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摘要　目的：探讨臭牡丹总黄酮诱导肝癌细胞凋亡的作用及机制。方法：体外培养 ＨｅｐＧ２细胞，流式细胞术检测臭牡丹
总黄酮对细胞凋亡的影响；ＲＴＰＣＲ法检测臭牡丹总黄酮作用于 ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ后对 βｃａｔｅｎｉｎ、Ｔｃｆ４、ＣＤ４４ｖ６ｍＲＮＡ表
达的影响。结果：流式细胞术结果显示：随着臭牡丹总黄酮剂量的增加，细胞凋亡比例亦相应增加。ＰＴＰＣＲ结果显示不
同剂量臭牡丹总黄酮作用下βｃａｔｅｎｉｎ、Ｔｃｆ４、ＣＤ４４ｖ６ｍＲＮＡ的表达均降低，与对照组相比具有统计学意义。结论：臭牡丹
总黄酮诱导ＨｅｐＧ２凋亡，能下调βｃａｔｅｎｉｎ、Ｔｃｆ４、ＣＤ４４ｖ６基因的表达，其作用机制可能与调控 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路并
抑制其关键基因有关。
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　　肝癌是我国仅次于肺癌的第２大癌症杀手。近
年来中医药在我国的肝癌防治研究方面发挥着越来

越重要且独特的作用。臭牡丹是根据著名中医药学

家欧阳
!

研究员，发掘湖南民间治疗恶性肿瘤单方，

通过多年的反复临床、科研实践筛选出来并习用的

一味中草药。其性平，味辛、苦，具有健脾养血、解毒

散瘀之效。前期研究表明，臭牡丹具有镇痛、催眠、

抑菌、抗炎及抗肿瘤的药理作用［１］。其茎叶含有大

量黄酮成分，目前分离出来的黄酮类化合物有明显

抗肿瘤活性［２３］，但其抗肿瘤机制相关研究颇少。

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路作为细胞信号转导系统之
一，参与肿瘤发生发展的机制涉及细胞凋亡等多方

面。本研究选择人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２细胞株为实验
对象，观察臭牡丹总黄酮对 ＨｅｐＧ２细胞凋亡以及对
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号传导通路的影响，以从一定角度
探讨臭牡丹总黄酮抗肝癌的具体机制。

１　材料
１１　药物　臭牡丹饮片湖南省中医药研究院附属
医院中药房提供，经湖南省中医药研究院中药研究

所鉴定、提取。提取采用溶剂萃取法，取臭牡丹地上

部分，加入１０倍量蒸馏水煮沸２０ｍｉｎ后过滤，剩余
残渣再用蒸馏水加热提取，将两次滤过液合并，浓缩

后用３倍量９５％乙醇静置４８ｈ后，减压过滤并回收
滤液中乙醇至无醇味。溶液依次使用氯仿、乙酸乙

·４５９· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊｕｎｅ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．６



酯、正丁醇萃取，取乙酸乙酯提取液浓缩、干燥。干

膏粉黄酮总含量６５％，１ｇ相当于生药３０ｇ。
１２　试剂　ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；
０２５％胰蛋白酶（美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；胎牛血清（上
海博谷生物科技有限公司）；ＭＴＴ（德国 ｂｉｏｍｏｌ公
司）；二甲基亚砜（德国 ｂｉｏｍｏｌ公司产品）；Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染细胞凋亡检测试剂盒（凯基生物）；
逆转录试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）；Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。
１３　细胞　人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２，由中南大学细胞
中心提供，于湖南省中医药研究院附属医院中心实

验室传代培养。

１４　设备　超净工作台（上海净化设备厂）；二氧化
碳孵箱（德国 Ｈｅｒａｅｕｓ公司）；２２Ｒ型低温高速离心
机（知信仪器）；流式细胞仪（美国ＢＤ公司）；荧光定
量ＰＣＲ仪（Ｒｏｃｈｅ４８０）。
２　方法
２１　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２的体外培养　ＨｅｐＧ２在
含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ高糖培养基中，于３７℃，
５％ ＣＯ２条件下恒温恒湿培养箱中培养。根据细胞
生长情况，细胞汇合率达 ７０％ ～８０％，待细胞生长
达饱和状态时，进行消化传代，选择对数生长期细胞

进行实验。

２２　药物配制　准确称取５０ｍｇ臭牡丹总黄酮，溶
于２ｍＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶液中，滤器过滤，得
储液为２５ｍｇ／ｍＬ。用完全培养基稀释成工作浓度：
１０μｇ／ｍＬ，２５μｇ／ｍＬ，４０μｇ／ｍＬ。
２３　流式细胞术检测臭牡丹总黄酮对 ＨｅｐＧ２细胞
凋亡作用的影响　实验分为空白组，臭牡丹总黄酮
低剂量组（１０μｇ／ｍＬ）、臭牡丹总黄酮中剂量组（２５
μｇ／ｍＬ）、臭牡丹总黄酮高剂量组（４０μｇ／ｍＬ），用不
含ＥＤＴＡ的胰酶消化收集，用ＰＢＳ洗涤细胞２次，每
次２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集约１～５×１０５细胞，
加入５００μＬ的 Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ悬浮细胞，加入５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀后，加入５μＬＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ，
混匀，室温、避光，反应５～１５ｍｉｎ，在１ｈ内用流式
细胞仪观察检测细胞凋亡情况。

２４　荧光定量 ＰＣＲ检测臭牡丹总黄酮对 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ通路中关键因子 βｃａｔｅｎｉｎ，Ｔｃｆ４，ＣＤ４４ｖ６基
因表达的影响　将空白组、低剂量组（１０μｇ／ｍＬ）、
高剂量组（４０μｇ／ｍＬ）细胞收集，Ｔｒｉｚｏｌ提取细胞总
ＲＮＡ，紫外分光光度计测定提取的总 ＲＮＡ浓度，以
组织总ｍＲＮＡ为模板，逆转录成 ｃＤＮＡ，逆转录反应
体系２０μＬ（０２ｍＬ无酶ＰＣＲｔｕｂｅ管）：１μＬＲＮＡ，１
μＬＲａｎｄｏｍｐｒｉｍｅｒ，１０μＬ无菌 ＤＥＰＣ处理水，７０℃

加热５ｍｉｎ，迅速插入冰中冷却。再依次加入：４μＬ
５×Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ、２μＬｄＮＴＰ、１μＬＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、
３７℃加热 ５ｍｉｎ。再加入：１μＬＭＭＬＶ逆转录酶
（２００ｕｎｉｔｓ），４２℃，１５ｈ；７２℃反应 １０ｍｉｎ。所得
ｃＤＮＡ于－２０℃冻存。

ＳＹＢＲ法检测基因表达，实时定量 ＰＣＲ（每个样
本每个指标３个孔，共３０μＬ体系，每孔１０μＬ）体系
组成：１μＬｃＤＮＡ，０５μＬＰｒｉｍｅｒＡ（１０ｕＭ），０５μＬ
ＰｒｉｍｅｒＢ（１０ｕＭ），１５μＬ２ＸＳＹＢＧＲＥＥＮＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ，１３μＬＰＣＲＨ２Ｏ。反应条件：９５℃１０ｍｉｎ，９５℃
１０ｓ，５９℃５０ｓ，读板，共４０个循环。引物序列见下
表１。

表１　引物序列

ａｃｔｉｎＦ： ５′ＣＡＴＣＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＡＣＣＴＧＧ３′

ａｃｔｉｎＲ： ５′ＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ３′
βｃａｔｅｎｉｎＦ： ５′ＧＣＣＡＡＧＴＧＧＧＴＧＧＴＡＴＡＧＡＧＧ３′
βｃａｔｅｎｉｎＲ： ５′ＣＧＧＧＡＣＡＡＡＧＧＧＣＡＡＧＡＴ３′
ＣＤ４４Ｖ６Ｆ： ５′ＧＴＣＡＣＡＧＡＣＣＴＧＣＣＣＡＡＴＧ３′
ＣＤ４４Ｖ６Ｒ： ５′ＣＣＴＣＣＴＧＡＡＧＴＧＣＴＧＣＴＣＣ３′
Ｔｃｆ４Ｆ： ５′ＣＡＧＡＡＧＧＣＡＧＡＧＣＧＴＧＡＧ３′
Ｔｃｆ４Ｒ： ５′ＴＴＴＧＡＡＡＧＣＣＴＣＧＴＴＧＡＴＧＴ３′

２５　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１９０统计软件。计
量样本采用 ｔ检验比较，不符合正态分布的样本采
用秩和检验；计数样本采用秩和检验，构成比之间比

较用χ２检验，检验水平Ｐ＜００５。
３　结果
３１　臭牡丹总黄酮对 ＨｅｐＧ２凋亡的影响　流式细
胞仪观察结果显示用不同浓度臭牡丹总黄酮干预

后，细胞凋亡比例发生相应变化，低、中、高剂量组的

凋亡比例分别为：（１６３３±４７３）％、（２１３６±
８４４）％、（１５４２±１３４８）％，其中中剂量臭牡丹总
黄酮干预后凋亡比例最大，与正常对照组（５８４±
２３３）％比较有统计学意义（Ｐ＜００１），提示臭牡丹
总黄酮可以促进ＨｅｐＧ２细胞凋亡（见图１，图２）。
３２　臭牡丹总黄酮对βｃａｔｅｎｉｎ、Ｔｃｆ４、ＣＤ４４ｖ６基因
表达的影响　βｃａｔｅｎｉｎ、Ｔｃｆ４、ＣＤ４４ｖ６及 ａｃｔｉｎ的实
时荧光扩增曲线图提示扩增曲线基本拟合较好，表

明各组 ＰＣＲ反应体系稳定可靠；βｃａｔｅｎｉｎ、Ｔｃｆ４、
ＣＤ４４ｖ６及ａｃｔｉｎ的实时荧光溶解曲线图均有单一主
峰，且重复多次所得到的溶解温度均值上下不超过

１℃，表明扩增产物具有特异性。
各组 ＨｅｐＧ２细胞 βｃａｔｅｎｉｎ、Ｔｃｆ４和 ＣＤ４４ｖ６

ｍＲＮＡ表达量，分析显示总的组间差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。进一步两两比较发现：与空白组比
较，臭牡丹总黄酮高剂量组 βｃａｔｅｎｉｎ、Ｔｃｆ４ｍＲＮＡ
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的表达水平明显下调（Ｐ＜００１），低剂量组 βｃａｔｅ
ｎｉｎ、Ｔｃｆ４和ＣＤ４４ｖ６ｍＲＮＡ的表达水平轻度下调（Ｐ

＜００５）。提示臭牡丹总黄酮可降低 βｃａｔｅｎｉｎ、Ｔｃｆ
４和ＣＤ４４ｖ６ｍＲＮＡ的表达水平（见图３）。

图１　流式细胞术检测ＨｅｐＧ２凋亡图

图２　不同剂量臭牡丹总黄酮对ＨｅｐＧ２细胞凋亡率的影响

图３　不同质量浓度的臭牡丹总黄酮对ＨｅｐＧ２细胞

βｃａｔｅｎｉｎ、Ｔｃｆ４和ＣＤ４４ｖ６ｍＲＮＡ的表达ｍＲＮＡ表达的影响

４　讨论
自１９６３年美国化学家瓦尼（ＭＣＷａｎｉ）和沃

尔（ＭｏｎｒｅＥＷａｌｌ）首次从太平洋杉（ＰａｃｉｆｉｃＹｅｗ）的
树皮和木材中分离到的紫杉醇粗提物对离体培养的

鼠肿瘤细胞有较高活性开始，随着现代医学对肿瘤

治疗理念的深入与改变，植物有效成分等天然药物

提取物越来越受到肿瘤学家与药理学家的重视。

国内外相关研究证实，臭牡丹具有良好抗肿瘤

活性，且其不良反应小，因此具有良好应用前景。其

茎叶含有大量黄酮成分，臭牡丹目前分离出来的黄

酮类化合物具有明显抗肿瘤活性。黄酮类发挥抗肿

瘤作用主要通过以下途径：对细胞周期蛋白依赖性

激酶（ＣＤＫＳ）产生抑制、对蛋白质磷酸化和去磷酸
化过程进行调节、逆转肿瘤细胞多药耐药、诱导细胞

凋亡等［４５］。

细胞凋亡是一种细胞主动性死亡模式，在肿瘤

的形成和演变过程中起着重要的作用［６］。Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号传导途径作为与肿瘤密切相关的经典
通路，与人类多种癌症的发病过程都密切相关。肝

细胞癌的产生、发展与Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路关系
密切。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路影响细胞行为的作
用主要和调节ＴＣＦ家族的 ＤＮＡ结合蛋白转录性质
有关，胞质内 βｃａｔｅｎｉｎ表达稳定是其核心。βｃａｔｅ
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ｎｉｎ作为通路中的关键因子，一方面其表达程度与肝
癌的发生发展及转移呈正相关，另一方面其可以激

活下游转录因子４（Ｔｃｆ４）［７］基因和靶基因之一的
ＣＤ４４ｖ６基因［８］调节细胞凋亡、细胞周期以及细胞黏

附等肿瘤发生的多种机制。

本研究通过流式细胞检测得出的臭牡丹总黄酮

处理ＨｅｐＧ２细胞后细胞凋亡率明显增加。不同浓
度臭牡丹总黄酮分别干预ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ后，发现
随药物浓度的增加，βｃａｔｅｎｉｎ、Ｔｃｆ４、ＣＤ４４ｖ６表达下
降程度越高，说明臭牡丹总黄酮可以抑制 βｃａｔｅｎｉｎ
的表达，进而抑制相关因子Ｔｃｆ４和 ＣＤ４４ｖ６转录而
发挥其抑制肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡的作

用，表明臭牡丹总黄酮抗肝癌ＨｅｐＧ２的机制可能与
阻碍Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路有关。
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与证候积分差值Ｐｅａｒｓｏｎ相关亦均有统计学意义（Ｐ
＜００５）。提示止痒与改善证候具有同步性，即对
症与辨证治疗的必要性。瘙痒与阴虚风燥证各症及

主、次症治疗前后积分或评分差值相关性分析结果

则说明，瘙痒症状的改善与证候主症密切相关，这助

于分析确定治疗药物的临床特点及定位。非典型症

与典型症瘙痒与证候积分治疗前后变化相关性分析

进一步论证了使用润燥止痒方对症处理时辨证准确

与否的重要性。

综上所述，本临床研究采用对症处理与辨证论

治相结合的方法，对润燥止痒方的止痒效应及其特

点进行了评价，同时对中医症证结合评价对症处理

药物疗效的临床研究模式进行了初步的探讨与实

践，希望能够为建立以症为主，症证或证或／及病结
合的疗效评价模式提供有益的思路与方法。
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