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  [ 摘要]  目的:探讨中药组方攻癌夺命汤对肝癌细胞系 HepG2的杀伤作用及作用机制。方法:攻癌夺命汤煎剂与肝癌细

胞系 HepG2共培养后, 分别用 MTT法检测煎剂对肝癌细胞的杀伤作用, 用 RT-PCR方法检测缺氧诱导因子 HIF1α( Hypoxia-

inducible factor 1α)、凋亡相关分子 Bax和 Bcl-2 等基因的 mRNA表达变化。结果: 攻癌夺命汤对肝癌细胞系 HepG2的杀伤作

用明显, 且随浓度增高而增强,按生药量计 6. 375 g·L - 1
药液质量浓度 3 d时的细胞毒作用达到 80% 以上;药物作用使 HepG2

的 HIF1α的表达迅速升高, 12 h即达到 3倍以上;凋亡相关分子的变化在不同药液浓度有所差别: 在 2. 125 g·L - 1药液作用时

Bax的增加幅度要大于 Bcl-2。在 4. 250 g·L - 1药液作用下, 在早期 Bcl-2和 Bax都增加, 24 h后二者表达均下降。结论:中药

组方攻癌夺命汤对肝癌细胞系 HepG2 有很强的杀伤作用。药物作用后缺氧诱导因子 HIF1α迅速升高提示其作用机理可能是

影响到细胞呼吸所致。药物可能对细胞凋亡有一定作用。
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Observation on Cytotoxic Effect of Herb Decoction Gongai Duoming Tang to
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[ Abstract]  Objective: To investigate the effect of the herb decoction Gongai Duoming Tang( GADMT) on

hepatocellular carcinoma( HCC) cell line HepG2 . Method: MTT was used to detect the cytotoxicity of the decoction

to HepG2 and RT-PCR was used to detect the expression of hypoxia-inducible factor 1α( HIF1α) and the apoptosis-

related genes Bax and Bcl-2 in HCC cell line after treated by GADMT decoction. Result: MTT demonstrated that the

GADMT decoction had a strong cytotoxicity to HepG2 as much as 80% after treating the cells with 6. 375 g·L
- 1

of

concentration; the treatment also increased the expression of HIF1αpromptly at 3 h and as high as 3 times at 24 h

later; but the change of the Bax as well as Bcl-2 were more sophisticated. Conclusion: The GADMT decoction has a

strong cytotoxic effect on HCC cell line HepG2 and the mechenism might be related with interruptting or damaging

the cell respiration since a prompt increase of the expression of HIF1α. The decoction may have also an influence on

the cell apoptosis.

[ Key words]  Gongai Duoming Tang; hepatocellular carcinoma cell; cytotoxicity; hypoxia-inducible factor

1α

  肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一。由于肝癌

对化疗的耐药性,手术治疗及其他物理治疗如冷冻、

栓塞、微波等是治疗肝癌的主要手段。近年来从分

子生物学水平探寻新的肿瘤治疗靶点日益引起重

视。中药抗肿瘤作用日益成为研究热点,中药防治

恶性肿瘤已取得了较明显的疗效
[ 1 ]
。随着分子生物
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学的发展,从分子生物学角度探讨中药防治肿瘤的

机理取得较大进展。

中药研究在充分发挥中医药特长, 逐步提高中

医药治疗肿瘤的疗效的过程,经历了从验方研究到

单体研究再到组方研究的循环过程
[ 2]
。本文将李可

的攻癌夺命汤煎剂
[ 3 ]
用于人肝癌细胞系 HepG2 的

体外研究,从分子水平观察该方对肝癌细胞系中缺

氧诱导因子 HIF1α及凋亡相关分子 Bax和 Bcl-2 表

达的影响,为进一步探讨组方中不同成分的组合对

肿瘤细胞的不同影响及机理提供实验基础。

1 材料

1.1 受试药物 本实验药方选自李可的攻癌夺命

(以下简称“攻癌”方) 组方:海藻 3 g,生甘草 3 g,木

鳖子 3 g,鳖甲 3 g,白花蛇舌草 3 g,夏枯草 3 g,蚤休

3 g,海蛤壳 3 g,黄药子 3 g,生半夏 3 g,生姜 3 g,玄

参 3 g,生牡蛎 3 g, 大贝 1. 5 g,山慈菇 1 g, 山豆根

1 g。制备方法:加 400 mL水,室温浸泡 1 h后,置高

压锅内 121 ℃ 30 min灭菌后,无菌条件下收集药液

200 mL,按生药量计为 21. 25 g·L
- 1
室温冷却, 4 ℃

过夜后调 pH至中性,分装, - 40 ℃保存备用。药材

鉴定由本院副主任中药师陆莲英鉴定均为正品。用

于细胞实验时将该药液以不同比例与培养基混合,

并同时补充相应量的胎牛血清及生理盐水以使培养

基比例相同。分别制备成含生药 6. 375, 4. 250,

2. 125g·L - 1
质量浓度的培养液。

1.2 细胞株  人肝癌细胞系 HepG2 购自武汉大学

典型培养物保藏中心, 在本实验室传代保存。

1.3 仪器  CO2 培养箱 ( 6500TC, 法国 Thermo 公

司) , 生物安全柜 ( HFsafe1200, 上海 Heal Force 公

司) ,冷冻低温离心机 ( MR23i,法国 Jouan公司) ,制

冰机( MDF-5400, 日本三洋公司) , 紫外分光光度计

( HITACHI U-0080D, 日本 ) , PCR 仪 ( Veriti 96-well

Thermal cycler,美国 ABI 公司) ,实时荧光定量 PCR

仪( Rotor Gene-6000,澳大利亚 Rotor Gene公司) ,水

平电泳仪 ( 北京六一仪器厂 ) , 凝胶成像分析系统

( BioImaging systems,美国 UVP公司) 。

1.4 试剂  RPM1640 培养基 ( 美国 GiBCo 公司) ,

胎牛血清 ( 杭州四季青生物有限公司 ) , TRIzol

Reagent( 美国 Invitrogen公司) ,逆转录试剂盒 ( 美国

Fermentas公司) , PCR反应试剂盒 ( 北京 TianGen公

司) , PCR 引物均为上海生工生物公司合成, DNA

Marker( Takara公司) ,琼脂糖 ( AMRESCO公司) ,其

他试剂均为国产分析纯试剂。

2 方法

2.1 细胞培养  人肝癌细胞系 HepG2 细胞培养条

件: RPM1640 培养基, 含 10% 胎牛血清, Hepes

25 mmol·L
- 1

,谷氨酰胺 2 mmol·L
- 1

, NaHCO3 0. 2%

及 2-巯基乙醇 10 μmol·L
- 1

, 青、链霉 素双抗

100 u·mL。在 37 ℃饱和湿度及 5% CO2条件下进行

培养, 2 d换液 1 次。

2.2 MTT法检测细胞杀伤作用
[ 4 ]

 取各处理组对

数生长期细胞 ( 包括试验组,对照组) , 胰酶消化后

调整细胞浓度为 1 ×10
6
/ mL。取 200 μL接种于 96

孔板,培养 24 h 后弃上清,给药组分别加入 6. 375,

4. 250, 2. 125 g·L - 1
质量浓度的含药培养液,对照

组加入相应量的生理盐水于培养液中,置 5% CO2 37

℃培养箱中孵育 24 ～72 h后,加入 MTT 10 μL( 5 g·

L - 1 ) ,继续培养 4 h;弃培养上清液,加入二甲亚砜

( DMSO) 150 μL/孔, 振摇 10 min 后于酶标仪 570

nm处读取吸光度( A) 。每个浓度组平行 4 孔,取平

均值,根据 A值计算细胞杀伤率 = ( 1-A实验) /A对

照 ×100%。

2.3 细胞系总 RNA 抽提  应用 TRIzol Reagent总

RNA 抽提纯化试剂盒, 按说明书抽提培养的 HepG2

细胞总 RNA, 用紫外分光光度计测定总 RNA 纯度

和含量。

2.4 RT-PCR和 Real time RT-PCR[ 6]  按照逆转录

试剂盒说明书, 使用 oligd( T) 18 将上述 RNA 逆转

录成 cDNA,使用 NCBI网站 PCR引物设计软件设计

引物,详见表 1。
表 1 RT-PCR 中的引物序列

引物名称 引物序列

HIF1α 上游引物 5’-ACAGCAGCCAGACGATCATGC-3’

下游引物 5’-CCTGCAGTAGGTTTCTGCTGCCT-3’

Bax 上游引物 5’-TTTGCTTCAGGGTTTCATCC-3’

下游引物 5’-CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA-3’

Bcl-2 上游引物 5’-GGATGCCTTTGTGGAACTGT-3’

下游引物 5’-AGCCTGCAGCTTTGTTTCAT-3’

GAPDH 上游引物 5’-CTTTGACGCTGGGGCTGGCA-3’

下游引物 5’-TGGCAGGGACTCCCCAGCAG-3’

  PCR扩增条件为①HIF1α: 95 ℃ 5 min, 95 ℃30

s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 45 s, 30 个循环, 最后 72 ℃延

伸 5 min;②Bcl-2, Bax的条件为 95 ℃ 5 min, 95 ℃30

s, 58 ℃ 30 s, 72 ℃ 40 s, 30 个循环, 最后 72 ℃延
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伸 5 min。取 15 μL扩增产物置于 2%琼脂糖凝胶电

泳,使用 UVP凝胶成像分析系统采集荧光信号,并

使用系统软件分析吸光度,以 PCR 产物 / GAPDH 的

灰度比值表示其表达量。Real time-PCR 时在反应

液中加 入 1 μL SYBR Green I ( Roche, Basel,

Switzerland) ,其他条件同上。扩增在 Rotor Gene-6

000 上进行并采集荧光信号,通过与 GAPDH 的比值

做相对定量分析。

2.5 统计学处理  数据用单因素方差分析进行显

著性检验, P < 0. 05 具有显著性差异。

3 结果

3.1 “攻癌”方对肝癌细胞的杀伤作用  在 HepG2

培养液中加入 2. 125 ～6. 375 g·L - 1
的“攻癌”方液,

培养 24 ～72 h后用 MTT法检测“攻癌”方对肝癌细

胞的杀伤作用发现:不同浓度的“攻癌”方对所实验

的肝癌细胞系均有明显的杀伤作用,且浓度和时间

成反比, 6. 375 g·L - 1
终质量浓度在 24 h时杀伤率

即达到 50%左右, 72 h时可达到 80% 以上; 2. 125 g

·L- 1
终质量浓度在 72 h时杀伤率也达到 30% ( 表

2) 。
表 2 “攻癌”方对 HepG2细胞的杀伤作用 ( 珋x±s, n =4 )

质量终浓度

/g·L - 1

细胞杀伤 /%

24 h 48 h 72 h

2. 125 6. 3 ±2. 5 24. 2 ±5. 3 31. 7 ±5. 4

4. 250 25. 0 ±4. 3 41. 7 ±4. 7 55. 8 ±5. 6

6. 375 47. 3 ±5. 1 74. 5 ±6. 3 88. 4 ±6. 1

3.2 “攻癌”方的有效成分可被吸附 “攻癌”方药

液富含胶性成分,难以过滤,放置一段时间或离心后

有沉淀出现。如果将药液直接保存,即使置 - 40 ℃

低温, 3 周后对细胞的杀伤作用明显下降,由新煎剂

的 76%下降至 13%。为探讨药效下降的原因,将保

存药液重新加热后再做实验,对 HepG2 的杀伤作用

又可恢复到 58%。表明“攻癌”方中有杀伤作用的

有效成分可能被其中的有形成分吸附, 而且该吸附

作用是可逆的。

2.3 “攻癌”方作用于肝癌细胞后引起相关基因表

达的改变 为了探讨“攻癌”方的细胞毒作用的分

子机理,我们检测了部分基因 mRNA的表达。由于

6. 375 g·L
- 1
药液作用后的细胞存活细胞较少,基

因表达也受到严重抑制,检测结果误差大。这里仅

报道通过对 2. 125, 4. 250 g·L
- 1
药液作用 48 h内的

HepG2 的基因缺氧诱导因子 1α( Hypoxia-inducible

factor 1a, HIF1α) 、凋亡相关分子 Bcl-2 和 Bax 表达

变化。

2.3.1 HIF1α表达变化 对药液作用后的肝癌细胞

的缺氧诱导因子 mRNA检测表明, HIF1α在药液作用

前 12 h即开始表达增加,达到对照的 3 倍以上,并在

24 h继续增加,但到 48 h时表达下降( 图 1)。

图 1 HepG2细胞经“攻癌”方药液 4.250 g· L - 1作用不同时

间 HIF1αmRNA表达的改变 ( GAPDH 为对照 )

2.3.2 凋亡相关分子 Bcl-2 和 Bax的表达变化 检

测结果表明受到药液作用后,无论 Bcl-2 还是 Bax的

表达都增加,但在不同药液作用浓度时表现有所差

异。在 10%药液作用时, 从 12 h 到 24 h 二者都增

加,且 Bax的增加幅度要大于 Bcl-2。此后二者趋于

相等甚至 Bcl-2 大于 Bax,在 48 h时 Bcl-2 和 Bax表

达均下降;在 20%药液作用下,在早期 Bcl-2 和 Bax

都增加,但增加幅度较小,随后 Bcl-2 的增加幅度逐

渐超过 Bax, 24 h后二者表达均下降( 图 2) 。

图 2 HepG2细胞经“攻癌”方药液作用不

同时间凋亡相关分子表达

3 讨论

攻癌夺命汤为李可先生所创,对多种肿瘤具有

确切临床效果
[ 3 ]
。本研究旨在从细胞及分子水平探

讨其作用机理。在细胞水平,“攻癌”方显示了明显

的细胞毒作用。由于中药煎剂均通过口服后经过吸
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收转运到身体内各个部位而发挥作用, 因此通过发

现肿瘤细胞的分子生物学改变,将有助于进一步筛

选方剂的有效成分或不同成分的作用靶点。

应用实时荧光定量 RT-PCR对受药液作用后肝

癌细胞系 HepG2 的 mRNA 检测发现 HIF1α表达增

加。由于药液对细胞的杀伤作用在早期即呈现,且

杀伤作用极强,而细胞缺氧是 HIF1α表达增加主要

诱导因素
[ 5]

,因此推测对细胞的杀伤作用可能由药

液成分抑制或阻断了细胞呼吸链所致。

除 HIF1α外,“攻癌”方还引起肝癌细胞系凋亡

基因的 Bcl-2 和 Bax的表达改变,但是比较复杂。综

合分析 Bcl-2 和 Bax的表达改变与药物浓度及作用

时间的关系可见:在低浓度药液早期作用下,细胞表

现为 Bcl-2 和 Bax二者都升高,但 Bax升高的幅度更

大些,其综合效果将使细胞凋亡增加;在低浓度药液

晚期作用或高浓度药液作用下, Bcl-2 增加的幅度逐

渐超过 Bax。由于药液对细胞的杀伤作用在短期即

明显显现,细胞凋亡在其中贡献很小
[ 6]
。但是既然

缺氧过程和 HIF1α的高表达都将促进抗凋亡过程增

强
[ 7]

,本实验结果反映了“攻癌”方中有诱导细胞凋

亡的成分存在。这种诱导细胞凋亡的因素在体内过

程可能发挥一定的作用。而晚期的抗凋亡因素增强

则可能正是 HIF1α的作用结果 [ 8 ]
。

总之,本实验在证明“攻癌”方对肝癌细胞系

HepG2 有较强的细胞杀伤作用; 在早期即诱导

HIF1αmRNA表达增加,提示其细胞杀伤作用可能

通过抑制或阻断细胞呼吸链完成;同时“攻癌”方中

可能还存在着诱导细胞凋亡的成分。进一步对该方

的每一味药做细胞水平分析以期找到发挥不同作用

的有效成分是下一步目标。
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