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艾叶水提取物对肝癌细胞的抑制作用及对Ｂｃｌ２和ＨＳＰ７０蛋白表达的影响

陆树桐，詹世林△，陈建雄

（广州军区广州总医院肝胆外科，广州５１００００）

　　摘　要：目的　观察艾叶水提取物对 Ｈ２７人肝癌细胞抑制作用及对Ｂｃｌ２、热休克蛋白（ＨＳＰ７０）蛋白表达的影响。方法　从

细胞的形态学观察，并进一步使用免疫细胞化学剂、蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）等分析方法研究癌基因Ｂｃｌ２及ＨＳＰ７０蛋

白的表达情况。结果　６０ｍｇ／ｍＬ的艾叶水提取物处理肝癌细胞１２ｈ后，肝癌细胞均出现严重皱缩、固缩、细胞质膜突出等，免疫

组化及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析显示实验过程中伴随着癌基因Ｂｃｌ２表达的减弱（犘＜０．０５），而ＨＳＰ７０蛋白表达则无明显变化（犘＞

０．０５）。结论　艾叶水提取物能够诱导体外人肝癌细胞凋亡，而这个凋亡过程可能跟癌基因Ｂｃｌ２有关，与 ＨＳＰ７０的表达关系不

明显。
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　　原发性肝癌居全球癌症死亡率第３位，在我国由于乙型病

毒性肝炎高发病率、低控制率，其发病率远远高于世界平均水

平，与其相关的肝癌的发病率也远远高于世界平均水平，全球

约５０％的肝癌发生在我国
［１］，我国已经成为肝癌发病率居全

世界第２位的国家
［２］。热休克蛋白（ＨＳＰ）７０及Ｂｌｃ２在肝癌

的发病中起重要作用［３］，但是目前并无针对这些基因的靶向药

物调控Ｂｌｃ２的表达及 ＨＳＰ７０的分泌，给治疗带来了难度，同

时肝癌病历绝大部分起病隐匿，就诊时就已经失去手术机会，

预后极差，治疗效果不理想［４５］。而目前针对肝癌的治疗手段

均有较大的不良反应，给肝癌的治疗带来了极大的困难，然而

近期研究发现中成药物在治疗肝癌的过程中具有一定的作

用［６７］，尤其是含有艾叶的复方制剂在肝癌治疗方面的逐渐推

广。但是由于中药成分的复杂性，具体机制尚不明确，本文主

要研究艾叶水提取物在抑制肝癌细胞生长增殖、对 ＨＳＰ７０及

Ｂｃｌ２作用的机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞株　Ｈ２７人肝癌细胞，由广州医科大学肝炎研究

所惠赠。

１．１．２　试剂及仪器　艾叶水提取物（西安昌岳植物化工有限公

司提取），ＤＭＥＭ（广州华瑞生物有限公司），胎牛血清（广州华瑞

生物有限公司），人抗 ＨＳＰ７０单克隆抗体、免疫人Ｂｃｌ２纯化抗

体、ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒均购自重庆市生物科技有限公司，

Ｂｃｌ２、ＨＳＰ７０免疫组化和原位杂交试剂盒购自博士德公司，美

国康塔图像分析仪系统（２．５版本）由广州医科大学提供。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人肝癌细胞 Ｈ２７细胞用含有１０％新生小

牛血清、１００μｇ／ｍＬ的链霉素及青霉素的 ＤＭＥＭ 培养基，置

于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱内进行培养，０．２５％的胰蛋白酶消化

并进行传代［８］。

１．２．２　显微镜观察　实验设计分为两个组，艾叶水提取物组

及对照组，取对数生长期的 Ｈ２７肝癌细胞，接种于培养瓶中，

并培养２４ｈ，待细胞贴壁后，艾叶水提取物组更换成６０ｍｇ／

ｍＬ艾叶水提取物培养液，对照组换用含有溶媒水的培养液继

续培养，并在显微镜下观察细胞的生长情况及细胞形态学

变化。

１．２．３　ＭＴＴ法测定　取对数期的 Ｈ２７肝癌细胞，以密度为

５×１０５／ｍＬ接种于９６个孔板，预培养２４ｈ后，实验组给予艾

叶水提取物培养，终体积为每孔０．２ｍＬ，各组分别设置３个复

孔，每隔１２ｈ使用 ＭＴＴ法检测各组细胞的 Ａ６００处吸光度

值，连续检测７２ｈ，绘制曲线，并计算抑制率，计算抑制率公式：

细胞生长抑制率＝（对照组吸光度平均值－实验组吸光度平均

值）／对照组吸光度平均值×１００％
［９］。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｈ２７ＨＳＰ７０、Ｂｃｌ２蛋白表达的变化
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　将收集的 Ｈ２７细胞膜成分蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ，电泳结束

后，按照电转移装置中的操作说明做滤纸胶膜电转移。转膜

结束后，将ＰＶＤＦ膜用含有５％的脱脂奶粉ＴＢＳＴ缓冲液封闭

１．５ｈ，ＴＢＳＴ冲洗３次，然后将Ｂｃｌ２、ＨＳＰ７０抗体与二抗作

用，３７℃避光孵育１．５ｈ，然后加入１×ＴＢＳＴ摇床洗膜３次，

每次１０ｍｉｎ，最后经过蓝化、脱水、透明、封固等处理，最后

照片。

１．３　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１８．０软件进行分析，计量资料

以狓±狊表示，两组间比较进行狋检验，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　电镜结果　电镜下观察可见经含艾叶水提取物处理１２ｈ

后细胞体积缩小，染色质凝聚并向周边聚集，而细胞核膜、细胞

膜仍完整，为凋亡细胞的特征性表现，根据癌细胞生长抑制率

的计算方法发现，艾叶水提取物４８ｈ对肝癌细胞的生长抑制

率为１０．７％，７２ｈ抑制率为３８．５％，抑制效应呈时间依赖性。

７２ｈ细胞凋亡及细胞周期变化见表１。

表１　　两组凋亡率及肿瘤细胞所处细胞周期比例的

　　　　　　变化（狓±狊）

组别 Ａｐｏ（％） Ｇ０／Ｇ１（％） Ｓ（％） Ｇ２／Ｍ（％）

艾叶水提取物组３８．５±０．２ ８７．７±４．２ ８．２±２．１ ４．１±２．２

对照组 １３．１±０．１ ７１．３±３．９ １２．５±２．６ ６．２±１．５

２．２　细胞增殖曲线　根据波长为Ａ６００处吸光度值绘制增殖

曲线，艾叶水提取物组细胞增殖曲线平台期与对照组对比明显

缩短，见图１。

图１　　两组Ａ６００处细胞增殖曲线

　　ａ：艾叶水提取物组；ｂ：对照组。

图２　　两组Ｂｃｌ２蛋白表达比较

　　ａ：艾叶水提取物组；ｂ：对照组。

图３　　两组ＡＳＰ７０蛋白表达比较

２．３　两组Ｂｃｌ２、ＨＳＰ７０蛋白表达　艾叶水提取物组Ｂｃｌ２蛋

白条带较对照组明显减弱（犘＜０．０５），ＨＳＰ７０蛋白条带变化不

明显（犘＞０．０５）。见图２、３。

３　讨　　论

肝癌是常见的恶性肿瘤之一，发病率及病死率均较高，由

于肝癌具有发病隐匿，一旦发现多为晚期，而由于其发展快、转

移早、侵袭性强及预后极差的特点，备受世界卫生组织重视，在

我国每年因为肝癌死亡的人数就高达３０万，占全世界肝癌死

亡人数的４５％以上
［１］，然而，目前针对肝癌的治疗，仍以手术

为主，但是切除后复发率极高，且放化疗有效率低，不良反应极

大，患者痛苦大，并发症多，因此，寻找新的治疗方案已经迫在

眉睫。

随着基因技术及分子生物学技术的发展，针对基因的靶向

治疗日益受到重视，尤其是对致癌基因及抑癌基因研究的迅猛

发展，被认为是肿瘤治疗的５种模式的基因治疗越来越受到世

界的重视［１０］。Ｂｃｌ２是细胞凋亡中的重要癌基因之一，由于

Ｂｃｌ２能够抑制多种细胞毒因素所知的细胞正常凋亡，因此，

Ｂｃｌ２的过度表达就能增强所观察细胞对大多数细胞毒素的抵

抗性。有研究证明发现Ｂｃｌ２可增强细胞对大多数ＤＮＡ损伤

因子的抵抗性，抑制大多数化疗药物所引起的细胞凋亡，减弱

化疗药物的不良反应，同时促进ＤＮＡ的修复，促进癌细胞的

增殖［１１］。而与其相反，ＨＳＰ７０则一直被认为主要在维护蛋白

质正常结构，调整蛋白质的折叠、装配，参与应急状态下细胞的

保护作用。近期研究发现，肝癌细胞内 ＨＳＰ７０表达增多与肝

癌的发病及转归有着密切的关系［１２１４］，ＨＳＰ７０可以增强肝癌

细胞的免疫原性，从而加强肝癌的治疗效果。

近期研究发现艾叶的复方制剂在肝癌治疗中有一定作用，

其作用机制，目前尚不清楚，本实验研究发现艾叶水提取物不

仅能够加快肝癌细胞体外的凋亡速度，抑制增殖，改变增殖平

台期时间，而且可以抑制癌基因Ｂｃｌ２表达，抑制３６×１０３ 处蛋

白的表达，从而达到促进肝癌细胞凋亡的作用，但是对 ＨＳＰ７０

的分泌并无明显影响。研究结果初步显示，艾叶在肝癌治疗中

的作用，很有可能是因为其能够抑制癌基因Ｂｃｌ２的表达引起

从而促进细胞凋亡，达到体外抑制癌细胞增殖的作用，然而由

于目前尚缺少动物实验的支持，其具体机制及原因仍需要进一

步探讨。
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术单位费用最低为５７３．５５元，最高为９２８．７１元，相差１．６倍。

其差别的原因可能是：（１）包皮环切推广模式在不同人群中推

广需要一个过程，包括项目规划、工作人员培训等。项目前期

部分的 投 入 在 后 期 才 能 逐 渐 得 到 体 现，这 种 作 用 可 用

Ｍａｌｍｑｕｉｓｔ生产率变化指数分解后的生产技术的变化，即生产

前沿的移动来说明［１０］。项目在第２周期开始生产技术处于提

高的状态，说明前期投入的效应在第一次随访后得以体现。

（２）项目资金在各人群和各周期的分配相对固定，因此项目的

产出对单位费用的变化起着决定性作用，而项目管理对于提高

项目的产出具有重要的促进作用。随着项目的推进，投入的资

金总量有所下降，手术意愿改变的人数不断上升，故手术意愿

改变单位费用的时间序列呈现下降趋势。而手术单位费用的

时间序列依次呈现下降期和上升期变化，与手术人数不断下

降，早期其下降趋势大于资金投入总量，而晚期则小于资金投

入总量有关。

在项目后期，技术效率有所下降，可能的原因包括：（１）随

着项目的进展，推广模式方案的调整，所需的资金投入量不断

地增加。而目标人群经过长时间的参与到项目中，到后期可能

出现厌烦情绪，手术意愿改变人数及手术人数增加幅度不大，

因此费用出现相应增加。（２）项目管理上的松懈会导致效率的

下降。（３）工作人员不足。在我国绝大多数艾滋病防治机构的

人员数量和资质不能满足工作需要，艾滋病防治工作人员中，

“满负荷工作”及“超负荷工作”的人员占９７．１５％
［１１］。当资金

数量的持续增长超过了人力资源的执行能力时，就会表现出资

金相对过剩，资金使用效率下降的情况［１０］。

尽管本研究从技术效率角度评价项目的效果对项目规划

和管理具有指导意义，但在评价过程中并未考虑推广模式的干

预质量，而干预质量的好坏直接影响到项目的产出。此外，若

能分析足够长的时间数据，将能充分观察完整的技术效率时间

序列变化规律。

综上所述，本研究从项目投入角度分析包皮环切在各人群

推广模式的使用效率，可在一定程度上为项目管理者和决策者

提供科学依据。
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