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　 　 【摘要】 　 目的　 研究薯蓣皂苷（ＤＩＯ）对人 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞凋亡的影响及其可能抗癌作用机制。 方法　 ＤＩＯ
（０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２、４、６ 和 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ）干预 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞，ＭＴＴ 法检测细胞增殖情况，并计算半数抑制率（ ＩＣ５０）；划
痕实验分析细胞的迁移能力，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检查细胞中凋亡因子及 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路蛋白表达差异。 结果　 与对

照组比较，ＤＩＯ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞抑制率显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），并诱导细胞在形态学上出现凋亡特点，呈时间与剂量依

赖性；划痕实验结果显示 ＤＩＯ 显著抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞的迁移距离；与对照组比较，ＤＩＯ 干预细胞 ２４ ｈ 后，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 水平明显上调，而 Ｂｃｌ⁃２、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 水平显著下调（Ｐ＜０􀆰 ０５、Ｐ＜０􀆰 ０１）；采用 ＬｉＣｌ 激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路，ＬｉＣｌ 组细胞中 Ｗｎｔ１、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 水平较对照组显著上调（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与 ＬｉＣｌ 组比较，ＬｉＣｌ＋ＤＩＯ 组 ＨｅｐＧ２ 细

胞 Ｗｎｔ１、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达显著下调（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 ＤＩＯ 体外能够促进 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞凋亡，机制可

能是其下调 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的蛋白表达，抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路传导，进而抑制凋亡因子 Ｂｃｌ⁃２ 表达，最终诱导细胞

凋亡而发挥抗肝癌作用。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｏｓｃｉｎ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ａｎｔｉ⁃
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＨｅｐＧ２ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ０􀆰 ２５，
０􀆰 ５， １， ２， ４， ６， ｏｒ ８ μｍｏｌ ／ Ｌ ｄｉｏｓｃｉｎ， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖｉａ ＭＴＴ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｈａｌｆ⁃ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （ＩＣ５０） ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ． Ａ ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ． Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ⁃ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ



ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｄｉｏｓｃｉｎ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ’ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｍｏｒｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ａ ｔｉｍｅ⁃ ａｎｄ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ａｆｔｅｒ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｏｒ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ｄｉｏｓｃｉｎ． Ｔｈｅ ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ＨｅｐＧ２
ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｒｅｍａｒｋａｂｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｗｈｅｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｏｓｃｉｎ． Ｉｎ ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｗｅｒｅ ｖｉｓｉｂｉｌｉｔｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｏｓｃｉｎ ｆｏｒ ２４ ｈ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｗｈｅｎ ＬｉＣｌ ｒｅａｇｅｎｔ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＨｅｐＧ ｃｅｌｌｓ ｔｏ
ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｗｎｔ１ ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｗｅｒｅ ｒｅｍａｒｋａｂｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬｉＣｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＬｉＣｌ ＋ ＤＩＯ ｇｒｏｕｐ’ｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｗｎｔ１， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ， ａｎｄ ＧＳＫ⁃３β ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＤＩＯ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｒｅｂｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｔｈｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ Ｂｃｌ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ＤＩＯ ｃａｎ
ｈａｖｅ ａｎ ａｎｔｉ⁃ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｅｆｆｅｃｔ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｉｏｓｃｉｎ； ＨｅｐＧ２； ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ； Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ），最常

见的原发性肝癌，是癌症相关死亡的第三大原

因［１］。 肝癌的发病机理尚未明晰，普遍认为主要出

现在与病毒性肝炎感染、酗酒或代谢综合征相关的

病变肝中。 到目前为止，肝癌的临床治疗取得了一

些进展，但由于多数患者确诊时已是肝癌晚期，常
规的肝切除术或肝移植术治疗 ＨＣＣ 已无意义，需要

进行系统且全面的综合抗肿瘤治疗，包括放疗、化
疗及分子免疫治疗等。 除此之外，包括阿霉素、顺
铂和 ５－氟尿嘧啶（５⁃Ｆｕ）在内的药物对 ＨＣＣ 的生存

期也有改善。 然而，临床上使用这些药物的部分患

者已出现心脏及神经损害等副作用。 因此，开发新

的高效、低毒的抗癌药物对突破 ＨＣＣ 现有的治疗瓶

颈具有重要临床意义。
薯蓣皂苷（ ｄｉｏｓｃｉｎ，ＤＩＯ）是一种天然皂苷类化

合物，可从盾叶薯蓣、黄药子等中药中提取，具有抗

肿瘤、抗炎、抗真菌、抗肝纤维化、改善心血管等广

泛生物活性。 研究表明，ＤＩＯ 能够抑制肝癌细胞

ＨｅｐＧ２［２］、Ｈｕｈ７［３］增殖，并诱导肝癌细胞凋亡，但相

关机制尚未阐明。 细胞凋亡是一种细胞选择主动

死亡的过程，该过程受细胞内外因素的影响。 目前

研究认为肿瘤诱发的关键因素可能是肿瘤细胞无

限增殖与凋亡异常降低［４］，因此抑制肿瘤细胞增

殖，诱导凋亡成为抗肿瘤的有效治疗手段之一。
Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路在多种肿瘤中均被过度激活，能
够影响细胞的增殖、凋亡。 因此，本研究拟在体外

ＨｅｐＧ２ 肝癌模型中，探讨 ＤＩＯ 对细胞增殖、凋亡的

影响及其可能的抗肝癌机制，为开发抗肝癌中药新

药提供实验依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

　 　 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞购自中国科学院上海细胞库。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器　
　 　 薯蓣皂苷（纯度≥９８％，批号：Ｙ０４Ｊ１２Ｚ１３６３４１）
购自上海源叶科技有限公司；胎牛血清（ＦＢＳ） （批
号：１３４７５７５）购自美国 ＧＩＢＣＯ 公司；ＤＭＥＭ 高糖培

养基（１Ｘ），批号：３１９００５０４０）购自维森特生物技术

（南京） 有限公司； Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 染色液 （批号：
Ｃ０００３⁃２）购自碧云天生物技术研究所；四甲基偶氮

唑蓝（ＭＴＴ，批号：Ｍ８１８０）、ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂

盒（批号：０８Ｅ０２Ａ４６）购自北京索莱宝科技有限公

司；Ｄｉｍｅｔｈｙｌ Ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ（ＤＭＳＯ，批号：２Ｊ２４２Ｊ２４）购自

Ｓｕｎｓｈｉｎｅ 公司；兔抗人 β⁃ａｃｔｉｎ 多克隆抗体（批号：
６０００８⁃１⁃１ｇ）、兔抗人 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ （批号： １６１９５０１）、
Ｗｎｔ１（批号：０４０３１９１９０７１５）、ＧＳＫ３β（批号：２２１０４⁃１⁃
ＡＰ）、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３（批号：１９６７７⁃１）多克隆抗体

及鼠抗人 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３（批号：２５５４６⁃１⁃ＡＰ）、Ｂｃｌ⁃２（批
号：１８６５４⁃１⁃ＡＰ） 单克隆抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司。

倒置相差荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本 Ｎｉｋｏｎ 公

司）；ＣＯ２ 培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；酶标仪

（ＴＥＣＡＮ，瑞士）；电泳仪、半干转膜仪及凝胶成像系

统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）；－８０ ℃冰箱（海尔，中国）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

　 　 将对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞培养在含

１０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基中，并放入培养箱 （３７
℃、５％ ＣＯ２）中孵育，每天 １ 次的频率更换培养液，
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待细胞长至对数期时，加入 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化并

传代。 取一部分细胞于培养箱中继续培养，其余细

胞进行后续实验。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖

　 　 将对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 细胞消化，以 ２×１０４ ／孔
接种在 ９６ 孔板，２４ ｈ 后吸弃细胞上清液，加入不同

浓度（０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２、４、６ 和 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ）ＤＩＯ，并设对

照组（不加 ＤＩＯ）和空白孔（无细胞），每组设 ６ 个复

孔。 ２４ ｈ、４８ ｈ 后，各孔分别加入 １０ μＬ ＭＴＴ（５ ｍｇ ／
ｍＬ）继续培养 ４ ｈ。 吸去孔内培养液，加入 ＤＭＳＯ
（每孔 ２００ μＬ），采用酶标仪 ４９０ ｎｍ 检测各孔吸光

值，计算细胞抑制率。
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 染色观察细胞凋亡　
　 　 ＨｅｐＧ２ 细胞接种在 ６ 孔板（１×１０４ ／孔），培养 ２４
ｈ 后，细胞分为 ３ 组：对照组，常规培养（不加药物）；
１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＩＯ 组和 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＩＯ 组，每组 ３ 个复

孔。 各组分别加入 ＤＭＳＯ 和不同浓度的 ＤＩＯ ２４ ｈ
后，按照试剂盒说明书染色细胞，拍照记录细胞凋

亡情况。
１􀆰 ３􀆰 ４　 划痕实验检测细胞体外迁移能力

　 　 取 ２ ｍＬ ＨｅｐＧ２ 细胞（密度为 ５×１０５ ／ ｍＬ）种于 ６
孔板 ２４ ｈ，等细胞长至 ８０％～９０％时，各孔使用枪头

进行划痕并清洗细胞，按照“１􀆰 ３􀆰 ３”项下方法进行

分组与给药，每组设 ３ 个复孔。 分别于 ０、２４ ｈ 观察

刮痕内的 ＨｅｐＧ２ 细胞，拍照。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＨｅｐＧ２ 细胞中凋亡相关

基因及 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达

　 　 按照“１􀆰 ３􀆰 ２”项下方法对 ＨｅｐＧ２ 细胞进行处

理，调整细胞密度为 １×１０６ ／ ｍＬ，并放入培养箱中孵

育过夜后，细胞分为对照组和 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＩＯ 组、２
μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＩＯ 组。 培养 ２４ ｈ 后，每个培养皿的细胞

加入 ３００ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液，１０ ｍｉｎ 后冰上快速刮取

细胞，离心并收集细胞总蛋白。 根据说明书进行各

组蛋白浓度检测。 制胶，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离

后转到 ＰＶＤＦ 膜上，５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ 后，分别

加入一抗（Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂｃｌ⁃２ 和 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ）４ ℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗膜，加入二抗常温孵

育 ２ ｈ，将 ＰＶＤＦ 膜置于 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 凝胶成像系统显

影。 结果采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＤＩＯ 对 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
通路相关蛋白表达的影响

　 　 取对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 细胞接种到 ６ 孔板中，
分为对照组、ＬｉＣｌ 组（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、ＬｉＣｌ＋ＤＩＯ 组（２

μｍｏｌ ／ Ｌ），每组设 ６ 个复孔。 药物处理 ２４ ｈ 后，同
“１􀆰 ３􀆰 ５”项下提取细胞并测定蛋白浓度。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关蛋白的表达

水平。
１􀆰 ４　 统计学方法　
　 　 数据采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件统计分析，计量资料

以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。 两组间比较 ｔ 检验，
Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＤＩＯ 对 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞增殖的抑制作用

　 　 与对照组（０ μｍｏｌ ／ Ｌ）比较，ＨｅｐＧ２ 细胞经 ＤＩＯ
（０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２、４、６ 和 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ）刺激 ２４ ｈ、４８ ｈ
后，其可显著抑制细胞增殖（Ｐ＜０􀆰 ０１），且随着给药

时间的延长及浓度的增加其抑制作用增强。 经计

算 ＩＣ５０（２４ ｈ、４８ ｈ）值分别为 ４􀆰 １９、２􀆰 ３２ μｍｏｌ ／ Ｌ，因
此后续实验选择 １、２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＩＯ 干预 ＨｅｐＧ２ 细

胞，观察其抗肝癌作用及相关机制，见图 １。
２􀆰 ２　 ＤＩＯ 对 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞凋亡形态学的影响

　 　 Ｈｏｃｈｅｓｔ 荧光染色结果显示，对照组细胞未出现

凋亡特征。 然而，相较于对照组，１、２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＩＯ
组细胞出现了典型的凋亡形态学特征，主要表现为

核染色质浓缩聚集及碎块状致密浓染，并发出蓝白

色荧光等；同时，ＨｅｐＧ２ 细胞 ＤＩＯ 刺激后凋亡程度

随 ＤＩＯ 浓度的提高呈逐渐增强的趋势。 提示 ＤＩＯ
能够诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞出现凋亡细胞核形态，诱导细

胞凋亡，见图 ２。

注：与对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １　 ＤＩＯ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的抑制作用（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＤＩＯ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ３　 ＤＩＯ 对 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞迁移能力的影响

　 　 如图 ３ 所示，划痕实验结果显示，给药 ２４ ｈ 后，
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对照组 ＨｅｐＧ２ 细胞几乎长满划痕。 与对照组比较，
１、２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＩＯ 组的划痕仍有间隙，细胞迁移距离

明显缩短。 可知，ＤＩＯ 长时间干预 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞

可导致细胞的迁移能力减弱。

２􀆰 ４　 ＤＩＯ 对 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞凋亡相关表达的

影响

如图 ４ 所示，与对照组比较，１、２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＩＯ 组

细胞Ｃａｓｐａｓｅ ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ ⁃３蛋白表达水平均

图 ２　 ＤＩＯ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡形态的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＩＯ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

图 ３　 划痕实验

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

注：Ａ：ＨｅｐＧ２ 细胞内凋亡蛋白表达条带；Ｂ：ＨｅｐＧ２ 细胞内凋亡蛋白相对表达量。 与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 ＤＩＯ 对凋亡相关蛋白表达的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ． Ｂ， Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｃｌｅａｖｅｄ

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＩＯ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ
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明显升高，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５、Ｐ
＜０􀆰 ０１），其中 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＩＯ 对 Ｂｃｌ⁃２ 的抑制作用最

强。 提示 ＤＩＯ 可促进 ＨｅｐＧ２ 细胞发生凋亡作用，且
呈浓度依赖的特点。
２􀆰 ５　 ＤＩＯ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达的

影响

　 　 与对照组比较，ＤＩＯ 处理组的细胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达随干预浓度的增加而逐渐降低（Ｐ＜０􀆰 ０５、Ｐ
＜０􀆰 ０１），提示 ＤＩＯ 可以使 ＨｅｐＧ２ 细胞中的 Ｗｎｔ ／ β⁃

ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路呈抑制状态，发挥抗 ＨＣＣ 作用，见
图 ５。
２􀆰 ６　 ＤＩＯ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关

蛋白表达的影响

　 　 如图 ６ 所示，与对照组比较，ＬｉＣｌ 组 ＨｅｐＧ２ 细

胞 Ｗｎｔ１、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的蛋白表达水平显著上调（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；与 ＬｉＣｌ 组比较， ＬｉＣｌ ＋ ＤＩＯ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞

Ｗｎｔ１、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ⁃３β 的蛋白表达显著下调（Ｐ＜
０􀆰 ０１）。

注：Ａ：ＨｅｐＧ２ 细胞内 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达条带；Ｂ：ＨｅｐＧ２ 细胞内 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白相对表达量。 与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 ＤＩＯ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄ ｏｆ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ． Ｂ， Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＩＯ ｏｎ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

注：Ａ：ＨｅｐＧ２ 细胞内 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路蛋白表达条带；Ｂ：ＨｅｐＧ２ 细胞内 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路蛋白相对表达量。 与对照组比较， ∗∗Ｐ＜

０􀆰 ０１；与 ＬｉＣｌ 组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 ＤＩＯ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路蛋白表达的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄ ｏｆ Ｗｎｔ１， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ＧＳＫ⁃３β ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ． Ｂ， Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ１， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ＧＳＫ⁃

３β ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬｉＣｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＩＯ ｏｎ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｎｇａｌ ｐａｔｈｙｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ
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３　 讨论

　 　 肝癌是常见的恶性肿瘤之一，发病率、死亡率

呈逐年上升趋势，据数据统计显示，２０４０ 年将新增

１４０ 万例肝癌病例，且肝癌死亡人数比 ２０２０ 年增加

５６􀆰 ４％［５］。 这些结果表明，加强对现有的肝癌预防

措施，并针对肝癌高危人群进行早期筛查，对提高

ＨＣＣ 患者的生存周期具有关键作用。
近年来，中药天然产物 ＤＩＯ 已被证实具有抗

ＨＣＣ 作用。 Ｃｈｅｎ 等［６］发现 ＤＩＯ 能诱导 ＨｅｐＧ２ 肝癌

细胞凋亡，并且细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达增加和 Ｂｃｌ⁃２
表达下调，并减弱细胞迁移与侵袭能力。 与此同

时，课题组前期研究同样也发现 ＤＩＯ 能够抑制

ＨｅｐＧ２ 细胞增殖并促进细胞凋亡［７］，并且对正常人

肝细胞的毒性作用较小［８］。 但 ＤＩＯ 调节 ＨｅｐＧ２ 细

胞凋亡的机制研究尚处于空白阶段。 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路参与 ＨＣＣ 的生长与发展，但该通路是否被

ＤＩＯ 调控，目前尚不清楚。 因此，本研究拟通过研究

ＤＩＯ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖、凋亡的影响，探讨其是否

通过调节 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路影响细胞凋亡。
本研究首先采用 ＭＴＴ 实验检测 ＤＩＯ 对 ＨｅｐＧ２

细胞增殖的影响，结果显示 ＤＩＯ 对细胞的增殖呈显

著抑制趋势，提示 ＤＩＯ 可直接抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞的生

长，具有抗 ＨＣＣ 效应。 划痕实验结果显示， １、 ２
μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＩＯ 组细胞迁移距离明显缩短，且以 ２
μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＩＯ 组较为显著，表明 ＤＩＯ 对细胞的迁移能

力有抑制作用。 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色检测结果显示，ＤＩＯ 处

理组细胞出现凋亡的形态学变化，核染色质聚集且

亮度增高。 以上结果说明 ＤＩＯ 能够抑制细胞增殖

并促进凋亡，提示该药物可作为治疗肝癌的潜在候

选药物。
细胞凋亡的发生由一系列蛋白表达所调控，其

中 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 是凋亡代表性因子，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是凋亡

执行蛋白［９］。 当 Ｂｃｌ⁃２ 表达上调时，Ｂｃｌ⁃２ 可以阻止

Ｂａｘ 外移，进而抑制线粒体释放相关因子，最终导致

抗凋亡作用；反之，当 Ｂｃｌ⁃２ 表达下调时，促进细胞

凋亡。 本研究在 ＤＩＯ 处理组细胞出现凋亡形态的

基础上进一步检测了凋亡相关蛋白的表达，发现

ＤＩＯ 各 剂 量 组 ＨｅｐＧ２ 细 胞 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达增加，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达减少，提示

ＤＩＯ 确实通过诱导细胞凋亡发挥其抗 ＨＣＣ 作用。
研究表明 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在 ＨＣＣ 中异

常活化，且该通路对肿瘤细胞的凋亡呈负性调控作

用［１０］。 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 是调控 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路关启的

关键影响因子。 当 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 呈高表达时，通路启

动，从而影响 Ｗｎｔ１、ＧＳＫ⁃３β 等相关特异基因的表

达；反之，通路关闭。 为验证 ＤＩＯ 是否通过抑制

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路发挥抗 ＨＣＣ 作用，本研究

首先检测 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达差异。 结果显示，ＤＩＯ 作

用 ２４ ｈ 后，ＨｅｐＧ２ 细胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达显著

下调，表明 ＤＩＯ 可以通过影响 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路

发挥抗 ＨＣＣ 作用。 此外，为明确 ＤＩＯ 抗肿瘤与

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路间的关系，本研究还进一步

使用 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路激动剂 ＬｉＣｌ 干预肝癌

细胞，结果显示，与对照组比较，ＬｉＣｌ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞

Ｗｎｔ１、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达显著上调；与 ＬｉＣｌ 组比较，
ＬｉＣｌ＋ＤＩＯ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｗｎｔ１、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、
ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达显著下调。 以上研究结果表明，
ＤＩＯ 能够通过下调 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达，阻抑 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路传导，最后抑制肝癌进程。 也有报

道表明，Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路中 Ｗｎｔ 因子可通过

上调 Ｂｃｌ⁃２ 的表达，进而发挥抗凋亡作用［１１］。 因此，
结合本研究结果推测，ＤＩＯ 通过下调 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白

表达进而抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路传导，然后抑

制下游相关基因 Ｂｃｌ⁃２ 表达，最终诱导肝癌细胞

凋亡。
综上所述，ＤＩＯ 体外具有促进 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞

凋亡作用，其机制可能是其通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路传导，进而活化 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３，抑制下游相关

基因 Ｂｃｌ⁃２ 表达，最终诱导肝癌细胞凋亡。 本研究

从体外实验进一步证实 ＤＩＯ 抗 ＨＣＣ 疗效及机制，为
ＤＩＯ 在抗肝癌开发应用中提供了实验理论依据。
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