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我国肝癌发病率、死亡率在所有恶性肿瘤中居

第

2

位

[1-2]

。 流行病学预测，全球肝癌的发病（死亡）

绝对数会持续升高，到

2030

年将增加

60%

[3]

。 肝癌

起病隐匿， 约

90%

的肝癌患者首诊时已属中晚期，

西医治疗方法有限。 而中医中药因在预防肿瘤复发

转移、减轻化疗后不良反应、改善生存质量等方面

取得了良好效果且价格低廉，已被广泛用于肝癌治

疗的各环节以及中晚期肝癌的独立治疗。 我院消化

科叶柏主任结合多年临床实践， 根据肝癌肝脾两

伤、湿热血瘀的病机特点，创立了健脾消癥方。 该方

在临床有良好的改善肝癌患者生存质量、协同控制

肝癌生长的效果，但相关实验研究尚未开展。 本实

验观察健脾消癥方在体外对肝癌细胞株增殖、凋亡

的作用并探讨相关机制，以期为本方抗肝癌临床用

药提供实验依据。

1

实验材料

1.1

实验药物及其制备 健脾消癥方（生黄芪

20g

、

白术

10g

、赤芍

15g

、白芍

15g

、当归

10g

、薏苡仁

30g

、

醋柴胡

6g

、炙鸡内金

15g

、白毛夏枯草

15g

、炮山甲

10g

、垂盆草

30g

、地锦草

10g

、半枝莲

30g

、白花蛇舌

草

15g

）， 用

10

倍蒸馏水加热回流提取

2

次， 每次

1h

，合并提取药液 ，水浴浓缩 ，配成

2g/mL

的水提

液，灭菌备用。

1.2

实验试剂及设备

RPMI-1640

培养液购自

GIBCO

公司，批号：

12633012

；小牛血清购自四季青

公司，批号：

140902

；胰蛋白酶购自

Biosharp

公司，

批号：

BL501A

；

Hoechst 33342

购自碧云天公司，批

号：

C1022

； 活性氧试剂盒购自碧云天公司， 批号：

S0033

； 鼠抗人

β -actin

单抗购自

Cell Signaling

Technology

公司，批号：

82559

；兔抗人半胱氨酸蛋白

酶

3

（

Caspase-3

）购自

Cell Signaling Technology

公

司 ，批号 ：

9668

；鼠抗人

Caspase-9

单抗 ，购自

Cell

Signaling Technology

公司，批号：

9508

；二抗，购自中

杉生物技术公司，批号：

zdr5102

。

CO

2

培养箱，

HERA cell 150i

，

Thermo

公司；生

物安全柜 ，

1300 A2

，

Thermo

公司 ； 倒置显微镜 ，

IX51

，

Olympus

公司；超纯水机，

Milli Q

，

Millipore

公

司；紫外分光光度仪，

biophotometer plus

，

ABI

公司；涡

旋混合器，

Thermolyne

公司；电泳仪、转印槽，

MP-4

，

BIORAD

公司；化学发光成像仪，

XRS+

，

BIORAD

公

司； 冷冻离心机，

5804R

，

eppendorf

公司； 超低温冰

箱，

MDF-38

，三洋公司。

1.3

实验细胞株 人肝癌

HepG2

细胞株：江苏省中

医院中心实验室常规培养，含

10%

胎牛血清的

DMEM

培养基， 置于

37℃

、

5%CO

2

细胞培养箱中培养，

0.25%

胰酶消化传代，选取对数生长期细胞进行实验。

健脾消癥方诱导肝癌细胞 HepG2 凋亡的作用研究

吴 坚 张星星 顾培青 刘亚军 孙庆敏 叶 柏

（南京中医药大学附属医院，江苏南京

210029

）

摘 要 目的：探讨健脾消癥方对肝癌细胞

HepG2

凋亡的影响及机制。 方法：

MTT

法观察健脾消癥方对肝癌细

胞株

HepG2

、

SMMC-7721

增殖的影响，

Hochest 33342

染色、透射电镜观察健脾消癥方对

HepG2

细胞超微结构的改变

作用，

DCFH-DA

探针法观察健脾消癥方对

HepG2

活性氧水平的影响 ，

Western blot

检测健脾消癥方对

HepG2

的凋

亡相关半胱氨酸蛋白酶

3

（

Caspase-3

）、

Caspase-9

表达的影响。 结果：健脾消癥方作用

HepG2 48h

后，细胞形态及超

微结构出现典型的凋亡特点， 细胞内活性氧浓度升高，

Caspase-3

、

Caspase-9

蛋白表达上调。 结论： 健脾消癥方对

HepG2

有较好的诱导凋亡的作用，其作用机制可能与其增加细胞活性氧（

ROS

）水平及下调

Caspase-3

、

Caspase-9

蛋

白有关。
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实验方法

2.1 MTT

法测健脾消癥方对

HepG2

、

SMMC-7721

增殖的影响 取对数生长期的

HepG2

、

SMMC-7721

细胞，接种于

96

孔板中。 细胞贴壁后，实验组加入含不同

浓度的健脾消癥方培养液（

4

、

2

、

1

、

0.5

、

0.25mg/mL

），

每组

3

个复孔。 分别培养

24h

、

48h

后，弃上清，每孔

加入

20μL

噻唑蓝（

MTT

）溶液，继续培养

4h

后弃上

清， 每孔加入

150μL

二甲基亚砜 （

DMSO

）， 振荡

10min

，计算细胞增殖抑制率。

2.2 Hochest 33342

染色观察健脾消癥方对

HepG2

凋亡细胞形态的影响 取洁净载玻片清洗风干后，置

于六孔板内。 取对数生长期的

HepG2

，以

3×10

5

个

/mL

，每

片

1mL

的密度接种于六孔板的载玻片上。细胞贴壁后，

每孔加

3mL

的完全培养液，

37℃

、

5%CO

2

培养箱中继续

培养细胞

24h

后，给药组弃上清，分别加入含健脾消癥

方浓度为

2mg/mL

、

1mg/mL

的完全培养液继续培养

48h

。

48h

后，弃上清液，磷酸缓冲盐溶液（

PBS

）洗

2

遍，

加入

Hoechst 33342

溶液染色

0.5mL

，染色

15min

，

PBS

洗

3

次，将盖玻片取出，加

1

滴抗荧光淬灭剂于玻片上，

盖上载玻片，避光保存。 荧光显微镜下观察，拍照。

2.3

透射电镜观察健脾消癥方对

HepG2

凋亡超微

细胞结构的影响 消化收集对数生长期的

HepG2

，

以

1.5×10

5

个

/mL

密度接种于培养皿中， 每皿

3mL

细胞悬液，细胞贴壁后，加含

2mg/mL

健脾消癥方的

完全培养液，继续培养

48h

。 消化收集细胞，预冷的

PBS

洗

2

次，

2000r/min

，

5min

离心后弃上清，细胞在

含

2.5%

戊二醛、

4%

多聚甲醛、

1%

四氧化锇的

PBS

溶液中固定

24h

，脱水，环氧树

脂镶嵌。 细胞切成

80μm

的薄

片，铅铀酰乙酸盐染色。电子显

微镜检测。

2.4 DCFH-DA

探针法观察健

脾消癥方对

HepG2

活性氧水

平的改变 取洁净载玻片清洗

风干后，置六孔板内。对数生长

期

HepG2

， 以

3×10

5

个

/mL

，每

片

1mL

的密度接种于六孔板

的载玻片上。 细胞贴壁后，每孔

分别加含健脾消癥方浓度为

2mg/mL

、

1mg/mL

的完全培养液

继续培养

48h

。 收集细胞，预冷

PBS

洗

2

次 ，

1000r/min

，

5min

离心后 ， 弃上清 ， 每片加入

500μL

稀释好的

DCFH-DA

，使

终浓度为

10μmol/L

，细胞培养箱内孵育

30min

，每隔

3min

颠倒混匀

1

次，使探针和细胞充分接触。 用无

血清培养液洗涤细胞

3

次，以充分去除未进入细胞

内的

DCFH-DA

探针。将盖玻片取出，加

1

滴抗荧光

淬灭剂于玻片上，荧光显微镜下检测。

2.5 Western blot

检测健脾消癥方对

HepG2

细胞

Caspase-3

、

Caspase-9

蛋白表达的影响 收集对数生

长期的

HepG2

， 向直径

10cm

的培养皿中接种

2×10

6

个细胞培养

24h

后， 加入终浓度分别为

2mg/mL

、

1mg/mL

的含健脾消癥方的完全培养液，以正常培养

的

HepG2

为阴性对照，含

50μg/mL 5-

氟尿嘧啶（

5-FU

）

培养液的

HepG2

为阳性对照， 继续培养

48h

后，弃

上清，

PBS

洗

2

次， 消化细胞， 提取细胞总蛋白。

Bradford

法测蛋白浓度， 每个样取

20μg

上样。 经

SDS PAGE

分离后转到

PVDF

膜上，

5%

脱脂奶粉溶

液封闭

1h

，一抗

4℃

过夜，二抗室温孵育后，

PBST

漂

洗，使用

ECL

液进行发光和条带分析。

2.6

统计学方法 采用

SPSS 18.0

软件进行统计学

处理，计量资料以（

x±s

）表示，方差齐性检验后，组间

比较用方差分析检验。

P＜0.05

为差异有统计学意义。

3

实验结果

3.1

健脾消癥方对

HepG2

、

SMMC-7721

的增殖抑

制作用 不同浓度的健脾消癥方分别作用于人肝

癌细胞株

HepG2

、

SMMC-7721 24h

、

48h

后，随着药

物浓度的增大及作用时间的增加，其对细胞的增殖

抑制率也逐渐增强，与空白组比较，差异有统计学

意义（

P＜0.05

），见表

1

、表

2

。 同等时间下，健脾消癥

表

1

健脾消癥方对人肝癌细胞株

HepG2

的增殖抑制率

0.47±0.02

#

83.64%60.91% 0.31±0.01

#

24h 48h

OD

值（

x±s

） 抑制率

OD

值（

x±s

） 抑制率

健脾消癥方组

4

组别

剂量

（

mg/mL

）

0.65±0.01

#

46.17% 0.69±0.05

#

62.96%2

1 0.92±0.003

#

24.08% 1±0.01

#

46.58%

0.5 1.14±0.06 6.01% 1.51±0.02

#

19.43%

0.25 1.2±0.01 0.25% 1.84±0.03 3.03%

空白对照组

1.21±0.01

1.87±0.03

注：与空白对照组比较，

#P＜0.05

。

表

2

健脾消癥方对人肝癌细胞株

SMMC-7721

的增殖抑制率

0.47±0.01

#

71.48%61.71% 0.46±0.01

#

24h 48h

OD

值（

x±s

） 抑制率

OD

值（

x±s

） 抑制率

健脾消癥方组

4

组别

剂量

（

mg/mL

）

0.65±0.01

#

31.49% 0.71±0.01

#

56.36%2

1 0.92±0.01

#

14.70% 1.07±0.07

#

34.14%

0.5 1.14±0.01 5.56% 1.41±0.01

#

12.92%

0.25 1.2±0.05 0.57% 1.51±0.01 6.69%

空白对照组

1.21±0.04

1.62±0.02

注：与空白对照组比较，

#P＜0.05

。
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空白组 健脾消癥方小剂量组 健脾消癥方大剂量组

图

1

健脾消癥方作用

HepG2

细胞

48h

后细胞形态的变化（

200×

）

空白组 健脾消癥方组

图

2

健脾消癥方作用

HepG2 48h

后细胞超微形态的变化（

8000×

）

空白组 健脾消癥方小剂量组 健脾消癥方大剂量组

图

3

健脾消癥方作用

HepG2

细胞

48h

后

ROS

水平的变化（

100×

）

caspase-3

caspase-9

β-actin

空白组 健脾消癥方小剂量组 健脾消癥方大剂量组 阳性对照组

图

4

健脾消癥方对肝癌细胞

HepG2

凋亡相关蛋白的影响

方对

HepG2

的抑制作用强于

SMMC-7721

细胞， 因此选用

HepG2

细胞株完成后续实验。

3.2

健脾消癥方对

HepG2

凋

亡细胞形态的影响 与空白

组比较，健脾消癥方大、小剂

量组作用

HepG2

细胞

48h

后，

大剂量组的细胞核收缩变圆，

核染色质浓缩 、边聚，呈典型

凋亡改变，小剂量组无明显改

变。 见图

1

。

3.3

健脾消癥方对

HepG2

凋

亡超微结构的影响 透射电

子显微镜（

8000×

）下，与空白

组细胞相比，健脾消癥方作用

后，细胞形态完整，细胞质液

泡化，内质网扩张和染色质边

聚，表明细胞出现凋亡。 横线

长度为

2μm

。 见图

2

。

3.4

健脾消癥方对

HepG2

活

性氧（

ROS

）水平的改变 与空

白组相比， 健脾消癥方作用

HepG2 48h

后，大剂量组细胞

荧光强度增高，表明细胞内活

性氧水平增高，小剂量组变化

不明显。 见图

3

。

3.5

健脾消癥方对

HepG2

细

胞

caspase-3

、

caspase-9

蛋白表

达的影响 与空白组比较，阳

性对照组和健脾消癥方大、小

剂量组

caspase-3

、

caspase-9

蛋

白表达均上调。 见图

4

、表

3

。

4

讨论

中医学认为，肝癌的主要

病理特点是正虚邪陷。 正虚主

要是指脾气亏虚， 肝气郁滞，

脏腑功能失调；邪实是指湿热

阻滞、瘀毒结聚

[4]

。 我院叶柏主

任结合多年治疗肝癌的临床实践，创立了健脾消癥

方。 该方以生黄芪、炒白术、炒白芍、薏苡仁、炙鸡内

金健脾益气扶正，赤芍、当归、醋柴胡、炮山甲、垂盆

草、地锦草活血化瘀消癥，白毛夏枯草、半枝莲、白

花蛇舌草清热凉血解毒，在临床有缓解肝癌临床症

状、协同化疗和抑制肝癌生长的效果。

研究表明， 超过

50%

的肿瘤细胞存在凋亡缺

陷，导致本该死亡的细胞被保留下来，其中异常突

表

3

健脾消癥方对肝癌细胞

HepG2

凋亡相关蛋白灰度比值的影响

caspase3/β-actin

caspase9/β-actin

0.02

0.09

空白组

0.23

0.15

健脾消癥方

小剂量组

0.30 0.62

0.29 0.78

健脾消癥方

大剂量组

阳性对照组
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变的细胞死亡下降，形成肿瘤

[5]

。

2011

年，

cell

杂

志把 “抵抗细胞死亡” 列为肿瘤十大生物学特征

之一

[6]

。 细胞凋亡时，细胞形态结构会发生明显变

化：细胞皱缩，染色质浓缩聚集核膜下，呈新月或碎

片状；胞浆浓缩，内质网呈泡状扩张；线粒体和溶酶

体保持完整；包膜内陷，将细胞分割成多个凋亡小

体。 细胞成分不外溢，细胞完整性未明显破坏，不引

起周围组织炎症反应。 因此，借助显微镜对细胞进

行形态学观察，是明确细胞是否发生凋亡的重要检

测方法。本实验中，

Hoechst 33342

染色后，镜下可见

健脾消癥方组

HepG2

细胞出现典型凋亡改变。电镜

也证实，健脾消癥方大剂量组

HepG2

细胞呈典型凋

亡改变 。 以上实验证实 ， 健脾消癥方可以诱导

HepG2

细胞的凋亡。

凋亡发生早期，线粒体功能下降，呼吸链缺陷，

活性氧产生增加， 线粒体膜脂质过氧化作用增强，

破坏线粒体膜完整性，膜电位下降，诱使细胞膜间

腔中的多种凋亡因子释放，进一步促进细胞凋亡

[7]

。

本实验通过

DCFH-DA

探针检测健脾消癥方对肝癌

细胞

HepG2

中

ROS

水平的影响，结果表明，健脾消

癥方作用

HepG2 48h

后

ROS

荧光强度明显高于空

白组，证实健脾消癥方能升高肝癌细胞内活性氧的

浓度。

在细胞凋亡中，非受体依赖型凋亡是指细胞受

到刺激时，一些促凋亡蛋白，如

Cytochrome C

等，从

线粒体释放入胞浆，活化

caspase-9

，继而诱导活化

下游

caspase-3

，引发凋亡程序

[8]

。 因此，凋亡最终执

行者主要是细胞内的效应

caspase

家族

[9]

。 本次实验

Western blot

表明， 健脾消癥方能浓度依赖性地下

调肝癌细胞中

Caspase-3

、

Caspase-9

的表达。

综上所述，我们认为健脾消癥方对

HepG2

有良

好的诱导凋亡的作用，其作用机制可能与健脾消癥

方增加细胞

ROS

水平及下调

Caspase-3

、

Caspase-9

蛋白有关。 下一步，我们将在动物体内验证该复方

对肝癌的抑制作用及机制，并完善其对凋亡相关的

信号通路影响的研究，为探索健脾消癥方对肝癌的

治疗提供参考。
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