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澳洲茄边碱对人肝癌HepG2细胞生长和凋亡的影响及机制初探Δ
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摘 要 目的：探讨澳洲茄边碱对人肝癌 HepG2细胞生长和凋亡的影响，并研究其潜在作用机制。方法：考察 0（空白组）～12

μmol/L澳洲茄边碱作用24、48 h对HepG2细胞存活率的影响，0（空白组）、6 μmol/L澳洲茄边碱作用10 d对细胞克隆形成的影响，0

（空白组）、4、6、8 μmol/L澳洲茄边碱作用24 h对细胞凋亡率和细胞中B细胞淋巴瘤2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）、胱天蛋白酶3

（caspase-3）mRNA 表达量以及 Bcl-2、剪切的 caspase-3（cleaved caspase-3）蛋白表达量和磷酸化腺苷一磷酸活化蛋白激酶α

（p-AMPKα）/AMPKα的影响。考察AMPK抑制剂compound C对经6 μmol/L澳洲茄边碱作用24 h后细胞中AMPKα、Bcl-2蛋白表

达量的影响。结果：与空白组比较，1～12 μmol/L澳洲茄边碱作用24、48 h均可显著降低细胞存活率（P＜0.05），且有浓度依赖趋

势，其半数抑制浓度分别为 8.310、7.996 μmol/L；经 6 μmol/L 澳洲茄边碱作用 10 d 后细胞的克隆形成率显著降低（P＜0.05）。6、

8 μmol/L 澳洲茄边碱作用后细胞凋亡率和细胞中 Bax、caspase-3 mRNA 及 cleaved caspase-3 蛋白（除 8 μmol/L 外）表达量、

p-AMPKα/AMPKα（除 8 μmol/L外）均显著升高（P＜0.05），Bcl-2 mRNA 及蛋白表达量均显著降低（P＜0.05），部分指标变化有浓

度依赖性。compound C 可以抑制 AMPKα蛋白表达并逆转澳洲茄边碱对 Bcl-2蛋白的抑制作用。结论：澳洲茄边碱可以抑制

HepG2细胞增殖，诱导其凋亡，作用机制可能与激活AMPK信号通路有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the effects of solamargine on the growth and apoptosis of human hepatocarcinoma cells

HepG2 and its underlying mechanism. METHODS：The effects of 0（blank group）-12 μmol/L solamargine treatment of 24，48 h on

survival rate of HepG2 cells were investigated. The effects of 0（blank group），6 μmol/L solamargine treatment of 10 days on cell

clone formation were also investigated. The effects of 0（blank group），4，6，8 μmol/L solamargine for 24 h on the apoptotic rate

of cells，mRNA expression of Bcl-2，Bax and caspase-3，

protein expression of Bcl-2 and cleaved caspase-3 as well as

ratio of p-AMPKα to AMPKα were all tested. The effects of

AMPK inhibitor as compound C on the protein expression of

AMPKα and Bcl-2 in cells were investigated after treated with 6

μmol/L solamargine for 24 h. RESULTS：Compared with

blank group，1-12 μ mol/L solamargine for 24，48 h could

significantly decrease the survival rates of cells（P＜0.05）in a

concentration-dependent manner；IC50 of them were 8.310 and
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肝癌是全球最常见的恶性肿瘤之一，也是恶性肿瘤

导致患者死亡的第三大原因[1]。目前，手术切除是肝细

胞癌的最佳治疗方法，特别是在发病早期且肿块直径小

于 2 cm时，手术切除是最有效的方法，但患者的 5年复

发率仍高达 68％[2－3]。近年来，化疗和靶向治疗在肝癌

的治疗中得到了广泛的应用，其代表药物索拉非尼和仑

伐替尼可以明显提高无法进行手术的肝癌患者的生存

率[4－5]。然而，分子靶向治疗的耐受性和相对严重的副

作用限制了这类药物在临床上的进一步应用[6]。因此，

寻找新的肝癌治疗方法和抗肝癌药物意义重大。

澳洲茄边碱（solamargine）是中药龙葵 Solanum ni-

grum L.生物碱中的主要成分，属于甾体生物碱的胆甾烷

衍生物，已被证实对非小细胞肺癌、肝癌等多种恶性肿

瘤细胞的生长有明显的抑制作用[7－10]。但该成分抑制肝

癌细胞生长的分子机制尚不明确。腺苷一磷酸活化蛋

白激酶（AMP-activated protein kinase，AMPK）是维持细

胞能量稳态的重要介质，活化后的AMPK可以通过抑制

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白信号通路来促进细胞凋

亡 [11]。基于此，本研究拟探讨澳洲茄边碱对人肝癌

HepG2细胞生长和凋亡的影响，以及可能涉及的分子机

制，为该成分在肝癌临床治疗领域中的应用提供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有SYNERGY-H1型多功能酶

标仪（美国BioTek公司），TS2型倒置生物显微镜（日本

Nikon 公司），Centrifuge 5430R 型高速离心机、Galaxy

170S 型 CO2细胞培养箱（德国 Eppendorf 公司），Novo

Quanteon型流式细胞仪（美国ACEA Biosciences公司），

ViiA 7型荧光定量聚合酶链反应（PCR）仪（美国ABI公

司），Mini-PROTEAN® Tetra cell 小型垂直电泳转印系

统、ChemiDoc Touch型高灵敏度化学发光成像仪（美国

Bio-Rad公司），NanoDrop 2000型超微量分光光度计（美

国 Thermo Fisher Scientific 公司），ELPH 1301S 型相机

（日本Canon公司）等。

1.2 主要药品与试剂

澳洲茄边碱对照品（批号MUST-20112005，纯度≥

98％）购自成都曼斯特生物科技有限公司；二甲基亚砜

（DMSO，批号 RNBH8343）购自美国 Sigma 公司；MTT

试剂（批号S3444）购自美国MP Biomedicals公司；4％多

聚甲醛固定液、结晶紫染色液均购自上海碧云天生物技

术有限公司；兔源磷酸化AMPKα（p-AMPKα）（T172）单

克隆抗体、兔源AMPKα单克隆抗体、兔源B细胞淋巴瘤

2（Bcl-2）单克隆抗体、兔源胱天蛋白酶3（caspase-3）单克

隆抗体、兔源β-肌动蛋白（β-actin）单克隆抗体、兔源剪切

的 caspase-3（cleaved caspase-3）单克隆抗体和RIPA细胞

裂解液（批号分别为 50081S、5832S、4223S、9665S、

4970S、9664S、7723S）均购自美国CST公司；辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白 G（H+L）二抗（批号

1706515）购自美国 Bio-Rad 公司；膜联蛋白Ⅴ（Annexin

Ⅴ）-异硫氰酸荧光素（FITC）/碘化丙啶（PI）凋亡试剂盒

（批号73001255）购自杭州联科生物科技股份有限公司；

DMEM培养基、胎牛血清、青-链霉素溶液和0.25％胰蛋

白酶-乙二胺四乙酸（EDTA）消化液均购自美国Gibco公

司；BCA 蛋白定量试剂盒（批号 VK314219）购自美国

Thermo Fisher Scientific公司；聚偏二氟乙烯（PVDF）膜

购自美国Millipore公司；Trizol试剂（批号74117）购自美

国Life Invitrogen公司；Evo M-MLV反转录预混型试剂

盒、SYBR® Green Premix Pro Taq HS qPCR Kit（批号分

别为 AG11728、AG11718）均购自艾科瑞生物科技有限

公司；AMPK 抑制剂 6-｛4-[2-（1-哌啶基）乙氧基]苯

基｝-3-（4-吡啶基）吡唑并[1，5-A]嘧啶对照品（compound

C，批号HY-13418A，纯度99.65％）购自美国MCE公司；

ECL 化学发光超敏显色试剂盒（批号 36208ES76）购自

翌圣生物科技（上海）股份有限公司；其余试剂均为分析

纯或实验室常用规格，水为超纯水。

1.3 细胞

本研究所用人肝癌HepG2细胞购自广州赛库生物

科技有限公司。

2 方法
2.1 澳洲茄边碱溶液的制备

取澳洲茄边碱对照品适量，用DMSO溶解、稀释，制

成浓度为 50 mmol/L的贮备液，分装后，于－20 ℃冰箱

中保存，备用。

2.2 细胞培养

HepG2细胞用含10％胎牛血清、100 u/mL青霉素和

100 μg/mL链霉素的DMEM培养基（下文简称“DMEM

7.996 μmol/L，respectively；the rate of cell clone formation was decreased significantly after treated with 6 μmol/L solamargine for

10 days（P＜0.05）. The apoptotic rate of HepG2 cells，mRNA expression of Bax and caspase-3，protein expression of cleaved

caspase-3（except for 8 μmol/L）as well as ratio of p-AMPKα to AMPKα（except for 8 μmol/L）were all increased significantly

after treated with 6，8 μmol/L solamargine（P＜0.05）；mRNA and protein expression of Bcl-2 were decreased significantly（P＜

0.05）；the changes of some indexes were in a concentration-dependent manner. The compound C could inhibit protein expression of

AMPKα，and reverse the inhibitory effect of solamargine on Bcl-2 protein. CONCLUSIONS：Solamargine can inhibit the proliferation

of HepG2 cells and induce apoptosis，the mechanism of which may be associated with activating AMPK signaling pathway.

KEYWORDS Solamargine；Human hepatocarcinoma cells HepG2；Growth；Apoptosis；AMPK signaling pathway
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完全培养基”），在37 ℃、5％CO2细胞培养箱中无菌培养

（培养条件下同），每隔 24 h 换液 1次，待细胞生长至

70％左右，用 0.25％胰蛋白酶-EDTA 消化液消化（消化

方法下同）传代，待细胞贴壁后，取对数生长期的细胞进

行后续实验。

2.3 细胞存活率的检测和澳洲茄边碱作用浓度及时间

的筛选

采用 MTT 法检测细胞存活率。取对数生长期的

HepG2细胞，消化后计数，分别以每孔 10 000个接种到

96孔板中，每孔加入 DMEM 完全培养基 100 μL，培养

24 h 后，弃去培养基，分别加入含澳洲茄边碱 0（空白

组）、1、2、4、6、8、10、12 μmol/L 的 DMEM 完全培养基

100 μL，每个浓度设置 3个复孔。分别培养 24、48 h后，

每孔加入5 mg/mL的MTT试剂10 μL，培养4 h后，弃去

培养基，每孔加入DMSO 150 μL，振荡 5 min，使用酶标

仪于570 nm波长处检测各孔的吸光度（A），按下式计算

细胞存活率：细胞存活率（％）＝实验组 A 值/空白组 A

值×100％。实验重复 3次，取平均值。使用 GraphPad

Prism 7软件计算半数抑制浓度，以筛选后续实验的药物

作用浓度和作用时间。

2.4 分组与给药

取对数生长期的HepG2细胞，以每孔 2×105个接种

到6孔板中，每孔加入DMEM完全培养基2 mL，待细胞

贴壁后，弃去培养基，分别加入含澳洲茄边碱 0（空白

组）、4、6、8 μmol/L（浓度根据“2.3”项下结果设置）的

DMEM完全培养基2 mL，每个浓度设置3个复孔。

2.5 细胞凋亡率的检测

采用Annexin Ⅴ-FITC/PI双染色法结合流式细胞仪

进行检测。取对数生长期的 HepG2细胞，按“2.4”项下

方法接种、分组、给药。培养 24 h后，消化并收集细胞，

用预冷的磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.2）离心（100×g，5

min）洗涤 2次，弃去上清液；用水稀释 5×binding buffer

得 1×binding buffer，取 1×binding buffer 500 μL 重悬细

胞，加入Annexin Ⅴ-FITC试剂 5 μL和PI试剂 10 μL，轻

柔涡旋混匀后，室温避光孵育5 min，使用流式细胞仪分

析细胞凋亡情况，记录细胞凋亡率（含早期凋亡率和晚

期凋亡率）。实验重复3次。

2.6 细胞克隆形成率的检测

采用结晶紫染色法进行检测。取对数生长期的

HepG2细胞，以每孔 500个接种到 6孔板中，每孔加入

DMEM完全培养基2 mL。培养次日，弃去培养基，分别

加入含澳洲茄边碱0（空白组）、6 μmol/L（浓度根据“2.5”

项下结果设置）的DMEM完全培养基2 mL，每个浓度设

置 3个复孔。培养 10 d后，用 4％多聚甲醛固定液固定

30 min，以结晶紫染色液染色30 min，再用ddH2O冲洗干

净，记录各孔内形成的克隆数[细胞数大于 50个的集落

（直径大于 0.3～1.0 mm）计为 1个克隆]并拍照，按下式

计算克隆形成率：克隆形成率（％）＝克隆数/接种细胞

数×100％。

2.7 细胞中Bcl-2、Bax、caspase-3 mRNA表达的检测

采用实时荧光定量PCR法进行检测。取对数生长

期的 HepG2细胞，按“2.4”项下方法接种、分组、给药。

培养 24 h 后，弃去上清液，用 PBS 洗涤 2次，每孔加入

Trizol试剂 1 mL，提取细胞总RNA，使用超微量分光光

度计测定RNA浓度后，按试剂盒说明书方法将总RNA

反转录成 cDNA。以上述 cDNA为模板，按试剂盒说明

书方法进行扩增。反应体系（共 10 µL）如下：2×SYBR

Green Pro Taq HS Premix（ROX plus）5 μL，cDNA模板 1

μL，上、下游引物各0.2 μL，RNase-free水3.6 μL。反应程

序采用两步法，具体条件如下：95 ℃预变性 30 s；95 ℃

变性 5 s，60 ℃退火与延伸 30 s，40个循环。使用 2－ΔΔCt

法以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）为内参计算细胞中

Bcl-2、Bcl-2相关X蛋白（Bax）、caspase-3 mRNA的表达

量。PCR引物均委托美国Thermo Fisher Scientific公司

设计、合成，引物序列及产物长度见表1。

表1 Bcl-2等基因的PCR引物序列及产物长度

Tab 1 Sequence and product length of PCR primers

such as Bcl-2

基因名称
Bcl-2

Bax

caspase-3

GAPDH

引物序列（5′→3′）
上游：TGCGGCCTCTGTTTGATTTC

下游：GGGCCAAACTGAGCAGAGTCT

上游：TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG

下游：TGTGTCCACGGCGGCAATCATC

上游：CTGGACTGTGGCATTGAGAC

下游：GCAAAGGGACTGGATGAACC

上游：AAGCCTGCCGGTGACTAAC

下游：GCGCCCAATACGACCAAATC

产物长度，bp

57

103

159

150

2.8 细胞中 p-AMPKα、AMPKα、Bcl-2、cleaved cas-

pase-3蛋白表达的检测

采用 Western blot 法进行检测。取对数生长期的

HepG2细胞，按“2.4”项下方法接种、分组、给药。培养

24 h后，收集细胞，提取总蛋白，用BCA蛋白定量试剂盒

测定蛋白浓度后，煮沸 5 min使其变性。取变性蛋白 30

μg进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，用半干

转印法转移到 PVDF 膜上，用 TBST 缓冲液（含 0.5％吐

温 20，下同）洗涤 3次后，用 5％脱脂牛奶室温封闭 1 h；

加入 p-AMPKα（T172）（稀释比例 1 ∶ 1 000）、AMPKα（稀

释比例 1 ∶ 1 000）、Bcl-2（稀释比例 1 ∶ 1 000）、caspase-3

（稀释比例1 ∶1 000）、cleaved caspase-3（稀释比例1 ∶1 000）、

β-actin（稀释比例1 ∶ 5 000）一抗，4 ℃孵育过夜；用TBST

缓冲液洗涤 3次，加入相应二抗（稀释比例 1 ∶ 3 000），室

温孵育1 h；用TBST缓冲液洗涤3次，将显色液A液和B
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液混合，用移液枪均匀加至膜上，再用高灵敏度化学发

光成像仪成像，用 Image Lab 5.2.1软件分析目标蛋白与

内参蛋白（β-actin）的灰度值比值，并计算 p-AMPKα/

AMPKα，再将上述结果与空白组比较进行归一化处理，

作为目标蛋白的表达量。

另取对数生长期的 HepG2细胞，按“2.4”项下方法

接种后分为空白对照组、澳洲茄边碱组、compound C组

和 compound C+澳洲茄边碱组，每组设置 3个复孔。相

应药物组加入含 compound C 5 μmol/L[12]的DMEM完全

培养基2 mL，培养2 h后，弃去培养基，再（或）加入含澳

洲茄边碱 6 μmol/L（浓度根据“2.5”项下结果设置）的

DMEM完全培养基2 mL，继续培养24 h，然后按上述方

法测定细胞中AMPKα、Bcl-2蛋白的表达量。

2.9 统计学方法

采用GraphPad Prism 7软件进行数据分析及作图。

实验结果采用x±s表示，两组间比较采用 t检验；多组间

比较采用单因素方差分析，多组间两两比较采用Bonfer-

roni检验。检验水准α＝0.05。

3 结果

3.1 澳洲茄边碱对HepG2细胞存活率的影响

与空白组比较，1～12 μmol/L 澳洲茄边碱作用 24、

48 h后，HepG2细胞存活率均显著降低（P＜0.05），且有

浓度依赖趋势。澳洲茄边碱作用24、48 h对HepG2细胞

的半数抑制浓度分别为 8.310、7.996 μmol/L，故后续实

验以4、6、8 μmol/L作为澳洲茄边碱的作用浓度，24 h作

为其作用时间。澳洲茄边碱作用24、48 h对HepG2细胞

存活率的影响见表2。

表2 澳洲茄边碱作用24、48 h对HepG2细胞存活率的

影响（x±±s，n＝3，％％）

Tab 2 Effects of solamargine on the survival rate of

HepG2 cells after treated with solamargine for

24 and 48 h（x±±s，n＝3，％％）

澳洲茄边碱浓度，μmol/L

0（空白组）

1

2

4

6

8

10

12

24 h

103.185±4.246

87.864±1.936＊

85.923±5.023＊

77.426±6.999＊

68.646±5.863＊

61.737±9.603＊

43.028±7.115＊

28.529±4.197＊

48 h

104.459±8.515

90.505±6.510＊

88.291±5.566＊

82.808±7.114＊

77.905±7.364＊

56.415±9.358＊

24.502±3.648＊

14.956±0.775＊

注：与空白组比较，＊P＜0.05

Note：vs. blank group，＊P＜0.05

3.2 澳洲茄边碱对HepG2细胞凋亡率的影响

0、4、6、8 μmol/L澳洲茄边碱作用24 h后，HepG2细

胞的凋亡率分别为（8.687±0.331）％、（9.707±0.891）％、

（12.753±0.534）％、（13.900±1.015）％，其中6、8 μmol/L

澳洲茄边碱作用后HepG2细胞的凋亡率均显著高于空

白组和 4 μmol/L 澳洲茄边碱（P＜0.05），故后续细胞克

隆形成实验和机制验证实验以 6 μmol/L作为澳洲茄边

碱的作用浓度。澳洲茄边碱对HepG2细胞凋亡率的影

响见图1。

3.3 澳洲茄边碱对HepG2细胞克隆形成的影响

经6 μmol/L澳洲茄边碱作用10 d后，HepG2细胞的

克隆形成率较空白组显著降低[（20.666±5.033）％vs.

（32.667±3.055）％，P＜0.05]。澳洲茄边碱对HepG2细

胞克隆形成的影响见图2。

3.4 澳洲茄边碱对 HepG2 细胞中 Bcl-2、Bax、cas-

pase-3 mRNA表达的影响

与空白组比较，6、8 μmol/L 澳洲茄边碱作用 24 h

后，HepG2细胞中 Bcl-2 mRNA 的表达量均显著降低

（P＜0.05），Bax、caspase-3 mRNA 的表达量均显著升高

（P＜0.05）。与4 μmol/L澳洲茄边碱比较，6、8 μmol/L澳

图1 澳洲茄边碱对HepG2细胞凋亡率影响的流式图

Fig 1 Flow charts of the effects of solamargine on the

apoptosis rate of HepG2 cells
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图2 澳洲茄边碱对HepG2细胞克隆形成的影响

Fig 2 Effects of solamargine on clone formation of

HepG2 cells
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洲茄边碱作用 24 h后HepG2细胞中 caspase-3 mRNA的

表达量均显著升高（P＜0.05）。澳洲茄边碱对HepG2细

胞中Bcl-2、Bax、caspase-3 mRNA表达的影响见表3。

表 3 澳洲茄边碱对 HepG2 细胞中 Bcl-2、Bax、cas-

pase-3 mRNA表达的影响（x±±s，n＝3）

Tab 3 Effects of solamargine on mRNA expression of

Bcl-2，Bax and caspase-3 in HepG2 cells（x±±s，

n＝3）

澳洲茄边碱浓度，μmol/L

0（空白组）

4

6

8

Bcl-2/GAPDH

1.297±0.278

0.973±0.015

0.890±0.123＊

0.960±0.030＊

Bax/GAPDH

1.080±0.080

1.247±0.122

1.370±0.092＊

1.497±0.091＊

caspase-3/GAPDH

1.063±0.078

1.260±0.052

1.553±0.123＊#

1.543±0.038＊#

注：与空白组比较，＊P＜0.05；与 4 μmol/L澳洲茄边碱比较，#P＜

0.05

Note：vs. blank group，＊ P＜0.05；vs. 4 μmol/L solamargine，#P＜

0.05

3.5 澳洲茄边碱对 HepG2细胞中 Bcl-2、cleaved cas-

pase-3蛋白表达的影响

与空白组比较，6、8 μmol/L澳洲茄边碱作用24 h后

HepG2 细胞中 Bcl-2 蛋白的表达量均显著降低（P＜

0.05），6 μ mol/L 澳洲茄边碱作用后 HepG2 细胞中

cleaved caspase-3蛋白的表达量显著升高（P＜0.05）。与

4、6 μmol/L澳洲茄边碱比较，8 μmol/L澳洲茄边碱作用

24 h 后 HepG2细胞中 Bcl-2蛋白的表达量均显著降低

（P＜0.05）。澳洲茄边碱对HepG2细胞中Bcl-2、cleaved

caspase-3蛋白表达的影响见图3、表4。

3.6 澳洲茄边碱对AMPK信号通路的影响及验证

经0、4、6、8 μmol/L澳洲茄边碱作用24 h后，HepG2

细胞中p-AMPKα/AMPKα分别为1、1.212±0.114、1.315±

0.143、1.310±0.320。与空白组比较，4、6、8 μmol/L

澳洲茄边碱作用24 h后HepG2细胞中p-AMPKα/AMPKα

均有升高趋势，其中6 μmol/L澳洲茄边碱可使上述比值

显著升高（P＜0.05）。澳洲茄边碱对 HepG2 细胞中

p-AMPKα、AMPKα蛋白表达影响的电泳图见图4。

与空白对照组比较，compound C 组、compound C+

澳洲茄边碱组HepG2细胞中AMPKα蛋白的表达量和澳

洲茄边碱组HepG2细胞中Bcl-2蛋白的表达量均显著降

低（P＜0.05）。与澳洲茄边碱组比较，compound C+澳洲

茄边碱组 HepG2细胞中 Bcl-2蛋白的表达量显著升高

（P＜0.05）。AMPK抑制剂对经澳洲茄边碱作用后HepG2

细胞中AMPKα、Bcl-2蛋白表达的影响见图5、表5。

图 3 澳洲茄边碱对HepG2细胞中Bcl-2、cleaved cas-

pase-3蛋白表达影响的电泳图

Fig 3 Electrophoretograms of the effects of solamar-

gine on the protein expression of Bcl-2 and

cleaved caspase-3 in HepG2 cells

Bcl-2

β-actin

caspase-3

cleaved caspase-3

β-actin

0 μmol/L澳洲茄
边碱（空白组）

4 μmol/L澳
洲茄边碱

6 μmol/L澳
洲茄边碱

8 μmol/L澳
洲茄边碱

图4 澳洲茄边碱对HepG2细胞中p-AMPKα、AMPKα

蛋白表达影响的电泳图

Fig 4 Electrophoretograms of the effects of solamar-

gine on the protein expression of p-AMPKα

and AMPKα in HepG2 cells
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表 4 澳洲茄边碱对HepG2细胞中Bcl-2、cleaved cas-

pase-3蛋白表达的影响（x±±s，n＝3）

Tab 4 Effects of solamargine on protein expression of

Bcl-2 and cleaved caspase-3 in HepG2 cells（x±±

s，n＝3）

澳洲茄边碱浓度，μmol/L

0（空白组）

4

6

8

Bcl-2

1

0.954±0.094

0.826±0.075＊

0.543±0.121＊#Δ

cleaved caspase-3

1

1.085±0.130

1.213±0.079＊

1.092±0.152

注：与空白组比较，＊P＜0.05；与 4 μmol/L澳洲茄边碱比较，#P＜

0.05；与6 μmol/L澳洲茄边碱比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank group，＊ P＜0.05；vs. 4 μmol/L solamargine，#P＜

0.05；vs. 6 μmol/L solamargine，ΔP＜0.05

图 5 AMPK抑制剂对经澳洲茄边碱作用后HepG2细

胞中AMPKα、Bcl-2蛋白表达影响的电泳图

Fig 5 Electrophoretograms of the effects of AMPK in-

hibitor on the protein expression of AMPKα

and Bcl-2 in HepG2 cells after treated with sola-

margine
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表 5 AMPK抑制剂对经澳洲茄边碱作用后HepG2细

胞中AMPKα、Bcl-2蛋白表达的影响（x±±s，n＝3）

Tab 5 Effects of AMPK inhibitor on the protein ex-

pression of AMPKα and Bcl-2 in HepG2 cells

after treated with solamargine（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
澳洲茄边碱组
compound C组
compound C+澳洲茄边碱组

AMPKα

1

1.045±0.048

0.760±0.025＊

0.761±0.004＊

Bcl-2

1

0.615±0.136＊

0.936±0.227

0.920±0.033Δ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与澳洲茄边碱组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.05；vs. solamargine group，
ΔP＜0.05

4 讨论

我国肝癌的发病人数占全世界所有肝癌病例总数

的 55％ [13－14]。尽管治疗肝癌有许多策略，包括手术切

除、肝脏移植、消融、经动脉化学栓塞术和分子靶向治疗

（索拉非尼和仑伐替尼）等，但疗效仍不令人满意[15－16]。

因此，进一步寻找新的抗肝癌治疗途径和药物是国内外

研究的热点之一。

已有体内外研究表明，澳洲茄边碱对鼻咽癌、肺癌

细胞的生长均有抑制作用[8－9]，但其在肝癌细胞中的作

用尚不明确。细胞增殖是活细胞的重要生理功能之一，

当细胞受到致癌因素的影响时，其无法正常地完成分化，

取而代之的则是不受控制地持续分裂、恶性增殖[17－19]。既

往研究发现，澳洲茄边碱可通过下调基质金属蛋白酶 2

和基质金属蛋白酶 9的表达来抑制细胞的迁移和侵

袭[20]。本研究采用MTT法和细胞克隆形成实验考察了

澳洲茄边碱对HepG2细胞生长的影响，结果显示，澳洲

茄边碱可降低HepG2细胞的存活率且对存活率的影响

有浓度依赖趋势，并能抑制其克隆形成。

细胞凋亡是维持细胞内环境稳定所必需的一种基

本的生物学过程[21]。Bcl-2和Bax均为Bcl-2家族成员，

是参与细胞凋亡的重要因子。Bcl-2在维持细胞存活中

起着重要作用，而 Bax 的主要作用是加速细胞凋亡 [22]。

有研究表明，细胞凋亡实际上是 caspase 被活化并诱发

凋亡蛋白酶级联反应的过程[23]。caspase-3是 caspase家

族成员之一，可激活凋亡信号的传递，是促进细胞凋亡

的关键蛋白；caspase-3切割之后可形成cleaved caspase-3，

cleaved caspase-3是 caspase-3的活化形式并能够破坏细

胞功能、促进细胞凋亡[23－24]。本研究结果显示，澳洲茄边

碱可通过抑制 Bcl-2 mRNA 及其蛋白的表达，促进Bax、

caspase-3 mRNA和cleaved caspase-3蛋白的表达来诱导

HepG2细胞凋亡，与Ding等[25]研究结果一致。

AMPK是细胞能量的传感器，可调节细胞的增殖、

生长和自噬[26]。有研究表明，AMPK可作为抑癌因子发

挥作用，其活化可以抑制肿瘤细胞的增殖[27]。AMPK还

是一种参与凋亡信号通路信号转导的交互蛋白，包括

LKB1（liver kinase B1）/AMPK 和 AMPK/p53 信 号 通

路[28－29]。有研究发现，ω-羟基十一碳-9-烯酸可增加乳腺

癌细胞中AMPK的磷酸化水平和 cleaved caspase-3、Bax

蛋白的表达水平，下调 Bcl-2蛋白的表达水平，而使用

AMPK抑制剂可以逆转这种作用[30]。本研究结果显示，

澳洲茄边碱作用于 HepG2细胞后可轻微上调磷酸化

AMPKα蛋白的表达，使用AMPK抑制剂 compound C后

可以抑制AMPKα蛋白的表达，从而逆转澳洲茄边碱对

Bcl-2蛋白的抑制作用，说明澳洲茄边碱诱导HepG2细

胞凋亡的作用可能与调控AMPK信号通路有关。

综上所述，澳洲茄边碱可以抑制HepG2细胞增殖，

诱导其凋亡，作用机制可能与激活 AMPK 信号通路有

关。在下一步研究中，本课题组将采用肝癌细胞荷瘤小

鼠模型评估澳洲茄边碱治疗肝癌的效果与机制。
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