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Abstract
AIM: To explore the baicalin-induced differen-
tiation of human hepatocellular carcinoma cell 
line BEL-7402 in vitro. 

METHODS: Human hepatocellular carcinoma 
cell line BEL-7402 was cultured in vitro. Cell 
morphology and ultrastructures were observed 
under a light and electronic microscope. The 
specific activities of alkaline phosphatase (ALP) 
and heat-resistant ALP were assayed with ALP 
kit based on Bessey method. The specific activity 
of glutamyltranspeptidase (γ-GT) was measured 
with γ-GT kit. The secretion of alpha-fetoprotein 
(AFP) was determined qualitatively and quan-
titatively by immunohistochemistry and radio-
immunoassay, and the contents of albumin and 
cAMP were detected with radioimmunoassay 
kit. The effects of baicalin on cell cycle were ob-

served by flow cytometry (FCM). 

RESULTS: Baiclin inhibited the proliferation of 
BEL-7402 cells in a time- and dose-dependent 
manner, and induced the maturing and normali-
ty of morphology and ultrastructure. After treat-
ment with baicalin, γ-GT activity was descended 
significantly (135 ± 10 nkat/g vs 2432 ± 15 nkat/g, 
P < 0.05), while ALP activity was remarkably en-
hanced (6635 ± 1350 nkat/g vs 5872 ± 450 nkat/g, 
P < 0.05); secretion of AFP dropped, but that of 
albumin ascended. Heat-resistant ALP activ-
ity was obviously decreased while intracellular 
cAMP content was increased in comparison with 
that in control group. G1/G0-phase cells were 
significantly increased while S-phase cells were 
decreased with the elevation of baicalin concen-
tration and prolongation of treatment time.  

CONCLUSION: Baicalin can induce normal dif-
ferentiation of BEL-7402 cells by modulating cell 
cycle. 
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Guo X, Guo Y. Effect of baicalin on differentiation of 
human hepatocellular carcinoma cell line BEL-7402 in 
vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(10): 1119-1123

摘要
目的: 探讨黄芩甙对人肝癌BEL-7402细胞系
分化的影响. 

方法: 应用细胞培养技术培养BEL-7402细胞, 
MTT实验和软琼脂克隆形成实验观察黄芩甙
对肝癌细胞增殖的作用. 光镜、电子显微镜
观察细胞形态、超微结构, 酶促反应试剂盒
检测细胞浆中碱性磷酸酶(ALP)、γ-谷氨酰
转移酶(γ-GT)活性, 放免法检测细胞甲胎蛋白
(AFP)、白蛋白(ALB)分泌量和细胞内环核苷
酸(cAMP)含量, 流式细胞术测定细胞周期, 免
疫组化染色检测细胞AFP表达.  

结果: 黄芩甙能明显抑制肝癌细胞增殖, 对肝
癌细胞形态及超微结构的观察显示黄芩甙作
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■背景资料
肿瘤细胞的基本
生物学特征为增
殖与分化的平衡
失调. 虽然肿瘤细
胞由于某种原因
发生分化阻断或
分化异常, 但仍然
具有和正常细胞
相同的分化潜能. 
因而有可能在分
化诱导作用下被
诱导分化转为良
性细胞. 诱导恶性
肿瘤细胞向正常
表型分化成为肿
瘤治疗的新途径
之一, 寻找高效低
毒的分化诱导剂
是诱导分化治疗
的关键. 

■同行评议者
沈柏用 ,  副教授 , 
上海交通大学医
学院附属瑞金医
院肝胆胰外科中
心



用后细胞趋于成熟分化, 实验组AFP在胞质内
均匀分布, 呈黄色, 着色较淡. 黄芩甙作用后
γ-GT比活力明显低于对照组(135±10 nkat/g 
vs  2432±15 nkat/g, P <0.05), ALP比活力明显
高于对照组(6635±1350 nkat/g vs  5872±450 
nkat/g, P <0.05), ALP耐热型同工酶即胎盘型
ALP活性显著低于对照组,黄芩甙组AFP分泌
量较对照组细胞显著性降低, ALB分泌显著升
高, 细胞内cAMP含量增加. 随黄芩甙浓度的
增加和作用时间的延长肝癌细胞G1/G0期比例
逐步增高, S期细胞减少. 

结论: 黄芩甙能诱导肝癌细胞分化, 与细胞周
期调节密切相关. 

关键词: 肝细胞癌; 黄芩甙; 分化; 免疫组化; 放射免

疫法; 流式细胞术; 细胞周期
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0  引言

诱导恶性肿瘤细胞向正常表型分化是肿瘤治疗

的新途径之一, 寻找高效低毒的分化诱导剂是

诱导分化治疗的关键. 黄芩甙是从传统中药黄

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. 近年发现

黄芩甙具有显著的抗肿瘤作用[1-3]. 我们以人肝

癌BEL-7402细胞为靶细胞, 观察黄芩甙在体外

对该细胞的诱导分化作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株BEL-7402由本室冻存; 黄
芩甙由四川汉坤植化有限公司提供(纯度≥95% 
M r = 446.35); AFP免疫组化试剂盒购自北京中

山生物技术有限公司, 甲胎蛋白(AFP)、白蛋白

(ALB)、cAMP放免测定盒购自中国原子能科

学研究院, 碱性磷酸酶(ALP)和γ-谷氨酰转肽酶

(γ-GT)检测试剂盒购自上海长征医学科学有限

公司.  JEM2000EX透射电镜, 流式细胞仪Epics 
XLⅡ型美国Beckman Coulter公司产品. 
1.2 方法 人肝癌BEL-7402细胞株常规培养于含

100 mL/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. 每组设3个副孔. 生长在盖

玻片经10 mg/L黄芩甙作用48 h及相应对照细胞

HE染色, 光镜下观察. 按常规方法制备超薄切
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片, 透射电镜观察亚细胞结构.  
1.2.1 细胞抑制率的测定: 取对数生长期细胞, 制
成1×105/L的细胞悬液, 接种于96孔培养板, 每
孔加细胞悬液100 μL,培养过夜, 实验组分别加

入浓度为1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 mg/L的黄芩甙, 
对照组只加培养基. 继续培养48 h后, 加入5 g/L 
MTT溶液10 μL, 继续培养4 h, 弃去各孔内液体, 
每孔加入100 μL二甲基亚砜, 置振荡器上振荡

5 min, 使细胞内和周围的紫色颗粒充分溶解, 室
温放置10 min, 于全自动酶标仪上测定各孔A 490nm

值, 取3孔平均值计算细胞抑制率: 抑制率% = (1-
实验组A值/对照组A值)×100%. 另对照组、10 
mg/L黄芩甙组作用24、48、72、96、120 h, MTT
法测定A 490nm值, 计算细胞抑制率.  
1.2.2 软琼脂克隆形成实验: 6 g/L琼脂糖的RPMI 
1640培养液3 mL铺于直径6 cm的培养皿中, 形
成底层琼脂, 含有1000个细胞的3.3 g/L琼脂糖的

RPMI 1640培养液2 mL铺于平皿中, 形成上层琼

脂. 培养2 wk后, 倒置显微镜下统计克隆形成数, 
细胞数>50计为一个克隆, 克隆形成率(%) = 形成

克隆平均数/接种细胞数×100%. 实验重复3次.  
1.2.3 γ-GT和ALP活性测定: 细胞用2.5 g/L胰酶消

化, 2000 r/min离心10 min后, 加入预冷的2.5 g/L
脱氧胆酸钠溶解细胞, 再4℃ 12 000 r/min离心20 
min, 收集上清液供测定, -70℃保存备用. 按酶促

反应试剂盒说明测定γ-GT和ALP活性, 耐热型

ALP(胎盘型)活性的测定于65℃加热30 min后, 
测定剩余酶活力占总活力的百分比, 总蛋白质

含量用考马斯亮蓝法测定. γ-GT(或ALP)比活力

(nkat/g) = γ-GT(或ALP)值/总蛋白量. 
1.2.4 细胞内AFP的免疫组化检测: 将生长在盖

玻片上经10 mg/L黄芩甙作用48 h及相应对照组

细胞取出, PBS洗6次, 晾干, 4℃丙酮固定10 min, 
阴性对照用PBS替代第一抗体, PBS洗6次, 晾干, 
按SABC试剂盒说明进行常规免疫组化染色, 封
片后光先于光镜下观察, 再于真彩色图像分析

仪上测定阳性细胞光密度值, 每个浓度测量20
个细胞阳性色的吸光度值(IA ), 换算成每个细胞

阳性色的光密度值(IA /cell), 间接反映AFP的量.  
1.2.5 AFP和ALB分泌量测定: 收集经10 mg/L
黄芩甙作用48 h及相应对照组的培养液, 4000 
r/min离心5 min, 取上清冷冻干燥. 细胞消化后台

盼蓝拒染法计数活细胞数. 将干燥后的培养液

溶于PBS中, 用放免法测定AFP和ALB的含量.  
1.2.6 细胞内环核苷酸(cAMP)含量测定: 收集

经10 mg/L黄芩甙作用48 h及相应对照组的细
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■研发前沿
近年发现黄芩甙
具有显著的抗肿
瘤作用 ,  表现为
抑制肿瘤细胞增
殖、诱导肿瘤细
胞凋亡, 但是否具
有诱导分化作用
尚乏研究. 

■相关报道
金锦梅  e t  a l报
道 人 参 皂 甙 对
CD34+造血干/祖
细胞有诱导分化
作用. 曾小莉 et al
报道人参总皂甙
对人肝癌细胞胞
质中某些表型有
逆转作用. 
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胞,  4000 r/min离心5 min, 收集细胞, 每管加入50 
mmol/L pH4.75醋酸缓冲液1 mL, -70℃反复冻

融, 显微镜下间细胞碎屑, 再离心, 取上清做检

测样品, 放免法测定cAMP含量. 总蛋白质含量

用考马斯亮蓝法测定. 
1.2.7 细胞周期测定: 将细胞进行同步化处理24 
h后, 换新鲜含小牛血清的培养液, 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. 
统计学处理 计量资料数据以均数±标准差

表示, 用SPSS10.0软件进行统计分析. 多组间的

均数差异性比较采用单因素方差分析(One-way 
ANOVA)及LSD检验. P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 黄芩甙对人肝癌BEL-7402细胞增殖的抑制
作用 1.25, 2.5, 5.0, 10, 20和40 mg/L黄芩甙对

人肝癌BEL-7402细胞的抑制率(%)分别为4.16
±0.89, 10.69±1.52, 24.36±2.39, 38.59±2.68, 
55.87±5.69和65.26±5.88, 作用24, 48, 72, 96
和120 h的抑制率(%)分别为8.89±1.72, 38.59±
2.68, 43.27±4.18, 54.98±4.09和60.37±8.96, 均
呈浓度和时间依赖关系, 并选取10 mg/L为有效

浓度进行以下实验. 
2.2 软琼脂克隆形成实验 黄芩甙可明显抑制细

胞克隆形成, 0, 5, 10和20 mg/L克隆形成数分

别为622, 288, 147和52, 克隆形成率(%)分别为

62.2, 28.8, 14.7和5.2,  表明其具有较强的抑制与

杀灭肿瘤干细胞的能力, 且随剂量增加, 抑制作

用增强, 呈现良好的量效关系. 
2.3 黄芩甙对人肝癌细胞形态的影响 光学显微

镜下: 对照组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. 透射电镜下观察(图1): 对照组肝

癌细胞具有肿瘤细胞典型特点, 核大而圆, 染色

质疏松, 核仁明显, 有多个大核仁, 形态不规则, 
电子密度不均, 常见核仁边集现象, 细胞质较少, 
细胞器都比较简单, 糖原丰富, 高尔基复合体不

发达, 难以见到. 细胞表面微绒毛细长且密集. 
黄芩甙处理组, 细胞核变小, 皱缩, 染色质凝集, 
异染色质增多, 核仁减少、浓缩甚至消失. 细胞

质增多, 线粒体数量增多, 有的为基质密度增高, 
内外膜间隙增宽, 但体积变化不明显, 有的线粒

体体积增大, 肿胀呈空泡状. 滑面内质网扩张, 
有的呈空泡状, 局部粗面内质网丰富, 并呈板层

状排列, 并可见脂肪空泡. 胞质有部分溶解, 出

现了自噬体, 内有吞噬的细胞器, 高尔基复合体

体积增大、发育较完善, 易于发现, 提示细胞趋

于成熟分化. 
2.4 黄芩甙对肝癌细胞细胞标志的影响 实验观

察2 d, 细胞免疫组化结果显示, 对照细胞AFP均
为阳性, 主要成团浓集分布于胞质中, 呈棕黄色, 
着色较深. 实验组AFP在胞质内均匀分布, 呈黄

色, 着色较淡. 对照和实验细胞AFP的IA /cell值
分别为253.5和169.4. 黄芩甙组培养48 h后γ-GT
比活力明显低于对照组(135±10 nkat/g vs  2432
±15 nkat/g, P <0.05), ALP比活力明显高于对照

组(6635±1350 vs  5872±450 nkat/g, P <0.05), 
ALP耐热型同工酶即胎盘型ALP活性显著低于

对照组(37.54±2.38 vs  63.36±2.84, P <0.05), 黄
芩甙组A F P分泌量较对照组细胞显著性降低

(42.65±4.27 vs  78.54±6.88, P <0.05), ALB分

泌显著升高(85.59±7.69±4.27 vs  50.49±4.09, 
P <0.05), 细胞内cAMP含量增加(423.93±32.18 
vs  228.76±23.51, P <0.05). 
2.5 黄芩甙对肝癌细胞细胞周期的影响 随黄芩

甙浓度的增加肝癌细胞G1/G0期比例逐步增高, S
期细胞减少, 说明黄芩甙将肝癌细胞阻滞在G1

期. 随作用时间的延长, G1/G0期比例逐步增高, S
期细胞减少(表1).

3  讨论

现代医学发现, 肿瘤细胞的基本生物学特征为

增殖与分化的平衡失调. 虽然肿瘤细胞由于某

种原因发生分化阻断或分化异常, 但仍然具有

和正常细胞相同的分化潜能. 因而有可能在分

化诱导作用下被诱导分化转为良性细胞. 基于

以上认识, 近年来抗肿瘤研究开辟了一条崭新

的途径, 即诱导肿瘤细胞分化的治疗研究. 诱导

分化治疗不同于以往的治疗途径. 他的目的不

表  1  黄芩甙对肝癌细胞细胞周期的影响

     
分组                                      G0G1(%)          S(%)          G2M(%)

黄芩甙(mg/L)         0           57.4          29.8          12.8

                               2.5        58.6          28.1          13.3

                               5           63.3          21.2          15.5

                             10           67.4          18.7          13.9

                             20           69.7          16.5          13.8

作用时间(h)              0           57.4          29.8          12.8

                             24           59.4          28.8          11.8

                             48           69.3          19.2          11.5

                             72           72.4          18.7            8.9

                             96           72.7          17.5            9.8

■创新盘点
本研究深入探讨
了黄芩甙诱导肝
癌细胞分化的作
用及机制.
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在于杀灭肿瘤, 而在于“改造”肿瘤细胞, 诱导

肿瘤细胞分化为正常细胞或接近正常细胞. 新
近的研究表明, 肝癌和非实体瘤一样, 其癌细胞

亦可在分化诱导剂的作用下向正常细胞转化[4-5]. 
MTT实验中吸光度值的大小可以反映活细

胞的数量及代谢活性, 因此应用MTT比色法可

定量测定抗癌药物对人肝癌细胞的细胞毒活性

和细胞生长抑制情况. 克隆形成率是筛选抗肿

瘤药物的常用方法, 主要用于观测抗肿瘤药物

对肿瘤干细胞的杀灭能力. 本研究MTT法和软

琼脂克隆形成实验结果显示黄芩甙可以直接作

用于肿瘤细胞, 抑制细胞的生长. 形态学上的分

化成熟是表明恶性肿瘤细胞分化的标志[6]. 一
般说来, 恶性程度越高, 分化越差的恶性肿瘤细

胞内线粒体往往越少, 线粒体内嵴发育越差. 粗
面内质网的量与癌细胞的生长速率、恶性程度

呈正比. 分化低和生长快的肿瘤细胞高尔基体

发育差, 而分化较好的恶性和良性肿瘤细胞高

尔基体发育较好[7-9]. 糖原增生程度与癌细胞的

无氧酵解代谢活动呈正比, 而与其分化程度呈

反比[10]. 本研究中, 光镜、电镜观察的结果发现

黄芩甙作用后细胞形态和超微结构发生了明显

的变化, 细胞已出现了和能量代谢、蛋白质合

成、贮存或分泌功能相关的发育分化, 提示癌

细胞恶性表型发生逆转.  
为了探讨肝癌细胞分化的定量指标, 本实

验根据肝细胞的代谢特点, 选择了几种反映肝

细胞分化的特异性酶和蛋白为标志. AFP是公认

的肝细胞增殖和恶变的重要标志物. 细胞内免

疫组化检测发现并不是所有的癌细胞均呈AFP
阳性. 这可能是处于不同细胞周期的细胞合成

AFP量不同所致. 过去研究证明AFP合成的高峰

迟于DNA合成的高峰, 在DNA合成开始后, 细
胞以指数增长时, AFP才开始合成. 进一步发现

AFP的合成出现在G2期, 并于G2/M期或细胞分

裂之后释放. 我们发现, 黄芩甙可抑制细胞合

成、分泌AFP. γ-GT在成年鼠肝中的活性极低, 
而在诱癌过程中逐渐上升, 是肝癌变的早期标

志[11]. ALP则是肝癌细胞去分化的酶学指标[12]. 
研究证明, ALP肝癌患者出现耐热型ALP同工酶
[13]. ALB是肝细胞分化成熟的指标. cAMP是动

物细胞特有的细胞内信号体系. 许多研究表明

cAMP是细胞内的诱导分化剂, 是细胞产生的具

有分化诱导作用的化学物质. 本研究结果表明, 
降低细胞γ-GT和耐热型ALP活性, 升高ALP总活

性, 增加ALB分泌量和细胞内cAMP含量. 
细胞周期是细胞生命活动的基本过程, 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[14-16]. 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. Chang et al [17]

研究发现黄芩甙影响肝癌细胞周期, 而且发现因

细胞系的不同结果不一致, 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. 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, 作用时间的延

长, 细胞周期中G0/G1期的比例逐渐增加, S期比

例逐渐减少. 表明黄芩甙主要用于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, 进而细胞趋于分化. 
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图  1  电镜下观察黄芩甙对人肝癌细胞形态的影响. A: 对照组(×13 500); B: 黄芩甙组(×15 000).
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世界华人消化杂志名词术语标准

本刊讯 本刊名词术语一律标准化, 前后统一, 如原词过长且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括号内

注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国自然科学名词审定委员会公布的《生理学名词》、《生物化学名词

与生物物理学名词》、《化学名词》、《植物学名词》、《人体解剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医

学名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为准, 国家食品药

品监督管理局批准的新药, 采用批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员会的“命名原则”, 新译名词应

附外文. 公认习用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 

PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, 

CT, MRI等. 为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在A4纸上. 中医药名词英译要遵循

以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 

阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞

逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. (常务副总编辑: 张海宁 2008-04-08)

■同行评价
本文选题新颖 ,    
统计处理合理, 结
果可靠, 但立题依
据不够充分, 讨论
不够深入, 全面.


