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◇药学研究◇
千金藤素调控肝癌细胞HepG2增殖和凋亡的实验研究

杨晓玲，赖丽金，谭桂兰

作者单位：深圳市龙华区人民医院全科医学，广东 深圳518000
摘要： 目的 探讨千金藤素对肝癌细胞HepG2增殖、凋亡的影响和机制。方法 2020年 1—6月，从上海通派生物科技有限
公司购入肝癌细胞HepG2，用千金藤素（20 µmol/L）处理肝癌细胞HepG2，MTT方法测定增殖活性，PI单染法检测细胞周期，
Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡，蛋白质印迹法（Western blotting）检测细胞周期蛋白D1（cyclin D1）、p21、Bcl-2相关X
蛋白（Bax）、活化胱天蛋白酶 3（cleaved caspase-3）、核因子 κB p65（NF-κB p65）蛋白表达。用NF-κB信号激活剂和千金藤素联
合处理肝癌细胞，检测细胞增殖、周期、凋亡变化。结果 千金藤素处理后的肝癌细胞增殖活性下降，细胞 G0/G1期比例
［（65.81±3.73）%比（50.61±4.17）%］升高，细胞凋亡率［（13.47±1.58）%比（2.18±0.12）%］升高，细胞中 p21、Bax、cleaved-caspase-3
蛋白水平升高，cyclin D1蛋白水平下降，NF-κBp65蛋白水平（0.19±0.02比0.36±0.05）降低。NF-κB信号激活剂处理可以提高千
金藤素条件下肝癌细胞增殖活性（0.46±0.03比 0.35±0.04）减少G0/G1期比例，降低细胞凋亡率，降低细胞中 p21、Bax、cleaved-

caspase-3蛋白表达水平，提高细胞中 cyclin D1和NF-κBp65蛋
，

白水平。结论 千金藤素抑制肝癌细胞增殖，阻滞细胞周期，诱

导细胞凋亡，作用机制与抑制NF-κB信号激活有关。
关键词： 肝肿瘤； HepG2细胞； 癌基因蛋白质p65（gag-jun）； 千金藤素； NF-κB信号； 凋亡
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Effect of cepharanthine on proliferation and apoptosis of HepG2 cells
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Abstract： Objective To investigate the effect and mechanism of cepharanthine on proliferation and apoptosis of hepatocellular car‐
cinoma cell line HepG2.Methods From January 2020 to June 2020, HepG2 cells were purchased from Shanghai Tongpai Biotechnolo‐
gy Co., Ltd. HepG2 cells were treated with cepharanthine (20 µmol/L). MTT assay was used to determine the proliferation activity. Cell
cycle was detected by PI monochrome staining. Annexin V-FITC/PI double staining was used to detect apoptosis. Western blotting was
used to detect the expressions of cyclin D1, p21, Bcl-2-associated X protein (Bax), activated caspase 3 (cleaved caspase-3) and nuclear
factor-κB p65 (NF-κBp65). Hepatocellular carcinoma cells were treated with NF-κB signal activator and cepharanthine to detect the
changes of cell proliferation, cycle and apoptosis.Results The proliferative activity of hepatoma cells treated with cepharanthine de‐
creased, the percentage of G0/G1 phase [(65.81±3.73) % vs. (50.61±4.17) %] increased, the apoptotic rate [(13.47±1.58) % vs. (2.18±
0.12) %] increased, the levels of p21, Bax and cleaved-caspase-3 protein in cells increased, Cyclin D1 protein level decreased, and the
level of NF-κ Bp65 protein (0.19±0.02 vs. 0.36±0.05) decreased. NF-κB signal activator treatment could improve the proliferation (0.46±
0.03 vs. 0.35±0.04) of hepatocellular carcinoma cells under the condition of cepharanthine, reduced the proportion of cells in G0/G1
phase, decreased the apoptotic rate, decreased the expression levels of p21, Bax and cleaved-caspase-3 protein in cells, and increased
the levels of cyclin D1 and NF-κBp65 in cells.Conclusion Cepharanthine inhibits the proliferation of hepatocellular carcinoma cells,
blocks cell cycle and induces apoptosis, the mechanism of which is related to down-regulation of activation of NF-κB signaling.
Key words： Liver neoplasms; Hep G2 cells; Oncogene protein p65(gag-jun); Cepharanthine; NF-κB signal; Apoptosis

肝癌是一种严重威胁人类生命健康和影响人

类生活质量的恶性肿瘤，其发生是一个多因素、多

步骤的复杂过程，目前肝癌的发生机制还未完全阐

明［1］。手术切除、放射治疗和化疗等是常见的肝癌

治疗手段，这些治疗方法取得了显著成果，但仍然

不能满足需求［2］。千金藤素是从传统中药千金藤中

提取出来的活性成分，具有抗炎、提高免疫力等功

效［3］。很多研究显示，千金藤素还具有抗肿瘤作用，

对于肿瘤细胞的增殖具有抑制作用，并且可以在体

外诱导细胞凋亡发生［4］。子宫内膜癌细胞经过千金

藤素处理以后，细胞凋亡增多，细胞增殖能力下

降［5］。在研究千金藤素对结肠癌生长影响的研究中

发现，千金藤素可以有效下调肿瘤中核因子κB（nu‐
clear factor κB，NF-κB）信号通路的激活程度［6］。NF-

κB是在肿瘤组织中异常激活的信号通路，抑制其激
活可以阻碍肿瘤进展［7］。目前对于千金藤素对肝癌

细胞增殖凋亡的影响和机制还不清楚。本研究于

2020年 1—6月，以肝癌细胞HepG2作为实验对象，
探讨千金藤素处理后肝癌细胞增殖和凋亡变化，以

期为千金藤素治疗肝癌提供参考资料。

1 材料与方法

1.1 材料 Bcl-2相关 X蛋白（Bax）抗体、p21抗体
购 自 美 国 Proteintech Group 公 司 ；千 金 藤 素
（BP0334）购自上海纪宁生物科研有限公司；活化胱
天蛋白酶 3（cleaved-caspase-3）抗体购自美国 Ab‐
cam；细胞周期蛋白 D1（cyclin D1）抗体、核因子 κB

p65（NF-κB p65）抗体购自美国 Santa Cruz Biotech‐
nology；NF-κB信号激活剂肿瘤坏死因子-α（TNF-α）
购自美国 Sigma；肝癌细胞HepG2购自通派（上海）
生物科技有限公司。

1.2 MTT方法检测细胞增殖活性 取对数期的肝

癌细胞，将细胞种植于96孔板，接种的细胞悬浮液浓
度为3×103个细胞/100 µL，将细胞放在培养箱中过夜
培养，然后把上清吸弃，将细胞分成对照组和CEP组
（5、10、20、40、80 µmol/L共5个浓度梯度）对照组细
胞用不添加千金藤素的培养液培养，CEP 细胞中

添加 5、10、20、40、80 µmol/L千金藤素培养液。在培
养箱中培养2 d以后，分别在每个孔内添加MTT各15
µL（浓度为 5 g/L），放在 37 ℃培养箱内继续培养 4 h，
用移液枪小心吸尽孔内的上清，继续添加 150 µL的

组

，

DMSO溶液，震荡孵育结合 10 min，在酶标仪上分别
测定每个孔的A值，检测波长设置为490 nm。
1.3 PI单染检测细胞周期 将对照组和CEP组细
胞按照常规方法培养 2 d以后，以 0.25%的胰蛋白酶
消化，收集细胞，添加冰预冷的乙醇（浓度为 75%）
溶液固定后，添加 PI染液孵育结合 20 min。放在流
式细胞仪中测定细胞周期变化。

1.4 Annexin V-FITC/PI双染检测细胞凋亡 将

对照组和 CEP组细胞按照常规方法培养 2 d以后，
以 0.25%的胰蛋白酶消化，收集细胞，用PBS溶液将
细胞洗涤 2次，然后添加 PI以及Annexin V-FITC染
色液混合，加入 300 µL的结合缓冲液，在使用流式
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细胞仪检测之前添加200 µL的结合缓冲液混合。
1.5 蛋白质印迹法检测细胞中 cyclin D1、p21、Bax、
cleaved-caspase-3、NF-κB p65蛋白表达 将对照组

和CEP组细胞按照常规方法培养 2 d以后，以 0.25%
的胰蛋白酶消化，收集细胞，在细胞沉淀中加入蛋白

裂解试剂，置于冰水混合物上孵育20 min，转移到4 ℃
离心机中，以12 000 g高速离心10 min。移液枪把离
心后的上清溶液转移到离心管中，使用二辛可宁酸

（BCA）法检测蛋白浓度。在蛋白上清中添加5×上样
缓冲液（loading buffer）均匀混合以后，放在沸水浴中
孵育5 min，变性后的蛋白在−20 ℃保存。十二烷基硫
酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶配制用
10%分离胶以及5%浓缩胶。按照每个孔中50 µg蛋
白上样，首先以90 V的电压在浓缩胶中电泳，等到溴
酚蓝染料快要进入到浓缩胶以后，把电压调整到120
V继续电泳，溴酚蓝进入到底部以后停止电泳。取出
凝胶，把NC膜裁剪成合适大小，在80 V电压条件下电
转膜，转膜在冰上进行，转膜进行60 min。把NC膜放
在封闭液（5%牛血清白蛋白溶液）中孵育2 h，然后将
NC膜放在含有一抗的平皿内，在4 ℃过夜。NC膜置
于含有二抗孵育液的平皿内，在 37 ℃孵育 2 h。ECL
方法发光。内参设置为GAPDH，分析目的蛋白表达
水平。cyclin D1、p21、Bax、cleaved-caspase-3、NF-κB
p65一抗稀释倍数为 1∶600、1∶600、1∶600、1∶400、1∶
600，二抗稀释倍数为1∶4 000。
1.6 NF-κB信号激活剂对千金藤素调控肝癌细胞
增殖、周期和凋亡影响 肝癌细胞用 20 µg/L NF-κB
信号激活剂 TNF-α和 20 µmol/L的千金藤素共同处
理记为 CEP+TNF-α组，按照MTT、PI单染和Annex‐
in V-FITC/PI双染法检测细胞增殖活性、周期和凋亡
变化，蛋白质印迹法检测细胞中 cyclin D1、p21、Bax、
cleaved-caspase-3、NF-κB p65蛋白水平，步骤同上。
1.7 统计学方法 用 SPSS 21.0软件分析本研究数
据，按照 x̄ ± s表示，两组数据间比较用 t检验和Dun‐
nett-t检验，多组差异比较用单因素方差，P<0.05表
示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 千金藤素对肝癌细胞增殖活性影响 10、20、40、

80 µmol/L的千金藤素处理后的肝癌细胞增殖活性降
低（表1）。20 µmol/L的千金藤素对肝癌细胞增殖抑制
率约为50%，选用20 µmol/L的千金藤素做后续研究。
表1 千金藤素（CEP）处理后肝癌细胞吸光度（A值）变化/x̄ ± s
组别 重复次数 A值
对照组 3 0.68±0.05
CEP 5 µmol/L组
CEP 10 µmol/L组
CEP 20 µmol/L组
CEP 40 µmol/L组
CEP 80 µmol/L组
F值

3
3
3
3
3

0.63±0.06
0.50±0.03①
0.36±0.03①
0.28±0.02①
0.21±0.01①
77.20

P值 <0.001
注：①与0 µmol/L比，均P<0.05。

2.2 千金藤素对肝癌细胞周期和凋亡影响 千金

藤素处理后的肝癌细胞G0/G1期细胞比例升高，细胞
凋亡率升高，细胞中周期促进因子 cyclin D1蛋白水
平下降，周期抑制因子 p21蛋白水平升高，凋亡促进
蛋白 Bax、cleaved-caspase-3水平升高（表 2）。千金
藤素阻滞肝癌细胞周期并诱导细胞凋亡。

2.3 千金藤素对肝癌细胞中 NF-κB信号的影响
千金藤素处理后的肝癌细胞中NF-κB关键蛋白NF-

κBp65水平［（0.19±0.02）比（0.36±0.05），t=5.41，P<
0.05］下降（图 1）。千金藤素抑制肝癌细胞中NF-κB
信号激活。

2.4 NF-κB信号激活剂对千金藤素影响肝癌细胞
增殖活性、周期和凋亡的作用 与单纯经过千金藤

素处理的细胞比较，NF-κB信号激活剂 TNF-α和千
金藤素共同处理后的肝癌细胞增殖活性升高，G0/G1
期比例降低，凋亡率降低（图 2，表 3）。NF-κB信号
激活剂逆转千金藤素对肝癌细胞增殖抑制、周期阻

滞和凋亡促进作用。

2.5 NF-κB信号激活剂对千金藤素影响肝癌细胞
中 cyclin D1、p21、Bax、cleaved-caspase-3、NF-

κBp65蛋白表达作用 与单纯经过千金藤素处理的

细胞比较，NF-κB信号激活剂 TNF-α和千金藤素共
同处理后的肝癌细胞中 cyclin D1蛋白水平升高，
p21、Bax、cleaved-caspase-3 蛋白水平降低，NF-

表2 千金藤素处理后肝癌细胞周期分布比例、凋亡率和 cyclin D1、p21、Bax、cleaved-caspase-3水平/x̄ ± s
重复 细胞周期比例/%

组别 凋亡率/% cyclin D1 p21 Bax cleaved caspase-3
次数 G0/G1 S G2/M

对照组 3 50.61±4.17 18.35±1.16 31.04±2.81 2.18±0.12 0.68±0.07 0.20±0.03 0.32±0.03 0.15±0.02
CEP组 3 65.81±3.73 10.54±1.09 23.65±1.50 13.47±1.58 0.39±0.04 0.41±0.05 0.66±0.06 0.31±0.04
t值 4.71 8.50 4.02 12.34 6.20 6.18 8.71 6.10
P值 0.009 0.001 0.016 <0.001 0.003 0.003 0.001 0.004
注：CEP为千金藤素，cyclin D1为细胞周期蛋白D1，Bax为Bcl-2相关X蛋白，cleaved caspase-3为活化胱天蛋白酶3。
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注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—核因子κB p65（NF-

κB p65）；3—对照组；4—千金藤素组。
图1 蛋白质印迹法检测千金藤素对肝癌细胞中NF-κBp65蛋白

表达影响

图2 流式细胞术检测NF-κB信号激活剂和千金藤素处理后
肝癌细胞凋亡变化

κBp65蛋白水平升高（图 3，表 4）。NF-κB信号激活
剂逆转千金藤素对肝癌细胞中 cyclin D1、p21、Bax、
cleaved-caspase-3、NF-κBp65蛋白表达影响。
3 讨论

本研究表明，千金藤素处理后的肝癌细胞增殖

能力下降，千金藤素具有抑制肝癌细胞生长的作

用。千金藤素是一种双亲性、带有正电荷的生物

碱，能够增加质膜的稳定性，提高机体免疫力、抑制

炎症发生［8］。千金藤素还具有抗肿瘤生长的作用，

单独使用千金藤素能够抑制肿瘤细胞的生长并提

高机体免疫力［9］。研究显示，千金藤素可以在体外

抑制口腔鳞癌、结肠癌等肿瘤细胞增殖［10-11］。本研

究结果与上述研究报道相符合，均提示千金藤素具

有体外抗肿瘤细胞生长的作用。
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注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—活化胱天蛋白酶 3
（cleaved caspase-3）；3—Bcl-2相关X蛋白（Bax）；4—p21；5—细胞周
期蛋白D1（cyclin D1）；6—核因子κB p65（NF-κB p65）；7—千金藤素
（CEP）；8—千金藤素+肿瘤坏死因子-α。
图3 蛋白质印迹法检测NF-κB信号激活剂和千金藤素处理后肝癌
细胞中 cyclin D1、p21、Bax、cleaved-caspase-3、NF-κBp65蛋白水平

研究表明，千金藤素抑制肿瘤细胞生长与影响

细胞周期进程有关［12］。细胞周期进展是细胞增殖

的关键，细胞从上一次有丝分裂结束到下一次有丝

分裂结束称为一个细胞周期，在这一过程中，细胞

周期调控因子扮演重要角色［13］。cyclin D1是细胞周
期的正调控因子，其可以促进细胞从G0/G1期向 S期
转变［14］。p21是细胞周期的负调控因子，其表达水
平升高后可以抑制肿瘤细胞有序进展［15］。细胞凋

亡减少是肿瘤发生的重要特征，细胞凋亡与细胞内

凋亡相关蛋白的表达有关，其中 Bcl-2和 caspase蛋
白家族是目前研究最多的与细胞凋亡有关的调节

因子［16］。Bax是Bcl-2蛋白家族成员，其在细胞凋亡
过程中发挥促进作用［17］。caspase-3是 caspase凋亡
级联反应的下游执行因子，其活化后形成 cleaved-

caspase-3被认为是细胞凋亡发生的标志［18］。本研
究显示，千金藤素处理后的肝癌细胞G0/G1期比例升
高，细胞中 cyclin D1蛋白水平降低，p21蛋白水平升
高，细胞凋亡率升高，细胞中Bax和 cleaved-caspase-
3蛋白表达增多，提示千金藤素可以抑制肝癌细胞

表3 NF-κB信号激活剂和千金藤素（CEP）处理后肝癌细胞A值、细胞周期分布比例和凋亡率/x̄ ± s
细胞周期比例/%

组别 重复次数 A值 凋亡率/%G0/G1 S G2/M
CEP 3 0.35±0.04 66.38±5.80 11.94±1.21 21.68±2.37 14.17±1.28
CEP+TNF-α 3 0.46±0.03 53.27±4.12 22.65±1.27 22.08±2.15 8.12±0.96
t值 3.76 3.19 10.58 0.22 6.55
P值 0.020 0.033 0.001 0.837 0.003
注：CEP为千金藤素，TNF-α为肿瘤坏死因子-α。
表4 NF-κB信号激活剂和千金藤素处理后肝癌细胞中 cyclin D1、p21、Bax、cleaved-caspase-3、NF-κBp65蛋白水平/x̄ ± s

组别

CEP
重复次数

3
cyclin D1
0.36±0.03

p21
0.43±0.05

Bax
0.59±0.07

cleaved-caspase-3
0.34±0.03

NF-κBp65
0.35±0.05

CEP+TNF-α 3 0.54±0.06 0.20±0.02 0.39±0.04 0.18±0.02 0.52±0.04
t值 4.72 7.31 4.28 7.50 4.56
P值 0.009 0.002 0.013 0.002 0.010
注：CEP为千金藤素，TNF-α为肿瘤坏死因子-α，cyclin D1为细胞周期蛋白D1，Bax为Bcl-2相关X蛋白，cleaved caspase-3为活化胱天蛋白

酶3，NF-κB p65为核因子κB p65。
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周期进展并诱导细胞凋亡发生。

NF-κB是在B细胞中发现的一种核因子，其常常
以二聚体的形式在细胞内存在，NF-κB在多种类型的
细胞中均有表达，并且参与细胞多种病理和生理过

程［19］。NF-κBp65是NF-κB信号转导的必需因子，也
是NF-κB信号激活程度的标志［20］。NF-κB与人类肿
瘤进展有关，其在肿瘤发生中过度激活，通过靶向抑

制NF-κB的激活可以降低肿瘤的恶性程度［21］。本研
究显示，千金藤素处理以后的肝癌细胞中NF-κB信
号激活程度降低，提示千金藤素可能通过抑制NF-κB
信号通路调控肝癌细胞增殖和凋亡。之前的研究报

道表明，千金藤素在抵抗结直肠癌等肿瘤细胞恶性

生长的同时可以下调细胞内NF-κB信号通路的激活
水平，千金藤素作用机制与NF-κB信号有关［6］。本研
究表明，NF-κB信号激活剂可以逆转千金藤素对肝癌
细胞增殖抑制和凋亡促进作用，提示千金藤素通过

抑制NF-κB调控肝癌细胞增殖和凋亡。
以上表明，千金藤素具有体外抑制肝癌细胞增

殖、阻滞细胞周期和诱导细胞凋亡的作用，其作用机

制与抑制NF-κB信号有关。本研究结果为研究千金
藤素抗肿瘤作用机制提供了参考，为千金藤素治疗

肝癌的临床应用提供了理论资料。在以后的实验中

会对千金藤素的具体作用机制进行探讨和验证。
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