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摘要： 目的　 探究青藤碱对人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞的抑制作用。 方法　 采用 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒检测青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖

的抑制率， 在荧光显微镜、 倒置显微镜下观察细胞形态， 流式细胞仪检测细胞凋亡率、 ＲＯＳ 水平、 线粒体膜电位、
ＭＰＴＰ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｃｙｔ⁃ｃ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达。 结果　 青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞具有生长

抑制作用， ７２ ｈ ＩＣ５０为 １ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 青藤碱作用 ＨｅｐＧ２ 细胞后， 细胞均出现不同程度凋亡现象， 在高浓度下效果更明

显。 青藤碱能诱导肿瘤细胞发生凋亡， 使肿瘤细胞内 ＲＯＳ 水平升高， 线粒体 ＭＰＴＰ 孔开放， 促使线粒体膜电位差降

低。 青藤碱干预后， ＨｅｐＧ２ 细胞中 ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｂａｘ、 Ｃｙｔ⁃ｃ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低， 可触发肿瘤

细胞凋亡程序。 结论　 青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞具有生长抑制作用， 可升高细胞活性氧水平， 氧化损伤线粒体， 破坏线

粒体膜结构功能， 释放细胞凋亡因子， 最终启动肿瘤细胞凋亡程序。
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　 　 青风藤在古籍中的记载最早可以追溯到 《本草汇言》
等著作中， 具有治疗风湿性关节炎的作用［１⁃３］ 。 青风藤中含

有青藤碱、 异青藤碱、 短青藤次碱、 双青藤碱等成分， 其

中青藤碱是其含量较高的活性生物碱， 具有抗肿瘤、 局麻、
抗炎、 降血压等药理作用［４⁃６］ ， 其中抗肿瘤作用尤为显著。
文献显示， 青藤碱对人胆管癌细胞［７］ 、 人脑胶质瘤细

胞［８］ 、 人骨肉瘤细胞［９］ 、 乳腺癌细胞［１０］ 、 人结肠癌细

胞［１１］ 、 人胃癌 ＭＧＣ８０３ 细胞［１２⁃１３］ 、 人肺癌 Ａ５４９ 细胞［１４］ 、
人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞［１５］ 、 人宫颈癌 Ｈｅｌａ 细胞［１６］ 、 人前列腺

癌细胞［１７］ 、 大鼠膀胱癌细胞［１８］ 、 小鼠 Ｓ１８０ 腹水瘤细胞［１９］

具有抗增殖抑制作用， 但由于青藤碱抗肿瘤作用研究起步

较晚， 研究深度不够， 其作用机制尚未明确， 本课题组前

期研究发现青藤碱的抗肿瘤作用可能与对肿瘤细胞内活性

氧水平的调节有关， 因此本研究以此为切入点深入探究青

藤碱的抗肿瘤作用机制， 以期为青藤碱的进一步开发应用

提供理论基础和实验依据。
１　 材料

１ １　 细胞株　 人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞株， 由哈尔滨商业大学

药物工程技术研究中心提供。
１ ２　 试剂与药物　 青藤碱 （批号 １１５⁃５３⁃７， 纯度 ９８％ ， 上

海阿拉丁生化科技股份有限公司）； ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 抗体 （批号

ＡＣ０６２）、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体 （批号 ＡＣ０３０）、 ＭＰＴＰ 检测试剂

盒 （批号 Ｃ２００９Ｓ）、 活性氧检测试剂盒 （批号 Ｓ００３３Ｓ）、
丹明 １２３ 荧光探针 （批号 ０９２３１７１４０１０９）、 Ｂｃｌ⁃２ 抗体 （批
号 ０５２３１７１８１１０７ ）、 Ｂａｘ 抗 体 （ 批 号 ０４１５１８１８１１３０ ）、
Ｃｙｔｃｈｒｏｍｅ Ｃ 抗体 （批号 ０５２３１８１８１１２４） （上海碧云天生物

技术有限公司）。
１ ３　 仪器　 ＤＬ⁃ＣＪ⁃１Ｎ 型超净工作台 （北京东联哈尔仪器

制造有限公司）； ＢＤ 流式细胞仪 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公
司）； ＥＣＯ⁃１７０Ｐ⁃２３０ 型细胞培养箱 （美国 ＮＢＳ 公司）； 倒

置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 荧光显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ
公司）； ＧＩＳ⁃２０１９ 型 Ｔａｎｎｏｎ 凝胶成像系统 （上海天能科技

有限公司）。
２　 方法

２ １　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖抑制率　 取指数生长期细胞，
胰蛋白酶液消化收集， 将悬液细胞密度调至 ３×１０４ ／ ｍＬ， 接

种于 ９６ 孔板中， 培养 ２４ ｈ， 依次加入 ０ ２、 ０ ４、 ０ ８、
１ ６、 ３ ２、 ６ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱溶液 （１００ μＬ ／孔）， 阳性对

照组加入相同体积 ０ ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 羟基喜树碱 （ＨＣＰＴ） 溶液，
阴性对照组加入相同体积不含血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基。
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每个浓度设 ６ 个平行孔， 培养 ７２ ｈ。 在培养至 ７０ ｈ 时， 各

组细胞中加入 ＣＣＫ⁃８ 试剂 （１０ μＬ ／孔）， 继续培养 ２ ｈ， 在

４５０ ｎｍ 波长处检测光密度 （ＯＤ） 值， 避光操作， 重复 ３
次， 计算细胞增殖抑制率。
２ ２　 倒置显微镜观察肿瘤细胞形态　 取指数生长期细胞，
胰蛋白酶液消化收集， 将悬液细胞密度调至 ３×１０５ ／ ｍＬ， 接

种于 ６ 孔板中， 每孔 １ ｍＬ， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养 ２４ ｈ， 分别加入 ０ ７、 １ ４、 ２ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱溶液，
阳性对照组加入相同体积 ０ ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 羟基喜树碱， 阴性对

照组加入相同体积培养液， 继续培养 ４８ ｈ 后， 在倒置显微

镜下观察细胞形态并拍照， 每组至少采集 ５ 个视野的照片。
２ ３　 荧光显微镜观察细胞凋亡形态　 按 “２ ２” 项下方法

对细胞进行处理和给药， 培养 ４８ ｈ 后收集细胞， 加入固定

液 ［甲醇⁃冰醋酸 （ ３ ∶ １） ］， ４ ℃ 固定 １０ ｍｉｎ， 加入

５ ｍｇ ／ Ｌ Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 荧光探针染色， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２

培养箱中孵育 １５ ｍｉｎ， 制成细胞悬液， 将孔中盖玻片取出，
取相应细胞悬液滴在涂有甘油的载玻片上， 在荧光倒置显

微镜下观察细胞形态并拍照， 每组至少采集 ５ 个视野的照

片， 其中呈圆形皱缩状为凋亡细胞。
２ ４　 流式细胞仪检测细胞凋亡率　 按 “２ ２” 项下方法对

细胞进行处理和给药， 培养 ４８ ｈ 后收集细胞， 调整细胞密

度至 １×１０６ ／ ｍＬ， ７０％ 冷乙醇固定， ４ ℃放置过夜 （固定时

间大于 １２ ｈ）， 检测前离心除去乙醇， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 加

１ ｇ ／ Ｌ核糖核酸酶 Ａ （ＲＮａｓｅ Ａ） ２００ μＬ， ３７ ℃ 水浴孵育

３０ ｍｉｎ， 加 ８００ μＬ ＰＩ 染液混匀， ４ ℃避光染色３０ ｍｉｎ， 过

２００ 目尼龙网， 上流式细胞仪检测 （激发波长 ４８８ ｎｍ）， 重

复 ３ 次。
２ ５　 流式细胞仪检测活性氧 （ＲＯＳ） 水平　 按 “２ ２” 项

下方法对细胞进行处理和给药， 培养 ４８ ｈ 后收集细胞， 加

入 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 染液 ０ ２ ｍＬ， 室温染色 ２０ ｍｉｎ， 用

培养基清洗 １ 次 （１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ）， 过 ２００ 目尼龙

网， 流式细胞仪进行检测 （激发光波长为 ４８８ ｎｍ）， 重复

３ 次。
２ ６　 流 式细 胞 仪 检 测 线 粒 体 膜 通 道 转 换 孔 活 性 　 按

“２ ２” 项下方法对细胞进行处理和给药， 培养 ４８ ｈ 后收集

细胞， 加入 ５００ μＬ Ｒｅａｇｅｎｔ Ａ 染液混匀， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ， 弃上清， 避光加入染色工作液， ３７ ℃避光孵育 ２０
ｍｉｎ， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃上层清液， 加入 ５００ μＬ
３７ ℃ Ｒｅａｇｅｎｔ Ａ 染液清洗细胞， 再加入 ５００ μＬ ３７ ℃
Ｒｅａｇｅｎｔ Ａ 染液， 将细胞吹打均匀， 过 ２００ 目尼龙网， 流式

细胞仪检测 （激发波长 ４９５ ｎｍ， 发射波长 ５１５ ｎｍ）， 重复

３ 次。
２ ７　 流式细胞仪检测线粒体膜电位　 按 “２ ２” 项下方法

对细胞进行处理和给药， 培养 ４８ ｈ 后无钙台式液洗涤 １
次， 胰酶细胞消化液消化， 收集细胞， 加入 ４ μｇ ／ ｍＬ 罗丹

明 １２３ 荧光探针 ２００ μＬ， ３７ ℃避光温育 ３０ ｍｉｎ， 流式细胞

仪检测膜电位阳性表达率 ［激发波长 ４８８～５０５ ｎｍ， 发射波

长 ５１５～５７５ ｎｍ （一般为 ５３０ ｎｍ） ］， 重复 ３ 次。
２ ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９、
Ｃｙｔ⁃ｃ 蛋白表达　 按 “２ ２” 项下方法对细胞进行处理和给

药， 培养 ４８ ｈ 后收集细胞， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 加入细胞裂解

液， 冰上孵育 ３０ ｍｉｎ， 将细胞从培养瓶瓶壁上缓慢吹打转

移至 ＥＰ 管中， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ， 分离上清， 采用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒对蛋白浓度

进行定量， 采用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 转膜， 孵育一抗、
二抗， 免疫显色， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分

析印迹灰度值， 计算目的蛋白相对表达。
２ ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ２１ ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多样本均数比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜
０ ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的影响 　 与阴性对照组比

较， 阳性对照组和不同浓度青藤碱组 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖抑制

率降低 （Ｐ＜０ ０１）， ７２ ｈ ＩＣ５０为 １ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 见表 １。
表 １　 青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 浓度 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＯＤ 值 抑制率 ／ ％
阴性对照组 — ０ ９８４±０ ０１９ —
阳性对照组 ０ ７ ０ ３３７±０ ０５１∗∗ ６５ ７５
青藤碱组 ０ ２ ０ ８８３±０ ０２７∗∗ １７ １５
青藤碱组 ０ ４ ０ ６６４±０ ０２８∗∗ ３３ ８２
青藤碱组 ０ ８ ０ ５０２±０ ０４２∗∗ ４２ ６２
青藤碱组 １ ６ ０ ５８７±０ ００９∗∗ ５３ ４７
青藤碱组 ３ ２ ０ ３１３±０ ０１１∗∗ ６６ ９２
青藤碱组 ６ ４ ０ ２１８±０ ００９∗∗ ７９ ６４

　 　 注： 与阴性对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。
３ ２　 青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞形态的影响 （倒置显微镜） 　 阴

性对照组细胞轮廓清晰， 细胞呈梭型、 多角形， 细胞形态

比较饱满， 排列紧密， 贴壁生长； 不同浓度青藤碱组细胞

随着浓度增加， 漂浮细胞逐渐增多， 贴壁生长的细胞数量

减少， 细胞排列逐渐稀疏， 其中 ２ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组出现皱缩变

圆， 见图 １。

３ ３　 青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞形态的影响 （荧光显微镜） 　 阴

性对照组细胞轮廓清晰， 细胞核形状正常， 呈圆形， 染色

均匀； 不同浓度青藤碱组细胞随着浓度增加， 细胞生长逐

渐变稀疏， 细胞碎裂现象逐渐变明显， 细胞轮廓逐渐变模

糊， 细胞核固缩形成凋亡小体， 发出较强荧光， 并且逐渐

增多， 见图 ２。
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图 １　 倒置显微镜下各组细胞形态 （×４００）

图 ２　 荧光显微镜下各组细胞形态 （×４００）

３ ４　 青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的影响 　 与阴性对照组比

较， 阳性对照组和不同浓度青藤碱组细胞凋亡率升高

（Ｐ＜０ ０１）， 且青藤碱组作用呈浓度依赖性， 见图 ３。

注： 与阴性对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 各组细胞凋亡率 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３ ５　 青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＲＯＳ 水平的影响 　 与阴性对

照组比较， 阳性对照组和不同浓度青藤碱组细胞 ＲＯＳ 水

平升高 （Ｐ＜０ ０１） ， 且青藤碱组作用呈浓度依赖性， 见

图 ４。

注： 与阴性对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 各组细胞 ＲＯＳ 水平 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３ ６　 青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＭＰＴＰ 活性的影响　 与阴性对照

组比较， 阳性对照组和不同浓度青藤碱组细胞阳性表达率

降低 （Ｐ＜０ ０１）， 即 ＭＰＴＰ 活性逐渐增强， 见图 ５。
３ ７　 青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞线粒体膜电位的影响　 与阴性对

注： 与阴性对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ５　 各组细胞 ＭＰＴＰ 活性 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

照组比较， 阳性对照组和不同浓度青藤碱组细胞线粒体膜

电位阳性表达率降低 （Ｐ＜０ ０１）， 即膜电位逐渐减弱， 见

图 ６。

注： 与阴性对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ６　 各组细胞线粒体膜电位 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３ ８　 青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达的影响　 与

阴性对照组比较， 阳性对照组和不同浓度青藤碱组 Ｂｃｌ⁃２ ／
Ｂａｘ 比值降低 （Ｐ＜０ ０１）， 且青藤碱组作用呈浓度依赖性，
见图 ７。
３ ９　 青藤碱对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｃｙｔ⁃ｃ 蛋

白表达影响　 与阴性对照组比较， 阳性对照组和不同浓度

青藤碱组细胞 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｃｙｔ⁃ｃ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０ ０１）， 且青藤碱组作用呈浓度依赖性， 见图 ８。
４　 讨论
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注： 与阴性对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ７　 各组细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与阴性对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ８　 各组细胞 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｃｙｔ⁃ｃ 蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

青藤碱抗肿瘤作用良好， 但由于其抗肿瘤作用发现较

晚， 研究深度不够， 导致其机制仍未阐述清楚。 本研究以

青藤碱为研究对象， 对青藤碱抗肿瘤机制进行了系统深入

研究。 研究发现青藤碱能够抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞生长， 并诱导

肿瘤细胞发生凋亡， 且细胞出现明显的凋亡形态， 说明青

藤碱对人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞具有很好的抗肿瘤作用。 此外，
青藤碱能够升高肿瘤细胞内 ＲＯＳ 水平， 使线粒体发生氧化

损伤， 促使线粒体膜 ＭＰＴＰ 孔开放［２０⁃２１］ ， ＭＰＴＰ 孔开放直

接导致线粒体膜电位差降低， 线粒体膜通透性发生改变，
破坏了膜内外离子均衡， 导致细胞质向线粒体内流， 线粒

体体积发生膨胀， 严重时线粒体外膜会发生破裂， 释放膜

内外间凋亡因子［２２⁃２４］ 。 本实验结果还发现， 青藤碱能够升

高促凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｔ⁃ｃ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达， 降低抑凋

亡蛋白 Ｂａｘ 表达， 激活 ｃａｓｐａｓｅ 家族蛋白级联反应， 并最终

０４２

２０２３ 年 １ 月

第 ４５ 卷　 第 １ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２３

Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． １



激活凋亡启动蛋白 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白， 启动细胞凋亡程序， 发

挥青藤碱抗肿瘤作用。
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［２３］ 　 Ｓｕｇａｎｏ Ｅ， Ｅｎｄｏ Ｙ， Ｓｕｇａｉ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ ａｃｅｔｏｎｅ
ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｇｌｕｔａｍａｔｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ ＨＴ⁃２２ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ［ Ｊ ］ ． Ｅｕｒ Ｊ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２０， ８８３： １７３１９３．

［２４］ 　 王春芳， 巩月红， 王建华， 等． 去氢骆驼蓬碱衍生物 ＤＨ⁃
３３０ 体外对细粒棘球蚴线粒体凋亡通路中 Ｃｙｔ⁃Ｃ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 的影响 ［ Ｊ］ ． 中国病原生物学杂志， ２０１９， １４ （ １２）：
１３７０⁃１３７４； １３８５．
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