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南蛇藤乙酸乙酯提取物诱导HepG2
细胞凋亡的实验研究

熊熙, 张馨, 李平, 汪茂荣（解放军第81医院 全军肝病中心，南京 210002）

摘要：目的 探讨南蛇藤乙酸乙酯提取物诱导肝癌细胞HepG2凋亡的作用。方法 Hoechst33342/PI染色

后，在荧光显微镜下观察经南蛇藤乙酸乙酯提取物诱导的HepG2细胞凋亡后细胞及细胞核的形态变

化；应用琼脂糖凝胶电泳观察细胞晚期凋亡形成的“DNA梯带”。结果 随着南蛇藤乙酸乙酯提取物

浓度的增加，HepG2细胞生长被抑制，凋亡细胞增多。同时，随着作用时间的延长，细胞凋亡的数

量增多；30 μg/ml的南蛇藤乙酸乙酯提取物作用细胞24 h后，可观察到明显的“DNA梯带”。随着

南蛇藤乙酸乙酯提取物作用剂量的提高，DNA梯带更加明显。结论 南蛇藤乙酸乙酯提取物可诱导

HepG2细胞凋亡，具有量效关系和时间依存性。
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Study on acetoacetate extractive of Celastrus orbiculatus Thunb. in inducing the apoptosis of human 
hepatocellular liver carcinoma cell line (HepG2) in vitro
XIONG Xi, ZHANG Xin, LI Ping, WANG Mao-rong (Liver Disease Center of PLA, The 81st Hospital of 
PLA, Nanjing 210002, China)
Abstract: Objective To investigate the inducing effect of acetoacetate extractive of Celastrus orbiculatus Thunb. 
on the apoptosis human hepatocellular liver carcinoma cell line (HepG2).  Methods  HepG2 cells induced by the 
acetoacetate extractive of C.articulatus Thunb. were observed under fluorescence microscope after Hoechst33342/PI 
ambi-fluorescent staining; the apoptotic HepG2 cells’ degree of DNA were analyzed by agarose gel electrophoresis. 
Results  The acetoacetate extractive of C.articulatus Thunb. could obviously inhibit the cells growth and induced 
apoptosis of HepG2 cells in a time- and dose-dependent manner. While the control group had not been inhibited due to 
the gradual proliferation. There was obvious DNA ladder after a 24-hourstreatment of 30 μg/ml acetoacetate extractive 
of C.articulatus Thunb. effect cell. As the dose of the acetoacetate extractive of C.articulatus Thunb. increased, DNA 
ladder was more obvious.  Conclusions  Experiments showed that the acetoacetate extractive of C.articulatus Thunb. 
can induce the apoptosis of HepG2 cells in an obvious dose-and time-dependent manner.
Key words: Celastrus orbiculatus Thunb.; Human hepatocellular liver carcinoma cell line (HepG2); Apoptosis; 
Agarose gel electrophoresis

南蛇藤（Celastrus orbiculatus Thunb.）为卫矛

科南蛇藤属（celastrus）植物，在世界各地广泛分

布，其藤茎、根、叶、果均可入药，具有祛风、除

湿、活血、解毒、消肿等功效[1]。现代药物化学研

究证实南蛇藤中提取的多种有效成分具有较好的抗

肿瘤活性[2-5]。目前国内外对南蛇藤抑制肿瘤细胞增

殖、黏附、侵袭、迁移，抑制肿瘤血管生成的研究

有一些报道[6-15]，但关于南蛇藤乙酸乙酯提取物诱
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导肝癌细胞凋亡的研究尚不多见[16]。为此，本研究

通过对HepG2细胞进行体外培养，观察南蛇藤乙酸

乙酯提取物对肿瘤细胞凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器 南蛇藤乙酸乙酯提取物由扬

州大学刘延庆教授惠赠。DMEM高糖液体培养基

（美国HyClong公司）；胎牛血清（美国ExCell公
司）；Hoechst33324染色试剂盒（日本株式会社同

仁化学研究所）；碘化丙啶（美国Sigma公司）；

细胞凋亡-DNA Ladder抽提试剂盒（美国Biovision
公司）。荧光倒置相差显微镜（日本OLYMPUS公
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司）；凝胶电泳槽（美国Bio-rad公司）；台式水平

离心机（安徽科大创新公司）；超净工作台（苏州

安泰公司）；CO2培养箱（美国NAPCO公司）；

MDF-1155ATN超低温冰箱（美国Revco公司）；低

温离心机（德国Eppendorf公司）。

1.2 细胞系及培养 HepG2细胞购自中国科学研究

院上海细胞研究所，在含10%胎牛血清的DMEM
（含100 U/ml的青霉素和100 U/ml的链霉素培养

液），在37 ℃、5% CO2培养箱中培养，按1∶3的
比例2天传代1次。

1.3 细胞形态的观察 将1×10 5处于对数生长期的

HepG2细胞接种于含有玻片的12孔板中，待细胞

生长至约80%时，分别加入终浓度为60 μg/ml、
120 μg/ml和240 μg/ml的南蛇藤乙酸乙酯提取物

100 μl，同时设阴性对照组，应用等体积DMEM
培养液替代南蛇藤乙酸乙酯提取物。用PBS制
备30 μmol/L的Hoechst33342染液，按1∶9比例

（V/V）加入到12孔板中，每孔100 μl 33342染
液和5 μl PI，895 μl DMEM培养液；37 ℃，5% 
CO2孵育10分钟，将玻片取出，用PBS小心洗涤细

胞2次，在荧光显微镜下分别用350 nm和460 nm波

长激发进行观察。

1.4 琼脂糖凝胶电泳DNA梯度检测 取正常对数生长

期的HepG2细胞，重悬于10%胎牛血清培养液，置

入37 ℃、5%CO2培养箱中培养24 h，使细胞生长

同步化。用倍比稀释浓度120 μg/ml、60 μg/ml、
30 μg/ml、15 μg/ml的南蛇藤乙酸乙酯提取物处理

对照组以同体积细胞培养液替代。培养24 h后，

1%胰酶消化液消化，离心收集细胞，冷PBS进行

冲洗，再次进行冲洗离心，弃上清。PBS重悬细

胞，并对细胞进行计数，使各样品中细胞数约2 × 
106个，500 g离心5分钟。室温下，每样品中加入

50 μl DNA提取液，混匀，裂解10秒钟。1600 g
（4500 rpm）离心5分钟，收集上清，为充分裂

解细胞重复第3步，混合上清。加入5 μl酶A到上

清中，剧烈混匀，37 ℃培养箱中孵育10分钟。加

入5 μl酶B到上清中，剧烈混匀，50 ℃水浴箱中

消化过夜。缓慢吸出上清液约110 μl，加入5 μl醋
酸铵和100 μl异丙醇，混匀。此时可见DNA沉淀

产生，置入-20 ℃冰箱，冻存过夜。溶解上清，

4 ℃离心10分钟（16 000g），弃上清。沉淀物加

入70%乙醇500 μl，轻轻混匀。4 ℃离心10分钟

（16 000g），弃上清。尽量吸除残余的乙醇，

加入TE30 μl溶解DNA[17]。取5 μl DNA样品于1.2 %琼

脂糖凝胶电泳，溴乙锭染色后，紫外灯下观察。

2 结果

2.1 南蛇藤乙酸乙酯提取物诱导HepG2细胞凋亡的

形态学观察 对照组细胞经Hoechst染色后，细胞核

形态呈圆形，淡蓝色，内有较深的蓝色颗粒，不被

PI染色。经南蛇藤乙酸乙酯提取物处理后HepG2细
胞见到典型的细胞凋亡形态变化：细胞体积缩小，

细胞核呈分叶、碎片状、边集，凋亡小体形成等。

南蛇藤乙酸乙酯提取物HepG2细胞经药物干预后逐

渐出现凋亡，且凋亡数量及程度与南蛇藤乙酸乙酯

图 1 南蛇藤乙酸乙酯提取物对 HepG2 细胞凋亡的影响
注：随着南蛇藤乙酸乙酯提取物浓度的增加和作用时间的延长，HepG2 细胞凋亡程度逐渐增加（Heochst 33342/PI 双染色，×400）
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提取物作用时间和作用浓度呈正相关（图1）。

2.2 南蛇藤乙酸乙酯提取物对HepG2细胞DNA的影

响 南蛇藤乙酸乙酯提取物作用于HepG2细胞24 h
后，可以观察到明显的DNA梯带形成。随着南蛇藤

乙酸乙酯提取物剂量的提高，DNA梯带更加明显，

存在一定的量效关系。在相同南蛇藤乙酸乙酯提取

物作用浓度条件下，48 h作用下形成的DNA梯带比

24 h条件下形成的DNA梯带更加明显，即存在一定

的时效关系（见图2）。

3 讨论

真核细胞在不利的生长环境下均可出现细胞凋

亡[18]，肿瘤细胞也不例外。目前所用的抗癌药物对

敏感细胞都诱导凋亡[19,20]。细胞凋亡不仅表现在细

胞形态学上的变化，同时伴随有胱冬蛋白酶和效应

胱冬蛋白酶的激活、细胞质膜外表面磷脂酰丝氨酸

的暴露（可通过锚定蛋白V的结合而被检测到）、

多聚ADP-核糖聚合酶（PARP）的降解和核DNA的

断裂等生物化学反应的发生。一般将磷脂酰丝氨酸

的暴露作为早期凋亡的指标，核DNA断裂（形成

“DNA梯带”）作为晚期凋亡的指标[18]。正是这些

细胞凋亡过程的特有表现—生物化学伴随着生物信

号转导的全过程，为研究细胞发生早、中、晚三期

的凋亡事件提供条件。通过形态学的差异来评估细

胞凋亡指数的定量检测有一定的局限性，故有必要

对细胞凋亡的比例等情况进行进一步分析，并对南

蛇藤乙酸乙酯提取物诱导的HepG2凋亡或细胞坏死

进行鉴别。

本研究通过观察细胞形态学变化发现，南蛇

藤乙酸乙酯提取物具有明显的诱导HepG2细胞发生

细胞凋亡的作用，并呈现明显的药物剂量关系及

时间依赖性。结合南蛇藤诱导HepG2细胞早期凋

亡（Annexin V-PI检测数据）[16]和晚期凋亡（细胞

DNA降解分析）观察表明，随着南蛇藤乙酸乙酯提

取物剂量的提高与作用时间的延长，凋亡细胞的数

量和程度在一定范围内逐渐增强，提示南蛇藤引起

的肝癌细胞的凋亡呈时间依赖性与剂量依赖性。经

南蛇藤乙酸乙酯提取物处理48 h后，凋亡与剂量的

关系并不明显，120 μg/ml南蛇藤乙酸乙酯提取物作

用HepG2细胞形成的“DNA梯带”在这一时间点最

明显。

本研究表明南蛇藤乙酸乙酯提取物促进肝癌细

胞凋亡可能是体外抗肿瘤作用的主要途径之一，但

仍需进一步在活体内验证其抗肝癌及诱导肝癌凋亡

的作用。同时，通过研究胱冬蛋白酶（caspase）激

活通路及不依赖胱冬蛋白酶激活通路，从而揭示南

蛇藤乙酸乙酯提取物体外诱导HepG2细胞凋亡的机

制，为从分子水平揭示中药的作用机制、筛选新的

抗癌中药提供一定的理论依据。
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