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·论 著· 

 

青天葵甲醇提取物通过 ERK 通路抑制人肝癌细胞增殖并诱导其凋亡 
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摘要：目的  研究青天葵甲醇提取物(Nervilia fordii methanol extracts，NFME)体外对人肝癌 SMMC7721 和 HepG2 细胞的

凋亡作用及其作用机制。方法  紫外-可见分光光度法测定青天葵中总黄酮和总多酚的含量；MTT 法检测不同浓度(0，0.25，

0.5，1，1.5，2 mg·mL−1)NFME 处理 24 h 对 SMMC7721、HepG2 和 LO2 细胞生长抑制率的影响；克隆形成试验观察 NFME
对 SMMC7721 和 HepG2 细胞克隆形成率的影响；Hoechst 凋亡染色观察 NFME 对 SMMC7721 细胞凋亡的影响；流式细

胞术检测 NFME 对 SMMC7721 细胞凋亡和细胞周期的影响；Western blotting 测试 NFME 作用下 caspase3、PARP、ERK1/2
和 c-Raf 蛋白磷酸化水平的变化。结果  NFME 中总多酚含量为(4.25±0.46)mg·g−1，总黄酮含量为(4.72±0.13)mg·g−1；MTT
试验结果显示，与对照组相比，在给药 24 h 时 0.5 mg·mL−1 的 NFME 就能抑制 SMMC7721 和 HepG2 细胞的增殖(P<0.001)；
克隆形成试验表明，0.125 mg·mL−1 的 NFME 能够抑制 SMMC7721 和 HepG2 细胞集落的形成(P<0.001)；Hoechst 凋亡染

色观察到 0.25 mg·mL−1 的 NFME 作用 24 h 能够观察到 SMMC7721 细胞发生凋亡(P<0.05)；流式细胞试验结果证实

0.5 mg·mL−1 的 NFME 能够诱导 SMMC7721 细胞的凋亡(P<0.01)，凋亡率 14.43%，阻滞细胞周期于 S 期；Western blotting
结果表明 NFME 能使 SMMC7721 细胞中 caspase3 发生剪切，随着给药浓度增加其剪切作用越明显(P<0.05)，活化的

caspase3 剪切下游 PARP 的表达；同时 NFME 能够降低 SMMC7721 细胞中 ERK1/2 和 c-Raf 蛋白的磷酸化水平(P<0.05)。
结论  NFME 能抑制人肝癌 SMMC7721 和 HepG2 细胞的活性并诱导其发生凋亡，其作用机制可能与抑制 ERK 信号通路

从而诱导细胞凋亡有关。 
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Nervilia Fordii Methanol Extracts Inhibits Proliferation and Induces Apoptosis of Human Hepatic 
Carcinoma Through ERK Signaling Pathway 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the apoptosis effect and mechanism of Nervilia fordii methanol extracts(NFME) on 
human hepatic carcinoma SMMC7721 and HepG2 cells in vitro. METHODS  UV-visible spectrophotometric method was used 
to determine total flavonoids and total polyphenols in NFME. The growth inhibition rate of SMMC7721, HepG2 and LO2 treated 
with different concentrations(0, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2 mg·mL−1) of NFME for 24 h were detected by MTT. The effect of NFME on 
the colony formation rate of SMMC7721 and HepG2 cells was observed by clonal test. The effect of NFME on SMMC7721 cell 
apoptosis was observed by Hoechst apoptosis staining. The effect of NFME on SMMC7721 cell apoptosis and cell cycle were 
detected by flow cytometry. The phosphorylation level expression of caspase3 and ERK1/2 and c-Raf protein were detected by 
Western blotting. RESULTS  The total polyphenol content in NFME was (4.25±0.46)mg·g−1, and the total flavonoid content 
was (4.72±0.13)mg·g−1. The results of MTT experiments showed that compared with the control group, 0.5 mg·mL−1 NFME 
could inhibit the proliferation of SMMC7721 and HepG2 cells(P<0.001); the experiment of clonal formation ability showed that 
0.125 mg·mL−1 NFME could inhibit the formation of SMMC7721 and HepG2 cell colonies(P<0.001); Hoechst apoptosis staining 
observed that 0.25 mg·mL−1 NFME induced apoptosis of SMMC7721 cells for 24 h(P<0.05); the flow cytometry results 
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confirmed that 0.5 mg·mL−1 NFME could induce apoptosis of SMMC7721 cells(P<0.01), and apoptosis rate reached 14.43%, 
blocked cell cycle in S phase; Western blotting results showed that NFME could make caspase3 in SMMC7721 cells undergo 
shearing, the shear effect became more pronounced with concentration increasing(P<0.05), and activated caspase3 shears 
downstream PARP expression; meanwhile, NFME could reduce the phosphorylation level of ERK1/2 and c-Raf proteins in 
SMMC7721 cells(P<0.05). CONCLUSION  The NFME can inhibit the activity of human hepatocellular carcinoma 
SMMC7721 and HepG2 cells and induces apoptosis The mechanism of induces apoptosis may be related to the inhibition of 
ERK signaling pathway. 
KEYWORDS: Nervilia fordii methanol extracts; hepatic carcinoma; SMMC7721; HepG2; apoptosis 

 
肝癌是全球癌症发病率排名第 6 位，是肿瘤

相关性死因的第 2 位[1]。目前早期肝癌的治疗主

要以外科手术切除为首选，但是，大部分早期肝

癌没有明显症状，患者就诊时已发生转移和扩散，

失去最佳手术机会[2]，且术后复发率高，预后较差。

化疗是晚期肝癌患者的基础治疗，但是由于化疗

药物不良反应较大，有很多已经产生耐药性，晚

期肝癌患者预后极差，5 年生存率只有 10%左右[3]。

因此，从天然中草药中寻找对原发性肝癌治疗有

效且不良反应小的药物是近年来的研究热点。  
青天葵是中国传统中药，是毛唇芋兰的全草

和块茎，属于兰科植物。主要产于广东、广西、

云南、四川等地。青天葵性寒味甘，具有润肺止

咳、清热解毒、消瘀止痛的作用[4]。有文献报道

青天葵的有效成分有甾体类化合物，黄酮类化合

物，挥发油类及氨基酸类化合物等[5]。已有研究

显示青天葵的乙酸乙酯提取物及甲醇提取物具

有良好的抗氧化活性 [6-7]，青天葵的水提物与乙

醇提取物对 5 种真菌在体外具有抑菌活性。甄汉

深等 [8]的研究也表明青天葵的石油醚和乙酸 乙

酯部位是体内抗肿瘤的有效部位。本研究先选

用 2 种肝癌细胞 SMMC7721 和 HepG2 作为研究

对 象 ， 确 定 青 天 葵 甲 醇 提 取 物 (Nervilia fordii 
methanol extracts ， NFME) 在 体 外 对 肝 癌 细 胞

SMMC7721 和 HepG2 的抑制作用，探讨 NFME 诱

导 SMMC7721 凋亡的作用，初步研究其抗肿瘤机

制，为后续青天葵的开发与利用奠定理论依据。 
1  仪器与试剂 
1.1  仪器 

KQ5200DE 超声仪(东莞科桥超声设备有限

公司)；EYELAN-1001S 旋转蒸发仪(东京理化器械

株式会社)；ELx800 酶标仪(美国 BioTek)；LA2-4A1
超 净 台 (新 加 坡 ESCO)；371 细 胞 培 养 箱 (美 国

Thermo scientific)；1-14 型离心机(美国 Sigma)；
5404FG7 冷 冻 离 心 机 ( 德 国 Eppendorf) ；

IX71-A12FL/PH 倒置荧光显微镜(日本 Olympus)；

WD-9405D 脱色摇床(北京六一仪器设备有限公

司)；PowerPac Basic 电泳仪、552BR14 蛋白转印

系统(美国 Bio Rad)；GeneGnomeXRQ 显影仪(美
国 Syngene)；CL-32L 高压灭菌锅(日本 ALP)；9240
干燥箱(上海一恒仪器设备有限公司)；SHZ 循环水

真空泵(上海亚荣生化仪器)。 
1.2  试剂 

青天葵购买于广西壮族自治区玉林市药材

市场，经广西中医药大学药学院廖月葵高级实验

师 鉴定为广西产青天葵 Nervilia fordii (Hance) 
Schltr. 全 草 ， 阴 干 备 用 ； 无 水 碳 酸 钠 ( 货 号 ：

10019260)、福林酚试剂(货号：7310486)、无水氯

化铝(货号：10000862)购自国药集团化学试剂有限

公司；DMEM 培养基(Gibco，货号：C11885500BT)；
胎牛血清(Aus GeneX，货号：FBSSA500-S)；噻

唑蓝(MTT，货号：M8180)、0.25%胰蛋白酶-EDTA
消化液(货号：T1300)、Tris(货号：T8060)、甘氨

酸(货号：G8200)均购自 Solarbio；二甲基亚砜

(Sigma-Aldrich，货号：190102)；冰醋酸(广东西

陇化工有限公司，货号：170527)；青霉素-链霉

素 溶 液 100×( 货 号 ： C0222) 、 结 晶 紫 ( 货 号 ：

C0121)、Hoechst 33258 凋亡染色试剂盒(货号：

C0003)、细胞周期检测试剂盒(货号：C1052)、

BCA 蛋白定量试剂盒(货号：P0012)、SDS-PAGE
凝胶制备试剂盒(货号：P0012A)、RIPA 蛋白裂

解液(货号：P0013C)、GAPDH(货号：AG019)均
购自碧云天；细胞凋亡检测试剂盒(BD，货号：

556507)；caspase3(货号：9662S)、ERK1/2(货号：

4695)、p-ERK1/2(货号：9101)、p-c-Raf(货号：

9421)均购自 CST；无水甲醇(国药集团化学试剂

有限公司，批号：20180122)；SDS(Sangon，货号：

A922BA0023)；没食子酸对照品(批号：110831- 
201605；纯度≥98%)、芦丁对照品(批号：10080- 
201811；纯度≥98%)均购自中国药品生物制品检

定所。 
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2  方法 
2.1  NFME 的制备 

取干燥的青天葵样品粉碎后过 60 目筛备用。

室温下，取 10 g 青天葵粉加入 75%甲醇(200 mL)
超声提取 60 min[9]。过滤液经 3 000 ×g 离心 15 min 
后弃沉淀收集上清，旋转蒸发仪在 50 ℃真空减压

蒸发后，制成 NFME，收率为 12.24%，‒20 ℃储

藏备用。取 100 mg NFME 溶于 5 mL DMEM 完全

培养基中，超声使 NFME 完全溶解制成 20 mg·mL−1

的 NFME 母液，0.22 μm 微孔滤膜过滤后，‒20 ℃
储存备用，用完全培养基稀释至所需浓度用于后续

细胞试验。 
2.2  NFME 中总多酚和总黄酮含量 

NFME 中总多酚和总黄酮含量按紫外-可见分光

光度法测定。总多酚含量测定采用 0.1 mL 样品中加

入 10%碳酸钠溶液 2 mL 反应 5 min，再加入 0.1 mL
福林酚试剂置避光处反应 30 min，于 765 nm 处以没

食子酸为标准，测定反应液的吸光度，通过标准曲

线计算并以 mg·g−1 为单位。总黄酮含量测定采用

0.5 mL 样品与 2 mL 蒸馏水混合，加入 10%氯化铝

溶液(0.15 mL)后，于 420 nm 处以芦丁为标准，测定

溶液吸光度，结果表示为 mg·g−1。 
2.3  细胞培养 

人肝癌细胞系 SMMC7721、HepG2 和 LO2 用

含 10%的胎牛血清的 DMEM 培养基，在 37 ℃，

5% CO2 饱和湿度条件下培养，取对数生长期细胞

进行试验。 
2.4  MTT 法检测药物对 CNE-2 细胞活性影响 

取对数生长期肝癌 SMMC7721、HepG2 细胞和

正常肝细胞 LO2 接种于 96 孔板中，每孔 5×103 个细

胞，每孔 100 μL，贴壁后分别加入 0.25，0.5，1.0，

1.5，2.0 mg·mL−1 的 NFME 处理细胞。对照组加

入无药物的 DMEM 完全培养基，即 NFME 浓度

为 0。每组均设置 5 个复孔。培养 24，48 h 后，

加入 10 μL 的 MTT 溶液，再培养 4 h 后，吸出上

清液每孔加入 150 μL DMSO 震荡使沉淀溶解，酶标

仪在 490 nm 处测每孔的吸光度值(OD 值)。计算细

胞存活率=给药组 OD 值/对照组 OD 值×100%。 
2.5  平板克隆形成试验 

取对数生长期 SMMC7721 和 HepG2 细胞接种

于 6 孔板中，每孔 500 个细胞，待细胞贴壁后，将

培养基替换为含不同 NFME 浓度的新鲜培养基(0，

0.125，0.25，0.5 mg∙mL–1)，每组均设 3 个复孔，药

物持续作用 10 d 后，弃培养基，每孔用 PBS 洗 3 次，

用甲醇∶冰醋酸(3∶1)固定液固定 15 min，静置干

燥。加入 1 mL 0.1%结晶紫染色 15 min 后，用 PBS
洗去多余染料，室温干燥。计数每孔>50 个细胞的

集落，计算克隆形成率=克隆数/接种细胞数×100%。 
2.6  Hoechst 凋亡染色观察细胞形态 

取对数生长期的 SMMC7721 细胞种于 6 孔板

中，加入 0，0.125，0.25 和 0.5 mg·mL−1 的 NFME
处理 24 h，固定后用 Hoechst 33258 染色，5 min 后

用 PBS 洗去染色液，用倒置显微镜观察各组细胞染

色情况并拍照。 
2.7  流式细胞术检测 SMMC7721 细胞凋亡和细胞

周期 
SMMC7721 细胞种于 6 孔板中，每孔 2×105 个细

胞，分别加入 0，0.25，0.5，1.0 mg·mL−1  NFME 处

理 24 h；用胰酶消化收集细胞，PBS 洗涤细胞 1 次

(800 r∙min–1 ， 5 min) ， 每 组 加 入 Binding Buffer 
300 μL，混匀细胞，每组加入 Annexin V-FITC 5 μL
和 Propidium Iodide 5 μL，混匀；避光反应 15 min
后流式细胞仪检测。 

SMMC7721 细胞种于 6 孔板中，每孔 2×105 个

细胞，分别加入 0，0.25，0.5，1.0 mg·mL−1 NFME
处理 24 h；用胰酶消化收集细胞，预冷 PBS 洗涤细

胞 1 次(800 r·min−1，5 min)，每组加入预冷的 70%
乙醇 1 mL，混匀细胞，4 ℃固定 2 h。离心后用预

冷 PBS 重悬细胞，加入 PI 染色液，37 ℃避光孵育

30 min 后上机检测。 
2.8  Western blotting 检测蛋白 

取对数增长期细胞种于 60 mm 皿中，待细胞

贴壁后，加入 0，0.25，0.5，1.0 mg·mL−1 NFME 处

理 24 h；收集细胞并提蛋白定量后进行 SDS-PAGE
电泳；湿转法将蛋白转至 NC 膜；用 5%脱脂牛奶

封闭 2 h；稀释抗体 p-ERK1/2、p-c-Raf、GAPDH，

4 ℃孵育过夜；第 2 天用 TBST 洗膜 3 次，每次

10 min；二抗室温孵育 2 h 后，用 TBST 洗膜 3 次，

每次 10 min；ECL 化学检测。条带使用 Image J
分析条带灰度。 
2.9  统计学分析 

所有数据采用 GraphPad Prism5 进行分析，多

组比较采用单因素方差分析，2 组间比较采用 t 检

验，以 P<0.05 表示差异有统计学意义。 
3  结果 
3.1  NFME 中总多酚和总黄酮含量 

NFME 中含有总多酚(按没食子酸计)[(4.25± 
0.46)mg·g−1]和总黄酮(按芦丁计)[(4.72±0.13)mg·g−1]。
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结果见表 1。 

表 1  NFME 中总多酚和总黄酮含量( sx ± ，n=3) 
Tab. 1  Total polyphends and total flavonoids in NFME 
( sx ± , n=3) 

物质 标准曲线 R2 含量/mg·g−1

总多酚 Y=99.087X+0.029 7 0.999 4.25±0.46 

总黄酮 Y=72.576X‒0.005 3 0.999 4.72±0.13 
 

3.2  NFME 抑制 SMMC7721，HepG2 和 LO2 细

胞增殖 
不同浓度 NFME 处理 SMMC7721 和 HepG2

细胞 24 h 后，给药浓度与细胞抑制率关系见图 1。 
与对照组相比，对 SMMC7721 细胞给药 24 h

时，0.5，1.0，1.5，2.0 mg·mL−1 组差异有统计学

意义(P<0.001)，IC50 为(0.819±0.121)mg·mL−1。可

见在给药相同时间下，随着 NFME 浓度的增加

SMMC7721 细胞抑制率越高。 
与对照组相比，对 HepG2 细胞给药 24 h 时，

0.5，1.0，1.5，2.0 mg·mL−1 组差异有统计学意义

(P<0.001)，IC50 为(3.157±0.261)mg·mL−1。可见在

给 药 相 同 时 间 下 ， 随 着 NFME 浓 度 的 增 加

SMMC7721 细胞抑制率越高。 
与对照组相比，对 LO2 细胞给药 24 h 时，

NFME 对 LO2 差异没有统计学意义，NFME 对正

常肝细胞没有药物毒性。 

 
图 1  不同浓度的 NFME 处理 SMMC7721，HepG2 和 LO2
细胞 24 h 对细胞存活率影响 
与对照组(0 mg∙mL–1 NFME)相比，1)P<0.001。 
Fig. 1  Effect of different concentrations of NFME on the 
survival rate of SMMC7721, HepG2 and LO2 cells for 24 h 
Compared with control group(0 mg∙mL–1 NFME), 1)P<0.001.  
 

3.3  NFME 抑制肝癌细胞 SMMC7721 和 HepG2
的集落的形成 

不同浓度的 NFME 对 SMMC7721 和 HepG2 细

胞的克隆形成均有明显抑制作用，且浓度越高，克

隆形成率越低，对细胞生长的抑制作用越明显，结

果见图 2。与对照组相比，0.125，0.25，0.5 mg·mL−1

的 NFME 能抑制 SMMC7721 和 HepG2 细胞集落的

形成，差异具有统计学意义(P<0.001)。同时可以看

出相同浓度的 NFME 对肝癌细胞 SMMC7721 的抑

制作用比对 HepG2 的抑制作用更明显。结果与图 1
结果符合，所以接下来课题组研究了 NFME 对

SMMC7721 细胞的凋亡作用及其作用机制。 
 

 
 

图 2  克隆形成试验检测 NFME 对人肝癌 SMMC7721 和

HepG2 细胞克隆形成能力的影响 
与对照组(0 mg∙mL–1 NFME)相比，1)P<0.001。 
Fig. 2  Effects of different concentrations of NFME on the 
formation capacity of SMMC7721 and HepG2 cell clones 
Compared with control group(0 mg∙mL–1 NFME), 1)P<0.001.  
 

3.4  Hoechst 凋亡染色观察细胞形态变化 
Hoechst 染色检测细胞凋亡，结果见图 3，对

照组中 SMMC7721 细胞核呈现均匀的荧光，核饱

满，胞浆丰富。0.125 mg·mL−1 的 NFME 作用

SMMC7721 细胞 24 h，有少数细胞的细胞核出现

破 裂 。 0.25 mg·mL−1 和 0.5 mg·mL−1 组 的

SMMC7721 细胞在 NFME 作用 24 h 后，细胞分散，

细胞核裂解，染色质聚集，呈现较强荧光。与对

照组相比，0.25 mg·mL−1 和 0.5 mg·mL−1 的 NFME
对 SMMC7721 细胞有凋亡作用，差异有统计学意

义(P<0.05 或 P<0.01)。说明青天葵的甲醇提取物

能够诱导 SMMC7721 细胞发生凋亡。 
3.5  流式细胞术检测 NFME 对 SMMC7721 细胞

凋亡的影响 
与对照组相比，0.5，1.0 mg·mL−1 的 NFME
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处理 SMMC7721 细胞 24 h 后，出现凋亡，凋亡

细胞随着药物浓度增加由 4.7%增加到 14.43%，

差异有统计学意义(P<0.01 或 P<0.001)。进一步说

明 NFME 能够诱导肝癌细胞 SMMC7721 的凋亡。

结果见图 4。 
 

 
 

图 3  倒置荧光显微镜下不同浓度 NFME处理 SMMC7721
细胞株 24 h 后形态变化(200×) 
A−对照组(0 mg·mL−1 NFME)；B−0.125 mg·mL−1 NFME；C−0.25 mg·mL−1 
NFME；D−0.5 mg·mL−1 NFME；→指凋亡细胞。与对照组(0 mg·mL−1 

NFME)相比，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 3  Morphological changes of SMMC7721 cell line 
treated with different concentrations of NFME under inverted 
fluorescence microscope for 24 h(200×) 
A−control group(0 mg·mL−1 NFME); B−0.125 mg·mL–1 NFME; 
C−0.25 mg·mL–1 NFME; D−0.5 mg·mL–1 NFME; →meant apoptotic 
cell. Compared with control group(0 mg·mL−1 NFME), 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
 

3.6  NFME 阻滞 SMMC7721 细胞周期于 S 期 
NFME 处理 SMMC7721 细胞 24 h 后，G1 期

比例下降，S 期比例增加，可见 SMMC7721 细胞

周期阻滞于 S 期，与对照组相比，1.0 mg·mL−1 NFME
组的 G0+G1 期(P<0.01)和 S 期(P<0.001)细胞差异

有统计学意义。进一步说明 NFME 不只能够诱导

肝癌细胞 SMMC7721 的凋亡，还能阻滞细胞周期

于 S 期，进而影响细胞的增殖。结果见图 5。 
3.7  NFME 激活 SMMC7721 细胞中 caspase3 和多

聚 ADP-核糖聚合酶[poly(ADP-ribose)polymerase，

PARP]的表达 
与对照组相比，NFME 作用 SMMC7721 细胞

24 h 后，caspase3 随着浓度增加蛋白表达下调，而

cleaved-caspase3 表达增加，与对照组相比，0.25，

0.5，1.0 mg·mL−1 NFME 组差异具有显著性(P<0.05
或 P<0.001)，说明 NFME 激活凋亡作用的标志性

蛋白 caspase3 的表达。同时检测 PARP 蛋白，发

现 cleaved-PARP 的表达随着 NFME 浓度增加而激

活(P<0.01 或 P<0.001)，说明 NFME 可能是通过激

活 caspase3 的表达，剪切下游的 PARP，从而诱导

细胞凋亡。结果见图 6。 
3.8  NFME 抑制 SMMC7721 细胞中 ERK 的表达 

与对照组相比，NFME 作用 SMMC7721 细胞

24 h 后，检测 p-ERK1/2、p-c-Raf 蛋白，发现

p-ERK1/2、p-c-Raf 表达随着 NFME 浓度增加而下

调，其中，0.5，1.0 mg·mL−1 NFME 的 p-c-Raf 有 
 

 
 

图 4  流式细胞术检测 NFME 对 SMMC7721 细胞凋亡率的影响 
与对照组(0 mg∙mL−1 NFME)相比，1)P<0.01，2)P<0.001。 
Fig. 4  Changes of NFME on the apoptosis rate of SMMC7721 cells by flow cytometry 
Compared with control group(0 mg∙mL−1 NFME), 1)P<0.01, 2)P<0.001. 
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图 5  流式细胞术检测 NFME 对 SMMC7721 细胞周期的影响 
与对照组(0 mg∙mL−1 NFME)相比，1)P<0.01，2)P<0.001。 
Fig. 5  Effect of NFME on the cell cycle of SMMC7721 cells by flow cytometry  
Compared with control group(0 mg∙mL−1 NFME), 1)P<0.01, 2)P<0.001. 

 

 
 

图 6  Western blotting 检测 SMMC7721 细胞中 caspase3
和 PARP 蛋白表达的变化 
与对照组(0 mg∙mL−1 NFME)相比，1)P<0.05，2)P<0.01，3)P<0.001。 
Fig. 6  Expression of caspase3 and PARP protein in 
SMMC7721 cells by Western blotting 
Compared with control group(0 mg∙mL−1 NFME), 1)P<0.05, 2)P<0.01, 
3)P<0.001. 

 
显著性差异(P<0.001)，0.25，0.5，1.0  mg·mL−1 的

NFME p-ERK 有显著性差异(P<0.001)，这表明

NFME 可能是通过抑制 ERK 和 c-Raf 的磷酸化，

从而抑制 ERK 信号通路，诱导 SMMC7721 细胞

的凋亡。结果见图 7。 

 
 

图 7  Western blotting 检测 SMMC7721 细胞中 ERK 蛋白

表达的变化 
与对照组(0 mg∙mL−1 NFME)相比，1)P<0.001。 
Fig. 7  Expression of ERK protein in SMMC7721 cells by 
Western blotting 
Compared with control group(0 mg∙mL−1 NFME), 1)P<0.001. 

 

4  讨论 
细胞凋亡是组织稳态的关键调节因子，受通路 

激活和抑制相互作用的调控，细胞凋亡的调控异常 
与神经退行性疾病、慢性炎症性疾病、自身免疫性

疾病等相关[10]，这种主动诱导细胞死亡是中药抗肿

瘤治疗的重要机制之一[11]。 
本研究探讨了 NFME 抑制肝癌细胞的增殖及

诱导肝癌细胞 SMMC7721 凋亡的作用及其机制。

MTT 和平板克隆试验结果显示，NFME 能够抑制
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SMMC7721 和 HepG2 细胞的增殖，但是 NFME 对

SMMC7721 的抑制作用明显高于 HepG2。进而对

SMMC7721 进行 Hoechst 凋亡染色和流式细胞术试

验，结果表明随着给药浓度的递增，凋亡细胞数增

多，说明 NFME 能够诱导 SMMC7721 细胞的凋亡。

细胞凋亡主要表现为 caspase 家族的活化，DNA 损

伤，线粒体膜电位的改变[12]。细胞凋亡的途经主要

有内源性和外源性途经诱导凋亡，而无论是内源性

还是外源性引起的凋亡最终都会活化 caspase3，进

而作用下游 PARP 等，最终导致 DNA 断裂，蛋白

破坏，细胞凋亡[12]。Western blotting 试验也证实凋

亡作用的标志性蛋白 caspase3 的表达随着浓度增加

而增强。说明 NFME 是通过诱导 SMMC7721 细胞

凋亡和阻滞细胞周期来抑制细胞增殖。 
丝裂原活化蛋白激酶包括 JNK、p38 和 ERK，

其中 ERK1/2 能被各种生长因子、离子射线、过氧

化氢等磷酸化而激活，进入细胞核促进某些基因的

转录与表达，与细胞的增殖分化密切相关。在 ERK
传递链中 Ras 和 Raf 是上游激活蛋白，整个途径即：

Ras-Raf-MEK-ERK[13]。ERK 通路如果被异常激活

可导致细胞生长分化能力下降及调节凋亡能力紊

乱，继而使细胞向恶性生长方向发展，最终形成肿

瘤[14]。通过对 SMMC7721 细胞中 ERK1/2 蛋白的

检测发现 p-ERK1/2 随着给药浓度的增加蛋白表达

降低，其上游蛋白 p-c-Raf 的表达也是随着给药浓

度增加而下降，说明了 NFME 可能是通过抑制 ERK
信号通路诱肝癌细胞 SMMC7721 的凋亡。 

综上所述，NFME 可以抑制肝癌细胞的增殖，

并能诱导 SMMC7721 细胞的凋亡，其机制可能

与抑制 ERK 信号通路有关，本研究为后续开发

广西特产药材青天葵提供了重要的理论参考。 
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