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摘要　 目的 探究毛花苷 Ｃ 对肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的作用及其潜在的分子机制。 方法 采用毛花苷 Ｃ 处理

ＨｅｐＧ２ 细胞，利用细胞增殖实验与克隆形成实验评估毛花苷 Ｃ 对其增殖能力的影响。 使用流式细胞仪分析

细胞周期的分布。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测细胞周期相关蛋白 ｐ２１、ｐ２７、ＣＤＫ４ 以及 ｐ⁃Ａｋｔ 和 Ａｋｔ 的表达。
结果 毛花苷 Ｃ 呈浓度依耐性抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖，与对照组相比，毛花苷 Ｃ 干预后，ＨｅｐＧ２ 细胞克隆形成率

明显下降，细胞阻滞于 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果揭示，毛花苷 Ｃ 干预 ＨｅｐＧ２ 细胞后，ｐ２１ 和 ｐ２７ 蛋白

的表达增强，ｐ⁃Ａｋｔ 和 Ａｋｔ 的表达降低。 结论 毛花苷 Ｃ 能抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖，诱导细胞周期阻滞，其机制

可能与毛花苷 Ｃ 抑制 Ａｋｔ 的表达与磷酸化，上调细胞周期调节蛋白 ｐ２１ 和 ｐ２７ 有关。
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　 　 根据美国癌症协会的预测，到 ２０２３ 年，美国将

新增 １９０ 万癌症病例和 ６０ 万癌症死亡病例［１］。
２０１６ 年，中国癌症新发病例数和死亡病例数分别约

为 ４００ 万和 ２５０ 万，其中，肝癌患者的死亡率位居中

国肿瘤死亡率的前 ５ 位［２］。 作为一种多因素、多阶

段和多基因性疾病，肝癌的发生发展牵涉到多个抑

癌基因的失活和癌基因的活化［３］。 常见的抑癌基因

有 ｐ５３、 Ｒｂ、 ｐ２１ 和 ＰＴＥＮ 等，常见的癌基因则有

Ｎ⁃ｒａｓ、Ｃ⁃ｍｙｃ、Ｃ⁃ｆｏｓ、Ａｋｔ 等。 研究［４］ 结果显示，Ａｋｔ
作为潜在的人类致癌基因，在多种肿瘤发生中存在

扩增。 这种 Ａｋｔ 基因扩增现象最早在胃癌中被发

现，并陆续在人类卵巢癌、胰腺癌和乳腺肿瘤中被发

现。 作为磷脂酰肌醇 ３⁃激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ）信号转导通路下游的信息分子，Ａｋｔ 参与抑制

细胞凋亡、促进细胞周期进程和细胞增殖等生物过

程，Ａｋｔ 的异常表达与肿瘤的发生、发展以及对放化

疗产生的耐受密切相关［４］。
强心苷类药物是从植物或动物中提取的天然甾

醇类化合物［５］，除了用于治疗心血管疾病外，目前也

被推荐用于肝癌术后的辅助治疗［６］。 毛花苷 Ｃ 作为

一种美国食品药品监督管理局 （ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准的速效强心苷类药物，已被

证实具有抗肿瘤活性，例如毛花苷 Ｃ 可以通过 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ｃＭｙｃ 信号通路诱导胃癌细胞凋亡［７］，通
过 ＰＣＫδ 诱导肝癌细胞凋亡［８］，以及通过诱导线粒

体失功能增强结肠癌细胞的放疗敏感性［９］。 毛花苷

Ｃ 可导致肝癌细胞 Ｈｕｈ⁃７ 凋亡，并激活凋亡相关基

因 Ｃａｓｐａｓｅ⁃７［１０］。 本研究旨在探究毛花苷 Ｃ 对肝癌细

胞 ＨｅｐＧ２ 增殖的影响及其与 Ａｋｔ 信号通路的关系。

１　 材料与方法

１．１　 主要试剂与仪器

人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２ 购自中国科学院上海生物

科学研究所细胞资源中心。 毛花苷 Ｃ 购自 Ｓｉｇｍａ 公

司；ＤＭＥＭ 高糖培养基购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；胎牛

血清 ＦＢＳ 购自 Ｃｏｒｉｌｌｅ 公司；ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购

自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃８ 试剂购自上海同

仁化学研究所；单克隆抗体 ｐ２１、 ｐ２７、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ
（Ｓｅｒ４７３）、ｐ⁃Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）、ＣＤＫ２ 及 ＣＤＫ４ 均购自美

国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；抗 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗购

自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司。 ＣＯ２培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司；光栅型连续波长酶标仪购自瑞士 ＴＥＣＡＮ 公司；
冷冻离心机购自美国贝克曼库尔特公司；凝胶成像

系统购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；流式细胞仪购自美国

ＢＤ 公司。

１．２　 实验方法

１．２． １ 　 细胞培养 　 将肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞接种在含

１０% ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 高糖培养基（完全培养基）中，放
入 ３７ ℃、５% ＣＯ２培养箱中进行培养。
１．２． ２ 　 ＩＣ５０ 实验 　 细胞用完全培养基培养。 将

ＨｅｐＧ２ 细胞接种在 ９６ 孔板中，密度为 ８ ０００ 个 ／孔，
做好标记，放入培养箱中培养 ２４ ｈ 后，然后进行毛花

苷 Ｃ 干预。 实验设对照组（试剂对照）和 ８ 个毛花苷

Ｃ 浓 度 干 预 组， 对 照 组 加 入 试 剂 二 甲 基 亚 砜

（ＤＭＳＯ），干预组分别加入 ３９、 ７８、 １５６、 ３１２、 ６２５、
１ ２５０、２ ５００、５ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ毛花苷 Ｃ，设 ３ 个复孔，培
养 ２４ ｈ 后，移去培养液，加入细胞增殖⁃毒性检测试

剂（ＣＣＫ⁃８）溶液，每个孔 １０ μＬ，置培养箱孵育 ２ ｈ
后，用酶标仪检测，检测波长为 ４５０ ｎｍ，用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ５．０ 软件进行数据处理，计算毛花苷 Ｃ 的 ＩＣ５０

值。
１．２．３　 细胞增殖实验　 将 ＨｅｐＧ２ 细胞接种在 ９６ 孔

板中，密度为 ２ ０００ 个 ／孔，做好标记，放入培养箱中

培养，２４ ｈ 后进行毛花苷 Ｃ 干预。 实验设对照组和

５ 个不同浓度的毛花苷 Ｃ 干预组，对照组加入 ＤＭＳＯ，
干预组分别加入 ７８、１５６、３１２、６２５、１ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 毛花

苷 Ｃ，设 ３ 个复孔，培养细胞 ２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、４ ｄ
和 ５ ｄ 后，移去培养液，加入 ＣＣＫ⁃８ 溶液，每个孔
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１０ μＬ，再培养 ２ ｈ 后，采用酶标仪检测，检测波长

５６０ ｎｍ，计算细胞增殖抑制率，细胞增殖抑制率 ＝

（对照组 ＯＤ－干预组 ＯＤ） ／对照组 ＯＤ×１００%。

１．２．４　 克隆形成实验 　 将 ＨｅｐＧ２ 细胞接种在 ６ 孔

板中，密度为 １ ０００ 个 ／孔，做好标记，放入培养箱中

培养。 培养 １０ ｄ 后进行毛花苷 Ｃ 干预，设对照组和

毛花苷 Ｃ 干预组，对照组加入 ＤＭＳＯ，干预组加入

３１２ ｎｇ ／ ｍＬ 毛花苷 Ｃ，设置 ９ 个复孔，培养 ６ ｄ 后，移

去培养液，用 ＰＢＳ 洗板 ２ 次，多聚甲醛固定细胞

１５ ｍｉｎ，结晶紫溶液染色 １５ ｍｉｎ 后，用清水浸泡冲

洗，放在室温下晾干，用扫描仪扫描，保存扫描图像。

然后每孔加 ２ ｍＬ １０%的冰醋酸溶液，溶解结晶紫，

取 １００ μＬ 转入 ９６ 孔板，使用酶标仪检测，检测波长

为 ５６０ ｎｍ。 参考文献中的方法［１１］ 计算克隆形成抑

制率，克隆形成抑制率 ＝ （对照组 ＯＤ－干预组 ＯＤ） ／

对照组 ＯＤ×１００%。

１．２．５　 细胞周期检测　 ５×１０５个细胞接种于培养皿

中，做好标记，放入培养箱中培养 ２４ ｈ 后，进行毛花

苷 Ｃ 干预，设对照组和毛花苷 Ｃ 干预组，干预组毛花

苷 Ｃ 的浓度为 ３１２ ｎｇ ／ ｍＬ。 毛花苷 Ｃ 干预培养 ２４ ｈ

后，采用胰酶消化法收集细胞，用预冷的乙醇溶液进

行固定，置于 ４ ℃冰箱备用。 染色前取出细胞，并用

ＰＢＳ 重悬，加入 ＲＮａｓｅ Ａ 溶液，在 ３７ ℃水浴中孵育

３０ ｍｉｎ。 离心、弃去上清液、用 ＰＩ 染色液重悬细胞，

并在 ４ ℃避光条件下孵育 ３０ ｍｉｎ。 最后，使用流式

细胞仪和 ＦｌｏｗＪｏ 软件进行检测和分析。

１．２．６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 裂解细胞提取细胞总蛋

白，采用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 制备上样蛋白样

品，混匀，９５ ℃ 热变性 １０ ｍｉｎ，置于冰上 １０ ｍｉｎ，
－２０ ℃ 冰箱保存。 实验时，取出处理好的上样蛋白

样品，进行凝胶电泳、转膜、封闭、一抗孵育与洗涤、

二抗孵育与洗涤。 这些处理步骤完成后，进行发光、

Ｘ 线胶片曝光、显影及定影。 最后，用扫描仪和

Ｉｍａｇｅ Ｊ 及 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５． ０ 软件对图像进行分

析。

１．３　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２５．０ 软件对数据进行统计学分析，

Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　 结果

２．１　 毛花苷 Ｃ 抑制 ＨｅｐＧ２细胞增殖

毛花苷 Ｃ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖有明显抑制作

用，随毛花苷 Ｃ 干预浓度的增加和干预时间的延长，

抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖越明显，干预 ２４ ｈ 的 ＩＣ５０ 为

（５７９．４０±０．０４）ｎｇ ／ ｍＬ，结果如图 １Ａ 所示。 ＣＣＫ⁃８ 实

验结果显示，与对照组相比，毛花苷 Ｃ 干预组 ＨｅｐＧ２

细胞增殖被抑制，抑制效应呈浓度和时间依赖性，加

毛花苷 Ｃ 作用 ２４ ｈ 后，ＨｅｐＧ２ 细胞生长受到明显抑

制，结果如图 １Ｂ 所示。

注：Ａ． 毛花苷 Ｃ 与 ＨｅｐＧ２ 细胞的剂量效应关系分

析；Ｂ． 毛花苷 Ｃ 浓度与干预时间对 ＨｅｐＧ２ 细胞的

影响。

图 １　 毛花苷 Ｃ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的影响

２．２　 毛花苷 Ｃ 抑制 ＨｅｐＧ２细胞克隆形成

３１２ ｎｇ ／ ｍＬ 的毛花苷 Ｃ 干预组 ＨｅｐＧ２ 细胞克隆

形成能力明显受抑制，与对照组比较，克隆形成抑制

率为（５４．４７±２．３０）%，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），

结果如图 ２ 所示。

·７７·
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图 ２　 毛花苷 Ｃ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞克隆形成能力的影响

２．３　 毛花苷 Ｃ 诱导 ＨｅｐＧ２细胞 Ｇ０ ／ Ｇ１期阻滞

３１２ ｎｇ ／ ｍＬ 的毛花苷 Ｃ 干预组，Ｇ１ 期的细胞

７４．６%高于对照组 ４３．７%，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），结果如图 ３ 所示。

图 ３　 流式细胞仪检测 ＨｅｐＧ２ 细胞的周期

２．４　 相关蛋白表达

毛花苷 Ｃ 上调 ＨｅｐＧ２ 细胞 ｐ２１、ｐ２７ 蛋白表达，
毛花苷 Ｃ 浓度越高，ｐ２１、ｐ２７ 蛋白表达越强。 毛花

苷 Ｃ 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｋｔ 及 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白的表达，毛
花苷 Ｃ 浓度越高，Ａｋｔ 及 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白的表达越低，如
图 ４Ａ 和图 ４Ｂ 所示。

注：Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达；Ｂ．蛋白表达分析（１． 对照组；２．毛花苷 Ｃ ７８ ｎｇ ／ ｍＬ 浓度组；３．毛花苷 Ｃ １５６ ｎｇ ／ ｍＬ 浓度组；

４．毛花苷 Ｃ ３１２ ｎｇ ／ ｍＬ 浓度组；５．毛花苷 Ｃ ６２５ ｎｇ ／ ｍＬ 浓度组；６．毛花苷 Ｃ １ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 浓度组）。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０．０１。

图 ４　 毛花苷 Ｃ 对 ｐ２１、ｐ２７、Ａｋｔ 和 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达的影响分析

·８７·
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３　 讨论
肝癌居 ２０２０ 年中国消化道肿瘤死亡病例的首

位［１２］，它是一种严重威胁人类生命健康的恶性肿

瘤。 强心苷类药物具有治疗肿瘤的潜力， 蟾蜍

灵［１３］、哇巴因［１４］、地高辛［１５］和毛花苷 Ｃ［１６］等强心苷

类药物均被证实具有抗肿瘤作用。 本课题组前期研

究结果证实，毛花苷 Ｃ 可导致肝癌细胞 Ｈｕｈ⁃７ 凋亡，

并激活凋亡相关基因 Ｃａｓｐａｓｅ⁃７［１０］。 本研究以人肝

癌细胞 ＨｅｐＧ２ 为对象，探究毛花苷 Ｃ 对肝癌细胞增

殖的作用。 结果显示，毛花苷 Ｃ 干预 ＨｅｐＧ２ ２４ ｈ

后，其 ＩＣ５０为（５７９．４０±０．０４） ｎｇ ／ ｍＬ。 ＣＣＫ⁃８ 检测结

果提示，毛花苷 Ｃ 明显抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖，抑制

作用呈浓度和时间依赖性。 细胞克隆实验结果显

示，毛花苷 Ｃ 能够显著抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞的克隆形

成，克隆形成抑制率为（５４．４７±２．３０）%。 上述结果

均表明，毛花苷 Ｃ 对肝癌细胞增殖具有抑制作用。

Ａｋｔ 也称蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＰＫＢ），是

丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶家族成员。 它在哺乳动物

中存在 ３ 种亚型，Ａｋｔ１（也被称为 ＰＫＢα）、Ａｋｔ２（也被

称为 ＰＫＢβ）和 Ａｋｔ３（也被称为 ＰＫＢγ）。 Ａｋｔ１ 在多

种组织中广泛表达，发挥着重要的生物学功能；Ａｋｔ２

主要在胰岛素敏感组织（如肝脏、肌肉和脂肪组织）

中表达，在胰岛素信号通路调节中发挥重要作用；

Ａｋｔ３ 主要在大脑和睾丸中表达，参与神经发育和生

殖功能调控。 在结构上，Ａｋｔ 有氨基末端 Ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎ

同源性（ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇｙ，ＰＨ）

结构域、与 ｃＡＭＰ 依赖性蛋白激酶（ ｃＡＭＰ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ）具有同源性的催化结构域以及羧基

末端的调节结构域组成。 Ａｋｔ ３ 种亚型的催化结构

域具有同源性，但 ＰＨ 结构域和调节结构域却不

同［１７］。

Ａｋｔ（Ａｋｔ１ 即通常所说的 Ａｋｔ）是 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路

的主要成分，该通路具有调节细胞的存活、增殖、转

录、蛋白质合成等多种作用。 因此，该通路受到任何

干扰都会对细胞稳态产生影响［１８］。 ＰＩ３Ｋ 是脂质激

酶家族的一种磷脂酰肌醇激酶，具有丝氨酸 ／苏氨酸

激酶活性，可被生长因子刺激激活，促进磷脂酰肌醇

二磷酸（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＩＰ２）向磷

脂酰肌醇三磷酸 （ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，

ＰＩＰ３）转化［１９］。 Ａｋｔ 的 ＰＨ 结构域与 ＰＩ３Ｋ 在质膜上

形成的 ＰＩＰ３ 结合，使 Ａｋｔ 在苏氨酸（Ｔｈｒ）和丝氨酸

（Ｓｅｒ）残基处发生磷酸化（Ａｋｔ１ 在 Ｔｈｒ ３０８ 和 Ｓｅｒ ４７３

位点，Ａｋｔ２ 在 Ｔｈｒ ３０９ 和 Ｓｅｒ ４７４ 位点，Ａｋｔ３ 在 Ｔｈｒ

３０５ 和 Ｓｅｒ４７３ 位点） ［１７］。 活化的 Ａｋｔ 可以分别在细

胞周期抑制剂 ｐ２１、ｐ２７ 的 Ｔｈｒ １４５ 和 Ｔｈｒ １５７ 位点进

行磷酸化，抑制 ｐ２１、ｐ２７ 的活性，从而抑制其对细胞

周期造成的阻滞作用［２０］。

ＪＩ 等［２１］发现，ＭｉＲ⁃３３５⁃５ｐ 通过靶向 Ｏｃｔ４ ／ Ａｋｔ 途

径，抑制 Ｈｕｈ⁃７ 肝癌细胞的增殖。 ＬＩＵ 等［２２］发现，达
沙替尼抑制肝癌细胞的增殖，但 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 的激活

减轻达沙替尼的抗癌作用。 ＬＩＵ 等［２３］ 发现，多酚原

花青素 Ｂ２ 通过直接结合和抑制 Ａｋｔ 活性阻碍肝癌

细胞增殖和肝癌发生。 这些研究结果表明，抑制 Ａｋｔ

的激活是抗肝癌的一种重要途径。 因此，通过调控

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路，可有效地靶向细胞周期，抑制肿

瘤增殖［１９］。 本研究使用毛花苷 Ｃ 干预 ＨｅｐＧ２ 细胞，
流式细胞仪检测结果显示，毛花苷 Ｃ 阻滞 ＨｅｐＧ２ 细

胞于 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期，毛花苷 Ｃ 干预后，ＨｅｐＧ２ 细胞 ｐ２１

和 ｐ２７ 蛋白表达上调，ｐ⁃Ａｋｔ 和 Ａｋｔ 蛋白表达下调。

４　 结论
毛花苷 Ｃ 可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路，上

调 ｐ２１ 和 ｐ２７ 蛋白表达，诱导细胞周期阻滞，从而抑

制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖，发挥抗肝癌作用。 本研究初步

证实，毛花苷 Ｃ 对肝癌细胞增殖和 Ａｋｔ 磷酸化有抑

制作用，为毛花苷 Ｃ 治疗肝癌的机制研究提供新的

认识。
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