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白头翁总皂苷碱水解产物通过线粒体通路促进肝癌细胞凋亡研究 
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摘  要：目的  研究白头翁总皂苷碱水解产物（PAHS）抗肝癌作用及其相关机制。方法  采用 MTT 法检测 PAHS 对于人肝癌细

胞 SMMC-7721 增殖的影响，并用 Giemsa 染色法观察细胞形态；采用Hoechst 33258 染色法以及流式细胞术检测 PAHS 对细胞凋

亡、细胞周期及线粒体膜电位的影响；采用 Western blotting 检测凋亡相关蛋白Cytochrome C、Caspase-3、cleaved Caspase-3 和 Bcl-2

的表达。采用 ICR 小鼠腋下 sc 肝癌细胞H22建立体内肝癌模型，测定肿瘤生长抑制率，并通过 HE 染色和透射电镜观察组织形态。

结果  体外结果显示，PAHS 能够以剂量和时间依赖的方式抑制 SMMC-7721 细胞的增殖，能够将肿瘤细胞的生长周期阻滞在 S

期，降低线粒体膜电位。PAHS 可以上调Cytochrome C、cleaved Caspase-3 的表达和下调 Bcl-2、Caspase-3 的表达。体内实验结果

显示，PAHS（50、100、200 mg/kg）可以抑制小鼠肝癌细胞的生长，具有剂量依赖性。组织学观察显示 PAHS 组的小鼠肿瘤组织

均有大面积坏死及凋亡细胞的出现。结论  PAHS 可通过诱导细胞凋亡发挥抗肝癌作用，其作用机制与线粒体凋亡途径有关。 
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Alkali hydrolysate of total saponins from Pulsatilla chinensis inhibits hepatic 

carcinoma cell growth by inducing apoptosis through mitochondrial pathway 
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Abstract: Objective  To investigate the anti-hepatocarcinoma effect and mechanisms of the alkali hydrolysate of total saponins from 

Pulsatilla chinensis (PAHS). Methods  MTT assay was used to evaluate the effect of PAHS on proliferation of human liver cancer cell 

line SMMC-7721 in vitro; Cell morphology was observed by Giemsa staining. The effects of PAHS on apoptosis, cell cycle, and 

mitochondrial membrane potential of SMMC-7721 were detected by Hoechst 33258 staining and flow cytometry assay; Western 

blotting was employed to detect the protein expression of Cytochrome C, Caspase-3, cleaved Caspase-3, and Bcl-2 in SMMC-7721 

cells. An in vivo liver cancer model was established using ICR mice subcutaneously received H22 hepatoma carcinoma cells to detect 

tumor growth inhibitory rate. Morphological changes of the tumor samples were observed by HE staining and transmission electron 

microscope. Results  MTT assay showed that PAHS could inhibit proliferation and increase apoptosis of SMMC-7721 cells in 

dose-and time-dependent manners in vitro, block the cell cycle in S phase, and decrease mitochondria membrane potential; PAHS could 

significantly increase the expression of Cytochrome C and cleaved Caspase-3 and decrease the expression of Bcl-2 and Caspase-3. 

PAHS dramatically decreased the weight of tumor tissue in a dose-dependent manner. Histopathological examination showed that large 

necrosis area and apoptotic cells were found in tumor tissues of mice in PAHS administrated group. Conclusion  PAHS exerts 

antitumor activity in vitro and in vivo by inducing apoptosis, and its mechanism is related to regulation of the mitochondrial pathway. 
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白 头 翁 是 毛 茛 科 白 头 翁 属 植 物 白 头 翁

Pulsatilla chinensis (Bunge) Regel. 的干燥根，具有

清热解毒、凉血止痢的功效，广泛用于治疗疟疾、

阴道毛滴虫病和细菌感染等疾病[1-2]。白头翁属植物 
                                        

收稿日期：2018-09-21 

作者简介：沈文华（1994—），女，硕士研究生，研究方向为天然药物活性成分及其作用机制研究。E-mail: shwh94@outlook.com 

*通信作者  许琼明（1974—），男，博士生导师，研究方向为天然药物活性成分及其作用机制研究。E-mail: xuqiongming@suda.edu.cn 

冯育林（1977—），男，博士生导师，研究方向为中药药效物质与药物代谢。E-mail: fengyulin2003@126.com 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 50 卷 第 4 期 2019 年 2 月 

    

·896· 

中的主要成分为三萜皂苷，多为羽扇豆烷型和齐墩

果烷型[3-5]。有研究发现从白头翁中提取的皂苷具有

很好的抗肿瘤活性，Xu 等[6]通过实验证明白头翁总

皂苷在体外能明显抑制人肝癌 7402 细胞的增殖，药

物作用 24 h 的半数抑制浓度（IC50）值为 150.35 

μg/mL；白头翁皂苷 D 在体内有很好的抗肝癌和乳

腺癌作用，并且在体外可以抑制 MCF-7 和 Bel-7402

细胞的增殖[7-10]。构效关系研究表明，三萜皂苷的

抗癌活性与C-3位上的糖苷链和C-28位上的自由羧

酸相关[11-12]。将白头翁总皂苷提取物用 1%的 NaOH

溶液回流水解 6 h，去除位于 C-28 位上的糖链，得

到白头翁总皂苷碱水解产物（PAHS）。将 PAHS 同

样作用于人肝癌 7402 细胞 24 h，IC50 值仅为 5.67 

μg/mL[13]，与白头翁总皂苷相比，PAHS 抗肿瘤作

用明显增强。本实验对 PAHS 的体内外抗肝癌作用

进行了初步研究，并进一步探讨其作用机制，为更

好地开发利用白头翁提供实验依据。 

1  材料 

1.1  动物与细胞株 

ICR 小鼠，SPF 级，雄性，体质量 18～22 g，

购自上海斯莱克生物有限公司，生产许可证号

SCXK（沪）2007-0005。人肝癌细胞 SMMC-7721

和 H22 腹水型小鼠肝癌细胞均购自上海细胞生物学

研究所细胞库。 

1.2  药品与试剂 

白头翁药材采集于辽宁绥中，经苏州大学药学

院生药教研室李笑然教授鉴定为毛茛科白头翁属植

物白头翁 Pulsatilla chinensis (Bunge) Regel. 的干

燥根；环磷酰胺（CTX，批号 10072721），江苏恒

瑞医药股份有限公司；5-氟尿嘧啶（5-FU，批号

120603），上海旭东海普药业有限公司；RPMI 1640

细胞培养基、新生牛血清（FBS），美国 Gibco 公司；

四甲基偶氮唑盐（MTT），美国 Biosharp 公司；二

甲基亚砜（DMSO），美国 Amersco 公司；一抗 Bcl-2

（兔源）、Bax（兔源）、Caspase-3（兔源）、细胞色

素 C（兔源），美国 CST 公司；V-FITC/PI 双染凋亡

试剂盒，南京建成生物技术有限公司；Hoechst 

33258 染色试剂盒，凯基生物科技发展有限公司。 

1.3  仪器 

LC-20AB 和 SPD-20A 型高效液相色谱仪、

SHIMADZU ELSD-LT II 型蒸发光散射检测器（日

本岛津公司）；C18 分析色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm，美国 Kromasil 公司）；D101 大孔吸附树脂柱

（150 cm×10 cm，天津南开大学化工厂）；BB-15 型

二氧化碳培养箱（德国 Thermo Scientific 公司）；低

温高速离心机（湘仪离心机仪器有限公司）；

WD-9405B 型水平摇床（北京六一生物科技有限公

司）；Thermo MULTISKANFC 型酶标仪（德国

Thermo Scientific 公司）；Eclipse TE2000-U 型倒置

荧光显微镜（日本 Nikon 公司）。 

2  方法 

2.1  PAHS 的制备 

将干燥的白头翁药材（20 kg）用 70%乙醇回流

提取 3 次（60 L×3 次，3 h/次），提取液减压干燥

得到残余物 2.4 kg。将其溶于蒸馏水中过 D101 大孔

树脂柱（150 cm×10 cm），用乙醇-水进行梯度洗脱，

分别为 0∶100（25 L）、30∶70（50 L）、60∶40（100 

L）、90∶10（50 L），体积流量 25 mL/min，得到 4

个组分。将乙醇-水（60∶40）部分微波真空干燥得

总皂苷 340 g。取总皂苷（150 g）溶于 1.0% NaOH

溶液（1 L），并在回流条件下水解 6 h。将水解产物

冷却并调节 pH 至 7.0，通过大孔树脂（10 cm×150 

cm），用乙醇-水进行梯度洗脱，分别为 0∶100（10 

L）、40∶60（10 L）、75∶25（25 L）、95∶5（10 L），

体积流量为 25 mL/min，得到 4 个亚组分。将乙醇-

水（75∶25）亚组分通过微波真空干燥，得到粉末

75 g，即为 PAHS。PAHS 中含有白头翁皂苷 D 

30.72%、常春藤皂苷元 3-O-β-D-吡喃葡萄糖基-(1→

4)-α-L-吡喃阿拉伯糖苷 12.61%、白头翁皂苷 A 

5.57%、黑海常春藤苷 A1 15.71%、齐墩果酸 3-O-α-L-

吡喃鼠李糖基 -(1→ 6)-β-D-吡喃葡萄糖基 -(1→

4)-β-D-吡喃葡萄糖基-(1→3)-α-L-吡喃鼠李糖基-(1→

2)-α-L-吡喃阿拉伯糖苷 4.60%、齐墩果酸 3-O-β-D-

吡喃葡萄糖基-(1→4)-β-D-吡喃葡萄糖基-(1→3)-α-L-

吡喃鼠李糖基-(1→2)-α-L-吡喃阿拉伯糖苷 11.75%、

齐墩果酸 3-O-β-D-吡喃葡萄糖基-(1→3)-α-L-吡喃鼠

李糖基-(1→2)-α-L-吡喃阿拉伯糖苷 3.46%、齐墩果酸

3-O-α-L-吡喃鼠李糖基-(1→2)-α-L-吡喃阿拉伯糖苷 

2.30%。 

2.2  细胞培养 

给予 SMMC-7721 细胞含 10%灭活 FBS、100 

U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素的 RPMI 1640 培

养基，在 37 ℃、5% CO2培养箱中培养。当细胞密

度达 70%～80%时，用 0.25%胰蛋白酶消化传代。 

2.3  MTT 实验 

取对数生长期的 SMMC-7721细胞接种于 96孔
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板，密度为 5×104个/mL，每孔 100 μL。在 37 ℃、

5% CO2培养 24 h 后，次日分组给药，PAHS 各组的

终质量浓度分别为 0.80、1.60、3.13、6.25、12.50、

25.00、50.00 μg/mL；阳性对照药组加入 5-FU（终

质量浓度为 50.00 μg/mL）；对照组加入等体积的

PBS。每组 3 个复孔，分别作用 12、24、48、72 h。

培养终止前的 4 h，每孔加入 10 μL 的 5 mg/mL 

MTT，培养结束后每孔加入 100 μL DMSO。用酶标

仪检测每孔在 492 nm 波长下的吸光度（A）值。计

算细胞增殖抑制率。 

细胞增殖抑制率＝1－A 实验/A 对照 

2.4  细胞形态观察 

取对数生长期的 SMMC-7721 细胞接种在 6 孔

板中，密度为 5×104 个/mL，每孔 2 mL。给药组

24 h 后给予 PAHS，终质量浓度为 6.25 μg/mL，对

照组加入等体积的 PBS，每组 3 个复孔。培养 48 h

后弃上清液，PBS 冲洗 2 次，空气干燥；用甲醇固

定 15 min，干燥后用 Giemsa 染液染色约 15 min，

去除染液，二甲苯透明 2 min，干燥后于显微镜下

观察拍照。 

2.5  Annexin-V/PI 染色 

将 SMMC-7721 细胞接种于 6 孔板中，密度为

5×105个/mL，每孔 2 mL。培养 24 h 后，给药组给

予 PAHS，终质量浓度分别为 6.25、12.50、25.00 

μg/mL，对照组加入等体积的 PBS。48 h 后用胰酶

消化收集细胞，并用预冷的 PBS 洗涤 2 次。根据

V-FITC/PI 双染凋亡试剂盒说明书，加入 500 μL 

Binding Buffer 和 5 μL FITC 标记的 Annexin-V，再

加入 5 μL PI，避光反应 5～15 min，1 h后用FACScan

流式细胞仪进行细胞的定量检测。 

2.6  Hoechst 33258 染色 

将 SMMC-7721 细胞接种于处理过的盖玻片

上，置于 6 孔板中培养。培养 24 h 后，给药组给予

PAHS，终质量浓度分别为 1.60、3.13、6.25、12.50、

25.00 μg/mL，对照组加入等体积的 PBS。48 h 后用

4%甲醛固定 10 min，用 PBS 洗 2 次，空气干燥后

在暗处加入 0.5 mL 的 Hoechst 33258 染色液。避光

孵育 30 min，PBS 洗 2 遍，滴加荧光淬灭剂并封片，

置于激光共聚焦显微镜下，激发波长 350 nm，发射

波长 460 nm，观察细胞凋亡情况并拍照。 

2.7  细胞周期的检测 

将 SMMC-7721 细胞接种于 6 孔板中，密度为

2×104个/mL。培养 24 h 后，给药组给予 PAHS，

终质量浓度分别为 6.25、12.50、25.00 μg/mL，对照

组加入等体积的 PBS。48 h 后收集细胞至流式管，

用预冷的 PBS 洗 2 次，加入预冷的无水乙醇，4 ℃

固定 16 h。离心收集细胞，加入 PI 缓冲液染色，

37 ℃下孵育 10 min，用流式细胞仪检测细胞周期。 

2.8  线粒体膜电位的检测 

JC-1 作为一种检测线粒体膜电位的探针，能够

在较高的线粒体膜电位下聚集于线粒体基质中，产

生红色荧光；反之，则会以单体形式存在，产生绿

色荧光。将 SMMC-7721 细胞接种于 24 孔板中，密

度为 1×105个/mL。培养 24 h后，给药组给予PAHS，

终质量浓度分别为 6.25、12.50、25.00 μg/mL，对照

组加入等体积的 PBS。加入 JC-1 染色液 37 ℃孵育

20 min，用 JC-1 染色缓冲液冲洗 2 次，再用 EPICS 

XL 流式细胞仪进行检测。绿色荧光通过 FL1 通道

检测；红色荧光通过 FL2 通道检测，以红、绿荧光

强度的相对比值来衡量线粒体膜电位去极化程度。 

2.9  蛋白质提取与免疫印迹分析 

收集细胞后，加入含 PMSF 的 RIPA，冰上裂解

30 min，细胞破碎仪超声破碎细胞，12 000 r/min 

4 ℃离心 15 min，取上清液，采用 BCA 蛋白浓度

试剂盒测定蛋白浓度。用 RIPA 和上样缓冲液将蛋

白质量浓度调至 2 μg/μL，混匀并且在 95 ℃变性 10 

min。等量蛋白（20 μg）先用 SDS-PAGE 胶 100 V

电泳分离后，PVDF 膜恒流 300 mA 湿转 2 h，5%的

脱脂牛奶封闭 1 h，加入抗体 Bcl-2（1∶1 000）、

Cytochrome C（1∶1 000）、Caspase-3（1∶500）、

cleaved Caspase-3（1∶500），4 ℃摇床孵育过夜。

TBST 洗 3 次，每次 10 min，加入辣根过氧化物酶

标记的二抗（1∶5 000），室温摇床孵育 90 min，

TBST 洗 3 次，每次 10 min，加入 ECL 工作液，采

用全自动化学发光成像系统对条带进行分析。 

2.10  体内抗肿瘤作用 

2.10.1  小鼠肝癌细胞 H22 荷瘤小鼠模型制备及给

药  在无菌的条件下，抽取接种了 H22 肝癌细胞小

鼠的腹水，用 PBS 混匀后，1 000 r/min 离心 10 min

收集细胞并用 PBS 洗涤 2 次，再用生理盐水悬浮并

稀释浓度至 2.5×106 个/mL。将细胞悬液 sc 接种于

小鼠右侧腋下，每只 0.2 mL。将 ICR 小鼠随机分为

模型组、CTX 组（30 mg/kg）及 PAHS 低、中、高

剂量（50、100、200 mg/kg）组。术后第 2 天 PAHS

各组开始 ig 给药，每日 1 次，CTX 隔天 ip 给药，

连续 10 d。第 11 天眼球取血进行血常规检测，并脱
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颈处死小鼠，取小鼠的右腋皮下肿块、肝、脾和胸

腺，并称质量。计算抑瘤率和脏器指数。 

抑瘤率＝模型组平均瘤质量－给药组平均瘤质量/模型

组平均瘤质量 

脏器指数＝脏器质量/体质量×1 000 

2.10.2  肿瘤细胞形态学观察  将各组肿瘤组织放

入 10%福尔马林磷酸缓冲液中，用石蜡包埋，切片

并用苏木精和伊红进行染色，放置在光学显微镜下

观察。取各组小鼠肿瘤组织，经戊二醛-锇酸双重固

定、丙酮脱水、包埋、切片后制成电镜标本，置于

透射电镜观察并拍照。 

2.11  统计分析 

采用 SPSS 18 统计学软件进行 One-way 

ANOVA 方差分析，结果以 ±x s 表示，组间比较采

用单因素方差分析，t 检验进行显著性分析。 

3  结果 

3.1  PAHS 对 SMMC-7721 细胞的生长抑制作用 

实验结果显示，PAHS 对 SMMC-7721 细胞增

殖有明显的抑制作用，并且呈时间和剂量依赖性。

用 50 μg/mL PAHS 处理 SMMC-7721 细胞 72 h 时，

抑制率达到 85.2%。PAHS 作用 12、24、48、72 h 的

IC50 值分别为（6.69±0.84）、（5.67±0.82）、（4.23±

0.92）、（3.08±0.67）μg/mL。结果见图 1。 

3.2  PAHS 对 SMMC-7721 细胞形态的影响 

Giemsa 染色结果显示，用 PAHS（6.25 μg/mL）

处理 SMMC-7721 后，细胞数量明显减少，细胞结

构和形态发生改变，细胞内出现空泡，染色质凝集。

这些结果表明， PAHS 在体外可以明显抑制

SMMC-7721 细胞的增殖。结果见图 2。 

3.3  PAHS 对 SMMC-7721 细胞凋亡的影响 

采用 F I T C / P I 双染实验研究 PA H S 对 

 

图 1  PAHS 对 SMMC-7721 细胞增殖的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 1  Effects of PAHS on proliferation of SMMC-7721 cells 

( x ±s, n = 3) 

 

               对照                   PAHS 6.25 μg∙mL−1 

图2  PAHS对SMMC-7721细胞形态的影响 (×40，Giemsa 

染色) 

Fig. 2  Effects of PAHS on morphological features of  

SMMC-7721 cells (× 40, Giemsa stainning) 

SMMC-7721 细胞凋亡的影响。检测结果发现，对

照组细胞凋亡率为（4.5±0.5）%，6.25 μg/mL PAHS

给药组细胞凋亡率为（6.6±1.0）%，12.50 μg/mL 

PAHS 给药组细胞凋亡率为（14.1±4.2）%，与对

照组相比差异显著（P＜0.05）；25.00 μg/mL PAHS

给药组细胞的凋亡率为（60.9±6.7）%，与对照组

相比差异显著（P＜0.01）。结果见图 3。 

 

图 3  PAHS 对 SMMC-7721 细胞凋亡的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 3  Effects of PAHS on apoptosis rate of SMMC-7721 cells ( x ±s, n = 3) 
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Hoechest 是一类特异性的 DNA 染料，可以少

量的渐进性地透过正常细胞膜，所以在显微镜下呈

现弥散均匀的低蓝色荧光。当细胞发生凋亡时，细

胞膜的通透性增加，染色质凝集，Hoechest 与 DNA

的结合增多，发出强蓝色荧光。PAHS 给药组可见

浓染致密的颗粒块状强蓝色荧光，并且具有剂量依

赖性，表明 PAHS 对 SMMC-7721 增值的抑制作用

可能与其促进细胞的凋亡有关。结果见图 4。 

3.4  PAHS 对 SMMC-7721 细胞周期的影响 

为了进一步探究 PAHS 诱导细胞凋亡的方式，

进一步利用 PI 染色分析 PAHS 对细胞周期的影响。

结果显示，PAHS 6.25、12.50、25.00 μg/mL 组的细

胞处于 S 期的比例明显上升，且呈剂量依赖性，并

且与对照组比较差异显著（P＜0.01）。结果表明

PAHS 可将 SMMC-7721 的生长阻滞在 S 期。结果

见图 5。
 

 
对照           PAHS 1.60 μg∙mL−1         PAHS 3.13 μg∙mL−1       PAHS 6.25 μg∙mL−1     PAHS 12.50 μg∙mL−1     PAHS 25.00 μg∙mL−1 

图 4  PAHS 对 SMMC-7721 细胞凋亡形态的影响 (×100) 

Fig. 4  Effects of PAHS on apoptosis features of SMMC-7721 cells (× 100) 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，图 6、7 同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group, same as Fig. 6 and 7 

图 5  PAHS 对 SMMC-7721 细胞周期的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 5  Effects of PAHS on cell cycle of SMMC-7721 cells ( x ±s, n = 3) 

3.5  PAHS 对 SMMC-7721 细胞线粒体膜电位的影响 

线粒体凋亡途径是经典的细胞凋亡途径之一，

表现为凋亡早期线粒体跨膜电位下降，膜通透性发

生改变。因此，采用 JC-1 检测给药后细胞膜电位的

变化来进一步探究 PAHS 是否通过线粒体凋亡途径

诱导细胞凋亡。如图所示，与对照组相比，PAHS

组红色荧光强度与绿色荧光强度的比值呈剂量依赖

性的下降，PAHS 12.50 μg/mL 与对照组相比差异显

著（P＜0.05），PAHS 25.00 μg/mL 与对照组相比差

异显著（P＜0.01）。结果见图 6。 

3.6  PAHS 对线粒体信号通路蛋白水平的影响 
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图 6  PAHS 对 SMMC-7721 细胞线粒体膜电位的影响 

Fig. 6  Effects of PAHS on mitochondrial membrane potential 

in SMMC-7721 cells 

关蛋白的影响。实验结果发现 PAHS 6.25、12.50、

25.00 μg/mL 组可以剂量依赖性地上调胞浆中

Cytochrome C、cleaved Caspase-3 的表达和下调

Bcl-2、Caspase-3 的表达。上述结果表明，PAHS 很

可能通过线粒体途径来诱导细胞凋亡。结果见图 7。 

3.7  PAHS 体内抗肿瘤作用 

3.7.1  PAHS 对 H22 荷瘤小鼠的影响  为了进一步

确证 PAHS 的抗肿瘤活性，采用小鼠肝癌 H22荷瘤

模型评价 PAHS 的抗肿瘤药效。实验结果表明，与

模型组相比，PAHS 各组均可以减少 H22 肝癌小鼠

的瘤质量，且高剂量组的抑瘤率达到 43.7%，与模

型组比差异显著（P＜0.05）。结果见表 1。 
 

 

图 7  PAHS 对 SMMC-7721 中 Bcl-2、Cytochrome C、Caspase-3 和 cleaved Caspase-3 蛋白表达的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 7  Effect of PAHS on protein expression of Bcl-2, Cytochrome C, Caspase-3, and cleaved Caspase-3 in SMMC-7721 cells 

( x ±s, n = 3) 

表 1  PAHS 对 H22荷瘤小鼠瘤质量和脏器指数的影响 ( x ±s, n = 10) 

Table 1  Effects of PAHS on tumor weights and organ index in H22 tumor-bearing mice ( x ±s, n = 10) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 体质量/g (给药前/给药后) 瘤质量/g 抑瘤率/% 

模型 — 23.0/33.4 3.14±1.09 — 

CTX   30 21.4/31.3 1.57±0.66** 49.9 

PAHS   50 21.4/30.0 2.50±1.08 18.7 

 100 21.8/28.4 2.50±0.97 20.3 

 200 21.8/27.9 1.77±0.79* 43.7 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group 

3.7.2  肿瘤组织病理学观察  取上述实验的瘤体组

织，用苏木精和伊红染色，检测给药组与模型组瘤

组织的病理学改变。实验结果显示，模型组的肿瘤

细胞状态良好，数量较多，大小不等，排列紧密规

则，核畸形，胞核深染，核浆比失常。PAHS 高、

中、低剂量组和阳性对照药组的细胞明显凋亡，核

质皱缩，细胞轮廓不规则。结果见图 8。 

电镜结果显示，模型组肿瘤细胞结构完整，

PAHS 高、中、低剂量组和阳性对照药组的细胞均

出现明显的凋亡特征，细胞体积变小，细胞核破碎，

染色质边集。结果表明，PAHS 可能通过诱导肿瘤

细胞凋亡从而抑制肿瘤增长。结果见图 9。 

4  讨论 

现如今，癌症是威胁人类健康的重要因素之一，

其中肝癌发病率排名全球第 5，且死亡率排名第 3。

据统计，每年大约有 50 万人死于肝癌。我国是全球

肝癌病发的重点区域，约占全球比例的 50%[14-16]。

肝癌恶性程度高、病程快，治疗十分困难。前人研 
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图 8  PAHS 对 H22荷瘤小鼠的肿瘤组织形态学的影响 

Fig. 8  Effect of PAHS on histopathological change of tumor tissue of H22 cell-xenografted mice  

 
 

图 9  PAHS 对 H22荷瘤小鼠的肿瘤细胞超微结构的影响 (×4 000) 

Fig. 9  Effects of PAHS on ultrastructure of tumor cells of H22 cell-xenografted mice ( × 4 000) 

究表明，广谱抗癌的化学合成药物往往会带来一系

列严重的副作用[17-18]，而中药因其具有多靶点、多环

节、低毒性等特点，在替代化学合成药物治疗癌症方

面具有很大的研究潜力，而从中药中寻找出新型安全

有效的抗肝癌药物已经成为新的研究热点[19-20]。 

细胞活性测定是体外筛选抗肿瘤药物常用方法

之一，MTT 实验结果显示 PAHS（0～50.00 μg/mL）

能够抑制人肝癌细胞 SMMC-7721 细胞的增殖且呈

剂量依赖性，表明其有很好的抗肝癌活性。 

细胞凋亡又称为程序性死亡，在许多生物学过

程中起着重要的作用，和细胞增殖一起维持内环境

的稳定[21]。有研究显示，肿瘤的发生与细胞凋亡的

调控障碍有关。因此，诱导细胞凋亡是许多抗肿瘤

药物发挥疗效的作用机制，也是抗肿瘤治疗的重要

策略[22]。Hoechst33258 染色结果显示，PAHS 会引

起细胞核固缩和碎裂，表现出明显的细胞凋亡特征。

流式细胞仪的结果也表明，PAHS 以剂量依赖的方

式诱导细胞凋亡。 

线粒体凋亡是经典的细胞凋亡通路之一。在细

胞凋亡的早期阶段，线粒体膜通透性发生改变，膜

电位下降；当线粒体膜电位完全丢失时，细胞凋亡

则无法逆转[23-24]。有研究表明，线粒体膜通透性的

改变会导致细胞色素 C 的释放[25]，从而激活 Caspase

家族。Caspase 家族被激活后发生的级联放大反应是

细胞凋亡过程的中心环节。下游的 Caspase 被激活后

可以通过切割特异性底物导致细胞凋亡。Caspase-3

在其中起关键作用[26]。此外，Bcl-2 家族被称为细胞

凋亡的关键调节器，可以通过线粒体途径诱导细胞

凋亡[27]。本研究结果显示，用PAHS处理SMMC-7721

细胞 48 h 后，线粒体膜电位下降，Cytochrome C 和

cleaved Caspase-3 的表达显著上调， Bcl-2 和

Caspase-3 的表达下调。这些结果表明，PAHS 诱导

细胞凋亡是通过线粒体途径介导的。细胞凋亡信号

转导途径是极其复杂和精细的调控网络，涉及众多

的信号分子，PAHS 是如何影响 Cytochrome C 的释

放及其作用靶点，还有待于进一步的实验研究。 

许多抗肿瘤药物由于缺乏主动选择性，采用大

剂量用药才能达到治疗效果。然而，高剂量用药往

往导致严重的毒副作用，这一劣势也限制了此种药

物的使用。与化学合成药物相比，天然药物毒性较

低，有潜力成为新型治疗药物的重要来源。在体内

模型实验中，PAHS 抑制 H22 肝癌小鼠肿瘤的生长，

并且呈现出明显的剂量依赖性。 

综上所述，PAHS 在体内外均可以抑制肝癌细

胞的生长，其作用机制与激活线粒体凋亡途径有关。

因此，PAHS 有望成为治疗肝癌的新型药物。 
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