
网络出版时间: 2018 － 11 － 5 15: 38 网络出版地址: http: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20181105． 0926． 012． html

西黄丸对肝癌 HepG2细胞增殖、侵袭及 STAT3信号通路的影响
朱正春1，姚梦群1，严芳莉2，仲 飞1，2，3

2018 － 07 － 26 接收

基金项目: 安徽省卫生和计划生育委员会科研课题 ( 编号:

2016zy34) ; 国家级大学生创新创业训练计划项目( 编号:

201510366001)

作者单位: 1 安徽医科大学第一附属医院肿瘤科，合肥 230022
2 安徽医科大学临床医学院，合肥 230601
3 安徽医科大学附属阜阳医院肿瘤科，阜阳 236000

作者简介: 朱正春，男，硕士研究生;

仲 飞，男，副教授，硕士生导师，责任作者，E-mail:

18226616729@ 163． com

摘要 目的 考察西黄丸对肝癌细胞的增殖、侵袭及信号转
导与转录激活因子 3 ( STAT3 ) 异常激活的抑制效果。方法
选取人肝癌细胞株 HepG2，给予不同浓度梯度的西黄丸血
清，考察西黄丸对 HepG2 细胞株增殖、侵袭作用的影响及对
STAT3 异常激活的抑制效果。结果 MTT结果显示，西黄丸
对肝癌细胞的增殖具有显著的抑制作用，呈时间和剂量依赖

性( P ＜ 0. 05) ; 与对照组比较，西黄丸低、中及高剂量组肝癌
细胞的侵袭作用均显著减弱，MMP-2 mＲNA、MMP-9 mＲNA
及 p-STAT3 蛋白表达均显著降低( P ＜ 0. 05 ) 。结论 西黄
丸可显著抑制 HepG2 肝癌细胞的增殖及侵袭作用，机制可
能与抑制 STAT3 异常激活有关。
关键词 西黄丸; 原发性肝癌; HepG2; STAT3; 基质金属蛋白
酶

中图分类号 Ｒ 966
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2018) 12 － 1875 － 04
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2018． 12． 012

原发性肝癌( hepatocellular carcinoma，HCC) 是
临床上常见的恶性肿瘤，发病率和死亡率均逐年上

升，严重威胁人类的生命健康。早期肝癌患者的治
疗仍以手术为最佳治疗手段，但绝大多数患者在确

诊时已失去了手术的机会，多依赖于化学药物的治

疗，然而，化疗对肝癌患者具有较大的副作用，因此

开发新型的抗肿瘤药物对于临床具有积极的意

义［1 － 2］。西黄丸由牛黄、麝香、乳香及没药组成，具
有消肿止痛、解毒散痈、软坚散结之效，是临床上治
疗“肺痈”、“痰核”、“瘰疬”及“乳岩”之名方。据报
道，异常激活的 STAT3 信号通路与多种肿瘤的发
生、发展、侵袭、转移等均密切相关［3 － 5］。该研究将
考察西黄丸对肝癌细胞的增殖、侵袭及 STAT3 异常

激活的抑制效果。

1 材料与方法

1． 1 试剂与仪器 西黄丸( 北京同仁堂科技发展
股份有限公司制药厂，批准文号: 国 药准字

Z11020073，规格: 3 g /瓶) ; 人肝癌细胞株 HepG2( 美
国 ATCC公司) ; 细胞培养箱( 型号: Forma 370，美国
Thermo公司) ; MTT试剂盒( 北京索莱宝科技有限公
司) ; DMEM培养液、胎牛血清及胰蛋白酶( 美国 Hy-
clone 公司) ; 倒置相差显微镜( 日本尼康公司) ; 鼠
抗人 STAT3 及 p-STAT3 单克隆抗体及 GAPDH内参
( 美国 Sigma 公司) ; Transwell 小室( 美国 Millipore
公司) ; PCＲ 仪( 型号: MyCycler) 、蛋白电泳仪及转
移仪( 美国 BIO-ＲAD公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 分组 采用相同的人肝癌细胞株 HepG2 作
为研究对象，依据外源性给予的西黄丸含药血清浓

度不同分为西黄丸低剂量组( 4 mg /ml) 、西黄丸中
剂量组( 8 mg /ml) 及西黄丸高剂量组( 16 mg /ml) 。
1． 2． 2 西黄丸含药血清的制备 首先利用研钵将
西黄丸研磨呈细粉，并以预冷的 DMEM培养基浸泡
于密闭的容器内 48 h( 生药量为 100 mg /ml) ，超声
震荡 2 h 助溶，然后提取上清液，过滤膜 ( 0. 22
μm) ，然后调整至所需浓度［6］。
1． 2． 3 细胞培养 人肝癌细胞株 HepG2 用含有
10%的胎牛血清的 DMEM 培养基内培养，置于 37
℃、5% CO2 的培养箱内培养，2 ～ 3 d 传代 1 次，待
细胞处于对数生长期时进行实验。
1． 2． 4 MTT检测西黄丸对肝癌细胞的增殖作用
以 1 × 105 个 /ml的密度将 HepG2 细胞株接种于 96
孔培养板中，对照组加入 100 μl 的 DMEM 培养基，
药物组设置 3 个浓度，分别是西黄丸低剂量组( 4
mg /ml) 、西黄丸中剂量组( 8 mg /ml) 及西黄丸高剂
量组( 16 mg /ml) ，每个组别设置 3 个复孔，分别作
用 24、48、72 h，避光加入终浓度为 0. 5 mg /ml 的
MTT溶液 100 μl，37 ℃培养 4 h，弃掉上清液，加入
DMSO 150 μl，摇床震荡 10 s，使用酶标仪于 490 nm
处测定各酶标孔的吸光度值，并计算抑制率，重复 3
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次实验。抑制率( % ) = ( 1 － OD实验组 /OD对照组 ) ×
100%。
1． 2． 5 Transwell小室检测 将 HepG2 肝癌细胞接
种于 Transwell 小室内，加入不同浓度的西黄丸，于
下室内加入培养基，孵育 48 h，固定细胞，进行 DAPI
染色。
1． 2． 6 ＲT-PCＲ ＲT-PCＲ法测定基质金属蛋白酶-
2( matrix metalloproteinase-2，MMP-2) mＲNA和MMP-
9 mＲNA的表达，各组作用细胞 48 h后，采用 TＲIzol
法提取总 ＲNA，反转录按照 Transcriptor First Stand
cDNA Synthesis Kit 试剂盒进行，以 GAPDH 作为内
参，扩增后，以 2 － ΔΔCt方法计算 MMP-2 和 MMP-9
mＲNA的表达。ＲT-PCＲ 引物序列: MMP-2: 上游引
物: 5'-GGCACCCATTTACACCTACA-3'，下游引物:
5'-CCAAGGTCAATGTCAGGAGAG-3'; MMP-9: 上游
引物: 5'-GAACTTTGACAGCGACAAGAAG-3'，下游
引 物: 5'-CGGCACTGAGGAATGATCTAA-3'; GAP-
DH: 上游引物: 5'-GGTGTGAACCATGAGAAGTAT-
GA-3'，下 游 引 物: 5'-GAGTCCTTCCACGATAC-
CAAAG-3'。
1． 2． 7 Western blot 各剂量的西黄丸作用于肝癌
细胞 48 h，裂解细胞，提取蛋白，然后加入到 SDS-
PAGE蛋白凝胶上样孔内，120 V 电泳 30 min，之后
将蛋白质转移至 PVDF 膜，分别加入一抗 p-STAT3
( 1 ∶ 500) 、STAT3( 1 ∶ 500 ) ，4 ℃摇床过夜，加入二
抗( 1 ∶ 5 000) ，室温孵育 1 h，曝光，以目的蛋白的条
带与对应内参 GAPDH条带的灰度值的比值作为目
的蛋白的相对表达水平。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件对数据进
行统计分析，定量数据以 珋x ± s 表示，两组间比较采
用 t 检验，多组比较采用单因素方差分析，以 P ＜
0. 05 表示差异具有统计学意义。

2 结果

2． 1 西黄丸对肝癌细胞增殖作用的抑制率 与作
用 24 h比较，作用 48 h 及 72 h 的相同浓度西黄丸
对肝癌细胞的抑制作用显著增强，呈时间依赖性( P
＜ 0. 05) ，与西黄丸低剂量组比较，西黄丸中及高剂

量组肝癌细胞的抑制作用显著增强，呈剂量依赖性

( P ＜ 0. 05) ，见表 1。

表 1 西黄丸对肝癌细胞增殖作用的抑制率( %，珋x ± s)

时间点
西黄丸

低剂量组

西黄丸

中剂量组

西黄丸

高剂量组
F值

24 h 9． 68 ± 2． 49 18． 45 ± 4． 10* 26． 01 ± 3． 15* 4． 569
48 h 16． 27 ± 3． 16# 24． 01 ± 3． 83* # 31． 22 ± 4． 15* # 5． 842
72 h 24． 33 ± 5． 24# 32． 53 ± 4． 12* # 49． 17 ± 7． 18* # 5． 203

与西黄丸低剂量组比较: * P ＜ 0. 05; 与 24 h 作用时间比较: #P

＜ 0. 05

2． 2 不同浓度的西黄丸对肝癌细胞侵袭作用的影
响 与对照组比较，西黄丸低、中及高剂量组肝癌细
胞的侵袭作用均显著减弱，差异具有统计学意义( P
＜ 0. 05) ，见图 1。

图 1 不同浓度的西黄丸对肝癌细胞侵袭作用的影响
1: 对照组; 2: 西黄丸低剂量组; 3: 西黄丸中剂量组; 4: 西黄丸高

剂量组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 不同浓度的西黄丸对肝癌细胞侵袭作用的影
响

2． 3． 1 不同浓度的西黄丸对肝癌细胞 MMP-2 mＲ-
NA和 MMP-9 mＲNA表达的影响 与对照组比较，
西黄丸低、中、高剂量组的 MMP-2 mＲNA 和 MMP-9
mＲNA的表达均显著降低( P ＜ 0. 05 ) ; 与西黄丸低
剂量组比较，中、高剂量组的 MMP-2 mＲNA和 MMP-
9 mＲNA的表达均显著降低( P ＜ 0. 05) ; 与西黄丸中
剂量组比较，高剂量组的 MMP-2 mＲNA 和 MMP-9
mＲNA的表达均显著降低( P ＜ 0. 05 ) 。见表 2。具
体扩增曲线见图 2。

表 2 不同浓度的西黄丸对肝癌细胞MMP-2 和MMP-9 mＲNA表达的影响( n = 6，珋x ± s)

项目 对照组 西黄丸低剂量组 西黄丸中剂量组 西黄丸高剂量组 F值
MMP-2 mＲNA 0． 84 ± 0． 03 0． 56 ± 0． 05* 0． 42 ± 0． 04* # 0． 31 ± 0． 02* #△ 4． 618
MMP-9 mＲNA 1． 38 ± 0． 08 1． 24 ± 0． 06* 0． 97 ± 0． 05* # 0． 78 ± 0． 03* #△ 3． 225

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与西黄丸低剂量组比较: #P ＜ 0. 05; 与西黄丸中剂量组比较: △P ＜ 0. 05
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图 2 MMP-2 mＲNA和MMP-9 mＲNA的 ＲT-PCＲ扩增曲线
A: MMP-2 mＲNA的 ＲT-PCＲ扩增曲线; B: MMP-9 mＲNA的 ＲT-

PCＲ扩增曲线

2． 3． 2 不同浓度的西黄丸对肝癌细胞 STAT3 及 p-
STAT3 蛋白表达的影响 与对照组比较，西黄丸低、
中、高剂量组的 p-STAT3 蛋白表达均显著降低( P ＜
0. 05) 。与西黄丸低剂量组比较，西黄丸高剂量组
的 p-STAT3 蛋白表达显著降低，见表 3。3 个剂量组
的 Western blot条带见图 3。

表 3 不同浓度的西黄丸对肝癌细胞 STAT3 及
p-STAT3 蛋白表达的影响( n = 6，珋x ± s)

项目 对照组
西黄丸

低剂量组

西黄丸

中剂量组

西黄丸

高剂量组
F值

STAT3 0． 98 ± 0． 21 0． 77 ± 0． 12 0． 79 ± 0． 19 0． 81 ± 0． 28 1． 036
p-STAT3 1． 21 ± 0． 31 0． 87 ± 0． 31* # 0． 63 ± 0． 38* 0． 51 ± 0． 17* 2． 839

与对照组比较: * P ＜0. 05; 与西黄丸低剂量组比较: #P ＜0. 05

图 3 Western blot法检测西黄丸对

人肝癌细胞株 HepG2 中 p-STAT3 及 STAT的影响

3 讨论

原发性肝癌是人类常见的恶性肿瘤之一，恶性

程度较高，肝脏移植和外科手术切除是目前临床上

的主要治疗手段，肝癌的临床转移率较高，侵袭和转

移是肝癌的显著特征，同时也是肝癌患者预后较差

的重要原因之一，因此找寻出肝癌细胞侵袭转移的

调控和分子机制对于指导临床具有积极的科学意

义。西黄丸始载于《外科证治全生集》，为清代名医
王洪绪所创，原称为犀黄丸，由牛黄、麝香、乳香及没
药组成，方中牛黄性凉、味甘、苦，具有化痰利胆、清
热解毒之效; 麝香性温、性温、味辛，具有消肿散结之
效; 乳香没药相须为用，具有消肿止痛、行气活血之
效。诸药合用，既可消肿散坚、活血祛瘀，又可解毒
散结、益气扶正，以达到去邪而不伤正的治疗癌症的
目的。现代药理研究［7 － 8］表明，西黄丸对乳腺癌、结
肠癌、卵巢癌细胞均有一定的抑制作用，同时还可缓
解化疗药物产生的副作用。增殖和侵袭是肝癌细胞
的基本特点，本研究 MTT 结果显示，西黄丸对肝癌
细胞的增殖具有显著的抑制作用，呈时间和剂量依

赖性( P ＜ 0. 05) ，同时 Transwell侵袭实验也得出，与
对照组比较，西黄丸低、中及高剂量组肝癌细胞的侵
袭作用均显著减弱，差异具有统计学意义 ( P ＜
0. 05) ，提示西黄丸可缓解肝癌细胞的异常增殖及
侵袭作用。STAT3 为 STATs 家族的重要成员之一，
定位于人体第 12 号染色体上，是细胞内重要的信号
传递和基因表达的调控因子，其下游的靶基因主要

参与调控细胞的增殖、分化、转移等。正常情况下，
未活化的 STAT3 存在于细胞质中，而在肿瘤细胞
内，由于某些细胞因子或者生长因子的失调，将会导

致 STAT3 异常激活并且长时间的处于高表达状态，
促进肿瘤细胞的增殖并抑制其凋亡［9 － 10］。基质金
属蛋白酶是一种锌离子依赖性的内肽酶，可降解细

胞外基质和细胞基底膜的蛋白水解酶，既往研

究［11 － 13］显示，MMP-2 和 MMP-9 均是 STAT3 调控细
胞增殖和侵袭的靶基因，在肿瘤细胞内，基质的异常

降解可诱发肿瘤细胞的生长失去控制，进而导致炎

症的产生、重塑及浸润转移，故而 MMP 在肿瘤细胞
的侵袭转移中发挥重要的作用，肿瘤细胞转移的重

要环节即是 STAT3 与 MMP细胞外基质及基底膜的
破坏与降解［11 － 13］。本研究 ＲT-PCＲ结果显示，与对
照组比较，西黄丸低、中、高剂量组的 MMP-2 mＲNA
和 MMP-9 mＲNA的表达均显著降低( P ＜ 0. 05) ，蛋
白水平上也证实，与对照组比较，西黄丸低、中、高剂
量组的 p-STAT3 蛋白表达均显著降低( P ＜ 0. 05 ) ，
提示西黄丸可通过下调 p-STAT3 蛋白表达来发挥
抗肝癌的作用。
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综上所述，西黄丸可显著抑制 HepG2 肝癌细胞
的增殖及侵袭作用，机制可能与抑制 STAT3 异常激
活有关。
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Effects of Xihuang pill on proliferation and invasion of
HepG2 cells and STAT3 signal pathway

Zhu Zhengchun1，Yao Mengqun1，Yan Fangli2，et al
( 1Dept of Oncology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;

2School of Clinical Medicine，Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the inhibitory effect of Xihuang pill on proliferation，invasion and abnormal
activator of transcription 3 ( STAT3) in human hepatocellular carcinoma cells． Methods Selected the human car-
cinoma cell line HepG2，and treatmented with different concentrations of serum contained Xihuang pill，then stud-
ied the effect of Xihuang pill on proliferation，invasion and abnormal activation of STAT3 in human hepatocellular
carcinoma HepG2 cells． Ｒesults MTT result showed that Xihuang pill had inhibition effect on the proliferation of
HepG2，and the inhibition effect showed time-dependent and dose-dependent ( P ＜ 0. 05) ． Compared with control
group，the invasion of low dosage group，middle dosage group and high dosage group weakened significantly，and
the protein expression of MMP-2 mＲNA，MMP-9 mＲNA and p-STAT3 decreased significantly( P ＜ 0. 05) ． Conclu-
sion Xihuang pill can significantly inhibit the proliferation and invasion of HepG2 cells，its mechanism may be re-
lated to inhibition of abnormal activation of STAT3．
Key words Xihuang pill; hepatocellular carcinoma; HepG2; signal transduction and activators of transcription 3;
matrix metalloproteinase
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