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橙皮苷靶向 β-catenin 抑制肝癌细胞干性并增强索拉非尼敏感性  

孙念梓，孙象军* 

广州中医药大学临沂市人民医院研究生培养基地，山东 临沂  276000 

摘  要：目的  探讨橙皮苷通过靶向 β-连环蛋白（β-catenin）对肝癌细胞干性的抑制作用，评估其对索拉非尼敏感性的增强

效果。方法  取对数生长期的 HepG2 细胞，设置对照组和橙皮苷低、高剂量（0.5、1.5 mmol/L）组，进行肿瘤成球实验，

采用 Western blotting 和免疫荧光技术检测干性相关蛋白表达，采用 qRT-PCR 检测干性相关基因表达。HepG2 细胞培养 1 周

后，测定细胞对索拉非尼的半数抑制浓度（half inhibitory concentration，IC50）曲线，观察细胞增殖与凋亡情况。构建稳定过

表达 β-catenin 的 HepG2 细胞系，设置过表达 β-catenin 组和过表达 β-catenin＋橙皮苷（1.5 mmol/L）组，进行肿瘤成球实验，

并检测干性相关蛋白表达；测定细胞对索拉非尼的 IC50 曲线，观察细胞增殖与凋亡情况。裸鼠注射 HepG2 细胞后，给予橙

皮苷或索拉非尼治疗，定期观察并记录瘤体大小，采用免疫组化与 Western blotting 检测肿瘤组织 Ki67、β-catenin、半胱氨酸

天冬氨酸蛋白酶-3（cystein-asparate protease-3，Caspase-3）、CD44、CD133 蛋白表达。结果  橙皮苷能有效抑制肿瘤细胞成

球能力（P＜0.001），减少细胞球体的体积和数量（P＜0.001），并显著降低干性相关蛋白表达（P＜0.001）。此外，橙皮苷可

增强肿瘤细胞对索拉非尼的敏感性，影响 β-catenin 的定位。体内实验结果显示，橙皮苷具有抑瘤作用，与索拉非尼联用时

效果更佳。结论  橙皮苷通过靶向 β-catenin，抑制肝癌细胞干性，并显著增强了索拉非尼对肝癌细胞的敏感性。 
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Hesperidin targeting β-catenin inhibits hepatocellular carcinoma stemness and 

enhances sorafenib sensitivity 

SUN Nianzi, SUN Xiangjun 

Graduate Training Base of Linyi People’s Hospital, Guangzhou University of Chinese Medicine, Linyi 276000, China 

Abstract: Objective  To explore the inhibitory effect of hesperidin on stemness of hepatoma cells by targeting β-catenin, and evaluate 

its enhancing effect on sorafenib sensitivity. Methods  HepG2 cells in logarithmic growth phase were selected, and control group, 

hesperidin low-, high-dose (0.5, 1.5 mmol/L) groups were set up for tumor spheroidization experiments, Western blotting and 

immunofluorescence techniques were used to detect the expressions of stemness related proteins, and qRT PCR was used to detect the 

expressions of stemness related genes. After one week of HepG2 cells culture, the half inhibitory concentration (IC50) curve of cells 

against sorafenib was measured to observe cell proliferation and apoptosis. A stable HepG2 cell line overexpressing β-catenin was 

constructed, overexpressing β-catenin group and overexpressing β-catenin + hesperidin (1.5 mmol/L) group were set up for tumor 

spheroidization experiments, and the expressions of stemness related proteins were detected; The IC50 curve of cells against sorafenib 

was measured to observe cell proliferation and apoptosis. After injecting HepG2 cells into nude mice, hesperidin or sorafenib was 

administered, tumor size was regularly observed and recorded. Immunohistochemistry and Western blotting were used to detect the 

expressions of Ki67, β-catenin, cysteine aspartate protease-3 (Caspase-3), CD44 and CD133 proteins in tumor tissue. Results  

Hesperidin could effectively inhibit the spheroidization ability of tumor cells (P < 0.001), reduce the volume and quantity of cell 

spheroids (P < 0.001), and significantly decrease the expressions of stemness related proteins (P < 0.001). In addition, hesperidin could 

enhance the sensitivity of tumor cells to sorafenib and affect the localization of β-catenin. The in vivo experimental results showed that 

hesperidin had anti-tumor effects, and the combination with sorafenib had a better effect. Conclusion  Hesperidin inhibits the stemness 
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of hepatoma cells by targeting β-catenin, and significantly enhances the sensitivity of sorafenib to hepatoma cells. 

Key words: hesperidin; hepatoma cells; β-catenin; cell stemness; sorafenib resistance 

肝癌是全球第 5 大常见的癌症类型，也是导致

癌症相关死亡的第 4 个主要原因[1]。2022 年，我国

的肝癌发病率排名第 4，死亡率排名第 2[2]。80%肝

癌发生在肝硬化肝脏内[3]，诱导其发病的主要危险

因素为病毒性肝炎，其他已知危险因素为酗酒和一

些遗传性代谢疾病[4]。索拉非尼是目前唯一被认可

的晚期肝癌的一线治疗药物，但长期使用会产生显

著的抗血管生成作用，造成肿瘤区域营养供应不足

和氧气缺乏，从而促使细胞耐药。有研究指出，表

观遗传变化、物质转运机制、调控的细胞死亡过程

及肿瘤微环境等因素，均与索拉非尼在肝癌中的耐

药性发展及其后续疾病进展密切相关[5]。β-连环蛋

白（β-catenin）是一种在细胞间连接和信号传导中

起关键作用的蛋白质，其异常表达与多种癌症的发

生、发展密切相关。肿瘤干细胞是指一类具备自我

更新能力和分化潜能的肿瘤细胞。具有致瘤潜能的

肝癌干细胞是肝癌复发和治疗抵抗的关键因素，因

此目前认为肝癌干细胞是治疗肝癌的一个重要靶

点[6]。在肝癌中，β-catenin 的异常激活可能促进肝

癌干性的形成，即肝癌细胞获得类似干细胞的特

性，从而增强肿瘤的侵袭性和耐药性。 

橙皮苷是一种来源于柑橘类水果的黄烷酮糖

苷，因其具有广泛的药理作用而受到越来越多的关

注。其主要作用包括抗炎、抗氧化、抗血栓形成、

保护心血管与神经系统以及调节糖脂代谢[7-8]。此

外，橙皮苷在抗肿瘤方面也展现出显著的潜力，适

用于多种癌症类型，包括肺癌[9]、乳腺癌[10]、前列

腺癌[11]等。其抗癌机制主要通过抗氧化、基因保护、

抗炎反应以及诱导癌细胞凋亡来实现，而非直接杀

伤肿瘤细胞[12]。近年来，橙皮苷在抗癌领域的研究

逐渐深入，尤其是其在癌症预防与治疗方面的积极

作用得到了证实[13-15]，并在多种体内及体外癌症模

型中展现出显著的抗增殖与抑制肿瘤活性，可以诱

导细胞周期阻滞及促进细胞凋亡[16]。还有研究表

明，橙皮苷在体外通过激活细胞外调节蛋白激酶1/2

（（extracellular regulated protein kinases 1/2，ERK1/2）

信号通路诱导肝癌细胞凋亡，并能在乳腺癌细胞中

显著引发细胞周期停滞[17-18]。此外，橙皮苷还能够

通过抑制高胆固醇血症及脂肪肝改善肝脏功能[19]。

尽管橙皮苷在细胞增殖、迁移和干性方面的调控已

有一定研究，但其在肝癌干性调控中的作用尚不明

确。因此，本研究旨在探讨橙皮苷通过靶向 β-catenin

抑制肝癌干性，并增强肝癌细胞对索拉非尼的敏感

性。本研究不仅有助于深入理解橙皮苷在肝癌治疗

中的潜力，也为开发基于橙皮苷的靶向治疗策略提

供新的理论依据。 

1  材料 

1.1  动物和细胞 

3～4 周龄的 SPF 级雄性无胸腺裸鼠（BALB/c-

nu），购自北京维通利华生物科技有限公司，动物合

格证号：00223Q22416R1M。在临沂市人民医院继

续饲养，动物使用许可证号 SYXK（鲁）2024 0014。

所有小鼠均于室温 22～25 ℃、相对湿度 50%、明

暗周期为 12 h 的 SPF 级环境中适应性饲养 1 周。

动物实验经临沂市人民医院伦理委员会批准（批准

号 L2023064）。 

人肝癌HepG2细胞购自中国科学院上海细胞库。 

1.2  药品与试剂 

橙皮苷（质量分数≥98%，批号 B20182）购自

上海源叶生物科技有限公司；甲苯磺酸索拉非尼

（批号 161107，200 mg/片）购自德国 BayerAG 公

司；β-actin 抗体（批号 K101527P）购自北京索莱宝

科技有限公司；β-catenin、Ki67、CD44、CD133 抗

体购自英国 Abcam 公司，批号分别为 ab32572、

ab16667、ab92494、ab243894；半胱氨酸天冬氨酸

蛋白酶-3（cystein-asparate protease-3，Caspase-3）、

B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、Bcl-

2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）抗

体购自美国 ImmunoWay公司，批号分别为YT0656、

YT0470、YT0459；EdU 增殖检测试剂盒（批号

C0071S）购自上海碧云天生物技术有限公司；Trizol

试剂盒（批号 SH-2366）、反转录试剂盒（批号 SOS-

1046）购自北京凯诗源生物科技有限公司；Fast Start 

Universal SYBR Green Master（ROX）试剂盒（批号

18570700）购自罗氏公司；过表达 β-catenin 质粒购

自山东维真生物科技有限公司。 

1.3  仪器 

NU-5700e 型 CO2 恒温培养箱（美国 Nuaire 公

司）；SPecraMax i3X 型多功能酶标仪（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司）；5430R 型冷冻离心机（德国
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Eppendorf 公司）；IX83 型倒置荧光显微镜（日本

Olympus 公司）；MEV 型冰冻切片机（德国 SLEE

公司）；DYY-6C 型电泳仪（北京六一仪器公司）；

ABI StepOnePlus 型 qRT-PCR 仪 （ 美 国 Life 

Technologies 公司）。 

2  方法 

2.1  体外实验 

2.1.1  细胞培养  HepG2 细胞用含 10%热灭活胎

牛血清和 1%青霉素的高糖 DMEM 培养基，于

37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。 

2.1.2  稳定过表达 β-catenin 的细胞株（OE-β-

catenin）构建  HepG2 细胞通过胰酶消化获得单细

胞悬液后，设置阴性对照组（未进行稳定过表达，

OE-NC）和实验组（OE-β-catenin），分别加入阴性

空载质粒和 β-catenin 过表达质粒，进行转染、纯化

和稳定株筛选等，最终得到 OE-β-catenin 细胞株。 

2.1.3  细胞分组和处理 

（1）橙皮苷对肝癌细胞干性特征的抑制作用研

究：设置对照组和橙皮苷低、高剂量（0.5、1.5 

mmol/L）组，对照组加入含 1% DMSO 的培养基，

各给药组加入不同浓度的橙皮苷。 

（（2）橙皮苷调节肝癌对索拉非尼敏感性的作用

研究：设置对照组、橙皮苷（（1.5 mmol/L）组、索拉

非尼（（1 μmol/L）组和橙皮苷（（1.5 mmol/L）＋索拉

非尼（1 μmol/L）组，对照组加入含 1% DMSO 的

培养基，各给药组加入相应药物。 

（（3）橙皮苷靶向 β-catenin 抗肿瘤作用研究：过

表达 β-catenin 的 HepG2 细胞用含 10 %热灭活胎牛

血清和 1%青霉素的高糖 DMEM 培养基培养，细胞

状态稳定后，设置过表达 β-catenin 组、过表达 β-

catenin＋橙皮苷（1.5 mmol/L）组、过表达 β-catenin＋

索拉非尼（1 μmol/L）组和过表达 β-catenin＋橙皮

苷（（1.5 mmol/L）＋索拉非尼（（1 μmol/L）组，另取

HepG2 细胞设置对照组和橙皮苷（（1.5 mmol/L）组。

对照组加入含 1% DMSO 的培养基，各给药组加入

相应药物。 

2.1.4  细胞活力检测  96 孔板中每孔接种 2×103

个细胞，培养 24 h 后，按“2.1.3”项下分组，分别

加入 0.05、0.50、1.00、1.50、10.00、50.00、100.00 

μmol/L 索拉非尼处理细胞 24 h。加入 CCK-8 试剂，

采用酶标仪测定吸光度（A）值，计算半数抑制浓度

（half inhibitory concentration，IC50）值。 

2.1.5  流式细胞仪检测细胞凋亡  按“2.1.3”项下

分组处理细胞 24 h，收集细胞，PBS 洗涤，用预冷

的 70%乙醇于 4 ℃固定 1～2 h，离心去除乙醇固定

液，用 PBS 重悬细胞。加入 PI 染色液于 4 ℃避光

染色 30 min，采用流式细胞仪上机检测。 

2.1.6  EdU 实验检测细胞增殖  96 孔板中每孔接

种 2×104个细胞，培养 24 h 后，按“2.1.3”项下分

组处理细胞 24 h，按照 EdU 试剂盒说明书进行染

色，于倒置荧光显微镜下观察并拍照。 

2.1.7  细胞悬浮成球实验  按“2.1.3”项下分组处

理细胞 24 h，胰酶消化后重悬，利用血球计数板对

细胞进行计数后，在低吸附 24 孔板的每孔中加入

含 1×103 个细胞的 1 mL 培养基。将 24 孔板放置

于恒温细胞培养箱中培养 10 d，之后在显微镜下对

形成的细胞团拍照，并随机选择 5 个高倍视野统计

细胞球的数量。 

2.1.8  免疫荧光检测 CD44、CD133、β-catenin 蛋白

表达  按“2.1.3”项下分组处理细胞 24 h，取 100 

μL 细胞悬液滴于载玻片上，制作细胞玻片，将玻片

依次浸入二甲苯中脱蜡，梯度乙醇逐步脱水后进行

抗原修复，使用牛血清白蛋白封闭。加入 CD44、

CD133 抗体（1∶100），4 ℃孵育过夜，PBS 漂洗 3

次。然后加入二抗（1∶200）室温孵育 30 min，PBS

漂洗 3 次。加入 DAPI 后封片，暗室内使用荧光显

微镜观察，Image J 软件分析图像。 

2.1.9  Western blotting 检测 CD44、CD133、β-

catenin、Bcl-2、Bax 蛋白表达  按“2.1.3”项下分

组处理细胞 24 h，收集细胞，加入含蛋白酶抑制剂

和磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液，于 4 ℃摇床上振

荡 5 min 后，4 ℃、14 000 r/min 离心 5 min，取上

清，采用 BCA 试剂盒测定蛋白浓度。蛋白样品经十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF

膜，加入封闭液于室温下封闭 1 h 后，分别加入 β-

catenin、CD44、CD133、Bcl-2、Bax 一抗（1∶1 000），

4 ℃孵育过夜，TBST 清洗 3 次。次日，用 PBST 缓

冲液清洗后，加入二抗（1∶2 000），室温避光孵育

1 h，PBST 清洗 3 次。使用 ECL 显影液显影，Image 

J 软件分析灰度值后进行统计分析。 

2.1.10  qRT-PCR 检测 CD44、CD133 mRNA 表达  

按“2.1.3”项下分组处理细胞 24 h，收集细胞，按

照试剂盒说明书提取细胞总 RNA 并合成 cDNA，

进行 qRT-PCR 分析。引物序列见表 1。 

2.2  体内实验 

2.2.1  动物造模、分组、给药与取材  HepG2 细胞 
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表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 引物序列 (5’-3’) 

CD44 F: ATGGACAAGTTTTGGTGGCACGC 

 R: AAGATGTAACCTCCTGAAGTGCTGC 

CD133 F: TGGATGCAGAACTTGACAACGT 

 R: ATACCTGCTACGACAGTCGTGGT 

β-catenin F: CTTCACCTGACAGATCCAAGTC 

 R: CCTTCCATCCCTTCCTGTTTAG 

GAPDH F: TCGTGGAAGGACTCATGACC 

 R: TCCACCACCCTGTTGCTGTA 

常规培养，待细胞密度达到 70%～80%时，去除培

养基，用 PBS 缓冲液清洗细胞，加入胰蛋白酶消化，

离心收集细胞，并调整细胞密度至 5×107 个/mL。

在 SPF 级别的环境下，取 200 μL 细胞悬液（1×107

个细胞）接种至裸鼠左侧前肢腋窝位置，裸鼠随机

分为对照组、橙皮苷（400 mg/kg）组、索拉非尼（30 

mg/kg）组和橙皮苷（400 mg/kg）＋索拉非尼（30 

mg/kg）组，每组 6 只。从接种细胞开始，每隔 3 d

检查裸鼠皮下肿瘤形成情况，并记录肿瘤体积的变

化。接种细胞 7 d 后开始 ig 给药，对照组 ig 等量的

蒸馏水，1 次/d，连续给药 14 d。接种细胞 21 d，对

所有裸鼠实施安乐死，取出肿瘤组织进行尺寸测量

和拍照记录。 

2.2.2  免疫组化检测肿瘤组织 Ki67、β-catenin、

Caspase-3、CD44、CD133 蛋白表达  取各组肿瘤组

织，于福尔马林溶液中固定，石蜡包埋后切片，于

二甲苯中浸泡 3 次，每次 10 min，随后将其置于不

同质量分数的乙醇和蒸馏水中浸泡，每次 5 min。进

行抗原修复后，5%牛血清白蛋白封闭，然后加入一

抗（1∶500），室温孵育 1 h。再加入二抗（1∶200），

室温孵育 30 min。DAB 显色后，用苏木素复染 3 

min。将切片在梯度乙醇中逐步脱水后封片，于显微

镜下观察并拍照，用 Image J 软件对图像进行分析。 

2.3  统计学分析 

使用 GraphPad Prism 软件进行数据分析和图表

绘制，实验数据的统计处理则采用 SPSS 25.0 软件，

计量资料以 x s 表示，两组之间的差异性比较采用

t 检验，多组间比较采用单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  橙皮苷抑制肝癌细胞的干性特征 

肿瘤细胞成球实验结果（图 1-A）表明，橙皮 

 

A-肿瘤悬浮成球实验（×100）；B-Western blotting 检测 CD44、CD133 蛋白表达；C-免疫荧光检测 CD44、CD133 蛋白表达（×200）；D-qRT-

PCR 检测 CD44、CD133 mRNA 表达；与对照组比较：***P＜0.001。 

A-tumor suspension spheroid experiment (× 100); B-protein expressions of CD44 and CD133 detected by Western blotting; C-protein expressions of CD44 

and CD133 detected by immunofluorescence (× 200); D-mRNA expressions of CD44 and CD133 detected by qRT-PCR; ***P < 0.001 vs control group. 

图 1  橙皮苷对肝癌细胞干性特征的抑制作用 ( x s , n = 8) 

Fig. 1  Inhibitory effect of hesperidin on stemness characteristics of hepatoma cells ( x s , n = 8) 
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苷各剂量组细胞球体体积明显小于对照组，细胞球

体数量明显少于对照组（P＜0.001）。Western 

blotting、免疫荧光和 qRT-PCR 结果显示，与对照组

比较，橙皮苷各剂量组 CD44、CD133 蛋白和基因

表达水平均显著降低（P＜0.001，图 1-B～D）。表

明橙皮苷可抑制肝癌细胞的干性特征。 

3.2  橙皮苷增强肝癌细胞对索拉非尼的敏感性 

为了研究橙皮苷调节肝癌对索拉非尼敏感性

的作用，在 HepG2 细胞中加入 0.5、1.5 mmol/L 橙

皮苷进行预处理，然后加入不同浓度的索拉非尼进

行培养，测定索拉非尼对 HepG2 细胞的 IC50 值。结

果显示，橙皮苷各剂量组对索拉非尼敏感性均高于

对照组（（图 2-A）。EdU 染色结果显示，与对照组比

较，橙皮苷组和索拉非尼组 EdU 阳性细胞数量明显

减少（P＜0.001，图 2-B），表明橙皮苷能够抑制肝癌

细胞的增殖。此外，相较于索拉非尼组，橙皮苷＋索

拉非尼组 EdU 阳性细胞数量进一步减少，表明橙皮

苷可以提高肝癌细胞对索拉非尼的敏感度，从而更

有效地抑制细胞增殖。采用流式细胞术检测各组细

胞凋亡情况，结果显示，与对照组比较，橙皮苷组

和索拉非尼组细胞凋亡率显著升高（P＜0.001，图

2-C）；相较于索拉非尼组，橙皮苷＋索拉非尼组细

胞凋亡率进一步升高。Western blotting 结果显示，

与对照组比较，橙皮苷组和索拉非尼组 Bax 蛋白表

达水平显著升高（（P＜0.001，图 2-D），Bcl-2 蛋白表

达水平显著降低（P＜0.001）；相较于索拉非尼组，

橙皮苷＋索拉非尼组 Bax 蛋白表达水平进一步升

高，Bcl-2 蛋白表达水平进一步降低。以上结果表明

橙皮苷能够增强肝癌细胞对索拉非尼的敏感性，从

而促进细胞凋亡。 

3.3  橙皮苷靶向 β-catenin 并抑制其核移位进而抑

制肝癌细胞干性和增强索拉非尼敏感性 

细胞悬浮成球实验结果显示，与对照组比较，

橙皮苷组细胞球体积明显缩小（（P＜0.001，图 3-A）， 

  

A-索拉非尼对 HepG2 细胞的 IC50曲线；B-EdU 实验检测细胞增殖情况（×400）；C-流式细胞术检测细胞凋亡情况；D-Western blotting 检测 Bcl-

2 和 Bax 蛋白表达；与对照组比较：***P＜0.001。 

A-IC50 curve of sorafenib against HepG2 cells; B-cell proliferation detected by EdU experiment (× 400); C-cell apoptosis detected by flow cytometry; D-

protein expressions of Bcl-2 and Bax detected by Western blotting; ***P < 0.001 vs control group.

图 2  橙皮苷增强肝癌细胞对索拉非尼的敏感性 ( x s , n = 8) 

Fig. 2  Hesperidin enhances sensitivity of hepatoma cells to sorafenib ( x s , n = 8) 
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A-肿瘤悬浮成球实验（×100）；B-Western blotting 检测 β-catenin 蛋白表达；C-免疫荧光检测 β-catenin 蛋白表达（×200）；*P＜0.05  **P＜0.01  

***P＜0.001，图 4、5 同。 

A-tumor suspension spheroid experiment (× 100); B-β-catenin protein expression detected by Western blotting; C-β-catenin protein expression detect by 

immunofluorescence (× 200); *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001, same as Figs. 4, 5. 

图 3  橙皮苷靶向 β-catenin 并抑制其核移位 ( x s , n = 8) 

Fig. 3  Hesperidin targets β-catenin and inhibits its nuclear translocation ( x s , n = 8) 

而 OE-β-catenin 组细胞球体积显著增大（P＜

0.001）；OE-β-catenin＋橙皮苷组细胞球体积相较于

OE-β-catenin 组明显缩小（（P＜0.001）。通过 Western 

blotting 和免疫荧光实验检测 β-catenin 在细胞核与

细胞质中的分布，结果见图 3-B、C，与对照组比较，

橙皮苷组细胞核内 β-catenin 蛋白表达降低（P＜

0.01、0.001），而细胞质内 β-catenin 蛋白表达增加

（（P＜0.001）；OE-β-catenin 组则呈现相反的趋势，细

胞核 β-catenin 蛋白表达显著上升（P＜0.001），细

胞质 β-catenin 表达降低（（P＜0.05）。OE-β-catenin＋

橙皮苷组细胞核 β-catenin 蛋白表达相较于 OE-β-

catenin 组降低（P＜0.01、0.001），而细胞质中 β-

catenin 表达显著升高（P＜0.05）。以上结果表明，

橙皮苷可能通过靶向 β-catenin 并抑制其核移位来

发挥抗肿瘤作用。 

通过Western blotting和免疫荧光实验进一步检

测肿瘤干细胞标志物 CD44 和 CD133 的表达，结果

见图 4-A、B，与对照组比较，橙皮苷组 CD44 和

CD133的表达显著降低（（P＜0.001），而OE-β-catenin

组 CD44 和 CD133 的表达显著升高（P＜0.05、

0.001）；OE-β-catenin＋橙皮苷组逆转了 β-catenin 过

表达对 CD44 和 CD133 表达的影响（P＜0.001），

表明橙皮苷在抑制肿瘤干细胞特性方面可能依赖

于 β-catenin 的核移位。 

测定索拉非尼对 HepG2 细胞的 IC50 值，结果

如图 5-A 所示，与对照组比较，OE-β-catenin 组对

索拉非尼的敏感性降低；与 OE-β-catenin 组相比，

OE-β-catenin＋橙皮苷组对索拉非尼的敏感性增加。

表明橙皮苷能够通过靶向 β-catenin，增强肝癌细胞

对索拉非尼的敏感性，从而提高索拉非尼的治疗效

果。EdU 染色结果表明，与 OE-β-catenin 组比较，

OE-β-catenin＋橙皮苷组和OE-β-catenin＋索拉非尼

组 EdU 阳性染色细胞数量显著减少（（P＜0.001，图

5-B）；OE-β-catenin＋橙皮苷＋索拉非尼组 EdU 阳

性染色数量进一步减少，提示橙皮苷可以增强肝癌

细胞对索拉非尼的敏感性，进而抑制肝癌细胞的增

殖。流式细胞术检测结果如图 5-C 所示，与 OE-β-

catenin 组比较，OE-β-catenin＋橙皮苷组和 OE-β-

catenin＋索拉非尼组细胞凋亡率显著升高（P＜

0.001）；OE-β-catenin＋橙皮苷＋索拉非尼组细胞凋

亡率进一步升高，表明橙皮苷可靶向 β-catenin，增

强肝癌细胞对索拉非尼的敏感性，进而促进肝癌细 
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A-Western blotting 检测 CD44、CD133 蛋白表达；B-免疫荧光检测 CD44、CD133 蛋白表达（×200）。 

A-CD44 and CD133 protein expressions detected by Western blotting; B-CD44 and CD133 protein expressions detected by immunofluorescence (× 200). 

图 4  橙皮苷靶向 β-catenin 进而抑制肝癌细胞干性 ( x s , n = 8) 

Fig. 4  Hesperidin targets β-catenin to inhibit stemness of hepatoma cells ( x s , n = 8) 

 

A-索拉非尼对 HepG2 细胞的 IC50曲线；B-EdU 实验检测细胞增殖情况（×400）；C-流式细胞仪检测细胞凋亡情况。 

A-IC50 curves of sorafenib against HepG2 cells; B-cell proliferation detected by EdU experiment (× 400); C-cell apoptosis detected by flow cytometry. 

图 5  橙皮苷靶向 β-catenin 进而增强索拉非尼敏感性 ( x s , n = 8) 

Fig. 5  Hesperidin targets β-catenin to enhance sorafenib sensitivity ( x s , n = 8)
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胞的凋亡。 

3.4  橙皮苷在体内抑制肝癌细胞干性并增强索拉

非尼敏感性 

为了进一步探究橙皮苷体内抗肿瘤作用，构建

肝癌移植瘤动物模型，给予橙皮苷或索拉非尼干预

后，记录小鼠肿瘤体积与体质量变化，并绘制肿瘤

生长曲线与体质量变化曲线（（图 6-A、B），结果显

示，与对照组比较，橙皮苷组裸鼠肿瘤组织块的体

积明显降低；与索拉非尼组相比，橙皮苷＋索拉非

尼组裸鼠肿瘤组织块体积显著降低。表明橙皮苷抑

制了裸鼠移植瘤的生长，且橙皮苷可增强索拉非尼

敏感性。免疫组化实验结果（图 5-C）表明，与对

照组比较，橙皮苷组肿瘤组织 Ki67 表达量显著降

低（（P＜0.001），表明肿瘤细胞的生长被抑制；CD44、

CD133 表达量明显降低（（P＜0.001），表明橙皮苷可

在体内抑制肝癌细胞干性；β-catenin 的表达量显著

降低（P＜0.001），表明橙皮苷靶向减少 β-catenin；

Caspase-3 的表达量显著增加（P＜0.001），表明橙

皮苷促进了肿瘤细胞凋亡。与索拉非尼组比较，橙

皮苷＋索拉非尼组 Ki67、CD44、CD133、β-catenin

的表达量进一步降低，Caspase-3 的表达量进一步升

高。以上结果表明，橙皮苷可在体内靶向 β-catenin，

抑制肝癌细胞的干性并增强索拉非尼敏感性，进而

抑制肝癌细胞生长。 

4  讨论 

柑橘类黄酮具有抗氧化、抗炎、神经保护、抗

癌和抗肥胖等多种生理活性[20]。橙皮苷作为柑橘类

黄酮典型的代表成分，普遍存在于橘子、橙子及柠

檬等柑橘类水果中，具有抗炎、抗菌和抗氧化等作

用[21]。橙皮苷对 HepG2 细胞表现出剂量相关性的

增殖抑制作用，尤其在橙皮苷质量浓度达到或超过

150 mg/L 时，其对 HepG2 细胞的抑制作用显著加 

 

A-肿瘤体积生长曲线；B-小鼠体质量变化曲线；C-免疫组化检测肿瘤组织 Ki67、β-catenin、Caspase-3、CD44、CD133 蛋白表达（×400）；与

对照组比较：***P＜0.001。 

A-tumor volume growth curve; B-body weight change curve of mice; C-expressions of Ki67, β-catenin, Caspase-3, CD44 and CD133 proteins in tumor 

tissue detected by immunohistochemistry (× 400); ***P < 0.001 vs control group. 

图 6  橙皮苷在体内抑制肝癌细胞干性并增强索拉非尼敏感性 ( x s , n = 6) 

Fig. 6  Hesperidin inhibits stemness of hepatoma cells and enhances sorafenib sensitivity in vivo ( x s , n = 6) 
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强[22]。此外，橙皮苷可阻滞细胞周期，诱导促凋亡

基因上调和抗凋亡基因下调，进而诱导 HepG2 细胞

凋亡[23]。本研究通过肿瘤细胞成球实验观察到，与

对照组相比，经不同浓度橙皮苷处理的细胞球体积

较小，且形成的细胞球数量较少。Western blotting 及

免疫荧光结果显示，与对照组比较，橙皮苷处理组

与干细胞特性相关的蛋白表达水平显著降低；qRT-

PCR 结果进一步证实，与对照组比较，橙皮苷处理

组干细胞标志物的 mRNA 表达水平也显著下降。表

明橙皮苷能够抑制肝癌细胞的干细胞特性。 

肿瘤干细胞是一群具有自我更新和复制能力

的特殊细胞，它们能够无限制地自我复制和分化，

进而推动恶性肿瘤的发生、发展、转移及耐药性的

形成。已有研究显示，WM130 通过减少肿瘤干细胞

的生物标记物表达和下调其他与干性相关的基因，

实现对糖原合成激酶 3β（glycogen synthase kinase 

3β，GSK3β）磷酸化的抑制和 β-catenin 的降解，以

此阻碍肝癌及阿霉素耐药性肝癌细胞的增殖和自

我更新[24]。本研究结果表明，橙皮苷组索拉非尼对

HepG2 细胞的 IC50 值均高于对照组。EdU 染色结果

显示，相较于对照组，橙皮苷高剂量组 EdU 阳性染

色数目显著减少；与索拉非尼组相比，橙皮苷＋索

拉非尼组 EdU 阳性染色数目减少。流式细胞术结果

表明，与对照组相比，橙皮苷高剂量组细胞凋亡率

显著上升；经索拉非尼处理后，细胞凋亡率也明显

升高，而橙皮苷联合索拉非尼组细胞凋亡率进一步

上升。Western blotting 结果显示，与对照组相比，

橙皮苷高剂量组 Bax 蛋白表达明显增加，Bcl-2 蛋

白表达显著降低；橙皮苷＋索拉非尼组 Bax 蛋白表

达明显增加，Bcl-2 蛋白表达著降低。以上结果表

明，橙皮苷可增强肝癌细胞对索拉非尼的敏感性，

进而促进肝癌细胞的凋亡。 

β-catenin 蛋白在细胞间的黏附作用和基因转

录调控中扮演着双重角色，同时也是 Wnt 信号传导

途径中的关键中介。当这一信号途径被激活，β-

catenin 的磷酸化受到抑制，避免了其被蛋白酶体降

解的命运，导致该蛋白在细胞质中累积，并迁移至

细胞核内激活特定基因的表达，进而促进细胞增殖

并抑制细胞凋亡过程。Yin 等[25]发现在肝脏再生过

程中，β-catenin 向细胞核内的转移增加，伴随着

Wnt/β-catenin 信号通路的激活，这一过程促进了肝

脏的再生速度。激活后的 β-catenin 能够促进下游因

子 c-MYC 的表达，同时，Wnt/β-catenin 信号通路在

酪蛋白引起的糖酵解和谷氨酰胺代谢增强，以及对

索拉非尼产生耐药性中扮演重要角色[26]。另有研究

表明，FZD10 通过激活 β-catenin 和 YAP1，增强了

肝脏中肿瘤干细胞的自我更新能力、肿瘤形成能力

和转移潜能[27]。本研究发现，橙皮苷可能通过抑制

β-catenin 的核移位来发挥抗肿瘤作用。此外，橙皮

苷可能通过影响 β-catenin 的核移位来抑制肿瘤干

细胞特性。与 OE-β-catenin 组相比，OE-β-catenin＋

橙皮苷组对索拉非尼的敏感性增加，EdU 阳性细胞

数量减少，说明橙皮苷可通过靶向 β-catenin 增强肝

癌细胞对索拉非尼的敏感性，抑制了细胞增殖。流

式细胞术结果表明，与 OE-β-catenin 组相比，OE-β-

catenin＋橙皮苷组细胞凋亡率显著增加，进一步支

持了橙皮苷通过靶向 β-catenin 促进细胞凋亡的作

用。体内实验通过构建肝癌移植瘤小鼠模型，发现橙

皮苷可显著抑制肿瘤生长，且与单用索拉非尼相比，

橙皮苷与索拉非尼联合治疗进一步减少了肿瘤体

积。免疫组化结果显示，橙皮苷＋索拉非尼组 Ki67、

CD44、CD133、β-catenin 表达降低，Caspase-3 表达

增加，表明橙皮苷抑制了肿瘤生长、干细胞特性和

凋亡。以上结果表明，橙皮苷可通过靶向 β-catenin，

抑制肝癌细胞的干性特征，增强索拉非尼的敏感

性，从而抑制肿瘤生长。 

综上，橙皮苷通过作用于 β-catenin，不仅能够

有效抑制肝癌细胞的干性特征，还能显著提高肝癌

细胞对索拉非尼药物的敏感度。本研究为肝癌治疗

开辟了新的路径，提出了潜在的治疗策略，对于改

善肝癌患者的治疗效果和预后具有深远的意义，展

现了重要的临床应用潜力。 
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