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·基础研究·

仙鹤草水提液对ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞的抗癌作用及其机制
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　　摘　要：目的　体外观察中药仙鹤草的抗肝癌作用，并初步探讨其机制。方法　制备仙鹤草水提液，以含不同浓度仙鹤草水

提液的细胞培养液培养ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞，于不同时间点采用 ＭＴＴ法测定细胞活力并计算抑制率（ＩＲ），光镜下观察细胞形

态学变化，流式细胞仪检测细胞凋亡率，免疫细胞化学染色检测Ｂｃｌ２、Ｐ５３蛋白的表达。结果　仙鹤草水提液作用ＳＭＭＣ７７２１

肝癌细胞２４、４８、７２ｈ后，５ｍｇ／ｍＬ组和１０ｍｇ／ｍＬ组无明显细胞生长抑制作用，２０ｍｇ／ｍＬ组的ＩＲ分别为０．５％、２３．９％和

２７．５％，４０ｍｇ／ｍＬ组的ＩＲ分别为２３．３％、５１．７％和７１．６％。仙鹤草水提液有效浓度作用４８、７２ｈ后，细胞呈现明显的凋亡形态

学改变；２０ｍｇ／ｍＬ组的细胞凋亡率分别为１９．５％和２３．０％，４０ｍｇ／ｍＬ组分别为３３．４％和４２．７％。２０ｍｇ／ｍＬ组的Ｂｃｌ２蛋白

阳性表达率分别为７１．９％和５８．５％，４０ｍｇ／ｍＬ组分别为４７．９％和２６．５％。２０ｍｇ／ｍＬ组的Ｐ５３蛋白阳性表达率分别为２２．９％

和５０．６％，４０ｍｇ／ｍＬ组分别为４８．７％和８３．７％。结论　仙鹤草水提液能较明显地抑制ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞增殖，诱导细胞凋

亡，并呈剂量、时间依赖性，凋亡发生可能与Ｂｃｌ２和Ｐ５３蛋白表达改变有关。
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　　目前恶性肿瘤的药物治疗以化学药品为主，其开发费用昂

贵，不良反应大。中草药是我国医药的一大特色，具有多靶点、

多效应、毒副作用低、提高机体免疫力、调节内分泌功能、不易

产生耐药性等独特优点，在肿瘤治疗中正日益受到重视［１］。仙

鹤草是蔷薇科植物龙牙草（ａｇｒｉｍｏｎｉａｐｉｌｏｓａｌｅｄｅｂ，ＡＰＬ）的地

上部分，含有酚、酯、黄酮、鞣质、糖苷、有机酸、挥发油、三萜皂

苷等化学成分，具有抗肿瘤、降血糖、镇痛抗炎、止血等多方面

的药理作用［２］。体外试验显示仙鹤草对胃癌、肠癌、食管癌、肺

癌、乳腺癌、宫颈癌细胞株的生长都具有抑制作用［３４］，配伍用

于中药方剂治疗肺癌也有一定的临床疗效［５］。实验研究显示，

仙鹤草体内外都具有显著的抗肝癌作用［６８］，与介入治疗联合

应用可提高肝癌的临床疗效［９］，也是慢性肝病中医临症的要药

之一。因此，仙鹤草的抗肝癌作用值得深入研究。体外研究常

用的人肝癌细胞株有ＳＭＭＣ７７２１、ＨｅｐＧ２和ＢＥＬ７４０２等，不

同的肝癌细胞株具有不同的来源背景和生物学特性［１０］，其中

ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞是建株于国人的中分化肝细胞癌，广泛

应用于肝癌的实验研究。有关仙鹤草抗肝癌作用的实验研究

主要限于 ＨｅｐＧ２和ＢＥＬ７４０２肝癌细胞系和一个研究组
［６８］。

本研究观察仙鹤草水提液对人ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞生长和

凋亡的影响，并初步探讨其作用机制，旨在进一步为仙鹤草在

肝癌治疗中的应用提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　仙鹤草水提液的制备　取中药仙鹤草１００ｇ，加入约１０

倍体积的蒸馏水，煮沸１ｈ，取药液，再加等量的蒸馏水，煮沸１

９２９３重庆医学２０１３年１１月第４２卷第３２期



ｈ，取药液。合并两次药液，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清

液浓缩为８０ｍＬ，过滤除菌，４℃保存，使用前用ＲＰＭＩ１６４０培

养液（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）稀释为所需浓度。提取液按生药计为

１．２５ｇ／ｍＬ。

１．２　ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞复苏与传代培养　复苏ＳＭＭＣ

７７２１肝癌细胞（本研究所冻存），接种于含１０％灭活胎牛血清

（杭州四季青生物材料有限公司）的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，在

３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度下培养，２４ｈ后更换培养液。每天倒

置显微镜下观察细胞，视生长情况每１～３天换液１次，并传代

培养。

１．３　实验分组　按ＲＰＭＩ１６４０培养液中的仙鹤草水提液浓

度设４个实验组（５、１０、２０、４０ｍｇ／ｍＬ组）进行实验，同时设立

对照组（不加药液），于培养后２４、４８和７２ｈ分别观察仙鹤草

水提液对ＳＭＭＣ７７２１细胞的作用。

１．４　仙鹤草水提液对ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞增殖的影响　将

对数生长期的ＳＭＭＣ７７２１细胞用０．２５％胰蛋白酶（上海生工

生物工程有限公司）溶液消化，收获细胞并用ＲＰＭＩ１６４０培养

液制成单细胞悬液，计数细胞，将细胞浓度调整为５×１０４／ｍＬ。

以每孔１０４ 个细胞接种于９６孔细胞培养板（Ｂｉｏｆｉｌ公司），每组

设４个复孔。待细胞生长良好，达孔底面积的２／３时，吸去培

养液，加入不同浓度的仙鹤草水提液ＲＰＭＩ１６４０培养液，继续

培养。于培养２４、４８和７２ｈ时分别每孔加入噻唑蓝（ＭＴＴ，北

京奇华盛生物技术有限公司）溶液（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，继续孵育

４ｈ，吸弃孔内培养液，加入１５０μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，上海

化学试剂厂），震荡１０ｍｉｎ，测定各孔光密度值（ＯＤ）。计算各

组的平均ＯＤ值及细胞生长抑制率（ＩＲ）：ＩＲ＝［（对照组平均

ＯＤ值－实验组平均ＯＤ值）／对照组平均ＯＤ值］×１００％。实

验重复３次，计算平均抑制率。根据 ＭＴＴ结果，选取有效浓

度组及有效时间点进行后续试验。

１．５　仙鹤草水提液诱导ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞凋亡的观察

１．５．１　形态学观察　根据 ＭＴＴ结果，制备有效浓度组及有

效时间点的细胞爬片，常规 ＨＥ染色，光镜下观察结果。凋亡

细胞表现为核染色质致密浓缩，核碎裂、边聚等，或可见凋亡

小体。

１．５．２　流式细胞仪检测　采用膜联蛋白Ｖ（ＡｎｎｅｘｉｎＶ）／碘化

丙啶（ＰＩ）双染法检测细胞凋亡。消化收获仙鹤草水提液有效

浓度组和时间点的细胞，制备单细胞悬液，按每管１×１０６ 个细

胞分装于离心管中，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ、１０μＬＰＩ、１００μＬ工

作缓冲液，混匀，４℃冰箱中放置３０ｍｉｎ，取出离心管，再加入

４００Ｌ工作缓冲液，用流式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型）测定细胞

凋亡率。同时设立对照。

１．６　仙鹤草水提液对ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞Ｂｃｌ２、Ｐ５３蛋白

表达的影响　分别制备仙鹤草水提液有效浓度组和有效时间

点的细胞爬片。免疫细胞化学染色法检测Ｂｃｌ２蛋白和Ｐ５３

蛋白（鼠抗人Ｂｃｌ２蛋白单克隆抗体，鼠抗人Ｐ５３蛋白单克隆

抗体，免疫组化染色试剂盒均为北京中杉金桥生物技术有限公

司产品），操作步骤按试剂说明书进行。光镜下观察染色结果：

Ｂｃｌ２蛋白阳性细胞表现为胞浆、胞膜着色呈棕黄色，Ｐ５３蛋白

阳性细胞表现为胞核着色呈棕黄色；每张爬片高倍镜下观察５

个视野，计算阳性细胞率及其均值。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析。组间ＯＤ

值、阳性细胞率的差异比较采用单因素方差检验，两两比较采

用ＬＳＤ检测，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　仙鹤草水提液作用ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞后 ＭＴＴ检测

结果　不同浓度的仙鹤草水提液作用于ＳＭＭＣ７７２１肝癌细

胞后 ＭＴＴ法测定结果显示，５ｍｇ／ｍＬ组对细胞生长无明显抑

制作用；１０ｍｇ／ｍＬ组作用７２ｈ才出现弱抑制作用；２０ｍｇ／ｍＬ

组作用４８ｈ后出现抑制作用；４０ｍｇ／ｍＬ组作用２４ｈ后即出

现抑制作用，至７２ｈ时作用明显。见表１。

２．２　仙鹤草水提液作用ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞后形态学观察

结果　ＭＴＴ结果显示２０ｍｇ／ｍＬ组和４０ｍｇ／ｍＬ组作用４８ｈ

和７２ｈ后细胞生长活性受到明显抑制，故选择此两组的两个

时间点制备相应的细胞爬片，ＨＥ染色后光镜观察。对照组细

胞呈多边形、三角形或梭形，细胞均质而透明，胞核轮廓明显。

仙鹤草作用组可见细胞凋亡的形态学特征：细胞核浓缩，核染

色致密，可观察到新月体结构形成；高浓度药物作用后，细胞完

全失去正常形态，胞核固缩明显。见图１。

２．３　仙鹤草水提液作用ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞后流式细胞仪

分析结果　选择对细胞生长抑制作用明显的２０ｍｇ／ｍＬ组和

４０ｍｇ／ｍＬ组进行实验，ＡｎｎｅｘｉｎＶ与ＰＩ双标记后进行流式细

胞仪分析。结果显示，仙鹤草水提液作用４８ｈ和７２ｈ后可见

较明显的细胞凋亡，２０ｍｇ／ｍＬ组的细胞凋亡率分别为１９．５％

和２３．２％，４０ｍｇ／ｍＬ 组的细胞凋亡率分别为 ３３．４％ 和

４２．７％，对照组分别为４．０％和８．８％。

２．４　仙鹤草水提液作用ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞后Ｂｃｌ２、Ｐ５３

蛋白表达的结果　仙鹤草水提液作用ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞

后，免疫细胞化学染色显示Ｂｃｌ２蛋白表达下调，而Ｐ５３蛋白

表达上调。见表２、图２。

表１　　仙鹤草水提液对ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞的生长抑制作用

组别

时间点

２４ｈ

ＯＤ（狓±狊） ＩＲ（％）

４８ｈ

ＯＤ（狓±狊） ＩＲ（％）

７２ｈ

ＯＤ（狓±狊） ＩＲ（％）

５ｍｇ／ｍＬ组 ０．９２±０．０９ －１０．３ ０．９９±０．１９ ３．６ １．０±０．０６ ９．７

１０ｍｇ／ｍＬ组 ０．９６±０．１０ －１４．９ ０．９９±０．１６ ２．９ ０．９５±０．０９ １３．５

２０ｍｇ／ｍＬ组 ０．８３±０．０８ ０．５ ０．７８±０．１５ ２３．９ ０．８２±０．１０ ２７．５

４０ｍｇ／ｍＬ组 ０．７０±０．１８ ２３．３ ０．５０±０．１３ ５１．７ ０．３２±０．２４ ７１．６

对照组 ０．８４±０．０６ － １．０２±０．２０ － １．０３±０．３０ －

　　－：此项无数据。
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　　Ａ：对照组；Ｂ：２０ｍｇ／ｍＬ组（４８ｈ）；Ｃ：４０ｍｇ／ｍＬ组（４８ｈ）；Ｄ：４０ｍｇ／ｍＬ组（７２ｈ）。

图１　　仙鹤草水提液作用ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞后的形态学变化（ＨＥ染色×２００）

　　Ａ：对照组Ｂｃｌ２蛋白免疫细胞化学染色（７２ｈ）；Ｂ：４０ｍｇ／ｍＬ组Ｂｃｌ２蛋白免疫细胞化学染色（７２ｈ）；Ｃ：对照组Ｐ５３蛋白免疫细胞化学染色

（７２ｈ）；Ｄ：４０ｍｇ／ｍＬ组Ｐ５３蛋白免疫细胞化学染色（７２ｈ）。

图２　　仙鹤草水提液作用后Ｂｃｌ２、Ｐ５３蛋白免疫细胞化学染色结果（苏木精复染×２００）

表２　　仙鹤草水提液作用后Ｂｃｌ２、Ｐ５３蛋白的表达率（狓±狊）

组别
Ｂｃｌ２蛋白阳性细胞率（％）

４８ｈ ７２ｈ

Ｐ５３蛋白阳性细胞率（％）

４８ｈ ７２ｈ

２０ｍｇ／ｍＬ组 ７１．９±４．１ ５８．５±５．３ ２２．９±２．３ ５０．６±４．０

４０ｍｇ／ｍＬ组 ４７．９±４．７ ２６．５±５．７ ４８．７±４．４ ８３．７±３．２

对照组 ９３．４±４．５ ８５．８±３．０ ８．８±０．５ ９．２±１．３

　　：犘＜０．０１，与同时间点对照组比较。

３　讨　　论

临床上中药最常用水煎剂。本研究采用煮沸加热方法提

取仙鹤草中的有效成分进行抗肿瘤实验，贴近临床实用。有研

究报道［１１］，仙鹤草水提液没有急性毒性和遗传毒性，安全

性好。

本研究采用仙鹤草水提液体外作用于ＳＭＭＣ７７２１肝癌

细胞，发现其具有较明显的抗肝癌细胞增殖作用。形态学观察

可见细胞变小变圆，细胞数明显少于对照组。仙鹤草水提液对

肝癌细胞的抑制呈现典型的时间和剂量依赖特点。

仙鹤草水提液作用ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞后 ＨＥ染色，光

镜下可见细胞呈典型的凋亡形态学改变。进一步应用Ａｎｎｅｘ

ｉｎＶ／ＰＩ双染法流式细胞仪分析，实验组的细胞凋亡率明显高

于对照组，并呈剂量和时间依赖性。表明诱导细胞凋亡，可能

是仙鹤草抗肝癌细胞的主要机制之一。凋亡受阻是肿瘤的发

生机制之一。研究表明，不少抗肿瘤中药都可通过干扰肿瘤细

胞生长、代谢、增殖等过程，最终触发肿瘤细胞凋亡来达到治疗

目的［１］。调控细胞凋亡的相关基因很多，其中Ｂｃｌ２和Ｐ５３为

两个经典的凋亡相关基因，前者抑制细胞凋亡，后者促进细胞

凋亡。Ｂｃｌ２蛋白可能是通过防止线粒体通透性改变，阻止细

胞色素Ｃ释放等一系列凋亡级联反应，从而抑制凋亡
［１２］。野

生型Ｐ５３是重要的细胞周期与细胞凋亡调控基因之一，参与

维持细胞周期的正常运行，保证ＤＮＡ复制的精密性
［１３］。

常态下的ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞 Ｂｃｌ２蛋白过表达
［１４］，

Ｐ５３蛋白为恒量表达，未发现该细胞株存在Ｐ５３基因突变，而

凋亡增加时，Ｂｃｌ２蛋白表达下调，Ｐ５３蛋白上调
［１５］。本研究结

果显示，仙鹤草水提液作用ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞后，Ｂｃｌ２蛋

白表达明显下降，Ｐ５３蛋白的表达明显升高，且呈剂量、时间依

赖性，与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。提示仙

鹤草诱导ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞凋亡可能是通过下调抗凋亡

基因Ｂｃｌ２表达、上调抑癌基因Ｐ５３表达来实现的。

综上所述，仙鹤草水提液达到一定浓度时，在体外能明显

的抑制ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞增殖，诱导细胞凋亡可能是其效

用的基础，凋亡机制可能与Ｂｃｌ２蛋白表达下调和Ｐ５３蛋白表

达上调有关。深入研究仙鹤草的抗肝癌作用及其分子机制，对

于促进其在肝癌治疗的应用和丰富肝癌的临床治疗方法具有

重要意义。
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的作用是通过与ＨＩＦ１α的ｂＨＬＨＰΑＳ功能域相结合，发挥分

子伴侣的作用，通过使 ＨＩＦ１α降解减少，使得 ＨＩＦ１α在胞核

内短时间大量聚集，顺利地发挥 ＨＩＦ１α促红细胞再生，促进

糖酵解关键酶的生成以使机体更有效地利用氧以及促进血管

再生的生物功能。而本研究则在此基础上更进一步地深入了

解了不同复苏液体对于心肌组织内 ＨＳＰ９０α表达的影响，以发

掘出更为安全有效的复苏液体类型。从研究结果中可以看出，

相同程度失血性休克后，不同类型液体进行复苏，能够明显地

影响 ＨＳＰ９０α表达从而进一步产生对 ＨＩＦ１α产生过程的影

响，本研究中，大鼠心肌组织中 ＨＳＰ９０α蛋白的表达明显不同，

同时各组大鼠的存活率也不同。其中以 ＨＳＤ组 ＨＳＰ９０α表达

最强且持续时间最久，ＨＥＳ组其次，而ＬＲ组表达弱且持续时

间较短，同时各组大鼠存活率比较 ＬＲ组长于 ＨＥＳ组长于

ＨＳＤ组。这说明了此３种复苏液体中ＬＲ能够最有效地复苏

失血性休克机体，机制尽管可能是多方面的，但本研究说明其

能有效地保护心肌组织，以更早、更有效地恢复机体的有效循

环，ＨＥＳ组次之，而 ＨＳＤ组效果则不如前二者。此前尽管有

报道认为，７．５％高渗氯化钠能提高血清渗透压，将组织间隙的

液体吸入血管床，有较好的血流动力学效果［９］，还可促进肿胀

内皮的液体回流，改善微循环，提高组织灌流，同时抑制中性粒

细胞释放炎性细胞因子［１０１４］。但至少本研究表明在重度失血

性休克的机体中，其发挥的功效远不如 ＨＥＳ和ＬＲ，作者考虑

由于高渗氯化钠含有大量的氯离子，大量输注后会引起高氯性

酸中毒，可能是其复苏效果不如另外两者的原因之一，另外其

他方面的原因尚需要进一步的了解，因此在对机体复苏时应用

应该适当地进行限制。此外在选择复苏液体时，每一种复苏液

体的用量也是值得考虑的问题，有学者提倡在保证机体有效循

环灌注的前提下，给予延迟（限制性）液体复苏［１５］，这方面的具

体机制仍需做进一步的研究以证实。另外不同的复苏液体到

底是通过何种信号途径来对心肌组织内 ＨＳＰ９０α的表达产生

变化并进而对整个机体产生影响的，这也是下一步研究的方

向。
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