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Abstract
AIM: To investigate the effect of treatment with 
baicalin on the expression of connexion 26 (Cx26) 
and connexion 43 (Cx43) in human hepatocellu-
lar cell line SMMC-7721.

METHODS: SMMC-7721 cells were randomly 
divided into 4 groups: normal control group, 
low-dose (10 mg/L) baicalin group, medium-
dose (20 mg/L) baicalin group, and high-dose (40 
mg/L) baicalin group. Gap junction intercellular 
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■背景资料
黄芩苷是传统中
药黄芩的主要有
效成分之一, 具有
抗炎、抗变态反
应、抗肿瘤等多
种药理作用. 本课
题组以往的系列
研究显示黄芩苷
可以抑制肝癌细
胞增殖, 诱导其凋
亡 ,  但 其 作 用 机
制是否通过影响
缝隙连接细胞间
通讯(GJIC)尚无 
报道. 

communication (GJIC) was measured by scrap 
loading/dye transfer assay (SL/DT). The expres-
sion of Cx26 and Cx43 mRNAs in SMMC-7721 
cells was determined by RT-PCR. The expres-
sion of Cx26 protein was detected by Western 
blot, and that of Cx43 protein was detected by 
immunohistochemistry.

RESULTS: Compared to the normal control 
group, the expression of Cx26 mRNA and pro-
tein was significantly enhanced in SMMC-7721 
cells treated with low, medium and high con-
centrations of baicalin (mRNA: 0.148 ± 0.111, 
10.253 ± 0.222, 17.283 ± 0.024 vs 0.138 ± 0.111; all 
P < 0.05; protein: 0.516 ± 0.029, 0.759 ± 0.020, 1.019 
± 0.076 vs 0.367 ± 0.029; all P < 0.05). Compared 
to the normal control group, the expression of 
Cx43 mRNA showed no significant changes, but 
the expression of Cx43 protein was significantly 
enhanced in SMMC-7721 cells treated with dif-
ferent concentrations of baicalin.

CONCLUSION: Restoration or enhancement of 
GJIC induced by up-regulation of Cx26 and Cx43 
is likely to be an important molecular mechanism 
by which baicalin inhibits tumor growth.

Key Words: Baicalin; Hepatoma carcinoma cell; Gap 
junction intercellular communication; Connexion26; 
Connexion43

Guo Y, Wang N, Gao YM, Yao JF, Li Y, Yin CJ, Zhang WJ. 
Treatment with baicalin up-regulates the expression of 
connexion 26 and connexion 43 in human hepatocellular 
carcinoma cell line SMMC-7721. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(33): 3197-3202

摘要
目的: 探讨黄芩苷对肝癌细胞缝隙连接细胞间
通讯(gap junction intercellular communication, 
GJIC)及细胞间隙连接蛋白26(connexion26, 
Cx26)、细胞间隙连接蛋白43(connexion43, 
Cx43)表达的影响.

方法: 人肝癌细胞株SMMC-7721分为黄芩苷
10、20、40 mg/L组和对照组. 划痕染料示踪
技术检测GJIC的变�. 用RT-PCR法检测肝
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■研发前沿
细胞间隙连接蛋
白 (Cx)是存在于
细胞之间的负责
物质及信息交换
的 通 道 蛋 白 ,  对
细胞增殖、分�
及机体的生长发
育至关重要 .  Cx
的正常或异常表
达 ,  可 直 接 影 响
到细胞及组织、
器官的功能状态, 
最新研究发现他他
与肿瘤的发生发
展密切相关.

癌细胞Cx26、Cx43基因表达, 用Western blot
法检测Cx26蛋白表达, 用免疫细胞�学检测
Cx43蛋白表达.

结果:  对照组细胞的染料局限于划痕两侧
的细胞�, 无明显的荧光染料传输现象. 随
着黄芩苷浓度的增强 ,  LY染料传输范围逐
渐增大. 黄芩苷10、20、40 mg/L各浓度组
Cx26 mRNA表达水平与对照组比较显著提高
(0.148±0.111, 10.253±0.222, 17.283±0.024 
vs  0.138±0.111; P <0.05). Cx26蛋白表达量与
对照组比较明显增加(0.516±0.029, 0.759±
0.020, 1.019±0.076 vs  0.367±0.029; P <0.05). 
黄芩苷各浓度组Cx43 mRNA表达量与对照组
比较无显著变�. 而Cx43蛋白的表达水平与
对照组比较明显增加(5.512±0.003, 5.844±
0.046, 6.216±0.015 vs  4.316±0.032; P <0.05).

结论: 黄芩苷促进肝癌细胞Cx26及Cx43表达, 
导致肝癌细胞GJIC功能的恢复, 这很可能是
黄芩苷抑制肿瘤生长的分子机制之一.

关键词: 黄芩苷; 肝癌; 肝癌细胞缝隙连接细胞间通

讯; 细胞间隙连接蛋白26; 细胞间隙连接蛋白43

郭昱, 王娜, 高咏梅, 姚金锋, 李元, 尹崇娇, 张文娟. 黄芩苷对

肝癌细胞GJIC及Cx26、Cx43表达的影响.  世界华人消化杂志  

2012; 20(33): 3197-3202

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/3197.asp

0  引言

黄芩苷为传统中药黄芩的主要有效成分, 具有

广泛的药理活性, 除传统意义上的抗炎、抗病

毒以及解热和保肝作用外, 近年来发现其具有

显著的抗肿瘤效应[1-4]. 我们以往的系列研究发

现黄芩苷能抑制肝癌细胞增殖, 诱导肝癌细胞

分化, 且具有抗侵袭、抗黏附作用[5-7]. 缝隙连接

蛋白介导的缝隙连接细胞间通讯(gap junction 
intercellular communication, GJIC)是细胞间最

重要的信息交流形式. 缝隙连接在多种肿瘤中

常发生异常改变, 与肿瘤的发生、转移等密切

相关, 是目前抗肿瘤药物治疗的新靶点[8-13]. 本
研究旨在观察黄芩苷对肝癌细胞GJIC及缝隙连

接蛋白26(connexion26, Cx26)、缝隙连接蛋白, Cx26)、缝隙连接蛋白Cx26)、缝隙连接蛋白

43(connexion43, Cx43)表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌SMMC-7721细胞株由河北医科由河北医科河北医科

大学药理学实验室惠赠; 黄芩苷购自成都曼斯自成都曼斯成都曼斯

特生物科技有限公司; 罗氏黄(lucifer yellow, LY)

购自美国Sigma公司; 山羊抗Cx26多克隆抗体购自美国Sigma公司; 山羊抗Cx26多克隆抗体购美国Sigma公司; 山羊抗Cx26多克隆抗体购

自美国Santa Cruz公司; 兔抗Cx43多克隆抗体购美国Santa Cruz公司; 兔抗Cx43多克隆抗体购

自Bioworld公司; 免疫组织化学染色试剂盒购Bioworld公司; 免疫组织化学染色试剂盒购组织化学染色试剂盒购染色试剂盒购

自北京中杉金桥生物技术有限公司; 逆转录酶北京中杉金桥生物技术有限公司; 逆转录酶; 逆转录酶逆转录酶

AMV购自美国Promega公司; DNA marker购自自美国Promega公司; DNA marker购自美国Promega公司; DNA marker购自; DNA marker购自DNA marker购自自

北京赛百盛基因有限公司; Cx26引物设计检索; Cx26引物设计检索Cx26引物设计检索

文献依据检索结果, 由赛百盛公司合成与纯化.
1.2 方法方法

1.2.1 细胞培养: 将人肝癌细胞株SMMC-7721接
种于RPMI 1640培养液中, 内含100 μg/mL链霉

素、100 U/mL青霉素、10%胎牛血清, 37 ℃、

50 mL/L CO2, 恒温密闭式孵箱内培养, 2-3 d后细后细细

胞融合达到80%-90%时, 用37 ℃预热的消化液

消化3-5 min即可, 传代比例为1∶2或1∶3. 
1.2.2 黄芩苷处理及GJIC变�检测: 传代后将人

肝癌细胞株SMMC-7721以2×105个/mL接种于

培养皿中, 每皿2 mL, 24 h后分为4组, 分别加入

黄芩苷至终浓度10、20、40 mg/L, 设空白对照

组. 细胞继续培养48 h后吸出培养液, PBS冲洗

培养皿3次, 加入1 mL 0.5 g/L的LY染料, 用手术

刀在培养皿表面作3道划痕, 室温静置3 min, 吸
除染料, 再用PBS冲洗除去多余染料, 滴加少许

PBS, 荧光倒置显微镜下观察染料在划痕垂直方

向上的迁移距离, 每组实验重复3次. 半定量结

果判定: 罗氏黄通过缝隙连接(gap junctions, GJ)
传递, 在蓝色激发光下显绿色荧光. 荧光只出现

划痕旁1列细胞中(-), 出现在划痕旁2列细胞中

(+), 3列中(++), 4列或更远(+++). 
1.2.3 Cx26、Cx43 mRNA表达分析: 将细胞以

密度为5×104/mL接种于细胞培养瓶, 作用48 h
后收集细胞, 每1×107个细胞加入TRIzol 1 mL
提取总的RNA, 按照逆转录试剂盒说明书进行

逆转录. Cx26正义: 5'-GCTGCAAGAACGTGT-
GCTAC-3', 反义: 5'-TGGGTTTTGATCTCCTC-
GAT-3', 扩增的目的片段长度为185 bp, PCR的
具体循环参数为: 94 ℃ 2 min; 94 ℃ 30 s; 56 ℃ 
40 s; 58 ℃ 30 s, 经过35个循环, 以后72 ℃延

伸10 min. Cx43正义: 5'-GGCTGCTCCTCAC-
CAACCGC-3', 反义: 5'-GCTGGCTCTGCTT-
GAAGGTCG-3', 扩增的目的片段长度为298 bp, 
PCR的具体循环参数为: 94 ℃ 4 min; 94 ℃ 30 s; 
58 ℃ 30 s; 72 ℃ 30 s, 经过35个循环, 以后72 ℃
延伸10 min. GAPDH正义: 5'-CAAGGTCATC-
CATGACAACTTTG-3', 反义: 5'-GTCCAC-
CACCCTGTTGCTGTAG-3', 扩增的目的片段

长度为359 bp, PCR的具体循环参数为: 95 ℃ 5 

■相关报道
1991年, Eghbali
等 率 先 报 道 将
Cx32 cDNA转染
人肝癌细胞株后,
使 细 胞 G J I C 状
态由“无”转为
“正 常 �” ,  同
时细胞生长明显
受到抑制.
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■创新盘点
本研究首次从黄
芩苷对肝癌细胞
GJIC的影响方面方面
探讨黄芩苷抗肿
瘤的作用机制. 他他
克服了传统肿瘤
治疗中单一追求
彻底杀死瘤细胞
的指导思想, 丰富
和完善了抗肿瘤
理论.

min; 94 ℃ 30 s; 54 ℃ 45 s; 72 ℃ 30 s, 循环33次, 
以后72 ℃延伸1 min. 用美国ST公司AlphaImag-
erTM 1200型读胶仪分析灰度值, 以目标基因与

GAPDH扩增产物的灰度值的比值来表示基因表

达水平.
1.2.4 Western blot法检测Cx26蛋白表达: 黄芩苷

作用48 h后收集分别提取对照细胞和加药作用

后细胞总蛋白, 加入细胞裂解液, 冰上静置0.5- 
1.0 h, 4 ℃, 12 000 r/min离心15 min后, 取其上清

液分装, -80 ℃冰箱保存备用. 将蛋白煮沸变性

后, 经SDS-PAGE凝胶电泳将蛋白转移至NC膜
上, 脱脂奶粉封闭1 h, 与山羊抗Cx26多克隆抗体

稀释浓度为(1∶500)4 ℃冰箱过夜, 再加入(1∶
1 000)比例稀释的二抗, 与化学发光试剂ECL于
暗室中进行反应, 待胶片爆光显影后分析结果. 
采用美国Image JA软件对Western blot结果进行

定量分析, 灰度值以累积吸光度值表示, 结果以

目的蛋白与β-actin的累积吸光度的比值表示. 
1.2.5 Cx43蛋白的表达分析: 各组细胞干预48 h
后, 收集细胞爬片, 4 ℃多聚甲醛固定30 min, 
按SP免疫组织化学试剂盒实验步骤进行, 然后

DAB显色, 封片后用JEDA-801D形态学图像分

析系统自动选取染为棕黄色的阳性区域计算积

分吸光度值, 反映蛋白表达量的变化.吸光度值, 反映蛋白表达量的变化., 反映蛋白表达量的变化.
统计学处理 用SPSS13.0软件统计分析, 所

有计量资料数据均采用mean±SD, 同一个指标

的各组间比较采用单因素方差分析, P <0.05表示

差异有显著性.

2  结果

2.1 黄芩苷对肝癌细胞GJIC的影响 细胞处理48 h
后, 对照组细胞的荧光染料局限于划痕两侧的

细胞内, 无明显的荧光染料传输现象, GJIC半定

量(-), 黄芩苷10 mg/L组半定量为(+), 20 mg/L组
半定量为(++), 40 mg/L组半定量为(+++), 结果

显示随着黄芩苷浓度的增强, LY染料传输范围

逐渐增大, SMMC-7721肝癌细胞GJIC功能逐渐

增强, 呈剂量依赖关系(图1).
2.2 黄芩苷对肝癌细胞Cx26、Cx43 mRNA表达

的影响 黄芩苷各处理组Cx26 mRNA表达量明

显高于对照组, 且随着黄芩苷浓度的增加表达

量随之增加, 有明显的剂量依赖关系(图2, 表1, 
P <0.05). 黄芩苷组各处理组Cx43 mRNA表达量

与对照组比较有增加的趋势, 但差异无显著性.
2.3 黄芩苷对肝癌细胞C x26蛋白表达的影响  
Western blot分析显示, 不同浓度黄芩苷作用于

肝癌细胞SMMC-7721 48 h后, Cx26蛋白表达

水平增高, 有明显的剂量依赖关系(图3, 表2, 
P <0.05).
2.4 黄芩苷对肝癌细胞Cx43蛋白表达的影响 黄
芩苷各处理组肝癌细胞SMMC-7721 Cx43蛋白

表达量与实验对照组比较有显著增加, 且有明

显的剂量依赖关系(图4, 表2, P <0.05).

3  讨论

GJIC是相邻细胞间普遍存在的直接通讯方式. 
对细胞的新陈代谢及许多生理过程(如增殖、

A

C D

B
图� �� ���������  1  ���������黄芩苷对肝癌细胞缝
隙连接细胞间通讯的影响
(×200).� A: 对照组; B: 黄芩

苷(10 mg/L); C: 黄芩苷(20 

mg/L); D: 黄芩苷(40 mg/L).
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■应用要点
本研究结果进一
步加深了对黄芩
苷抗肿瘤作用机
制的认识, 对其开
发应用提供了理
论基础.

凋亡、转移等)发挥着重要的调节作用. GJIC在
几乎所有的实体瘤中表达下调或丧失[14-18], Kru-
tovskikh等[19]用致癌剂诱导建立大鼠肝癌模型, 
发现肝癌细胞与癌周组织细胞间无细胞间通讯

活动存在. 既然多数肿瘤组织中存在瘤细胞之

间或瘤细胞与正常细胞之间的通讯功能障碍, 
推测如果恢复GJIC功能有可能逆转瘤细胞表型

使之良性化. 恢复GJIC可以通过以下机制达到

肿瘤治疗的目的: (1)直接抑制细胞增殖, 有学者殖, 有学者, 有学者

将Cx26转染肿瘤细胞, GJIC功能恢复表现出肿

瘤生长的抑制和转化表型抑制; (2)增加肿瘤细

胞对化疗药物的敏感. 药物通过缝隙连接运送

到远处细胞, 这样使药物在肿瘤组织中弥散, 增
强了化疗效果[20]; (3)许多肿瘤实验中自杀基因

有明显的旁观者效应, 增强旁观者效应可以通

过缝隙连接发挥间接杀瘤作用[21,22]. 
G J I C的物质基础是相邻细胞膜上连接子

耦联形成的通讯通道 ,  只允许相对分子质量

<1 000 000物质通过, 每个连接子含6个连接蛋

白(connexon, Cx). Cx是一个较保守的蛋白家

族, 至今在人类中已经发现21种, 依据相对分子

质量命名, 如Cx26、Cx32、Cx43等. Cx的表达

与肿瘤的生物学全过程包括细胞转化、肿瘤发

生、生长及演进等都密切相关, 被誉为“第二

类抑癌基因”[23-25]. Cx26、Cx43是重要的缝隙

连接通道蛋白, Cx43是间隙连接家族中分布最

广的分子, 几乎对所有组织细胞具有生长调控

的作用, 其功能也最为复杂和重要. 许多肿瘤如

大肠癌、神经胶质瘤、胃癌、肝癌、乳腺癌等

均显示Cx26、Cx43表达减少或缺失, 而且表达失, 而且表达, 而且表达

水平和肿瘤分级成反比. Cx26在正常肝组织的

表达高于其在肝癌组织中的表达, 在高分化组

织中的表达高于其在低分化组织中的表达, 提
示Cx26表达可能与肝癌的分化程度有关[26]. 上

表  2 缝 隙连接蛋白26和43在肝癌细胞SMMC-7721的表达

     分组 对照组 10 mg/L 20 mg/L 40 mg/L  

Cx26 0.367±

0.029

0.516±

0.029a

0.759±

0.020a

1.019±

0.076a        
Cx43 4.316±

0.032

5.512±

0.003a

5.844±

0.046a

6.216±

0.015a

aP<0.05 vs  对照组. Cx: 缝隙连接蛋白.

Cx43 298 bp

185 bp

359 bp

Cx26

GAPDH

图� �� ������������������� �������  2  ������������������� �������缝隙连接蛋白26和缝隙连接蛋白43 mRNA在肝癌细
胞SMMC-7721的表达�. 1: 对照组; 2: 黄芩苷(10 mg/L); 3: 黄

芩苷(20 mg/L); 4: 黄芩苷(40 mg/L). Cx�� �������: 缝隙连接蛋白.

Marker              1         2        3        4

Cx26

Cx43

26 kDa

43 kDa

1             2           3            4

图� �� ���������������������������  3  ���������������������������缝隙连接蛋白26在肝癌细胞SMMC-7721的表达��. 1: 

对照组; 2: 黄芩苷(10 mg/L); 3: 黄芩苷(20 mg/L); 4: 黄芩苷

(40 mg/L). Cx: �������缝隙连接蛋白.

表  1 缝 隙连接蛋白26和缝隙连接蛋白43 mRNA在肝癌细胞SMMC-7721中的表达

     
分组       对照组       10 mg/L         20 mg/L       40 mg/L             

Cx26 0.138±0.111 0.148±0.111a 10.253±0.222a 17.283±0.024a

Cx43 0.318±0.111 0.322±0.050   0.337±0.346   0.341±0.442

aP<0.05 vs  对照组. Cx: 缝隙连接蛋白.
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调Cx蛋白的表达, 恢复细胞间缝隙连接通讯可

抑制肿瘤的生长和转移[27]. Muramatsu等[28]在人

肝细胞癌中转染Cx26基因, 研究发现其表达可

抑制癌细胞的增殖, 甚至进一步引起细胞的凋

亡. 有趣的是因Cx26基因转染而“正常化”的

肝癌Hela细胞再次转入突变的Cx26 cDNA, 细胞

表型重新“恶化”. 
有研究结果显示胃癌组织中C x43表达减

少或缺失, 并随细胞分化程度的下降而表达降失, 并随细胞分化程度的下降而表达降, 并随细胞分化程度的下降而表达降

低, Cx43表达阴性者更易发生淋巴结转移. 因此, 
Cx43表达下降或缺失对判断胃癌预后有一定的

价值[29]. Zhu等[30]组成的研究小组将Cx43 cDNA
转染神经胶质瘤细胞C6提高该细胞Cx43蛋白的

表达水平, 结果发现在导致C6细胞增值率降低

的同时部分细胞的胞质中出现了肌动蛋白张力

丝, 且细胞体积变大、形态扁平, 恶性表型特征

变模糊, 有向良性转化的趋势.的趋势.趋势. 
已有大量研究发现某些物质如绿茶提取

物、类胡萝卜素、类维生素A、维甲酸、姜黄

素等通过上调靶组织Cx表达, 促进GJIC恢复, 发
挥抑制肿瘤生长作用[26]. 但黄芩苷对GJIC功能

及Cx表达的影响尚未见文献报道. 本实验研究

结果显示肝癌细胞间无GJIC, 黄芩苷能促进肝

癌细胞GJIC恢复. Cx在翻译、转录或者转录后

的蛋白水平的几个过程中均可以调控GJIC的状

态. 黄芩苷能提高Cx26 mRNA及蛋白表达, 并与

浓度呈剂量依赖关系, 从而认为黄芩苷对Cx26
的作用靶点可能是在转录水平. 黄芩苷对肝癌

细胞Cx43 mRNA的表达无明显影响, 而免疫组组

织化学研究结果证实在SMMC-7721肝癌细胞研究结果证实在SMMC-7721肝癌细胞

中, Cx43蛋白定位于细胞浆, 随着黄芩苷浓度的

增加Cx43蛋白表达也随之增加. 故推测黄芩苷

对Cx43作用靶点可能在Cx43转录后水平. 
因此, 可以认为黄芩苷通过促进Cx的表达, 

而建立细胞间GJ通道, 从而恢复细胞的GJIC功
能, 可能是其抗肿瘤作用机制之一.
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