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Abstract
AIM: To study the effect of mitochondria 
membrane injury on baicalin-induced liver 
cancer cell apoptosis and its possible mechanism. 

METHODS: Hepatocellular carcinoma (HCC) 
BEL-7402 cells were cultured. Changes in mito-
chondria ultra-structure were observed under 
transmission electron microscope. Changes in 
mitochondria membrane potential, intracellular 
Ca2+ and apoptosis rate were detected by flow 
cytometry. Cytochrome C level was detected us-
ing fluorescence method. Expression of protein 
bcl-2 and activity of capases-3 were assessed by 
flow cytometry. 

RESULTS: Baicalin induced BEL-7402 cell 
apoptosis in a dose-dependent manner and sig-
nificantly changed the ultra-structure of mito-
chondria. The level of mitochondria membrane 

potential was significantly decreased (85.49 ± 
2.17, 82.59 ± 2.18, 28.45 ± 2.39, respectively, at 
6, 24 and 48 h). The release of intracellular Ca2+ 
and cytochrome C was increased, while the ex-
pression of Bcl-2 was decreased and the activity 
of caspase-3 was increased. The values for mito-
chondria membrane potential, intracellular Ca2+ 
and cytochrome C were 19.56 ± 2.09, 14.76 ± 1.03 
and 88.79 ± 4.32 at 6 h; 82.59 ± 2.1, 14.76 ± 1.03 
and 44.57 ± 5.56 at 24 h; 28.45 ± 2.39, 88.79 ± 4.32 
and 78.63 ± 7.65 at 48 h. 

CONCLUSION: Baicalin induces apoptosis of 
HCC BEL-7402 cells in a dose- dependent man-
ner and mitochondria play an important role in 
apoptosis by inhibiting Bcl-2 protein expression 
in liver cancer cells, increasing the activity of 
caspase-3 and the level of intracellular Ca2+, pro-
moting mitochondrial membrane permeability 
and cytochrome C release, decreasing mitochon-
drial transmembrane potential. 
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摘要
目的: 探讨线粒体损伤在黄芩甙诱导肝癌细
胞凋亡中的作用及可能的机制. 

方 法 :  应 用 细 胞 培 养 技 术 培 养 肝 癌 细 胞
BEL-7402, 透射电镜观察线粒体的变化; 应用
流式细胞仪检测细胞凋亡百分率及线粒体膜
电位、细胞内Ca2+的改变, 荧光发光法检测细
胞色素(cytochrome C, Cyt C)含量, Bcl-2蛋白
表达和流式细胞仪测定caspase-3活性. 

结果: 黄芩甙诱导肝癌细胞BEL-7402凋亡呈
剂量依赖关系, 线粒体结构出现明显改变; 肝
癌细胞线粒体膜电位降低, 6 h、24 h、48 h分

®

■背景资料
近年来发现黄芩
甙诱导肿瘤细胞
凋亡, 但既往对凋
亡的形态观察重
点在细胞核的变
化上, 线粒体作为
能量器官其形态
又会有什么变化
研究甚少. 本研究
拟观察黄芩甙作
用后线粒体超微
结构以及细胞内
Ca 2+的含量、线
粒体膜电位和细
胞色素C的变化 , 
探讨线粒体损伤
在黄芩甙诱导肝
癌细胞凋亡中的
机制.

■同行评议者
党双锁 ,  副教授 , 
西安交通大学第
二医院感染科
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别为85.49±2.17、82.59±2.18、28.45±2.39; 
细胞内Ca2+和Cyt C的释放增加, Bcl-2蛋白表
达下降和caspase-3活性增加. 在6 h、24 h、48 
h时细胞线粒体膜电位, 细胞内Ca2+和Cyt C的
释放分别为(6 h: 85.49±2.17、19.56±2.09、
35.36±3.21; 24 h: 82.59±2.18、14.76±
1.03、44.57±5.56; 48 h: 28.45±2.39、88.79
±4.32、78.63±7.65). 

结论: 线粒体损伤在黄芩甙诱导肝癌细胞凋
亡中起重要作用, 其机制可能为抑制肝癌细胞
Bcl-2蛋白表达, 促进caspase-3活性增加, 使细
胞内Ca2+增加, 激发线粒体膜通透性转运孔开
放, 降低线粒体跨膜电位, 促进Cyt C的释放. 

关键词: 黄芩甙; 肝细胞癌; 凋亡; 线粒体膜电位; 细

胞色素C; Ca2+
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0  引言

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, 除传统意义上的解热、利胆、保肝、抗

菌等药理作用外, 近年来发现黄芩甙具有抗肿

瘤作用[1-2]. 诱导肿瘤细胞凋亡是重要的抗肿瘤

策略之一. 既往对凋亡的形态观察重点在细胞

核的变化上, 线粒体作为能量器官其形态又会

有什么变化? 因此, 本研究拟观察黄芩甙作用后

线粒体超微结构以及细胞内Ca2+的含量、线粒

体膜电位和细胞色素C(Cytochrome C, Cyt C)的
变化, 探讨线粒体损伤在黄芩甙诱导肝癌细胞

凋亡中的机制. 

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% 分子质量446.35 kDa); RPMI-1640培养液, 
Bcl-2、Cyt C mAb为北京中山试剂公司产品; 
JEM2000EX透射电镜, 流式细胞仪Epics XLⅡ
型为美国Beckman Coulter公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人肝癌细胞株BEL-7402培养

于RPMI-1640培养液, 内含100 g/L小牛血清、

100 000 U/L青霉素、100 mg/L链霉素, 置37℃, 
50 mL/L CO2, 恒温密闭式孵箱内培养传代. 

1.2.2 黄芩甙对肝癌细胞凋亡的影响: 空白对照

组、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. 
1.2.3 透射电镜: 取对数生长期细胞接种于培养

瓶内, 分别加入10 mg/L黄芩甙及等量培养液作

用48 h, 收集细胞, 常规透射电镜样品制备, 透射

电镜下观察亚细胞结构. 
1.2.4 流式细胞仪检测线粒体膜电位、细胞内

Ca2+: 空白对照组、10 mg/L黄芩甙处理组分别

作用6 h、24 h、48 h后制备各细胞悬液, PBS
洗涤、弃上清, 分别加入下列染液: 1 mmol/L 
rhodamine 123, 1 mmol/L Fluo-3, 37℃孵育20 
min, 37℃孵育20 min, PBS洗涤、重悬、流式 
检测. 
1.2.5 免疫荧光检测Cyt C: 40 g/L多聚甲醛固定

细胞20 min, PBS洗涤后用山羊血清封闭30 min, 
加入抗大鼠Cyt C单克隆抗体, 4℃过夜, PBS洗
涤后加入FITC荧光标记二抗, 37℃孵育40 min, 
90%碱性甘油封固, 用Novo start全自动荧光发

光检测仪对荧光强度进行定量分析. 
1.2.6 Bcl-2蛋白表达检测: 作用48 h后, 消化细

胞105左右, PBS洗涤2次后, 20 g/L中性甲醛固定

30 min, 0.3%皂素渗透5 min, 弃上清, 加1∶50稀
释的鼠抗人Bcl-2蛋白单克隆抗体, 冰上孵育45 
min, PBS洗涤后, 流式细胞检测Bcl-2表达. 
1.2.7 caspase-3活性检测: 作用48 h后, 按300 μL
细胞悬液加1 μL FITC-DEVD-FMK, 37℃ 50 
mL/L CO2孵育30 min, 用Wash buffer重悬细胞2
次后加300 μL Wash buffer混匀, 置于冰上, 流式

细胞检测.
统计学处理 计量资料数据以m e a n±S D

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 黄芩甙对肝癌细胞凋亡的影响 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%、22.27%±3.89%、

24.34%±3.79%, 与对照组(2.18%±0.66%)比较,与对照组(2.18%±0.66%)比较,%±0.66%)比较,)比较, 
后四者有统计学意义(P <0.01), 呈量效关系.呈量效关系. 

■研发前沿
目前诱导肿瘤细
胞 凋 亡 ,  已 成 为
抗肿瘤的重要策
略 之 一 ,  许 多 学
者已逐渐认识到
线粒体是细胞凋
亡的“中心执行
者” ,  线 粒 体 膜
通 透 性 转 运 改
变 是 线 粒 体 调
节 凋 亡 的 重 要 
机制.
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2.2 透射电镜下观察 发现对照组肝癌细胞具有有

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, 常见核仁

边集现象, 细胞质较少, 细胞器都比较简单, 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, 异染色质增多, 核仁减少、浓缩

甚至消失, 核质比减少. 部分细胞呈现典型的凋

亡改变: 染色质凝集、固缩, 聚集于核膜下呈境

界分明的团块状、花瓣状或新月体形. 线粒体

数量增多, 有的为基质密度增高, 内外膜间隙增

宽, 内嵴发育较好, 但体积变化不明显; 有的线

粒体体积增大, 肿胀呈空泡状(图1). 
2.3 黄芩甙对肝癌细胞线粒体膜电位的影响 对
照组在不同时间的线粒体膜电位较稳定, 保持

在较高水平, 6 h、24 h处理组与对照组比差别不

大, 48 h处理组显著降低, 两组差异显著(P <0.01, 
表1). 
2.4 黄芩甙对肝癌细胞内Ca2+和Cyt C的影响的影响 细
胞内Ca2+和Cyt C在对照组的不同时间较稳定, 6在对照组的不同时间较稳定, 6对照组的不同时间较稳定, 6的不同时间较稳定, 6不同时间较稳定, 6 
h、24 h处理组与对照组比差别不大, 48 h处理组

升高显著, 两组差别显著(均均P <0.01, 表2, 表3).表3).).   
2.5 Bcl-2蛋白表达和caspase-3活性测定 处理组

Bcl-2蛋白表达显著下降, caspase-3活性显著升

高(P <0.01, 表4). 

3  讨论

目前已逐渐认识到线粒体是细胞凋亡的“中心

执行者”[3-4], 某些与凋亡相关的基因产物(蛋白

质和酶)均可定位于线粒体. 在细胞凋亡的诱导

期, 线粒体的结构和功能就开始发生一些特征

性的变化[5-7]. Reed et al [5]认为在细胞凋亡时线粒

体超微结构的改变主要为: 线粒体嵴失去紧密

排列和有序折叠的外表, 同时在膜间隙中充满

了浓缩的基质, 而线粒体本身的大小改变不明

显. 我们在观察肝癌细胞发生凋亡时, 除了见到

典型的凋亡核型, 同时还发现线粒体的变化有

两种表现: 一种基质密度增高, 内外膜间隙增宽, 
但体积变化不明显; 一种线粒体体积增大, 肿胀

呈空泡状. 前者与Reed et al所描述的在凋亡中

线粒体的改变相似. 沈忠英 et al [6]在研究三氧化

二砷作用于食管癌细胞系时, 认为凋亡的早期

改变为线粒体增多, 中后期是线粒体肿胀. 所以, 
线粒体的这种基质密度增高的改变可能是凋亡

发生的早期改变. 

■创新盘点
本研究深入探讨
了线粒体损伤在
黄芩甙诱导肝癌
细胞凋亡中的机
制.

表  1  黄芩甙对肝癌细胞线粒体膜电位的影响(mean±SD)

     
分组                     6 h	                     24 h	           48 h

对照组	88 .76±2.54      98.56±3.79	   86.38±2.63

处理组	8 5.49±2.17      82.59±2.18	   28.45±2.39b

bP<0.01 vs  处理组.

表  2  黄芩甙对肝癌细胞细胞内Ca2+的影响 (mean±SD)

     
分组                    6 h	                   24 h	          48 h

对照组	 16.27±2.15     15.18±2.19	  14.58±2.89

处理组	 19.56±2.09     14.76±1.03	   88.79±4.32b

bP<0.01 vs  处理组.

表  3  黄芩甙对肝癌细胞Cyt C的影响(mean±SD)

     
分组                    6 h	                  24 h	           48 h

对照组	 30.29±3.36    28.91±2.87	   29.43±2.47

处理组	 35.36±3.21    44.57±5.56b	   78.63±7.65b

bP<0.01 vs  处理组.

表  4  Bcl-2蛋白表达和caspase-3活性(mean±SD)

     
分组                              Bcl-2	                        caspase-3

对照组	            78.55±7.28	                   19.72±2.11

处理组	            35.96±4.26b	                  74.76±8.23b

bP<0.01 vs  处理组.

A B C

图  1  透射电镜观察. A: 对照组(×13 500); B-C: 黄芩甙处理组(×15 000).
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■应用要点
本 研 究 为 揭 示
黄 芩 甙 抗 肿 瘤
作 用 机 制 提 供
了 有 用 的 资 料 , 
为 其 进 一 步 开
发 应 用 奠 定 了 
基础.

已证实线粒体膜通透性转运改变是凋亡过

程中的重要环节, 在致凋亡因子的刺激下, 线粒

体膜通透性转运孔(permeability transiton pore, 
MPTP)开放, 线粒体跨膜电位降低或丧失, 线粒

体基质中释放出凋亡蛋白, 使细胞凋亡[7-8]. 近年

来陆续有报道线粒体跨膜电位的耗散是细胞凋

亡级联反应过程中最早发生的事件, 而一旦线

粒体跨膜电位耗散, 细胞就会进入不可逆的凋

亡过程[9-10]. MPTP是跨膜多蛋白孔, 定位于线粒

体内外膜接触点, 可能由电压依赖的阴离子通

道(VDAC)-腺苷酸移位酶-亲环蛋白D三联复合

物构成, 有开放与关闭二种构象. MPTP孔道作

为许多生理效应的感受器(二价阳离子、ATP、
ADP、NAD、ΔΨm、pH、巯基与多肽)整合了

电生理、氧化还原与细胞代谢状态的信息. 在
正常情况下, MPTP只允许相对分子质量小于

1500的分子通过, 质子可自由通过线粒体膜形

成稳定的线粒体膜电位, 如果MPTP开放, 导致

线粒体膜电位下降或缺失, 且MPTP作用有自放

大的效应. 如果能稳定线粒体膜电位就能防止

细胞凋亡或可阻止凋亡的进展. 我们的研究结

果发现对照组肝癌细胞在不同时间的线粒体膜

电位较稳定, 保持在较高水平, 黄芩甙作用6 h、
24 h时与对照组比差别不大, 48 h时显著降低肝

癌细胞线粒体跨膜电位. 认为黄芩甙通过某种

途径使MPTP开放, 导致线粒体膜电位下降, 而
阻止凋亡的进展. 

Ca2+是细胞代谢活动重要的第二信使[11]. 他
可能是使MPTP开放的刺激信号. Carboni et al [12]

提出钙依赖性的MPTP孔调节模式, 认为MPTP
孔有低导性和高导性两种不同的开放方式, 前
者是一种可逆的正常调节过程, 后者为不可逆

的细胞死亡信号. 两种开放方式均受线粒体Ca2+

浓度的升高直接或间接调控. 线粒体Ca2+超载, 
启动高导性MPTP孔开放, 线粒体膜电位下降, 
线粒体膨胀, 外膜破裂, 诱导细胞凋亡. 季宇彬 
et al将羊栖菜多糖作用于人胃癌SGC-7901细胞, 
观测到细胞内Ca2+浓度升高, 且细胞凋亡指数

增加, 提示可能是通过Ca2+启动凋亡机制. Takel  
et al研究表明, 抑制细胞Ca2+升高, 可防止凋亡的

发生[13]. 我们观察到黄芩甙作用后肝癌细胞凋

亡增加、细胞内Ca2+含量的增加、线粒体膜电

位的下降, 三者在时间上的变化趋于一致, 并伴

有线粒体的肿胀. 认为线粒体途径在黄芩甙诱

导细胞凋亡中起重要作用, 其机制为增加细胞

内Ca2+含量, 激发MPTP开放, 降低线粒体跨膜电

位. 但是影响细胞外钙的内流, 还是调整细胞内

钙库的释放, 尚需进一步研究. 此外, 细胞内Ca2+

信号的改变与凋亡发生的阶段密切相关[14-15], 有
研究表明一旦凋亡发生, 细胞内依赖Ca2+-Mg2+

核酸酶被大量激活后, 细胞内游离Ca2+可能被

结合而浓度下降. 我们只观察到黄芩甙增加细

胞内Ca2+含量, 这可能与细胞所处的凋亡阶段有

关, 处于本阶段的细胞尚未发生不可逆的凋亡. 
Cyt C作为一种信号物质, 也在细胞凋亡中

发挥着重要的作用. 正常情况下, 他存在于线

粒体内膜和外膜之间的腔中, 凋亡信号刺激使

其从线粒体释放至细胞质. Cyt C一旦释放可引

起两种后果, 一是与Apaf-1(apoptotic protease 
activating factor-1)结合, 在ATP/dATP的介导下, 
使caspase-9前体裂解为活化的caspase-9, 活化

的caspase-9再激活caspase-3, 引起细胞凋亡. 二
是由于Cyt C释放入胞质, 细胞内Cyt C减少或缺

失, 可直接导致呼吸链电子传递中断, 最后导致

细胞坏死[16]. Cyt C的释放是线粒体外膜通透性

增高的结果. Bcl-2蛋白主要聚集在线粒体外膜, 
阻止Cyt C的释放, 使胞质内caspase不能激活, 细
胞凋亡受阻. caspase-3是最重要的凋亡执行者之

一, 在激活的caspase-3能降解Bcl-2蛋白, 阻止其

抗凋亡作用. caspase-3一旦被激活, 细胞凋亡的

发生将不可逆转. 我们的研究结果发现黄芩甙

能抑制肝癌细胞Bcl-2蛋白表达, 增加caspase-3
活性, 促进Cyt C的释放. 

黄芩甙诱导肝癌细胞凋亡的可能途径为增

加细胞内Ca2+含量, 降低线粒体跨膜电位, 促进

Cyt C的释放. Bcl-2蛋白表达的下降和caspase-3
活性增加调控上述过程. 透射电镜下线粒体的

改变进一步支持线粒体损伤在黄芩甙诱导肝癌

细胞凋亡中的作用.
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第二十次全国中西医结合消化学术会议征文通知

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2008-11在上海市召开第二十次全国中西医结合

消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为肝病、内镜与胃癌)新技术新理论继续

教育学习班. 学习班招收对象; 中西医结合、中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班

者授予国家级1类继续教育学分; 大会论文报告者另授继续教育学分6分. 

1      征稿内容

消化内镜技术及其中西医结合临床应用; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研

究; 消化道肿瘤中西医结合诊疗; 脾胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等

疾病)的基础研究、临床研究与实践等.

2      征稿要求

请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿件传

送, 截稿日期: 2008-09-30.

3      联系方式

刘成海, 201203, 上海市浦东新区张衡路528号上海中医药大学附属曙光医院肝病所, 传真: 021-51324445或

51328500, shxhhy2008@yahoo.cn或czs.xiaohua@163.com


