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积雪草酸通过细胞周期阻滞和诱导凋亡抑制人肝癌Huh7细胞
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[摘 要] 目的：探究积雪草酸（asiatic acid，AA）对人肝癌细胞恶性生物学行为的抑制作用及其机制。方法：选择人肝癌Huh7

细胞作为研究对象，体外培养过程中分别给予0、5、10、25、50、100 μmol/L的AA处理，采用CCK-8法和EdU实验测定其对细胞增

殖的影响，流式细胞术检测凋亡和细胞周期的变化，WB检测凋亡相关蛋白 p-AKT、p-ERK1/2、p-p38、cleaved-caspase3、cleaved-

caspase9、BAX、Bcl-2、AKT、ERK、p38、pro-caspase3和 pro-caspase9表达的变化。结果：AA能够以剂量和时间依赖的方式抑制

Huh7细胞的增殖（均P<0.05）；10 μmol/L AA孵育Huh7细胞24 h后细胞增殖被显著抑制（P<0.05）、凋亡率显著升高（P<0.05）、细

胞周期阻滞于G1期（P<0.05）。AA可诱导p-p38的表达，但以剂量依赖的方式抑制p-AKT和p-ERK的表达（均P<0.05）；随着AA

浓度的增加，cleaved-caspase3、cleaved-caspase9、BAX的水平增加，而Bcl-2的水平降低（均P<0.05）。结论：AA抑制人肝癌细胞

的增殖并促使其凋亡，该作用与MAPK和PI3K/AKT通路有关。
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Inhibitory effect of asiatic acid on human liver carcinoma cells via cell cycle block-
age and apoptosis induction
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[Abstract] Objective: To investigate the inhibitory effect of asiatic acid (AA) on malignant biological behaviors of human liver cancer

cells and to explore the mechanism. Methods: Human liver cancer cell line (Huh7) was used as research subject, and treated with differ-

ent concentrations of AA (0, 5, 10, 25, 50, 100 μmol/L) in vitro. The effect of AA on cell proliferation was determined by CCK-8 and

EdU assay; the apoptosis and cell cycle distribution were detected by flow cytometry, while the expressions of apoptosis-related pro-

teins (AKT, P-ERK 1/2 , p38, cleaved-caspase3, cleaved-caspase9, BAX, Bcl-2, AKT, ERK, p38, pro-caspase 3 and pro-caspase 9)

were examined by WB. Results: AA could inhibit the proliferation of Huh7 cells in a dose- and time-dependent manner (all P<0.05).

After being incubated with 10 μmol/L AA for 24 h, the proliferation of Huh7 cells was significantly inhibited (P<0.05), the apoptosis

rate was significantly increased (P<0.05), and cell cycle was arrested in G1 phase (P<0.05). AA induced p-p38 expression, but inhibited

the expression of p-AKT and p-ERK in a dose-dependent manner (all P<0.05). In addition, as the concentration of AA increased, the

levels of cleaved-caspase 3, cleaved-caspase 9 and BAX increased, while the level of Bcl-2 decreased (all P<0.05). Conclusion: AA in-

hibits the proliferation of human liver cancer cells and promotes its apoptosis, which is associated with the MAPK and PI3K/AKT path-

ways.
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肝细胞癌是一种发病率和病死率均较高的癌

症[1]，就诊时，只有20%~30%的患者可以接受手术切

除或肝移植。然而，由于发病较为隐秘，早期很难检

测到肝细胞癌的发生[2]。尽管医学技术取得了很大

进展，但肝细胞癌的复发率和病死率仍然很高并且

预后很差[3-4]。常规疗法或靶向疗法不仅对癌细胞有

毒性，对正常细胞也存在杀伤作用，限制了这些药物

的临床应用。因此，探索副作用较少的低毒新疗法

非常迫切。
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目前越来越多的研究者认为植物来源抗癌药物

是一个很好的发展方向，例如喜树碱和紫杉醇。积

雪草酸（asiatic acid，AA）作为治疗疾病的潜在草药，

存在于积雪草（Centella asiatica）和夏枯草（Prunella

vulgaris）等许多植物中[1]。AA是积雪草提取物中含

量最丰富的成分，属于五环三萜类[5]。以往的研究表

明AA具有多种药理作用，如抑制炎症[6]、降低结肠炎

的炎症反应[7]、保护神经[8]和抗肿瘤[9-11]等。然而，到

目前为止，还没有关于AA在肝细胞癌治疗中的相关

研究。本研究旨在探索AA对人肝癌细胞增殖和凋

亡的影响，以及其与MAPK和PI3K/AKT信号转导相

关的特定机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

人肝癌细胞系Huh7和人正常肝细胞系LO2由

海军军医大学附属长海医院中医药实验室保存。将

细胞培养于 10%FBS 的 DMEM 中，在含 5%CO2 的

37 ℃培养箱中培养。

AA 白色粉末购自于 Sigma-Aldrich 公司（分子

式：C30H48O5，相对分子质量：488.70，纯度：98%），将

其溶解在二甲基亚砜（DMSO；Sigma-Aldrich）中，浓

度为 100 mmol/L，在-20℃下保存。一抗（p-AKT、

AKT、p-ERK1/2、ERK1/2、p-p38、p38、BAX、Bcl-2、β-

actin、cleaved-caspase3、pro - caspase3、cleaved - cas-

pase9、pro-caspase9 抗体）均购自于 Cell Signaling

Technology 公司。CCK-8 检测试剂盒、BCA 测定试

剂盒、Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒均购自上

海碧云天生物技术有限公司，EdU检测试剂盒、PI均

购自美国 Invitrogen公司，增强的化学发光检测试剂

盒购自Sigma-Aldrich公司。流式细胞仪FACS Cali-

bur购自美国BD公司。

1.2 CCK-8法、EdU法检测AA对Huh7细胞活力和

增殖的影响

CCK-8测定和EdU试剂盒检测细胞活力。将1×

105个细胞接种到96孔板中并在37 ℃下培养24 h，用

不同浓度（0、5、10、25、50、100 μmol/L）的AA处理细

胞并孵育12、24和48 h，向每个孔中加入20 μl CCK-8

染料孵育 0.5 h，使用酶标仪在 450 nm处测定光密度

（D）值。

EdU 检测细胞增殖。将应用 AA（0、10、50、100

μmol/L）处理的Huh7细胞孵育 24 h，然后在含有 20

mmol/L EdU的培养基中再孵育 2 h。根据试剂盒说

明书进行EdU检测，使用流式细胞术记录数据。

1.3 流式细胞术检测AA对Huh7细胞周期和凋亡的

影响

将3×105个Huh7细胞接种到6孔板的每个孔中，

并向各孔中加入各种浓度的AA（0、10、50、100 μmol/L），

在37 ℃下孵育24 h。收获细胞并悬浮于500 μl缓冲

液中。加入 5 μl Annexin V-FiTC和 5 μl PI并在黑暗

中温育15 min。通过流式细胞术分析染色的细胞，测

定细胞凋亡率。

1.4 WB检测AA对Huh细胞中凋亡相关蛋白表达

的影响

用PBS（pH7.4）将Huh7细胞清洗 2次，然后在含

有 1 nmol/L PMSF的RIPA中在冰上裂解 10 min，然

后在4 ℃离心10 min来获取总蛋白质。通过BCA测

定试剂盒测定蛋白质浓度。使用 10% SDS-PAGE分

离18 μg蛋白质，转移至PVDF 膜，并与相关的一抗

（1∶1 000）在4 ℃孵育过夜。将膜用TBST洗涤3次，

持续 15 min，并与用辣根过氧化物酶标记的二抗（山

羊抗小鼠，1∶5 000；山羊抗兔，1∶2 000）在室温下孵

育2 h。使用增强的化学发光检测试剂盒检测免疫反

应条带。

1.5 统计学处理

采用SPSS 13.0软件进行统计学分析，所有细胞

实验均设3平行孔且独立重复3次，所有数据结果用

x̄±s表示，组间差异采用配对 t检验，以P<0.05或P<

0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 AA抑制肝癌Huh7细胞的细胞增殖活力

CCK-8 检测结果（图 1A）显示，与对照组相比，

25 μmol/L的AA处理细胞 12 h后，Huh7细胞增殖活

力开始显著降低（P<0.05）；并且随着孵育时间延长，

细胞增殖活力逐渐降低：12 h 时 IC50=（42.11±3.17）

μmol/L，24 h 时 IC50=（29.08±11.51）μmol/L，48 h 时

IC50=（18.93±7.22）μmol/L（均P<0.05）。

进一步检测了AA对正常人肝细胞（LO2）的影

响以评估毒性，结果（图 1B）显示，浓度 50 μmol/L以

下、作用 24 h以内，AA对LO2细胞的增殖无明显影

响（均P>0.05）。

2.2 AA抑制Huh细胞的增殖并诱导细胞凋亡、阻滞

细胞周期

EdU染色分析结果（图 2A）显示，Huh7与AA孵

育 24 h后，EdU阳性的Huh7细胞百分比显著降低

（P<0.05）；计算各浓度下的增殖抑制率（图 2B），AA

在10、50、100 μmol/L时Huh7细胞增殖抑制率分别为

（27.39±1.98）%、（49.37±3.75）%和（80.37±2.34）%，均

显著高于对照组（均P<0.05）。

流式细胞术检测结果（图2C、D）显示，用各种浓

度（0、10、50、100 μmol/L）的AA孵育Huh7细胞 24 h
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后，随着 AA 浓度的增加，凋亡率显著增加[（0.94±

0.11）% 、（9.31 ± 0.20）% 、（14.32 ± 0.28）% 、（35.36 ±

0.33）%，均P<0.05]。

流式细胞术检测细胞周期分布，在用不同浓度

的AA（0、10、50、100 μmol/L）孵育 24 h后，与对照组

相比，AA以剂量依赖性方式引起G1期延长和G2/M

期缩短（均P<0.005，图 2E、F），而 S期未观察到变化

（图2F）。

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 μmol/L group

图1 AA对Huh7细胞增殖活力的影响

Fig. 1 Effect of AA on cell viability of Huh7 cells

*P<0.05 vs AA 0 μmol/L group

A: EdU incorporation in Huh7 cells with different concentrations of AA for 24 h measured by flow cytometry. Black curve is 0 μmol/L

AA, green curve is 10 μmol/L AA (left), 50 μmol/L AA (middle), 100 μmol/L AA (right); B: Quantification of EdU incorporation in

Huh7 cells; C: Effect of different concentrations of AA (0, 10, 50 and 100 μmol/L) treatment for 24 h on Huh7 cells was detected by

FITC-Annexin V/PI Flow Cytometry; D: Quantification of apoptosis of Huh7; E: Flow cytometry data revealed cell cycle distributions

of Huh7 after incubation with AA (0, 10, 50 and 100 μmol/L) for 24 h; F: Quantification of cell cycle distributions of Huh7

图2 AA对Huh7细胞增殖和凋亡的影响。

Fig. 2 Effect of AA on Huh7 cell proliferation and apoptosis
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2.3 AA调节凋亡相关蛋白质表达

WB实验结果显示，caspase激活是细胞凋亡的标

志 之 一 。 在 Huh7 细 胞 中 ，cleaved - caspase3 和

cleaved-caspase9的蛋白质水平以AA剂量依赖性方

式增加（均P<0.05），而 cleaved-caspase9的水平在AA

达到 50 μmol/L后没有增加（图 3A、B）。此外，随着

AA浓度的增加，pro-caspase3和 pro-caspase9的水平

无明显变化。

BAX和Bcl-2是重要的凋亡相关蛋白，BAX的表

达水平以AA剂量依赖性方式增加，而Bcl-2相反（均

P<0.05）。

2.4 AA改变肝癌细胞中的信号通路

WB检测结果显示，Huh7细胞用 100 μmol/L的

AA孵育 24 h后，p-AKT的水平显著降低（P<0.05，图

3C、D）。随着AA浓度的增加，Huh7细胞中p-ERK1/

2 水平以剂量依赖性方式显著降低（均 P<0.05）；p-

p38的表达在AA浓度 10 μmol/L或更高时显着增加

（均P<0.05）。

*P<0.05 vs AA 0 μmol/L group

A: The expression level of cleaved-caspase3, pro-caspase3, cleaved-caspase9, pro-caspase9, BAX and Bcl-2; B: Quantification of the

relative protein expression levels were normalized against the value of β-actin protein expression. Signal pathways associated with

MAPK and PI3K/AKT; C: The expression level of p-AKT, AKT, p-ERK1/2, ERK1/2, p-p38 and p38; D: Quantification of the relative

protein expression levels were normalized against the value of β-actin protein expression

图3 AA对凋亡分子和信号通路表达的影响

Fig. 3 Effect of AA on the expression of apoptotic molecules and signaling pathways

3 讨 论

到目前为止，手术和局部治疗已被认为是治疗

肝癌的两种有效疗法。然而，由于肝癌早期难以诊

断，一些患者错过了接受手术和治疗的机会。此外，

患者对某些靶向药物有不良反应，且耐受性差[12]。因

此，植物化学药物越来越多地进入人们的视线。近

年来的报道[13-14]认为，AA对胆管癌和肺癌等各种肿

瘤有一定的缓解作用。然而，关于AA治疗肝癌的报

道还很少见[11,15]。据报道[16]，AA可通过下调NDR1/2

激酶的水平来增强 p21WAF1/CIP1的稳定性，其在 ser-146

磷 酸 化 p21WAF1/CIP1 并 抑 制 HepG2 细 胞 的 增 殖 。

p21WAF1/CIP1是一种细胞周期蛋白依赖性激酶（CDK）抑

制剂，可通过抑制细胞周期蛋白-CDK复合物的形成

来阻止细胞周期进程。在本研究中发现，AA还可以

通过抑制细胞从G1向G2/M期转化，进而阻断细胞

增殖，表明AA对肝细胞癌的具有治疗作用。

为了进一步探讨AA在Huh7细胞凋亡中的作用

机制，本研究使用WB检测相关信号通路：MAPK和

PI3K/AKT信号通路，发现AA可诱导 p-p38的表达，

·· 509



中国肿瘤生物治疗杂志, 2019, 26(5)

并且以剂量依赖的方式抑制 p-AKT 和 p-ERK 的表

达。此外，随着 AA 浓度的增加，cleaved-caspase3，

cleaved-caspase9和BAX的水平增加，而Bcl-2的水平

降低。

PI3K/AKT信号通路是调节细胞增殖，分化和凋

亡的重要通路，主要作用为促进细胞存活，增殖，抗

凋亡，血管生成和化疗耐受[17-19]。AKT 被认为是

P13K/AKT信号传导途径的关键下游分子。AKT的

激活可促进细胞增殖并抑制细胞凋亡，从而促进肿

瘤生长[20]。在本研究中，p-AKT的表达随着AA浓度

的增加而降低，表明AA可以下调AKT并进一步抑

制Huh7的生长。

MAPK信号通路是细胞中重要的信号通路，主

要由细胞外调节蛋白激酶（ERK），p38丝裂原活化蛋

白激酶（p38 MAPK）和 c-Jun氨基末端激酶（JNK）介

导[21, 22]。ERK信号传导途径涉及肝细胞癌细胞的增

殖。因此，抑制ERK信号通路为开发治疗肝细胞癌

的新型靶向药物提供了新的思路[23]。p38 MAPK是

MAPK信号传导途径家族的重要成员，该通路的激

活与肿瘤细胞凋亡有关[24]。基于这些知识，本研究检

测了AA对p-ERK1/2和p-p38的影响，发现P-ERK1/2

的表达降低，p-p38的表达呈剂量依赖性增加，表明

AA可能通过调节ERK以及 p38信号通路抑制Huh7

的增殖。

BAX 和 Bcl-2 是细胞凋亡过程中的重要蛋白

质[25]。在凋亡过程中，caspase3 充当关键的执行蛋

白。Bcl-2基因家族可分为3类：抑制细胞凋亡的Bcl-

2亚家族，促进细胞凋亡的BAX亚家族和促凋亡蛋白

的特殊成员BH3亚家族[26]。Caspase3可作为Bcl-2调

节细胞凋亡的上游调节机制。BAX的高表达和Bcl-

2的低表达可刺激线粒体释放细胞色素 c并激活 cas-

pase9，从而刺激 caspase3 的活化并导致细胞凋

亡[27-28]。在本研究中发现，AA可以通过上调BAX和

下调Bcl-2以剂量依赖性方式诱导细胞凋亡。

总之，本研究结果表明，AA可通过调节MAPK

和PI3K/AKT信号通路抑制肝细胞癌细胞的增殖、阻

滞细胞周期和诱导细胞凋亡。然而，由于潜在的机

制很复杂，因此需要今后更深入的研究进一步探讨。
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