 570
nm 处检测细胞活性， 按以下公式计算细胞生长抑

制率。 细胞生长抑制率＝（1－实验孔吸光值 ／ 空白对

照孔吸光值）×100％。
1．2．3 Hoechst 染 色 实 验 将 5×104 ／ ml HepG2 铺

到 6 孔板中，待细胞贴壁后，加入毛萼乙素（0、10．0
μmol ／ L）作 用 24 h 后 ，PBS 清 洗 一 遍 ，每 孔 加 入 2
ml 4％的多聚甲醛固定 30 min，然后加入 20 μg ／ ml
的 Hoechst33342 染 液，室 温 避 光 染 色 15 min，最 后

用荧光显微镜观察细胞核形态变化。
1．2．4 采 用 Western-blotting 和 免 疫 荧 光 法 检 测 相

关凋亡蛋白表 达 将 处 于 对 数 生 长 期 的 HepG2 细

胞用胰酶消化后， 用含 5％胎牛血清的培养基配成

细 胞 悬 液，充 分 混 匀，以 5×104 个 ／ 孔 密 度 接 种 于 6
孔细胞培养板中，经不同浓度的毛萼乙素作用 24 h
后， 收集实验组和对照组所有细胞的全细胞蛋白。
蛋 白 样 品 经 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 分 离 并 电 转 移 至

PVDF 膜，5％脱 脂 牛 奶 室 温 封 闭 1 h 后 加 入 一 抗。
4℃过夜后加入二抗，室温孵育 2 h，暗室曝光；并将

α-Tubulin 蛋白表达量作为内参。 毛萼乙素（0、10．0
μmol ／ L）作用于 HepG2 细胞 24 h 后，细 胞 经 4％多

聚甲醛固定和 0．5％ TritonX-100 穿孔后， 用 1％羊

血 清 于 37℃温 箱 封 闭 30 min 后 加 入 一 抗 （Bax），
37℃孵育 1．5 h 后加入荧光二抗，37℃避光孵育 1．5 h
后，加入配好的 DAPI 染液，避 光 室 温 放 置 10 min，
用含抗淬灭剂的封片液封片后，于激光共聚焦显微

镜下观察结果。

2 结 果

2．1 毛萼乙素明显抑制多株肝癌肿瘤细胞生长 MTT
实 验 显 示， 毛 萼 乙 素 可 以 明 显 抑 制 肝 癌 肿 瘤 细 胞

HepG2、BEL-7402、PLC-8024 的生长，毛萼乙素作用

24 h 的 IC50 值 分 别 为 9．13、13．4、15．7 μmol ／ L （图

1）。

2．2 毛萼乙素诱导肝癌细胞凋亡 毛萼乙素作用

24 h 后，Hoechst 染色发现 HepG2 的 细 胞 核 发 生 固

缩，并 伴 有 凋 亡 小 体 的 出 现，以 上 现 象 证 明 毛 萼 乙

素能诱导肝癌细胞凋亡（图 2）。
2．3 毛萼乙素作用 HepG2 细胞后凋亡蛋白的变化
Western-blotting 实验检测到，经 不 同 浓 度 的 毛 萼 乙

素 作 用 24 h 后 ，HepG2 细 胞 中 凋 亡 相 关 蛋 白 Bax
和 cleaved-PARP 的表达量明显高于对照组。 Bax 蛋

白 的 免 疫 荧 光 染 色 实 验 也 证 实 实 验 组 Bax 出 现 高

表达（图 3）。
图 2～图 3 见封二。

3 讨 论

肝癌是我国癌症中的第二号杀手，临床用于肝

癌治疗的药物不但治疗效果不理想，而且还有严重

的副作用。 因此，寻找新型有效的抗肝癌药物非常

必要。 据统计，从 1981 年到 2010 年的近 30 年开发

并 用 于 临 床 的 抗 肿 瘤 药 物 中 有 约 79％的 药 物 是 来

源于天然药物或是与其相 关 的 衍 生 物 ［6］。 二 萜 类

化合物是一种十分重要的天然产物，广泛存在于自

然界，资源十分丰富，具有多种生物活性，作为潜在

的抗肿瘤活性物质来源具 有 较 高 的 研 究 价 值 ［7－12］。
毛 萼 乙 素 是 从 毛 萼 香 茶 菜 属 分 离 鉴 定 出 来 且 具 有

对映～贝壳杉型结构的一种二萜类化合物， 本研究
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发 现 毛 萼 乙 素 可 以 显 著 抑 制 肝 癌 细 胞 增 殖 并 诱 导

肝癌细胞凋亡。
细 胞 凋 亡 的 发 生 往 往 伴 随 着 胞 内 一 系 列 相 关

蛋白表达的变化， Bcl-2 家族在细胞凋亡调控中有

重要作用，是目前细胞凋亡研究的热点之一。 Bcl-2
家族分为抑制凋亡 和 促 进 凋 亡 蛋 白 两 大 类。 Bcl-2
和 Bax 分 别 是 Bcl-2 家 族 中 最 主 要 的 抑 制 凋 亡 和

促 进 凋 亡 蛋 白。 在 多 数 肿 瘤 中，Bcl-2 表 达 水 平 升

高，而 Bax 表达下降。 上调 Bcl-2 或下调 Bax 能抑制

多种因素诱导的多种肿瘤细胞凋亡。反之，下调 Bcl-
2 或上调 Bax 则促进多种肿瘤细胞凋亡 ［13－15］。 根据

文 献 报 道，Bax 的 上 调 可 以 促 进 Cytochrome C 的 释

放，Cyochrome C 的 释 放 又 可 以 激 活 Caspase 通 路，
导 致 PARP 水 解 成 cleaved-PARP，最 终 引 起 细 胞 的

凋亡 ［16－18］。 Western-blot 实验发现，经毛萼乙素处理

后 HepG2 细 胞 中 Bax 蛋 白 和cleaved-PARP 表 达 上

调， 免疫荧光实验再次证明促凋亡蛋白 Bax 在实验

组高表达。 因此推断，毛萼乙素可通过上调 Bax 而激

活下游一系列凋亡通路，进而使 PARP 水解，最终导

致肝癌细胞凋亡。
综上所述，本研究发现毛萼乙素可以显著抑制

肝癌肿瘤细胞的增殖并诱导其发生凋亡。 结合以前

的文献报道， 毛萼乙素显示了良好的抗肿瘤活性，
具备开发为新型抗肿瘤药物的潜质，但毛萼乙素的

临床应用还有待于更多的实验研究。
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