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摘 要 目的：研究黄芩素对人肝癌HepG2细胞生长的抑制作用。方法：在培养HepG2细胞的96孔板上加入药物，使黄芩素的终

浓度分别为0、20、40、80、160 μmol/L（即对照组与黄芩素①、②、③、④组）。采用MTT法检测细胞的存活情况，分光光度法检测含

半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（Caspase）-3、8、9的活性，并检测丙二醛（MDA）含量，超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物

酶（GSH-Px）活性。结果：与对照组比较，培养24、48、72 h时，黄芩素②、③、④组各时间点的吸光度降低；培养24 h时，Caspase-3、

8、9活性增强，MDA含量增加，SOD、GSH-Px活性减弱，差异均有统计学意义（P＜0.01）。结论：黄芩素对HepG2细胞生长具有抑

制作用，其机制与增强Caspase-3、8、9活性，增加MDA含量，减弱SOD、GSH-Px活性有关。

关键词 黄芩素；肝癌；HepG2细胞；MTT法；含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶；丙二醛；超氧化物歧化酶；谷胱甘肽过氧化物酶

Study on the Inhibitory Effect of Baicalein on the Growth of HepG2 Cell
WANG Fang（Dept. of Pharmacy，No. 153 Central Hospital of PLA，Zhengzhou 450042，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the inhibitory effect of baicalein on the growth of HepG2 cell. METHODS：The drugs were

added into 96-well plate that cultivated HepG2 cells，so that the baicalein extract concentration were 0，20，40，80，160 μmol/L

（namely blank control group and baicalein ①，②，③，④ group）. MTT method was adopted to detect cell inhibition ratio. Spectro-

photometric method was adopted to detect the activity of Caspase-3，8，9；the content of MDA，the activity of SOD and GSH-Px

were all determined. RESULTS：Compared with normal control group，the absorbance of baicalein group ②，③，④ decreased，the

activity of 24 h Caspase-3，8，9，and the content of MDA increased；while the activity of SOD and GSH-Px decreased；there was

statistical significance（P＜0.01）. CONCLUSIONS：Baicalin can inhibit the growth of HepG2 cells. The mechanism is related to the

increase of inhibition ratio，the activity of Caspase-3，8，9 and the content of MDA，and the decrease of the activity of SOD and

GSH-Px.

KEYWORDS Baicalein；Liver cancer；HepG2 cell；MTT；Caspase；MDA；SOD；GSH-Px
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黄芩素又名 5，6，7-三羟基黄酮、黄芩苷元、黄芩黄素、三

羟黄酮，是自唇形科植物高黄芩（Scutellaria altissima L.）根部

的提取物，黄色针状结晶，分子式为 C15H10O5，分子质量为

270.24。黄芩素有多种药理活性，如抑菌[1]、解热镇痛[2-3]、保护
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损伤细胞等 [4]。有研究表明，黄芩素还具有一定的抗肿瘤

活性 [5]。本研究通过黄芩素作用于肝癌HepG2细胞，探讨黄

芩素对肝癌HepG2细胞的抑制作用及其机制。

1 材料

1.1 仪器

SW-GJ-2FD 型洁净工作台（苏州安泰空气技术有限公

司）；Gallios 型流式细胞仪（美国 Beckman Coulter 公司）；

Multiskan MK3型酶标仪（美国Thermo公司）；二氧化碳（CO2）

培养箱（上海三腾仪器有限公司）；24、96 孔培养板（美国

Corning公司）；DMEM 培养基（美国Gibco 公司）。

1.2 试剂

黄芩素对照品（中国药品生物制品检定研究院，批号：

0715-200112）；青霉素、链霉素、谷氨酰胺、胰蛋白酶、甲基噻唑

蓝（MTT）、二甲基亚砜（DMSO）、胎牛血清（FBS）均购于美国

Sigma公司；超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、谷胱甘

肽过氧化物酶（GSH-Px）均购于南京建成生物工程研究所。

1.3 细胞株

人肝细胞癌 HepG2细胞株源自美国模式菌种收集中心

（ATCC）。

2 方法

2.1 细胞的培养

将 HepG2细胞以 5×105 ml－1接种于含 100 u/ml 青霉素、

100 u/ml 链霉素、10 mmol/l Hepes缓冲液、2 mmol/L l-谷氨酰

胺的DMEM培养基中（pH 7.2），37 ℃、5％CO2孵育。细胞为

多角形贴壁生长，每2～3 d 传代1 次，取对数生长期的细胞株

用于实验。

2.2 细胞存活率的检测

取对数生长期的HepG2细胞以1×105 ml－1接种于96孔板

上，培养24 h，待细胞贴壁后，分为5组，每组加入不同浓度的

黄芩素200 μl，使黄芩素终浓度分别为0、20、40、80、160 μmol/L

（即对照组与黄芩素①、②、③、④组）。分别培养 24、48、72 h

后，加入MTT 20 μl /孔，置CO2培养箱中继续培养 4 h后终止

培养。小心吸弃孔内培养上清液，每孔加入DMSO 150 μl，充

分振荡，使蓝紫色沉淀充分溶解。在 30 min内用酶联免疫检

测仪测定 570 nm 波长处的吸光度（A570）。不同时间点不同浓

度的黄芩素对HepG2细胞增殖的抑制率＝（对照组A570－用药

组A570）/对照组A570×100％。以上实验重复3次。

2.3 含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（Caspase）-3、8、9活

性的检测

分组与药物浓度同“2.2”项下方法。HepG2细胞培养24 h

后，用磷酸盐缓冲液（PBS）洗 1遍，加入 0.25％胰蛋白酶和

0.02％乙二胺四乙酸（EDTA）消化，制成细胞悬液，于4℃下，以

离心半径为13.5 cm、4 000 r/min离心 5 min，收集细胞，用PBS

洗 1 遍 ，加入细胞裂解液（150 mmol/L NaCl、150 mmol/L

Tris-HCl、1 mmol/L EDTA、1％ Triton X-100，pH 8.0）使细胞裂

解[6]。于 4 ℃下，以离心半径为 13.5 cm、4 000 r/min离心 1 h，

收集上清液，采用分光光度法检测 Caspase-3、8、9的活性（具

体过程按试剂盒说明完成），用酶标仪测定 405 nm 波长处的

A，以此表示Caspase-3、8、9的相对活性。

2.4 MDA含量和SOD、GSH-Px活性的检测

按“2.3”项下方法裂解细胞，收集上清液。参照说明书测

定细胞内MDA 含量和 SOD、GSH-Px 活性。SOD 活性单位：

每 1 mg组织蛋白在 1 ml 反应液中SOD抑制率达 50％时所对

应的SOD 酶活力为一个酶活力单位（U）；GSH-Px 活性单位：

每1 mg蛋白质每分钟扣除非酶反应，使反应体系中GSH 浓度

降低 1 μmol/L 为一个活力单位（U）。蛋白质定量采用考马斯

亮蓝比色法测定。

2.5 统计学方法

采用 SPSS 17.0软件处理分析实验数据。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，然后以

LSD法进行统计。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 黄芩素对HepG2细胞的抑制作用

与对照组比较，HepG2细胞培养 24、48、72 h时，黄芩素、

②、③、④组的A降低，差异有统计学意义（P＜0.01）；各组细胞

的抑制率随黄芩素浓度增大而升高。黄芩素对HepG2细胞的

抑制作用见表1。

表1 黄芩素对HepG2细胞的抑制作用（x±±s）

Tab 1 The inhibitory effect of baicalein on HepG2（x±±s）

组别

对照组
黄芩素①组
黄芩素②组
黄芩素③组
黄芩素④组

24 h

A

0.625±0.34

0.583±0.16

0.347±0.13＊

0.275±0.18＊

0.208±0.15＊

抑制率，％
0

6.72

44.48

56.00

66.72

48 h

A

0.903±0.42

0.854±0.19

0.416±0.20＊

0.377±0.17＊

0.281±0.16＊

抑制率，％
0

5.43

53.93

58.25

68.88

72 h

A

1.569±0.73

1.504±0.41

0.632±0.21＊

0.579±0.18＊

0.425±0.17＊

抑制率，％
0

4.14

59.72

63.10

72.91

与对照组比较：＊P＜0.01

vs.control group：＊P＜0.01

3.2 黄芩素对HepG2细胞Caspase-3、8、9活性的影响

与对照组比较，黄芩素②、③、④组的Caspase-3、8、9活性

增强，差异有统计学意义（P＜0.01）。黄芩素对 HepG2细胞

Caspase-3、8、、9活性的影响见表2。

表 2 黄芩素对 HepG2 细胞 Caspase-3、8、9 活性的影响

（x±±s，n＝6）

Tab 2 The effect of baicalein on the activity of Caspase-3，

8，9 in HepG2 cells（x±±s，n＝6）

分组
对照组
黄芩素①组
黄芩素②组
黄芩素③组
黄芩素④组

Caspase-3

100

109±12

233±18＊

186±15＊

375±16＊

Caspase-8

100

104±9

129±8＊

146±10＊

172±11＊

Caspase-9

100

107±14

144±11＊

175±12＊

218±16＊

与对照组比较：＊P＜0.01

vs.control group：＊P＜0.01

3.3 黄芩素对HepG2 细胞MDA含量和 SOD、GSH-Px 活性
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的影响

与对照组比较，黄芩素②、③、④组的 MDA 含量增加，

SOD、GSH-Px活性减弱，差异有统计学意义（P＜0.01）。黄芩素

对HepG2细胞MDA含量和SOD、GSH-Px活性的影响见表3。

表 3 黄芩素对HepG2细胞MDA含量和SOD、GSH-Px 活性

的影响（x±±s）

Tab 3 The effect of baicalein on the MDA，SOD and

GSH-Px levels of HepG2 cells（x±±s）

分组
对照组
黄芩素①组
黄芩素②组
黄芩素③组
黄芩素④组

MDA，nmol/mg

19.97±5.34

22.48±5.76

86.39±7.35＊

103.84±9.07＊

135.62±11.28＊

SOD，U/mg

182.17±7.36

175.41±6.93

139.35±5.22＊

112.54±5.85＊

80.47±6.45＊

GSH-Px，U/mg

56.41±4.34

53.57±4.31

40.83±3.25＊

31.69±3.40＊

22.16±4.19＊

与对照组比较：＊P＜0.01

vs.control group：＊P＜0.01

4 讨论

目前，临床使用的抗肿瘤化学治疗药物均有不同程度的

毒副作用，有些严重的毒副反应甚至限制了药物的临床使

用。其在杀伤肿瘤细胞的同时，又杀伤正常组织的细胞，尤其

是杀伤人体中生长发育旺盛的血液、淋巴组织细胞等。天然

药物由于其临床毒副作用低，资源丰富，已成为肿瘤化疗替代

药物的研究热点之一。本研究结果表明，黄芩素对人肝癌

HepG2细胞具有明显的细胞毒作用，MTT实验表明，当黄芩素

浓度在40～160 μmo l/L范围内对HepG2细胞的生长具有明显

的抑制作用。

细胞凋亡过程中Caspase家族的激活起着关键的作用[7] 。

在细胞凋亡的信号传导中，Caspase 处于凋亡诱导信号传导、

Caspase 级联反应、下游效应因子作用这一凋亡过程的中心位

置。有研究发现，启动 Caspase（如 Caspase-8、9）和效应 Cas-

pase（如Caspase-3、7）分别参与上述凋亡的启动和执行过程[8]；

而 Caspase-9主要参与诱导线粒体损伤从而介导细胞凋亡。

Caspase-3被称为执行者，Caspase-8、9被称为发起者[9]。Cas-

pase-8、9直接或间接激活下游的效应分子 Caspase-3、6、7，再

激活核酸内切酶，导致DNA 片段化。本研究结果表明，黄芩

素对人肝癌HepG2细胞Caspase-3、8、9具有增强作用，且黄芩

素浓度在40～160 μmol/L范围内对HepG2细胞Caspase-3、8、9

活性具有明显的增强作用。

MDA、SOD、GSH-Px均为体内氧化应激程度的经典指标，

MDA含量、SOD、GSH-Px活性发生明显变化，表明HepG2 细

胞的细胞核内DNA已外泄，且细胞内的脂质和酶系都发生了

变化。本研究结果表明，黄芩素对人肝癌HepG2细胞MDA含

量和 SOD、GSH-Px 活性均有影响，当黄芩素浓度在 40～160

μmol/L 范围内可增加 HepG2 细胞 MDA 含量，减弱 SOD、

GSH-Px的活性，从而直接导致细胞进一步损伤。

综上所述，黄芩素对 HepG2 细胞有抑制作用，对 Cas-

pase-3、8、9的活性有增强作用，可增加MDA含量，减弱SOD、

GSH-Px活性。本研究结果对寻找更好的天然肿瘤化疗替代

药物、促进肝细胞凋亡、提高肝癌治疗效果有一定的意义。
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