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四藤方对 Bel-7402 细胞增殖和凋亡作用研究

沈克平,胡兵
*

,刘威
( 上海中医药大学附属龙华医院肿瘤五科,上海 200032)

  [ 摘要]  目的:观察清热解毒中药-四藤方对肝癌细胞 Bel-7402增殖和凋亡的影响。方法:不同浓度四藤方处理人肝癌细

胞 Bel-7402、人肝细胞 HL-7702, WST-8法检测细胞增殖, 流式细胞术检测细胞凋亡, Hoechst 33258 染色检测细胞凋亡形态变

化, Western Blot法检测半胱天冬酶-3( caspase-3) 活化。结果: 与对照组比较, 四藤方对人肝细胞 HL-7702 增殖无明显影响;

100～400 μg·mL - 1
四藤方作用 24 h可显著抑制肝癌 Bel-7402细胞增殖, 促使细胞 Bel-7402 凋亡, 呈现细胞凋亡形态, 并可活

化 Bel-7402细胞 caspase-3。结论:四藤方可以抑制 Bel-7402细胞增殖,促 Bel-7402细胞凋亡, 并可能与活化 caspase-3相关。
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[ Abstract]  Objective: To observe the effects of Siteng Fang ( STF) , a Chinese herb formula, on proliferation and

apoptosis in hepatocarcinoma Bel-7402 cells in vitro. Method: Human hepatocarcinoma Bel-7402 cells and human

normal liver HL-7702 cells were treated with different dose of STF. Cell proliferation was detected with CCK-8 ( cell

counting kit-8, CCK-8) assay; cell apoptosis was detected by flow cytometry. Apoptotic morphology was visualized

by hoechst 33258 staining, and activation of caspase-3 was detected by western blot assay. Result: STF showed no

obvious cytotoxicity against normal liver HL-7702 cells. Upon treatment with 100-400 mg·L
- 1

STF for 24 h,

proliferation of Bel-7402 cells was significantly inhibited. 100-400 mg·L - 1 STF also induced apoptosis in Bel-7402

cells. In addition, caspase-3 was activated after 100-400 mg·L
- 1

STF treatment. Conclusion: STF may inhibit cell

proliferation, and induce apoptosis in Bel-7402 hepatocarcinoma cells. Activation of caspase-3 may be involved in

the process.

[ Key words]  hepatocarcinoma cell; Siteng Fang; proliferation; apoptosis; caspases-3

  原发性肝癌 ( 简称肝癌 ) 是我国最常见恶性肿

瘤之一,起病隐匿,进展迅速,治疗疗效不尽人意,预

后差;中医药治疗在控制肝癌病情发展、改善生存质

量、延长生存期等方面取得一定的成效,中医药已广

泛应用于肝癌手术、介入、射频治疗等综合治疗中的

各个环节,以及中晚期肝癌的单独治疗
[ 1-2]
。肝癌临

床可见热证证型
[ 3-4 ] ,清热解毒是中医肝癌临床常用

治法。四藤方是龙华医院肿瘤科临床常用清热解毒

药对,原为邱佳信教授抗癌验方胃肠安方中主要祛

邪中药,一直作为主要抗癌药对用于胃癌等消化道

恶性肿瘤的治疗
[ 5] ,也用于肝癌的临床治疗,本研究

在肝癌细胞模型中观察了四藤方的抗癌作用及可能

机制。

1 材料

1.1 细胞株 人肝癌细胞 Bel-7402,人肝细胞 HL-

7702,购自中国科学院典型培养物保藏委员会细

胞库。

1.2 试剂 CCK8( cell counting kit-8,货号 CK04) ,

试剂购 自 日 本 Dojindo 公 司; RPMI1640 ( 货 号

SH30809. 01B) ;胎牛血清( 货号 SV30087. 02) ,购自

美国 Hyclone公司;碘化吡� ( propidium iodide, PI)

(货号 P4170-10MG) , RNase A( 货号 R6513-10MG) ,

购自美国 Sigma Aldrich 公司; caspase-3 抗体 ( 货号

9662) ,美国 Cell Signaling Technology 公司; 其余为

国产试剂。

1.3 仪器设备 培养箱,美国 NUAIRE产品; 流式

细胞仪,美国 Becton Dickinson产品;倒置显微镜,日

本 Nikon产品;酶标仪,美国 Thermo产品。

1.4 中药制备 四藤方由红藤、野葡萄藤、菝葜、藤

梨根组成,按等比例配方,中药由龙华医院中药房提

供,由龙华医院药剂科许丽雯副主任药师鉴定;中药

常规浸泡 30 min,煎煮 2 次,每次 30 min, 纱布粗虑

去渣,将所得滤液以 5 000 ×g离心 30 min,上清液加

等体积无水乙醇后 4 ℃过夜;取出药液 5 000 ×g 离

心 30 min, 取上清液冰冻干燥,称重, RPMI 1640 溶

解,调浓度至 400 g·L - 1 ,依次 0. 45, 0. 22 μm滤器过

滤除菌, 1 mL分装, 4 ℃保存备用。

2 方法

2.1 细胞增殖检测  Bel-7402, HL-7702 细胞在含

有 10%胎牛血清的 RPMI1640 培养基常规培养。消

化并计数细胞, 调整细胞密度 5 ×104 /mL, 以 5 ×

10
3

/孔的密度接种细胞于 96 孔板,接种后第 2 d加

入不同质量浓度中药提取物 ( 终质量浓度分别为

100 ～400 mg·L
- 1

) ,对照组加等体积 RPMI 1640,每

组 3 个复孔。分别于药物作用 24 h后加入 CCK8 试

剂 10 μL, 37 ℃反应 2 h, 450 nm波长检测各孔吸光

度值( A) 。按公式计算细胞存活率:存活率 = ( 1 -

实验组 A/对照组 A) ×100%。实验重复 3 次。

2.2 流式细胞仪检测 常规消化计数 Bel-7402 细

胞,以 6 ×10
5
/孔接种 Bel-7402 细胞于直径 10 cm培

养皿,细胞接种第 2 d加入中药提取物 ( 终浓度分别

为 100 ～400 mg·L
- 1

) 或等体积 RPMI1640,每组 3 个

复孔;药物作用 24 h后常规消化、离心、收获细胞,

PBS重悬,调整密度 1 ×10
6

/mL以上, 70%乙醇 ( 终

浓度) 固定,碘化吡�染色后流式细胞仪检测细胞周

期及凋亡。

2.3 Hoechst 33258 染色  常规消化计数 Bel-7402

细胞,以 5 ×104 /孔接种 Bel-7402 细胞于 24 孔板,细

胞接种第 2 d加入中药提取物( 终浓度分别为 100～

400 mg·L - 1 ) 或等体积 RPMI 1640,药物作用 24 h后

·121·

沈克平,等:四藤方对 Bel-7402细胞增殖和凋亡作用研究



弃培养基, PBS洗涤 2 次,加入 Hoechst 33258 染色

10 min,荧光显微镜观察并拍照。

2.4 Wesretn blot 收集药物作用后 Bel-7402 细胞,

常规裂解,离心去除 DNA, 加入蛋白质上样缓冲液

100 ℃变性 15 min,在 12%聚丙烯酰胺凝胶中电泳,

电转法将蛋白质转移至硝酸纤维膜, 5%脱脂奶粉封

闭后与 caspase-3 或 β-actin 抗体 4 ℃孵育过夜,

PBST洗涤 3 次后与荧光标记二抗 37 ℃反应 1 h,反

复洗涤 3 ～4 次后 Odyssey双色红外荧光成像系统扫

描图像入计算机。

2.5 统计学方法  计量资料以 珋x ±s 表示, SPSS

15. 0 软件进行方差分析, 组间两两比较采用 LSD

法。P <0. 05 为有统计学差异。

3 结果

3.1 四藤方抑制 Bel-7402 细胞增殖  100 ～400

mg·L
- 1
四藤方提取物可以不同程度地抑制 Bel-7402

细胞增殖, 与对照组比较差异有统计学意义 ( P <

0. 01) 。为排除中药提取物体外对细胞的非特异作

用,研究同时观察了四藤方提取物对人正常肝细胞

HL-7702 增殖的影响,结果表明四藤方提取物对 HL-

7702 细胞增殖无明显作用。见表 1。

表 1 四藤方对肝癌 Bel-7402,HL -7702细胞增殖影响

( 珋x ±s, n = 9)

组别
质量浓度

/ mg·L - 1

存活率 /%

Bel-7402 HL-7702

对照  - 100 100

四藤方 100 90. 69 ±3. 13 1) 99. 48 ±1. 93

200 78. 10 ±3. 35 1) 99. 11 ±1. 55

400 58. 54 ±1. 76 1) 98. 90 ±2. 64

  注 :与对照组比较1) P < 0. 01

3.2 四藤方对 Bel-7402 细胞凋亡影响  根据以上

结果,研究进一步观察了四藤方对 Bel-7402 凋亡影

响,流式细胞仪检测显示不同浓度四藤方作用 24 h

后 Bel-7402 细胞出现明显凋亡峰, 100, 200, 400 mg·

L
- 1
四藤方组细胞凋亡率分别为 ( 7. 59 ±1. 46) % ,

( 14. 21 ±2. 84) % , ( 17. 59 ±2. 66) % , 与对照组细

胞凋亡率 ( 2. 98 ±0. 53) % 比较差异有统计学意义

( P < 0. 01) 。

3.3 四藤方对 Bel-7402 细胞凋亡形态影响  为进

一步验证流式细胞仪检测结果,研究同时观察了四

藤方对 Bel-7402 细胞凋亡形态影响, 结果如图 1 所

示,对照组细胞呈弱荧光染色,不同浓度四藤方作用

后 Bel-7402 细胞呈强荧光染色,细胞核或细胞质内

    

图 1 四藤方对 Bel-7402细胞凋亡形态影响

A. 对照组 ; B. 四藤方 100 mg·L - 1组 ; C. 四藤方 200 mg·L - 1组 ; D.四藤方 400 mg·L - 1组

可见浓染致密的蓝色荧光颗粒及明显核形态变化。

3.4 四藤方对 Bel-7402 细胞 caspase-3 活化影响 

caspase-3 是细胞凋亡过程中关键执行分子, caspase-

3 以酶原形式存在于胞浆中,在细胞凋亡早期阶段,

caspase-3 激活后剪切产生 17 ×103
和 12 ×103

片

断,细胞凋亡研究常以检测 caspase-3 17 ×10
3
产物

的形式鉴定 caspase-3 活化。Bel-7402 细胞经 100,

200, 400 mg·L
- 1
四藤方作用 24 h 后可以检测到

caspase-3 17kD产物,提示四藤方可以活化 caspase-

3,图 2。

4 讨论

目前肿瘤治疗如放、化疗、靶向治疗等治疗方式

主要通过细胞凋亡、细胞衰老、细胞自噬( autophage)

图 2 四藤方对 Bel-7402细胞 caspase-3活化影响

等机制实现治疗目的
[ 6-8]
。本研究结果显示四藤方

可以抑制肝癌 Bel-7402 细胞增殖, 但不影响正常肝

细胞 HL-7702 细胞增殖,可以排除中药提取物体外

对细胞生长非特异作用, 提示四藤方对肝癌细胞具

有一定的抗肿瘤作用。流式细胞仪检测显示不同浓

度四藤方作用后 Bel-7402 细胞出现明显凋亡峰,
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Hoechst 33258 染色显示四藤方作用后 Bel-7402 细

胞呈强荧光染色,细胞核或细胞质内可见浓染致密

的蓝色荧光颗粒及明显核形态变化,提示四藤方可

以促 Bel-7402细胞凋亡,这可能是四藤方抑制 Bel-

7402 细胞增殖的细胞机制。

细胞凋亡研究始于 20 世纪 70 年代,是细胞在

一定的生理或病理条件下,受内在基因调控的自动

结束生命的过程; 细胞凋亡有内源性 ( intrinsic

pathway) 和外源性 ( extrinsic pathway) 两种通路,其

中外源通路凋亡与死亡受体相关,如 FAS等; 肿瘤

治疗诱发内源通路细胞凋亡与 DNA 损伤反应相

关, 寡聚化的 Bax 或 Bak可激发线粒体释放细胞

色素 C,细胞色素 C在 dATP存在的条件下与 Apaf-

1( apoptotic protease activating factor-1) 、caspase-9 前

体结 合 形 成 凋 亡 复 合 体 ( apoptosome ) , 激 活

caspase-9,激活的 caspase-9 进而激活 caspase-3, 剪

切后产生 17 ×103
和 12 ×103

片断, 进而裂解下游

蛋白底物 , 诱发细胞凋亡
[ 6 -8 ]

; caspase-3 激活是细

胞凋亡的标志分子事件 ,已成为细胞凋亡通路研究

的经典指标
[ 9 -10 ]
。本研究结果显示四藤方可以活

化 caspase-3, 提示四藤方诱发 Bel-7402 细胞凋亡

可能与活化 caspase-3 相关。

综上所述,本研究结果初步提示四藤方在体外

可以抑制 Bel-7402 细胞增殖 ,促使 Bel-7402 细胞

凋亡, 并可能与活化 caspase-3 相关; 四藤方在体

内、以及临床是否也具有抑制肝癌的作用 ,值得进

一步研究。
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