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　　摘　要：目的　探讨青蒿素对细胞株 ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响。方法　采用 ＭＴＴ法检测青蒿素对 ＨｅｐＧ２细胞作用后的增

殖抑制率，流式细胞术检测药物作用 ＨｅｐＧ２后细胞周期及细胞凋亡的情况。结果　８０μｍｏｌ／Ｌ的青蒿素对肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２

具有增殖抑制作用，其抑制率呈剂量、时间依赖效应，可使 ＨｅｐＧ２细胞周期阻滞于 Ｇ０／Ｓ期，并诱导肝癌细胞发生凋亡。结论　

青蒿素能抑制肝癌 ＨｅｐＧ２细胞增殖。
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　　青蒿素是中药黄花蒿中提取的含有过氧基团的倍半萜内

酯类药物，二氢青蒿素、青蒿琥酯、蒿甲醚、蒿乙醚等是青蒿素

的重要衍生物。黄花蒿为我国一种传统的中药，其提取物青蒿

素及其衍生物具有很强的抗疟疾、抗白血病和免疫调节功能的

作用，已经广泛用于治疗疟疾。近年来，有学者发现青蒿素具

有抗肿瘤活性，可以抑制肿蝊细胞的增殖，而且对正常细胞未

见明显影响，不良反应小，其潜在的抗癌活性越来越受到关注，

成为当前研究热点之一［１６］。研究还发现，青蒿素对胃癌、结肠

癌、胰腺癌、白血病、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、前列腺癌、非小细

胞肺癌等肿瘤细胞都具有一定的增殖抑制或杀伤作用［１，２，５，７］，

但对肝癌的作用研究甚少。因此，本研究旨在观察青蒿素对肝

癌细胞株 ＨｅｐＧ２细胞增殖抑制作用、细胞生长曲线、细胞活力

的影响，为青蒿素作为一种新的抗肝癌中药提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验菌株　人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞株，购于中科院上海细

胞生物研究所。

１．１．２　试剂与仪器　青蒿素由西安森卓生物科技有限公司提

供；ＲＰＭＩ１６４０增养液由赛默飞世尔生物化学制品（北京）有

限公司提供；小牛血清ＧＩＢＩＣＯ公司提供；ＰＢＳ缓冲液（１×）由

北京索莱宝科技有限公司提供；胰酶ＥＤＴＡ混合液、青链霉素

混合液（１００×）由北京索莱宝科技有限公司提供；噻唑蓝

（ＭＴＴ）由Ａｍｒｅｓｃｏ公司提供；二甲基亚枫（ＤＭＳＯ）由北京索

莱宝科技有限公司提供；周期试剂盒和凋亡试剂盒均由美国

ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ提供；全自动酶标仪 ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３（ＵＳＡ）；

ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡＴＭ（ＵＳＡ）流式细胞仪。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养与实验分组　体外培养人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞，

以含１００Ｕ／ｍＬ青霉素，１００Ｕ／ｍＬ链霉素，１０％ＦＢＳ的 ＲＰ

ＭＩ１６４０培养液在３７℃５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养，取生长良

好并处于对数生长期的 ＨｅｐＧ２细胞进行实验。实验分成对照

组及青蒿素组。

１．２．２　ＭＴＴ法检测青蒿素对细胞增殖抑制率的影响　取处

于对数生长期的 ＨｅｐＧ２细胞，细胞浓度为１×１０
４ 个／Ｌ，按每

孔１００μＬ／孔接种于９６孔细胞培养板，待４ｈ细胞贴壁后，分

别加入预先制备好的含青蒿素２０、４０、６０、８０、１６０、２００μｍｏｌ／Ｌ

的完全培养液，每孔设４个复孔，对照组加等量的ＲＰＭＩ１６４０

培养液。分别培养２０、４４、６８ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）

２０μＬ，继续培养４ｈ，吸取并丢弃上清液，每孔加入１５０μＬ

ＤＭＳＯ，于恒温振荡仪中以１００ｒ／ｍｉｎ避光室温下振荡１０ｍｉｎ，

最后在酶标仪中以波长为４９０ｎｍ测定每孔光密度（犇值）。实

验重复４次，按公式计算出细胞生长抑制率，以青蒿素各浓度

组为横坐标，抑制率为纵坐标绘制抑制曲线，抑制率（％）＝

（１－犇实验组／犇对照组）×１００％

１．２．３　流式细胞仪测定细胞周期及细胞凋亡情况　于７５ｃｍ

培养瓶中培养 ＨｅｐＧ２细胞，以 ＭＴＴ结果选有效药物浓度８０
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μｍｏｌ／Ｌ青蒿素处理４８ｈ后，胰酶消化、离心并收集实验组细

胞及对照组细胞。按细胞周期试剂盒及凋亡试剂盒的说明书

进行操作，最后上机检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学处理，计

量资料用狓±狊表示，采用单因素方差分析，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ法检测青蒿素作用于 ＨｅｐＧ２细胞增殖影响及绘制

细胞增殖抑制率　青蒿素对 ＨｅｐＧ２细胞有增殖抑制作用且呈

现量效、时间依赖性。同一作用时间的药物浓度越高，细胞增

殖抑制率也随着增高；同一药物浓度的不同作用时间的延长，

细胞增殖抑制率也随着增高。不同青蒿素浓度之间比较，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）；不同作用时间相比较，差异也有统

计学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　青蒿素对 ＨｅｐＧ２细胞的抑制作用（狓±狊，μｍｏｌ／Ｌ）

作用

时间

青蒿素浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

４０ ６０ ８０ １６０ ２００

２４ｈ ９．４９±３．５２ １４．６３±１．８５ １９．３１±４．７３ ２９．０１±１．７０ ３５．０７±４．１９

４８ｈ １９．３８±１．６３ ２５．３８±１．１１ ３３．２７±２．００ ３８．８８±３．００ ４６．１２±１．１３

７２ｈ ２６．６１±１．６４ ３６．２１±２．９７ ４６．８３±１．７５ ５４．６２±３．４７ ５８．４７±０．７３

２．２　青蒿素对 ＨｅｐＧ２细胞增殖抑制率　用高倍显微镜观察

８０μｍｏｌ／Ｌ青蒿素对 ＨｅｐＧ２细胞增殖抑制率的影响。青蒿素

对 ＨｅｐＧ２细胞有增殖抑制作用，可使肿瘤细胞发生肿胀、缩

小、裂解、坏死，作用时间愈长愈明显，其镜下表现见图１。

　　Ａ：药物作用２４ｈ后细胞生长情况；Ｂ：药物作用４８ｈ后细胞生长情况；Ｃ：药物作用７２ｈ后细胞生长情况。

图１　　高倍显微镜下细胞生长情况（×１００）

２．３　 青蒿素对 ＨｅｐＧ２细胞细胞周期的影响 　 检测 ８０

μｍｏｌ／Ｌ青蒿素作用 ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ后，与对照组相比，可使

细胞周期明显阻滞于Ｇ０／Ｓ期。两组之间比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），见表２、图２。

表２　　８０μｍｏｌ／Ｌ青蒿素作用于 ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ对

　　　细胞周期的影响（狓±狊，μｍｏｌ／Ｌ）

组别
细胞周期

Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

对照组 ６４．５７±２．２４ １１．２５±２．１６ ２４．１８±２．２２

青蒿素组 ７１．０８±１．９８ １２．０５±１．４７ １６．８７±１．５２

　　Ａ：对照组；Ｂ：青蒿素组。

图２　　８０μｍｏｌ／Ｌ青蒿素作用于 ＨｅｐＧ２

细胞４８ｈ流式细胞周期检测图

２．４　青蒿素对 ＨｅｐＧ２细胞凋亡的影响　检测８０μｍｏｌ／Ｌ青

蒿素作用 ＨｅｐＧ２细胞，使细胞发生凋亡，在双染法流式细胞术

检测图中Ｑ１（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－／ＰＩ＋）代表坏死细胞；Ｑ２（Ａｎｎｅｘｉｎ

Ｖ＋／ＰＩ＋）代表晚期凋亡细胞和继发坏死细胞；Ｑ３（Ａｎｎｅｘｉｎ

Ｖ＋／ＰＩ－）代表早期凋亡的细胞；Ｑ４（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－／ＰＩ－）代表

正常活细胞，在本实验中可见药物作用后其凋亡实相发生于早

期凋亡及晚期凋亡，两组之间比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。见表３、图３。

表３　　８０μｍｏｌ／Ｌ青蒿素作用于 ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ

　　　对细胞凋亡的影响（狓±狊，μｍｏｌ／Ｌ）

组别
象限

Ｑ１ Ｑ２ Ｑ３ Ｑ４

对照组 １．５５±０．０７ ２．００±０．３６ ２．４３±０．２４ ８９．１０±０．６１

青蒿素组 １．６２±０．２３ ２．９５±０．１４ ５．７１±０．３１ ８７．１０±０．５１

　　Ａ：对照组；Ｂ：青蒿素组。

图３　　检测８０μｍｏｌ／Ｌ青蒿素作用于 ＨｅｐＧ２细胞

４８ｈ的流式细胞凋亡图

３　讨　　论

肝癌是消化系恶性肿瘤，其细胞增殖能力极强，恶性程度

高［８］。目前肝癌的主要治疗方法是手术切除、肝移植，但手术

切除后的复发率高，晚期肝癌治疗是以化疗为主，而目前肝癌

对西药常用化疗药物极易出现多重耐药性［９］。因此探索抗癌

２２ 重庆医学２０１５年１月第４４卷第１期



中药是目前治疗肝癌的非手术治疗途径之一，中药治疗肝癌具

有一定优势［１０］。本实验就青蒿素对肝癌细胞生长的影响进行

进一步研究。

青蒿素是从中药植物黄花蒿中提取的一种生物有效成分，

其在抗疟疾治疗上有确切的疗效，青蒿素抗疟疾的作用机制是

通过铁离子介导而形成内过氧化桥，并产生活性氧离子（ＲＯＳ）

和以碳为核心的自由基，后者的作用是能使细胞发生分子损伤

和细胞死亡。铁是细胞内的重要元素，特别在增殖旺盛的癌细

胞中含量极其丰富，在一定条件下高价态的铁可转变为亚铁状

态。恶性肿瘤细胞生长过程中需要大量的 Ｆｅ２＋作为合成去氧

核糖的原料，因此癌细胞表面存在着大量的铁转运蛋白受体。

肝癌细胞作为一种恶性肿瘤细胞，其Ｆｅ２＋含量要较正常肝细

胞大得多，并且铁转运蛋白受体只存在于恶性瘤细胞的表面，

因此利用青蒿素与癌细胞的铁转运蛋白受体结合，可起到靶位

点的作用，从而提高药物在肿瘤细胞中的浓度而起到毒杀作

用［１１１２］。邓小荣等［１３］的实验发现，青蒿素可使肝癌细胞发生

死亡，在癌细胞中加入全转铁蛋白后，敏感性有所增强，故青蒿

素对人肝癌细胞的选择性增强，毒性强于对照组。Ｓｉｎｇｈ等
［１４］

已经成功地用Ｆｅ２＋青蒿素处理人白血病 Ｍｏｌｔ４细胞，发现它

可以有选择性且有效地杀灭肿瘤细胞，而青蒿素对正常细胞几

乎无毒性。因此，青蒿素与肿瘤细胞结合具有一定的靶向性。

本研究用流式细胞术分析青蒿素作用４８ｈ对细胞周期及

凋亡影响的结果显示：与阴性对照组相比，Ｇ０／Ｇ１ 期、Ｓ期细胞

比例增高，而Ｇ２／Ｍ 期比例下降，表明青蒿素可阻滞细胞周期

使癌细胞生长出现停滞。说明青蒿素类药物可以阻滞细胞周

期，使细胞停止生长，诱导细胞进一步发生凋亡，但具体的作用

机制仍需进一步探讨。

本实验发现青蒿素作用于 ＨｅｐＧ２细胞，使细胞发生凋亡，

其凋亡实相发生于早期凋亡及晚期凋亡。Ｄｉｓｂｒｏｗ 等
［１５］经体

外实验证实，二氢青蒿素和青蒿琥酯对 ＨｅＬａ细胞具有较强的

毒性作用，其机制是通过激活线粒体Ｃａｓｐａｓｅ途径起到诱导细

胞凋亡的作用。Ｄｅｌｌ′Ｅｖａ等
［１６］还证实，青蒿琥酯可以诱导Ｋａ

ｐｏｓｉ肉瘤细胞发生凋亡，并呈现出剂量依赖性，而正常细胞并

不被青蒿琥酯诱导凋亡。董海鹰等［１７］用青蒿素处理 ＨｅＬａ细

胞后得出，ＨｅＬａ细胞发生凋亡，并在电镜下观察发现细胞中

可见到典型的凋亡小体，而且细胞凋亡率在一定范围内与药物

浓度（２０～８０μｍｏｌ／Ｌ）呈正相关。因此青蒿素类药物诱导细

胞凋亡发生的机制仍需进一步研究。

综上所述，青蒿素对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞具有抑制增殖作用，

其机制可能为与细胞内转铁蛋白结合而提高青蒿素在肝癌细

胞中的含量，进一步阻滞肝癌细胞于Ｇ０／Ｓ期，诱导肝癌细胞

发生凋亡而起到抗肝癌的作用。说明青蒿素具有潜在的抗肝

癌治疗的作用，但其确切作用机制仍有待进一步研究及探讨。
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