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Abstract
AIM:To explore the inhibitory effects and mechanisms of
CAO released from CAO-MS on the growth of human
hepatoma cell line SMMC-7721.

METHODS:Inhibitory effects of CAO and CAO-MS on the
growth of human hepatoma cell line SMMC-7721 in vitro
were determined with MTT assay. The cell cycles of  SMMC-
7721 treated with CAO and CAO-MS were analyzed with
flow cytometry. The apoptosis of human hepatoma cell line
was tested with cellular DNA quantitative analysis, Annexin
Ⅴ labeling and morphological study. The expressions of
p21WAF1/CIP1 protein and mRNA were detected,
respectively,with immunocytochemistry staining (ICC) and
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS:The inhibitory effects of CAO and CAO-MS on the
growth of human hepatoma cell line were dose- and time-
dependent (P <0.01). The IC50s of CAO and CAO-MS on
SMMC-7721 were 50 mg/L and 100 mg/L, respectively. The
propoertion of  SMMC-7721 in G0/G1 phase increased and
that in S and G2+M phase decreased  after exposure with
50mg/L  CAO and 100mg/L   CAO-MS for 72 hours. ICC and
RT-PCR analysis showed that both CAO and CAO-MS
incresaed the  level of p21WAF1/CIP1 protein and mRNA.

The effect of CAO was superior to that of CAO-MS with the
same dosage of CAO and CAO-MS.

CONCLUSION:Dose-dependent inhibitory effects of CAO
and CAO-MS on the growth of human hepatoma cell line
are remarkable. Both CAO and CAO-MS could induce
apoptosis of human hepatoma cell and keep the cell cycle   at
G0/G1 phase from up-regulating expression of p21WAF1/CIP1

protein and mRNA.
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摘要
目的:探讨莪术油微球(CAO-MS)释放出莪术油(CAO)对人

肝癌SMMC-7721细胞的生长抑制作用及机制.

方法:用MTT法测定CAO及CAO-MS对体外培养的人肝

癌细胞系SMMC-7721的生长抑制作用. 用FCM测定CAO

及CAO-MS对人肝癌细胞周期的影响. 用DNA含量测定、

AnnexinⅤ标记、电镜观察细胞形态检测CAO及CAO-MS

对人肝癌细胞的诱导凋亡作用. 用免疫细胞化学(ICC)及

RT-PCR方法分别检测p21WAF1/CIP1蛋白与mRNA表达水平.

结果:CAO与CAO-MS对肝癌细胞的生长抑制作用与药物

浓度及作用时间呈一定的依赖关系（P <0.01）. 药物作用

72 h时，CAO与CAO-MS对 SMMC-7721 的半数抑制

浓度（IC50）分别约为50 mg/L和100 mg/L.50 mg/L CAO

和100 mg/L CAO-MS作用于肝癌细胞72 h后，使G0+G1
比例增加，S期及G2+M 期比例相对下降，细胞周期阻

滞于G0+G1期. DNA含量测定、Annexin Ⅴ标记、形态

学研究结果提示，CAO与CAO-MS均能诱导肝癌细胞的

凋亡，CAO的作用优于CAO-MS. ICC 和RT-PCR检测

结果表明，50 mg/L CAO 和 100 mg/L CAO-MS作用于

肝癌细胞72 h后，均能提高 CAO-MS p21WAF1/CIP1 蛋白及

mRNA表达水平,相同剂量的CAO的作用优于CAO-MS.

结论: CAO及CAO-MS对人肝癌细胞SMMC-7721均有

显著的抑制增生作用,作用呈剂量依赖性;CAO及CAO-MS

能诱导对人肝癌细胞SMMC-7721 凋亡，并能使细胞周

期阻滞于G0+G1期;CAO及CAO-MS抑制肝癌细胞增生及

诱导其凋亡的机制可能与其上调p21WAF1/CIP1基因表达有关.
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0   引言

含药微球用于经导管肝动脉灌注栓塞治疗肝细胞肝癌
（HCC），具有栓塞肿瘤血管和缓释药物达到局部抗癌
的双重功效[1-4]. 从活血破瘀中药莪术中提取的挥发油莪
术油（CAO）,含有多种抗癌成分. CAO 对 HepA 肝癌
有显著的抑制作用并能延长腹水癌小鼠的生存时间,其
作用机制可能与其抑制肿瘤细胞增生活性及诱导细胞
凋亡有关[5-8]. 将CAO制成的含药明胶微球(CAO-MS), 经肝
动脉灌注治疗大鼠肝脏移植型肿瘤,在控制瘤体增长及
延长荷瘤大鼠生存时间方面均显示了较好的疗效. 本研
究中,我们利用体外培养的人肝癌细胞,对从莪术油微球
中缓释的莪术油在避开栓塞作用后是否能达到对人肝
癌细胞生长的抑制作用及其作用机制进行了探讨.

1   材料和方法

1.1 材料  p21WAF1 单抗(稀释度为1∶50)为 Dako公司产

品. 荧光标记Annexin Ⅴ(FIFT-Annexin Ⅴ)试剂盒为德
国宝灵曼公司产品. PCR引物为上海中科院植物生理研
究所合成:p21WAF1/CIP1基因扩增片段为384bp, p21WAF1/CIP1

5’GCGACTGTGATGCGCTAATG 3’、5’AGAAGAT
CAGCCGGCGTTTG  3’作为内标的β-actin扩增片段为
114 bp,β-actin 5’ACCCCCACTGAAAAAGATGA 3’
5’ATCTTCAAACCTCCATGATG 3’可供静脉注射的
10 g/L CAO注射液由我院制剂室制备，批号97112601,
97041601. 空白微球(B-MS)及CAO-MS由沈阳药科大学
陈济民教授负责制备,直径50-150 µm. 含药微球中温莪
术油与明胶比例为1∶9. 将 CAO-MS及 B-MS按 4 g/L

加入细胞培养液中，经24 h释放CAO后，所得的培养
液即为CAO-MS及B-MS药液.再以培养液稀释至各种
浓度. 人肝癌细胞珠SMMC-7721引自中国科学院上海
细胞生物研究所.常规培养于DMEM完全培养液中，于

37 ℃, 50 mL/L CO2 充分湿度条件下恒温培养箱中培

养，隔3-4 d传代 1次.取对数生长期的细胞用于实验.

1.2 方法

1.2.1 MTT法测定CAO及CAO-MS药液对肝癌细胞的生
长抑制作用. SMMC-7211细胞5×103/孔接种于96孔
板中;预培养24 h后加入含不同浓度的CAO及CAO-MS
药液 100 µL,并设立对照组(培养液、溶剂和B-MS药
液) , 终体积为0.2 mL/ 孔. 分别于 24, 48, 72 和 96 h进
行MTT实验，每次实验结束前4 h于每实验孔中加入
MTT 液(2 g/L) 20 µL，再培养 4 h，离心吸弃上清，
加入DMSO 180 µL/孔显色. 用酶标仪在波长570 nm处
测定并记录吸光 A，计算抑制率:细胞生长抑制率 =
（1- 加药组A平均值 / 对照组A平均值）× 100 %
1.2.2 FCM检测细胞形态凋亡及细胞周期  细胞接种于
24孔板,预培养24 h后换新培养液,加药继续培养72 h后
收集细胞，制成细胞悬液(每份约106细胞). 1体积细胞
悬液加9体积700 mL/L乙醇于-20 ℃固定24 h;PI染色，
上FCM分析细胞周期. AnnexinⅤ标记法检测肝癌细胞

凋亡. 细胞预培养24 h 后换新培养液，加药继续培养
72 h后收集细胞，PBS洗后加入Hepes 缓冲液96 µL，
2 µL  FIFT-Annexin Ⅴ, 2 µL PI (50 g/L), 室温避光孵育
10-15 min, 再加入 400 µL Hepes 缓冲液，上FCM分
析.激发波长488 nm, 双参数分析绿荧光（Annexin Ⅴ标
记的细胞）及红荧光（PI标记的胞膜破损细胞）MODFIT
软件分析细胞凋亡结果. 电子显微镜观察肝癌细胞超微
结构的变化. 收集加药培养72 h后细胞，用25 g/L戊二
醛和10 g/L四氧化锇前后固定，梯度乙醇脱水，渗透包
埋，以常规方法制备超薄切片，染色，透射电镜观察.
1.2.3 检测p21WAF1/CIP1蛋白和p21WAF1/CIP1mRNA表达   细
胞预培养24 h后换新培养液，加药继续培养72 h后收
集细胞涂片，丙酮固定,加 p21WAF1/CIP1 单抗，再依次加
二抗、三抗，DAB显色，苏木素复染；常规蓝化、脱
水、透明、封固.参照文献标准，评价 p21WAF1/CIP1 蛋
白表达结果. 细胞接种预培养24 h 后换新培养液，加
CAO(50 g/L)、CAO-MS(100 g/L)继续培养作用72 h后收
集细胞，以TRIZOL试剂抽提总RNA，方法按说明书进
行.以RNA为模板，合成cDNA，20 µL反应体系含RNA
1 µg , 5×缓冲液 4.0 µL,Olig (dT) 0.2 µg, dNTP 1 mmol/L;
Rnasin  0.5 µg；逆转录酶AMV 15U.42 ℃下孵育1 h，
99 ℃灭活AMV 5min，迅速置冰浴中，-20 ℃保存.
PCR反应体系含cDNA 2.0 µL，MgCL21.8 mmol/L, dNTP
0.2 mmol/L,β-actin引物(25μmol/L)各 0.4μL, p21WAF1/CIP1

引物(25 µmmol/L)各 1.0 µL, Taq酶 1U.反应条件:94 ℃
预变性2 min,然后94 ℃×45 s, 58 ℃ 1 min, 72 ℃ 1.5 min,
共 30 个循环，72 ℃延伸 7 min.取 20 µL PCR产物，
于15 g/L琼脂糖凝胶（含EB 0.5 g /L) 上电泳；以TAE
作电泳缓冲液，6 V/cm 胶，电泳完成后于紫外灯下
观察结果并摄片,电泳条带在图像分析仪上分析.
        统计学处理  采用华西医科大学卫生统计教研室研
制的《中国医学百科全书医学统计学》统计软件包.
主要采用方差分析及 χ2 检验等.

2   结果

2.1 CAO及CAO-MS对人肝癌细胞SMMC-7721抑制

作用  CAO与CAO-MS对肝癌细胞的生长抑制作用与药

物浓度及作用时间呈一定的依赖关系. 作用 72 h 时，

CAO与CAO-MS对 SMMC-7721的半数抑制浓度(IC50)

分别约为50 g/L和100 g/L,提示CAO的作用强于CAO-MS

(其中CAO-MS浓度指其所含CAO的浓度).

2.2 肝癌细胞形态周期及细胞凋亡   肝癌细胞经CAO及

CAO-MS药物作用72 h后，可见部分细胞膜完整、体

积缩小、皱缩、形态不规则，细胞内出现空泡，凋亡小

体形成(图 1A);部分细胞胞质细胞器完好，核内染色质

凝聚外突，趋向凋亡小体形成(图 1B);另一类细胞染色

质凝集，胞质基质溶解、出现空泡，为凋亡小体形成早

期(图1C). 未经药物作用的肝癌细胞则多表现为胞质密

度高,细胞器正常,核常规则或不规则,核仁大,凋亡小体
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少见(图1D).未经药物作用的对照组肝癌细胞G0+G1,S及

G2+M期平均比例分别为0.61，0.23 和 0.16.药物作用

于肝癌细胞72 h 后，低浓度的CAO (25 g/L)对细胞各

期比例无显著影响，较高浓度(50 g/L)使G0+G1比例增

加(0.89), S 期(0.03)及G2+M期(0.09)比例相对下降,细胞

周期阻滞于G0+G1期. 较低浓度的CAO-MS (50 g/L)仅使

G2+M期比例增加(0.55)，对G0+G1 期及 S期比例均无

显著影响，加倍剂量的CAO-MS (100 g/L)方显示出类

似于CAO的作用, G0+G1、S及G2+M期平均比例分别

为0.81，0.09和 0.10. 在 AnnexinⅤ标记法检测细胞凋

亡实验中，根据细胞凋亡的早期即开始出现磷脂酰丝

氨酸( P S )残基的暴露（自胞膜内层转移至外层），

Annexin Ⅴ能特异而高亲和力地与PS结合，因而凋亡

细胞表现为AnnexinⅤ标记阳性，而PI染色阴性.坏死

细胞则表现为Annexin Ⅴ、PI标记均阳性，可与凋亡

细胞区别. 结果高(50 g/L)、低剂量(25 g/L)的 CAO均能

增加凋亡肝癌细胞的比例，高剂量(39.0±1.1 %)优于低

剂量(17.5±2.0， P <0.01);相同剂量的CAO-MS作用低于

CAO(P <0.01)，100 g/L的 CAO-MS (34.4± 2.2 %)诱导

肝癌细胞凋亡作用与50 g/L的CAO (39.0± 1.1 %)的作

用类似(P >0.05).结果提示，二药均能诱导肝癌细胞的

凋亡，并有一定的剂量依赖关系，相同剂量下，CAO

的作用优于CAO-MS.

2.3  p21WAF1/CIP1 蛋白和p21WAF1/CIP1mRNA表达 p21WAF1/CIP1

蛋白 ICC 染色阳性定位于细胞核，呈棕黄色. 未经药

物作用的细胞，p21WAF1/CIP1蛋白表达呈弱阳性(图2A);肝

癌细胞经CAO (50 g/L)作用72 h后，p21WAF1/CIP1 蛋白表

达呈强阳性(图 2B);CAO-MS (100 g/L)作用 72 h 后，

p21WAF1/CIP1 蛋白表达呈中度阳性(图 2C). 该结果提示

CAO及CAO-MS能提高p21WAF1/CIP1 基因的蛋白表达水

平. RT-PCR检测p21WAF1/CIP1mRNA表达的结果详见图

3A,3B. 未经药物作用的人肝癌SMMC-7721细胞未见明

显的p21WAF1/CIP1扩增条带. 肝癌细胞经CAO(50 g/L)作用

72 h后,可见明显的p21WAF1/CIP1扩增条带(图3A); CAO-MS

(100 g/L)作用72 h后，亦可见明显的p21WAF1/CIP1扩增条

带(图 3B),但与CAO作用后的条带相比较弱.

图1  人肝癌细胞电镜观察经CAO及CAO-MS作用72 h,部分细胞膜
完整、体积缩小、皱缩、形态不规则，细胞内出现空泡，凋亡小
体形成（图 3A × 7500）；部分细胞胞质细胞器完好，核内染色质
凝聚外突，趋向凋亡小体形成（图B × 4000）；另一类细胞染色质
凝集，胞质基质溶解、出现空泡，为凋亡小体形成早期（图C×6 000）.
未经药物作用的肝癌细胞则多表现为胞质密度高，细胞器正常，核常规
则或不规则，核仁大，凋亡小体少见(图D × 4 000).

图 3  RT-PCR检测p21WAF1/CIP1mRNA表达. M为DNA Marker; 1:未经
药物作用的人肝癌SMMC-7721细胞未见明显的p21WAF1/CIP1扩增条带;
A2肝癌细胞经CAO（50 g/L）作用72 h后见明显p21WAF1/CIP1 扩增条
带; B2肝癌细胞经CAO-MS （100 g/L）作用72 h见 p21WAF1/CIP1扩
增条带 ,但与CAO作用后的条带相比较弱.
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图2          p21WAF1/CIP1蛋白ICC染色(×250),阳性染色定位于细胞核,呈棕黄色.
未经药物作用的细胞,p21WAF1/CIP1 蛋白表达呈弱阳性(A);肝癌细胞经CAO
(50 g/L)作用72 h, p21WAF1/CIP1 蛋白表达呈强阳性(B); CAO-MS(100 g/L)
作用72 h,p21WAF1/CIP1 蛋白表达呈中度阳性(C).

3   讨论

莪术油(CAO)含有榄香烯、莪术醇、莪术二酮等多种
抗癌成分,对HepA肝癌有显著的抑制作用,并能延长腹
水癌小鼠的生存时间,其作用机制可能与其抑制肿瘤细
胞增生活性及诱导细胞凋亡有关. 将CAO制成的含药明
胶微球（CAO-MS），经肝动脉灌注治疗大鼠肝脏移植型
肿瘤，在控制瘤体增长及延长荷瘤大鼠生存时间方面均
显示了较好的疗效. 我们采用电子显微镜、DNA含量
FCM分析及Annexin Ⅴ标记FCM分析多种方法相结合
检测凋亡.能检测出早期凋亡细胞并能区分坏死细胞.
p53,p21WAF1/CIP1 基因为与凋亡、细胞周期相关基因，在
细胞的增生、分化、凋亡过程中发挥重要作用. CAO及
CAO-MS对人肝癌细胞SMMC-7721均有一定的抑制生
长作用,抑制效应呈剂量依赖性,且与作用时间亦有一定的
相关性.药物作用72 h时，CAO与CAO-MS对SMMC-7721
的半数抑制浓度（IC50）分别约为 50 g/L 和 100 g/L.
FCM细胞周期检测结果表明，CAO主要使细胞周期阻滞
于G0+G1 期，S期比例降低；低剂量CAO-MS 则使细

胞周期阻滞于G2+M期，较高剂量的作用类似于CAO.
药物诱导肝癌细胞凋亡检测结果提示，电镜下可见特
征性的凋亡小体形成等凋亡证据；Annexin Ⅴ标记法及
DNA含量测定法均提示一定浓度的CAO或CAO-MS能
增加肝癌凋亡细胞的百分比，在FCM图上可见明显的
亚G1峰形成. 以上多种方法检测出的结果提示，CAO及
CAO-MS确能诱导人肝癌细胞凋亡.
       免疫组化检测结果显示，CAO或CAO-MS作用于
肝癌细胞后能上调p21WAF1/CIP1 蛋白表达水平；RT-PCR
测定结果则进一步提示他们尚能提高p21WAF1/CIP1 mRNA
的表达水平. 综合以前的文献研究及以上的实验结果，
CAO及CAO-MS抑制人肝癌细胞增生的机制可能如下：
(1)CAO中含有多种抗癌成份，具细胞毒作用，可能通过
直接损伤细胞DNA，激活p21WAF1/CIP1基因表达，引起细
胞周期阻滞以修复DNA，无法修复时则激发凋亡发生;
(2) CAO 中含有的榄香烯等成份能激活自然杀伤细胞
(NK)活性及诱导生物体产生白介素-2(IL-2),而已有人证
实NK 和 IL-2 对诱导肿瘤细胞凋亡有重要作用.总之，
CAO以及从CAO-MS 中缓释出的CAO 对人肝癌细胞
SMMC-7721的增生均有显著的抑制作用.其作用机制是
通过调节与细胞增生及凋亡相关的某些基因表达，一方
面引起肝癌细胞增生周期阻滞，另一方面诱导肝癌细胞
发生程序化死亡（凋亡）. 本结果为临床上使用CAO或
CAO-MS治疗原发性肝癌提供了一定的实验依据，我们
预计经肝动脉灌注CAO-MS至肝癌局部后，从微球中缓
释出的CAO亦能达到以上的效应，同时配合微球的微动
脉栓塞作用有望进一步增强疗效，其最终疗效目前正在
临床试验过程中.
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