
China Pharmacy 2015 Vol. 26 No. 10 中国药房 2015年第26卷第10期

Δ 基金项目：江苏省高等学校大学生创新创业计划立项项目

（No.201310299032Z）；江苏大学大学生科研立项资助项目（No.

13A074）

＊中药师。研究方向：中药学。电话：0513-87512315。E-mail：

343044630@qq.com

# 通信作者：教授，博士。研究方向：中药物质基础。电话：

0511-85010518。E-mail：geyanru@tom.com

杨黄总黄酮对人肝癌HepG2细胞凋亡的影响Δ

孙锦秀 1＊，姜慧妍 2，杜 盼 2，韩晓雯 2，夏国华 2，戈延茹 2 #（1.如皋市人民医院药剂科，江苏 如皋 226500；2.江苏
大学药学院，江苏 镇江 212013）

中图分类号 R284 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2015）10-1342-04

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2015.10.15

摘 要 目的：研究杨黄总黄酮对人肝癌HepG2细胞凋亡的影响。方法：制备杨黄总黄酮并进行定性、定量分析。以5-氟尿嘧啶

（50 μg/ml）与不同质量浓度杨黄总黄酮（10、20、40、80、100 μg/ml）作用于HepG2细胞24 h后，采用MTT法测定细胞活力以计算抑

制率与半数抑制浓度（IC50）。以不同质量浓度杨黄总黄酮（40、80、100 μg/ml）作用于HepG2细胞72 h后，采用流式细胞仪测定细

胞凋亡情况与细胞周期分布情况。结果：杨黄总黄酮含量为464.5 mg/g。10、20、40、80、100 μg/ml杨黄总黄酮对细胞的抑制率分

别为（6.46±1.74）％、（8.19±1.08）％、（23.19±2.77）％、（42.09±1.46）％和（58.18±1.89）％，抑制率与其质量浓度呈正相关，IC50为

93.9 μg/ml。40、80、100 μg/ml杨黄总黄酮作用于细胞72 h后细胞凋亡率增加，并与质量浓度呈正相关。随着杨黄总黄酮质量浓度

增加，S+G2期细胞比例增加。结论：杨黄总黄酮可诱导HepG2细胞凋亡，其机制可能与将细胞阻滞于S+G2期有关。
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Effect of Total Flavonoids from Phellinus vaninii on the Apoptosis of Human Hepatoma HepG2 Cells
SUN Jin-xiu1，JIANG Hui-yan2，DU Pan2，HAN Xiao-wen2，XIA Guo-hua2，GE Yan-ru2（1.Dept. of Pharmacy，the
People’s Hospital of Rugao，Jiangsu Rugao 226500，China；2.School of Pharmacy，Jiangsu University，Jiangsu
Zhenjiang 212013，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effect of total flavonoids from Phellinus vaninii on the apoptosis of human hepatoma

HepG2 cells. METHODS：The total flavonoids from P. vaninii was prepared，and then qualitative and quantitative analysis were

made. MTT method was used to determine cell viability after 5-fluorouracil（50 μg/ml）and the total flavonoids from P. vaninii vary-

ing in mass concentration of 10，20，40，80 and 100 μg/ml had acted on HepG2 cells for 24 h to calculate the inhibition rates and

the half inhibition concentration（IC50）. The flow cytometry was employed to determine the apoptosis and cell cycle distribution af-

ter the total flavonoids from P. vaninii varying in mass concentration of 40，80 and 100 μg/ml had acted on HepG2 cells for 72 h.

RESULTS：The content of the total flavonoids from P. vaninii was 464.5 mg/g. The total flavonoids from P. vaninii with the mass

concentrations of 10，20，40，80 and 100 μg/ml had cell growth inhibition rates of（6.46±1.74）％，（8.19±1.08）％，（23.19±

2.77）％，（42.09±1.46）％ and（58.18±1.89）％ respectively，demonstrating a positive correlation between the inhibition rate and

the mass concentration. The IC50 was 93.9 μg/ml. The apoptosis rate was increased after 72 hour action of the total flavonoids from

P. vaninii with the mass concentrations of 40，80 and 100 μg/ml，demonstrating a positive correlation with the mass concentration.

The proportion of the cells at S+G2 phases was increased by the increasing of the mass concentration of the total flavonoids from P.

vaninii. CONCLUSIONS：The total flavonoids from P. vaninii can induce the apoptosis of HepG2 cells by a mechanism related to

cell cycle arrest at S+G2 phases.
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杨黄（Phellinus vaninii L.），又名桑黄，属担子菌门、层菌

纲、非褶菌目、锈革孔菌科、木（针）层孔菌属[1]，其资源稀少，价

格昂贵，传统常用于治疗盗汗、痢疾、血崩等[2]。现代研究发现

杨黄是生物治癌领域有效率最高的真菌之一，该真菌中含有

三萜、多糖和黄酮等活性成分[3-7]。目前国内外研究多集中于其

多糖类成分[8-12]，而对于占药材约 7％的黄酮类成分 [13]研究较

少。因此，笔者研究了杨黄总黄酮抗人肝癌HepG2细胞的作

用及其可能的作用机制，以期为杨黄资源的高效综合利用和

杨黄总黄酮的进一步开发提供试验依据。

1 材料
1.1 仪器

KQ-250B型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；

LABORATA 4000 型旋转蒸发仪（德国Heidolph公司）；CO2孵

箱（美国Shellab公司）；KT-30L型全自动高压灭菌锅（日本To-

kyo公司）；1-13型高速台式离心机（德国Sigma公司）；TS100

型倒置相差显微镜（日本Nikon公司）；Spectra Max 190型酶标

仪（美国 Molecular Device）公司；流式细胞仪（美国 Becton

Dickinson公司）。

1.2 药材

杨黄（寄主为杨树）子实体购自延吉市长白山特产经营

部，由江苏大学药学院张朝晖教授鉴定为真品。

1.3 药品与试剂

芦丁对照品（南京泽朗医药科技有限公司，批号：

ZL20130908，纯度：＞98％）；5-氟尿嘧啶（5-FU，天津金耀药业

有限公司，批号：201302181，规格：0.25 g ∶ 100 ml）；小牛血清

（杭州四季青生物工程材料有限公司）；培养基（MEM1640，美

国Gibco公司）；胰蛋白酶、MTT（美国Amresco公司）；Annexin

V-FITC试剂盒（深圳晶美生物工程有限公司）；细胞周期检测

试剂盒（美国Becton Dickinson公司）。

1.4 细胞

HepG2细胞由南京大学徐力致工程师提供。

2 方法
2.1 杨黄总黄酮的制备、定性、定量[13]

2.1.1 制备 杨黄子实体粉末过60目筛，取30 g置于烧瓶中，

加 70％乙醇 900 ml，室温浸泡 12 h，超声提取 30 min，抽滤，残

渣用同体积 70％乙醇再超声提取 1次，合并 2次滤液，浓缩至

约 100 ml；上聚酰胺柱，以 500 ml水洗后再用 70％乙醇洗脱，

收集洗脱液，浓缩干燥，贮藏，备用。

2.1.2 黄酮的定性反应 （1）盐酸-镁粉反应：取少量“2.1.1”项

下产物用70％乙醇溶解，加少许镁粉、浓盐酸3～4滴，观察现

象。（2）浓氨水反应：取少量“2.1.1”项下产物用70％乙醇溶解，

点在滤纸上，将滤纸置于浓氨水上方 30 s，紫外灯下观察。（3）

薄层层析：取少量“2.1.1”项下产物用70％乙醇溶解，点于硅胶

板上，以展开剂正丁醇-醋酸-水（4 ∶ 1 ∶ 5，V/V/V）展开，紫外灯下

254 nm波长处观察。

2.1.3 黄酮含量测定 精确吸取0.464 mg/ml芦丁醇溶液0.5、

1.5、2.0、2.5、3.0 ml，加70％乙醇定容至25 ml，制得芦丁系列溶

液。分别精密吸取上述系列溶液5 ml与1％ AlCl3醇溶液5 ml

混匀，于 408 nm波长处测定吸光度（A）。以A为纵坐标、芦丁

质量浓度（c，μg/ml）为横坐标，绘制标准曲线。精密称取

“2.1.1”项下产物 25 mg，加 70％乙醇制备成 0.5 mg/ml的供试

品溶液，按标准曲线计算杨黄总黄酮含量。

2.2 体外抗肿瘤试验

2.2.1 样品溶液的制备 用二甲基亚砜（DMSO）溶解杨黄总
黄酮以制备样品溶液（100 mg/ml）。样品溶液以含10％小牛血
清的培养基稀释，漩涡混匀，DMSO终体积分数不超过0.4％。

2.2.2 对数生长期细胞的制备[14] HepG2细胞培养于含 10％
灭活小牛血清和青霉素、链霉素（各100万u/L）的MEM1640培
养基中，置37 ℃、5％CO2、饱和湿度的培养箱中培养。取对数
生长期细胞用于试验。

2.2.3 MTT法检测细胞活力 取“2.2.2”项下对数生长期细胞
接种于96孔培养板（2×104 ml－1），培养细胞 24 h后分别以10、

20、40、80、100 μg/ml样品溶液与 50 μg/ml 5-FU处理细胞 48 h

后，加 100 μ l MTT（1 mg/ml）继续培养细胞 4 h，加 100 μ l

DMSO，在酶标仪570 nm波长处测定A，并以50 μg/ml 5-FU溶
液为阳性对照，以含 0.4％ DMSO的培养液作空白对照。A水
平代表细胞活力。计算抑制率：抑制率（％）＝（1－给药组A/

空白对照组A）×100％。采用 IC50计算软件（中国药科大学）求
半数抑制浓度（IC50）。

2.2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡情况 取“2.2.2”项下对数生
长期细胞，用 0.25％胰蛋白酶和 0.02％乙二胺四乙酸（EDTA）

消化液制成单细胞悬液，细胞密度调整为 5×104 ml－1，接种于
培养皿，分别加6 ml细胞悬液；24 h后更换培养液，将细胞随机
均分为对照（等容常规培养液）组与杨黄总黄酮①、②、③（40、

80、100 μg/ml）组，培养细胞 72 h后，磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤
细胞 3次，以不含EDTA的 0.25％胰蛋白酶消化，以离心半径
为 6 cm、1 000 r/min离心 5 min，PBS洗涤细胞 2次；用 500 μl

缓冲液（Buffer）悬浮细胞；加入5 μl Annexin V-FITC混匀，加5

μl碘化丙啶（PI）混匀，室温下避光反应5 min；采用流式细胞仪
检测。采用 Annexin V-FITC/PI 双染色法进行细胞凋亡的检
测，其中Annexin V-FITC阳性代表细胞发生凋亡，而PI阳性代
表细胞死亡。FITC阳性、PI阴性时，代表细胞早期凋亡；FITC

阴性、PI阳性时，则代表细胞死亡；双阳性则代表细胞凋亡晚
期；双阴性则代表正常细胞。

2.2.5 流式细胞仪检测细胞生长周期情况 取“2.2.4”项下单
细胞悬液，同“2.2.4”项下方法分组与给药，培养细胞72 h，PBS

洗涤细胞3次，0.25％胰蛋白酶和0.02％EDTA消化，以离心半
径为 6 cm、1 000 r/min离心 5 min，弃上层液体；加入 1 ml Buf-

fer，轻轻摇动试管使细胞分散悬浮，室温下以离心半径为 6

cm、1 000 r/min离心5 min，弃上层液体；按说明加入细胞周期
检测试剂，采用流式细胞仪检测细胞生长周期情况。

2.3 统计方法

采用 GraphPad Prism 5软件处理试验数据。数据以x±s

表示，多组间单因素比较先用单因素分析其正态分布，后以
LSD法进行统计。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 黄酮定性反应结果

3.1.1 盐酸-镁粉反应 加入镁粉后溶液呈暗黄色，滴加浓盐
酸后有泡沫产生，且升腾的泡沫呈橙红色。

3.1.2 浓氨水反应 显黄色荧光斑点。

3.1.3 薄层层析 显黄色荧光斑点。

以上结果表明，“2.1.1”项下产物主要为黄酮类成分，即杨
黄总黄酮。

3.1.4 杨黄总黄酮含量测定结果 回归方程为A＝0.262 5c+

0.009 7（r＝0.999 8），式中，A为吸光度，c为杨黄总黄酮含量。
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结果表明，黄酮质量浓度在4.64～27.84 μg/ml范围内与A呈良
好线性关系。杨黄总黄酮含量为 464.5 μg/mg（以测得杨黄酮
质量浓度/供试品溶液质量浓度计算）。

3.2 体外抗肿瘤试验结果

3.2.1 细胞抑制率 在质量浓度 10、20、40、80、100 μg/ml下，

杨黄总黄酮对细胞的抑制率分别为（6.46±1.74）％、（8.19±

1.08）％、（23.19±2.77）％、（42.09±1.46）％、（58.18±1.89）％，

表明杨黄总黄酮对细胞生产的抑制作用与其质量浓度呈正相
关性；50 μg/ml 5-FU 对细胞的抑制率为（55.08±2.42）％；在
80、100 μg/ml质量浓度下杨黄总黄酮与50 μg/ml 5-FU对细胞
抑制作用差异无统计学意义（P＞0.05）。IC50为93.9 μg/ml。细
胞抑制率计算结果见表1；不同质量浓度杨黄总黄酮对细胞生
长的影响见图1。

表1 细胞抑制率结果（x±±s，n＝6）
Tab 1 Results of cell growth inhibition rates（x±±s，n＝6）

药物
杨黄总黄酮

5-FU

质量浓度，μg/ml

10

20

40

80

100

50

抑制率，％
6.46±1.74＊

8.19±1.08＊

23.19±2.77＊＊

42.09±1.46

58.18±1.89

55.08±2.42

注：与5-FU比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. 5-FU，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.2.2 不同质量浓度杨黄总黄酮对细胞凋亡的影响 不同质

量浓度杨黄总黄酮作用于HepG2细胞72 h后采用流式细胞仪

分析，结果显示，随着杨黄黄酮质量浓度的增加，HepG2细胞

凋亡率逐渐升高。不同质量浓度杨黄总黄酮对细胞凋亡的影

响见图2。

3.2.3 不同质量浓度杨黄总黄酮对细胞周期的影响 不同质

量浓度杨黄总黄酮作用于HepG2细胞 72 h后，采用流式细胞

仪分析细胞周期。结果显示，随着杨黄总黄酮质量浓度增加，

G1期细胞比例逐渐减少，S+G2期细胞比例呈浓度依赖性增加，

表明杨黄总黄酮对HepG2细胞S+G2期存在阻滞作用。不同质

量浓度杨黄总黄酮对细胞周期的影响见图3。

4 讨论

A B

C D

E F

图1 不同质量浓度杨黄总黄酮对细胞生长的影响
A.10 μg/ml；B. 20 μg/ml ；C. 40 μg/ml；D . 80 μg/ml；E.100 μg/ml；F.空

白对照

Fig 1 Effects of total flavonoids from P. vaninii with differ-

ent mass concentrations on cell growth
A.10 μg/ml；B. 20 μg/ml；C. 40 μg/ml；D. 80 μg/ml；E. 100 μg/ml；F.

blank control

图2 不同质量浓度杨黄总黄酮对细胞凋亡的影响
A. 对照组；B. 杨黄总黄酮①组；C. 杨黄总黄酮②组；D. 杨黄总黄酮③组

Fig 2 Effects of total flavonoids from P. vaninii with differ-

ent mass concentrations on apoptosis
A. control group；B. total flavonoids from P. vaninii ① group；C. total

flavonoids from P. vaninii ② group；D. total flavonoids from P. vaninii

③ group
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图3 不同质量浓度杨黄总黄酮对细胞周期的影响
A. 对照组；B. 杨黄总黄酮①组；C. 杨黄总黄酮②组；D. 杨黄总黄酮③组

Fig 3 Effects of total flavonoids from P. vaninii with differ-

ent mass concentrations on cell cycle
A. control group；B. total flavonoids from P. vaninii ① group；C. total

flavonoids from P. vaninii ② group；D. total flavonoids from P. vaninii

③ group
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在癌症的临床治疗中，化疗药物在发挥效用的同时对机

体的免疫力有较大破坏[15]。黄酮可以通过增强机体的免疫功

能而发挥其抗癌作用，因而作为代替或部分代替化疗药物的

新药资源备受关注。本研究结果显示杨黄总黄酮对HepG2细

胞 IC50为93.9 μg/ml，具有较好的体外抗癌作用，其抑制细胞增

殖的机制可能与促进细胞凋亡和阻滞细胞于S+G2期有关。

根据氧自由基学说，自由基引发过氧化损伤是引起肿瘤

发生的重要原因之一。黄酮类成分中大都含有酚羟基，有较

强的抗氧化作用，能与自由基反应形成稳定的半醌式结构，从

而清除自由基，因此可推测杨黄总黄酮可能是通过清除自由

基而抑制细胞增殖。其更为深入的作用机制有待进一步研究。
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本刊讯 2015年2月26－27日，国家卫生计生委副主任、

国家中医药管理局局长王国强同志赴广东省调研爱国卫生和

重点传染病防控工作。在粤期间，王国强参加了广东省春季

爱国卫生运动统一行动日活动，与广东省驻军部队、环卫工

人、社区居民群众、街道消毒人员共 500余人一起参加了现场

劳动。今年广东省春季爱国卫生运动以“清死角、除四害、保

健康”为主题，以环境卫生整治、清除病媒孳生地为主要内容，

广东省委省政府高度重视，胡春华书记、朱小丹省长分别作出

重要批示。王国强还召开广东省春夏季传染病防控工作座谈

会，听取了广东省疾病预防控制中心、卫生计生委、爱卫办和

广州市等相关部门的情况汇报。

王国强肯定了广东省近年来在爱国卫生和疾病预防控制

工作方面取得的成效。要求广东省各级卫生计生部门充分认

识当前面临的传染病防控形势，及早部署，科学研判，提出有

针对性的防控策略，进一步强化流感、禽流感、麻疹、登革热、

手足口病等重点传染病的防控措施，抓好工作落实。要继续

做好埃博拉出血热、脊髓灰质炎等输入性传染病的防控工作

准备，严防疫情输入。要进一步加强新时期爱国卫生工作，认

真学习领会、深入贯彻落实好国务院66号文件精神，加快制订

具体的工作方案。要以卫生城镇创建工作为抓手，不断提高

城乡卫生管理水平。要在健康城市建设方面先行先试，探索

出一条有地方特色的健康城市建设路径。要进一步加强爱国

卫生组织机构建设，充分发挥爱国卫生工作在疾病防控中的

不可替代的作用。
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