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大黄素对人肝癌 Huh7 细胞的凋亡作用及机制研究 
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摘  要：目的  研究大黄素对人肝癌 Huh7 细胞的凋亡作用及分子机制。方法  培养肝癌 Huh7 细胞，1、3、10、30、100 μmol/L
的大黄素处理 24 h，5-氟尿嘧啶（5-FU）作为阳性药，MTT 法检测细胞存活率；30 μmol/L 大黄素处理细胞 0、3、6、24 h，
光学显微镜观察细胞形态变化；Annexin V-FITC/PI 双染法与流式细胞术检测细胞凋亡，Western blotting 检测细胞凋亡相关

蛋白的表达变化。结果  大黄素显著抑制 Huh7 细胞生长且呈浓度依赖性，其 IC50值为 11.55 μmol/L。30 μmol/L 大黄素处理

细胞，随着药物作用时间的增加，细胞明显固缩和凝聚，大量细胞脱离培养皿底部；细胞凋亡明显；p-Akt、Bcl-2 蛋白表达

量减少，cleaved caspase-3 蛋白表达量增加。结论  大黄素通过 Akt 信号途径诱导肝癌 Huh7 细胞凋亡。 
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Abstract: Objective  To elucidate the effect of emodin on inducing apoptosis of humam hepatoma Huh7 cells and its molecular 
mechanism. Methods  Huh7 cells were treated with 1, 3, 10, 30 and 100 mol/L emodin for 24 h, 5-FU as positive drug. The 
viability of Huh7 cells was detected by MTT assay. Cells were treated with 30 μmol/L emodin for 0, 3, 6 and 24 h, and the 
morphological changes of cells were observed by optical microscope. The apoptosis of Huh7 cells were determined by Annexin 
V-FITC/PI double staining and flow cytometer. The expression levels of Akt signalling pathway proteins were determined by 
Western blotting. Result  Emodin could significantly inhibit the proliferation of Huh7 cells in a dose-dependent manner. The IC50 
values were determined as 11.55 μmol/L. Cells were treated with 30 mol/L emodin, with the increasing of the time, cells significantly 
reduced and condensed, a large number of cells droped from the bottom of the culture dish; Emodin could induce apoptosis; emodin 
could significantly down-regulated p-Akt, Bcl-2 protein expression levels while up-regulated the cleaved caspase-3 expression levels 
in Huh7 cells. Conclusion  These findings suggested that emodin can induce mitochondrial-related apoptosis on Huh7 cells by 
inhibiting Akt activity. 
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肝癌是世界上 常见且恶性程度 高的肿瘤之

一，全球每年新增和死亡肝癌病例 50%以上都发生

在我国，严重威胁着人们的健康及生命[1-2]。大黄素

是从大黄的根茎中提取出的一种天然的蒽醌类化合
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物，是 ATP 竞争性 CK2 抑制剂[3]，具有抗炎、镇痛、

泻下以及抗癌等作用[4-6]。有研究报道，大黄素能够

抑制胆囊癌、胃癌、卵巢癌、胰腺癌细胞增殖，并

且能够有效诱导细胞凋亡[7-12]，但其对肝癌的药效

及药理机制尚不清楚。本实验利用 MTT、Annexin 
V-FITC/PI 双染、流式细胞术、Western blotting 等方

法阐明大黄素对人肝癌 Huh7 细胞的杀伤作用、诱

导凋亡作用及其相关信号传导途径。 
1  材料 
1.1  细胞 

人肝癌 Huh7 细胞，中国科学院细胞研究所。 
1.2  药物及主要试剂 

大黄素（美国 Sigma 公司，批号 E7881）；5-
氟尿嘧啶（5-FU，上海皓元化学科技有限公司，批

号 HY-90006）；DMEM 高糖培养基、青/链霉素、

0.25%胰蛋白酶（美国 Hyclone 公司）；胎牛血清

（FBS，美国 Gibco 公司）；MTT（美国 Amresco 公

司）；DMSO（美国 Sigma 公司）；Annexin V-FITC
细胞凋亡检测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公

司）；β-actin、Bcl-2、AKT、p-AKT、cleaved caspase-3、
pro-caspases-9 抗体、HRP 标记山羊抗兔 IgG、HRP
标记山羊抗鼠 IgG（美国 Santa Cruz 公司）；ECL 化

学发光试剂（美国 Thermo 公司）。 
1.3  主要仪器 

390302 型倒置显微镜，Leica 公司；ELX 酶标

仪，美国伯腾仪器有限公司；Bio-rad 电泳仪、半干

转印仪，美国伯乐公司；MicroChemi4.0 型化学发

光型凝胶成像系统，以色列 DNR 成像系统有限公

司；EVOS FL 型全自动智能成像系统，Life 
Technology 公司；FACSCalibvr 型流式细胞仪，美

国 BD 公司。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

肝癌 Huh7 细胞培养于含有 10% FBS、100 
U/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素的 DMEM 培养基

中，在 5% CO2、37 ℃、饱和湿度的培养箱中培养。

每隔 2 天换培养液，当细胞满度达到 70%～80%时

进行传代。 
2.2  MTT 法检测细胞存活率 

将 Huh7 细胞以 1×104/孔的密度接种至 96 孔

板，5% CO2、37 ℃培养箱里孵育 24 h。用含有 1% 
FBS 的培养液饥饿 2 h，大黄素组加入终浓度为 1、
3、10、30、100 μmol/L 的大黄素；5-FU 组加入 1 

μL 5-FU，浓度与大黄素相同；对照组加入等量

DMSO。处理 24 h 后每孔加入 15 μL 的 MTT 溶液

（5 g/L），继续培养 2～4 h 后，磷酸缓冲液（PBS）
洗涤 3 次，每孔加入 100 μL DMSO，在摇床上混

匀 15 min，酶标仪检测 570 nm 处吸光度（A）值，

计算细胞存活率。设空白调零组，不接种细胞，

后只加入 100 μL 的 DMSO；每个实验组设定 8 个

复孔，实验重复 3 次。 
细胞存活率＝（A 大黄素－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

2.3  Annexin V-FITC/PI 双染法检测细胞凋亡 
将Huh7细胞以1×105/孔的密度接种至6孔板，

第 2 天细胞数达到 70%～80%时，30 μmol/L 大黄素

分别处理细胞 0、3、6、12 及 24 h，通过倒置显微

镜观察细胞形态变化。应用 Annexin V-FITC/PI 细胞

凋亡检测试剂盒进行凋亡细胞染色，通过荧光显微

镜观察并分析凋亡情况。 
2.4  流式细胞术检测细胞凋亡率 

将 Huh7 细胞以 1×105/孔的密度接种至 6 孔板，

培养过夜。30 μmol/L 大黄素处理细胞 0、3、6、24 h，
消化离心收集细胞。197 μL Annexin V-FITC 结合液

重悬细胞，同时加入 3 μL Annexin V-FITC，室温避

光孵育 20 min。300 μL PBS 重悬细胞，流式细胞仪

检测细胞凋亡情况。 
2.5  Western blotting 检测凋亡相关蛋白表达 

将Huh7细胞以1×105/孔的密度接种至6孔板，

30 μmol/L 大黄素处理细胞 0、3、6、12、24 h 后将

细胞回收至离心管内，应用含 PMSF 的裂解液在冰

上裂解细胞 30 min，4 ℃、12 000 r/min 离心 30 min
后去沉淀。测定蛋白质浓度，进行 SDS-PAGE 电泳

分离蛋白质。半干转至硝酸纤维膜上，5%脱脂牛奶

封闭 1 h，加入 1:1 000 稀释的一抗（p-AKT、AKT、
Bcl-2、cleaved caspase-3），4 ℃缓慢摇动过夜。TBST
洗膜，加入辣根过氧化物酶标记的二抗（山羊抗鼠、

山羊抗兔），室温摇床上孵育 1 h。TBST 洗膜，ECL
化学发光试剂显色，应用化学发光型凝胶成像系统

呈像。用 Image J 图像分析软件对条带进行分析，

内参采用 β-actin。 
2.6  统计学分析 

数据均以 ±x s 表示，采用 SPSS 11.0 软件进行

统计学分析，各组间比较采用 t 检验。 

3  结果 
3.1  对肝癌 Huh7 细胞存活率的影响 

随着大黄素浓度的升高，细胞存活率明显降低并
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呈现剂量依赖性，其存活率分别为（98.10±12.43）%、

（87.31±7.85）%、（53.68±3.88）%、（35.88±3.69）%
及（27.48±2.93）%。与阳性药 5-FU 比较，大黄素

的杀伤效果更好。经计算，大黄素的 IC50 为 11.55 
μmol/L。结果见图 1。 
3.2  肝癌 Huh7 细胞形态学变化 

30 μmol/L 大黄素处理细胞 0、3、6、12、24 h，
倒置显微镜观察发现，随着时间的增加，细胞形态

发生明显变化，当药物处理 24 h 时，细胞明显固缩

和凝聚，大量细胞脱离培养皿底部。这些变化与细

胞发生凋亡和死亡的特征极其相似，说明大黄素可

能具有诱导细胞凋亡的作用。结果见图 2。 

 
 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与 5-FU 组比较：#P＜0.05 
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05 vs 5-FU 
group 

图 1  大黄素对 Huh7 细胞的杀伤作用 （ x±s, n = 3) 
Fig. 1  Cytotoxic effect of emodin on Huh7 cells ( x±s, n = 3) 

 

       

                     0 h                                        3 h                                      6 h 

    

                                          12 h                                      24 h 

图 2  大黄素对 Huh 7 细胞形态学变化的影响 
Fig. 2  Effect of emodin on morphological changes of Huh7 cells 

3.3  Annexin V-FITC/PI双染法检测Huh7细胞凋亡 
随着药物处理时间的不断增加，Annexin 

V-FITC 和 PI 的荧光强度逐渐增强，其细胞凋亡程

度也显著增加。与对照组比较均差异显著（P＜
0.001）。结果见图 3。 
3.4  流式细胞术检测 Huh7 细胞的凋亡 

随着药物处理的时间不断增加，细胞凋亡峰不

断右移，当药物处理时间达到 24 h 时，细胞凋亡峰

右移程度十分显著。结果表明，大黄素可以有效诱

导 Huh7 细胞的凋亡，并呈时间相关性。结果见图 4。 

3.5  对细胞凋亡相关蛋白表达量的影响 
随着药物处理的时间不断增加，抑制凋亡作用

的 p-AKT、Bcl-2 蛋白表达量逐渐减少，而促进细

胞凋亡作用的 cleaved caspase-3 的蛋白质表达量逐

渐增加，说明大黄素通过 AKT 信号途径诱导细胞

凋亡，进而对 Huh7 细胞发挥良好的杀伤作用。结

果见图 5。 
4  讨论 

治疗肝癌困难的主要原因是癌细胞本身的增殖

能力和抗凋亡能力都比正常细胞强，这就促使本课 
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与对照组比较：***P＜0.001 
***P < 0.001 vs control group 

图 3  Annexin V-FITC/PI 双染法检测大黄素对 Huh7 细胞的凋亡作用 ( x±s, n = 3)  
Fig. 3  Apoptotic effect of emodin on Huh7 cells by Annexin V-FITC/PI staining ( x±s, n = 3) 

 

          

图 4  流式细胞术检测大黄素对 Huh7 细胞的凋亡作用 
Fig. 4  Apoptotic effect of emodin on Huh7 cells by flow 

cytometry 

题组寻找一种更好的抑制肝癌细胞增殖和促进癌细

胞凋亡的药物。本研究从细胞凋亡入手，探究大黄

素对肝癌 Huh7 细胞的作用机制。 
结果显示，大黄素在体外对肝癌 Huh7 细胞的

增殖具有明显的抑制作用，并且随着药物浓度的增

加和处理时间的延长，抑制作用愈明显，揭示大黄

素对 Huh7 细胞的抑制呈时间和剂量依赖性。 
本实验 Annexin V/PI 双染和流式细胞术检测结

果显示，30 μmol/L 的大黄素处理细胞不同时间后，

随时间的延长荧光强度逐渐增强，凋亡峰逐渐后移，

说明凋亡作用越来越明显。 
PI3K/AKT 信号转导通路是研究 为广泛的信

号通路之一，在癌细胞的生长、分化、凋亡等过程

中起非常重要的作用。PI3K 激活的结果是在质膜上

产生 PIP3，PIP3 与细胞内含有 PH 结构域的信号蛋

白 Akt 和磷酸化依赖性蛋白 1（PDK1）结合，促使

PDK1 磷酸化 Akt 蛋白的 Ser 308 导致 Akt 的活化。

Akt 还能通过 PDK2 对其 Thr 473 的磷酸化而被激

活。活化的 Akt 激活或抑制其下游靶蛋白 Bad、
Caspase 9 及 NF-κB 等，进而调节细胞的增殖、分

化、以及凋亡等[13]。有研究表明，大黄素负向调节 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group 

图 5  Western blotting 检测大黄素对细胞凋亡相关蛋白表达的影响 ( x±s, n = 3) 
Fig. 5  Changes of expression levels of apoptosis related proteins on Huh7 cells by Western blotting ( x±s, n = 3) 

PDK/AKT 信号通路，可下调 AKT 活性，但并不直

接影响 AKT 激酶[14-15]。Western blotting 实验结果显

示，大黄素处理 Huh7 细胞后 p-AKT 蛋白表达量下

降，而且表达水平随着时间的增加而递减，磷酸化

的 AKT 继而调控 Bcl-2、cleaved caspase-3 等下游蛋

白，促进肝癌 Huh7 细胞的凋亡，这与之前

PI3K/AKT 信号途径研究的结果相似。 
综上所述，大黄素通过调控 AKT 信号途径诱

导肝癌 Huh7 细胞的凋亡，从而有效抑制肝癌 Huh7
细胞的增殖，这为肝癌以及其它癌症的治疗提供理

论依据。 
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