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摘要 目的 探讨七叶皂苷钠对肝细胞性肝癌( HCC) 自噬

流的影响，以及自噬抑制剂氯喹对七叶皂苷钠的影响。方法

七叶皂苷钠处理 HCC 细胞系( Huh7、HepG2 和 Hep3B) 后

进行 Western blot 分析，自噬抑制剂氯喹和七叶皂苷钠联合

作用于细胞系后进行 Western blot、MTT、细胞凋亡和克隆形

成实验。结果 与对照组相比，七叶皂苷钠增加了 LC3B 蛋

白的表达量，并且能够抑制 PI3K /AKT 信号通路。七叶皂苷

钠和氯喹联合应用后，LC3B 蛋白的表达量明显高于单独用

药。另外，与对照组或者单独用药组比较，两种药物联合后，

细胞生存率显著下降( P ＜ 0. 05) ，早期凋亡增加( P ＜ 0. 01) ，

克隆形成能力减弱( P ＜ 0. 001) 。结论 七叶皂苷钠作用于

HCC 后，可以诱导保护性自噬，并且氯喹可以增强七叶皂苷

钠的作用效果。
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原发性肝癌的发病率在癌症中位于第 6 位，病

死率位于第 4 位，其中，肝细胞性肝癌( hepatocellu-
lar carcinoma，HCC) 占了 75% ～85%［1］。对于 HCC
患者来说，主要的治疗方法包括肝脏切除、肝脏移

植、射频消融、经导管动脉化疗栓塞术和药物治疗，

但是这些治疗都存在一定的局限性。自噬( 在此特

指巨自噬) 是细胞内一个重要的高度保守的分解代

谢过程，可以为细胞的生长发育提供营养物质［2］。
它能够保护正常肝细胞，阻止其发生癌变，但是当

HCC 形成后，自噬会促进癌细胞的生长［3］。七叶皂

苷钠是中药娑罗子的一种自然提取物，先前的研

究［4 － 5］已经表明了它在 HCC 中的抗肿瘤作用。这

篇文章主要研究七叶皂苷钠对 HCC 细胞自噬流的

影响及自噬抑制剂氯喹对七叶皂苷钠作用效果的影

响。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 主要试剂 七叶皂苷钠购自美国 APExBIO
公司; 氯喹购自美国 MCE 公司; HCC 细胞系 Huh7、
HepG2 和 Hep3B 购自中国科学院上海细胞库; 胎牛

血清购自美国 Gibco 公司; 青霉素 /链霉素、BCA 试

剂盒和 4%多聚甲醛购自上海碧云天生物技术有限

公司; DMEM 购自美国 Hycolne 公司; 0. 25% 胰酶购

自美国 Wisen 公司; β-Actin，PI3K ( p85 ) ，AKT，4E-
BP1，Phospho-4E-BP1 ( Thr37 /46 ) 购自美国 CST 公

司; LC3B 购自美国 Abcam 公司; 山羊抗鼠或抗兔二

抗购自北京中杉金桥公司; MTT 购自美国 Sigma 公

司; 二甲基亚砜( DMSO) 和 0. 1%结晶紫购自北京索

莱宝 科 技 有 限 公 司; Annexin V-异 硫 氰 酸 荧 光 素

( FITC) /碘化丙啶( PI) 细胞凋亡检测试剂盒购自美

国 BD 公司。
1． 1． 2 主要仪器 细胞培养箱购自美国 Thermo
Fisher 公司; 酶标仪购自上海科华生物工程股份有

限公司; CytoFLEX 流式细胞仪购自美国 Beckman
Coulter 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 3 种细胞系 ( Huh7、HepG2 和

Hep3B) 均在含有 10% 胎牛血清和 1% 青霉素 /链霉

素的 DMEM 中培养，并放置于细胞培养箱中，培养

温度为 37 ℃，含有 5% CO2。细胞培养液每 2 d 更

换 1 次，每 3 ～ 5 d 传 1 次代，用 0. 25%胰酶消化，所

有细胞培养不超过 10 代。
1． 2． 2 细胞蛋白提取及 Western blot 分析 RIPA
裂解液、蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂按照 100 ∶
10 ∶ 1 的比例配制成所需的蛋白提取液，裂解细胞

15 min 后收集所有液体在 4 ℃ 离心机中离心 20
min，转速为 13 000 r /min，吸取上清液，置于 － 80 ℃
冰箱保存。使用 BCA 试剂盒测定蛋白浓度，将蛋白

液和上样缓冲液按照比例混合，于 100 ℃ 变性 10
min。将变性后的蛋白样品进行 SDS-PAGE 电泳、转
膜。将蛋白条带置于 5% 胎牛血清白蛋白中，在室

温孵育 1 h，在 4 ℃冰箱孵育一抗过夜，第 2 天在室
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温孵育相应鼠抗或兔抗 1 h，使用显影仪进行蛋白条

带显影。
1． 2． 3 MTT 检测 细胞种植于 96 孔板中，每孔

3 000 个细胞，100 μl 培养液。第 2 天，用药物处理

细胞 48 h 之 后，在 每 个 孔 中 加 入 10 μl MTT ( 5
mg /ml) ，于细胞培养箱中孵育 4 h。然后吸净培养

液，每孔加入 150 μl DMSO 溶解结晶，振荡 10 min
混匀，使用酶标仪在 570 nm 和 630 nm 处测定吸光

度，最终吸光度为两者差值。细胞生存率计算方法:

处理组吸光度 /对照组吸光度。
1． 2． 4 克隆形成实验 细胞种植于 6 孔板中，每孔

1 000 个细胞。第 2 天，用药物处理细胞 12 h 后换

成正常培养基，之后每隔 2 ～ 3 d 换 1 次培养液，并

于显微镜下观察，直到形成 50 个细胞左右的细胞

团。吸弃培养基，加入 1 ml 4% 多聚甲醛固定 10
min。然后吸弃多聚甲醛，加入 1 ml 0. 1% 结晶紫染

色 15 min，拍照，使用 Image-J 软件计数。
1． 2． 5 细胞凋亡检测 使用药物处理 6 孔板中的

细胞 48 h 后，消化，离心收集细胞，洗涤细胞，将 5
μl Annexin V-FITC 和 5 μl PI 分别加入每一个流式

管中，在 室 温 避 光 孵 育 15 min。然 后，使 用 Cyt-
oFLEX 流式细胞仪在 1 h 内检测细胞凋亡。
1． 3 统计学处理 使用 GraphPad Prism 6. 0 软件

进行统计分析。所有实验至少重复 3 次以上，数据

用�x ± s 表示。3 组或 3 组以上数据使用单因素方差

分析，多组间均数两两比较使用 Tukey 检验。P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 七叶皂苷钠对 HCC 细胞自噬流的促进作用

根据先前的研究结果，确定了七叶皂苷钠的浓度

为 40 μmol /L。在其处理 3 种细胞系( Huh7、HepG2
和 Hep3B) 24 h 后，Western blot 结果显示，与对照组

相比，七叶皂苷钠上调了 LC3B 蛋白的表达水平( 图

1) 。另外，当七叶皂苷钠和氯喹联合使用 12 h 后，

联合处理组的 LC3B 蛋白表达量高于七叶皂苷钠和

氯喹单独处理组( 图 2) 。

图 1 七叶皂苷钠处理细胞 24 h 后 LC3B 蛋白表达量

Con: 对照组; SA: 七叶皂苷钠处理组，浓度为 40 μmol /L

图 2 七叶皂苷钠和氯喹联合用药 12 h 后 LC3B 蛋白表达量

SA: 七叶皂苷钠处理组，浓度为 40 μmol /L ; CQ: 氯喹，浓度为

60 μmol /L; + 表示加入，－ 表示未加入

2． 2 七叶皂苷钠对 PI3K /AKT 信号通路的抑制作

用 七 叶 皂 苷 钠 抑 制 了 Huh7 和 HepG2 细 胞 内

PI3K /AKT 信号通路。Western blot 结果表明，七叶

皂苷钠抑制了 PI3K 以及 AKT 的表达。此外，七叶

皂苷钠还下调了蛋白 4EBP1 的表达并抑制了其磷

酸化水平( 图 3) 。

图 3 七叶皂苷钠处理细胞 48 h 后 PI3K /AKT 通路蛋白表达量

Con: 对照组; SA: 七叶皂苷钠处理组，浓度为 40 μmol /L

2． 3 氯喹对七叶皂苷钠抗肿瘤效果的增强作用

在 HCC 细胞系( Huh7、HepG2 和 Hep3B) 中，七叶皂

苷钠和氯喹联合应用 48 h 后，与对照组或者单独用

药相比，细胞生存率降低，差异有统计学意义( 3 种

细胞系中，F 值分别为 711. 90、63. 89 和 146. 30，P ＜
0. 05) ( 图 4 ) 。此外，联合用药 48 h 后，Huh7［F =
17. 33; 七叶皂苷钠 vs 联合用药: ( 5. 52 ± 2. 33) % vs
( 13. 53 ± 3. 19 ) %，P = 0. 006 7］和 HepG2［F =
158. 00; 七叶皂苷钠 vs 联合用药: ( 31. 15 ± 3. 56) %
vs( 51. 76 ± 2. 51) %，P ＜ 0. 001］细胞的早期凋亡率

增 加( 图5 ) 。同时，七叶皂苷钠和氯喹联合处理细
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图 4 药物处理 48 h 后 MTT 检测结果

Con: 对照组; SA: 七叶皂苷钠处理组，浓度为 40 μmol /L; CQ: 氯喹处理组，浓度为 60 μmol /L; SA + CQ: 七叶皂苷钠和氯喹联合用药组; 与

SA + CQ 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

图 5 药物处理 48 h 后细胞凋亡检测结果

Con: 对照组; SA: 七叶皂苷钠处理组，浓度为 40 μmol /L; CQ:

氯喹处理组，浓度为 60 μmol /L; SA + CQ: 七叶皂苷钠和氯喹联合用

药组; 与 SA 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

胞 12 h 后，Huh7［F = 1 789. 00; 七叶皂苷钠 vs 联合

用药: ( 71. 00 ± 3. 61 ) vs ( 9. 00 ± 3. 61 ) ，P ＜ 0. 001］

和 HepG2［F = 1 731. 00; 七叶皂苷钠 vs 联合用药:

( 225. 30 ± 22. 19 ) vs ( 95. 00 ± 9. 17 ) ，P ＜ 0. 001］的

细胞克隆数减少( 图 6) 。

3 讨论

LC3B-II 蛋白是自噬小体形成的一个重要标

志，主要是通过细胞内的 LC3B-I 蛋白与磷脂酰乙醇

胺( PE) 结合而形成。在该研究中，七叶皂苷钠作用

后的 HCC 细胞，LC3B-II 蛋白的表达水平明显增加，

间接表明七叶皂苷钠可以诱导 HCC 细胞产生大量

的自噬小体。而自噬小体的大量增加一般有两个原

因，一是因为自噬流的分解过程被阻断，自噬小体不

能被降解，沉积在细胞内; 另一个原因是自噬流增

加，自噬小体的合成增加了。当氯喹被使用去抑制

自噬 流 的 分 解 过 程 时，七 叶 皂 苷 钠 诱 导 形 成 的
LC3B-II 蛋白表达量反而比单独用药时更高，表明

自噬小体的增加是由于它的合成增加，而不是自噬

小体的降解被抑制［6］。因此，综合这些研究结果可

以证实七叶皂苷钠确实能够诱导 HCC 细胞的自噬

流。
至于具体的分子机制，该研究表明七叶皂苷钠

可以下调 PI3K 和 AKT 蛋白，而且 mTOR 的下游蛋

白 4EBP1 的磷酸化也被抑制了。通过这个结果，可

以推测七叶 皂 苷 钠 抑 制 了PI3K / AKT信 号 通 路 ，
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图 6 药物处理 12 h 后细胞克隆形成能力测定结果

Con: 对 照 组; SA: 七 叶 皂 苷 钠 处 理 组，浓 度 为 40

μmol /L; CQ: 氯喹处理组，浓度为 60 μmol /L; SA + CQ: 七

叶皂苷钠和 氯 喹 联 合 用 药 组; 与 SA 组 比 较: ＊＊＊ P ＜

0. 001

并且也抑制了 mTOR 蛋白的表达，因此，其促进了

HCC 细胞的自噬流［7］。
尽管已经证实七叶皂苷钠确实促进了 HCC 细

胞的自噬流，但是这个上调的自噬流在 HCC 细胞中

所起的作用以及对七叶皂苷钠的影响还不是很明

确。从目前已知的情况来看，自噬在 HCC 中所发挥

的作用是十分复杂多变的。它能够将细胞内衰老的

细胞器，错误折叠的蛋白等降解成小分子物质 ( 核

苷、氨基酸、脂肪酸等) ，这样既可以维持细胞内环

境的稳定，也可以为细胞提供生长所必需的营养物

质，所以从这个角度来看，它可以促进 HCC 细胞的

生长，帮助癌细胞在一些应激环境下生存，甚至适应

这些环境［3，8］。然而另一方面，自噬能够通过抑制

HCC 细胞中的炎症反应来抑制癌细胞生长，并且自

噬介导的自噬性细胞死亡也是杀伤癌细胞的一种方

式，一些研究表明促进自噬流可以延缓 HCC 的发

展，而抑制自噬流则有利于 HCC 的发展［3，8］。
为了弄清楚七叶皂苷钠诱导的自噬流对 HCC

细胞的影响，氯喹被用来抑制 HCC 细胞的自噬流。

实验结果显示，当自噬流被抑制时，七叶皂苷钠可以

进一步降低癌细胞的生存率，促进细胞早期凋亡，抑

制细胞克隆形成能力。这些发现表明抑制自噬可以

增强七叶皂苷钠的作用效果，也就是说七叶皂苷钠

诱导的自噬是保护性的［9 － 10］。当七叶皂苷钠杀伤

癌细胞时，细胞会产生更多的自噬流，为其自身提供

营养物质，维持生长，保护细胞，在一定程度上抵消

了药物的作用效果［11 － 12］。因此，当 HCC 细胞的自

噬流被氯喹阻断时，癌细胞失去了这个保护作用，导

致七叶皂苷钠的抗肿瘤效果变强了。
综上所述，七叶皂苷钠可以增加 HCC 的自噬

流，并且通过阻断自噬流，可以增强七叶皂苷钠的作

用效果。
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Inhibiting autophagy can potentiate the inhibitory effect of
sodium aescinate in hepatocellular carcinoma

Fang Chao，Zhou Dachen，Cui Xiao，et al
( Dept of General Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the influence of sodium aescinate on the autophagic flux in hepatocellular car-
cinoma ( HCC) ，and the influence of chloroquine on the effect of sodium aescinate． Methods HCC cell lines
( Huh7，HepG2 and Hep3B) were treated with sodium aescinate，then the proteins extracted from these cells were
analyzed by the Western blot． After the co-administration of sodium aescinate and chloroquine，the Western blot，
MTT assay，cell apoptosis assay，and colony formation assay were executed． Results Compared with the control，
sodium aescinate upregulated the LC3B protein and inhibited the PI3K /AKT signaling pathway． The combination of
sodium aescinate and chloroquine induced more expression of LC3B protein than the single drug． Furthermore，

compared with the control or single drug，the combined treatment significantly decreased the cell viability ( P ＜
0. 05) ，increased the early apoptosis ( P ＜ 0. 01 ) ，and attenuated the ability of colony formation ( P ＜ 0. 001 ) ．
Conclusion Sodium aescinate induces the protective autophagy in HCC，and chloroquine can potentiate the effect
of sodium aescinate．
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勘误说明: 因作者申请，将《安徽医科大学学报》2021 年第 3 期 480 － 485 页“男性 71 例”更正为“男性
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