
2019年10月第25卷第20期 October.2019 Vol.25 No.20

积雪草酸对人肝癌SMMC-7721细胞
增殖、迁移及凋亡的影响*
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(1.潍坊医学院临床医学系，山东 潍坊 261053；
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[摘要] 目的：观察积雪草酸对人肝癌SMMC-7721细胞增殖、迁移及凋亡的影响。方法：用不同浓度的积雪
草酸处理人肝癌SMMC-7721细胞；MTT法检测积雪草酸对人肝癌SMMC-7721细胞增殖的影响；流式细胞术检测
积雪草酸对人肝癌SMMC-7721细胞凋亡的影响；Transwell小室法检测积雪草酸对肝癌细胞迁移的影响；Western
blot法检测积雪草酸对凋亡相关基因Bcl-2和Bax及上皮间质转化标志基因E-cadherin表达的影响。结果：与对照
组比较，25、50、100 μmol/L的积雪草酸对人肝癌SMMC-7721细胞增殖均有明显的抑制作用，差异均有统计学意
义(P<0.01)。流式细胞术结果显示，50 μmol/L的积雪草酸处理后，肝癌细胞凋亡率显著增加，与对照组比较，差异
有统计学意义(P<0.01)。Transwell小室法检测结果发现，TGF-β能显著促进人肝癌SMMC-7721细胞迁移，与对照
组比较，差异有统计学意义(P<0.01)。1、10 μmol/L的积雪草酸处理能够显著抑制TGF-β诱导的肝癌细胞迁移。积
雪草酸处理后，人肝癌SMMC-7721细胞Bcl-2蛋白水平显著下降，Bax蛋白水平显著上调。TGF-β处理24 h
后，SMMC-7721细胞E-cadherin表达水平显著降低，而不同浓度的积雪草酸均能抑制TGF-β诱导的E-cadherin
表达水平下调。结论：积雪草酸能显著抑制人肝癌SMMC-7721细胞增殖和迁移，诱导细胞凋亡。
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Effects of Aasiatic Acid on Proliferation, Migration and Apoptosis of Human
Hepatocellular Carcinoma Cell Line SMMC-7721
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Traditional Chinese Medicine, Changhai Hospital, Second Military Medical University, Shanghai 200433, China)

[Abstract] Objective: To observe the effect of asiatic acid (AA) on the proliferation, migration and apoptosis
of human hepatoma cells SMMC-7721. Methods: SMMC-7721 cells were treated with different concentrations of
AA, and then MTT assay was performed to determine the proliferation of SMMC-7721 cells. Flow cytometry was
used to detect the apoptosis of SMMC-7721 cells. The migration of hepatoma cells was determined by transwell
assay. The expression of Bcl-2, Bax and E-cadherin protein was examined by Western blot. Results: Compared
with the control group, AA showed significant inhibitory effect on the proliferation of human hepatocellular car－
cinoma SMMC-7721 cells (P<0.01). The results of flow cytometry showed that the apoptotic rate of hepatoma
cells increased significantly after treatment with 50 mol/L of AA (P<0.01). Transwell chamber results showed that
TGF-β significantly promoted the migration of human hepatocellular carcinoma SMMC-7721 cells (P<0.01). And
1, 10 mol/L of AA treatment significantly inhibited TGF-β induced hepatoma cell migration. After the treatment
of AA, the level of Bcl-2 decreased significantly, while the level of Bax increased significantly. TGF-β treat－
ment for 24 h significantly decreased E-cadherin expression in SMMC-7721 cells, while different concentrations
of AA inhibited the down-regulation of E-cadherin expression induced by TGF-β. Conclusion: AA can inhibit
the proliferation and migration and induce the apoptosis of human hepatoma SMMC-7721 cells.
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原发性肝癌（primary liver cancer，PLC）简称肝癌，是我
国最常见的恶性肿瘤之一[1-3]。由于肝癌早期无明显的症状，
发现时往往已到晚期，而且肝癌细胞对放化疗均不敏感，因

此肝癌的治疗效果一直不佳。
积雪草酸（asiatic acid，AA）是一种五环三萜酸类化合物，

广泛存在于很多中草药中，如积雪草、石见穿等[4]。研究表明，
积雪草酸除了有保肝、抑菌、治疗皮肤创伤和改善认知的药
理作用外，对结肠癌细胞、黑色素瘤细胞等[5-7]恶性肿瘤细胞

有显著的抑制作用。然而，积雪草酸对肝癌的作用目前还未
完全阐明。因此，本实验拟观察积雪草酸对人肝癌SMMC-7721
细胞的增殖、迁移及凋亡的影响，并探讨其作用的分子机制。
1 材料与方法
1.1 试剂 积雪草酸购自上海源叶生物科技有限公司（CAS
号：464-92-6）。人肝癌SMMC-7721细胞购自中科院上海细胞
所，由第二军医大学附属长海医院中医系实验室传代保存。
胎牛血清（Fetal bovine serum，FBS）、DMEM培养基、0.25%
Trpsine-EDTA、磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline，PBS）
购自GIBCO公司。3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑
溴盐[3-（4,5-dimethylthiazol-2-yl）-2,5-diphenyltetrazolium
bromide，MTT]购自Sigma-Aldrich。转化生长因子（transforming
growth factor beta，TGF-β）购自R&D公司。Annexin V-FITC/
PI细胞凋亡检测试剂盒购自江苏凯基生物技术股份有限公
司。SDS凝胶配制试剂盒、细胞裂解液、BCA蛋白浓度测定试
剂盒均购自碧云天生物。其余未特殊注明的试剂均为进口或
国产分析纯。
1.2 主要仪器 流式细胞仪，CO2细胞培养箱，酶标仪，普通

台式离心机，电热恒温水浴箱，电热干燥箱，高压灭菌机，超

净工作台，普通及低温冰箱，烘干机，普通及电子天平，酶标

仪。
1.3 实验方法
1.3.1 细胞培养 SMMC-7721细胞用含10%FBS的DMEM培
养基培养于37℃、5% CO2、饱和湿度的孵箱（HERA cell 240i）
中，2～3 d传代1次。
1.3.2 MTT法检测积雪草酸对人肝癌SMMC-7721细胞增殖
的影响 取处于对数生长期的人肝癌SMMC-7721细胞，胰酶
消化制成细胞悬液，调整浓度至1×105个/mL。将制备好的细胞
悬液加入96孔板，100 μL/孔。37℃培养24 h后，分别加入不同
浓度的积雪草酸（1、10、25、50、100 μmol/L），每个浓度设置6
个复孔，24 h后每孔加入10 μL MTT溶液（5 mg/mL），放入培
养箱中孵育4 h，加三联液（100μL/孔），37℃过夜。酶标仪（ELX
800）570 nm处测定OD值。增殖率=（OD加药组-OD本底）/
（OD对照组-OD本底）×100%。
1.3.3 Transwell检测积雪草酸对肝癌细胞迁移的影响 为进
一步观察积雪草酸是否能够抑制人肝癌细胞迁移，选用对肝

癌细胞无明显增殖抑制作用的1、10 μmol/L的积雪草酸进行
实验。将对数生长期SMMC-7721肝癌细胞按常规培养方法消
化后，吹打混匀成单细胞混悬液，1200 r/min离心5 min。弃上

清，无血清DMEM培养基重悬细胞，调整细胞浓度为2×105/mL，
每孔 100 μL加至 Transwell小室上室中，同时加入TGF-β
（10 ng/mL）和不同浓度的积雪草酸（1、10 μmol/L），下室中加
入含10%FBS的DMEM完全培养基血清，500 μL/孔。37℃、5%
CO2恒温培养箱培养24 h，甲醇固定，结晶紫染色，漂洗晾干后
于倒置显微镜下拍照、计数。
1.3.4 流式细胞术检测积雪草酸对人肝癌SMMC-7721细胞
凋亡的影响 将处于对数生长期的SMMC-7721细胞铺于6孔
板，2×105个/孔。24 h后加入不同浓度的积雪草酸（10、25、
50 μmol/L）处理24 h。采用Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测
试剂盒、流式细胞仪（BD FACSCalibur）检测细胞凋亡情况。
1.3.5 Western blot检测积雪草酸对人肝癌SMMC-7721细胞
Bcl-2和Bax表达的影响 将处于对数生长期的SMMC-7721
细胞铺于6孔板，2×105个/孔。24 h后加入不同浓度的积雪草酸
（10、25、50 μmol/L）处理24 h。以Ripa裂解液提取细胞总蛋白，
BCA法测定蛋白浓度，取等量（20 μg）蛋白进行SDS-PAGE电
泳，电泳结束后将蛋白质转移至PVDF膜，5% BSA室温封闭
2 h。后分别采用封闭液稀释的人Bcl-2（1∶1000）、Bax（1∶1000）
及β-actin一抗孵育（1∶5000），室温孵育1 h后，4 ℃封闭过夜。
TBST洗膜，HRP标记的羊抗鼠Ig二抗稀释液室温孵育2 h。采
用化学发光法在凝胶成像仪（G:BOX iChemi XL Syngene）中
检测目的蛋白表达。
1.3.6 统计学方法 实验数据采用SPSS 18.0统计软件进行
统计分析，计量资料以“均数±标准差”（x±s）表示。计量资料
采用单因素方差分析，两两比较采用SNK-q检验，以P<0.05为
差异有统计学意义。
2 结 果

2.1 积雪草酸对SMMC-7721人肝癌细胞增殖的影响 1、10 μmol/L
的积雪草酸对人肝癌SMMC-7721细胞增殖无明显抑制作用。
25、50、100 μmol/L的积雪草酸对人肝癌SMMC-7721细胞增殖
均有明显抑制作用，作用呈浓度依赖性（P＜0.01）。（见图1）

注：与对照组比较，aP<0.01
图 1 积雪草酸对肝癌 SMMC-7721细胞增殖的影响 （n=6）
2.2 积雪草酸对SMMC-7721人肝癌细胞凋亡的影响 10、25 μmol/L
的积雪草酸处理24 h后，肝癌细胞凋亡率升高，与对照组比
较，差异无统计学意义（P＞0.05）。50 μmol/L的积雪草酸处理
24 h后细胞凋亡率显著增加，与对照组比较，差异有统计学意
义（P＜0.01）。（见图2）
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注：与对照组比较，aP<0.01
图 2 积雪草酸对 SMMC-7721细胞凋亡的影响 （n=3）

2.3 积雪草酸对SMMC-7721人肝癌细胞迁移的影响 与对
照组比较，TGF-β能够显著促进人肝癌SMMC-7721细胞迁
移，差异有统计学意义（P＜0.01）。1、10 μmol/L的积雪草酸处
理能够显著抑制TGF-β诱导的肝癌细胞迁移。（见图3）

注：与对照组比较，aP＜0.01；与TGF-β组比较，bP＜0.01
图 3 积雪草酸对肝癌 SMMC-7721细胞迁移的影响 （n=3）
2.4 积雪草酸对肝癌SMMC-7721细胞Bcl-2和Bax表达的影
响 积雪草酸处理组Bcl-2表达水平降低，而Bax的表达增强，
其作用具有一定的浓度依赖性。（见图4）

注：与对照组比较，aP<0.01
图 4 积雪草酸对肝癌 SMMC-7721细胞 Bax/Bcl-2蛋白

表达的影响 （n=3）

2.5 积雪草酸对TGF-β诱导的上皮间质转化（EMT）的影
响 TGF-β处理24 h后，E-cadherin表达水平低于对照组（P＜
0.01），而联合采用不同浓度的积雪草酸处理后，E-cadherin表
达水平高于单独使用TGF-β处理（P＜0.01）。（见图5）

注：与对照组比较，aP<0.01，与TGF-β组比较，bP<0.01
图 5 积雪草酸对 TGF-β诱导的肝癌 SMMC-7721细胞

EMT的影响 （n=3）
3 讨 论

原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，对化学药物

治疗不敏感。因此，中医药在肝癌的治疗中占有重要地位。
原发性肝癌预后较差，与肿瘤细胞过度增殖、术后易发
生侵袭转移密切相关。本研究发现，积雪草酸能抑制SMMC-
7721肝癌细胞增殖，其作用具有一定的剂量依赖性。凋亡和
坏死是肿瘤细胞死亡的两种主要方式。其中，凋亡又称为程
序性死亡，是细胞为维持内环境稳定，由一系列的基因控制

的细胞自主有序死亡[8]。因此，诱导肿瘤细胞发生凋亡是大多
数药物发挥抗肿瘤作用的主要作用机制之一。流式细胞术结
果显示，50 μmol/L的积雪草酸能诱导肝癌细胞凋亡。结果提
示抑制肝癌细胞增殖、诱导其凋亡是积雪草酸发挥抗肝癌作
用的主要途径之一。为进一步明确积雪草酸是否能够抑制肝
癌细胞转移，本实验采用对肝癌细胞无明显增殖抑制作用的

药物浓度，利用Transwell小室法观察了其对肝癌细胞迁移的
影响。结果发现，1、10 μmol/L的积雪草酸均能显著抑制
TGF-β诱导的肝癌细胞迁移，提示积雪草酸不仅能抑制肝癌
细胞增殖、诱导凋亡，还可能具有抑制肝癌细胞转移的作用。
细胞凋亡是一个多基因参与的复杂过程，其中Bcl-2家
族具有重要的调控作用[9-10]。Bcl-2是一种最为主要的抗凋亡
蛋白，能够通过抑制氧化应激引起的凋亡，影响细胞内钙内

流，抑制线粒体细胞色素C释放，进而抑制Caspase级联反应，
发挥抗凋亡的作用[11]。Bax是一种主要的促凋亡蛋白，可以通
过与位于线粒体内膜的腺苷转位因子或位于线粒体外膜的

电压依赖性阴离子通道结合介导线粒体膜通透性转运孔的

开放，线粒体基质中释放出致凋亡活性物质，如细胞凋亡诱
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导因子和细胞色素C等，这些物质进入细胞质，可激活Cas－
pase级联反应，最终导致细胞凋亡 [12-13]。研究表明，Bcl-2/
Bax比例失衡是凋亡发生的主要机制之一[14]。因此，针对Bcl-
2/Bax的调节是抗肿瘤药物发挥促进肿瘤细胞凋亡的主要分
子机制 [15-16]。本研究结果表明，积雪草酸能下调Bcl-2，上调
Bax表达水平，提示调控Bcl-2/Bax，进而启动细胞凋亡进程是
积雪草酸诱导肝癌细胞凋亡的分子机制之一。

EMT被认为是肝癌侵袭、转移的关键细胞学基础 [17]。其
中，TGF-β通过激活Smad依赖或者非Smad依赖的信号通路引
起EMT促进肿瘤浸润和转移[18]。E-cadherin是EMT的关键标志
分子[19-20]。本研究结果显示，积雪草酸能部分抑制TGF-β诱导
的E-cadherin下调，提示其可能是通过抑制肝癌细胞EMT发
挥抑制其侵袭转移作用的。
本研究结果提示，积雪草酸可能通过抑制肝癌细胞增殖

和迁移、诱导凋亡多种途径发挥抗肝癌作用。作用机制可能
与调控Bcl-2/Bax比例，逆转EMT有关。因此在进一步研究中，
应充分阐明积雪草酸诱导凋亡、逆转EMT的分子调控机制。
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