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摘要：目的  研究洛伐他汀单用或与化疗药物顺铂联用对人肝癌 HepG2 细胞生物学特性的影响，初步探索其抗肿瘤作用

机制。方法  不同浓度洛伐他汀、洛伐他汀联合顺铂处理细胞 48 h 后，CCK-8 法检测 HepG2 细胞的增殖抑制作用，金

氏公式计算联合应用效果；平板克隆形成试验评价药物作用于肝癌细胞的远期效应；划痕试验检测药物对细胞迁移能力

的影响；Transwell 小室法检测药物对细胞侵袭能力的影响；流式细胞术检测药物处理后细胞周期和凋亡情况；Western 
blotting 检测凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax、caspase-3 的表达水平变化。结果  洛伐他汀呈浓度依赖性抑制 HepG2 细胞的增

殖，金氏公式计算结果显示洛伐他汀可协同增强顺铂的抗肿瘤作用；平板克隆形成试验结果表明洛伐他汀能显著抑制

HepG2 细胞克隆形成率；划痕试验提示洛伐他汀能显著降低肝癌细胞的迁移率；Transwell 小室侵袭实验结果发现洛伐他汀

能明显减少穿膜细胞数量；流式细胞检测发现洛伐他汀可引起 G0/G1 期细胞增加，S 期细胞减少，细胞凋亡率增加；Western 
blotting 检测结果显示洛伐他汀可下调 Bcl-2 蛋白表达，同时上调 Bax 和 caspase-3 蛋白表达。结论  洛伐他汀可明显抑制

HepG2 细胞增殖、迁移和侵袭能力，与顺铂联用可增强顺铂体外抗肿瘤效果，通过线粒体途径诱导肿瘤细胞凋亡是其可能

的抗肿瘤作用机制之一。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of lovastatin separately or in combination with cisplatin on biological 
characteristics of human hepatic cancer cells HepG2 and to explore the molecular mechanisms. METHODS  After 48 h of 
treatment cells with different concentrations of lovastatin and lovastatin combined with cisplatin, the proliferation inhibitory 
effect on HepG2 cells was assessed by CCK-8 assay. Jin’s Q value was adopted to judge the efficacy of the joint-medicinal 
application. The long-term effects of drugs on hepatoma cells was studied by plate cloning test. The motile ability was detected 
by wound healing test and invasion ability was determined by Transwell assay. The cell cycle changes and apoptotic ratio was 
detected by flow cytometry. The expression of Bcl-2, Bax, and caspase-3 was examined with Western blotting. RESULTS  
Lovastatin inhibited the proliferation of HepG2 cells in a concentration-dependent manner. The results of Jin’s Q value showed 
that lovastatin could enhance the anti-tumor effect of cisplatin. Plate cloning test showed that lovastatin could significantly 
inhibit HepG2 cells clone formation rate. Wound healing assay showed that lovastatin can significantly reduce the mobility of 
hepatocellular carcinoma cells. Transwell cell invasion test showed that lovastatin significantly reduced the number of 
perforating cells. The flow cytometry showed that lovastatin caused cell cycle arrest at G0/G1 phase with the reduction of S phase 
cell, the apoptotic ratio was increased by lovastatin. Western blotting assay confirmed that lovastatin could decrease the 
expression of Bcl-2, and increase the expression of Bax and caspase-3. CONCLUSION  Lovastatin can inhibit the ability of 
proliferation, migration and invasion of HepG2 cells. The combination of lovastatin and cisplatin can enhance the anti-tumor 
effect of cisplatin in vitro. The mechanisms may be induce apoptosis through mitochondrial pathway.  
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他汀类药物是 3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A(简
称“羟甲戊二酰辅酶 A”)还原酶的竞争性抑制剂，

因可减少内源性胆固醇的合成, 被作为一线降脂

药广泛应用于临床[1]。 
近年来，越来越多体内外研究表明，他汀类

药物具有抑制肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡

等有效性，与化疗药物联用时能增加肿瘤细胞对

化疗药物的敏感性[2]。 
肝癌是全球尤其是中国最常见的恶性肿瘤之

一，肝癌死亡率居全球恶性肿瘤死亡率第 3 位[3]，

目前中国肝癌患者年发病及死亡人数分别占全球

年发病和死亡人数的一半以上[4]。造成肝癌死亡率

高的主要原因是其具有很强的侵袭转移能力[5]。由

于多数患者在诊断明确时已进展到中晚期，丧失了

手术治疗最佳时机，化疗作为根治性治疗手段之一

仍然是中晚期肝癌治疗的主要方法之一[6]。大多数

化疗药物存在的主要问题是长期使用细胞毒性明

显且肿瘤细胞易出现耐药性，如何提高化疗药物的

敏感性、减轻化疗药物的不良反应是肿瘤化疗研究

领域研究的热点和难点之一[7]。 
本实验初步研究了洛伐他汀单用或与肝癌常

用化疗药物(顺铂)联用时对肿瘤细胞生物学特性

的影响，并初步探索其抗肿瘤作用机制，为今后

中晚期肝癌的临床研究和治疗提供新思路。 
1  材料 

洛伐他汀(重庆大新药业股份有限公司，批号：

20120501)；顺铂(Adamas，批号：P1194443)；HepG2
细胞由陆军军医大学第一附属医院中心实验室惠

赠 。 CCK-8 试 剂 盒 ( 货 号 ： C0039) 、 Annexin 
V-FITC/PI 双染试剂盒(货号：C1062M)均购自上海

碧云天生物技术有限公司；Matrigel(美国 Corning
公司，货号：354234)；DMEM 培养液(美国 Gibico
公司，批号：8117167)；Bcl-2(批号：ab32505)、
Bax(批号：ab196495)、caspase-3(批号：ab32351)
抗体均购自英国 Abcam 公司。 

4111 型二氧化碳细胞培养箱、1510 型酶标仪

(美国 Thermo 公司)；3120000844 型微量移液器、

5804R 型低温高速离心机(德国 Eppendorf 公司)；
DYCZ-24F 型电泳仪(北京六一生物科技有限公

司)；CX41 型倒置显微镜(日本 Olympus 公司)。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

HepG2 细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养

液，置于 37 ℃、5% 二氧化碳细胞培养箱常规培

养，0.2%胰酶消化传代，取对数生长期细胞用于

后续试验。 
2.2  CCK-8 法检测细胞增殖抑制率  

取对数生长期 HepG2 细胞，调整细胞浓度，

96 孔板中每孔接种 4 000 个细胞，置于 37 ℃、5% 
二氧化碳细胞培养箱待细胞贴壁后更换含不同药

物浓度的 DMEM 完全培养基处理。实验设细胞对

照组、试剂对照组(二甲基亚砜终浓度为 0.1%)、
洛伐他汀处理组(终浓度为 1，2，4，8，16 μmol·L‒1)、
顺铂处理组(终浓度为 0.5，1，2，4 μg·mL‒1)和联

合用药组(0.5，1，2 μg·mL‒1 顺铂+ 3 μmol·L‒1 洛

伐他汀)，每组 4 个复孔。各组药物添加完毕后置

入二氧化碳细胞培养箱培养，48 h 后，每孔加入

10 μL CCK-8 试剂，置入细胞培养箱继续培养 2 h, 
酶标仪测定 450 nm 下的吸光度 A。细胞增殖抑制

率(%)=(1‒A 给药组/A 对照组)×100%。 
以抑制率对药物浓度作直线回归，用直线方

程计算各药物的 IC50 值。以上实验独立重复 3 次。

采用金氏公式评估两药联合效应[8]：Q=Ea+b/(Ea+ 
Eb‒Ea×Eb)，公式中 Ea+b 为联合用药组抑制率，Ea、

Eb 为 a 药和 b 药单独处理的抑制率，即公式中分

母表示期望联合效应，分子表示实际联合效应。

若 Q 值在 0.85~1.15 为相加作用；若 Q>1.15 为增

强作用；若 Q<0.85 为拮抗作用。 
2.3  平板克隆形成实验 

取对数生长期的细胞，按照每孔 100 个细胞

接种于 6 孔板，待细胞贴壁后，各孔更换含不同

药物的 DMEM 完全培养基，实验设对照组、洛伐

他汀组(5 μmol·L‒1)、顺铂组(终浓度为 0.5 μg·mL‒1)
和联合用药组(5 μmol·L‒1 洛伐他汀+ 0.5 μg·mL‒1

顺铂)，药物分别作用 48 h 后，更换不含药物的

DMEM 完全培养基，2 d 更换 1 次培养基，继续培

养 10 d，吸去培养基，用 PBS 洗 3 遍，4% 多聚

甲醛固定，PBS 洗去固定液，1% 结晶紫染色

10 min，PBS 漂洗掉多余的染料，孔板倒扣晾干，

统计克隆形成数量，比较各组克隆形成的差异。 
2.4  细胞迁移能力检测 

取对数生长期的细胞，24 孔板内每孔接种

2×104 个细胞，DMEM 完全培养基培养至细胞生长

融合至 80%，用 200 μL 无菌枪头在培养板底部呈

“一”字形划痕，PBS 漂洗掉脱落的细胞，更换

含不同药物的 DMEM 完全培养基(实验分组及药
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物浓度同“2.3”项)，活细胞工作站上机，间隔 12 h
取照 1 次，持续 48 h。细胞迁移能力以细胞迁移

率表示。细胞迁移率(%)=(原划痕面积‒现划痕面

积)/原划痕面积×100%，实验重复 3 次，采用 Image 
J 软件计算划痕面积。  
2.5  细胞侵袭能力检测 

采用 Corning 小室铺胶原蛋白：使用前 30 min，

将 24 孔板和小室置于‒20 ℃冰箱预冷，取出后将小

室放入 24 孔板内，24 孔板置于冰上，每小室均匀

加入 10 μL Matrigel 液(DMEM∶Matrigel=8∶1)，置

于孵箱 30 min 使 Matrigel 聚合，制作基底膜。取对

数生长期细胞，将每 5 000 个细胞加入 200 μL 预先

配制好的含不同药物的无血清 DMEM 培养基中备

用(实验分组及药物浓度同“2.3”项)，24 孔板从孵

箱取出，下室加入 600 μL 完全 DMEM 培养基，上

室加入 200 μL 上述细胞悬液，置于孵箱培养，48 h
后，取出小室，PBS 洗 3 次，4%多聚甲醛固定，PBS
洗 3 次，1%结晶紫染色 30 min，弃染液，PBS 洗 3
次，用棉签轻轻擦拭去内室没有侵袭的细胞及基质

胶，干燥后，倒置显微镜下观察移至外室的细胞，

随机选取 5 个视野细胞拍照。实验重复 3 次，采用

Image J 软件对细胞进行计数分析。 
2.6  细胞周期检测 

取对数生长期的细胞，按照每孔 1×105 个细胞

接种于 6 孔板，DMEM 完全培养基培养，置于孵

箱，待细胞贴壁后，更换含不同药物浓度的 DMEM
完 全 培 养 基 [ 实 验 分 对 照 组 及 洛 伐 他 汀 组

(5 μmol·L‒1)]，48 h 后，按照说明书处理细胞样品，

流式细胞仪进行检测。 
2.7  细胞凋亡检测 

取对数生长期的细胞，按照每孔 1×105 个细胞

接种于 6 孔板，细胞贴壁后，更换含不同药物的

DMEM 完全培养(实验分组及药物浓度同“2.6”

项)，各组分别处理 48 h 后，收集细胞沉淀，冷 PBS
洗涤细胞 3 次后，加入 Annexin V-FITC 和 PI 混匀，

按照试剂盒说明书处理细胞样品，流式细胞仪进

行细胞凋亡情况检测。 
2.8  Western blotting 法检测凋亡蛋白表达 

HepG2 细胞经不同药物处理 48 h 后(实验分对

照组及洛伐他汀 3，5 μmol·L‒1 组)，收集细胞沉淀，

提取蛋白，Bradford 法测定蛋白浓度，样品采用 12%
聚丙烯酰胺分离胶和 5%浓缩胶进行电泳分离后湿

法转移至 PVDF 膜上，室温封闭 1 h 后，将一抗用

封闭液稀释至相应浓度，将封闭后的膜放入一抗工

作液中 4 ℃杂交过夜，TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，

将洗涤后的膜放入二抗工作液(1∶5 000)中，室温避

光孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，显影，

用 Image J 软件进行光密度值分析。 
2.9  统计学处理 

计 量 资 料 以 sx ± 表 示 ， 实 验 数 据 采 用

SPSS 15.0 软件进行统计分析，不同组间比较采用

完全随机设计的单因素方差分析，以 P<0.05 表示

差异有统计学意义。   
3  结果 
3.1  CCK-8 法检测细胞增殖抑制率结果 

1，2，4，8，16 μmol·L‒1 洛伐他汀作用 48 h
后，经 CCK-8 法检测，洛伐他汀处理各组 HepG2
细胞的增殖抑制率随药物浓度增大而逐渐增高，

呈明显的浓度依赖性。将各组药物浓度(x)对其抑制

率(y)作线性回归，得直线方程为 y=0.05x+0.18(R2= 
0.91)，经计算洛伐他汀的 IC50 值为 6.67 μmol·L‒1。

经统计学分析，联合用药组的细胞抑制率较单独

用药组明显增高(P<0.05)，金氏法计算结果显示各

联合组 Q 值均>1.15，说明洛伐他汀与顺铂具有协

同抑制肿瘤细胞增殖的作用，结果见表 1。 
 

表 1  CCK-8 法检测洛伐他汀对 HepG2 细胞增殖抑制的

影响(n=3) 
Tab. 1  Effect of lovastatin on the proliferation of HepG2 
cells determined by CCK-8 assay(n=3) 
洛伐他汀/μmol·L‒1 顺铂/μg·mL‒1 抑制率/% Q 值 

1 0 14.37±3.21  
2 0 22.37±4.69  
4 0 44.42±5.54  
8 0 68.85±2.30  

16 0 87.69±2.98  
0 0.5 40.20±1.90  
0 1 60.39±1.01  
0 2 72.00±3.02  
0 4 91.71±1.60  
3 0.5 72.05±6.041)2) 1.20 
3 1 86.09±3.051)2) 1.17 
3 2 94.19±1.801)2) 1.16 

注：与洛伐他汀 3 μmol·L‒1 组(计算值)比较，1)P˂0.05；与相应浓度顺

铂处理组比较，2)P˂0.05。 
Note: Compared with lovastatin 3 μmol·L‒1 group(calculated value), 
1)P˂0.05; compared with corresponding concentration of value cisplatin 
group, 2)P˂0.05. 

 

3.2  平板克隆形成试验结果 
洛伐他汀处理肿瘤细胞 48 h 后，与对照组比

较 克 隆 形 成 率 明 显 减 少 (P<0.05)， 联 合 用 药 组

HepG2 细胞在药物处理 48 h 后不能形成肉眼可见

的细胞克隆，结果见图 1。 
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图 1  洛伐他汀治疗对 HepG2 细胞克隆形成率的影响(n=3) 
与对照组比较，1)P˂0.05。 
Fig. 1  Effect on colony formation ratio of HepG2 after 
treatment with lovastatin(n=3) 
Compared with the control group, 1)P˂0.05. 
 

3.3  划痕试验结果 
洛伐他汀处理细胞 12 h 后，与对照组相比，

迁移率没有明显变化。继续增加作用时间，处理

24 h 后 ， 各 用 药 组 迁 移 率 明 显 较 对 照 组 变 小

(P<0.05)，随作用时间的延长，洛伐他汀对 HepG2
细胞的迁移抑制率逐渐增加(P<0.05)。联合用药组

作用 36 h 后，与单用洛伐他汀或顺铂组相比，迁

移率明显下降(P<0.05)。联合用药组处理 48 h 后，

由于细胞生长被明显抑制，因此迁移率呈负增长

趋势，结果见图 2。 
 

 
 

图 2  洛伐他汀治疗对 HepG2 细胞迁移能力的影响 (n=3) 
与对照组比较，1)P˂0.05；与洛伐他汀组比较，2)P˂0.05；与顺铂组比

较，3)P˂0.05。 
Fig. 2  Effects on migration of HepG2 cells after treatment 
with lovastatin(n=3) 
Compared with control group, 1)P˂0.05; compared with lovastatin group, 
2)P˂0.05; compared with cisplatin group, 3)P˂0.05. 

 

3.4  Transwell 小室检测侵袭能力结果 
洛伐他汀处理 48 h 后，穿膜细胞为(161±24)

个，与未经药物处理的对照组细胞相比，穿膜细

胞数明显减少(P<0.01)。当洛伐他汀与顺铂联用

时，检测到穿膜细胞数明显少于单用洛伐他汀或

单用顺铂时穿膜细胞数(P<0.01)，结果见图 3。 
3.5  细胞周期及凋亡检测结果 

洛伐他汀处理 HepG2 细胞 48 h 后，与对照组

相比，可引起 G0/G1 期细胞显著增加(P<0.05)，S

期细胞明显减少(P<0.05)。对照组细胞常规培养

48 h 后凋亡率为 3.74%，洛伐他汀处理 48 h 后，

细胞凋亡率增至 52.55%，且早期凋亡比晚期凋亡

增加更加明显(P<0.05)。结果见图 4。 
 

 
 

图 3  洛伐他汀治疗对 HepG2 细胞侵袭能力的影响(n=3) 
与对照组比较，1)P˂0.01；与洛伐他汀组比较，2)P˂0.01；与顺铂组比

较，3)P˂0.01。 
Fig. 3    Effects on invasion of HepG2 cells after treatment 
with lovastatin(n=3) 
Compared with control group, 1)P˂0.01; compared with lovastatin group, 
2)P˂0.01; compared with cisplatin group, 3)P˂0.01. 

 

 
 

图 4  洛伐他汀治疗对细胞周期分布和凋亡的影响(n=3) 
与对照组比较，1)P˂0.05；与早期凋亡比较，2)P<0.05。 
Fig. 4  Effects on cell cycle distribution and apoptosis of 
HepG2 cells after treatment with lovastatin(n=3) 
Compared with control group, 1)P˂0.05; compared with early apoptotic 
cell, 2)P<0.05. 
 

3.6  Western blotting 检测结果 
相比于对照组，3 μmol·L−1 洛伐他汀处理 48 h

后，抗凋亡蛋白 Bcl-2、促凋亡蛋白 Bax 和 caspase-3
的 表 达 没 有 明 显 影 响 ； 随 药 物 浓 度 增 加 ，

5 μmol·L−1 洛伐他汀处理 48 h 则可下调抗凋亡蛋

白 Bcl-2 表达水平(P<0.05)，同时上调促凋亡蛋白

Bax 和 caspase-3 表达水平(P<0.05)，结果见图 5。 
4  讨论 

国内外研究资料表明，他汀类药物可多靶点、

多途径影响肿瘤的发生、发展和预后，在辅助治

疗肿瘤方面具有较大的优势[9]。研究人员对他汀类

药物长达 10 年的随访数据研究显示，服用他汀类

药物的肿瘤患者死亡率明显低于服用安慰剂的肿 
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图 5  洛伐他汀治疗对 HepG2 细胞凋亡相关蛋白表达影响
(n=3) 
与对照组比较，1)P˂0.05。 
Fig. 5  Effects on the expression of apoptosis protein of 
HepG2 cells after treatment with lovastatin(n=3) 
Compared with control group, 1)P˂0.05. 
 
瘤患者[10]。在抗肿瘤作用机制方面，他汀类药物

可通过抑制甲羟戊酸通路的限速步骤而减少甲羟

戊酸及其下游产物的生成，对细胞膜结构、信号

转导、蛋白合成与细胞周期等重要细胞功能产生

影响，进而调控肿瘤细胞血管生成、增殖、迁移、

侵袭和凋亡等过程[11-12]，对多种肿瘤具有生长抑

制作用，但也有资料表明他汀类药物对肿瘤生长

具有双向调节作用[13-14]。 
洛伐他汀属于临床常用的他汀类降血脂药

物，通过文献查阅，发现近年来国内、外对洛伐

他汀主要集中在乳腺癌[15]、宫颈癌[16]、肺癌[17]、

前列腺癌[18]、骨肉瘤[19]等实体瘤的体外抗肿瘤作

用研究方面。目前对洛伐他汀抗肝癌的作用研究

较少[12]，洛伐他汀联合使用顺铂时对肝癌的体内

外研究尚未见系统报道。 
本实验采用 CCK-8 法、平板克隆形成试验、

划痕试验、Transwell 侵袭实验及流式细胞术等，

发现洛伐他汀单用可以明显改变 HepG2 细胞的生

物学行为，尤其在与顺铂联用时可以明显抑制肿

瘤细胞的增殖，降低肝癌细胞的迁移及侵袭能力，

并诱导 HepG2 细胞产生凋亡。 
细胞凋亡是多基因、多因素共同作用的结果，

线粒体是细胞发生凋亡的重要场所。Caspase-3 作

为 caspase 家族的重要的一员，是直接执行凋亡程

序的重要信号分子[20]，其中抗凋亡蛋白 Bcl-2 与促

凋亡蛋白 Bax 在诱导凋亡过程中也发挥着关键作

用，Bcl-2 可与 Bax 相互作用，共同参与线粒体凋

亡途径[21]，本实验通过 Western blotting 发现洛伐

他汀可下调 Bcl-2，同时上调 Bax 和 caspase-3，提

示洛伐他汀通过线粒体途径诱导肝癌细胞凋亡，

是其可能的抗肿瘤作用机制之一。 

局部浸润和远处转移是肝癌治疗的难点，

RhoA 在促进肿瘤细胞侵袭及转移中扮演了重要

角色[22]，研究发现降低肝癌细胞中 RhoA 蛋白表

达后可显著抑制肿瘤细胞的侵袭和转移[23]，而激

活 RhoA 则会明显促进肝癌的侵袭和转移 [24]，

Fromigué 等[25]研究发现，阿托伐他汀可通过抑制

RhoA-JNK-c-jun-MMP2 信号通路，从而抑制骨肉

瘤细胞的侵袭与转移。RhoA 介导的细胞骨架调

控，除了参与侵袭与转移外，也可能参与了肿瘤

细胞增殖、屏障功能及凋亡等活动。当然，肿瘤

细胞的迁移和侵袭能力受多种信号控制，如有研

究 也 发 现 洛 伐 他 汀 可 通 过 SREBP-2/miR-33a/ 
CYR61 途径抑制骨肉瘤细胞的侵袭和转移[19]。洛

伐他汀降低肝癌 HepG2 细胞的迁移和侵袭能力具

体通过哪条通路还需进一步实验验证。 
洛伐他汀作为降脂药在临床上被广泛使用，

大量实验发现其具有抗肿瘤作用，通过与化疗药

物联合使用，可减少化疗药物的剂量，减轻细胞

毒性以及化疗药物所导致的不良反应[26-27]。本研

究发现洛伐他汀在体外不管是单用还是与顺铂联

用均可抑制肝癌细胞增殖，降低肝癌细胞迁移和

侵袭能力，此结果可为洛伐他汀在临床抗肿瘤作

用方面的应用提供实验数据的支撑，同时也为今

后肝癌的临床研究和治疗提供新思路和新方法。

当然，洛伐他汀是否可用于肝癌的临床治疗，还

需要进行更详细、更符合临床要求的各项实验进

行深入研究。 
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