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Abstract
AIM: To investigate the effect of baicalin 
on adhesion, apoptosis and cel l cycle of 
hepatocellular carcinoma (HCC) cell l ine 
BEL-7402, and to discuss the relationship 
between them.

METHODS: HCC cell line BEL-7402 adhesion 
assay was conducted in a Boyden chamber. 
Expression of integrin β1 and E-cd proteins of 
cell line BEL-7402 was determined by flow cy-
tometry (FCM). The effects of baicalin on cell 
cycle and apoptosis were also observed by FCM. 
Changes in morphology and ultrastructure were 
observed by inverted microscopy and electron 
microscopy.

RESULTS: The adhesion capacity was 52.38 ± 
3.83, 35.63 ± 2.32 and 26.58 ± 1.13 at 5, 10 and 

20 mg/L baicalin, respectively, and was lower 
than that in the control group (84.32 ± 6.74; P < 
0.05). In the treated group, the HCC cells became 
smaller and remained round with relatively few-
er pseudopods, and microvilli were fewer and 
shorter. After treatment with 5, 10 and 20 mg/L 
baicalin, expression of integrin β1 was decreased 
(354.07 ± 18.17, 319.44 ± 15.21 and 291.49 ± 12.88 
vs 407.54 ± 20.58; P < 0.05), and expression of 
E-cd was increased significantly (335.5 ± 20.18, 
376.4 ± 22.36 and 393.8 ± 25.68 vs 251.72 ± 12.34, 
P < 0.05). G0/G1 phase cells were significantly in-
creased as baicalin concentration increased, and 
S phase cells were decreased. Baicalin induced 
BEL-7402 cell apoptosis, in a concentration-
dependent manner.

CONCLUSION: Baicalin inhibits cell adhe-
sion, accompanied by increased apoptosis and 
major changes in the cell cycle of HCC cell line 
BEL-7402.
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摘要
目的: 研究黄芩甙对人肝癌BEL-7402细胞系
黏附、细胞凋亡及细胞周期的影响, 探讨三者
之间的关系. 

方法: 应用细胞培养技术培养BEL-7402细胞, 
不同浓度黄芩甙处理肝癌细胞, 通过Boyden
小室模型测定其黏附力, 同时观察细胞形态, 
流式细胞术测定肝癌细胞integrinβ1、E-cd表
达的改变及细胞凋亡率. 

结果: 5, 10, 20 mg/L黄芩甙处理组细胞黏附
力与对照组相比均有显著降低(52.38±3.83, 
35.63±2.32, 26.58±1.13 vs  84.32±6.74, 
P <0.05). 对照组表现出纤维母细胞样形态, 伸

®

■背景资料
黄芩甙是黄芩的
主要有效成分之
一, 近年来发现其
具有抗肿瘤作用, 
表现为抑制肿瘤
细胞增殖, 对其抗
肿瘤机制尚不甚
清楚. 本研究旨在
观察黄芩甙对肝
癌细胞黏附、细
胞凋亡及细胞周
期的影响, 探讨三
者之间的关系. 
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出形态各异的伪足. 而黄芩甙组细胞形态较
圆, 伪足数目相对较少, 电镜下显示细胞微绒
毛明显减少, 甚至消失. 5, 10, 20 mg/L黄芩甙
组细胞integrinβ1表达较对照组降低(354.07±
18.17, 319.44±15.21, 291.49±12.88 vs  407.54
±20.58; P <0.05), E-cd的表达则增加(335.5±
20.18, 376.4±22.36, 393.8±25.68 vs  251.72±
12.34, P <0.05). 黄芩甙作用后, 随黄芩甙浓度
增加肝癌细胞G0/G1期比例逐步增高, S期细胞
减少, 同时细胞凋亡率增加.

结论: 黄芩甙对肝癌BEL-7402细胞发挥抗黏
附作用, 其机制可能与抑制黏附分子E-cd的表
达, 促进integrinβ1表达有关. 在抗黏附的同时
细胞周期发生改变, 细胞凋亡增多.

关键词: 黄芩甙; 肝细胞癌; 黏附; 凋亡; 细胞周期
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0  引言

肿瘤细胞的侵袭与转移是恶性肿瘤的基本特征, 
肿瘤的侵袭转移是涉及多步骤、多环节的极复

杂过程. Liotta et al从分子水平将这一过程分为

黏附、降解、运动三步. 恶性肿瘤细胞在侵袭

和转移过程中, 与宿主组织成分发生多次黏附, 
抗黏附治疗与其他包括化疗在内的治疗联合应

用, 不但可以产生协同作用, 降低用药剂量, 而
且可以在多个环节上阻断肿瘤的侵袭和转移, 
弥补彼此之间的不足.

黄芩甙是从唇形科植物黄芩中提取、分离

出来的一种黄酮类化合物, 是黄芩的主要有效

成分之一, 具有解热、降压、利胆、保肝、镇

静、抗菌等药理作用. 近年来随着国际上对黄

芩甙研究的持续升温以及认识的逐步深入, 发
现黄芩甙具有抗肿瘤作用, 表现为抑制癌细胞

增殖, 促进癌细胞凋亡[1-2]. 我们在体外观察了黄

芩甙对肝癌细胞BEL-7402黏附、细胞凋亡及细

胞周期的影响, 探讨三者之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌BEL-7402细胞株由河北医科大

学细胞室冻存, 黄芩甙购自四川世坤植化有限

公司, Matrigel基质为美国Becton Dickinson公司

产品, Boyden小室为Coster公司产品, 兔多抗和

羊抗鼠FITC-IgG为北京中山生物技术有限公司

产品, 上皮钙黏附素(E-cd)单抗和抗β1-整合素

(integrinβ1)为Santa公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及分组: 人肝癌BEL-7402细胞株

常规培养于含10 g/L小牛血清、100 U/L青霉

素、100 μg/L链霉素的RPMI 1640培养液中, 在
37℃、50 mL/L CO2培养箱内培养. 实验分为4
组: 黄芩甙5 mg/L组, 黄芩甙10 mg/L组, 黄芩甙

20 mg/L组, 对照组(只加培养基). 药物作用48 h, 
收集细胞, 做以下检查. 每组设3个复孔.
1.2.2 黏附测定: 本研究引入Matrigel基质胶, 模
拟体外黏附模型中细胞外基质(ECM)的作用, 
观察黄芩甙对肝癌细胞黏附力的影响. 96孔培

养板覆以Matrigel 100 μg/孔, 胶干后, 加入预处

理的细胞悬液50 μL(5×105/孔), 37℃摇床100 
r/min, 作用30 min. 每孔加无血清RPMI 1640培
养液150 μL及MTT(1 g/L)50 μL, 37℃继续作用4 
h. 弃上清, 每孔加入100 μL DMSO原液, 10 min
后上酶标仪, 在490 nm单波长下测定A值. 细胞

黏附率 = (试验组A值/对照组A值)×100%. 将对

照组与处理组细胞置于倒置显微镜下观察. 生
长在盖玻片上的细胞, 10 mg/L黄芩甙处理组及

空白对照组, 作用48 h, 取出盖玻片, 用PBS洗3
遍, 25 g/L戊二醛4℃前固定2 h, 10 g/L锇酸后固

定, 系列乙醇脱水, 扫描电镜下观察.
1.2.3 Integrinβ1、E-cd的测定: 取单细胞悬液1×
109/L, 加入鼠抗人mAb工作液0.1 mL, 室温孵育

30 min, 加入PBS 10 mL洗涤一次. 弃上清, 加入

羊抗鼠FITC-IgG二抗工作液100 µL, 避光室温孵

育30 min. 加入PBS 10 mL, 500 r/min离心2 min. 
弃上清以除去未结合的荧光二抗. 上机检测前

加入PBS 0.1 mL经500目铜网过滤后, 采用美国

Beckman Coulter公司生产的Epics-XLⅡ流式细

胞仪测定integrin and E-cd的含量, 激发光源为

15 mW氩离子激光器, 激发波长为488 nm. 应用

Expo 32 ADC进行免疫荧光数据分析, 以均道值

表示蛋白含量.
1.2.4 细胞周期测定: 将细胞进行同步化处理24 
h后, 换含小牛血清的新鲜培养液, 待细胞长至

80%融合时, 收获细胞, PBS洗2次, 700 mL/L乙
醇固定, 然后用碘化丙啶染色, 流式细胞仪进

行检测. 空白对照组和1.25 mg/L、2.5 mg/L、5 
mg/L、10 mg/L、20 mg/L、40 mg/L黄芩甙处理

组分别作用48 h后, 制备各细胞悬液, PI染色流

式细胞计数测定凋亡率.
统计学处理 全部数据用SPSS10.0软件包进

■研发前沿
肿瘤细胞的侵袭
与转移是恶性肿
瘤的基本特征. 恶
性肿瘤细胞在侵
袭和转移过程中, 
与宿主组织成分
发生多次黏附, 抗
黏附治疗与其他
包括化疗在内的
治疗联合应用, 不
但可以产生协同
作用, 降低用药剂
量, 而且可以在多
个环节上阻断肿
瘤的侵袭和转移, 
弥补彼此之间的
不足.
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行统计处理. 计量资料用mean±SD表示. 各组及

组间比较用t检验.

2  结果

2.1 黄芩甙对人肝癌细胞黏附力及integrinβ1、

E-cd表达的影响 黄芩甙组肝癌细胞黏附力明显

下降, 黄芩甙显示出显著的抗黏附作用, 该作用

呈剂量效应关系. 黄芩甙组细胞integrinβ1表达较

对照组降低, E-cd的表达则增加. 黄芩甙5 mg/L
组即呈现上述显著变化(P <0.05), 10 mg/L组、20 
mg/L组与5 mg/L黄芩甙组相比integrinβ1、E-cd
的表达呈量效关系(表1).
2.2 黄芩甙对人肝癌细胞形态的影响 倒置显微

镜下见, 对照组细胞表现出纤维母细胞样形态, 
伸出形态各异的伪足; 而黄芩甙组细胞形态较

圆, 伪足数目相对较少. 扫描电镜下见对照组细

胞形态不规则, 有多个细长的突起, 微绒毛较多, 
体积较大; 黄芩甙处理组细胞变小, 突起减少, 
形态变圆, 微绒毛减少甚至消失, 有的细胞表面

有凹陷, 胞质可见有穿孔或空洞, 可见凋亡小体

(图1).
2.3 黄芩甙对肝癌细胞细胞周期和凋亡的影响 黄
芩甙作用后, 随黄芩甙浓度的增加肝癌细胞G1/G0

期比例逐步降低, S期细胞减少, 说明黄芩甙将肝

癌细胞阻滞在G1期(表2). 1.25 mg/L、2.5 mg/L、5 
mg/L、10 mg/L、20 mg/L、40 mg/L黄芩甙分别

作用肝癌细胞48 h后, 凋亡百分率分别为2.32%±

0.72%, 2.42%±0.68%, 9.86%±1.98%, 17.59%±

3.26%, 17.59%±3.26%, 17.59%±3.26%, 17.59%
±3.26%, 22.27%±3.89%, 24.34%±3.79%, 与对

照组(2.18%±0.66%)相比有显著性意义(P <0.01), 
呈量效关系.

3  讨论

肿瘤转移是肿瘤治疗的主要障碍, 控制转移是

决定肿瘤患者预后的关键因素. 研究发现肿瘤

细胞的高转移性与其高黏附特性有关, 抗黏附

治疗可阻断肿瘤转移. 恶性肿瘤细胞在侵袭和

转移过程中, 与宿主组织成分发生多次黏附. 新
近资料表明, 这一现象与细胞黏附分子的作用

有密切关系[3]. 其中引人注目的是钙黏附素、整

合素家族成员[4]. 钙黏附素主要介导正常和肿瘤

组织中细胞与细胞间的黏附. E-cd属钙黏附素

超家族经典Ⅱ族成员, 依赖细胞外Ca2+介导同

种亲和性的细胞与细胞间的黏附, 在相邻细胞

间形成钙黏附拉链, 参与建立和维持细胞间连

接, 在同种细胞间起相互联系、相互制约的作

用. 他的表达程度及功能活性直接影响细胞的

脱离和再附着. 多数学者认为, 如果E-cd介导的

黏附功能受损或表达减少, 肿瘤细胞连接松散, 
易脱落. 许多癌组织中均出现E-cd的表达缺失或

基因突变[5]. 某些恶性肿瘤导入E-cd基因后, 能
明显降低肿瘤细胞侵袭和转移的能力. Kuefer  
e t a l [6]首先报道了在进展期和伴有转移的前列

■相关报道
多数学者认为, 如
果E-cd介导的黏
附功能受损或表
达减少, 肿瘤细胞
连 接 松 散 ,  易 脱
落, 许多癌组织中
均出现E-cd的表
达缺失或基因突
变 .  某 些 恶 性 肿
瘤导入E-cd基因
后, 能明显降低肿
瘤细胞侵袭和转
移的能力. Kuefer 
et  a l 首先报道了
在进展期和伴有
转移的前列腺癌
患者血清中E-cd 
明 显 升 高 ,  其 可
作为预测肿瘤进
展和转移的指标. 
Strobel et al 的实
验研究表明阻断
卵巢癌integrinβ1
可以有效抑制肿
瘤的腹膜播散.

表  1  黄芩甙对肝癌细胞BEL-7402黏附和integrinβ1、E-cd表达的影响(mean±SD)

     
分组 	       黄芩甙(mg/L)	    黏附	                    integrinβ1	                             E-cd

对照组	             0	             84.32±6.74	            407.54±20.58	 251.72±12.34

黄芩甙组	             5	             52.38±3.83a            354.07±18.17a	 335.5±20.18a

	           10	             35.63±2.32a            319.44±15.21a	 376.4±22.36a

	           20	             26.58±1.13a            291.49±12.88a	 393.8±25.68a

aP<0.05 vs  对照组.

图  1  黄岑甙对人
肝癌细胞形态的影
响. A: 对照组 (×

5000); B: 黄芩甙组

(×6500).

A B
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腺癌患者血清中E-cd明显升高, 其可作为预测

肿瘤进展和转移的指标. integrinβ1是由α、β亚

单位通过二硫键形成的二聚体跨膜蛋白, 可以

同时与细胞基质成分及细胞骨架结合而形成配

体-integrinβ1-细胞骨架跨膜信息系统, 介导肿

瘤细胞的黏附和转移. Fujita et al研究了包括肝

癌在内的27种癌细胞系, 结果表明全部细胞均

不同程度的表达integrinβ1. Strobel et al [7]的实验

研究表明, 阻断卵巢癌integrinβ1可以有效抑制

肿瘤的腹膜播散. 褚忠华 et al [8]研究表明, 肝癌

多种黏附分子基因mRNA表达量与肿瘤大小、

有无转移, 结节数目有关. E-cd与肿瘤大小、有

无转移, 结节数目呈负相关, integrinβ1与之呈正

相关. 我们的研究结果表明, 黄芩甙作用后光学

显微镜下肝癌细胞形态发生明显改变, 细胞变

小、变圆, 突起明显减少. 进一步电镜观察, 对
照组细胞表面微绒毛密集、细长, 为转移和附

着于其他组织提供方便. 黄芩甙组微绒毛稀疏, 
甚至消失. 经检测黄芩甙组细胞黏附力也明显

降低, 表明黄芩甙具有抗肝癌细胞黏附的作用. 
同时发现黄芩甙处理组E-cd表达增多, integrinβ1

表达下降, 认为黄芩甙通过促进E-cd表达, 抑制

integrinβ1表达而使癌细胞间连接紧密, 从而避免

癌细胞从原发灶处的脱落、游离, 达到抑制肿

瘤侵袭、转移的作用. 
细胞周期是细胞生命活动的基本过程. 细

胞的增殖、凋亡、分化均是细胞周期依赖性

的 .  细胞周期的调控是一个复杂的生物学过

程, 许多癌基因、抑癌基因直接参与细胞周期

的调控, 或者本身就是细胞周期调控复合体的

主要成分[9-10]. 这些基因变异的结果, 导致细胞

周期的失控, 失去控制的细胞无限制增殖, 形成

的克隆群体便是肿瘤. 因此, 有学者认为肿瘤是

一类细胞周期疾病. 调节细胞周期为策略将是

今后抗肿瘤治疗的新途径之一[11-12]. 细胞周期

的长短主要决定于G1期, G1期阻滞可使细胞增

殖周期延长. S期可反映细胞的增殖情况, S期占

细胞周期比例高, 则提示DNA合成活跃. 一般

而言, 肿瘤细胞的S期比例较正常细胞要高, 其
增殖活性也较正常细胞高. 目前的研究表明, 肿
瘤细胞的黏附作用增强, 可诱导产生一些蛋白

质, 如p21Cip1/Wafl, 血管内皮生长因子等, 并
通过某些信号转导机制来调控细胞周期蛋白的

表达, 进而影响细胞周期. 有研究证明, EMT-6
细胞转染黏附分子后, 细胞间黏附作用加强, 同
时伴有P27的高表达, 细胞大量滞留于G1期. 我

们用PI标记流式细胞仪分析黄芩甙作用后肝癌

细胞BEL-7402细胞周期的变化, 结果发现随着

黄芩甙药物浓度的增加, 细胞黏附力降低, 细胞

周期中G0/G1期的比例逐渐增加, S期比例逐渐

减少. 与上述结果不一致, 可能与细胞系不同有

关. Chang et al [13]研究发现, 黄芩甙影响肝癌细

胞周期, 而且细胞系结果不一致. 黄芩甙作用于

HepG2细胞, G2/M期显著增多, 作用于Hep3B细
胞G1期细胞增多. 本研究与Yano et al研究结果

一致[14], 表明黄芩甙主要作用于G1/S节点, 使细

胞停滞于G1期, S期细胞减少, 反映细胞增殖活

性降低, 趋于分化成熟.
在抗肿瘤治疗过程中, 化疗药物除直接杀

伤肿瘤细胞外, 更主要的作用是诱导肿瘤细胞

进入凋亡程序. 在许多哺乳动物细胞系统中, 细
胞之间可通过传递一种“生存信号”来避免

进入凋亡程序. 许多研究表明, 这种“生存信

号”可通过细胞-细胞和细胞-基质之间的黏附

作用进行传递. 肿瘤细胞相互间也通过上述黏

附作用传递“生存信号”, 以避免发生凋亡, 对
抗化疗药物的致凋亡作用. 研究发现, 运用mAb
阻断E-cd介导的细胞-细胞间黏附作用后, 可促

进细胞凋亡. 当细胞与细胞外基质失去正常的

黏附作用后, 细胞发生凋亡, 这种现象被称为 
“anoikis”. 本研究结果显示, 黄芩甙在发挥抗

黏附作用的同时, 肝癌细胞凋亡增多, 证实了上

述观点.
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