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华蟾素诱导人肝癌细胞株 HepG2 凋亡及其作用机制 
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摘要: 为了观察华蟾素体外抑制肝癌细胞株 HepG2 增殖、诱导细胞凋亡作用及其机制, 将不同浓度华蟾素作

用于 HepG2 细胞。采用 MTT 法观察华蟾素对 HepG2 细胞的增殖抑制作用; 用 Hoechst 33258 染色法观察细胞凋

亡的形态学改变 ; 以流式细胞术观察细胞的凋亡率和细胞周期的变化 ; 以实时荧光定量 PCR 技术  (real 
time-PCR) 和蛋白免疫印迹 (Western blotting) 法检测细胞凋亡相关因子 Bcl-2、Bax 及 p53 mRNA 水平和蛋白水

平的表达情况。结果表明, 华蟾素对体外培养的肝癌 HepG2 细胞有抑制增殖作用, 且具有剂量、时间相关性; 华
蟾素可致 HepG2 细胞阻滞于 G2/M 期, 细胞凋亡率随药物浓度增加亦呈增长趋势; 细胞凋亡相关因子 Bax 及 p53 
mRNA 和蛋白表达上调, Bcl-2 的 mRNA 和蛋白表达下调。因此, 华蟾素可抑制肝癌细胞株 HepG2 的增殖, 诱导

肝癌 HepG2 细胞凋亡, 其机制可能与调节凋亡相关因子 Bcl-2、Bax 及 p53 的表达有关。 
关键词: 华蟾素; 人肝癌细胞株 HepG2; 增殖; 细胞凋亡 

中图分类号: R963       文献标识码: A       文章编号: 0513-4870 (2010) 03-0318-06 

Apoptosis-inducing effect of cinobufacini on human hepatoma cell line 
HepG2 and its mechanism of action 

QI Fang-hua1, LI An-yuan1*, ZHAO Lin1, ZHANG Li2, DU Guan-hua2, TANG Wei3 

(1. Department of Traditional Chinese Medicine, Shandong Provincial Hospital Affiliated to Shandong University, Jinan 250021,  
China; 2. Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences, Beijing 100050, China; 3. Hepato-Biliary- 

Pancreatic Surgery Division, Department of Surgery, Graduate School of Medicine, University of Tokyo, Tokyo 113-8655, Japan) 

 
Abstract: To investigate the apoptosis-inducing effect of cinobufacini (Huachansu) on human hepatoma cell 

line HepG2 and its possible mechanism of action, HepG2 cells were treated with different concentrations of   
cinobufacini.  Cell proliferation was measured by methylthiazolyl tetrazolium (MTT) assay.  The morphological 
changes of apoptosis were observed by Hoechst 33258 staining.  Cell cycle distribution and apoptotic rate were 
evaluated by flow cytometry (FCM).  Quantitative real-time RT-PCR and Western blotting analysis were used to 
detect the mRNA and protein expressions of apoptosis related factors Bcl-2, Bax and p53.  The results indicated 
that cinobufacini could inhibit the proliferation of HepG2 cells in a dose and time dependent manner.  Remarkable 
morphological changes of apoptosis including cytoplasmic and nuclear condensation and partition of cytoplasm 
were observed by Hoechst 33258 staining.  According to FCM analysis, HepG2 cells were arrested in G2/M 
phase and the apoptotic rate increased with the increase of the concentration of cinobufacini.  Both the mRNA 
and protein expressions of Bax and p53 were up-regulated while Bcl-2 expression down-regulated.  Thus,   
cinobufacini could inhibit the proliferation and induce apoptosis of human hepatoma cell line HepG2.       
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Furthermore, up regulation of Bax and p53 as well as down regulation of Bcl-2 expressions may be one of the 
important apoptotic inducing mechanisms. 
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华蟾素是中华大蟾蜍皮经过水化萃取而成的中

药制剂, 具有清热解毒、利水消肿、化瘀溃坚等作用, 
目前已成为我国临床上应用较广的抗肿瘤中药制剂

之一, 尤其对消化道肿瘤具有较好的疗效。近年来, 
随着对华蟾素药理学研究的进一步深入, 已分离出

其主要活性成分为蟾毒内酯类化合物, 属强心苷类

物质, 包括蟾毒灵、脂蟾蜍配基、华蟾素毒基等[1]。

临床应用及基础实验研究证实, 华蟾素及其含有的

活性成分对多种人肿瘤细胞有不同程度的抑制增殖、

诱导分化、促进细胞凋亡及提高机体免疫水平等作

用。细胞凋亡是一种细胞主动性死亡模式, 在肿瘤的

形成和演变过程中起着重要的作用, 华蟾素对人胃

癌细胞 MGC-80-3 的生长有明显的抑制作用并且可

以镜下观察到细胞呈凋亡特征[2]; 另外, 华蟾素能明

显抑制白血病细胞株 Jurkat 细胞生长, 且通过调节凋

亡相关分子 Bcl-2、Bax 的表达诱导细胞凋亡[3]。但

是, 目前对华蟾素具体的抗肿瘤作用机制还缺乏深

入的认识, 并且其在肝癌中作用研究相对较少。因此, 
本实验观察了华蟾素对人肝癌细胞株 HepG2 诱导凋

亡的作用, 初步探讨可能的作用机制, 为其临床应用

治疗肝癌提供理论和实验依据。 
 

材料与方法 
药品和试剂  华蟾素原液由安徽金蟾生化股份有

限公司提供 (生产工艺专利号: CN200510005277.4)。
实验时用Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 
培养液配成不同浓度药液。Hoechst 33258 染色液购

自 Sigma 公司 ; DNA 细胞周期测定试剂盒购自

Beckman Coulter公司; Annexin V-FITC染色试剂盒购

自晶美生物工程有限公司; 引物由上海 Sangon 生物

制品公司合成; Trizol、Prime ScriptTM RT 试剂盒、

SYBR Premix Ex TaqTM 试剂盒及 DEPC 水均购自宝

生物工程 (大连) 有限公司; BCA-100 蛋白浓度测定

试剂盒购自上海申能博彩生物科技有限公司; 兔抗

Bcl-2 抗体、Bax 抗体、p53 抗体及 β-actin 抗体均购

自 Santa Cruz 公司。 
细胞系及细胞培养  人肝癌细胞株 HepG2 引自

中国科学院上海细胞生物研究所细胞库。用完全

DMEM 培养基 (含 10%灭活小牛血清、100 u·mL−1

青霉素及 100 µg·mL−1 链霉素), 置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中, 传代培养至对数生长期备用。 
MTT法检测华蟾素对 HepG2细胞的增殖抑制作

用  取对数生长期 HepG2 细胞制成 6×104/mL 单细胞

悬液, 接种于 96孔板中, 每孔 100 µL, 37 ℃、5% CO2

条件下培养 24 h 后, 给予不同浓度的华蟾素 (0.005、
0.01、0.05、0.1 和 0.5 mg·mL−1) 处理, 另设空白对照

组。细胞在加药处理 24、48 和 72 h 后, 加入 5% MTT
溶液 (5 mg·mL−1) 20 µL, 继续孵育 4 h, 然后加入

DMSO 100 µL/孔, 振荡 20 min, 用酶标仪 490 nm 处

测各孔的吸收度 (A) 值。根据公式计算细胞增殖率: 
细胞增殖抑制率 (%) = (1 − 加药孔平均 A 值/对照孔

平均 A 值) × 100%。 
Hoechst 33258 染色观察细胞凋亡形态学变化  

取对数生长期HepG2细胞制成 3×105/mL单细胞悬液, 
接种于 6 孔板中, 每孔 2 mL, 37 ℃、5% CO2 培养箱

中培养 24 h 后, 给予不同浓度的华蟾素 (0.01、0.05
和 0.1 mg·mL−1) 处理, 另外设置空白对照组, 继续培

养。48 h 后各组细胞中止培养, 给予 4%多聚甲醛固

定 15 min, 用 PBS 冲洗, 然后 Hoechst 33258 常温染

色 10 min, 再次 PBS冲洗, 最后于免疫荧光显微镜下

观察细胞形态。 
流式细胞术检测细胞周期变化及细胞凋亡率  

取对数生长期HepG2细胞制成 3×105/mL单细胞悬液, 
接种于 35 mm 培养皿中, 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养 24 h 后, 给予不同浓度的华蟾素 (0.01、0.05 和 0.1 
mg·mL−1) 处理, 另外设置空白对照组, 继续孵育。培

养 48 h后收集各组细胞, 用冷的PBS洗涤两遍, 然后

重悬于 200 µL 冷的 PBS 中, 根据细胞周期测定说明

书或 Annexin V-FITC 染色试剂盒说明书, 对细胞进

行染色。利用流式细胞仪检测凋亡细胞 DNA 含量及

分布情况和细胞周期。 
实时荧光定量 PCR 技术检测细胞凋亡相关因子

Bcl-2、Bax及 p53 mRNA表达  取对数生长期 HepG2

细胞制成 3×105/mL 单细胞悬液, 接种于 35 mm 培养

皿中, 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h 后, 给予不

同浓度的华蟾素 (0.01、0.05 和 0.1 mg·mL−1) 处理, 
另外设置空白对照组, 继续孵育。培养 48 h 后收集各

组细胞, 用 Trizol 提取总 RNA。利用 Prime ScriptTM 
RT 试剂盒把总 RNA 反转录成 cDNA, 根据试剂盒说  
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明书, 反转录条件为: 10 µL 反应体系, 37 ℃、15 min, 
85 ℃、5 s。Bax (197 bp) 上游引物为 5'-CTGACGGC 
AACTTCAACTGG-3',下游引物为 5'-GTGAGGAGGC 
TTGAGGAGTC-3'; Bcl-2 (174 bp) 上游引物为 5'-TGT 
GTGTGGAGAGCGTCAAC-3', 下游引物为 5'-GCCA 
GAGAAATCAAACAGAGG-3'; p53 (168 bp) 上游引

物为 5'-GCGTGTGGAGTATTTGGATGAC-3', 下游引

物为 5'-AGTGTGATGATGGTGAGGATGG-3'; 内参

照 GAPDH (110 bp) 上游引物为 5'-ACCCACTCCTC 
CACCTTTGAC-3', 下游引物为 5'-TCCACCACCCTG 
TTGCTGTAG-3'。然后根据 SYBR Premix Ex TaqTM

试剂盒说明书, 利用ABI Prism 7500检测系统对引物

进行扩增, 20 µL 反应体系: SYBR (2×) 10 µL, ROX 
Dye Ⅱ 0.2 µL, 上、下游引物共计 2.5 µL, cDNA 4 µL
及 ddH2O 0.8 µL, PCR 循环参数设置: 95 ℃ 2 min, 
95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 共 40 个循环。然后运用

comparative2−△△CT法分析各基因的相对表达[4]。 

蛋白免疫印迹 (Western blotting) 法检测细胞

凋亡相关因子Bcl-2、Bax及 p53蛋白水平的表达  取

对数生长期 HepG2 细胞制成 3×105/mL 单细胞悬液, 
接种于 35 mm 培养皿中, 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养 24 h 后, 给予不同浓度的华蟾素 (0.01、0.05 和 0.1 
mg·mL−1) 处理, 另外设置空白对照组, 继续孵育。培

养 48 h 后收集各组细胞, 以 12 000×g 离心 10 min  
(4 ℃), 上清液用 BCA-100蛋白浓度测定试剂盒测定

各组蛋白含量。每组样品各取蛋白 30 µg 上样, 用
10% SDS-PAGE 进行电泳。将凝胶上的蛋白转移至

PVDF 膜上, 用 5%脱脂牛奶在常温下封闭 1 h, 依次

滴加一抗 (兔抗, 工作浓度均为 1∶750, 4 ℃, 过夜) 
及二抗 (1∶10 000 HRP 标记的羊抗兔 IgG, 室温,   
1 h), 设 β-actin为内参照, 用 TBST (10 mmol·L−1 Tris, 
150 mmol·L−1 NaCl, 0.1% Tween-20, pH 7.6) 洗膜后, 
采用 ECL 化学发光法进行观察。 

统计学处理  实验数据以 x ± s 表示, 采用 SPSS 
11.5 统计分析软件、单因素方差分析进行统计处理。 
 

结果 
1  华蟾素抑制 HepG2 细胞增殖 

MTT结果显示, 华蟾素 (0.01、0.05及0.1 mg·mL−1) 
作用于细胞 48 h 时, 细胞生长抑制率分别是 29.0%、

40.4%和 54.8%, 表现为抑制肝癌细胞 HepG2 增殖作

用 (图 1), IC50 值为 0.08 mg·mL−1。且具有剂量依赖

性和时间依赖性。 

 
Figure 1  The growth inhibition effect of cinobufacini on 
HepG2 cells.  Cells were treated with cinobufacini (0.005, 0.01, 
0.05, 0.1, and 0.5 mg·mL−1) of for 24, 48, and 72 h, respectively 
(n=3) 
 
2  华蟾素对凋亡 HepG2 细胞形态学改变的影响 

经 Hoechst 33258 染色, 空白对照组细胞呈均匀

的蓝色荧光, 华蟾素 (0.01、0.05 及 0.1 mg·mL−1) 处
理组均可见染色质的凝聚及边集化, 蓝色荧光加深, 
细胞核皱缩断裂呈块状或点状蓝色荧光, 且随药物

浓度增大, 细胞形态学变化越明显 (图 2)。 
 

 
Figure 2  Effect of cinobufacini on HepG2 cells by Hoechst 
33258 staining.  Cells were treated with cinobufacini (0, 0.01, 
0.05, and 0.1 mg·mL−1, A−D) for 48 h.  Original magnification, 
200× 
 
3  华蟾素对 HepG2 细胞周期分布和凋亡率的影响 

FCM 检测结果 (图 3) 显示细胞周期分布情况: 
华蟾素 (0.01、0.05 及 0.1 mg·mL−1) 作用于细胞 48 h
后, 与空白对照组相比, 呈现 G0/G1 期细胞大量减少, 
G2/M 期细胞大量堆积。华蟾素可使细胞阻滞于 G2/M
期 (P < 0.05)。 
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FCM 检测结果 (图 4) 显示细胞凋亡率: 华蟾

素  (0、0.01、0.05 及 0.1 mg·mL−1) 作用于细胞     
48 h 后, 细胞总凋亡率分别为 1.6%、4.3%、6.7%和

21.7%。提示随着药物浓度的提高, 细胞凋亡率逐渐

增加。 

4  华蟾素对 HepG2 细胞凋亡相关因子 Bcl-2、Bax
及 p53 mRNA 表达水平的影响 

根据实时荧光定量 PCR 检测各组细胞的 CT 值, 
运用 comparative2−△△CT 法分析各细胞凋亡相关因子

mRNA 相对表达水平。与空白对照组相比, 随着华蟾 
 

 
Figure 3  Effect of cinobufacini on cell cycle distributions of HepG2 cells detected by flow cytometry.  HepG2 cells were treated with 
cinobufacini (0, 0.01, 0.05, and 0.1 mg·mL−1, A−D) for 48 h (n = 3) 
 

 
Figure 4  Effect of cinobufacini on apoptosis rates of HepG2 cells detected by flow cytometry.  HepG2 cells were treated with cinobufacini 
(0, 0.01, 0.05, and 0.1 mg·mL−1, A−D) for 48 h, separately (n = 3) 



· 322 · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2010, 45 (3): 318−323   

 

素处理浓度的增加 (0.01、0.05 及 0.1 mg·mL−1), Bax
及 p53 mRNA 的表达水平增加, 而 Bcl-2 mRNA 的表

达水平却降低 (图 5)。 
5  华蟾素对 HepG2 细胞凋亡相关因子 Bcl-2、Bax
及 p53 蛋白表达水平的影响 

Western blotting 结果显示, 华蟾素 (0.01、0.05
及 0.1 mg·mL−1) 作用于 HepG2 细胞 48 h 后, 各细胞

凋亡相关因子蛋白水平的表达 (图 6A): 与空白对照 
 

 
Figure 5  Effect of cinobufacini on relative mRNA expressions 
of apoptosis related genes of HepG2 cells.  HepG2 cells were 
treated with cinobufacini (0, 0.01, 0.05, and 0.1 mg·mL−1) for  
48 h.  Apoptosis related genes (p53, Bax and Bcl-2) were  
detected by quantitative real-time RT-PCR.  *P < 0.05, **P < 0.01 
vs untreated control group (n = 3) 
 

 
Figure 6  Effect of cinobufacini on apoptosis-related molecules 
(p53, Bax, and Bcl-2) of HepG2 cells detected by Western blotting 
analysis.  A: HepG2 cells were treated with cinobufacini (0, 0.01, 
0.05, and 0.1 mg·mL−1) for 48 h; B: The ratio of Bax/Bcl-2 of 
HepG2 cells which were treated with cinobufacini (0, 0.01, 0.05, 
and 0.1 mg·mL−1) for 48 h.  *P < 0.05 vs untreated control group 

组相比, Bax 及 p53 蛋白的表达随药物浓度的增加亦

增加; Bcl-2 蛋白的表达随药物处理浓度的增加而降

低。另外, 不同处理组的 Bax/Bcl-2 与空白对照组相

比均有不同程度的增加 (图 6B)。 
 

讨论 
肝癌是人类最常见的五大恶性肿瘤之一, 目前

外科手术治疗仍是肝癌治疗的首选方案, 但是 95%
的肝癌患者在确诊时已失去手术机会, 只能依赖于

化学药物的治疗, 但是由于肝癌属于化疗不敏感的

恶性肿瘤, 大多数的化疗药物并不能提高肝癌患者

的生存质量[5]。因此, 现在国内外许多学者试图从天

然药物中寻找能有效抑制恶性肿瘤细胞增殖、促进其

分化和诱导凋亡的药物或其活性成分用于肝癌的治

疗。 
蟾酥是蟾蜍科动物中华大蟾蜍的耳后腺及皮肤

腺所分泌的白色浆液收集加工而成, 性味甘辛、温, 
有毒。其功效为解毒、消肿、强心、止痛[6]。现代药

理学研究表明其有一定的抗肿瘤作用, 但是由于其

毒性较大, 用药后可引发心率失常、房室传导阻滞、

抽搐、惊厥等副反应[7], 限制了它的临床应用。华蟾

素是以中华大蟾蜍皮为主要原料制成的一种水溶性

制剂, 现已广泛应用于临床。体内、外实验研究表明

华蟾素及其活性成分蟾毒灵、脂蟾蜍配基等对白血

病、膀胱癌、子宫内膜癌等恶性肿瘤均有一定的作用, 
其发挥作用主要是通过调控细胞凋亡相关因子 (如
Bcl-2、Bcl-XL、Bax, p53) 和阻滞细胞周期来诱导肿

瘤细胞凋亡和抑制肿瘤细胞增殖[8−10], 但是关于其作

用于肝癌细胞的基础研究报道尚少。虽然,研究发现

华蟾素的活性成分蟾毒灵、脂蟾蜍配基对诱导人肝癌

细胞 SMMC-7721 凋亡有一定的作用, 但其作用机制

未做深入探讨 [11]; 另外, 目前尚未发现用中药复合

物华蟾素来诱导人肝癌细胞 HepG2 凋亡的机制研究。

因此, 本实验通过观察细胞凋亡形态学变化, 检测细

胞生长抑制率、细胞凋亡率、细胞周期变化及凋亡相

关因子 Bcl-2、Bax 及 p53 mRNA 水平和蛋白水平的

表达情况, 发现华蟾素对 HepG2 细胞有增殖和诱导

凋亡作用, 其可能是通过调控凋亡相关因子的表达

来发挥诱导细胞凋亡作用的。 
细胞凋亡是一种细胞主动性死亡模式, 在肿瘤

的形成和演变过程中起着重要的作用。现已知多种基

因与细胞凋亡的信号转导相关, 包括 Bcl-2 家族基因 
(Bcl-2、Bcl-xl、Bax、Bad 等)、p53、Fas、FasL 等都
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参与了凋亡的调控[12]。Bcl-2 家族蛋白是编码能抑制

或激活凋亡的膜结合蛋白, 其中的一部分蛋白如 Bax
和 Bad 可促进凋亡 , 而另外一些蛋白如 Bcl-2 和

Bcl-xl 可抑制细胞凋亡[13], 许多研究证实 Bcl-2 的高

度表达能够抑制诸多因素诱导的细胞凋亡, Bax 的表

达增加可以诱导细胞的凋亡, 是通过抑制 Bcl-2 的活

性来实现的[14]。另外据报道, Bax 与 Bcl-2 的比值, 而
不是单独的 Bcl-2, 尤其是对药物诱导的细胞凋亡的

发生具有决定性作用[15]。本实验结果证实, 华蟾素处

理组 Bax 的 mRNA 和蛋白表达均上调, 而 Bcl-2 的表

达下调, 且 Bax 与 Bcl-2 比率与对照组相比亦有不同

程度的增加。P53 基因作为与肿瘤发生最密切相关的

抑癌基因之一, 其主要生物学功能是通过调控 DNA
修复、细胞周期阻滞和诱导细胞凋亡, 维持基因组和

细胞稳定, 抑制肿瘤生长[16]。另外, 据报道 p53 能够

直接激活 Bax 而参与调控细胞凋亡[17]。本实验证实

华蟾素可使 HepG2 细胞阻滞于 G2/M 期, 且 p53 的

mRNA和蛋白表达均上调, 这可能跟 p53参与细胞周

期阻滞和凋亡调控相关。 
总之, 本研究表明, 华蟾素可以在体外通过诱导

细胞凋亡, 抑制肝癌细胞株 HepG2 的增殖, 调控凋亡

相关因子 Bcl-2、Bax 及 p53 的表达是其诱导细胞凋

亡的可能机制之一。但是究竟是华蟾素中的何种活性

成分有诱导细胞凋亡的作用, 以及其通过哪些信号

通路发挥作用, 均有待进一步探讨。 
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