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羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯通过调控线粒体凋亡途径诱导 HepG2 细胞凋亡 
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摘  要：目的  探究羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2 细胞凋亡的作用及机制。方法  采用 0、2.5、5、10、20、40、80 μmol/L

的羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯作用于 HepG2 细胞 24、48、72 h，采用 CCK-8 法检测各组细胞的增殖活性。采用 0、4、8、16 μmol/L

的羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯作用于 HepG2 细胞 48 h 后，AO/EB 染色法和 Annexin V-FITC/PI 双染法检测各组细胞的凋亡率；

JC-1 染色法观察 HepG2 细胞的线粒体膜电位变化；DCFH-DA 染色法观察细胞的活性氧（ROS）水平。Western blotting 法检

测各组细胞线粒体凋亡途径相关蛋白表达变化。结果  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯呈时间和浓度相关性地抑制 HepG2 细胞增殖

（P＜0.01）。与对照组相比，羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯组细胞的 ROS 水平、总凋亡率、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、细胞色素 C、

裂解半胱氨酸蛋白酶 9（cleaved-Caspase-9）、cleaved Caspase-3 蛋白水平呈浓度相关性升高（P＜0.01、0.001）；线粒体的膜

电位、Bcl-2 蛋白表达则显著降低（P＜0.01）。结论  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯可能通过调控线粒体凋亡途径诱导人肝癌 HepG2

细胞凋亡，进而发挥抗肝癌作用。 
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mitochondrial apoptosis pathway 
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Abstract: Objective  To investigate the effect of lupinol-3β-succinate on apoptosis of HepG2 cells and mechanism. Methods  HepG2 

cells were treated with lupinol-3β-succinate (0, 2.5, 5, 10, 20, 40 and 80 μmol/L) for 24, 48, and 72 h, and the proliferation activity of 

the cells was detected by CCK-8 method. HepG2 cells were treated with lupinol-3β-succinate (0, 4, 8, and 16 μmol/L) for 48 h, and 

the apoptosis rate of each group was detected by AO/EB staining and Annexin V-FITC/PI double staining. Changes of mitochondrial 

membrane potential in HepG2 cells were observed by JC-1 staining. Levels of ROS were observed by DCFH-DA staining. Western 

blotting method was used to detect the changes of mitochondrial apoptosis-related protein expression in each group. Results  Lupinol-

3β-succinate showed significant time and dose dependent inhibition of HepG2 cell proliferation (P < 0.01). Compared with control 

group, ROS level, total apoptosis rate, Bax, Cyt-C, cleaved Caspase-9, and cleaved Caspase-3 protein levels were increased in a dose-

dependent manner after lupinol-3β-succinate treatment (P < 0.01, 0.001). Mitochondrial membrane potential and Bcl-2 protein 

expression were significantly decreased (P < 0.01). Conclusion  Lupinol-3β-succinate may induce apoptosis of human hepatoma 

HepG2 cells by regulating mitochondrial apoptosis pathway, and finally play an anti-hepatocellular carcinoma role. 
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肝癌是临床常见恶性肿瘤之一，我国肝癌的发

病率和死亡率一直呈现上升趋势，已成为严重危害

居民健康的重要疾病[1]。当前研究表明，化学疗法

仍是癌症治疗的最有效方法之一，但不良反应严重

限制了很多药物的临床应用[2-3]。因此，开发高效低

毒的抗肝癌药物已成为药物研发的重要方向之一。

在新药研发的过程中，从中药资源中筛选具有抗肝

癌作用的天然活性成分，对于肝癌药物的研发具有

重要意义[4-5]。 

羽扇豆醇是课题组前期在毒性中药材狼毒大戟

Euphorbia fischeriana Steud.中提取得到的五环三萜

类化合物，同时文献调研发现羽扇豆醇在水果、蔬

菜、中草药中均有广泛的分布[6]。羽扇豆醇用于抗

炎、抗菌、抗风湿等的治疗[7-10]。近年来，羽扇豆醇

的抗肿瘤作用被广泛关注，已有研究发现羽扇豆醇

可抑制头颈部肿瘤的生长和扩散，对肝癌、膀胱癌

和乳腺癌有治疗作用[11-17]。在以往研究的基础上，

近年来关于羽扇豆醇的研究主要包括它的生物合成

途径、衍生物合成和活性机理的探索[18]。相关报道

以羽扇豆醇作为先导化合物，合成出的某些衍生物

也具有很好的抗肿瘤活性，如羽扇豆醇-3β-硫酸盐

可抑制前列腺肿瘤细胞的增殖和迁移能力[19]；羽扇

豆醇氯醋酸盐抑制肺癌 A549 较羽扇豆醇能力

强 [20]；羽扇豆醇-3-吡啶季铵盐衍生物能够显著抑制

结直肠癌增殖[21]。琥珀酸可使药物具有良好的溶解

性和穿透性。课题组前期成功制备羽扇豆醇-3β-琥

珀酸酯，如图 1 所示，并发现其对肝癌 HepG2 细胞

的抗增殖活性（IC50＝8.60 μmol/L）较母体羽扇豆醇

（IC50＝43.62 μmol/L）显著提升，具有深入研究价

值。线粒体信号通路是治疗多种癌症的重要靶点，

本研究通过观察羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对人肝癌细

胞的抗增殖作用，并基于线粒体凋亡途径对其可能

的作用机制进行探讨，以期为羽扇豆醇类抗肿瘤药

物的研制提供参考。 

 

图 1  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯结构式 

Fig. 1  Lupinol-3β-succinate structural formula 

1  材料与仪器 

1.1  细胞株 

HepG2 细胞株购买自中国科学院细胞库。将

HepG2 细胞接种于含 10%胎牛血清 DMEM 培养基

中，37 ℃、5% CO2条件在细胞培养箱中进行培养。 

1.2  药物及主要试剂 

羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯（质量分数＞98%）由齐

齐哈尔医学院医药科学研究院合成（由羽扇豆醇与

琥珀酸酐通过酯化反应制备，质量分数＞98%；羽

扇豆醇-3β-琥珀酸酯溶于 DMSO 溶液中，加热至

50 ℃促溶，制成 40 mmol/L 储备液）；DMEM 培养

液（批号 CM15019）购自北京中科迈晨科技有限公

司；特级胎牛血清（批号 086-150）购自南京维森特

生物技术有限公司；青霉素–链霉素溶液（批号

C0222）、胰酶消化液（批号 C0203）、CCK-8 试剂

盒（批号 C0038）均购自上海碧云天生物科技有限

公司；细胞色素 C（Cyt-C）抗体（批号 4280T）、

Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）抗体（批号 2772）、B 淋

巴细胞瘤-2（Bcl-2）抗体（批号 4223T）、cleaved-半

胱氨酸蛋白酶 3（Caspase-3）（批号 9664）均购自美

国 CST 公司；Annexin V-FITC/PI 双染细胞凋亡试

剂盒（批号 KGA1102）、JC-1 细胞凋亡线粒体膜电

位检测试剂盒（批号 KGA1904）、活性氧（ROS）

检测试剂盒（批号 KGT010-1）、BCA 蛋白测定试剂

盒（批号 KGPBCA）均购自江苏凯基生物技术股份

有限公司。 

1.3  主要仪器 

EM208S 型电子显微镜（荷兰飞利浦公司）；二

氧化碳恒温培养箱（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）；LSM710 型激光扫描共聚焦显微镜（德国 Zeiss

公司）；FACS Calibur 型流式细胞仪（美国 BD 公司）；

Power/PAC3000 型电泳仪（美国 BIO-RAD 公司）。 

2  方法 

2.1  CCK-8 法检测细胞的存活率 

将处于对数生长期的 HepG2 细胞用胰酶消化

并重悬后稀释为 1.0×104个/mL，按每孔 200 μL 接

种于 96 孔细胞培养板中继续培养 24 h，使用不同

浓度羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯（0、2.5、5、10、20、

40、80 μmol/L）处理细胞 24、48、72 h 后，加入

CCK8 工作液（每孔 20 µL），在 37 ℃培养箱中继

续孵育 2 h，然后使用酶标仪在 450 nm 处检测吸光

度（A）值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/（A 对照－A 空白） 
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2.2  细胞凋亡情况检测 

取对数生长期HepG2细胞以 5.0×105个/mL的

密度接种于 6 孔细胞培养板中，培养 24 h，使用不

同浓度羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯（0、4、8、16 μmol/L）

处理细胞 48 h 后，PBS 洗涤，加入 AO、EB 染色液

各 5 μL，室温避光孵育 5 min，使用激光共聚焦显

微镜观察各组细胞的凋亡形态并拍照。收集、洗涤

细胞，加入 Annexin V-FITC、PI 染液，于室温下暗

处孵育 30 min，使用流式细胞仪检测细胞凋亡率。 

2.3  DCFH-DA 法检测 ROS 变化 

细胞按照2.2项下的方法进行分组给药和培养。

HepG2 细胞洗涤后，加入无血清稀释的 DCFH-DA

探针，37 ℃孵育 20 min 后，使用无血清培养基洗

涤细胞后，流式细胞仪检测细胞 ROS 含量，使用激

光共聚焦显微镜拍照观察。 

2.4  JC-1 法检测线粒体膜电位变化 

细胞按照2.2项下的方法进行分组给药和培养。

HepG2 细胞洗涤后，加入稀释的 JC-1 染色液，37 ℃

孵育 30 min 后，用 1×Buffer 洗去多余的染色液，

流式细胞仪检测线粒体膜电位变化，使用激光共聚

焦显微镜拍照观察。 

2.5  Western blotting 法检测相关蛋白的表达 

按照 2.2 项下的方法对细胞进行分组给药和培

养。收集各组细胞，加入细胞裂解液后冰浴 30 min，

低温高速离心 20 min 提取总蛋白。蛋白进行 SDS-

PAGE 凝胶电泳分离，结束后转至 PVDF 膜，脱脂

奶粉封闭 2 h 后，使用 TBST 缓冲液洗 PDVF 膜 3

次；加入稀释后的一抗 4 ℃孵育过夜。使用 TBST

缓冲液洗膜后，加入二抗在常温下孵育 2 h，洗膜后

ECL 发光液显色，利用 BIO-RAD 曝光；运用 Image 

J V1.8.0 图像分析软件检测条带灰度值，计算蛋白

条带相对表达水平。 

2.6  数据处理与分析 

采用 SPSS 26.0 统计软件进行数据分析，计量

资料用x ± s 表示，多组间比较采用单因素方差

（One-way ANOVA）分析。 

3  结果 

3.1  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2 细胞存活率

的影响 

与对照相比，给药作用 24、48、72 h 后，HepG2

细胞的存活率均显著下降（P＜0.01），并呈现时间

和浓度相关性。羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯作用 HepG2

细胞 24、48、72 h 的 IC50值分别为（20.61±0.32）、

（8.60±0.28）、（6.73±0.16）μmol/L，见图 2。通过

比较，药物作用 48 h 比作用 24 h 效果显著提升，而

药物作用 72 h 较 48 h 只有略微提升，故后期实验

选用羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯干预的梯度浓度及作用

时间设置为 4、8、16 μmol/L 作用 48 h。 

 

与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 2  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2 细胞活力的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 2  Effect of lupinol-3β-succinate on HepG2 cell viability (x ± s, n = 3 ) 

3.2  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2 细胞凋亡率

的影响  

AO/EB 双染色法实验结果显示，与对照组相

比，羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯处理后 HepG2 细胞形态

发生改变，呈现出绿色荧光的非凋亡状态细胞数量

减少，呈现出红色荧光的凋亡细胞数量增加，并且

具有浓度相关性，见图 3。采用 Annexin V-FITC/PI

流式细胞术检测 HepG2 细胞凋亡率，实验结果显示

与对照组比较，4、8、16 μmol/L 的羽扇豆醇-3β-琥

珀酸酯作用 HepG2 细胞 48 h 后，进入早期凋亡和
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晚期凋亡的细胞比例显著增加，并呈现出显著的药

物浓度相关性（P＜0.01、0.001），见图 4。 

3.3  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2 细胞 ROS 的

影响 

激光共聚焦显微镜观察结果显示，不同浓度的

羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯处理 HepG2 细胞后，细胞内

ROS 的荧光随着浓度的增加逐渐增强，见图 5。流

式细胞术检测 HepG2 细胞内 ROS 水平结果显示，

与对照组比较，4、8、16 μmol/L 的羽扇豆醇-3β-琥

珀酸酯作用细胞 48 h 后，HepG2 细胞的 ROS 荧光 

 

图 3  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2 细胞凋亡的 AO/EB 染色结果（免疫荧光，×400） 

Fig. 3  AO/EB staining results of lupinol-3β-succinate on apoptosis of HepG2 cells (immunofluorescence, ×400) 

 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 4  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2 细胞凋亡的流式检测结果（x ± s，n = 3） 

Fig. 4  Flow detection results of lupinol-3β-succinate on apoptosis of HepG2 cells (x ± s, n = 3 ) 
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图 5  DCFH-DA 染色检测羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2

细胞 ROS 的影响（免疫荧光，×400） 

Fig. 5  Effect of lupinol-3β-succinate on ROS of HepG2 cells 

detected by DCFH-DA staining (immunofluorescence, ×400) 

强度值显著升高（P＜0.01），见图 6。 

3.4  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2 细胞线粒体

膜电位的影响 

线粒体膜电位结果如图 7 所示，对照组呈现红

色荧光，说明此时线粒体膜电位处于正常状态。与

对照组比较，4、8、16 μmol/L 的羽扇豆醇-3β-琥珀

酸酯作用 HepG2 细胞 48 h 后，红色荧光逐渐变弱

至消失，绿色荧光逐渐加强，融合的 Merge 图亦呈 

 
与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 6  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2 细胞 ROS 的影响

（x ± s，n = 3） 

Fig. 6  Effect of lupinol-3β-succinate on ROS in HepG2 

cells (x ± s, n = 3 ) 

现变绿色的趋势。流式细胞术检测 HepG2 细胞内膜

电位水平显示，受药物浓度影响 HepG2 细胞内的线

粒体膜电位水平显著下降（P＜0.01），见图 8。 

3.5  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对线粒体凋亡途径相关

蛋白表达的影响 

与对照组比较，羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯组的凋

亡抑制蛋白 Bcl-2 的蛋白相对表达量显著下调，而 

 

图 7  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2 细胞线粒体膜电位的影响（免疫荧光，×400） 

Fig. 7  Effect of lupinol-3β-succinate on mitochondrial membrane potential of HepG2 cells (immunofluorescence, ×400) 

 
羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯8 μmol·L −1   羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯16 μmol·L −1 

对照           羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯 4 μmol·L −1 

 对照       4         8        16 

羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯/(μmol·L −1) 

250 

200 

150 

100 

50 

0 

荧
光
强
度

 

** 

** 

** 

 
对照                    4                      8                     16 

羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯/(μmol·L −1) 

 

JC-1 Red 

 

 

 

 

JC-1 Green 

 

 

 

 

JC-1 Merge 



第 39 卷第 3 期  2024 年 3 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 39 No. 3 March 2024 

 

·554· 

 

与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 8  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2 细胞线粒体膜电位影响的流式细胞图（x ± s，n = 3） 

Fig. 8  Flow cytometry of effects of lupinol-3β-succinate on mitochondrial membrane potential of HepG2 cells (x ± s, n = 3 ) 

促凋亡蛋白Bax、cleaved Caspase-9、cleaved Caspase-

3 的表达水平显著上调（P＜0.01），见图 9。 

4  讨论 

狼毒大戟是大戟科多年生草本植物，其根可入

药，中医记载其为毒性中药，常以“以毒攻毒法”

用于癌症、结核及腹水性疾病的治疗。对于狼毒大

戟的毒性，李时珍在《本草纲目》中提及：“狼毒，

观其名，知其毒矣”[22]。课题组前期研究中从狼毒

大戟根部分离得到五环三萜类化合物羽扇豆醇，经

多项体外细胞及体内荷瘤实验证实，对多种恶性肿

瘤细胞均表现出显著的抑制活性[23-24]，具有深入研

究价值。但羽扇豆醇的水溶性很低，限制了其进一

步研究。琥珀酸是一种常见结构修饰基团，可使药

物具有良好的溶解性和穿透性，课题组前期以琥珀

酸对羽扇豆醇的 C-3 位羟基进行结构修饰，成功制

备羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯，并发现其对肝癌 HepG2

细胞的抗增殖活性较母体羽扇豆醇显著提升。 

肝癌是严重威胁人们生命健康的恶性肿瘤之

一，其发病机制复杂，且生存时间短、预后不良[25]。

虽然分子靶向药物治疗取得了一定的疗效，但是毒

副作用及耐药性的问题仍然存在。因此从传统天然

药用植物中挖掘具有潜在药用研究价值的新结构，

并通过结构改造进一步得到低毒、高效的抗肝癌药

物具有重要意义。基于线粒体介导的肿瘤细胞凋亡

是肿瘤治疗的重要信号通路，本研究通过观察羽扇

豆醇-3β-琥珀酸酯对人肝癌 HepG2 细胞的抗增殖作

用，并基于线粒体凋亡途径对其可能的作用机制进

行探讨，以期为羽扇豆醇类抗肿瘤药物的研制提供

参考。 

本研究结果表明羽扇豆醇 -3β-琥珀酸酯对

HepG2 细胞表现出呈浓度相关性地抑制作用。羽扇

豆醇-3β-琥珀酸酯作用 HepG2 细胞 48 h 的 IC50 值

为（8.60±0.28）μmol/L，是母体羽扇豆醇[IC50＝

（43.60±0.17）μmol/L]的 5.03 倍，实验结果证明引

入琥珀酸酯结构对羽扇豆醇的抗增殖活性具有显著

提升作用。 

本研究中对羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯的抗 HepG2

细胞增殖机制研究主要围绕线粒体相关信号通路开

展。由于线粒体是细胞内氧化损伤的敏感靶点，而

肿瘤细胞中的氧化还原平衡又是异常的[26]，所以线

粒体功能受损对 ROS 触发的凋亡至关重要。研究表

明，药物对肿瘤细胞具有毒性作用的一个主要原因

就是诱导肿瘤细胞产生大量 ROS 而引起肿瘤细胞

发生氧化应激效应[27]。同时，过量的 ROS 能够增加

线粒体的通透性，从而降低线粒体的膜电位，导致

Cyt-C 从线粒体释放到细胞质当中而导致凋亡的发 
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与对照组比较：**P＜0.01。 
**P < 0.01 vs control group. 

图 9  羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯对 HepG2 凋亡相关蛋白表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 9  Effect of lupinol-3β-succinate on apoptosis-related protein expression in HepG2 (x ± s, n = 3 ) 

生。另外，在肿瘤细胞凋亡的过程中，蛋白水解酶

Caspase 家族同样发挥着重要作用，进入细胞质中的

Cyt-C 将在 ATP 和 dATP 的协助下形成凋亡复合体，

继而激活蛋白水解酶 Caspase-9，使其发生自身裂解

形成 cleaved Caspase-9，而裂解的 Caspase-9 进一步

激活蛋白水解酶 Caspase-3，启动 Caspase 级联反应，

触发线粒体信号通路相关的细胞凋亡[28]。本实验采

用 Annexin V-FITC/PI 双染、DCFH-DA 染色、JC-1

染色等流式细胞技术检测相关凋亡指标。研究结果

显示，羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯作用于 HepG2 细胞后，

可以使细胞内的 ROS 水平显著增加，线粒体膜电位

下降，并呈现浓度相关性的诱导 HepG2 细胞凋亡。

在此基础上，采用 Western Blotting 法检测羽扇豆

醇-3β-琥珀酸酯作用 HepG2 细胞后相关凋亡蛋白表

达水平的变化，研究结果显示，羽扇豆醇-3β-琥珀酸

酯对 HepG2 细胞的凋亡作用可以呈现浓度相关性

的下调 Bcl-2 的表达，上调 Bax、Cyt-C、cleaved 

Caspase-9、cleaved Caspase-3 蛋白的表达。 

综上所述，羽扇豆醇-3β-琥珀酸酯在体外可以

显著抑制肝癌 HepG2 细胞增殖，并诱导其凋亡。其

作用机制可能与线粒体介导的凋亡途径相关。本研

究为天然源五环三萜类化合物的抗肝癌作用研究及

成药性研究提供了实验依据。 
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