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归肝经中药对肝癌 HepG2细胞增殖抑制

及凋亡诱导作用的研究
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(湖南中医药大学科技处血管生物学实验室，湖南长沙410208)

·199·

·论著·

【摘要】 目的观察归肝经中药对体外人肝癌细胞株HepG2增殖及凋亡的影响，初步探讨归肝经中药抗

肝癌作用的趋向性。方法归肝经中药选取莪术、水蛭、丹参，非归肝经中药选取白花蛇舌草为对照}制备提取

物后体外干预HepG2细胞。用四甲基偶氮唑盐(M1vr)比色法检测各中药提取物对HepG2细胞增殖的抑制作

用，并计算半数抑制浓度(ICS0)；用细胞计数法，流式细胞仪、吖啶橙／溴化乙键(Ao／EB)双染法分析比较归肝

经中药莪术、水蛭、丹参提取物与非归肝经中药白花蛇舌草提取物在IC50药物浓度下对HepG2细胞增殖的影

响及诱导凋亡的差异。结果 白花蛇舌草提取物IC50药物浓度对应生药量是丹参提取物的11．39倍，水蛭提

取物的16．56倍，莪术挥发油的168．67倍。IC50药物浓度作用下，归肝经中药莪术、水蛭、丹参提取物抑制

HepG2细胞增殖作用、诱导细胞凋亡率均强于非归肝经中药白花蛇舌草提取物，归肝经中药可阻止HepG2细

胞从G0／G1期进入S期，而白花蛇舌草提取物对HepG2细胞周期无明显影响。结论归肝经中药对肝癌

HepG2细胞增殖抑制及凋亡诱导作用强于非归肝经中药白花蛇舌草，提示归肝经可能与中药抗肝癌趋向作用

有关。
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Effects of Chinese material medlca passing through liver channel(归肝经中药)on inhibition of proliferation

and apoptosis of HepG2 cells TIAN X．e-I西，XIAO Zhu，GUO Yong—liang，SUN Jing．Vascular Biology

Laboratary，Hunan University of Traditional Chinese Medicine，Changsha 41 0208，Hunan，China

[Abstract]0hjective To observe the effect of Chinese material medica passing through the liver

channel(归肝经中药)on inhibition of proliferation and apoptosis of HepG2 cells in vitro and preliminarily

investigate the trends of its effects on anti—hepatocellular carcinoma．Methods Zedoary rhizome(莪术)，leech

(水蛭)and salvia miltiorrhiza(丹参)passing through the liver channel were selected to compare with hedyotic

diffusa(白花蛇舌草)passing through the non-liver channel as the contr01．The HepG2 cells were treated by

extractions from the above drugs．The inhibition of proliferation and 50％inhibitory rate(IC50)were assayed

by methyl thiazolyl tetrazolium(MTT)method．The cell growth and apoptosis of HepG2 cells in vitro which

were treated by IC50 drug concentration of all extractions were detected by methods of cell count，flow

cytometry and acridine orange／ethidium bromide(Ao／EB)staining．The differences of effects were contrasted

between zedoary rhizome，leech and salvia miltiorrhiza which pass through liver channel and hedyotic diffusa

which passes through non-liver channel．Results The IC50 drug concentration equal to the crude drug content

of hedyotis diffusa was 11．39 times more than that of salvia mihiorrhiza，16．56 times more than that of leech

and 1 68．67 times more than that of zedoray rhizome．The results showed that the reduction rates of cell count

and apoptosis induced by zedoray rhizome。leech and salvia extraction which pass through the liver channel

were higher than those of hedyotis diffusa extraction which passes through the non—liver channel．The results

demonstrated that cell cycle could be prevented from the GO／G1 phase into the S phase by drugs which pass

through the liver channel，while the HepG2 cell cycle under treatment of hedyotis diffusa extraction had no

significant effect．Conclusion Chinese material medica passing through the liver channel have stronger effect

on the inhibition of proliferation and apoptosis of HepG2 ceils than the drug passing through the non-liver

channel，such as hedyotic diffusa．It is suggested—that the liver channel tropism of the Chinese medicinal drugs
’j

be related to the tendency of selective effect on anti—hepatocellular carcinoma．
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肝癌属于中医“瘕瘕”、。积聚”的范畴，其基本病

机为本虚标实。多数医家认为，本虚为“脾虚”，标实

为“血瘀、毒结蚍卜zl，三者互为因果，相互影响，贯穿

于肝癌的整个发展过程。研究表明，多种中药有效部

位或成分具有抗肝癌作用，例如柴胡提取物[3]、去甲

斑蝥素‘4。、榄香烯[引、丹参酮嘲等，但不同药物之间

抑制肝癌细胞增殖的有效浓度和所需时间不同。归

经属性是否与中药的抗肿瘤效果差异性有关?为

此，本研究中对比了归肝经与非归肝经中药提取物

对HepG2细胞生物学行为的影响，初步探讨中药归

经属性与抗肿瘤作用的相关性。

1材料与方法

1．1材料：人肝癌细胞株HepG2由本实验室引进

并保存，二甲基亚砜(DMSO)为美国Amresco公司

产品，DMEM培养基、胰酶、新生牛血清为美国

Gibco公司产品，四甲基偶氮唑盐(MTT)、溴化乙

锭(EB)、吖啶橙(AO)为美国Sigma公司产品。莪

术、水蛭、丹参、白花蛇舌草均一次性购于湖南中医

药大学附属第一医院药剂科，并进行生药鉴定。

1．2方法

1．2．1 HepG2细胞培养：将细胞加入含体积分数

为10％新生牛血清的DMEM培养基中(含青霉素

100 kU／L、链霉素100 kU／L)，37℃、体积分数为

5％的CO。条件下培养。

1．2．2药物制备：①丹参、白花蛇舌草提取物：用水

提醇沉法制备。药物加10倍量水提取2次，收集滤

液浓缩，醇沉过滤，真空干燥，粉碎备用。②莪术挥发

油：8倍量水提取，蒸馏液用乙醚萃取，无水硫酸钠

干燥浓缩后得到淡黄色莪术挥发油。⑧水蛭提取物：

由湖南省中医研究院超微工程中心制备成水蛭超微

粉，其提取物以液氮快速冻融法制备[7]。取水蛭超微

粉1．5 g用双蒸水制成混悬液，离心后液氮中冷冻，

37℃水浴中融解，重复3次，离心取上清液过滤，滤

液冷冻干燥后即得水蛭冻干粉，一20℃保存备用。临

用前以DMEM培养基配成实验所需浓度工作液，

0．22 pm滤器正压过滤除菌。

1．2．3实验分组及药物处理：归肝经中药为莪术、

水蛭、丹参提取物，非归肝经中药为白花蛇舌草提取

物。根据预实验结果加入各提取物工作液处理肝癌

HepG2细胞，终浓度分别为：丹参提取物4、6、8、10、

12 g／L，莪术挥发油1．25、2．50、5．oo、10．00、

20·00 mg／L，水蛭提取物1、2、4、6、8 g／L；白花蛇舌

草提取物6．25、12．50、25．OO、75．00、100．00 g／L。

同时设置对照孔，加等体积的DMEM培养液。

1．2．4 MTT比色法实验：将人肝癌HepG2细胞

以1×104个／孔接种于96孔培养板中，加入不同浓

度的各种提取物工作液，48 h后加入MTT工作液

20 pl／孔，4 h后加入DMSO 150 m／孔，酶标仪测定

492 nm波长处吸光度(A)值，每组重复5孔，计算细

胞增殖抑制率[细胞增殖抑制率一(对照A值一药物

A值)／对照A值x100％]，并根据回归方程计算半

数抑制浓度(IC50)。

1．2．5细胞周期及凋亡的检测：用IC50浓度药物

处理后细胞继续培养48 h，收集细胞，用体积分数

为75％的乙醇固定，藻红蛋白(PE)染色液染色，用

流式细胞仪检测。②收集ICS0浓度药物处理48 h

后HepG2细胞，调整细胞浓度为1×1010／L，AO／

EB双染色后荧光显微镜下观察并拍照。

1．3统计学处理：实验数据用均数士标准差(z士s)

表示，采用单因素方差分析和SNK一口检验，数据经

SPSS 10．0统计软件处理，P<0．05为差异有统计

学意义。

2结 果

2．1不同归经中药提取物对HepG2细胞增殖的抑

制作用及IC50的确定：表1中MTT实验结果显

示，各提取物以剂量依赖性方式抑制HepG2细胞增

殖，增殖抑制率随提取物药液浓度增高而增加。根据

回归方程求出各提取物IC50分别为丹参提取物

8．007 g／L，白花蛇舌草提取物25．041 g／L，莪术挥

发油4．992 mg／L，水蛭提取物4．002 g／L。

裹1不同归经中药提取物对HepG2细胞

增殖的抑制作用

药物 浓度抑制率(％) 药物 浓度抑制率(％)

莪术(mg／L)1．25 22．20 水蛭(g／L) 1 20．68

2．50 35．81 2 37．32

5．OO 49．12 4 51．22

10．OO 64．07 6 68．97

20．OO 78．97 8 79．95

丹参(g／L)4 26．99 白花蛇舌草(g／L)6．25 24．75

6 38．49 12．50 40．14

8 50．48 25．00 53．12

10 62．30 50．00 60．70

12 71．54 100．00 72．98

表2显示了不同归经中药抑制HepG2细胞增

殖的IC50药物浓度所对应的生药萤，结果为：白花

蛇舌草IC50药物浓度所对应生药量是丹参提取物

的n．39倍，是水蛭提取物的16．56倍，是莪术挥发

油的168．67倍。归肝经中药莪术、丹参、水蛭提取物

抑制HepG2细胞增殖的IC50药物浓度对应生药量
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均低于非归肝经中药白花蛇舌草提取物。

裹2不同归经中药提取物抑恻HepC2细胞增殖的

IC50药物浓度对应生药■

药物 浓度 对应生药量 药物 浓度 对应生药量

莪术4．992mg／L 1．54 g／L 丹参8．007 g／L 22．81 g／L

水蛭4．002 g／L 15．69 g／L 白花蛇舌草25．041 g／L 259．75 g／L

2．2不同归经中药提取物IC50药物浓度对HepG2

细胞增殖的抑制作用(表3)：经IC50浓度药物干预

后，与对照比较，24 h时莪术挥发油可以明显抑制

HepG2细胞增殖(P<0．05)，其他中药提取物的抑

制作用不明显(P均>0．05)。48 h时归肝经中药莪

术、丹参、水蛭提取物可明显抑制HepG2细胞增殖，

与对照比较差异均有统计学意义(P均<O．01)I而

非归肝经中药白花蛇舌草提取物抑制作用不明显

(P>0．05)；归肝经中药莪术、丹参、水蛭提取物与

非归肝经中药白花蛇舌草提取物比较差异均有统计

学意义(P<O．05或P<0．01)。72 h时4种中药提

取物均较对照有明显抑制作用，差异有统计学意义

(P<0．05或P<o．01)I归肝经中药丹参、水蛭、莪

术提取物抑制HepG2细胞增殖作用较非归肝经中

药白花蛇舌草提取物更强(P均<O．01)。组内不同

时间点统计结果显示：72 h时对照及白花蛇舌草细

胞数明显增多，其中对照72 h细胞数明显高于

24 h和48 h(P<0．01和P<O．05)；白花蛇舌草虽

然可抑制HepG2细胞增殖，但至72 h时仍较24 h

时明显增加，差异有统计学意义(P<O．05)；归肝经

中药水蛭、莪术、丹参提取物可以明显抑制HepG2

细胞增殖，但各时间点间比较差异无统计学意义

(P均>O．05)。

裹3不同归经中药提取物IC50药物浓度对

HepG2细胞增殖的影响(i士s，n-----5)

归经中药

提取物

不同作用时间Hep02细胞生长效(×105个)

24 h 48 h 72 h

注l与本组24 h比较，‘尸<0．05，6P<0．01，与本组48 h比

较，。P<0．05，与对照比较，4P<0．05，eP<0．01}与白花蛇

舌草比较，‘P<0．05，sp<：0．01

析显示(表4)，与白花蛇舌草、水蛭提取物比较，

24 h时丹参、莪术提取物诱导凋亡作用明显增高

(P均<0．01)。48 h时白花蛇舌草提取物作用与对

照比较不明显(尸>0．05)，莪术、水蛭、丹参提取物

诱导细胞凋亡率较白花蛇舌草提取物明显升高

(尸均<O．01)，其中以莪术提取物作用最强，与丹

参、水蛭提取物比较差异有统计学意义(P均<

0．01)。至72 h时，水蛭、莪术、丹参提取物诱导

HepG2细胞凋亡作用较白花蛇舌草提取物明显增

强(P均<O．01)，归肝经中药中水蛭、莪术提取物作

用强于丹参提取物(P<0．05和P<O．01)．

裹4不同归经中药提取物对HepC2细胞

凋亡的影响(；士s，^=5)

归经中药 不同作用时问的细胞凋亡宰(％)

提取物 24 h 48 h 72 h

注t与对照比较，dP<0．05，。P<0．01，与白花蛇舌草比较，gP<

0．01f与丹参比较hP<0．05，‘P<0．01，与水蛭比较，JP<0．01

表5显示白花蛇舌草提取物对细胞周期的影响

与对照比较差异无统计学意义(P均>o．05)，莪术、

丹参、水蛭提取物处理后HepG2细胞周期表现为

Go／G1期细胞比例上升，与对照、白花蛇舌草提取

物比较差异有统计学意义(P<o．05或P<0．01)。

表明丹参、莪术、水蛭提取物对HepG2细胞周期分

布的影响主要是阻止HepG2细胞从Go／G1期进入

S期的转变过程。

裹5不同归经中药提取韧干预稻h后对HepG．2

细胞周期分布的影响(；士，，露=5)

归经中药 不同细胞周期的细胞比倒(％)

提取物 G0／G1期 S期 G2／M期

注。与对照比较，4P<0．05，eP<0．01，与白花蛇舌草比较，fp<

0．05，‘P<O．01，与丹参比较，“P<0．05

AO／EB双染结果显示(彩色插页图1)，归肝经

2．3 不同归经中药提取物IC50药物浓度对 中药丹参、水蛭提取物干预48 h后可见大量早、晚

HepG2细胞凋亡及生长周期的影响：流式细胞仪分 期凋亡细胞，莪术挥发油干预后以晚期凋亡细胞为
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主。而非归肝经中药白花蛇舌草提取物干预后仅见

少量早期凋亡细胞。早期凋亡细胞：呈致密浓染的黄

绿色染色或出现黄绿色碎片；晚期凋亡细胞：呈致密

浓染的鲜红色染色或出现鲜红色碎片。

3讨论

近年来有研究者发现不同中药或中药制剂对不

同肿瘤细胞的抑制效果有差异。如张晨等[83观察了

榄香烯、鸦胆子油、康莱特注射液(主要成分为薏苡

仁油)、生脉注射液等6种中药注射液对人肝癌细胞

BEL一7402的杀伤作用，结果发现榄香烯、鸦胆子抗

肝癌作用远大于其他注射液；而康莱特注射液治疗

肿瘤的报道以肺癌、胰腺癌等最为多见。马靖等阳1发

现甘草提取物选择性诱导胃癌MGC803、肺癌

NSCLC等几种人肿瘤细胞凋亡。黄书铭等n0]发现

灵芝醇对Hela细胞、人脐静脉内皮细胞(HUVEC)

增殖抑制所需的浓度分别为抑制BEL一7402细胞所

需浓度的8倍和32倍。通过分析发现，这些药物可

发挥较好抑制效果的肿瘤细胞种类与其归经属性基

本相符。上述研究表明，不同中药对肿瘤细胞的选择

性抑制作用存在某种规律性。

为了初步探索中药归经属性与抗肿瘤效应的差

异是否相关，本研究中观察了不同归经的中药提取

物对肝癌HepG2细胞的抑制作用，对比分析了归肝

经中药莪术、水蛭、丹参与非归肝经中药白花蛇舌草

抑制HepG2细胞增殖及诱导凋亡作用的差异。结果

显示，归肝经中药在体外抑制肝癌HepG2细胞增殖

以及诱导细胞凋亡等方面要强于非归肝经中药。比

较抑制HepG2细胞IC50浓度对应生药量，非归肝

经中药白花蛇舌草提取物是归肝经中药水蛭、丹参

提取物的10倍以上，是莪术挥发油的100倍以上。

进一步比较IC50浓度下不同归经中药对HepG2细

胞增殖抑制及凋亡诱导作用的影响发现，在处理

48 h、72 h时，归肝经中药莪术、水蛭、丹参提取物对

HepG2细胞增殖的抑制作用明显强于非归肝经中

药白花蛇舌草提取物，其细胞凋亡率亦明显高于白

花蛇舌草。细胞周期分析结果表明，归肝经中药莪

术、丹参、水蛭提取物阻滞HepG2细胞从G0／G1期

进入S期，发挥抑制细胞增殖作用，而非归肝经中药

白花蛇舌草则对HepG2细胞周期无明显影响。同

样，细胞形态学观察结果以及AO／EB双染观察凋

亡细胞形态结果均表明非归肝经中药在抑制

HepG2细胞增殖及诱导凋亡作用方面均低于归肝

经中药。以上实验结果提示归肝经可能与中药抗肝

癌靶向作用相关。

此外，本研究中还发现，3种归肝经中药的抗肝

癌作用亦有差异，莪术挥发油作用显著强于丹参、水

蛭提取物。水蛭提取物处理24 h时诱导HepG2细

胞凋亡作用弱于丹参提取物，但72 h时却强于丹参

提取物，两者作用在其他方面无明显差异。三者归经

分别为莪术归肝、脾经，水蛭归肝经，丹参归心、肝

经。分析归经属性，以水蛭为参照，丹参增加归心经

属性，抗肝癌HepG2细胞作用并无明显提高，但其

在心血管疾病中的良好疗效也与归心经属性相对

应[1卜123；而莪术增加归脾经属性，抗肝癌HepG2细

胞作用可明显提高，是否归脾经可促进抗肝癌作用?

有意义的是，从中医病机角度考虑，与肝癌密切相关

的脏腑为肝、脾，“肝郁脾虚”为肝癌患者本虚的基本

病机，这也从另一侧面提示了研究归经属性与抗肿

瘤趋向性关系时，不能简单以现代解剖学概念阐释

中医脏腑属性，而应结合疾病的中医基本病机来确

定筛选药物的范围。
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