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大黄素诱导人肝癌 HepG2细胞线粒体凋亡作用研究 
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摘  要：目的  研究大黄素对人肝癌 HepG2细胞线粒体凋亡的影响。方法  培养人肝癌 HepG2细胞，与 5、10、20、40、
60、80、100 μmol/L的大黄素作用 24、48 h，MTS法检测细胞增殖；40、80、160 μmol/L大黄素作用 HepG2细胞 24 h，AO/EB
双荧光染色法观察细胞凋亡的形态学改变；Annexin V/PI染色经流式细胞仪检测细胞凋亡；分光光度法检测 caspase 3活性；

ATP试剂盒检测细胞 ATP含量，不同荧光探针加载后流式细胞仪测定大黄素对 HepG2细胞内活性氧（ROS）含量、Ca2+浓
度、线粒体膜电位（MMP）变化的影响。结果  大黄素抑制 HepG2细胞生长，且呈时间、浓度相关性，半数抑制浓度（IC50）
为（77.42±1.25）μmol/L；随着大黄素浓度升高，AO/EB 双染观察到细胞核浓缩、碎裂、凋亡小体等凋亡形态；与对照组

比较，大黄素 40、80、160 μmol/L作用于 HepG2细胞 24 h后细胞凋亡率显著增加，caspase 3活性显著增强，ROS水平、

Ca2＋浓度明显增加（P＜0.05、0.01、0.001），80、160 μmol/L组线粒体膜电位明显降低，ATP含量显著下降（P＜0.05、0.01、
0.001）。结论  大黄素造成 HepG2细胞内 ROS堆积，ATP合成功能障碍，线粒体膜电位明显下降，进而诱导线粒体通透转

运孔开放，导致钙离子和细胞色素 C外流，活化 caspase蛋白家族，导致细胞凋亡。 
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Emodin induces mitochondrial apoptosis in human hepatoma HepG2 cells 
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Abstaract: Objective  To study the effect of emodin on mitochondrial apoptosis in human hepatocellular carcinoma cell line 
(HepG2). Methods  HepG2 cells were treated with 5, 10, 20, 40, 60, 80, and 100 μmol/L of emodin for 24 and 48 h, then the 
anti-proliferative effect was assessed by MTS assay. HepG2 cells were treated with 40, 80, 160 μmol/L of emodin for 24 h, and 
another control group was also established; The morphological changes of apoptosis were observed by AO/EB double fluorescence 
staining. Apoptosis was detected by flow cytometry (FCM) with Annexin V/PI staining. Caspase3 activity was detected by 
spectrophotometry. ATP assay kit was used to detect the content of ATP. Flow cytometry was used to determine the Ca2+ 
concentration, the content of ROS, and mitochondrial membrane potential (MMP) of emodin in HepG2 cells after loading with 
different fluorescence probes. Results  Emodin could significantly inhibit the proliferation of HepG2 cells and showed a time and 
concentration correlation. The IC50 values were determined as (77.42 ± 1.25) μmol/L. With the increase of emodin concentration, the 
apoptotic morphology of nucleus condensation, fragmentation and apoptotic bodies were observed by AO/EB double staining. 
Compared with the control group, after HepG2 cells treated with 40, 80, and 160 μmol/L emodin for 24 h, the apoptosis rate increased 
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significantly, the activity of caspase3 increased significantly, and the level of ROS and the concentration of Ca2+ increased 
significantly (P< 0.05, 0.01 and 0.001). Mitochondrial membrane potential decreased significantly in 80 and 160 μmol/L emodin 
group, and ATP content decreased significantly (P < 0.05, 0.01, and 0.001). Conclusion  Emodin causes the accumulation of ROS 
in HepG2 cells, the dysfunction of ATP synthesis, the decrease of mitochondrial membrane potential, which leads to the opening of 
the mitochondrial permeable transport pores, resulting in the efflux of calcium ions and cytochrome C, activating the caspase protein 
family and promoting cell apoptosis. 
Key words: emodin; HepG2 cells; apoptosis; mitochondrial membrane potential; mitochondrial toxicity; ROS; Ca2+ concentration 

大黄素（1'3'8-三羟基-6-甲基蒽醌）属单蒽核类

二羟基蒽醌衍生物，是大黄、虎杖、何首乌等多种

中药的有效成分之一，具有抗炎、抗菌、抗肿瘤等

多种生物学活性[1-3]。研究表明，大黄素可以抑制胃

癌、胰腺癌、肺癌等多种肿瘤细胞的生长，主要通

过诱导肿瘤细胞凋亡、抑制其增殖[4-10]发挥作用。

细胞凋亡是当前肿瘤研究中的一个热点，很多药物

通过影响肿瘤细胞增殖与凋亡达到治疗目的，本研

究观察大黄素对肝癌细胞株 HepG2 增殖抑制及诱

导线粒体途径凋亡的作用。

1  材料 
1.1  药品与主要试剂 

大黄素（西安泽朗生物科技有限公司，批号

XAZL161105-1，质量分数＞98%）；DMEM高糖培

养基（批号 8117092）、磷酸盐缓冲液（PBS，批号

8116104）、0.25%胰蛋白酶（批号 1742078），均购

自美国 GIBCO 公司；青链霉素混合液（批号

20160801）、二甲基亚砜（DMSO，批号 520C036）、
AO-EB 双染试剂盒（批号 20170613）、Annexin 
V-FITC/PI 双染细胞凋亡检测试剂盒（批号

20170710）、线粒体膜电位检测试剂盒（JC-1，批号

20170722）、 Fluo-4/AM Ca2+荧光探针（批号

20170621）、活性氧（ROS）检测试剂盒（批号

20170608），均购自 Solarbio 公司；胎牛血清

（CellMax，批号 20151103）；Cell Titer 96® AQueous
单溶液细胞增殖检测试剂盒（MTS，北京 promega
公司，批号 0000208750）；ATP 检测试剂（批号

080417171020）、Caspase-3 活性检测试剂盒（批号

062217170907）、Bradford蛋白浓度测定试剂盒（批

号 053117171005），购自 Beyotime公司。 
1.2  主要仪器 

倒置荧光显微镜（NIKON，TS100-F）；高压灭

菌锅（SANYO，MLS-3750）；CO2培养箱（SANYO，
MCO-18AIC）；超净工作台（天津市拉贝尔实验设

备有限公司）；酶标仪（Thermo，Varioskan Flash）；
FASCAriaTM流式细胞仪（BD公司）；小型台式冷

冻离心机（Thermo，Micro 17R）；低速台式离心机

（上海安亭科学仪器厂，KA-1000）；普通冰箱（海

尔公司，BCD-215YD）；超级恒温水槽（上海森信

实验仪器有限公司，DKB-501A）；电子天平（北京

赛多利斯仪器系统有限公司，BT224S） 
1.3  细胞株 

人肝癌（HepG2）细胞株，购自中国科学院上

海生命科学研究院细胞资源中心。

2  方法 
2.1  细胞培养 

人肝癌 HepG2细胞培养于含有 10% FBS、100 
U/mL青霉素、100 μg/mL链霉素的 DMEM高糖培

养基中，在 5% CO2、37 ℃饱和湿度的培养箱中培

养。隔天换 1次培养液，当细胞满度达到 70%～80%
时进行传代。

2.2  MTS法检测药物对细胞增殖的影响 
取对数期生长的 HepG2细胞，胰酶消化后调整

为 2.5×104/mL，96孔板每孔加入 100 μL细胞悬液，

常规培养 24 h后，弃去培养基，加入含大黄素的培

养基，使其终浓度分别为 5、10、20、40、60、80、
100 μmol/L。大黄素先用 DMSO溶解，后用 DMEM
培养基稀释至终浓度，各加药组 DMSO终浓度均为

1%，对照组为含 1% DMSO 的 DMEM，每组设 6
个复孔，培养 24、48 h。吸弃培养基，加入含有 10% 
MTS的 DMEM培养基 100 μL，继续培养 4 h，酶

标仪检测 490 nm处吸光度（A）值，计算细胞抑制

率。设空白调零组，不接种细胞，加等体积培养基

处理，实验重复 3次。 
细胞抑制率＝1－（A 对照－A 空白）/（A 大黄素－A 空白） 

2.3  AO/EB荧光染色法观察细胞形态 
取对数期生长的 HepG2细胞，胰酶消化后调整

为 1.0×105/mL，6孔板每孔加入 2 mL细胞悬液，

常规培养 24 h后，弃去培养基，加入新鲜含药培养

基：大黄素 40、80、160 μmol/L，对照组加入等体

积含 DMSO 的培养基，各实验组中 DMSO 的终浓

度为 1%。培养 24 h后，各孔吸弃上清，PBS洗 3
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次，加入 1 mL PBS，再加入 AO/EB混合荧光染色

液 20 μL，混匀染色，室温放置 5 min后荧光显微镜

下观察细胞形态。

2.4  Annexin V/PI双染法检测细胞凋亡 
细胞培养、种板、分组给药均同“2.3”项。培

养 24 h后，各孔吸弃上清，0.25%胰酶消化，1 000 
r/min离心 5 min收集细胞。加入 1 mL预冷的 PBS
洗涤 2次，用标记缓冲液重悬细胞，调整细胞密度

为 1×106/mL，吹打混匀后，取 100 μL加入流式管，

向管中加入 5 μL Annexin V-FITC，室温，避光，轻

轻地混匀，孵育 10 min；再加入 5 μL PI，室温，避

光，孵育 5 min；最后加入 PBS补液至 500 μL，轻

轻混匀，流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

2.5  凋亡蛋白酶 Caspase 3活性检测 
取对数生长期细胞接种到 25 cm2的培养瓶中，

培养过夜，次日更换含大黄素 40、80、160 μmol/L
的培养基，培养 24 h后，吸取细胞培养液，备用。

用胰酶消化细胞，并收集至备用的细胞培养液中，

4 ℃、1 000 r/min离心 5 min收集细胞，吸除上清，

确保细胞不被吸除，PBS洗涤 1次。同前吸尽上清

后，按照每 200万加入 100 μL裂解液的比例加入裂

解液，重悬沉淀，冰浴裂解 15 min后，4 ℃、16 000 
r/min离心 15 min，将上清转移到冰浴预冷的离心管

中，按照试剂盒说明书进行检测。

2.6  JC-1探针细胞线粒体膜电位检测 
细胞培养、种板、分组给药均同“2.3”项。培

养 24 h后，各孔吸弃上清，PBS洗 1次，加入 0.25%
胰酶消化，1 000 r/min离心 5 min收集细胞，重悬

于 500 μL细胞培养基中。按如下方法装载 JC-1探
针并用流式细胞术分析：按说明书（产品编号

M8650）方法配制 JC-1 染色工作液和染色缓冲液

（冰浴）；加入 500 μL JC-1染色工作液，颠倒数次混

匀，细胞培养箱中 37 ℃孵育 20 min；离心吸弃上

清，用冰浴的染色缓冲液洗涤细胞 2次；500 μL 染

色缓冲液重悬细胞，上流式细胞仪检测。激发波长

488 nm，应用前向散射光（FSC）和侧向散射光

（SSC）设门后，通过荧光通道 FL1（绿）和 FL2（红）

检测荧光强度。

2.7  ROS水平的测定 
利用荧光探针 DCFH-DA进行 ROS检测，细胞

培养、种板、分组给药均同“2.3”项。培养 24 h
后，各孔吸弃上清后，PBS洗 1次，加入 0.25%胰
酶消化，1 000 r/min离心 5 min收集细胞，加入用

无血清的 DMEM 培养基稀释的、终浓度为 10 
μmol/L的 DCFH-DA探针溶液 500 μL，37 ℃孵育

20 min。孵育结束后，用无血清 DMEM培养基洗涤

3次，以充分去除未进入细胞内的 DCFH-DA，最后

用 500 μL PBS重悬细胞，上流式细胞仪检测。激发

波长 475 nm，发射波长 525 nm。 
2.8  细胞内 Ca2+含量的测定 

利用钙离子荧光探针 Fluo-4 AM进行细胞内钙

离子含量检测。细胞培养、种板、分组给药均同“2.3”
项。培养 24 h后，各孔吸弃上清后，用不含钙镁的

HBSS洗涤细胞 2次后，加入 0.25%胰酶消化，1 000 
r/min离心 5 min收集细胞。加入用 HBSS稀释的、

终浓度为 2 μmol/L的 Fluo-4 AM探针溶液 100 μL，
37 ℃孵育 20 min，再加入 500 μL 含有 1%胎牛血

清的HBSS，继续孵育 40 min。孵育结束后，用HBSS
洗涤细胞 3次，最后用 HBSS溶液重悬细胞，制成

1×105/mL的溶液，37 ℃培养 10 min 后，上流式

细胞仪检测。激发波长 494 nm，发射波长 516 nm。 
2.9  细胞内 ATP含量的测定 

细胞培养、种板、分组给药均同“2.3”项。培

养 24 h后，各孔吸弃上清，PBS清洗 1次，每孔加

入 200 μL裂解液，在冰上操作，反复吹打使裂解液

充分接触并裂解细胞，裂解 2 min，4 ℃、16 000 r/min
离心 5 min，取上清，按照试剂盒说明书进行检测。 
2.10  统计学处理 

采用 SPSS 16.0软件进行统计分析，实验数据

以 x s± 表示，组间比较采用单因素方差分析。 
3  结果 
3.1  对肝癌 HepG2细胞增殖的抑制作用 

如图 1所示，HepG2细胞经不同浓度大黄素作

用 24、48 h 后，呈明显的时间、剂量相关性抑制细 

图 1  大黄素对 HepG细胞增殖的影响（ x±s, n = 3） 
Fig. 1  Growth inhibition rate of emodin on hepatoma 

HepG2 cells ( x±s, n = 3) 
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胞增殖作用，大黄素 80、100 μmol/L 组作用 24 h
后，抑制率分别为（52.96±3.76）%、（61.87±
4.06）%，经计算，大黄素 24 h半数抑制浓度（IC50）
为（77.42±1.25）μmol/L。 
3.2  AO-EB双染法观察HepG2细胞凋亡的形态学 

不同浓度药物作用于 HepG2细胞 24 h后，对

照组及 40 μmol/L组细胞形态较为完整，细胞核呈

均匀绿色荧光，无明显凋亡特征，80、160 μmol/L
组亮绿色固缩状细胞和橙红色荧光细胞核数目逐渐

增多，细胞间距增大，空泡化，并出现核浓缩、碎

裂、凋亡小体等，提示早期凋亡或晚期凋亡细胞数

增多。结果见图 2。 

对照  大黄素 40 μmol∙L−1   大黄素 80 μmol∙L−1    大黄素 160 μmol∙L−1 

图 2  大黄素对 HepG2细胞形态学影响 
Fig. 2  Morphological effects of emodin on HepG2 cells

3.3  流式细胞术检测 HepG2细胞凋亡 
Annxin V-FITC标记早期凋亡细胞及正常细胞，

PI标记晚期凋亡及死亡细胞，将 Annexin V-FITC与

PI匹配使用，可以将凋亡早期的细胞和晚期的细胞

区分开来。Q2区（Annxin V+/PI－）表示早中期凋亡

细胞比率，Q4区（Annxin V+/PI+）表示晚期凋亡细

胞比率，细胞总凋亡比率为 Q2和 Q4之和。如图 3、
4所示，随大黄素浓度增加，HepG2凋亡细胞率（早

中期＋晚期）逐渐增加，与对照组比较，40、80、
160 μmol/L组凋亡率均差异显著（P＜0.05、0.01）。 

对照  大黄素 40 μmol∙L−1   大黄素 80 μmol∙L−1    大黄素 160 μmol∙L−1 

图 3  流式细胞术检测大黄素对 HepG2细胞的凋亡作用 
Fig. 3  Apoptotic effect of emodin on HepG2 cells by flow cytometry

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 4  大黄素对 HepG2细胞凋亡率的影响（ x±s, n = 3） 
Fig. 4  Apoptotic rate of HepG2 cells treated by emodin 

( x±s, n = 3) 

3.4  大黄素对 HepG2细胞线粒体膜电位的影响 
JC-1 是一种广泛用于检测线粒体跨膜电位的

理想荧光探针，在线粒体膜电位较高时，产生红

色荧光。在线粒体膜电位较低时，JC-1 为单体不

能聚集在线粒体的基质中，产生绿色荧光。可通

过荧光颜色的转变来检测线粒体膜电位的变化，

本实验用绿红平均荧光强度比值来表示，结果见

表 1。随着大黄素浓度增加，平均荧光强度比值

变大，说明绿色荧光比例增加，表示线粒体膜电

位下降。与对照组比较，大黄素 80、160 μmol/L
组作用于 HepG2细胞 24 h后，线粒体膜电位明显

降低（P＜0.05）。 
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表 1  大黄素对 HepG2细胞线粒体膜电位的影响（ x±
s, n = 3） 

Table 1  Effect of emodin on mitochondrial membrane 
potential of HepG2 cells ( x±s, n = 3) 

组别 浓度/(μmol ·L−1) 绿红平均荧光强度比值 
对照 － 1.61±0.11 
大黄素 40 1.79±0.03 

80 2.10±0.11* 
160 2.33±0.08* 

与对照组组比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group 

3.5  大黄素对 HepG2细胞 caspase 3活性的影响 
试剂盒法检测大黄素对 HepG2 细胞中 caspase 

3活性，结果用每毫克蛋白中 caspase 3含量表示。

如表 2所示，大黄素浓度为 40、80、160 μmol/L，
细胞 caspase 3活性与对照组比较均显著增加（P＜
0.05、0.01、0.001），且呈浓度相关性。 
3.6  大黄素对 HepG2细胞内 ROS的影响 

如表 3所示，大黄素作用 HepG2细胞 24 h，细

胞内 ROS 显著升高（P＜0.001），且呈现明显的剂

量相关性。

表 2  大黄素对 HepG2细胞 caspase 3活性的影响（ x±s, 
n = 3） 

Table 2  Effect of emodin on caspase 3 of HepG2 cells ( x±
s, n = 3) 

组别 浓度/(μmol ·L−1) caspase 3/(nmol·mg−1) 

对照 － 26.64±1.19 

大黄素 40 34.01±2.24* 

80 44.65±1.92** 

160 69.07±4.78*** 

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 

表 3  大黄素对 HepG2细胞内 ROS的影响（ x±s, n = 3） 
Table 3  Effect of emodin on ROS of HepG2 cells ( x±

s, n = 3) 

组别 浓度/(μmol ·L−1) 平均荧光强度

对照 － 2 356.7±99.3 

大黄素 40 4 574.7±59.2*** 

80 6 600.0±197.9*** 

160 9 138.7±297.2*** 

与对照组比较：***P＜0.001 
***P < 0.001 vs control group 

3.7  大黄素对 HepG2细胞内 Ca2+的影响 
Fluo-4 AM穿透细胞膜进入细胞后被细胞内的

酯酶剪切形成 Fluo-4，从而被滞留在细胞内，Fluo-4
若以游离配体形式存在时几乎是非荧光性的，但是

当它与细胞内钙离子结合后可以产生较强的荧光。

如表 4所示，与对照组比较，大黄素作用于 HepG2
细胞 24 h 后胞内 Ca2+浓度显著升高（P＜0.01、
0.001），且呈现明显的剂量相关性。 
3.8  大黄素对 HepG2细胞内 ATP含量的影响 

利用萤火虫荧光素酶催化荧光素产生荧光时需

要 ATP 提供能量的原理，对样本进行 ATP 含量检

测。大黄素和大黄酸作用 HepG2细胞 24 h后，细

胞 ATP浓度的变化如表 5所示，与对照组比较，大

黄素 80、160 μmol/L作用于 HepG2细胞 24 h后，

细胞 ATP浓度显著下降（P＜0.01、0.001） 

表 4  大黄素对 HepG2细胞内钙离子的影响（ x±s, n = 3） 
Table 4  Effect of emodin on Ca2+ of HepG2 cells ( x±s, n = 3) 

组别 浓度/(μmol ·L−1) 平均荧光强度

对照 － 677.0±181.3 
大黄素 40 3 333.7±350.0** 

80 4 193.3±814.8** 
160 4 392.0±478.4*** 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001 
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group 

表 5  大黄素对HepG2细胞内ATP含量的影响（ x±s, n = 3） 
Table 5   Effect of emodin on ATP of HepG2 cells ( x±s, 

n = 3) 

组别 浓度/(μmol ·L−1) ATP浓度(μmol ·L−1) 
对照 － 3.32±0.10 
大黄素 40 3.33±0.04 

80 1.85±0.08** 
160 1.16±0.07*** 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001 
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group 

4  讨论 
细胞凋亡由 Kerr 教授根据形态学特征于 1972

年首次提出，是一种主动的、程序性的由基因控制

的细胞自主性死亡方式，又称为细胞程序性死亡

（programmed cell death，PCD[11]），具有广泛的生理

和病理作用，正常机体大量的细胞凋亡会导致功能

和组织损伤。但是对于癌细胞，能够大量诱导其凋

亡，对肿瘤的增殖具有重要抑制作用。细胞凋亡是

一个主动过程，涉及一系列基因的激活、表达以及
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调控等。越来越多的证据表明，线粒体是细胞凋亡

调控的活动中心，是凋亡的执行者。本研究从线粒

体损伤介导的细胞凋亡入手，初步探讨大黄素对肝

癌 HepG2细胞的作用机制。 
结果显示，大黄素在体外对肝癌 HepG2细胞的

增殖具有明显抑制作用，可诱导细胞凋亡，大黄素

处理细胞 24 h后，AO/EB染色荧光显微镜下观察，

随着浓度的增加，细胞核固缩，核破裂，凋亡小体

形成，Annexin V/PI双染法结果显示，细胞凋亡率

有增加的趋势，与对照组比较差异显著。

线粒体是细胞生命活动的控制中心，不仅是细

胞呼吸链和氧化磷酸化的中心，而且也是细胞凋亡

的调控中心。线粒体功能损伤会导致生物能量代谢

失常、ATP合成下降、钙稳态失衡、自由基生成增

多，从而诱发细胞凋亡[12]。线粒体是内源性 ROS
产生与代谢的主要场所，一方面 ROS参与正常的各

种代谢活动，另一方面即使 ROS产生过量，也会被

ROS清除剂清除，维持一定的动态平衡[13]；而当各

种因素导致 ROS过量时，极易攻击线粒体，尤其是

线粒体 DNA[14]。当线粒体 DNA受损时，又会引发

过量 ROS生成，导致 ATP合成水平下降[15-16]。ROS
的生成极大依赖线粒体膜电位MMP，MMP的变化

可以反映出线粒体受损的程度，并被认为是细胞凋

亡的早期事件[17]。线粒体内 ROS 大量产生，可使

其离子通透性丧失或者使线粒体膜通透性发生改

变，导致线粒体膜电位下降，引起线粒体内外膜之

间的通透性转换孔由关闭转换为开放，导致线粒体

膜通透性增大，促使细胞凋亡启动因子（细胞色素

C、凋亡蛋白酶激活因子和细胞凋亡诱导因子 AIF
等）从线粒体内释放出来，细胞色素 C与凋亡蛋白

酶激活因子相互作用，激活化 caspase 9，触发

caspase 级联反应，级联反应最终激活凋亡执行者

caspase 3，导致细胞凋亡[18]。 
本研究采用 JC-1 荧光探针检测 HepG2 细胞线

粒体膜电位变化，结果显示，与对照组比较，细胞

线粒体膜电位随大黄素浓度的升高显著下降，同时

对细胞内 ROS含量、ATP水平、Ca2＋浓度、caspase 
3活性进行检测，结果发现细胞内 ROS和 Ca2+明显

升高，ATP含量明显下降，caspase 3活性显著增强。

以上研究表明，大黄素造成 HepG2细胞内 ROS堆

积，ATP合成功能障碍，线粒体膜电位明显下降，

进而诱导线粒体通透转运孔开放，导致钙离子和细

胞色素 C 的外流，活化 caspase 蛋白家族，导致细

胞凋亡。

大黄素对 HepG2增殖有明显的抑制作用，对细

胞线粒体造成损伤，引起细胞凋亡。有关大黄素对

线粒体凋亡通路相关蛋白表达的影响需要进行下一

步研究。
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