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Abstract
AIM: To observe the differentiation in hepatocellular carci-
noma cell line induced by Chinese medicine recipe Weichangan.

METHODS: Weichangan, contrasted by the retinoic acid and
distilled water, was made by using serum pharmacological
method. The inhibition on the growth of SMMC-7721 cell
line by Weichangan was observed through the method of
MTT and Alamar Blue. Radioimmunoassay was applied to
determine the concentration of α-fetoprotein and albumin
secreted by the incubated cells. Western blot method was
used to detect the mutant p53, p16 and p21 protein expression
in SMMC-7721 cell line.

RESULTS: MTT assay showed both Weichangan and serum
retinoic acid had inhibiting effect on the proliferation of
human hepatocellular carcinoma SMMC-7721 cell line.
Weichangan reached its maximal inhibition effect after 48
hours, while the effect of retinoic acid decreased gradually
after 48 hours. Alamar Blue method showed that significant
decrease was found in serum Weihangan after 16 hours
compared with that in the control. After 32 hours, the decrease
induced by Alamar Blue was more significant than that in
cells incubated with serum Weichangan compared with
those incubated in serum retinoic acid, indicating the gradual
and durable action of Weichangan recipe. The decreased

amount (11.4±1.4 µg/L vs 17.2±1.1 µg/L, P =0.036) of  α-
fetoprotein and increased amount (0.40±0.02 mg/L vs
0.29±0.01 mg/L, P =0.043) of albumin were found in the
cells incubated in serum Weichangan. Western blot method
showed decreased expression of p53 protein and increased
expression of p16 and p21 protein in cells incubated in
serum Weichangan.

CONCLUSION: The results suggest that Weichangan inhibits
the growth of SMMC-7721 cell line and induces the differen-
tiation in this hepatocellular carcinoma cell line. The effect
on p53, p16 and p21 may be the mechanisms of Weichangan
in inducing the differentiation of this cell lines.
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SMMC-7721 cell line induced by Chinese medicine recipe Weichangan.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1345-1348

摘要

目的: 观察中药复方胃肠安诱导肝癌细胞分化的作用.

方法: 以SMMC-7721人肝癌细胞为研究对象 维甲酸为

对照 采用药物血清添加法 通过MTT法和Alamar Blue

法观察胃肠安对肝癌细胞增生的抑制作用;  放射免疫法观

察对肝癌细胞分泌甲胎蛋白和白蛋白的影响; Western blot

观察对肝癌细胞P53 P16以及P21蛋白表达的影响.

结果: MTT法显示胃肠安与维甲酸对SMMC-7721人肝癌

细胞增生均有抑制作用 胃肠安在48 h达到最大 而维甲

酸对细胞增生的抑制作用在48 h后逐渐下降 较胃肠安组

明显降低. Alamar Blue法结果显示 16 h后 胃肠安组细

胞还原的Alamar Blue值较对照组明显减少 并在32 h后

较维甲酸组显著下降 提示与维甲酸相比 胃肠安作用起

效慢但持续时间长; 胃肠安组分泌的甲胎蛋白较对照组显著减

少(11.4 1.4 µg/L vs 17.2 1.1 µg/L P =0.036) 而白蛋
白显著增多(0.40 0.02 mg/L vs 0.29 0.01 mg/L P =0.043);

胃肠安组突变型P53 蛋白的表达较对照组明显减少 而

P16蛋白和P21蛋白的表达较对照组增多.

结论: 胃肠安方剂具有抑制SMMC-7721人肝癌细胞增生

诱导细胞分化的作用 其机制可能在于减少突变型P53蛋

白表达和增加P16 P21蛋白表达.
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0    引言

癌症是分化异常的疾病[1-3] 分化障碍可能决定了肿瘤
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细胞的恶性程度[4, 5] 因此诱导分化已成为肿瘤治疗学

研究的热点[6, 7]. 中药复方胃肠安以健脾扶正中药为主

临床与实验研究证实对包括肝癌在内的消化道肿瘤有

良好的防治效果. 我们重点研究胃肠安方剂防治肝癌的

机制是否在于诱导肝癌细胞分化.

1   材料和方法

1.1 材料  选用人肝癌细胞株SMMC-7721 购自中国

科学院细胞生物学研究所. Wistar大鼠 质量250 30 g

普通级 常规颗粒饲料喂养 由上海中医药大学实验

动物中心提供 制备药物血清用. 胃肠安(太子参12 g

炒白术 12 g 茯苓 30 g 姜半夏 9 g 红藤 30 g 野

葡萄藤30 g 藤梨根30 g 陈皮 4.5 g 生牡蛎30 g

夏枯草9 g 绿萼梅9 g 青皮 4.5 g) 配制成 100 g/L

的灌胃液. 全反式维甲酸由瑞金医院血液研究所提供

配制成0.5 g/L的灌胃液. RPMI1640培养基干粉和胎牛

血清(FBS) Gibco 公司产品; 噻唑蓝 (MTT)购自华美生

物制品有限公司; Alamar Blue: Nalgene Biosource公司产

品; 甲胎蛋白与白蛋白放免分析药盒 上海生物制品研

究所产品; 兔抗P53多克隆抗体 博士德生物科技有限

公司产品; p21WAF1/Cip1/Sdi1/Pic1 鼠单克隆抗体

p16INK4a/MTS1鼠单克隆抗体 Antibody Diagnostica Inc.

产品; 抗鼠 Ig 抗兔 Ig Amersham Pharmacia Biotech

公司产品.

1.2 方法  SMMC-7721细胞以含100 mL/L FBS的RPMI1640

培养液 37  50 mL/L CO2培养96 h. 细胞传代以2.5 g/L

Trypsin-EDTA消化细胞后 加入FBS中止消化. 药物

血清制备按参考文献[8]进行. 大鼠分别以20 mL/kg灌以

胃肠安灌胃液与维甲酸灌胃液(均相当于临床成人用量

的10倍) 对照组灌以等量生理盐水 共3 d 2次 /d

2次灌胃间隔6 h. 第 3 d灌胃结束后禁食 次日晨再灌

胃1次. 1 h后下腔静脉取血. 每只大鼠取5-8 mL静脉

血 离心分离血清 即为胃肠安药物血清 维甲酸药物

血清和对照血清. 56 水浴灭活30 min 后分装 置低

温冰箱中备用. 随机分为胃肠安组 维甲酸组 对照

组 分别添加 9 1 的 RPMI1640/ 胃肠安药物血清

RPMI1640/ 维甲酸药物血清 RPMI1640/ 对照血清

使配制的各组细胞温育液中药物血清浓度为100 mL/L.

1.2.1 SMMC-7721细胞增生检测  采用MTT法[9]: 各孔

加入细胞温育液100 uL培养12 24 48 72 96 h观

察药物血清对细胞增生的抑制作用. Alamar Blue 法[10].

SMMC-7721细胞以5.0 103/孔加入96孔板. 细胞贴壁

后加入各组细胞温育液和Alamar Blue Alamar Blue在总

体积中浓度为100 mL/L. 培养0 8 16 24 32 40 48

72 h后酶标仪570 nm和590 nm分别测A值 计算AB值.

1.2.2甲胎蛋白及白蛋白含量的测定  SMMC-7721细胞

以2.5 108/L种于培养瓶中. 细胞贴壁后分别加入各组

细胞温育液2 ml. 48 h后吸弃上清 加入RPMI1640培

养液2 mL培养48 h. 吸取上清液于离心管中 1 000 g

离心5 min. 取上清1.5 mL冷冻干燥. 采用放免法测定.

1.2.3 P53 P16 和 P21 蛋白的表达  采用Western blot

方法. 蛋白样品制备: SMMC-7721细胞以2.5×108/L接种
于培养皿. 贴壁后分别加入各组细胞温育液. 48 h后加入

RIPA裂解液150 µL将贴壁细胞刷下 移入离心管内.
4 15 000 g 离心 15 min 取上清 -20 保存.

取 4 µL标准品或样品分别与考马斯亮蓝溶液2 mL混
匀 595 nm 波长处测吸光度. 计算每组样品浓度 确

定上样量. 电泳: 灌制分离胶和积层胶. 按以上计算结果

平衡上样量 余数用裂解液补齐. 95 水浴5 min. 倒入

电泳缓冲液. 加样品和Marker 电压90 V 电泳120 min.

转膜: 剪取硝酸纤维素滤膜贴于凝胶上 并在转膜装置

中放置冰盒. 加转移缓冲液. 电流0.22 mA 转膜90 min.

杂交与检测: 滤膜以50 g/L脱脂奶粉的TBS封闭抗原. 加

入兔抗 P53 多克隆抗体 稀释度 1 200 4 摇

床摇动过夜. TTBS洗3次. 加入抗兔Ig 稀释度1 2 000

室温下摇动1h. TTBS洗3次. 将滤膜浸入ECL中 1 min

后取出 暗匣内固定. 暗室中放入胶片. 曝光 15 min

显影 2 min 清水洗后再定影5 min 观察实验结果.

以 β-巯基乙醇洗膜后 一抗加p21WAF1/Cip1/Sdi1/Pic1
或 p16INK4a/MTS1鼠单克隆抗体进行P21和 P16蛋白的

观察 二抗为抗鼠 Ig.

        统计学处理  采用双侧t 检验.

2   结果

2.1 SMMC-7721肝癌细胞在100 mL/L FBS的RPMI1640

培养液中生长良好 对数生长期4 d后进入平台期(图1).

2.2 胃肠安药物血清对SMMC-7721细胞增生的抑制作

用  MTT分析结果显示胃肠安及维甲酸药物血清对该细

胞增生有抑制作用(表 1). 培养 16 h后 胃肠安组还原

的Alamar Blue值与对照组相比明显减少(P <0.05); 维甲

酸组在16 24 h 与对照组相比有显著差异 但随后的

观察点未见显著差异; 胃肠安组在32 40 48 72 h与

维甲酸组相比有显著差异(P <0.05 表 2).

表1  药物血清对SMMC-7721细胞的抑制率(%, n =5, sx ± )

分组           12 h    24 h       48 h 72 h      96 h

胃肠安组   11.0 1.1  16.9 2.1  21.4 5.4  21.5 4.0a  18.4 1.5a

维甲酸组   12.3 0.6  23.8 2.4  21.5 3.2  11.1 0.6    7.5 1.3

aP =0.032 vs 维甲酸组.

2.3 胃肠安药物血清对SMMC-7721细胞分泌甲胎蛋白

和白蛋白的影响  胃肠安组甲胎蛋白分泌量较对照组明

显减少(11.4 1.4 µg/L vs 17.2 1.1 µg/L P =0.036)
白蛋白分泌量较对照组明显增多(0.40 0.02 mg/L vs

0.29 0.01 mg/L P =0.043); 维甲酸组甲胎蛋白量与

白蛋白量较对照组也有减少与增多的趋势 但统计未

见明显差异.



赵海磊, 等. 中药复方胃肠安血清诱导肝癌SMMC-7721细胞分化                                                  1347

2.4 胃肠安药物血清对SMMC-7721 细胞P53 P16

P21蛋白的影响  胃肠安组突变型P53蛋白表达较对照

组和维甲酸组明显减少. 密度扫描积分: 胃肠安组 3 559

维甲酸组 4 277 对照组 4 042; 胃肠安组P16蛋白表达

较维甲酸组和对照组增多. 密度扫描积分: 胃肠安组 5 265

维甲酸组 4 992 对照组 4 797; 维甲酸组和胃肠安组P21

蛋白表达较对照组增多. 密度扫描积分: 胃肠安组 6 171

维甲酸组 6 764 对照组 5 809.

图1  SMMC-7721人肝癌细胞生长曲线的观察.

3   讨论

SMMC-7721人肝癌细胞是目前体外研究肝癌常用的细
胞株[11-13]. 我们在细胞传代后24h添加药物血清 作用
48 h后观察实验结果. 全反式维甲酸具有诱导Bel-7402
和 SMMC-7721人肝癌细胞分化的作用[14, 15] 因而本研
究中以维甲酸为对照. MTT法显示胃肠安及维甲酸药物
血清对SMMC-7721细胞增生有一定的抑制作用 维甲

酸最大抑制作用出现在24 h和 48 h 而胃肠安出现在

48 h和 72 h. Alamar Blue为一种染料 在细胞培养上

清液中可作为氧分子电子传递链的受体 因而可以反

映所研究的细胞对氧分子的消耗 以观察细胞的代谢

状况[16-19]. 与MTT分析法相比 Alamar Blue 法可以连

续 快速地检测细胞的增生状态 并且由于是对同一

批细胞的增生状态进行观察 因此有操作简便和几乎

不干扰细胞正常代谢的特点. 结果显示胃肠安组细胞代

谢状态最低 表明胃肠安对该细胞增生具有抑制作用;

维甲酸组在16 24 h 与对照组相比有差异 但24 h

后观察未见显著差异 说明维甲酸抑制细胞增生的作

用减弱. 综合MTT与Alamar Blue 的结果 胃肠安对

SMMC-7721肝癌细胞增生有抑制作用. 与维甲酸相比

其抑制作用起效慢 但持续时间长. 甲胎蛋白和白蛋白

是目前较为公认的反映肝癌细胞分化程度的指标 甲

胎蛋白是肝癌细胞去分化的标志 而白蛋白是分化的

标志. 实验结果显示胃肠安组细胞分泌的甲胎蛋白量较

对照组明显减少 而分泌的白蛋白显著增多 提示胃肠

安对该肝癌细胞具有诱导分化作用.

       P53过表达参与肝癌去分化和增生 有研究显示p53

基因突变与肝癌的分化等级 肝癌微血管侵犯显著相

关 可导致肿瘤早期转移 是肝癌预后差的指标 [20-28].

本结果显示胃肠安组中突变型P53蛋白表达较对照组

明显减少 提示胃肠安方剂有降低SMMC-7721人肝癌

细胞突变型P53蛋白表达的作用. P16蛋白通过直接作

用于CDK4/6 阻滞其与CyclinD结合 避免Rb蛋白

磷酸化及E2F 因子释放 将细胞周期停滞在G1 期

从而抑制细胞过度增生. 已发现P16蛋白表达缺失与肝

癌分化密切相关[29-36]. 我们观察到胃肠安组细胞中P16

蛋白表达较对照组增多 提示胃肠安可能通过增加P16

蛋白表达诱导该肿瘤细胞分化. p21是调节细胞生长和

分化的重要基因 几乎能抑制与Rb基因磷酸化有关的

所有周期素-周期素依赖激酶复合物[37-40]. 实验结果胃

肠安组细胞中P21蛋白表达较对照组增多 提示胃肠安

方剂可能通过增加P21蛋白表达抑制细胞增生 诱导细

胞分化. 实验中观察到维甲酸组P21蛋白表达明显增多

可能与维甲酸通过该作用环节诱导肝癌细胞分化有关.

         分化是组织胚胎学概念. 细胞正常分化过程受到基

因的严格调控. 本实验观察到中药复方胃肠安血清减少

SMMC-7721 人肝癌细胞突变型P53 蛋白表达和增加

P16 P21蛋白表达 这可能是胃肠安诱导该肝癌细胞

分化的分子生物学机制.

表2  肝癌细胞还原Alamar Blue值(%, n =5, sx ± )

分组      0 h 8 h 16 h 24 h 32 h 40 h 48 h 72 h

胃肠安组 0.9 1.0        7.5 1.1        15.2 1.6a         25.3 1.2a         29.4 1.9a, c       33.6 2.0a, c        38.3 2.6a, c       49.3 3.3a,c

维甲酸组 1.0 0.6        9.7 1.0        16.6 1.6a         29.7 6.2a        39.7 3.9        49.1 5.2         57.1 7.7         80.9 11.1

对照组 0.3 1.2        9.5 1.7        23.2 2.9         39.8 2.7        45.3 4.7        52.9 8.3         62.2 13.5        84.1 26.8

aP =0.021 vs 对照组; cP =0.038 vs 维甲酸组.

胃安组                维甲酸组              对照组

胃肠安组               维甲酸组          对照组

胃肠安组               维甲酸组          对照组

P53

P16

P21

t /d
0         1         2          3        4          5         6        7          8

细
胞
数
的
对
数

6.6

6.2

5.8

5.4

5
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