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摘 要 目的：研究大黄素对人肝癌 SMMC7721细胞增殖的抑制作用。方法：以 0（阴性对照）、25、37.5、50、62.5、75、87.5、100
μmol/L 大黄素溶液和 100 μmol/L 5-氟尿嘧啶（5-FU）培养 SMMC7721细胞 24、48、72 h，检测细胞光密度，计算增殖抑制率。以 0

（阴性对照）、25、50、75 μmol/L大黄素溶液和100 μmol/L 5-FU培养SMMC7721细胞48 h，检测细胞凋亡率、周期分布和细胞Bax、
B淋巴细胞瘤2（Bcl-2）基因表达。结果：与阴性对照比较，25、37.5、50、62.5、75、87.5、100 μmol/L大黄素溶液和100 μmol/L 5-FU作

用后细胞增殖抑制率升高，且与大黄素的浓度和作用时间呈正相关。与阴性对照比较，25、50、75 μmol/L大黄素和100 μmol/L 5-FU
作用后细胞凋亡率升高、Bax基因表达增强、Bcl-2基因表达减弱，其中50、75 μmol/L大黄素溶液和100 μmol/L 5-FU能明显滞留细

胞于G0/G1期（P＜0.05或P＜0.01）。结论：大黄素能抑制SMMC7721细胞增殖，促进其凋亡，阻止其生长。
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Inhibitory Effects of Emodin on the Proliferation of Human Hepatocellular Carcinoma SMMC7721 Cells
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the inhibitory effects of emodin on the proliferation of human hepatocellular carcinoma
SMMC7721 cells. METHODS：SMMC7721 cells were treated with 0（negative control），25，37.5，50，62.5，75，87.5，100 μmol/L
emodin solution and 100 μmol/L 5-FU for 24 h，48 h，72 h. The optical density value of cells was detected，and inhibition rate
was calculated. SMMC7721 cells were treated with 0（negative control），25，50，75 μmol/L emodin solution and 100 μmol/L
5-FU for 48 h，and cell apoptosis rate，cell cycle and the expression of Bax and Bcl-2 gene were detected. RESULTS：Compared
with negative control，the rate of cell proliferation inhibition increased after treated with 25，37.5，50，62.5，75，87.5，100 μmol/L
emodin and 100 μmol/L 5-FU，which was positively associated with the concentration and duration. Compared with negative con-
trol，the rate of cell apoptosis increased after treated with 25，50，75 μmol/L emodin solution and 100 μmol/L 5-FU；the expres-
sion of Bax increased and that of Bcl-2 dereased；50，75 μmol/L emodin solution and 100 μmol/L 5-FU could arrested cells at G0/G1

phase（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Emodin can inhibit the proliferation of SMMC7721，promote cell apoptosis and in-
hibit cell growth.
KEYWORDS Emodin；Human hepatocellular carcinoma SMMC7721 cells；Bax；Bcl-2；Cell cycle；Apoptosis
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原发性肝癌，是我国高发的、危害极大的恶性肿瘤，病死

率居恶性肿瘤第3位。其病因及确切分子机制尚不完全清楚，

目前认为其发病是多因素、多步骤的复杂过程，受环境和饮食

双重因素影响。现多采用传统化疗结合手术的方式对肝癌进

行治疗，但疗效差强人意。近年来，随着肿瘤治疗实验性方法

学的深入开展，中医药在抗肿瘤药物研究中逐渐显示出其良

好的应用价值；有目的、有计划地对传统中药有效部位和成分

进行研究，寻找新的不良反应小、疗效好的中药化疗药物，不

仅是当前肝癌治疗的热点，也是传统中药“老药新用”的需要。

大黄素，即1′3′8-三羟基-6-甲基蒽醌，是大黄、何首乌、虎

杖等多种中药的主要有效成分之一，其药理作用包括抗氧化、

清除自由基[1]，抑制炎症因子分泌[2]，诱导细胞色素P450的产生，

保护肝脏[3]以及通过抑制细胞DNA合成从而诱导细胞凋亡[4]

等。本文主要研究大黄素对人肝癌SMMC7721细胞增殖的抑

制作用，为其在肝癌治疗中的应用提供参考。

1 材料
1.1 仪器

450型全自动酶标仪（美国Bio-Rad公司）；7500型实时荧

光聚合酶链反应（RT-PCR）仪（美国ABI公司）；Accuri C6型流

式细胞仪（美国BD公司）；5427R型高速冷冻离心机（德国Ep-

pendorf公司）。

1.2 药品与试剂

大黄素对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110756-201304，纯度：≥98％）；5-氟尿嘧啶（5-FU）注射液（阳

性对照，悦康药业集团有限公司，批号：20140317，规格：10 ml ∶
0.25 g）；MTT（批号：M5655）、二甲基亚砜（DMSO，批号：

D5879）（美国 Sigma公司）；RT-PCR 试剂盒（大连宝生物工程

有限公司，批号：20142517）；RPMI 1640培养液、胰蛋白酶（美

国HyClone公司）；基因序列由北京博尔迈生物技术有限公司

合成。

1.3 肿瘤细胞

人肝癌SMMC7721细胞购自中国科学院上海细胞生物研

究所细胞库。

2 方法
2.1 细胞的培养

采用含 10％胎牛血清的 RPMI 1640培养液在 37 ℃、5％

CO2饱和湿度培养箱中培养SMMC7721细胞，24 h后换液，48

h 时加入胰蛋白酶（2.5 g/L）消化传代以制成单层细胞悬液。

2.2 细胞增殖抑制率的检测

取对数生长期的SMMC7721细胞，以RPMI 1640 培养液

在96 孔板上调整细胞密度至1×105 ml－1，并在37 ℃、5％CO2饱

和湿度培养箱中培养。细胞贴壁后，以0（阴性对照）、25、37.5、

50、62.5、75、87.5、100 μmol/L 大黄素溶液和 100 μmol/L 5-FU

培养细胞24、48、72 h，每个浓度平行操作6份。试验结束后弃

去上清液，加入MTT溶液后继续培养 4 h，再每孔加入 200 μl

DMSO 终止反应，振荡 15 min。采用全自动酶标仪在 570 nm

波长处测定各样本的光密度（OD），以（阴性对照OD值－试验

OD值）/阴性对照 OD值×100％计算细胞增殖抑制率。

2.3 细胞凋亡和周期分布的检测

按“2.2”项下方法培养细胞至贴壁后，以0（阴性对照）、25、

50、75 μmol/L 大黄素溶液和 100 μmol/L 5-FU 培养细胞 48 h，

每个浓度平行操作3份。细胞用0.25％的胰蛋白酶消化后，以

离心半径 13.5 cm、1 000 r/min 离心 10 min 收集细胞，弃上清

液，再用磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤细胞2次，加入结合缓冲液，

轻轻混匀细胞后加5 μl 异硫氰酸荧光素（Annexin Ⅴ-FITC）和

5 μl 碘化丙啶（PI），室温避光反应10 min。采用流式细胞仪检

测细胞凋亡率和细胞周期分布。

2.4 Bax、Bcl-2基因表达的检测[5]

按“2.2”项下方法培养细胞至贴壁后，以0（阴性对照）、25、

50、75 μmol/L 大黄素溶液和 100 μmol/L 5-FU 培养细胞 48 h，

每个浓度平行操作3份。采用Trizol法提取细胞总RNA，按照

RT-PCR 试剂盒说明书操作检测细胞中 Bax、B 淋巴细胞瘤 2

（Bcl-2）基因表达。反应条件：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性

15 s，退火1 min，74 ℃延伸1 min，39个循环。β-actin（内参）上

游引物：5′-TGACGTGGACATCCGCAAAG -3′，下游引物：

5′-CTGGAAGGTGGACAGCGAGG-3′；片段长度：285 bp；退

火温度：59.2 ℃。Bax 上游引物：5′-CGAGTGTCCGGCGAA-

TTG-3′，下游引物：5′-ATGGTGAGCGAGGCGGTGAG -3′；片

段长度：381 bp；退火温度：62.9 ℃。Bcl-2上游引物：5′-GGTA-

CCGGAGAGCGTTCAGT -3′，下游引物：5′-CTGCTGCATT-

GTTCCCGTAG -3′；片段长度：302 bp；退火温度：60.9 ℃。以

目标基因与内参的相对表达量为指标评价目标基因的表达

水平。

2.5 统计学方法

采用SPSS 13.0软件进行统计分析。数据以x±s表示，组

间比较采用秩和检验。P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞增殖抑制情况

25、37.5、50、62.5、75、87.5、100 μmol/L大黄素和100 μmol/L

5-FU均能抑制细胞增殖，其中与大黄素的浓度和作用时间呈

正相关。细胞增殖抑制率的测定结果见表1。

表1 细胞增殖抑制率的测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 1 Results of cell proliforation inhibition rate（x±±s，n＝

6）

药物 浓度，μmol/L

大黄素

5-FU

25

37.5

50

62.5

75

87.5

100

100

增殖抑制率，％
24 h

-3.86±2.84

6.86±1.05

20.27±2.43

46.28±1.25

63.37±1.29

65.84±1.17

72.33±2.08

66.75±1.06

48 h

4.97±1.48

11.47±2.81

37.69±2.07

76.83±3.24

82.41±1.65

84.52±1.43

85.18±0.72

80.24±1.35

72 h

16.53±5.02

36.48±1.33

52.61±1.45

80.74±1.52

84.88±3.06

86.92±2.71

92.36±0.64

85.42±0.58

3.2 细胞凋亡与周期变化

与阴性对照比较，25、50、75 μmol/L 大黄素溶液和 100

μmol/L 5-FU作用后细胞凋亡率均升高（P＜0.01），其中 50、75

μmol/L大黄素溶液和 100 μmol/L 5-FU作用细胞后G0/G1期细

胞增加、S期细胞减少（P＜0.01或P＜0.05）。这表明大黄素可

促进SMMC7721细胞凋亡，使细胞滞留于G0/G1期，抑制其进

入S期，从而阻止细胞的分裂和生长过程。细胞凋亡率和细胞

周期分布的测定结果见表2。

3.3 细胞中Bax、Bcl-2基因表达变化
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表2 细胞凋亡率和细胞周期分布的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Results of cell apoptotic rate and cell cycle distribu-

tion（x±±s，n＝3）

药物 浓度，μmol/L

大黄素

5-FU

0（阴性对照）

25

50

75

100

凋亡率，％
1.53±0.31

7.65±0.94＊＊

8.59±1.21＊＊

11.46±1.35＊＊

9.41±0.78＊＊

G0/G1，％
42.57±2.43

46.64±1.95

53.14±1.72＊

64.22±1.68＊＊

65.63±1.05＊＊

S，％
43.16±3.35

41.29±2.86

37.84±3.09＊

30.53±2.94＊＊

32.36±1.75＊＊

G2/M，％
14.27±1.04

12.07±1.15

9.02±1.27＊

5.25±1.43＊＊

2.01±0.87＊＊

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. negative control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

与阴性对照比较，25、50、75 μmol/L 大黄素溶液和 100

μmol/L 5-FU作用后细胞中Bax基因相对表达量增强、Bcl-2基

因相对表达量减弱（P＜0.01或P＜0.05）。这表明大黄素可上

调SMMC7721细胞中Bax基因表达，下调Bcl-2基因表达。细

胞中Bax、Bcl-2基因相对表达量的测定结果见表3。

表 3 细胞中Bax、Bcl-2基因相对表达量的测定结果（x±±s，

n＝3）

Tab 3 Results of Bax，Bcl-2 gene relative expression in cells

（x±±s，n＝3）

药物

大黄素

5-FU

浓度，μmol/L

0（阴性对照）

25

50

75

100

Bax相对表达量
1

1.16±0.14＊

1.35±0.11＊

1.67±0.09＊＊

1.42±0.08＊

Bcl-2相对表达量
1

0.85±0.16＊

0.72±0.08＊

0.58±0.07＊＊

0.70±0.12＊

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. negative control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

4 讨论
MTT法又称MTT比色法，是一种快捷检测细胞存活情况

的方法。其原理为活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源

性MTT还原为水不溶性的蓝紫色结晶甲臜（Formazan）并沉积

在细胞中，而死细胞无此功能。DMSO能溶解细胞中的甲臜，

用酶标仪测定其光密度，可间接反映活细胞数，即整体细胞活

力。在一定细胞数范围内，MTT结晶形成的量与活细胞数呈

正相关[6]。该方法已广泛用于一些生物活性因子的活性检测

及大规模的抗肿瘤药物筛选中。本文通过MTT试验证明，以

一定浓度大黄素培养SMMC7721细胞 24、48、72 h后，可使细

胞活力降低、细胞生长呈抑制状态，并且该抑制作用与浓度、

作用时间呈正相关。

细胞周期包括G1（间隙 1期）、S（DNA合成期）、G2（间隙 2

期）及M（有丝分裂期）。不再进行生长活动的细胞则处于G0

（静止期）。增加G0/G1期细胞比例，减少S期细胞比例是抑制

细胞增殖、促进其凋亡的关键[7-8]。本研究通过流式细胞仪检

测表明，大黄素可显著促进SMMC7721细胞凋亡，使SMMC7721

细胞滞留于G0/G1期，抑制其进入S期，从而阻止细胞的分裂和

生长过程。

在细胞凋亡过程中，Bcl家族成员起着非常重要的作用。

Bcl 家族可以分为两大类，一类是抗凋亡的，主要有 Bcl-2、

Bcl-XL、Bcl-W、Mcl-1、CED9等，在许多类型的细胞受到外界

刺激时能保护细胞免于凋亡；另一类是促细胞凋亡的，主要包

括Bax、Bak、Bcl-XS、Bad、Bik、Bid等，在细胞受到刺激时能加

速其凋亡[9-10]。本文通过RT-PCR试验证明，一定浓度的大黄素

可上调SMMC7721细胞Bax基因表达，下调Bcl-2基因表达。

综上，大黄素能通过抑制SMMC7721细胞增殖促进其凋

亡，并滞留细胞于G0/G1期阻止其生长，从而发挥抗肿瘤作用。
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