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半枝莲乙醇提取物对高低转移性肝细胞癌
细胞生长和侵袭的影响*

王倩，陈亭亭，王守梅，张树辉

上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院，上海 200437

摘要: 目的: 研究半枝莲乙醇提取物对肝细胞癌( hepatocellular carcinoma，HCC) 细胞生长、迁移和侵袭的影响及其机制。
方法: 实验选用高、低转移性 HCC 细胞系 MHCC － 97H 和 MHCC － 97L，采用不同浓度 ( 0． 25 g·L －1、0． 5 g·L －1、
1． 0 g·L －1、2． 0 g·L －1和 3． 0 g·L －1 ) 的半枝莲乙醇提取物进行干预，筛选出 50% 最大抑制浓度( half maximal inhibitory
concentration，IC50) 作为后续实验浓度，CCK － 8 实验和平板克隆实验测定细胞增殖情况; 流式细胞术检测细胞周期、细
胞凋亡及 EpCAM + 和 CD133 + 细胞比例; 细胞划痕实验评估细胞迁移率; Transwell 小室迁移和侵袭实验评估细胞迁移抑制

率和侵袭抑制率; 细胞成球实验测定肿瘤细胞的干细胞特性; Western Blot 检测 CyclinD1、P27、Bcl － 2、Vimentin、Ki － 67、
Bax、E － cadherin 蛋白表达水平。将 16 只 SPF 级 4 周龄雄性 BALB /c 裸鼠分为半枝莲乙醇提取物组( 0． 97 g·kg －1 ) 和对

照组，每组 8 只，于裸鼠左侧腋窝皮下注射 100 μL( 2 × 106 个) MHCC － 97H 细胞，待移植瘤直径 ＞ 0． 5 cm 开始给药治疗，

对照组给予 0． 9%生理盐水灌胃，隔 5 天评估移植瘤体积变化; 给药 35 d 后 HE 染色检测移植瘤的形态变化及移植瘤肝、
肺转移情况; 免疫组织化学染色检测 Ki － 67 蛋白表达水平。结果: 2． 0 g·L －1为半枝莲乙醇提取物的最佳干预浓度。与

对照组比较，半枝莲乙醇提取物可明显抑制 MHCC － 97H 和 MHCC － 97L 细胞增殖，明显减少 MHCC － 97H 和 MHCC －
97L 细胞克隆数目，G0 /G1 期细胞比例显著增加，S 期和 G2 /M 期细胞比例显著减少，细胞凋亡率显著升高，细胞划痕愈

合进程明显减缓、细胞迁移和侵袭数目明显减少，细胞成球体积明显变小，细胞成球数目、球体形成率及 EpCAM + 与

CD133 + 细胞比例明显降低，Cyclin D1、Bcl － 2、Ki － 67、Vimentin 蛋白表达水平明显降低，P27、Bax、E － cadherin 蛋白表达

水平明显升高，差异均具有统计学意义( P ＜ 0． 05)。与对照组比较，半枝莲乙醇提取物组裸鼠 MHCC － 97H 细胞移植瘤

体积明显缩小，瘤质量及 Ki － 67 蛋白表达水平明显降低; 肝、肺组织形态学检查显示，半枝莲乙醇提取物组大鼠的癌转

移灶大小和数目明显降低，差异均具有统计学意义( P ＜ 0． 05)。移植瘤组织形态学检查显示，对照组肿瘤细胞呈弥散致

密排列、有不同程度有丝分裂活性; 半枝莲乙醇提取物组肿瘤组织可见明显的细胞坏死和凋亡。结论: 半枝莲乙醇提取

物可通过抑制细胞增殖、阻滞细胞周期进程、促进肝癌细胞凋亡、调控上皮间质转化和干细胞特性相关基因表达抑制肝

癌细胞生长和侵袭。
关键词: 半枝莲乙醇提取物; 肝细胞癌; 上皮间质转化; 干细胞特性; 细胞凋亡; 细胞侵袭; 裸鼠
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Effects of Banzhilian ( Scutellaria Barbata) Extract on Growth and Invasion of
High and Low Metastatic Hepatocellular Carcinoma Cells

WANG Qian，CHEN Tingting，WANG Shoumei，ZHANG Shuhui

Integrative Medicine Hospital of Yueyang，Shanghai University of Traditional Chinese Medicine，Shanghai China 200437

Abstract: Objective: To study the effect of Scutellaria barbata ethanol extract on the growth，migration and invasion of hepatocellu-
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lar carcinoma ( HCC) cells and its mechanism． Methods: In the experiment，high and low metastatic HCC cell lines MHCC － 97H
and MHCC － 97L were selected，and the ethanol extracts of Scutellaria barbata with different concentrations ( 0． 25 g·L －1，

0． 5 g·L －1，1． 0 g·L －1，2． 0 g·L －1 and 3． 0 g·L －1 ) were used for intervention，and 50% maximum inhibitory concentration
( IC50) was selected as the subsequent experimental concentration． The cell proliferation was determined by CCK － 8 experiment
and plate cloning experiment; Cell cycle，apoptosis and the ratio of EpCAM and CD133 cells were detected by flow cytometry; Cell
migration rate was evaluated by cell scratch test; Transwell cell migration and invasion experiments were used to evaluate the inhi-
bition rate of cell migration and invasion; The stem cell characteristics of tumor cells were determined by cell spheroidization test;
Western blot was used to detect the expression level of cyclinD1，P27，Bcl － 2，Vimentin，ki － 67，Bax，E － cadherin protein． Six-
teen SPF grade 4 － week － old male BALB /c nude mice were divided into scutellaria barbata ethanol extract group
( 0． 97 g·kg －1 ) and control group，with 8 in each group，and 100 were injected subcutaneously into the left armpit of the nude
mice μL( 2 × 106 ) MHCC － 97H cells，after the diameter of the transplanted tumor was more than 0． 5 cm，the drug treatment was
started． The control group was given 0． 9% normal saline by gavage，and the volume change of the transplanted tumor was evalua-
ted every 5 days; After 35 days of administration，HE staining was used to detect the morphological changes and liver and lung me-
tastasis of the transplanted tumor; The expression level of Ki － 67 protein was detected by immunohistochemical staining． Results:
2． 0 g·L －1 is the best intervention concentration of ethanol extract of Scutellaria barbata． Compared with the control group，the
ethanol extract of Scutellaria barbata can significantly inhibit the proliferation of MHCC － 97H and MHCC － 97L cells，significantly
reduce the number of MHCC － 97H and MHCC － 97L cell clones，significantly increase the proportion of G0 /1 phase cells，signifi-
cantly reduce the proportion of S phase and G2 /M phase cells，significantly increase the rate of apoptosis，significantly reduce the
process of cell scratch healing，the number of cell migration and invasion，significantly reduce the volume of cell spherulation，the
number of cell spherulation The spheroid formation rate and the ratio of EpCAM + to CD133 + were significantly decreased，the ex-
pression level of cyclinD1，Bcl － 2，Ki － 67，and Vimentin protein was significantly decreased，and the expression level of P27，

Bax，and E － cadherin protein was significantly increased，the difference was statistically significant ( P ＜ 0． 05) ． Compared with
the control group，the volume of transplanted MHCC － 97H cells in the scutellaria barbata ethanol extract group was significantly
shortened ( P ＜ 0． 05) ，and the tumor mass and Ki － 67 protein expression level were significantly decreased ( P ＜ 0． 05) ． Histo-
morphological examination of liver and lung showed that the size and number of tumor metastasis in the ethanol extract group of
Scutellaria barbata significantly decreased ( P ＜ 0． 05) ． Histomorphological examination of the transplanted tumor showed that the
tumor cells in the control group were densely distributed and had mitotic activity in different degrees; The tumor tissue in the etha-
nol extract group of Scutellaria barbata showed obvious cell necrosis and apoptosis． Conclusion: The ethanol extract of Scutellaria
barbata can inhibit the growth and invasion of hepatoma cells by inhibiting cell proliferation，blocking the process of cell cycle，pro-
moting the apoptosis of hepatoma cells，regulating the epithelial － mesenchymal transformation and the expression of genes related
to stem cell characteristics．
Key words: ethanol extract of Banzhilian ( Scutellaria barbata) ; hepatocellular carcinoma; epithelial － mesenchymal transforma-
tion; stem cell characteristics; cell apoptosis; cell invasion; nude mouse

原发性肝癌是我国第 4 位常见恶性肿瘤及第 2
位致死肿瘤，严重威胁人民的生命安全和健康，其中

75% ～ 85% 原发性肝癌为肝细胞癌 ( hepatocellular
carcinoma，HCC) ，常由慢性乙型或丙型肝炎病毒感

染所致［1］。大多数 HCC 在中晚期才被确诊，选择合

理和规范化的多学科综合治疗可获得最佳疗效［2］。
肝癌以气血亏虚为本，肝失疏泄为基本病机，气血湿

热瘀毒互结为标，蕴结于肝，渐成症积，HCC 不同病

期分别采用疏肝理气、活血化瘀、清热解毒等扶正祛

邪、标本兼治的辨证论治法恢复肝主疏泄之功能，使

气血流畅，祛湿热瘀毒之邪，对控制症状、提高免疫

力、预防复发转移及提高生存质量等优势明显。以

往研究显示，清热解毒药半枝莲在原发性肝癌的治

疗中使用频率较高［3 － 5］。半枝莲为唇形科黄芩属植

物半枝莲的全草，具有清热解毒、散肿消痈等功效。
药理学及临床研究表明，半枝莲及其活性成分具有

良好的抗肿瘤作用，常用于肺癌、乳腺癌、胃癌、肝

癌、结直肠癌等恶性肿瘤的治疗［6 － 9］。本研究采用

高、低转移性 HCC 细胞系 MHCC － 97H 和 MHCC －
97L 探究半枝莲乙醇提取物对细胞增殖、迁移和侵

袭的抑制作用，并分析其作用机制。

1 材料

1． 1 动物及细胞株 SPF 级 4 周龄雄性 BALB /c
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裸鼠 16 只，体质量 18 ～ 20 g，购自上海西普尔 － 必

凯 实 验 动 物 有 限 公 司，动 物 生 产 许 可 证 号:

20180003007216。所有 小 鼠 均 饲 养 于 恒 温 ( 25 ±
2) ℃，湿度 50% ～ 60%的 SPF 环境中，高压灭菌后

的水和饲料随意进食。所有实验方案均按照实验动

物治疗和使用委员会的指南进行，并获得上海中医

药大学附属岳阳中西医结合医院伦理委员会批准，

伦理批准号: YYLAC － 2019 － 036 － 4 － 2。人高、低
转移性 HCC 细胞株 MHCC －97H 和 MHCC －97L 购

自北京北纳创联生物技术研究院。
1． 2 试剂 半枝莲( 产地: 浙江，上海中医药大学

附属岳阳中西医结合医院药剂科，货号: 0306901) ;

5 － 氟尿嘧啶( 美国 MCE 公司，货号: HY － 90006，规

格: 1 g /瓶) ; DMEM 高糖型培养基( 美国 Hyclone 公

司，货号: SH30243． 01 ) ; 胎牛血清 ( 美国 GIBCO 公

司，货号: 16000 － 044 ) ; 青链霉素混合液、结晶紫、
RNase A( 北京索莱宝科技有限公司，货号: P1400 －
100、C8470、R8020 － 25) ; CCK －8 试剂盒( 美国 Sig-
nalway Antibody 公司，货号: CP002 ) ; BCA 蛋白定量

试剂盒 ( 美国 Thermo Fisher Scientific 公司，货号:

PICPI23223) ; PI 染液( 上海七海复泰生物科技有限

公司，货号: C001 － 200 ) ; 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，货

号: C1063) ; CD133、EpCAM 抗体( 美国 Invitrogen 公

司，货号: 11 － 1339 － 42、A15782 ) ; CycinD1、P27 抗

体( 美国 Cell Signaling Technology 公司，货号: 2922、
3686) ; Bcl － 2、Bax、Ki － 67 抗体( 英国 Abcam 公司，

货号: Ab194583、Ab32503、Ab209897) ; E － cadherin、
GAPDH 抗体( 美国 Proteintech 公司，货号: 20874 －
1 － AP、60004 － 1 － Ig) ; Vimentin 抗体( 英国 Affinity
公司，货号: AF0292 ) ; 二抗( 上海誉源有限公司，货

号: 70678) 。
1． 3 仪器 精密电子天平( 德国 Sartorius 公司，型

号: CP225D) ; 高速离心机( 上海卢湘仪离心机仪器

有限公司，型号: TDZ4 － WS) ; CO2 恒温培养箱 ( 美

国 Thermo Fisher Scientific 公司，型号: Thermo Forma
3111) ; 酶标分析仪( 北京普朗新公司，型号: DNM －
9602) ; 显微镜( 上海蔡康光学仪器有限公司，型号:

XDS － 500C) ; Transwell 小室 ( 美国 COSTAR 公司，

型号: 3422) ; 流式细胞仪( 美国 BD 公司，型号: Ac-
curi C6) ; 凝胶成像系统( 上海天能生命科学有限公

司，型号: 5200) ; Leica 石蜡切片机、全自动免疫组织

化 学 仪 ( 德 国 Leica 公 司，型 号: RM2235、Bond

Max) 。

2 方法

2． 1 药物的制备 参考文献［10］介绍的方法制备

半枝莲 乙 醇 提 取 物，取 半 枝 莲 1 000 g，按 1 g∶
10 mL 的固液比加入体积分数 70% 乙醇，加热回流

提取 3 次，过滤后合并滤液，60 ℃ 真空干燥 3 d，最

后减压浓缩得到粉末，将得到的粉末制成浓度为

100 g·L －1的半枝莲乙醇提取物储备液，4 ℃冰箱备

用。
2． 2 细胞培养 人高、低转移性 HCC 细胞株 MH-
CC － 97H 和 MHCC － 97L 复 苏 后 置 于 含

100 U·mL －1 青链霉素混合液和 10% 胎牛血清的

DMEM 培养基中，5% CO2、37 ℃的培养箱中传代培

养。
2． 3 CCK － 8 实验 取 MHCC － 97H 和 MHCC －
97L 细胞，制成 3 × 104 mL －1 的细胞悬液，接种于 96
孔培养板中，每孔 100 μL，置于 5% CO2、37 ℃ 培养

箱中 培 养 过 夜，每 孔 加 入 100 μL 不 同 浓 度

( 0． 25 g·L －1、0． 5 g·L －1、1． 0 g·L －1、2． 0 g·L －1

和 3． 0 g·L －1 ) 的半枝莲乙醇提取物，对照组加入

等体积完全培养液，每组 3 个复孔，分别处理 0 h、
24 h、48 h、72 h、96 h 后弃培养液，每孔加入 100 μL
含 10%CCK －8 溶液的无血清必需培养基，5%CO2、
37 ℃培养箱中孵育 1 h 后，采用酶标仪检测 450 nm
波长处的吸光度值 ( optical density，OD) ，计算细胞

生长抑制率。以 50% 最大抑制浓度 ( half maximal
inhibitory concentration，IC50 ) 作为半枝莲乙醇提取

物组的实验浓度进行后续实验。根据实验设计，后

续实验设对照组、半枝莲乙醇提取物组和 5 － 氟尿

嘧啶组( 10 mg·L －1 ) 。
细胞生长抑制率 = ( 1 － 实验组 OD 值 /对照组

OD 值) × 100%
2． 4 平板克隆实验 取 MHCC － 97H 和 MHCC －
97L 细胞，制成 3 × 103 mL －1 的单细胞悬液，接种于

37 ℃培养皿中，每皿 1 mL，培养 24 h。按照 2． 3 项

所述进 行 分 组 及 给 药，每 组 3 个 复 孔，5% CO2、
37 ℃ 培养箱中继续培养 2 周，每隔 3 d 换液 1 次并

观察细胞状态，克隆完成后，PBS 洗涤 2 次，4% 甲醛

固定 15 min，加 1% 结晶紫染色 30 min，流水冲洗、
干燥，显微镜下观察并按文献介绍的方法计算细胞

克隆形成率［11］。
2． 5 细胞周期和凋亡实验 取 MHCC － 97H 和
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MHCC －97L 细胞，制成 3 × 105 mL －1的单细胞悬液，

分别接种在 6 孔板中，每孔 1 mL，培养 24 h。按照

2． 3 项所述进行分组及给药，每组 3 个复孔，继续培

养 72 h 后。细胞周期实验: 胰酶消化细胞，离心

5 min 后，PBS 洗涤 2 次，加入 － 20 ℃预冷的无水乙

醇 700 μL，于 4 ℃固定 24 h，继续离心 5 min，PBS 重

悬细胞，加入浓度为 100 mg·L －1 的 RNase A 溶液

100 μL，重悬沉淀细胞，避光下 37 ℃温浴 30 min，每

管加入浓度为 50 mg·L －1 的 PI 溶液 400 μL，避光

下 4 ℃ 孵育 10 min，进行流式细胞术检测和分析。
细胞凋亡实验: 胰酶消化细胞，离心 5 min 后 PBS 洗

涤 2 次，计数 10 × 104 个重悬细胞，离心 5 min，弃上

清，分别加入 195 μL Annexin V 和 5 μL FITC 结合

液混匀，避光下 4 ℃ 孵育 15 min; 再加入 PI 染色液

5 μL 混匀，避光下 4 ℃孵育 5 min，进行流式细胞术

检测和分析。
2． 6 细胞划痕、Transwell 迁移和侵袭实验 根据

文献［12］记载的方法进行实验。细胞划痕实验: 取对

数生长期 MHCC － 97H 和 MHCC － 97L 细胞，胰酶

消化后计数 8 × 105 个细胞接种于培养皿中，细胞分

组同 2． 3 项所述，培养 24 h 后弃培养液，用枪头划

去皿中细胞，PBS 冲洗，按实验分组给药处理后，置

于 37 ℃培养箱中培养 24 h。分别在划痕 0 h、24 h
取出培养皿，在倒置显微镜下拍照，使用 Image J 软

件测量划痕面积和宽度，计算细胞迁移率。细胞 Tr-
answell 小室迁移和侵袭实验: 先将 MHCC － 97H 和

MHCC －97L 细胞进行血清饥饿培养 24 h，在各组

Transwell 小 室 的 上 室 中 加 入 细 胞 密 度 为 2 ×
105 mL －1 的细胞悬液 0. 3 mL( 侵袭实验另需在小室

的上室中加入 80 μL 基质胶) ，分组同 2． 3 项所述，

对照组在 transwell 小室的下室中加入 0． 7 mL 含

10% FBS 的完全培养液; 半枝莲乙醇提取物组在 tr-
answell 小室的下室中加入 0． 7 mL 含 2 g·L －1半枝

莲乙醇提取物和 10% FBS 的完全培养液; 5 － 氟尿

嘧啶组在 transwell 小室的下室中加入 0． 7 mL 含

10 mg·L －1 5 － 氟尿嘧啶和 10% FBS 的完全培养

液，37 ℃培养 72 h 后甲醛固定，结晶紫染色后 PBS
洗涤，晾干，显微镜下计数迁移细胞数和侵袭细胞

数。
细胞迁移率 = ( 1 － 24 h 划痕宽度 /0 h 划痕宽

度) × 100%
2． 7 细胞成球实验 取 MHCC － 97H 和 MHCC －
97L 细胞，制成 1 × 104 mL －1 的细胞悬液，接种于 96

孔培养板中，每孔 100 μL，每组 3 个复孔，按 2． 3 项

所述进行分组给药后，用无血清成球培养基培养

14 d，期间每隔 3 d 换液 1 次，观察细胞成球状态，并

计算球体形成率。
球体形成率 = ( 成球细胞数 /接种细胞数) ×

100%
2． 8 干细胞标记 EpCAM + 和 CD133 + 细胞比例检

测 取 MHCC －97H 和 MHCC －97L 细胞，按 2． 3 项

所述进行实验分组给药后计数( 5 ～ 10 ) × 104 个重

悬细 胞，加 入 200 μL PBS、5 μL EpCAM 和 5 μL
CD133 抗体混匀，4 ℃避光 30 min，随即进行流式细

胞仪检测并分析结果。
2． 9 Western Blot 检测 按 2． 3 项所述进行实验

分组给药后，参考文献的方法提取 MHCC － 97H 和

MHCC －97L 细胞蛋白质［11］，用 BCA 蛋白试剂盒测

定蛋白浓度，制备 PAGE 胶、上样和电泳、转膜，用

5%脱脂奶粉封闭，加一抗 CyclinD1、P27、Bcl － 2、
Vimentin、Ki － 67( 稀释比例为 1∶1 000) 、Bax( 稀释

比例 1∶2 000) 、E － cadherin( 稀释比例 1∶5 000) 、
GAPDH( 稀释比例 1∶8 000) ) 和膜 4 ℃孵育过夜，

TBST 洗膜，加二抗( 稀释比例 1∶10 000) 与膜 37 ℃
孵育 1 h，洗膜后加入配制的 ECL 发光液，放入凝胶

成像系统检测蛋白表达，再用灰度分析软件进行结

果分析。
2． 10 裸鼠成瘤实验 将 16 只 BALB /C 裸鼠分为

半枝莲乙醇提取物组和对照组，每组 8 只。在每只

裸鼠左侧腋窝皮下注射 100 μL( 约 2 × 106 个) MH-
CC － 97H 细胞，SPF 级条件下喂养，按文献介绍的

方法［11］，每日观察裸鼠及移植瘤情况，待移植瘤直

径 ＞ 0． 5 cm 时 开 始 给 药 治 疗，给 药 剂 量 参 考 文

献［9］，半枝莲乙醇提取物组灌胃给予 0． 97 g·kg －1

的半枝莲乙醇提取物溶液，对照组每天灌胃给予

2. 0 mL 的 9 g·L －1生理盐水，隔 5 d 记录移植瘤的

长径( a) 和短径 ( b ) ，计算移植瘤的体积 ( 体积 =
1 /2 × a × b2 ) ［9］。灌胃 35 d 后处死裸鼠，取出肿瘤、
肝和肺组织置于 10%中性甲醛液固定。
2． 11 形态学和免疫组织化学检查 将移植瘤、肝
和肺组织进行取材，常规石蜡包埋，3 ～ 5 μm 厚石蜡

切片行 HE 染色和 Ki － 67 免疫组织化学染色。免

疫组化染色在全自动免疫组织化学仪中进行。显微

镜下进行形态学观察，免疫组织化学染色结果判读

参考文献进行［13］。
2． 12 统计学方法 采用 SPSS 25． 0 统计软件对数
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据进行统计分析，数据服从正态分布和方差齐性，计

量资料采用均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，两组间比较

采用独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差

分析，以 P ＜ 0． 05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3． 1 不同浓度半枝莲乙醇提取物对肝癌细胞增殖

和克隆形成的影响 与对照组比较，不同浓度半枝

莲乙醇提取物可明显抑制 MHCC － 97H 和 MHCC －

97L 细 胞 的 增 殖，且 呈 剂 量 － 时 间 依 赖 性 ( P ＜
0. 05) ，见图 1A，其中半枝莲乙醇提取物作用 72 h
的抑制作用最明显，通过 SPSS 软件分析显示半枝莲

乙醇提取物组干预 MHCC －97H 和 MHCC －97L 细胞

72 h 的 IC50 值分别为 2． 490 g·L －1及 2． 243 g·L －1，

见图 1B，后续实验选取 2． 0 g·L －1为半枝莲乙醇提

取物组药物浓度。与对照组比较，半枝莲乙醇提取

物可使 MHCC －97H 和 MHCC － 97L 细胞的克隆数

目明显减少( P ＜ 0． 01) ，见图 1C。

注: A: 细胞生长曲线; B: 细胞抑制率; C: 细胞平板克隆形成。与对照组比较，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01; 与半

枝莲乙醇提取物组比较，#P ＜ 0． 05; n = 3

图 1 不同浓度半枝莲乙醇提取物对 MHCC －97H 和 MHCC －97L 细胞生长的影响

3． 2 半枝莲乙醇提取物对细胞周期和细胞凋亡的

影响 与对照组比较，半枝莲乙醇提取物组 MHCC －
97H 和 MHCC －97L 细胞中 G0 /G1 期细胞比例显著

增加( P ＜ 0． 01) ，S 期和 G2 /M 期细胞比例显著减少

( P ＜ 0． 01) ，表明半枝莲乙醇提取物将细胞周期停

滞于 G0 /G1 期。此外，与对照组比较，半枝莲乙醇

提取物显著促进 MHCC － 97H 和 MHCC － 97L 细胞

凋亡( P ＜ 0． 01) ，见图 2。
3． 3 半枝莲乙醇提取物对细胞划痕愈合、迁移和侵

袭的影响 与对照组比较，半枝莲乙醇提取物组

MHCC － 97H 和 MHCC － 97L 细胞的划痕愈合进程

明显缩短 ( P ＜ 0． 05 ) ，细胞侵袭的数目明显减少

( P ＜ 0． 05 ) ; MHCC － 97L 细胞迁移数目明显减少

( P ＜ 0. 05) 。见图 3。
3． 4 半枝莲乙醇提取物对细胞成球和干细胞特性

的影响 与对照组比较，半枝莲乙醇提取物组 MH-
CC －97H 和 MHCC － 97L 细胞成球体积明显变小，

细胞球体形成率明显降低( P ＜ 0． 01) ，见图 4A。流

式细胞术分析显示，与对照组比较，半枝莲乙醇提取

物组 EpCAM + 与 CD133 + 细胞比例显著下降 ( P ＜
0. 01) ，见图 4B。
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注: A: 细胞周期流式检测图; B: 细胞周期分布比较; C: 左侧为细胞凋亡流式检测图，右侧为细胞凋亡指数比较; 与对照组比

较，＊＊P ＜ 0． 01; 与半枝莲乙醇提取物组比较，#P ＜ 0． 05; n = 3

图 2 半枝莲乙醇提取物对 MHCC －97H 和 MHCC －97L 细胞周期和凋亡的影响

3． 5 半枝莲乙醇提取物对细胞周期、凋亡及上皮间

质转化相关蛋白表达的影响 与对照组比较，半枝

莲乙醇提取物组 MHCC － 97H 和 MHCC － 97L 细胞

周期和凋亡相关蛋白 Cyclin D1、Bcl － 2、Ki － 67 表

达水平明显降低 ( P ＜ 0． 05 ) ，P27、Bax 表达水平明

显上调( P ＜ 0． 05) ; 上皮间质转化相关蛋白 E － cad-
herin 表达水平明显上调( P ＜ 0． 05 ) ，Vimentin 表达

水平明显下调( P ＜ 0． 05) 。见图 5。

3． 6 半枝莲乙醇提取物对裸鼠移植瘤生长及肝、肺
转移的影响 与对照组比较，半枝莲乙醇提取物组

MHCC －97H 细胞移植瘤体积明显缩小( P ＜ 0． 05) 。
见图 6A。移植瘤组织形态学检查显示，对照组肿瘤

细胞呈弥散致密排列、有不同程度有丝分裂活性; 半

枝莲乙醇提取物组肿瘤组织可见明显的坏死和凋

亡。见图 6B。免疫组织化学分析表明，与对照组比

较，半枝莲乙醇提取物组 Ki － 67 蛋白染色减少，见
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图 6C。肝、肺组织形态学检查显示，与对照组比较，

半枝莲乙醇提取物组移植瘤肝、肺转移灶的大小和

数目明显降低( P ＜ 0． 05) 。见表 1，图 7。

注: A: 细胞划痕试验; B: 细胞迁移实验; C: 细胞侵袭试验。左侧为光镜下观察得到的图片( × 200) ，右侧为计数资料比较;

与对照组比较，＊＊P ＜ 0． 01; 与半枝莲乙醇提取物组比较，#P ＜ 0． 05; n = 3

图 3 半枝莲乙醇提取物对 MHCC －97H 和 MHCC －97L 细胞划痕、迁移和侵袭的影响

注: A: 细胞成球情况( × 200) ; B: 干性标记 EpCAM + 和 CD133 + 流式细胞术分布图; 左侧为代表性图片，右侧为

计数资料比较。与对照组比较，＊＊P ＜ 0． 01; 与半枝莲乙醇提取物组比较，#P ＜ 0． 05; n = 3

图 4 半枝莲乙醇提取物对 MHCC －97H 和 MHCC －97L 细胞成球和干细胞特性的影响
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注: A: Western Blot 蛋白条带图片; B: 蛋白表达定量分析。与对照组比较，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01; n = 3

图 5 半枝莲乙醇提取物对 MHCC －97H 和 MHCC －97L 细胞周期、凋亡及上皮间质转化相关蛋白表达水平的影响

注: A: 移植瘤的大体形态和生长曲线; B: 移植瘤组织形态学( HE 染色，× 200) ; C: 移植瘤 Ki － 67 免疫组化染

色( × 400) 。与对照组比较，* P ＜ 0． 05; n = 8

图 6 半枝莲乙醇提取物对 MHCC －97H 细胞裸鼠移植瘤生长、肝肺转移的影响
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图 7 半枝莲乙醇提取物对 MHCC －97H 细胞裸鼠移植瘤肺和肝转移的影响( HE 染色，×200)

表 1 半枝莲乙醇提取物对移植瘤肝、

肺转移的影响 ( 珋x ± s)

组别 n
肺组织瘤

转移灶 /个

肝组织瘤

转移灶 /个

对照组 8 16． 53 ± 4． 3 11． 45 ± 3． 2

半枝莲乙醇提取物组 8 9． 21 ± 3． 9* 7． 87 ± 2． 6*

注: 与对照组比较，* P ＜ 0． 05

4 讨论

肝细胞癌恶性程度较高，易发生侵袭和转移，术

后较高的复发和转移率是治疗肝癌的重大障碍。中

医上无“肝癌”这一病名，肝癌的“积聚”“癥瘕”“臌

胀”“胁痛”“黄疸”等临床症状与中医经典著作《内

经》中的“积”病相似，因此，众多中医专家采用扶正

祛邪、活血化瘀、疏肝理气、解毒抑瘤等法治疗肝

癌［14 － 15］，发挥了中草药独特的功效和协同干预作用，

在临床广泛应用于抑制肿瘤进展和转移。半枝莲是

中医学领域中常用的抗肿瘤组方药物，已有研究报

道，半枝莲可抑制多种肿瘤如非小细胞肺癌、结直肠

癌、胰腺癌、肝癌和胃癌的增殖和侵袭转移［16 － 20］。
细胞增殖与凋亡的稳态失衡是肿瘤的发病机制

之一，因此，可通过抑制细胞增殖，阻滞细胞周期的

进展，促进细胞凋亡，从而减缓肝癌细胞的发展。研

究显示，半枝莲乙醇提取物作用 Hep － G2 细胞 72 h

后，可促使早期凋亡细胞增多，G0 /G1 期细胞增多，

S 期细胞减少，阻滞细胞周期进展，抑制肝癌细胞生

长［21］。半枝莲主要活性成分木犀草素通过促进细

胞凋亡和阻滞细胞周期 G0 /G1 期( Huh 7 细胞) 或
G2 /M 期( HepG2 ) ，调控多个细胞周期和凋亡相关

基因包括 cyclinA、cyclinB1、cyclinD1、cyclinE、CDK1、
CDK2、CDK4、CDK6、p21、p27、Bax 和 Bcl － 2 等的表

达［13］，抑制肝癌细胞生长。细胞周期的相关蛋白，

特别是 CyclinD1 在很多肿瘤细胞中高表达，加速了

细胞 周 期 进 展，在 细 胞 增 殖 中 起 到 癌 基 因 的 作

用［22 － 23］。Bcl － 2 和 Bax 是调控凋亡的蛋白，两者形

成二聚体而又互相拮抗，当机体受到外界异常刺激

后，若 Bcl － 2 表达高于 Bax 时，抑制细胞凋亡; 若
Bax 表达高于 Bcl － 2 时，激活 Caspase － 3 蛋白表

达，从而促进细胞凋亡［24］。半枝莲乙醇提取物作用

人肝癌 SMMC －7721 细胞后，使得 Caspase － 3 蛋白

表达显著上升，Bcl － 2 和 Survivin 蛋白表达明显下

降，促进细胞凋亡［25］。本研究结果显示，半枝莲乙

醇提取物显著抑制 MHCC － 97H 和 MHCC － 97L 细

胞的体外增殖和体内移植瘤生长，其机制与降低
CyclinD1、Bcl － 2、Ki － 67 蛋白表达水平，提高 P27
和 Bax 蛋白表达水平，阻滞细胞周期于 G0 /G1 期，

促进细胞凋亡等有关。
恶性肿瘤细胞的侵袭与转移在肿瘤相关死亡中
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起着关键作用。EMT 标志物 E － cadherin 和 Vimen-
tin 是 HCC 进程和侵袭的决定性分子［12］。研究显

示，半 枝 莲 乙 醇 提 取 物 通 过 阻 断 TGF － β /Smad /
AMPK 信号通路，上调 E － cadherin 蛋白表达水平，

下调 N － cadherin 和 Vimentin 蛋白表达水平，逆转

TGF － β 诱导的上皮间质转化，抑制肝癌 HepG2 细

胞迁移及侵袭［26］。课题组前期的研究显示，半枝莲

提取物可降低 HBV 阳性肝细胞癌 HepG2． 2． 15 和

Hep3B 细胞的划痕愈合率，抑制细胞的迁移和侵

袭［9］。此外，半枝莲乙醇提取物也可抑制 HepG2 肝

癌细胞侵袭和迁移，诱发细胞自噬，该作用与半枝莲

提取物抑制 Raf /MEK /ERK 信号通路有关［27］。本

研究结果显示，半枝莲乙醇提取物可下调 Vimentin
蛋白表达水平，上调 E － cadherin 蛋白表达水平，降

低细胞划痕愈合率，减少迁移和侵袭细胞数目。
肿瘤干细胞具有较强的增殖和自我更新能力，

与肿瘤细胞耐药、复发、转移和不良预后密切相关。
研究显示，肿瘤干细胞标志物 EpCAM 和 CD133 参

与肝癌恶性进程的发展，通过免疫组化检测到这两

个指标在肝癌组织中的阳性表达率明显高于癌旁组

织［28］，EpCAM 和 CD133 的高表达可提示肝癌患者预

后不良。本研究也显示，半枝莲乙醇提取物可降低干

细胞 EpCAM + 与 CD133 + 细胞数量及球体形成，与

Liu 等［29］的研究报道相同，提示半枝莲乙醇提取物可

通过调控干细胞特性相关分子，抑制肝癌 MHCC －
97H 和 MHCC －97L 细胞的侵袭和转移能力。

综上所述，半枝莲乙醇提取物可通过抑制细胞

增殖、阻滞细胞周期进程、促进肝癌细胞凋亡、调控

上皮间质转化和干细胞特性相关基因表达抑制肝癌

MHCC － 97H 和 MHCC － 97L 细胞体内外生长和侵

袭，为临床上半枝莲乙醇提取物治疗 HCC 提供理论

依据。
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