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双氢青蒿素对 HepG2 细胞氧化损伤和能量代谢的影响及其
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［摘要］ 目的：探讨双氢青蒿素（DHA）对 HepG2 细胞的增殖抑制作用，通过细胞氧化损伤及能量代谢交互通路的影响阐

明其作用机制；并通过与索拉非尼（Sora）联用，探讨其联合用药的可能性。方法：选用 HepG2 细胞和 SW480 细胞，细胞增殖与

活性检测（CCK-8）法分别得到 DHA 与 Sora的半数抑制浓度（IC50）；Chou-Talalay 法分析 DHA 与 Sora联用的联用指数（CI）。选

用 HepG2 细胞，分为正常组，DHA 单用组（10 µmol·L-1），Sora 单用组（5 µmol·L-1）和 DHA 与 Sora 联用组（DHA 10 µmol·L-1，

Sora 5 µmol·L-1），药物孵育 8~12 h 后，糖酵解速率试剂盒检测细胞糖酵解功能，线粒体压力试剂盒检测线粒体氧化磷酸化功

能；DCFH-DA 活性氧（ROS）探针检测细胞内 ROS 水平变化；脂质过氧化物丙二醛（MDA）检测试剂盒检测细胞内 MDA 水平

变化；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测细胞内血红素氧合酶 1（HO-1）和谷氨酸半胱氨酸连接酶催化亚基（GCLC）蛋白的水

平变化。结果：与正常组比较，DHA 单用组能够显著抑制 HepG2 细胞的线粒体氧化磷酸化 ATP 合成能力和糖酵解速率（P<

0.01），升高细胞内 ROS 和 MDA 水平（P<0.05），降低 HO-1，GCLC 水平（P<0.05）；DHA 与 Sora 联用在 HepG2 和 SW480 细胞中

均具有较好的协同抑制细胞增殖作用，其 CI值<0.9；与 DHA 单用组比较，DHA 与 Sora联用组对 HepG2 细胞的线粒体氧化磷酸

化 ATP 合成和糖酵解的抑制程度均显著增强（P<0.01）；细胞内的 ROS 和 MDA 水平均显著升高（P<0.01）；细胞内抗氧化相关

蛋白 HO-1，GCLC 水平均显著降低（P<0.01）。结论：DHA 可能通过降低 HepG2 细胞内的 HO-1，GCLC 水平，升高 ROS 使 MDA

水平增加，并造成细胞线粒体氧化损伤，抑制细胞糖酵解能力以及氧化磷酸化能力，从而抑制 HepG2 细胞增殖；DHA 与 Sora联

用具有协同抑制 HepG2 细胞增殖的作用，其机制可能与协同造成细胞氧化损伤从而影响线粒体电子传递链，抑制细胞能量代

谢有关。
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proliferation of HepG2 cells，elucidate the mechanism from the perspectives of oxidative damage and energy

metabolism，and discuss the possibility of combined use of DHA with sorafenib（Sora）. Method： Cell

counting kit-8（CCK-8）assay was used to obtain the 50% inhibitory concentration（IC50）of DHA and Sora on

HepG2 and SW480 cells and Chou-Talalay method was used to obtain the combination index（CI）of DHA and

Sora. HepG2 cells were classified into the control group，DHA group（10 µmol·L-1），Sora group（5 µmol·L-1），
and DHA + Sora group（DHA 10 µmol·L-1，Sora 5 µmol·L-1）and then incubated with corresponding drugs for 8-

12 h. Seahorse XF glycolytic rate assay kit and cell mito stress test kit were employed to respectively detect the

glycolysis function of cells and oxidative phosphorylation function of mitochondria. DCFH-DA and lipid

peroxidation MDA assay kit were separately used to analyze the intracellular levels of reactive oxygen species

（ROS）and malondialdehyde（MDA）. Western blot was applied to determine the intracellular levels of heme

oxygenase-1（HO-1）and glutamate-cysteine ligase catalytic subunit（GCLC）. Result： Compared with the

control group，DHA alone inhibited the ATP synthesis in mitochondrial oxidative phosphorylation and glycolysis

（P<0.01），increased the levels of intracellular ROS and MDA（P<0.05），and decreased the levels of HO-1 and

GCLC（P<0.05）in HepG2 cells. DHA and Sora had synergistic inhibitory effect on proliferation of HepG2 and

SW480 cells，with CI < 0.90. The DHA + Sora group showed stronger suppression of ATP synthesis in

mitochondrial oxidative phosphorylation and glycolysis（P<0.01），higher levels of intracellular ROS and MDA

（P<0.01），and lower levels of intracellular antioxidation-related proteins HO-1 and GCLC in HepG2 cells（P<

0.01）than the DHA group. Conclusion：DHA may increase the level of MDA by reducing HO-1 and GCLC and

increasing ROS in HepG2 cells，which results in mitochondria oxidative damage，restricts cell glycolysis and

mitochondrial oxidative phosphorylation，and thus finally inhibits the proliferation of HepG2 cells. DHA and

Sora have synergistic inhibitory effect on the proliferation of HepG2 and SW480 cells，and the mechanism may

be related to the synergistic oxidative damage that affects the mitochondrial electron transport chain and

suppresses cell energy metabolism.

［Key words］ dihydroartemisinin； sorafenib； synergism； aerobic glycolysis；mitochondrial oxidative

phosphorylation； reactive oxygen species（ROS）； heme oxygenase-1（HO-1）； glutamate-cysteine ligase

catalytic subunit（GCLC）

原发性肝癌是黄种人易感的恶性肿瘤之一，目

前是我国第 4 位的常见恶性肿瘤及第 3 位的肿瘤致

死病因，严重威胁我国人民的生命和健康［1］。索拉

非尼（Sora）是目前第 1 个也是唯一 1 个获得批准用

于肝癌系统性治疗的药物，用于治疗不能手术的晚

期肝细胞癌；是一种新的多靶点药物，可以抑制许

多癌基因激酶的活性，还被报道用于治疗肺癌、甲

状腺癌、胰腺癌和乳腺癌［2-3］。虽然 Sora 提高了肝癌

患者的总体生存率，但临床也显示其具有不良反应

多，病人耐受性差，易于产生耐药，患者生命延长期

较短（平均 3 个月）等缺点，因此急需新的药物干预

治疗策略［4］。

近年来大量研究结果证实，青蒿素类化合物

（ARTs）具有确切的广谱抗肿瘤疗效［5-6］。目前关于

ARTs 的抗肿瘤机制主要集中于诱导肿瘤细胞的铁

死亡等相关方面，关于对肿瘤细胞能量代谢的影响

研究较少。例如，青蒿琥酯能够特异性诱导胰腺导

管腺癌细胞的活性氧（ROS）和溶酶体铁依赖细胞死

亡［7］，并能够通过诱导铁死亡选择性地杀死头颈癌

细胞［8］。本课题组前期在双氢青蒿素（DHA）的抗

疟机制中发现，铁死亡是 DHA 抗疟机制中的一个重

要通路［9］。ARTs 抗肿瘤作用具有不良反应相对较

小；作用机制不同于传统化疗药物，联合当前常用

化疗药物可取得良好增效作用［10-12］。但由于 ARTs

特殊的分子结构和化学性质致使该类药物存在着

制剂困难等问题。另外，总体来看 ARTs 存在抗癌

效价不高，选择性相对较低等缺憾，但这些特点无

疑为联合用药增效减毒提供了广阔的研究空间。

肿瘤是一种代谢性疾病，其能量代谢途径与正

常细胞相比发生了一系列重组和调整。在转化过

程中，整个新陈代谢网络被重新编排，有氧糖酵解

成为肿瘤细胞的主要供能方式，维持癌细胞的生长

和增殖［13-14］。一直以来人们对肿瘤细胞的糖酵解过

程研究较多，而下调的氧化磷酸化产能通路一直不
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受重视，直到近年来，一些肿瘤的新研究结果逐渐

促使人们改观，该通路又逐渐回归重视。本课题组

前期在 DHA 对疟原虫能量代谢的研究中发现，

DHA 在 0.4~50 半数抑制浓度（IC50）剂量下对恶性疟

原虫 3D7（Plasmodium falciparum 3D7）线粒体有氧

呼吸均无明显影响；在 5×IC50 浓度剂量下，青蒿素

（ART），蒿乙醚（ARE）和蒿甲醚（ARM）均能显著提

高线粒体最大呼吸［15］。虽然疟原虫与肿瘤细胞都

以糖酵解为主要的供能方式［16］，但二者也有不同之

处。例如，线粒体在疟原虫的红内期阶段非必须存

在 ，但在疟原虫的传播阶段发挥至关重要的作

用［17］。在 ARTs 抗肿瘤的研究中发现，DHA 在体外

能够抑制食管鳞状细胞癌细胞以及慢性髓性白血

病 K562 细胞的糖酵解功能，其作用机制与丙酮酸

激酶 M2（PKM2）及葡萄糖转运蛋白 1（GLUT1）通
路的下调有关［18-19］。

物质代谢与能量代谢是生物体进行一切生命

活动的基础。目前来说，关于 ARTs 与能量代谢的

研 究 报 道 较 少 且 缺 乏 系 统 性 。 因 此 本 研 究 以

HepG2 细胞能量代谢以及细胞氧化损伤为视角，系

统地探索 DHA 对 HepG2 细胞有氧糖酵解以及氧化

磷酸化的影响；并在此基础上将 DHA 与 Sora 联合，

通过研究联用后对细胞抗氧化系统以及能量代谢

的交互影响，阐明协同作用机制。旨在起到增强化

疗药物疗效，降低毒性，为 DHA 与 Sora 联合用药提

供实验依据，并为 ARTs联合用药提供新的思路。

1 材料

1.1 药物与试剂 胎牛血清（法国 Biowest公司，批

号 S13934S1580）；RPMI 1640 培养基，青霉素 -链霉

素双抗，0.05% 胰蛋白酶/乙二胺四乙酸（EDTA），
L-谷 氨 酰 胺 溶 液（美 国 Gibco 公 司 ，批 号 分 别 为

2110284，1103510，1681700，931926）；细胞增殖与活

性 检 测（CCK-8）试 剂 盒（美 国 MCE 公 司 ，批 号

66147）；2'，7'-二氯荧光黄双乙酸盐 DCFH-DA 探针

（美国 Invitgen 公司，批号 2016099）；丙二醛（MDA）
检测试剂盒（英国 Abcam 公司，批号 GR3333359-

1）；Seahorse XF 细胞线粒体压力测定试剂盒，糖酵

解 速 率 测 定 试 剂 盒 ，Seahorse XF RPMI 培 养 基 ，

100 mmol·L-1 丙酮酸溶液，校正液（美国 Agilent 公

司 ，批 号 分 别 为 12887104，16961340，00620006，

0006398315，26817001）；1.0 mol·L-1葡萄糖溶液（北

京国药集团化学试剂有限公司，批号 20160322）；细
胞裂解液（英国 Abcam 公司，批号 GR3322627-5）；
聚氰基丙烯酸正丁酯（BCA）蛋白检测试剂盒（北京

索莱宝科技有限公司，批号 PC0020）；血红素氧合酶

1（HO-1）/血红素加氧酶 1（HMOX1），谷氨酸半胱氨

酸 连 接 酶 催 化 亚 基（GCLC），α - 微 管 蛋 白

（α -tubulin）抗体，羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G（武汉

Proteintech 生物技术有限公司，批号分别为 107011，

126011，112241，SA000012）；超敏增强化学发光法

（ECL）发光剂，通用型抗体稀释液（苏州新赛美生物

科技有限公司，批号分别为 P10100，WB10D）；聚偏

氟 乙 烯（PVDF）膜（ 美 国 Millipore 公 司 ，批 号

IPVH00010）；DHA（由中国中医科学院中药研究所

杨岚研究员馈赠）；Sora（美国 Bioruler 公司，批号

RJ54322）；二甲基亚砜（DMSO，美国 Sigma 公司，批

号 037K0766）。
1.2 仪器 Seahorse XFe96 型能量代谢分析仪（美

国 Agilent 公司）；Forma 3 型三气恒温培养箱（美国

Thermo Scientific 公 司）；CKX53 型 显 微 镜（日 本

Olympus 公司）；DM0412 型冷冻高速离心机（美国

Scilogex 公司）；SpectraMAX-i3x 型多功能荧光酶标

仪（美 国 Molecular Devices 公 司）；Bio-Rad Mini-

Protein 型 垂 直 电 泳 槽 及 转 膜 仪（ 美 国 Bio-Rad

公司）。
2 方法

2.1 药物溶液配置及细胞培养 将 DHA，Sora 分

别溶于 DMSO 中，配置成 90 mmol·L-1 的母液，储存

于-80 ℃冰箱中保存；加样前使用完全培养基进行

稀释，使 DMSO 在细胞培养中的终体积分数小于

0.1%。HepG2，SW480 细胞系分别在含有 10% 胎牛

血 清 ，100 U·mL-1 青 霉 素 和 0.1 g·L-1 链 霉 素 的

RPMI-1640 培养基中，于 37 ℃ 5%CO2 培养箱中培

养。每 2 d 更换 1 次细胞培养液，0.05% 胰蛋白酶/

EDTA 消化传代。

2.2 肿瘤细胞增殖抑制实验 将细胞同步化 24 h

后接种于 96 孔板中，每孔接种细胞个数为 5×103个。

分别设置空白组、正常组和实验组进行实验；空白

组加入 200 μL 完全培养基作为空白；正常组接种

5×103 个细胞后补足完全培养基至 200 μL；实验组

接种 100 μL 细胞悬液加 100 μL 溶于完全培养基的

药物溶液；实验组分为 DHA 单用组，Sora 单用组，以

及 DHA 与 Sora 联用组。药物作用 24，48，72 h 后分

别弃去培养板中的培养基，向每孔中加入完全培养

基 100 μL 及 CCK-8 溶液 10 μL，将培养板置于培养

箱内孵育 2 h 后，使用酶标仪测定在 450 nm 处的吸

光度 A。

2.3 药物协同作用分析 利用 Calusyn 软件做出药
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物对肿瘤细胞的浓度抑制曲线，并得到 IC50值；为了

评价药物的联合作用，通过 Calusyn 软件进行数据

分析，得到联用指数（CI）。CI=［D］a/［Dx］a+［D］b/

［Dx］b。（［D］a 和［D］b 是在用 2 种药物联合治疗显示

一定的效果时药物 a 和药物 b 的浓度；［Dx］a和［Dx］b

是药物 a 和药物 b 单独使用时显示与 2 药联用效果

等同时的浓度）。
2.4 细胞线粒体压力测定 提前 1 d 在探针板种加

入无菌水，放入 37 ℃无 CO2 细胞培养箱中温育过

夜，活化探针板。实验当天取同步化 24 h 后的肿瘤

细胞，在 XF 细胞培养板中每孔接种 100 μL 细胞悬

液，调整细胞个数为每孔 2×104个；放入细胞培养箱

中 2 h 使细胞贴壁；细胞贴壁后，在每孔加入药物溶

液 100 μL，作用 8 h 后弃去细胞培养板中溶液，每孔

缓慢加入 XF RPMI 培养液 200 μL，弃去，重复清洗

2 次后加入 XF RPMI 培养液调整终体积为 180 μL；
将细胞培养板放入 37 ℃无 CO2细胞培养箱中 1 h 等

待上机检测；同时取出孵化好的探针板，弃去探针

板中无菌水，每孔加人 XF 校准液 200 μL，37 ℃无

CO2 细胞培养箱孵育 45 min；配制线粒体压力试剂

盒中的寡霉素（Oligomycin）15 µmol·L-1，碳酰氰 -4-

三氟甲氧基苯腙（FCCP）10 µmol·L-1，鱼藤酮/抗霉

素 A（Rot/AA）5 µmol·L-1，加入探针板中。将探针

板上机校准 20 min，校准完成后将探针板底板换成

细胞培养板进行上机检测，检测时长约为 70 min。

在线粒体呼吸测定曲线中，Rot/AA 为线粒体电子传

输链抑制剂，可关闭线粒体呼吸，非线粒体呼吸耗

氧 =加入 Rot/AA 后得到的氧气消耗速率（OCR）；
Oligomycin 为 ATP 合酶抑制剂，其中基础呼吸值=

加入 Oligomycin 之前的 OCR 值-非线粒体呼吸耗氧

量，ATP 合成值=加入 Oligomycin 后 OCR 下降值；
FCCP 是一种解偶联剂，加入该药会破坏质子梯度

和线粒体膜电位，使细胞的耗氧达到最大，其中最

大呼吸值=加入 FCCP 后 OCR 最大值-非线粒体呼

吸耗氧，备用呼吸值=最大呼吸值-基础呼吸值，质

子漏=基础呼吸值-ATP 合成值。

2.5 细胞糖酵解速率测定 探针板活化后，实验当

天取同步化 24 h 后的肿瘤细胞，在 XF 细胞培养板

中每孔接种 100 μL 细胞个数为每孔 3×104 个；放入

细胞培养箱中 2 h 使细胞贴壁；细胞贴壁后，在每孔

加入药物溶液 100 μL，作用 8 h 后弃去培养板中溶

液，每孔缓慢加入 XF RPMI培养液 200 μL，弃去，重

复清洗 2 次后加入 XF RPMI 培养液调整终体积为

180 μL；将细胞培养板放入 37 ℃无 CO2细胞培养箱

中 1 h 等待上机检测；同时取出孵化好的探针板，弃

去探针板中无菌水，每孔加人 XF 校准液 200 μL，

37 ℃无 CO2细胞培养箱孵育 45 min；配制糖酵解速

率试剂盒中的 Rot/AA 5 µmol·L-1 及 2-脱氧 -D-葡萄

糖（2-DG）500 µmol·L-1分别加入探针板中。将探针

板上机校准 20 min，校准完成后将探针板底板换成

细胞培养板进行上机检测，检测时长约为 50 min。

在糖酵解速率测定曲线中，Rot/AA 可抑制线粒体的

氧气消耗，加入后记录的数值即为糖酵解生成的质

子流出速率（PER）；2-DG 是一种葡萄糖类似物，通

过与葡萄糖己糖激酶竞争结合来抑制糖酵解，加入

后 PER 的降低为确定加入 2-DG 前产生的 PER 主要

是由糖酵解产生提供了定性依据。

2.6 细胞 ROS 的检测 将 DCFH-DA 粉末溶解在

DMSO 中，得到 10 mmol·L-1 的母液，贮存于-80 ℃

备用，在使用前进一步稀释。将 HepG2 细胞定量接

种于 96 孔酶标板中，药物孵育 12 h 后，用 PBS 洗涤

2 次，然后用 10 µmol·L-1 DCFH-DA 在 37 ℃避光孵

育 30 min 后，PBS 洗涤 1 次，使用荧光酶标仪在

480 nm/525 nm 处检测。

2.7 脂质过氧化物 MDA 的检测 根据脂质过氧化

MDA 检测试剂盒说明书配置硫代巴比妥酸（TBA）
溶液；药物孵育 12 h 后，使用胰蛋白酶消化细胞，磷

酸盐缓冲液（PBS）洗涤细胞 2 次，收集 1×107 个细

胞；同时配置 MDA 标准溶液，在对照品及样品中分

别加入 TBA 试剂，95 ℃下孵育 60 min，冰浴 10 min，

冷却至室温。使用荧光酶标仪在 532 nm/553 nm 处

检测。

2.8 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 HO-1，

GCLC 蛋白表达水平 药物作用细胞 12 h 后，使用

胰蛋白酶消化细胞，PBS 洗涤细胞 2 次，收集细胞。

裂解缓冲液裂解细胞，室温下孵育细胞 10~20 min，

1 500 r·min-1离心 5 min（离心半径 6.215 cm）。取上

清液提取总蛋白，BCA 法测定蛋白质含量。规定蛋

白量为 40 μg，进行 10% SDS-PAGE 电泳分离，转至

PVD 膜，在 5% 脱脂牛奶封闭 1 h，TBST 缓冲液洗膜

3 次 ，加 入 HO-1（1∶3 000），GCLC（1∶5 000），

α -tubulin（1∶1 000）一抗，4 ℃孵育过夜，二抗（1∶

2 000）常温下孵育 1 h，TBST 缓冲液洗膜 3 次，ECL

法显色，α-tubulin 为内参，Image Pro Plus 6.0 图像分

析软件测定各电泳条带的灰度值。

2.9 统计学分析 采用 SPSS 23.0 软件进行统计学

分析，实验数据以 x̄ ± s 表示，采用回归分析和概率

统计，组间比较采用单因素方差分析，Graph Pad
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Prism 7.0 软件绘制拟合曲线、折线图和柱状图。统

计检验均采用双侧检验，每组数据均重复 3 次及以

上，以 P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 DHA 对 HepG2 细 胞 的 糖 酵 解 功 能 的 影 响

DHA 不同剂量作用于 HepG2 细胞后，检测分别在

14 min 时加入 Rot/AA 和在 35min 时加入 2-DG 抑制

线粒体的氧气消耗后的细胞的细胞外酸化速率

（ECAR），见图 1，通过分析 ECAR 值，可以得到糖酵

解 PER 值 。 与 正 常 组 比 较 ，DHA 在 10，20，

30 µmol·L-1 剂量时均能显著降低细胞的糖酵解

PER（P<0.01）；并 具 有 剂 量 依 赖 性 ，与 DHA

10 µmol·L-1组比较，DHA 在 20 µmol·L-1剂量时细胞

的 糖 酵 解 PER 明 显 降 低（P<0.05），与 DHA

20 µmol·L-1组比较，DHA 在 30 µmol·L-1剂量时细胞

的糖酵解 PER 明显降低（P<0.05）。见表 1。

3.2 DHA 对 HepG2 细胞线粒体氧化磷酸化功能的

影响 最大呼吸代表了细胞能够实现的最大呼吸

速率，备用呼吸代表细胞对能量需求的潜在响应能

力，质子漏表示细胞部分氧气消耗未偶联 ATP 合

成，可作为线粒体损伤的标志，ATP 合成代表了线粒

体满足细胞能量需求 ATP 的合成能力。DHA 不同

剂量作用于 HepG2 细胞后，检测细胞的线粒体氧化

磷酸化能力，得到线粒体压力曲线，见图 2。与正常

组比较，DHA 在 8，12，16 µmol·L-1 剂量时均显著降

低细胞的最大呼吸能力（P<0.01）以及备用呼吸能力

（P<0.01），降低细胞氧化磷酸化过程中 ATP 合成能

力（P<0.01），并增加质子漏（P<0.01），造成线粒体功

能损伤。见表 2。

3.3 DHA 联合 Sora 对 HepG2 以及 SW480 细胞的

协同抑制作用 在 HepG2 和 SW480 细胞中，分别在

固定药物浓度比例（DHA-Sora，1.45∶1 和 3∶1）组合

下，两药联合 CI 值分别居于 0.65~0.78 及 0.62~0.88，

显示了中等强度的协同作用；在非固定浓度比模式

下，在 HepG2 和 SW480 细胞中两药联合 CI 值分别

A. 正常组；B.DHA 10 μmol·L-1 组；C.DHA 20 μmol·L-1 组；D.DHA

30 μmol·L-1组

图 1 DHA对 HepG2细胞糖酵解功能的影响（x̄± s，n=6）

Fig. 1 Effect of DHA on glycolysis of HepG2 cells（x̄± s，n=6）

表 1 DHA对 HepG2细胞糖酵解功能的影响（x̄± s，n=6）

Table 1 Effect of DHA on glycolysis of HepG2 cells（x̄± s，n=6）

组别

正常

DHA

浓度/µmol·L-1

10

20

30

PER/mpH·min-1

884.7±16.5

719.7±35.42）

639.8±17.72,3）

550.4±80.92,5）

注：与正常组比较 1)P<0.05，2)P<0.01；与 DHA 10 µmol·L-1 组比

较 3)P<0.05，4)P<0.01；与 DHA 20 µmol·L-1 组 比 较 5)P<0.05，6)P<

0.01。

A. 正常组；B.DHA 8 μmol·L-1 组；C.DHA 12 μmol·L-1 组；D.DHA

16 μmol·L-1组

图 2 DHA 对 HepG2 细胞线粒体氧化磷酸化功能的影响（x̄± s，

n=6）

Fig. 2 Effect of DHA on oxidative phosphorylation of

mitochondria in HepG2 cells（x̄± s，n=6）

表 2 DHA对 HepG2细胞线粒体氧化磷酸化功能的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of DHA on oxidative phosphorylation of mitochondria in HepG2 cells（x̄± s，n=6） pmol·min-1
组别

正常

DHA

浓度/µmol·L-1

8

12

16

最大呼吸

286.7±20.3

204.7±16.32）

199.8±20.22）

200.5±19.42）

备用呼吸

101.7±31.1

44.2±4.52）

39.6±13.52）

30.7±14.32）

质子漏

27.1±9.8

61.2±16.92）

67.9±9.62）

70.8±10.92）

ATP 合成

157.8±9.4

99.3±15.82）

92.3±14.32）

99.1±13.72）

注：与正常组比较 1)P<0.05，2)P<0.01。
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居于 0.66~0.89 及 0.74~0.85，同样呈现较明显的协

同作用。剂量降低指数（DRI）是指达到一定抑制率

所需单一药物的剂量与联合用药时该药的剂量比。

在药物浓度 DHA-Sora 1.45∶1 固定药物浓度比例

下，DHA 和 Sora 的 DRI 值分别在 2.91~3.74 和 2.20~

2.79；而在 3∶1 固定药物浓度比例下，DHA 和 Sora 的

DRI 分别在 1.92~5.21 和 1.93~8.02；例如，在 SW480

细胞非固定浓度比例模式中，向 Sora 中添加 0.4~

6.3 µmol·L-1 的 DHA 可使 Sora 剂量降低 2~8 倍。见

表 3，4。

3.4 DHA 联合 Sora 对 HepG2 细胞能量代谢的影

响 DHA 联合 Sora 作用于 HepG2 细胞后，分别检

测细胞的线粒体氧化磷酸化以及糖酵解能力。与

DHA 组比较，DHA 与 Sora 联用组使 HepG2 细胞的

糖酵解 PER 显著降低（P<0.01）。见表 5。与 DHA

组比较，DHA 与 Sora 联用组能显著降低 HepG2 细

胞的线粒体最大呼吸能力，备用呼吸能力，ATP 合成

能力（P<0.01），并能够加速损伤线粒体引起质子漏

（P<0.05）。见表 6。

3.5 DHA 联 合 Sora 对 HepG2 细 胞 内 的 ROS 及

MDA 水平的影响 与正常组比较，DHA 组和 Sora

组均能明显升高细胞内 ROS 水平（P<0.05）；与 DHA

组比较，DHA 与 Sora 联用组 ROS 水平显著升高（P<

表 3 DHA联合 Sora协同抑制 HepG2增殖（n=3）

Table 3 DHA in combination with Sora causes synergistic inhibition of growth in HepG2 cancer cell lines（n=3）

组别

DHA-Sora(1.45:1)

DHA-Sora(非固定浓度比)

DHA/µmol·L-1

4.8

6.4

8.0

9.6

11.2

3.2

6.4

9.6

12.8

16.0

Sora/µmol·L-1

3.3

4.4

5.5

6.6

7.7

6.8

6.8

6.8

6.8

6.8

CI（x̄± s）

0.70±0.01

0.65±0.06

0.65±0.11

0.70±0.09

0.78±0.16

0.89±0.14

0.86±0.03

0.74±0.19

0.66±0.19

0.71±0.17

DRI（DHA）
2.91

3.45

3.74

3.50

3.28

4.92

3.72

3.95

4.39

3.44

DRI（Sora）
2.78

2.79

2.70

2.43

2.20

1.57

1.83

2.19

2.51

2.50

注：当 CI=0.1~0.3 时，两药具有强协同作用；当 CI=0.3~0.7 时，两药具有协同作用；当 CI=0.7~0.85 两药具有中度协同作用；当 CI=0.85~0.90

时，两药具有轻微协同作用；当 CI=0.9~1.1 时，两药几乎相加效果；当 CI=1.1~1.2 时，两药具有轻微拮抗作用；当 CI=1.2~1.45 时，两药具有中度

拮抗作用；当 CI=1.45~3.3 时，两药具有拮抗作用 [20]（表 4 同）。

表 4 DHA联合 Sora协同抑制 SW480增殖（n=3）

Table 4 DHA in combination with Sora causes synergistic inhibition of growth in SW480 cancer cell lines（n=3）

组别

DHA-Sora(3:1)

DHA-Sora(非固定浓度比)

DHA/µmol·L-1

1.2

2.3

4.7

9.4

18.8

8.8

8.8

13.0

13.0

Sora/µmol·L-1

0.4

0.8

1.6

3.1

6.3

8.8

10.1

9.4

8.8

CI（x̄± s）

0.62±0.06

0.74±0.05

0.81±0.04

0.88±0.03

0.72±0.09

0.85±0.03

0.84±0.06

0.74±0.06

0.75±0.05

DRI（DHA）
2.10

1.92

2.02

2.35

5.21

4.47

6.00

4.60

4.23

DRI（Sora）
8.02

5.00

3.28

2.24

1.93

1.65

1.59

1.77

1.84

表 5 DHA联合 Sora对 HepG2细胞糖酵解功能的影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of DHA in combination with Sora on glycolysis of

HepG2 cells（x̄± s，n=6）

组别

正常

DHA

Sora

DHA+Sora

浓度/µmol·L-1

10

5

10+5

PER/mpH·min-1

884.7±16.5

639.8±17.72）

568.2±34.22）

486.3±642,4）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 DHA 10 µmol·L-1 组比

较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 6~8 同）。
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0.01）；与正常组比较，DHA 组和 Sora 组均升高细胞

内 MDA 水 平（P<0.05）；与 DHA 组 比 较 ，DHA 与

Sora 联 用 组 MDA 水 平 显 著 升 高（P<0.01）。

见表 7。

3.6 DHA 联合 Sora 对 HepG2 细胞 HO-1 及 GCLC

蛋白水平的影响 与正常组比较，DHA 组与 Sora 组

均 能 明 显 降 低 HepG2 细 胞 GCLC 蛋 白 水 平（P<

0.05，P<0.01）；与 DHA 组比较，DHA 与 Sora 联用组

GCLC 蛋白水平显著降低（P<0.01）；与正常组比较，

DHA 组与 Sora 组均能明显降低 HepG2 细胞 HO-1

蛋白水平（P<0.05）；与 DHA 组比较，DHA 与 Sora 联

用 组 HO-1 蛋 白 水 平 显 著 降 低（P<0.01）。 见 图

3，表 8。

4 讨论

Otto Warburg 通过观察发现在氧气存在下，肿

瘤细胞具有吸收葡萄糖并将其发酵为乳酸的不同

寻常的特性［13-14］。这种特性即有氧糖酵解，是指在

氧气充足的条件下，肿瘤细胞不是以产生 ATP 更多

的线粒体氧化磷酸化方式，而是偏好于采用糖酵解

方式进行葡萄糖代谢；这样有利于肿瘤细胞快速产

生足量能量以适应其快速增殖，释放更多乳酸维持

其酸性微环境，逃避免疫监视以及易于转移等［13-14］。

因此 WARBURG 提出线粒体呼吸缺陷是有氧糖酵

解和癌症的潜在基础［13-14］。新陈代谢改变是癌细胞

的一个显著特征，在实际应用中，“Warburg 效应”是

临床广泛使用的氟脱氧葡萄糖正电子发射计算机

断层扫描术（FDG-PET）肿瘤成像的基础［21］。目前，

ARTs 的抗肿瘤机制主要集中于诱导肿瘤细胞的铁

死亡等方面［7-8，11］，关于能量代谢的研究报道较少且

缺乏系统性。因此本研究对 DHA 作用于 HepG2 细

胞后的能量代谢系统包括糖酵解以及氧化磷酸化

功能进行了系统检测。关于糖酵解的变化结果表

明，与正常组比较，DHA 作用于 HepG2 细胞后，其糖

酵解功能被抑制，表现为糖酵解 PER 的显著降低。

关于线粒体氧化磷酸化的结果表明，与正常组比

表 6 DHA联合 Sora对 HepG2细胞线粒体氧化磷酸化功能的影响（x̄± s，n=6）

Table 6 Effect of DHA in combination with Sora on oxidative phosphorylation of mitochondria in HepG2 cells（x̄± s，n=6） pmol·min-1

组别

正常

DHA

Sora

DHA+Sora

浓度/µmol·L-1

10

5

10+5

最大呼吸

141.7±7.7

103.2±6.52）

88.8±6.52）

60.5±11.12,4）

备用呼吸

69.7±6.3

45.6±8.32）

37.1±7.52）

8.6±3.42,4）

质子漏

4.5±2.6

15.6±5.31）

12.4±2.51）

28.3±5.31,3）

ATP 合成

67.5±5.2

50.3±10.52）

43.3±2.62）

23.7±4.62,4）

表 7 DHA联合 Sora对 HepG2细胞 ROS和 MDA水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 7 Effect of DHA in combination with Sora on level of ROS and MDA of HepG2 cells（x̄± s，n=6）

组别

正常

DHA

Sora

DHA+Sora

浓度/µmol·L-1

10

5

10+5

ROS/MFI

22 134.40±521.36

32 365.12±5 986.121）

32 568.25±4 123.871）

63 985.59±4 325.962,4）

MDA/nmol·L-1

0.72±0.02

0.97±0.091）

1.06±0.111）

1.79±0.161,4）

表 8 DHA 联合 Sora对 HepG2细胞 HO-1和 GCLC 蛋白水平的影

响（x̄± s，n=3）

Table 8 Effect of DHA in combination with Sora on level of HO-1

and GCLC of HepG2 cells（x̄± s，n=3）

组别

正常

DHA

Sora

DHA+Sora

浓度

/µmol·L-1

10

5

10+5

GCLC

/α-tubulin

1.17±0.07

0.89±0.131）

0.71±0.092）

0.47±0.102,4）

HO-1

/α-tubulin

1.24±0.11

1.01±0.071）

0.98±0.101）

0.67±0.062,4）

A.正常组；B.DHA 组；C.Sora组；D.DHA+Sora组

图 3 DHA 联用 Sora 能够协同降低 HepG2 细胞内的 GCLC 和

HO-1水平

Fig. 3 Combination of DHA and Sora can synergistically

decrease level of GCLC and HO-1 in HepG2 cells
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较，DHA 作用于 HepG2 细胞后，其线粒体损伤，氧化

磷酸化功能受到抑制，具体表现为线粒体损伤导致

的质子流出速率增加，细胞所具有最大呼吸能力降

低，细胞适应环境变化的备用呼吸能力降低，以及

ATP 合成减少。

细胞的生存或死亡很大程度上取决于线粒体

的功能状态［22］。ROS 是细胞代谢过程中不可避免

的产物，其能作用于线粒体，是引起线粒体损伤主

要的途径之一。机体内 ROS 一旦增多而没能被细

胞分解后，ROS 就会影响线粒体呼吸链复合物的活

力［23］，从而影响线粒体的氧化磷酸化而降低细胞内

ATP 的合成［24］。线粒体也是自由基产生的重要场

所，其在肿瘤能量代谢过程近来得到重新重视。关

于线粒体损伤使 ROS 生成增多的机制研究也较广

泛［25］。HO-1 是Ⅱ相解毒酶之一，它所引发的下级

信号通路对多脏器具有抗氧化应激的保护作用。

HO-1 联 合 还 原 型 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸

（NADPH）及 细 胞 色 素 P450，通 过 胆 绿 素 还 原 酶

（BVR）降解血红素并生成胆绿素，CO 和 Fe2+，构成

内源性保护物质来调节细胞氧化、凋亡等多种生物

细胞活动［26］。研究发现 HO-1 还可抑制线粒体的结

构及功能障碍，以此对抗氧化应激损伤［27］。GCLC

主要调节谷胱甘肽的从头合成，在细胞抗氧化防御

系统中发挥着重要作用，大量证据表明 GCLC 表达

与癌症发生、发展有关［28］。脂质过氧化是细胞膜损

伤的物质基础，MDA 是脂质过氧化的重要代表产

物，其水平的高低可以间接反映出氧自由基对细胞

的损伤程度。本研究结果显示，与正常组比较，

DHA 作用于 HepG2 细胞后，细胞内 ROS 水平升高，

氧化终产物 MDA 水平升高，说明细胞内出现氧化

损伤，膜脂质受损；同时细胞内的抗氧化相关蛋白

HO-1 以及 GCLC 水平降低，细胞的抗氧化能力减

弱；因 此 本 研 究 推 测 ，DHA 的 作 用 机 制 与 抑 制

HepG2 细胞糖酵解，降低 HepG2 细胞内的抗氧化相

关蛋白 HO-1，GCLC 水平，增加 ROS 造成线粒体损

伤，线粒体损伤又会增加自由基的泄露，继而加剧

膜脂质过氧化，从而抑制线粒体氧化磷酸化有关。

药物联合研究和他们之间的相互作用是药理

学研究中的重要组成部分，在癌症，艾滋病等重大

疾病的治疗中不同的药物组合已经广泛使用。协

同作用的可能有利的结果包括，提高治疗效果；减
少剂量，但增加或保持相同的疗效，避免毒性反应；
尽量减少或减缓发展的耐药性等［29］。DRI是指达到

一定抑制率所需单一药物的剂量与联合用药时该

药的剂量比，若比值愈大，表明要达到单一药物相

同的疗效，联合用药时该药的剂量降低愈显著，由

于降低了该药的剂量，必然减少该药对机体的毒

性。本研究结果显示，当两种药物以恒定比例时，

在 HepG2 和 SW480 细 胞 中 的 CI 值 分 别 为 0.65~

0.78，0.62~0.88；当两种药物以非恒定比例时，CI 值

分别为 0.66~0.89，0.74~0.85。总体显示出了中等程

度的协同作用。DRI 分析表明，在 SW480 及 HepG2

细胞中，达到相同抑制效果时，向 Sora 中添加 DHA

可使 Sora 剂量降低 1.5~8 倍，结果提示二者联合应

用可明显降低用药剂量，有可能大大减少不良反

应。此外，DHA 与 Sora 联用后，与 DHA 单用时相

比，HepG2 细胞的糖酵解速率进一步降低，细胞内

ROS，MDA 水 平 升 高 ，抗 氧 化 相 关 蛋 白 HO-1，

GCLC 水平降低，质子流出速率增加，最大呼吸能力

降低，备用呼吸能力降低，ATP 合成减少。说明 Sora

与 DHA 联用起到了协同损伤线粒体电子传递链，抑

制能量代谢的作用。

综 上 所 述 ，DHA 的 抗 肿 瘤 机 制 可 能 与 降 低

HepG2 细胞内 HO-1 以及 GCLC 水平，ROS 增加导

致的细胞内氧化还原系统失衡，引起线粒体损伤，

抑制肿瘤细胞的有氧糖酵解以及氧化磷酸化有关；
此外，DHA 与 Sora 联用后能够协同抑制 HepG2 细

胞增殖，其机制可能与协同造成细胞氧化损伤从而

影响线粒体电子传递链，抑制细胞能量代谢有关。
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