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半枝莲多糖SBP-2A对小鼠肝癌H22
细胞增殖的抑制作用*
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  摘要 目的 探讨半枝莲多糖SBP-2A对小鼠肝癌 H22细胞增殖及凋亡的影响。方法 体外培

养小鼠肝癌H22细胞分为阴性对照组(不加任何药物)、阳性对照组(黄芪多糖200μg/mL)、低剂量治

疗组(半枝莲多糖SBP-2A50μg/mL)、中剂量治疗组(半枝莲多糖SBP-2A100μg/mL)、高剂量治疗组

(半枝莲多糖SBP-2A200μg/mL)。MTT比色法检测各组细胞增殖的抑制活性。HE染色观察各组

细胞形态学变化。流式细胞术AnnexinV/PI双染法检测各组细胞凋亡水平。蛋白质印迹法(Western
blot,WB)检测各组细胞B细胞淋巴瘤2基因(Bcelllymphoma2gene,Bcl-2)、BCL2关联 X蛋白

(BCL2-associatedXprotein,Bax)的蛋白表达水平。结果 低、中、高剂量治疗组细胞增殖抑制率明显

增加。低、中、高剂量治疗组均较阴性对照组出现一定程度的凋亡形态特征,且高剂量治疗组最为明显。
高剂量治疗组细胞凋亡率显著高于阴性对照组及低、中剂量治疗组(P<0.05)。低、中、高剂量治疗组

Bax蛋白表达水平均显著高于阴性对照组(P<0.05);中、高剂量治疗组Bcl-2蛋白表达水平均显著低

于阴性对照组(P<0.05)。结论 半枝莲多糖SBP-2A可显著抑制小鼠肝癌 H22细胞增殖,其作用机

制可能与调控Bax、Bcl-2蛋白表达水平从而促进细胞凋亡有关。
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InhibitoryEffectofScutellariaBarbataPolysaccharideSBP-2AonProliferationofMouseHepatomaH22Cells*
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  Abstract Objective ToinvestigatetheeffectofScutellariabarbatapolysaccharideSBP-2Aontheprolifera-
tionandapoptosisofmousehepatomaH22cells.Methods InvitroculturedmouseH22cellsweredividedinto
negativecontrolgroup(withoutanydrug),positivecontrolgroup(Astragaluspolysaccharide200μg/mL),lowdose
treatmentgroup(ScutellariabarbatapolysaccharideSBP-2A50μg/mL),mediumdosetreatmentgroup(Scutellaria
barbatapolysaccharideSBP-2A100μg/mL),andhighdosetreatmentgroup(Scutellariabarbatapolysaccharide
SBP-2A200μg/mL).TheproliferationinhibitoryactivityofcellsineachgroupswasmeasuredbyMTTcolorimet-
ricmethod.CellmorphologicalchangesineachgroupwereobservedbyHEstaining.Thelevelofapoptosisineach
groupwasdeterminedbyflowcytometryAnnexinV/PIdoublestaining.TheproteinexpressionlevelsofBcell
lymphomas2gene(Bcl-2)andBCL2-associatedXprotein(Bax)weredeterminedbyWesternblot(WB). Results 
Cellproliferationinhibitionrate wassignificantlyincreasedinthelow,medium andhighdosestreatment
groups.Thelow,mediumandhighdosestreatmentgroupsshowedsomedegreeofapoptoticmorphologycompared
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withthenegativecontrolgroup,andthemostobviousisinthehighdosetreatmentgroup.Cellapoptosisrateinthe
highdosetreatmentgroupwassignificantlyhigherthanthatinthenegativecontrolgroupandthelow,mediumdo-
sestreatmentgroups(P<0.05).Baxproteinexpressioninthelow,mediumandhighdosestreatmentgroupswas
significantlyhigherthanthatinthenegativecontrolgroup(P<0.05),andBcl-2proteinexpressioninthemedium,

highdosestreatmentgroupswassignificantlylowerthanthatinnegativecontrolgroup(P<0.05).Conclusion 
ScutellariabarbatapolysaccharideSBP-2AcouldsignificantlyinhibitmousehepatomaH22cellproliferation,and
themechanismofactionmightberelatedtotheregulationofBaxandBcl-2proteinexpressionlevelsandthuspro-
moteapoptosis.

Keywords ScutellariabarbatapolysaccharideSBP-2A;mousehepatomaH22cells;cellapoptosis;cellproliferation

  21世纪,随着医疗事业的进步,人均预期寿命不

断增加。同时,恶性肿瘤正逐渐成为常见恶性疾病,
癌症这一世界性健康问题已成为每个国家人均预期

寿命增加的最大障碍,严重威胁人类健康。2020年全

球新发癌症19292789例,死亡癌症9958133例[1]。
其中全球肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)
新发病例90.5万例,死亡病例83万例,占癌症发病和

死亡总数的4.7%和8.3%,我国占新发病例的40%
以上,且有上升趋势[2]。半枝莲(Scutellariabarbata
D.Don)为唇形科黄芩属多年生草本植物,广泛分布

于我国境内,含多种维生素、微量元素及氨基酸等成

分。半枝莲可全草入药,味苦、辛、酸,性寒,归肺、肝、
肾经,具有清热解毒、活血祛瘀、利尿消肿止痛的功

效。半枝莲是癌症治疗中常用的清热解毒中药,半枝

莲多糖是从半枝莲全植物中提取的有效成分,很多药

理实验已经证实半枝莲多糖具有抗肝癌[3]的作用。
但以上研究多是基于半枝莲所提取的粗多糖水平来

探索抗肝癌作用及机制的,这对于半枝莲多糖作为抗

肝癌药物的开发尚欠缺一定的药学理论支持,缺乏说

服力。本课题组采用水提醇沉法、除蛋白、脱色等实

验方法对半枝莲进行分离纯化得到半枝莲多糖组分

SBP-2,再通过离子柱层析纯化、凝胶柱层析纯化等工

艺,提取了更高纯度且组分均一的半枝莲多糖SBP-
2A,通过绘制葡萄糖标准曲线测定SBP-2A的多糖含

量为92.17%。本实验以小鼠肝癌 H22细胞为实验

对象,研究分离纯化后的半枝莲多糖SBP-2A对小鼠

肝癌H22细胞增殖及凋亡的影响,以期为开发半枝莲

多糖为高效低毒抗肿瘤中药提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

小鼠肝癌H22细胞株购自无锡欣润生物公司;半
枝莲多糖SBP-2A于牡丹江医学院药学院自提,经苯

酚硫酸法测得多糖纯度为92%;黄芪多糖购自北京美

迪克斯生物技术有限公司,纯度为99%。

1.2 实验试剂

AnnexinV-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒(浙江

联科生物有限公司);RPMI1640、青霉素链霉素(Gib-
co);胎牛血清(无锡欣润生物公司);BCA 试剂盒、

Western快速转膜液(Beyotime);SDS-PAGE配胶试

剂盒、SDS-PAGE电泳液(Biosharp);Bcl-2、Bax抗体

(Wanleibio);高效RIPA(Solarbio)。

1.3 实验仪器

酶标仪(赛默飞世尔有限公司);显微镜(赛默飞世

尔有限公司);BDFacecalibur流式细胞分析仪(BDBio-
sciences,美国);5415D型离心机(Eppendorf,德国)。

1.4 实验方法

小鼠肝癌 H22细胞的培养:将小鼠肝癌 H22细

胞培养于RPMI1640完全培养基(内含10%的胎牛

血清、1%的100pg/mL链霉素和100U/mL青霉素)
中,放置于37℃、5%CO2 饱和湿度的细胞培养箱中,
取对数生长期细胞用于实验。

半枝莲多糖SBP-2A溶液的配置:取出冻干的半

枝莲多糖SBP-2A粉末,加入RPMI1640培养液,配
置的半枝莲多糖SBP-2A溶液的终浓度分别为50μg/

mL、100μg/mL、200μg/mL。
细胞分组及给药:分为5组,阴性对照组不加入

药物,阳性对照组加入浓度为200μg/mL的黄芪多

糖,低剂量治疗组加入浓度为50μg/mL的半枝莲多

糖SBP-2A,中剂量治疗组加入浓度为100μg/mL的

半枝莲多糖SBP-2A,高剂量治疗组加入浓度为200

μg/mL的半枝莲多糖SBP-2A。

1.5 观察指标

1.5.1 MTT比色法测定细胞增殖的抑制率

取对数生长期的小鼠肝癌 H22细胞以 RPMI
1640培养液制成细胞悬液,调整细胞密度为104个/

mL,每孔100μL,接种于96孔板。分为5组,每组设

5~6个复孔,置于37℃、5%CO2饱和湿度的细胞培

养箱中培养24h,加入5μg/mLMTT,在培养箱孵育

4h,2000r/min离心10min,小心吸去孔内液体并加
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入150μLDMSO,震荡10min,利用酶标仪在波长

490nm处测定吸光度OD值。以上实验重复3次,抑制

率=(1-试验孔OD值/对照孔OD值)×100%。

1.5.2 HE染色观察细胞形态学变化

取对数生长期的小鼠肝癌H22细胞4×105个/孔

接种在24孔板上,培养24h后取出并收集细胞涂片

于载玻片。细胞涂片用4%多聚甲醛固定1h,按照苏

木素染色2min、盐酸乙醇分化3次、1%伊红复染10~
15s、再用梯度乙醇分别浸泡0.5~1min后,细胞涂

片置于二甲苯中浸泡10min。更换二甲苯后再浸泡

10min,滴加1~2滴中性树胶进行封片,并在显微镜

下观察细胞形态。

1.5.3 AnnexinV/PI双染法检测细胞凋亡

取对数生长期的小鼠肝癌 H22细胞,经0.25%
的胰蛋白酶消化后,离心弃上清液,加入195μLAnnexin
V-FITC结合液轻轻重悬细胞后,加入5μLAnnexin
V-FITC再加入10μL碘化丙啶(PI)染色液混匀。室

温避光孵育后置于冰浴中,然后在流式细胞仪中进行

检测。

1.5.4 WB实验检测细胞中Bax、Bcl-2蛋白的表达

将细胞接种于培养基中,按照1.5.1方法分组处

理后培养24h,用PBS冲洗,加入蛋白酶和磷酸酶抑

制剂的RIPA裂解液,将细胞转移至EP管内,置于冰

上裂解30min。在预冷的4℃离心机中12000r/min
离心15min,将上清液转移至新的EP管中,用BCA
蛋白定量试剂盒检测总蛋白浓度。用SDS-PAGE分

离总蛋白,然后电泳转移到PVDF膜上。在室温下用

5%脱脂奶粉封闭2h后,用一级抗体在4℃孵育一整

夜。用TBST(Tris缓冲盐水和Tween20的混合物)
冲洗3次膜,并在室温下与二级抗体孵育2h。进行

洗膜、显影液、定影、晾晒等一系列实际操作,最后用

图像处理软件测量曝光图像的光密度,然后用统计软

件分析目标蛋白和内参蛋白光密度的比值。

1.6 统计学分析

采用SPSS21.0统计软件进行数据处理,计量资

料以均数±标准差(􀭺x±s)表示,组间比较采用方差分

析,两两比较采用SNK-q检验;以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 细胞增殖抑制率比较

阳性对照组及低、中、高剂量治疗组均显示出对

细胞增殖的抑制作用,且随着半枝莲多糖SBP-2A剂

量增加,小鼠肝癌 H22细胞增殖抑制率逐渐升高

(P<0.05)。见表1。
表1 各组细胞增殖抑制率比较(%,􀭺x±s)

组别 n 抑制率

阴性对照组 6 -
阳性对照组 5 21.5±0.11
低剂量治疗组 6 28.1±0.12△

中剂量治疗组 6 30.8±0.11△▲

高剂量治疗组 6 49.9±0.08△▲□

  与阳性对照组比较△P<0.05;与低剂量治疗组比较▲P<
0.05;与中剂量治疗组比较□P<0.05

2.2 细胞形态比较

光学显微镜下,阴性对照组细胞状态良好,核质

染色较深。阳性对照组细胞变小,严重破裂,胞质流

出仅剩下细胞核,存活的细胞明显减少。低剂量治疗

组细胞核内出现多个亮点泡状结构,多数细胞核开始

出现固缩现象。中剂量治疗组细胞核大幅固缩,细胞

变小,少数细胞膜破裂,胞质流出,细胞核与细胞质开

始分开。高剂量治疗组细胞畸形,大小不一,破裂,胞
质留出,细胞黯淡无光。与阴性对照组比较,低、中、
高剂量治疗组均出现一定程度的凋亡形态特征,且高

剂量治疗组最为明显。见图1。

2.3 细胞凋亡率比较

阳性对照组及低、中、高剂量治疗组细胞凋亡率

均显著高于阴性对照组(P<0.05),且高剂量治疗组

细胞凋亡率显著高于低、中剂量治疗组(P<0.05)。
见图2及表2。

图1 各组细胞形态变化(×100)
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图2 各组细胞凋亡情况

表2 各组细胞凋亡率比较(n=3,%,􀭺x±s)
组别 凋亡率(%)

阴性对照组 4.073±0.525
阳性对照组 28.867±0.651*

低剂量治疗组 8.600±0.304*△

中剂量治疗组 11.623±0.344*△▲

高剂量治疗组 17.380±1.525*△▲□

  与阴性对照组 比 较*P<0.05;与 阳 性 对 照 组 比 较△P<
0.05;与低剂量治疗组比较▲P<0.05;与中剂量治疗组比较□

P<0.05

2.4 Bax、Bcl-2蛋白表达水平比较

阳性对照组及低、中、高剂量治疗组Bax蛋白表

达水平均显著高于阴性对照组(P<0.05);阳性对照

组及中、高剂量治疗组Bcl-2蛋白表达水平均显著低

于阴性对照组(P<0.05)。见图3及表3。

1为阴性对照组,2为低剂量治疗组,3为中剂量治

疗组,4为高剂量治疗组,5为阳性对照组

图3 各组细胞Bax、Bcl-2蛋白表达

表3 各组细胞Bax、Bcl-2蛋白表达水平

比较(n=3,􀭺x±s)
组别 Bax Bcl-2

阴性对照组 0.455±0.054 0.959±0.029
阳性对照组 0.707±0.017* 0.585±0.159*

低剂量治疗组 0.622±0.057* 0.859±0.042△

中剂量治疗组 0.690±0.073* 0.745±0.077*

高剂量治疗组 0.717±0.055* 0.514±0.074*▲□

  与阴性对照组 比 较*P<0.05;与 阳 性 对 照 组 比 较△P<

0.05;与低剂量治疗组比较▲P<0.05;与中剂量治疗组比较□

P<0.05

3 讨论

中药在肿瘤治疗方面强调扶正与祛邪相结合,注

重全方位、多角度治疗疾病,可起到稳定肿瘤病灶、改
善患者症状、提高生存质量的效果。中药多糖是一种

天然大分子,广泛存在于多种中药材当中,多项研究

表明,中药多糖具有抗肿瘤[4]、抗病毒[5]、抗氧化[6]、免
疫调节[7]等 多 种 生 物 活 性,从 而 有 效 抑 制 肿 瘤 增

殖[8]、分化和转移,已成为当前研究的热点。
半枝莲是近几年来研究较多的抗肿瘤药物,研究

表明半枝莲粗多糖可抑制小鼠H22肝细胞瘤[9];提高

S180荷瘤小鼠红细胞膜的流动性,增强免疫功能[10];
也可通过影响 H22小鼠肝癌瘤组织中的部分蛋白质

表达,实现对肝癌的治疗作用[11];但以上研究都是基

于半枝莲粗多糖水平进行的。本研究采用更精细的

纯化工艺,提取了更高纯度且组分均一的半枝莲多糖

SBP-2A进行抗肝癌作用机制的研究。基于此,本研

究通过体外培养小鼠肝癌 H22细胞,半枝莲多糖

SBP-2A处理24h后检测细胞活力,结果显示低、中、
高剂量治疗组细胞增殖抑制率显著增加。HE染色结

果显示,低、中、高剂量治疗组较阴性对照组出现核固

缩、体积缩小、细胞皱缩等细胞凋亡形态特征,且高剂

量治疗组最为明显。通过AnnexinV/PI双染法检测

细胞凋亡率,结果显示低、中、高剂量治疗组细胞凋亡

率显著高于阴性对照组,高剂量治疗组细胞凋亡率高

于低、中剂量治疗组。本研究结果表明半枝莲多糖

SBP-2A能够抑制细胞增殖并诱导细胞凋亡。
线粒体在细胞凋亡中起着决定性的作用[12],细胞

凋亡的线粒体是通过Bcl-2家族Bax/Bak与Bcl-2、

Bcl-xL水平之间的平衡来调控的[13]。Bcl-2、Bcl-xL
可以通过阻止线粒体Cytochrome-c的释放而发挥抗

凋亡作用,而Bax和Bak通过破坏线粒体膜的完整性

发挥促凋亡作用[14]。Bcl-2基因是一种具有抑制细胞

凋亡作用的原癌基因,主要位于线粒体外膜、核被膜

和内质网;Bax是一种诱导凋亡原癌基因,表达水平增

加可拮抗Bcl-2的作用;两者间相互作用调控细胞凋

亡。研究[15]显示,Bcl-2/Bax比值上调,抑制细胞凋

亡;Bcl-2/Bax比值下调,促进细胞凋亡。因此,本研
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究检测了半枝莲多糖SBP-2A对小鼠肝癌 H22细胞

中Bax和Bcl-2表达的影响,结果显示中、高剂量治疗

组能明显上调Bax蛋白表达水平,下调Bcl-2蛋白表

达水平;再次印证了半枝莲多糖SBP-2A对小鼠肝癌

H22细胞凋亡的促进作用。
综上所述,半枝莲多糖SBP-2A可抑制小鼠肝癌

H22细胞增殖,其作用机制可能是通过上调促凋亡基

因Bax蛋白表达同时下调抗凋亡基因Bcl-2蛋白表达

来促进细胞凋亡。半枝莲多糖作为一种天然提取物,
仍需我们继续挖掘其组分的药用潜能。对于是否存

在其他治疗途径或通路,也有待在后续研究中进行更

深入的探讨。
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