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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of compsite 
Gan’aining (CGN) in inducing the apoptosis of 
human hepatocellular carcinoma (HCC) cell line 
HepG2 in vitro. 

METHODS: Human HCC HepG2 cells were co-
cultured with non-medicated serum, 5-FU medi-
cated serum, and different concentrations of 
CGN medicated serum, respectively. The apop-
tosis of HepG2 cells was detected by TUNEL and 
flow cytometry (FCM), respectively. 

RESULTS:  CGN medicated serum at different 

concentrations inhibited the growth of HepG2 

cells in vitro. After treatment with CGN, typi-
cal features of apoptosis such as apoptotic body 
were observed under light microscope. High-, 
moderate- and low-dose CGN medicated serum 
induced apoptotic rates (by TUNEL) of 14.5% ± 
1.81%, 13.61% ± 1.78% and 10.19% ± 1.77%, re-
spectively, which were significantly higher than 
that induced by non-medicated serum (0.74% 
± 0.12%)(all P < 0.01). The sub-G1 peaks were 
observed by FCM in CGN treated cells and the 
apoptosis rates of the cells treated with high-, 
moderate- and low-dose CGN medicated serum 
were 15.1%, 12%, and 5.5%, respectively, which 
were markedly higher than that of the cells treat-
ed with non-medicated serum (1.0%)(P < 0.01 or 
P < 0.05). 

CONCLUSION:  CGN can induce the apoptosis 
of human HCC cells in vitro in a dose-dependent 
manner.
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摘要
目的: 观察复方肝癌宁含药血清对肝癌HepG2

细胞凋亡的诱导作用.  

方法: 运用中药血清药理学方法,选择不同浓
度的含药血清与人肝癌HepG2细胞共同孵育
观察, 并与阳性血清组、无药血清组作对照. 

结果: 复方肝癌宁含药血清可显著抑制HepG2

细胞的增长; TUNEL法检测HepG2细胞在显微
镜下呈现典型的凋亡形态学改变, 可见“凋亡
小体”, 高、中、低剂量含药血清组凋亡率分
别为: 14.50%, 13.61%和10.19%, 与无药血清
组比较P <0.01; 流式细胞仪检测可见亚G1峰, 
凋亡呈含药血清浓度依赖性特点, 高、中、低
剂量含药血清组凋亡率分别为15.1%, 12.0%, 

■背景资料
细胞凋亡调控机
制的失常是包括
肿瘤在内的一系
列疾病的产生根
源. 因此, 细胞凋
亡已成为当前细
胞生物学, 尤其是
肿瘤学基础与临
床研究的前沿与
热点. 利用血清药
理学方法、动物
实验等手段证实
中药复方具有诱
导肝癌细胞凋亡
的作用, 是一种很
重要的研究方法.

世界华人消化杂志 2006年2月18日; 14(5): 522-525
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION 

复方肝癌宁含药血清诱导肝癌HepG2细胞凋亡的实验研究
 

袁冬生, 王新华, 李常青, 刘 妮

 
wcjd@wjgnet.com  

®



袁冬生, 等. 复方肝癌宁含药血清诱导肝癌HepG2细胞凋亡的实验研究                                                                             523

www. wjgnet. com

→

5.5%, 与无药血清组比较P <0.01或P <0.05. 

结论: 复方肝癌宁可通过诱导肿瘤细胞凋亡, 
发挥临床抗肝肿瘤、抗转移的作用.
  
关键词: 复方肝癌宁; HepG2; 流式细胞术; 细胞凋亡; 
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0  引言

复方肝癌宁是由叶下珠、青蒿、莪术、云芝等

为主组成的中药复方制剂, 临床用于肝癌的治

疗, 有明显改善患者生存质量和抗癌抑癌的作

用. 我们研究发现本方能明显提高荷肝癌HepG2

小鼠生存质量和抑瘤率, 体外有明显抑制2.2.15
细胞分泌HBsAg和HBeAg两抗原的作用[1]. 为进

一步探讨复方肝癌宁的抗癌细胞分子生物学机

制, 我们采用流式细胞术检测该方对肝癌HepG2

细胞周期及诱导其细胞凋亡作用的影响. 
 
1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞株, 由中山大学动物

中心细胞库提供, 常规培养传代. 一级SD大鼠

24只, 雌雄各半, 体质量250-300 g, 广东省医学

动物中心提供, 常规饲养. 制备实验血清用. 5-
氟脲嘧啶注射液(5-FU): 天津市河北制药总厂

生产, 批号970277. 培养基: DMEM(GIBCO)含
100 mL/L胎牛血清(FCS)、0.3 g/L L -谷氨酰

胺、1 mmol/L、100 g/L青霉素、100 g/L链
霉素、0.01 mol/L hepes, 5.6 g/L NaHCO3调至

pH7.0. 消化液与溶液: 1.25 g/L胰蛋白酶, 0.2 g/L 
EDTA, 碘化丙啶(PⅠ)染色液50 mg/L, 为美国

Sigma公司产品,  PBS pH7.4. 原位细胞死亡检测

试剂盒. 流式细胞仪: 美国Beckman  Coulter公司

(型号: ALTRA) , 低速离心机, 光学显微镜. 
1.2 方法 

1.2.1 实验血清的制备 本实验需制备5组实验血

清: 不含药物血清(无药血清组), 阳性对照5-FU
血清组和复方肝癌宁高、中、低含药血清组. 
     取250-300 g SD大鼠30只, 雌雄各半, 随机分

成5组, 每组6只. 治疗组大鼠按15, 10, 5 g/kg灌
胃复方肝癌宁; 阳性对照组大鼠按5 mL/只; 无
药血清对照组大鼠每天灌胃生理盐水5 mL/只. 

每天灌胃1次, 连续3 d, 末次给药后2 h, 以相同

剂量重复给药(灌药前禁食不禁水12 h)1次, 再
过1 h, 乙醚麻醉, 750 mL/L乙醇消毒, 心脏取

血, 3 000 r/min离心20 min, 合并同组动物血清, 
无菌分离血清即为含药血清, 经50℃, 30  min水
浴灭活处理后, 置-20℃冰箱保存备用. 临用前加

入RPMI-1640 培养液调成所需浓度供实验用.  
1.2.2 细胞培养条件 人肝癌细胞HepG2接种于

将含100 m L/L小牛血清、100 g/L青霉素、

100 g/L链霉素的R P M I-1640完全培养液中 , 
37℃、含50 m L/L C O2培养箱内培养 ,  并用

2.5 mL/L 胰蛋白酶消化传代. 
1.2.3 实验血清添加方法 在指数生长期细胞于

4℃冰箱放置1 h, 使细胞生长同步化, 分别加入

复方肝癌宁(高、中、低剂量)、5-FU, 同时设无

药血清对照组至96孔培养板中, 每个药物浓度设

平行孔6孔. 收集1×109/L细胞, 用含100 mL/L小
牛血清的DMEM洗1次, PBS洗2次, 用70 mL/L
乙醇固定. 
1.2.4 指标检测 原位末端核苷标记法(TUNEL)
检测细胞凋亡. 采用TUNEL法(末端脱氧核苷

酰转移酶介导的脱氧尿苷三磷酸原位缺口末

端标记法), 具体操作按试剂盒说明书. 结果判

断标准: 在光学显微镜下观察, 胞核染成棕黄色

的为凋亡细胞. 计数至少1 000个细胞. 
流式细胞术(FCM)检测细胞凋亡. 把各类

样品制成单细胞悬液, 固定于70 mL/L冰乙醇

中, 置4℃冰箱固定保存24-36 h, 取出单个细胞

悬液, 离心洗涤去除乙醇, 加PBS, 用300目尼龙

网过滤, PBS洗涤二次, 倒去上清, 调整细胞数(1
×109/L), 加入PⅠ荧光染液1 mL, 孵育25 min, 
进行流式细胞仪检测. 运用EXPO32软件采集

30 000个细胞, 进行细胞周期分布及凋亡率测定. 
统计学处理 TUNEL法凋亡率采用方差分

析、t检验进行比较分析; FCM法细胞周期分布

分析和凋亡率的比较采用χ2检验. 

2  结果

2.1 细胞的形态学变化 光镜下, 各组细胞均表现

出肿瘤细胞的典型凋亡特征, 如细胞核固缩、

胞质浓缩、细胞体急剧变小、细胞骨架解体等. 
其中空白对照组和无药血清组少见有凋亡形态

的细胞出现, 而阳性血清组和复方肝癌宁高、

中、低剂量含药血清组, 则可见有细胞凋亡的

典型形态学变化出现, 如细胞体积缩小, 细胞膜

完整, 细胞核固缩、染色质凝聚深染; 细胞失去

■相关报道
关于中药复方治
疗肝癌的实验研
究 ,  作 者 曾 进 行
研究进展的报道. 
(袁冬生，王新华. 
中药复方治疗肝
癌的实验研究进
展. 世界肿瘤杂志 
2004; 3 :285-287).  
其他与本论文相
关的报道详见本
论文参考文献.
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微绒毛, 胞浆浓缩, 胞浆和细胞器密度增高, 胞
内可见空泡, 核染色质浓缩、凝聚靠近于核膜

周边, 形成不同形状和大小的块状(核碎片); 可
见有膜包裹的“细胞质”或核碎片, 称为“凋

亡小体”. 
2.2 TUNEL法不同实验药物血清对HepG2细胞凋

亡率 高、中、低含药血清组的细胞凋亡率呈浓

度依赖性, 表现出明显的量效关系(表1). 
2.3 凋亡率测定及周期时相分析 由于散射光与

细胞大小有关, 在前散射光(FSC)与侧散射光

(SSC)的点图上, 可根据细胞凋亡时, 表现为细胞

皱缩, 细胞体变小, FSC低于正常, 初步分出正常

细胞和凋亡细胞. 在直方图上显示, G1/G0、S、
G2/M以及在G0/G1前出现的DNA含量减少亚二

倍体峰(凋亡峰), 通过测定DNA含量, 分析细胞

的周期时相百分率及凋亡率; 异倍体的出现对

肿瘤的诊断及预后判断有着重要的意义. 
2.3.1 凋亡率测定 在细胞DNA直方图上, 可见阳

性血清组和复方肝癌宁高、中、低剂量含药血

消组在G1峰前出现了明显亚二倍体峰, 即凋亡

细胞形成的凋亡峰(Ap峰), 凋亡率分别为16.9%, 

15.1%, 12.0%和5.5%; 而空白对照组和无药血清

组DNA直方图上则见很小的Ap峰, 凋亡率分别

为2.3%和1.0%, 为肿瘤细胞的自发凋亡. 经统计

学χ2检验, 高、中、低剂量血清组和5-FU血清组

凋亡率与空白对照组和无药血清组相比均有显

著性差异(P <0.01). 
2.3.2 细胞周期时相分布分析(表2)  空白对照组

与无药血清组各期细胞所占百分比非常接近

(P >0.05), 阳性血清组和复方肝癌宁高、中、低

剂量血清组的S期细胞百分比都较前述两组为

高, 而G0/G1期和G2/M期细胞数则明显降低. 其
中, 高剂量血清组S期和G0/G1期细胞百分比与

空白对照组及无药血清组相比均有显著性差异

(P <0.05或P <0.01). 

3  讨论

细胞凋亡(apoptosis)现象早在1972年Kerr et al [2]

就已描述. 他们主要根据细胞形态学上的不同

将细胞凋亡和坏死分开, 并指出前者是一个主

动的、程序化的细胞固有的死亡过程, 称为程

序性细胞死亡(PCD), 凋亡异常(相对减弱) 是肿

瘤形成和发展的一个重要原因. 通过各种途径

和方式诱导、增强肿瘤细胞的凋亡, 是抑制、

杀伤肿瘤细胞的个重要方面[3]. 
研究表明该复方药物青蒿 [4-6]、莪术 [7-9]、

叶下珠[10-12]、广豆根[13-15]等均有较好的抗肝癌

作用. 中医认为正气虚衰, 邪毒内侵, 气滞血瘀, 
癌毒蓄积是肿瘤发生和发展的主要原因. 因此, 
扶正固本, 解毒化瘀, 祛除毒结是治疗肿瘤的基

本原则. 复方肝癌宁为纯中药复方制剂, 由叶下

珠、青蒿、云芝为主, 佐以广豆根、莪术、菟

丝子等组成. 其中云芝、菟丝子健脾益气、补

肾养肝, 广豆根、叶下珠、青蒿清热祛湿、理

气散结, 莪术活血破瘀, 共奏扶正固本、清热解

毒、化瘀散结之功, 故能促使正气恢复、抑制

肿瘤的生长和发展. 
流式细胞术(FCM)是当前最先进的技术之

一,  他能迅速、准确、简便地分析细胞周期各

时相的分布. 本研究应用FCM分析了复方肝癌

宁抗肝癌HepG2的细胞学机制, 发现复方肝癌

宁使DNA合成期(S)细胞明显减少, 百分率下降,  
而DNA合成前期(G1)细胞显著增加, 说明复方肝

癌宁可阻滞癌细胞G1期向S期的进程,  造成G1期

细胞堆积. 有学者指出,  如G1期被阻断,  就可阻

断DNA合成和复制, 从而能有效地控制癌细胞

的增殖[16]. 其详细机制有待于进一步探讨. 

    

bP<0.01 vs 空白组, 无药血清组.

表  1  TUNEL法不同实验血清对HepG2细胞凋亡率(n  = 6, 
mean±SD)

    

组  别                凋亡率(%)  
                   各 期 细 胞(%)

                                      G0/G1            S            G2/M

空白对照组          2.3               56.9          27.6         15.5

无药血清组           1.0               61.3          24.0          14.7

5-FU血清组        16.9b            62.8          18.5          18.7

高剂量血清组      15.1b            62.8          14.2          23.0

中剂量血清组     12.0b             58.7          19.1          22.2

低剂量血清组      5.5a               63.9           22.6          13.5 

aP＜0.05, bP＜0.01 vs 空白组, 无药血清组.

表  2  不同实验药物血清对HepG2细胞凋亡和细胞周期时
相分布的影响

组  别                                                             凋亡率(%)

空白对照组                                            0.48±0.08

无药血清组                                             0.74±0.12

5-FU血清组                                         16.72±1.85b

高剂量血清组                                       14.50±1.81b

中剂量血清组                                       13.61±1.78b

低剂量血清组                                       10.19±1.77b

  

■名词解释
中药血清药理学: 
给实验动物灌服
中药一定时间后,  
取其血清进行实
验的药理学研究
方法. 中药血清药
理学是研究和探
索中药药效作用
的一种体外实验
方法, 对成分复杂
的中药及粗提物
制剂的药理实验
提供了正确性、

真实性和可靠性
的保证, 引起了医
药界人士的广泛
关注.
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                 第十一届全国胰腺外科学术研讨会征文

本刊讯  中华医学会外科学分会胰腺外科学组定于2006-09-08/11在西部高原城市青海省西宁市举行第十一届

全国胰腺外科学术研讨会, 届时将邀请全国普外科百位知名专家到会就胰腺癌和急性胰腺炎的诊治规范进行

专题讨论, 欢迎全国普外科同仁参加此次研讨会,共同商定我国胰腺癌和急性胰腺炎的诊治规范.
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