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肝癌是临床上常见的肝脏恶性肿瘤，其发病率居世

界肿瘤发病率第5位[1]，病死率仅次于肺癌，位居世界恶

性肿瘤病死率的第 2位 [2-3]。流行病学研究报告显示，

马钱苷对肝癌细胞HepG2增殖与凋亡的影响及机制研究Δ
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摘 要 目的：研究马钱苷对肝癌细胞 HepG2增殖及凋亡的影响，并探讨其作用机制。方法：运用 CCK-8法检测不同质量浓度

（10、25、50、100、150、200、300、400 µg/mL）的马钱苷作用24、48 h对HepG2细胞增殖活性的影响。将HepG2细胞分为对照组和马

钱苷低、中、高浓度组（50、100、150 μg/mL），加药作用24 h后，采用Hoechst 33342荧光染色法检测细胞凋亡形态学变化；采用流式

细胞术检测细胞凋亡和周期分布情况；采用Western blotting法检测各组细胞中G1/S-特异性周期蛋白D1（Cyclin D1）、增殖细胞核

抗原（PCNA）、B 淋巴细胞瘤 2（Bcl-2）、胱天蛋白酶 3（Caspase-3）、活化的 Caspase-3（Cleaved-Caspase-3）、Caspase-9、Cleaved-Cas-

pase-9蛋白的表达水平。结果：马钱苷对HepG2细胞增殖具有抑制作用，且呈浓度依赖趋势。与对照组比较，马钱苷低、中、高浓

度组细胞出现核固缩、碎裂等凋亡现象，细胞凋亡率显著升高（P＜0.01）；细胞主要阻滞于S期；马钱苷低、中、高浓度组细胞中Cy-

clin D1、PCNA、Caspase-3蛋白的相对表达量均显著降低、Cleaved-Caspase-3蛋白的相对表达量均显著升高（P＜0.05或P＜0.01），

马钱苷中、高浓度组细胞中 Cleaved-Caspase-9蛋白的相对表达量均显著升高、Bcl-2和 Caspase-9蛋白的相对表达量均显著降低

（P＜0.05或P＜0.01）。结论：马钱苷对HepG2细胞的增殖具有明显的抑制作用，并可诱导其凋亡，其作用机制可能与抑制Bcl-2蛋

白表达，促进Caspase-3、Caspase-9活化有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of loganin on the proliferation and apoptosis of liver cancer HepG2 cells，and to

explore its mechanism. METHODS：CCK-8 assay was used to detect the effects of different concentrations（10，25，50，100，

150，200，300，400 µg/mL）of loganin on the proliferation activity of HepG2 cells for 24 and 48 h. HepG2 cells were divided into

control group，loganin low-concentration，medium-concentration and high-concentration groups （50，100，150 μ g/mL）. After

treated for 24 h，morphological changes of apoptosis of cells were detected by Hoechst 33342 fluorescence staining. The apoptosis

and cycle distribution of cells were detected by flow cytometry. Western blotting was used to detect protein expression of Cyclin

D1， PCNA， Bcl-2， Caspase-3， Cleaved-Caspase-3， Caspase-9 and Cleaved-Caspase-9. RESULTS： Loganin inhibited the

proliferation of HepG2 cells， in concentration-dependent trend. Compared with control group， apoptosis as pyknosis and

fragmentation occurred，and the apoptosis rate increased significantly in loganin low-concentration，medium-concentration and

high-concentration groups（P＜0.01）；the cell were mainly blocked in S phase；relative protein expression of Cyclin D1，PCNA

and Caspase-3 were significantly decreased， while that of Cleaved-Caspase-3 were significantly increased in loganin low-

concentration， medium-concentration and high-concentration groups （P＜0.05 or P＜0.01）； relative protein expression of

Cleaved-Caspase-9 were increased significantly， while that of Bcl-2 and Caspase-9 were decreased significantly in loganin

medium-concentration and high-concentration groups（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Loganin can significantly inhibit the

proliferation and induce apoptosis of HepG2 cells，the mechanism of which may be associated with inhibiting Bcl-2 protein

expression and promoting Caspase-3，Caspase-9 activation.

KEYWORDS Loganin；Liver cancer HepG2 cells；Prolifera-

tion；Apoptosis；Mechanism
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2018年世界癌症新增病例中，肝癌患者的占比高达

8.2％[4]；我国肝癌发病率居世界首位[5]，每年新增肝癌患

者人数占全球新增肝癌患者人数的 50％以上[6]，现已成

为严重威胁国民生命健康的重大问题。肝癌具有恶性

程度高、易转移、易复发等特点[7]，临床治疗难度大。目

前，临床上肝癌主要以药物治疗为主，但是索拉菲尼等

肝癌一线治疗药物长期使用易使患者产生耐受和多种

不良反应（如高血压、肝功能异常、肾毒性等）[8-9]，严重影

响药物的疗效及患者的预后。因此，探寻有效防治肝癌

的药物是一个亟待解决的问题。

山茱萸为山茱萸科植物山茱萸（Cornus officinalis

Sieb. et Zucc.）的干燥成熟果实，是被湖北省非物质文化

遗产“武当山道教医药”代表性传承人陈吉炎教授建议

优先发展的道地药材之一[10]。该药材主要含有环烯醚

萜苷、鞣质、有机酸等化学成分[11-12]。其中，马钱苷（Lo-

ganin）是山茱萸中主要的环烯醚萜苷类成分[13]，同时也

是山茱萸质量控制指标之一，其具有抗氧化、抗炎、调节

免疫等多种药理学作用[14-15]。现代药理学研究表明，山

茱萸具有降血糖、调节免疫、抗炎、抗氧化等作用，对肝

癌、肺癌、胃癌等多种恶性肿瘤也具有抑制作用[16-17]。马

钱苷作为山茱萸中主要的活性成分，对结肠癌细胞、人

恶性黑色素瘤细胞均具有抑制作用[18-19]，提示该化合物

具有开发成抗肿瘤药物的潜力。已有研究表明，山茱萸

提取物能够抑制B淋巴细胞瘤 2（Bcl-2）的表达，同时活

化胱天蛋白酶3（Caspase-3）从而诱导人肝癌细胞HepG2

细胞凋亡[20-21]。为了进一步证明马钱苷是否同样也具有

诱导肝癌细胞凋亡的作用，本研究以肝癌细胞HepG2为

模型，考察不同浓度马钱苷对HepG2细胞增殖及凋亡的

影响，并初步探讨其可能的作用机制，以期为马钱苷防

治肝癌提供理论研究基础。

1 材料
1.1 仪器

MCO-15AC型CO2细胞培养箱（日本Sanyo公司）；

Trans-Blot® TurboTM型全能型蛋白转膜仪、Power Pac Ba-

sic型电泳仪、xMark型酶标仪、TC20型细胞计数仪（美

国Bio-Rad公司）；Allegra 64R型高速冷冻离心机（美国

Beckman公司）；NoVoCyte D2060R型流式细胞仪（艾森

生物科技有限公司）；CKX31型倒置荧光显微镜（日本

Olympus公司）；XB 220A型分析天平（瑞士 Sartorius公

司）；G：BOX 型成像分析系统（英国 Syngene 公司）；

MK-10型干式恒温器（杭州奥盛仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

马钱苷对照品（上海诗丹德标准技术服务有限公

司，批号：4917，纯度：＞98％）；胎牛血清（美国Gibco公

司）；CCK-8试剂盒（日本Dojindo公司，批号：CK04）；兔

G1/S-特异性周期蛋白D1（Cyclin D1）单克隆抗体、小鼠

增殖细胞核抗原（PCNA）单克隆抗体、小鼠Bcl-2单克隆

抗体、兔Caspase-3单克隆抗体、兔活化的胱天蛋白酶 3

（Cleaved-Caspase-3）单克隆抗体、兔Caspase-9单克隆抗

体、兔 Cleaved-Caspase-9 单克隆抗体、兔 β肌动蛋白

（β-actin）单克隆抗体、辣根过氧化物酶（HRP）标记羊抗

兔免疫球蛋白G（IgG）二抗、HRP标记羊抗小鼠 IgG二抗

（美国 CST 公司，批号：2978、2586、15071、9665、9664、

9508、7237、4970、7074、7076）；Hoechst 33342荧光染料

（北京索莱宝科技有限公司，批号：B8040）；磷脂酰丝氨

酸蛋白抗体-荧光素/碘化丙啶（Annexin Ⅴ-FITC/PI）细

胞凋亡检测试剂盒、细胞周期试剂盒（江苏凯基生物技

术股份有限公司，批号：KGA107、KGA512）；BCA 蛋白

定量试剂盒、ECL超敏化学发光液、M-PERTM哺乳动物

蛋白抽提试剂（美国Thermo Fisher Scientific公司，批号：

23227、34580、78501）；十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺

（SDS-PAGE）凝胶试剂盒（上海雅酶生物科技有限公司，

批号：18D250）；DMEM培养基、磷酸盐缓冲液（PBS，pH

7.2～7.4）、胰蛋白酶、青霉素、链霉素均购自美国 Hy-

clone公司；其余试剂均为分析纯或实验室常用规格，水

为超纯水。

1.3 细胞

HepG2细胞株购自中国科学院生物化学与细胞生

物学研究所。

2 方法
2.1 细胞培养

取HepG2细胞用含10％胎牛血清的DMEM培养基

（以下简称“培养基”），于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养

（以下细胞培养条件相同）。

2.2 马钱苷对照品母液配制

精密称取马钱苷对照品 20.0 mg，溶于 1 mL培养基

中，配成质量浓度为2×104 μg/mL的马钱苷对照品母液，

经0.22 µm微孔滤膜滤过，置于－20 ℃保存，备用。

2.3 马钱苷的细胞毒性考察

采用CCK-8法检测。取对数生长期HepG2细胞，按

5 000个/孔接种于 96孔板中，将细胞随机分为对照组

和马钱苷不同浓度组，每组设 6个复孔。马钱苷各浓

度组细胞分别加入马钱苷终质量浓度分别为 10、25、

50、100、150、200、300、400 µg/mL（浓度设置参考胡小

红等[22]研究方法）的含药培养基 100 μL，对照组细胞加

入等体积培养基，另设不含细胞只含培养基的空白

组。分别于培养 24、48 h 时，各孔加入 CCK-8试剂 10

μL，继续培养 2 h，随后使用酶标仪于 450 nm 波长处测

定各孔的吸光度（A），计算细胞存活率：细胞存活率

（％）＝（A 给药组－A 空白组）/（A 对照组－A 空白组）×100％。上述

试验重复 3次。

2.4 马钱苷对细胞凋亡的影响考察

采用Hoechst 33342荧光染色法检测细胞凋亡形态

变化。取对数生长期的 HepG2细胞，按 1×106个/孔接
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种至6孔板中，将细胞随机分为对照组和马钱苷低、中、

高浓度组，每组设3个复孔。细胞培养至单层细胞密度

约 90％左右时，弃去培养基，马钱苷低、中、高浓度组

细胞分别加入马钱苷终质量浓度分别为 50、100、150

µg/mL的含药培养基5 mL，对照组细胞加入等体积培养

基，培养 24 h。收集细胞，经Hoechst 33342荧光染料避

光染色10 min后，用PBS清洗5 min×3次，使用荧光显微

镜观察各组细胞的形态变化。采用流式细胞术检测细

胞凋亡率。另取HepG2细胞同上述方法分组、给药、培

养24 h后，收集细胞，用细胞凋亡检测试剂盒中的Bind-

ing buffer 500 μL重悬，并加入Annexin Ⅴ-FITC和PI染

液各5 μL，轻轻混匀，室温下避光孵育10～15 min，采用

流式细胞仪检测细胞凋亡率：细胞凋亡率＝早期凋亡

率+晚期凋亡率。上述试验重复3次。

2.5 马钱苷对细胞周期分布的影响考察

采用流式细胞术检测细胞周期分布。取对数生长

期的HepG2细胞，按照“2.4”项下方法分组、给药，每组

设3个复孔。培养24 h后，收集细胞，加入细胞周期试剂

盒中的PI染液500 μL重悬，并避光孵育30 min后，使用

流式细胞仪检测细胞周期分布。上述试验重复3次。

2.6 马钱苷对细胞增殖和凋亡相关蛋白表达的影响

考察

采用 Western blotting 法检测蛋白表达。取对数生

长期的 HepG2细胞，按 2×106个/皿接种至细胞培养皿

中，按“2.4”项下方法分组。细胞培养至单层细胞密度约

90％时，弃去培养基，马钱苷低、中、高浓度组细胞加入

含马钱苷终质量浓度分别为 50、100、150 µg/mL的含药

培养基10 mL，对照组细胞加入等体积培养基。培养24

h后，收集细胞，用M-PERTM哺乳动物蛋白抽提试剂提

取细胞蛋白，采用BCA法测定蛋白浓度。将提取的细胞

蛋白置于干式恒温器中于 95 ℃变性 5 min后即得蛋白

样品。取蛋白样品 40 µg经过 SDS-PAGE分离后，转至

聚偏氟乙烯（PVDF）膜（0.45 µm）上，以 5％脱脂牛奶封

闭1 h后，分别加入兔Cyclin D1单克隆抗体、小鼠PCNA

单克隆抗体、小鼠 Bcl-2单克隆抗体、兔 Caspase-3单克

隆抗体、兔Cleaved-Caspase-3单克隆抗体、兔Caspase-9

单克隆抗体、兔Cleaved-Caspase-9单克隆抗体、兔β-actin

单克隆抗体（稀释度均为1 ∶ 1 000），于4 ℃下孵育过夜；

TBST清洗10 min×3次，再分别加入相应二抗（HRP标记

羊抗兔 IgG二抗对应Cyclin D1、Caspase-3、Cleaved-Cas-

pase-3、Caspase-9、Cleaved-Caspase-9、β-actin 蛋白，HRP

标记羊抗小鼠 IgG 二抗对应 PCNA、Bcl-2蛋白，稀释度

均为 1 ∶ 10 000），室温孵育 1 h；用 TBST 清洗 10 min×3

次，经ECL试剂显色后采用成像分析系统成像，使用 Im-

age J 1.8.0图像软件处理，以目标蛋白与内参（β-actin）条

带的灰度值比值作为目标条带的相对表达量。上述试

验重复3次。

2.7 统计学方法

采用GraphPad Prism 7.0软件进行统计分析。计量

资料均以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，

两两比较采用 t检验。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 马钱苷对细胞增殖的影响

与对照组比较，不同浓度马钱苷作用24、48 h后，细

胞的存活率均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），且呈浓度

依赖趋势。当马钱苷质量浓度为50 µg/mL、作用24 h时

的细胞存活率为（73.10±2.23）％，提示该条件下马钱苷

具有明显的细胞毒性，故以 50 µg/mL 作为后续试验中

马钱苷给药的最低浓度，依次选择 100、150 µg/mL作为

马钱苷给药的中浓度和高浓度，并选择 24 h 为作用时

间。不同浓度马钱苷对 HepG2细胞增殖的影响详见

表1。

表1 不同浓度马钱苷对细胞增殖的影响（x±±s，n＝3）

Tab 1 Effects of loganin at different concentrations

on cell proliferation（x±±s，n＝3）

组别

对照组
马钱苷10 μg/mL组
马钱苷25 μg/mL组
马钱苷50 μg/mL组
马钱苷100 μg/mL组
马钱苷150 μg/mL组
马钱苷200 μg/mL组
马钱苷300 μg/mL组
马钱苷400 μg/mL组

细胞存活率，％
培养24 h

99.02±2.95

92.42±2.12＊

80.76±3.77＊＊

73.10±2.23＊＊

64.06±3.40＊＊

50.62±2.47＊＊

38.48±2.15＊＊

23.62±3.21＊＊

17.64±2.64＊＊

培养48 h

99.62±3.33

85.42±4.27＊＊

79.76±2.75＊＊

68.10±4.07＊＊

60.06±3.95＊＊

45.62±2.49＊＊

35.48±2.31＊＊

22.62±2.70＊＊

8.64±2.43＊＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.2 马钱苷对细胞凋亡的影响

Hoechst 33342染色结果显示，对照组细胞呈圆形或

椭圆形，细胞核完整，边缘清晰，未见亮蓝色细胞核（核

固缩）。经不同浓度马钱苷作用 24 h后，各组细胞中细

胞数均减少，且均出现不同程度的核固缩、碎裂等凋亡

现象，其中高浓度组细胞此现象最显著。各组细胞凋亡

形态学的显微镜图详见图 1（图中箭头所指为凋亡细

胞）。

与对照组比较，马钱苷低、中、高浓度组细胞的凋亡

率均显著升高，且呈浓度依赖趋势（P＜0.01）。各组细

胞凋亡的散点图详见图2，凋亡率详见表2。

3.3 马钱苷对细胞周期分布的影响

经不同浓度马钱苷作用24 h后，马钱苷低、中、高浓

度组的S期细胞百分比均较对照组显著升高，G2/M期细

胞百分比均较对照组显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；而

G0/G1期细胞百分比与对照组比较差异均无统计学意义

（P＞0.05）。各组细胞周期分布的流式细胞图详见图3，

细胞周期分布百分比详见表2。
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3.4 马钱苷对细胞中 Cyclin D1、PCNA 蛋白表达的

影响

与对照组比较，马钱苷低、中、高浓度组细胞中Cy-

clin D1、PCNA蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05或

P＜0.01），且呈浓度依赖趋势。各组细胞中Cyclin D1、

PCNA蛋白表达的电泳图详见图4，相对表达量详见表3。

表3 各组细胞中Cyclin D1、PCNA蛋白的相对表达量

（x±±s，n＝3）

Tab 3 Relative protein expression of Cyclin D1 and

PCNA in cells of each group（x±±s，n＝3）

组别
对照组
马钱苷低浓度组
马钱苷中浓度组
马钱苷高浓度组

Cyclin D1/β-actin

0.58±0.03

0.40±0.03＊＊

0.38±0.31＊＊

0.18±0.02＊＊

PCNA/β-actin

0.31±0.03

0.20±0.03＊

0.15±0.02＊＊

0.09±0.04＊＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.5 马钱苷对细胞中凋亡相关蛋白表达的影响

与对照组比较，马钱苷低、中、高浓度组细胞中

图 1 各组细胞凋亡形态学的显微镜图（Hoechst 33342

染色，×100）

Fig 1 Micrographs of cell apoptosis morphology in

each group（Hoechst 33342 staining，×100）

A.对照组 B.马钱苷低浓度组

C.马钱苷中浓度组 D.马钱苷高浓度组

图2 各组细胞凋亡的散点图

Fig 2 Scatter plot of cell apoptosis in each group
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表2 各组细胞凋亡率和周期分布百分比（x±±s，n＝3）

Tab 2 Apoptosis rate and cell cycle distribution per-

centage of cells in each group（x±±s，n＝3）

组别

对照组

马钱苷低浓度组

马钱苷中浓度组

马钱苷高浓度组

凋亡率，％

1.08±0.16

35.24±3.55＊＊

41.71±3.10＊＊

49.43±2.81＊＊

周期分布，％

G0/G1期

30.23±0.79

31.57±0.51

32.13±0.35

32.21±0.48

S期

17.97±1.17

26.55±0.80＊＊

31.23±0.60＊＊

34.59±1.24＊＊

G2/M期

30.26±1.36

25.67±0.31＊

18.61±0.40＊＊

17.54±0.79＊＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

图3 各组细胞周期分布的流式细胞图

Fig 3 Flow cytometry of cell cycle distribution in

each group

1.8

1.2

0.6

0
1.7 5 10 16.8

PI-A（×106）

A.对照组

细
胞

数
，×

10
3

1.4

1.0

0.5

0
1.7 5 10 16.8

PI-A（×106）

B.马钱苷低浓度组
1.4

1.0

0.5

0
1.7 5 10 16.8

PI-A（×106）

C.马钱苷中浓度组

1.4

1.0

0.5

0
1.7 5 10 16.8

PI-A（×106）

D.马钱苷高浓度组

细
胞

数
，×

10
3

细
胞

数
，×

10
3

细
胞

数
，×

10
3

图4 各组细胞中Cyclin D1、PCNA蛋白表达的电泳图

Fig 4 Electrophoretogram of the protein expression

of Cyclin D1 and PCNA in cells of each group
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Cleaved-Caspase-3蛋白的相对表达量均显著升高、Cas-

pase-3蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05或 P＜

0.01）；马钱苷中、高浓度组细胞中Cleaved-Caspase-9蛋

白的相对表达量均显著升高、Bcl-2和Caspase-9蛋白的

相对表达量均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）。各组细

胞中凋亡相关蛋白表达电泳图详见图 5，相对表达量详

见表4。

表 4 各组细胞中凋亡相关蛋白的相对表达量（x±±s，

n＝3）

Tab 4 Relative expression of proliferation-related pro-

teins in cells of each group（x±±s，n＝3）

组别

对照组
马钱苷低浓度组
马钱苷中浓度组
马钱苷高浓度组

Bcl-2/β-actin

0.23±0.02

0.21±0.02

0.15±0.01＊＊

0.08±0.02＊＊

Caspase-3/
β-actin

0.40±0.03

0.32±0.02＊

0.27±0.04＊

0.08±0.03＊＊

Cleaved-Caspase-3/
β-actin

0.12±0.02

0.21±0.02＊

0.24±0.04＊

0.31±0.04＊＊

Caspase-9/
β-actin

0.30±0.03

0.28±0.05

0.21±0.03＊

0.12±0.03＊＊

Cleaved-Caspase-9/
β-actin

0.16±0.05

0.18±0.04

0.27±0.02＊

0.38±0.04＊＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

4 讨论
肝癌恶性程度高，但早期症状轻微，不易察觉，故临

床上肝癌早期诊断率较低，即使在发达国家，肝癌早期

诊断患者也仅占30％左右，大部分肝癌患者在确诊时已

进入晚期，这造成肝癌临床治疗难度大，严重影响患者

生存质量[23-24]。虽然随着科学技术的进步，近年来我国

肝癌发生率有所降低，但肝癌依然严重威胁人类生命健

康。肿瘤细胞异常增殖和抗凋亡在肿瘤发生发展过程

中发挥着重要作用，因此针对肿瘤细胞的异常增殖和凋

亡失衡对其进行干预性调节成为了干预肿瘤发生发展

的重要治疗策略。

有研究表明，马钱苷在体外对人恶性黑色素瘤、乳

腺癌、结肠癌细胞的恶性增殖均具有一定抑制作用[18-19，25]，

但是关于马钱苷抑制肝癌细胞增殖并诱导凋亡的相关

研究较少。本研究结果表明，不同浓度马钱苷对HepG2

细胞增殖均具有抑制作用，且其抑制作用随马钱苷浓度

增加呈现增大的趋势。通过Hoechst 33342荧光染色法

与流式细胞术分析发现，不同浓度的马钱苷均能显著诱

导HepG2细胞凋亡，同时将细胞周期阻滞于S期。

Cyclin D1是高度保守的细胞周期家族基因，能够调

控细胞周期蛋白依赖性激酶（CDKs）从而协调细胞增

殖[26]，其在细胞周期过程中主要调控细胞周期G1/S期[27]。

有研究表明，Cyclin D1在肝癌、乳腺癌、膀胱癌中呈过表

达[28-29]，从而改变细胞周期进程，促使肿瘤发生。PCNA

是反映细胞增殖状态的良好指标，能够促进肿瘤细胞的

异常增殖 [30]。本研究结果表明，马钱苷能够通过抑制

Cyclin D1、PCNA基因蛋白的表达水平将细胞阻滞于S

期，从而抑制HepG2细胞增殖。

肿瘤的发生、发展是一个复杂过程，在肿瘤形成过

程中激活抗凋亡信号通路和/或抑制促凋亡信号能够促

进细胞恶性转化，加速肿瘤形成[31]。目前研究得较为深

入的与肿瘤发生发展密切相关的凋亡相关基因主要有

Bcl-2家族、Caspases家族等，其中Bcl-2是重要的抗凋亡

因子，能够增强细胞抵抗力，是肿瘤发生发展过程中重

要的抗凋亡基因；而Caspases家族则是重要的诱导凋亡

因子，其中Caspase-9是诱发凋亡的主要基因，Caspase-3

是参与介导细胞凋亡的重要基因 [32]。Caspase-3、Cas-

pase-9能够降解DNA修复酶聚腺苷二磷酸核糖聚合酶

（PARP），从而直接参与细胞凋亡 [33-34]。Cleaved-Cas-

pase-3、Cleaved-Caspase-9 是 Caspase-3、Caspase-9 活化

后的剪切形式，在细胞凋亡过程中Caspase-3、Caspase-9

活化为其剪切形式进而发挥诱发细胞凋亡的作用。有

研究指出，激活Caspases、抑制Bcl-2的表达能够促进肿

瘤细胞凋亡从而发挥抗肿瘤作用[35]。因此，调节肿瘤细

胞凋亡相关蛋白的表达可作为诱导肿瘤细胞凋亡的一

种策略。本研究结果表明，不同浓度的马钱苷能够抑制

Bcl-2、Caspase-3、Caspase-9 等 蛋 白 的 表 达 ，促 进

Cleaved-Caspase-3、Cleaved-Caspase-9蛋白的表达，提示

马钱苷诱导肝癌 HepG2细胞凋亡的作用可能与抑制

Bcl-2 蛋白的表达，促进 Caspase-3、Caspase-9 活化有

关。山茱萸在我国多地均有分布，自然资源丰富，山茱

萸既可食用又是中医临床上应用广泛的药物，具有巨大

药用价值和功能食品开发潜能。马钱苷作为山茱萸中

的主要活性成分，本研究为山茱萸抗肿瘤物质基础研究

和应用开发提供了理论依据。接下来，本课题组将在动

物实验中进一步研究马钱苷抑制肝癌的作用并探讨其

作用机制，为马钱苷及山茱萸防治肝癌提供更多的理论

依据。
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摘 要 目的：建立猪苓多糖的柱前衍生化-高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并测定其主要单糖组分含量，为猪苓药材的质量评

价提供参考。方法：11批不同产地猪苓药材经水提醇沉、Sevage除蛋白后得到猪苓多糖。多糖经三氟乙酸（TFA）水解和1-苯基-3-

甲基-5-吡唑啉酮（PMP）衍生化后，进行HPLC分析。色谱柱为HypersiL BDS C18，流动相为0.1 mol/L磷酸盐缓冲液（pH 6.84）-乙

腈（84 ∶ 16，V/V），检测波长为254 nm，柱温为30 ℃，流速为1 mL/min，进样量为20 µL。采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》

（2012A版）建立11批多糖样品的指纹图谱并进行相似度评价，通过与对照品比对进行色谱峰指认，再采用SPSS 23.0软件进行聚

类分析，并测定多糖中主要单糖组分的含量。结果：11批猪苓多糖样品HPLC指纹图谱中共呈现出3个共有峰，分别指认为甘露

糖、葡萄糖和半乳糖，各批次样品的相似度均大于0.94。聚类分析将11批多糖样品分为3类，药材编号为S1～S6、S8的样品聚为

一类，药材编号为S7、S10、S11的样品聚为一类，药材编号为S9的样品单独聚为一类。含量测定结果显示，11批样品中甘露糖含

量为 1.571～8.771 mg/g、葡萄糖含量为 26.072～132.194 mg/g、半乳糖含量为 3.420～36.593 mg/g。结论：本研究建立的柱前衍生

化-HPLC指纹图谱方法可为猪苓的药材质量评价提供参考；不同批次猪苓多糖中单糖组成相同，指纹图谱特征峰与药材的产地无

明显相关性，药材之间的单糖含量存在明显差异。
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Study on PMP Pre-column Derivatization-HPLC Fingerprint of Polyporus Polysaccharide
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ABSTRACT OBJECTIVE： To establish pre-column derivatization-HPLC fingerprint of Polyporus polysaccharide， and to

determine the contents of main monosaccharide components，so as to provide reference for quality evaluation of Polyporus

umbellatus. METHODS：Polyporus polysaccharide was extracted with boiling water and precipitated by ethanol and deproteinized

by Sevage from 11 batches of P. umbellatus from different producing areas. The samples were firstly hydrolyzed with

trifluoro-acetic acid（TFA） and then derivatized by 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone（PMP）. HPLC analysis was then conducted.

The determination was carried out on HypersiL BDS C18 column with mobile phase composed of 0.1 mol/L phosphate buffer（pH

6.84）-acetonitrile（84 ∶ 16，V/V）by gradient elution at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was set at 254 nm，

and column temperature was 30 ℃ . The sample size was 20 µL. The similarity of 11 batches of Polyporus polysaccharide was

evaluated by using TCM Chromatographic Fingerprint Similarity Evaluation System（2012A edition），and the contents of main
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