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摘   要 目的：探讨葫芦素 I 对肝癌细胞生长的抑制作用及机制。

方法：采用 CCK-8 法检测葫芦素 I 对不同肝癌细胞（HepG2、QGY-7703、SMMC-7721）增殖活力的影响；

葫芦素 I 处理 HepG2 细胞后，分别用细胞平板克隆形成实验、流式细胞术、Hochest 33342 染色观察

细胞克隆形成、细胞周期、凋亡情况，并用 Western blot 和 qRT-PCR 检测抗凋亡因子及其相关信号分

子蛋白和 mRNA 表达变化。

结果：  葫芦素 I 处理后，不同肝癌细胞的增殖均明显抑制，并呈时间与浓度依赖性（均 P<0.05）；

葫 芦 素 I 对 HepG2、QGY-7703、SMMC-7721 细 胞 48 h 的 IC50 值 分 别 为 0.19、4.16、1.13 μmol/L。

HepG2 细胞经葫芦素 I 处理 24 h 后，克隆形成几乎被完全抑制，出现典型的细胞凋亡形态变化和明显

的 G2 期阻滞；抗凋亡因子 Mcl-1、survivin 以及转录因子 STAT3 蛋白与 mRNA 的表达均明显下调，

mRNA 半定量分析显示差异均有统计学意义（均 P<0.05）。

结论：葫芦素 I 抑制肝癌细胞的生长，其作用机制可能与 STAT3 通路下调抗凋亡相关蛋白表达，从而

增加细胞凋亡有关。
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肝 癌 是 世 界 上 第 六 大 癌 症 ， 肿 瘤 致 死 率 排 名

第二[1]。晚期肝癌的治疗仍是一个世界性难题，化

疗 虽 可 延 长 晚 期 肝 癌 患 者 的 生 存 期 ， 但 毒 副 作 用

较 大 ， 分 子 靶 向 治 疗 具 有 无 限 前 景 ， 找 到 靶 向 治

疗的肝癌药物迫在眉睫。

葫芦素I（cucurb i tac in  I）又名JS I -124，是

从葫芦科植物中提取出来的三萜甾醇类物质[2]，最

近的研究表明葫芦素I具有潜在的抗癌效果，能引

起 胶 质 母 细 胞 瘤 [ 3 ]、 乳 腺 癌 [ 4 ]、 骨 肉 瘤 [ 5 ]及 肝 癌 [ 6 ]

等肿瘤细胞发生凋亡，而葫芦素I引起肿瘤细胞凋

亡的分子机制复杂。在乳腺癌[4]和骨肉瘤[5]中，葫芦 

素I抑制信号转导子与转录因子3（signal transducer 

and  ac t iva to r  o f  t r anscr ip t ion  3，STAT3）的 激

活，抑制细胞侵袭和转移。在肝癌中，葫芦素I激

活P53信号 [6]，上调促凋亡蛋白Fas及Bax的表达引

起细胞凋亡。葫芦素I还能通过抑制血管内皮生长

因子受体2（VEGFR2）、成纤维细胞生长因子受 

体1（FGFR1）和p-STAT3抑制细胞增殖和血管生

成[7-8]。葫芦素I还能激活NF-κB信号通路[3]，引起

IL-6、IL-8和SOCS3的表达升高。然而其对肝癌的

作 用 和 机 制 目 前 尚 不 完 全 明 确 ， 本 研 究 拟 探 讨 葫

芦素I对肝癌的作用及其潜在的分子机制。

1　材料与方法

1.1  材料 

人肝癌细胞HepG2、QGY-7703、SMMC-7721

均来自本实验室冻存。葫芦素I购自Sigma公司，

S T A T 3 、 磷 酸 化 S T A T 3 （ p - S T A T 3 ） 、 髓 样 细 胞

白血病1（myelo id  ce l l  l eukemia  1，Mcl -1）、

surviv in、GAPDH一抗和二抗购自Cell  S ignal ing 

Techno logy公司。CCK-8试剂盒购买自同仁化学

公司，TRIzol购买自Invi t rogen公司，逆转录试剂

盒 购 买 自 东 洋 纺 公 司 ， S Y B R  G r e e n 染 料 购 买 自

Biotool公司，细胞周期检测试剂盒购买自美国BD

公司，Hochest 33342购买自碧云天公司。

1.2  方法

1.2.1  细 胞 培 养　 肝 癌 细 胞（HepG2、QGY-

7703、SMMC-7721） 培 养 于 10% 胎 牛 血 清，1%

青霉素和链霉素，37 ℃，5%CO2，DMEM 培养基中。

1.2.2  CCK-8 法 检 测 细 胞 活 力 将 肝 癌 细 胞

（HepG2、QGY-7703、SMMC-7721）接种于 96 孔 

板，每孔 8 000 个细胞，每组 5 个复孔，待细胞贴

壁后，加入含有不同浓度的葫芦素的培养基，继续

培 养 24、48 h， 每 孔 加 入 10 μL CCK-8 溶 液， 继

Methods: The influences of cucurbitacin I on proliferative activities of different types of HCC cells (HepG2, 

QGY-7703 and SMMC-7721) were measured by CCK-8 assay. In HepG2 cells after treatment with cucurbitacin 

I, the colony formation, cell cycle profile and apoptosis were examined by plate colony-forming assay, flow 

cytometry and Hochest 33342 staining, and the protein and mRNA expressions of anti-apoptotic factors and their 

related signaling molecules were determined by Western blot analysis and qRT-PCR method, respectively. 

Results: The proliferations of all the selected HCC cells were significantly inhibited by cucurbitacin I treatment, 

with a time- and concentration-dependent manner (all P<0.05), and the 48-h IC50 value of cucurbitacin I 

for HepG2, QGY-7703 and SMMC-7721 was 0.19, 4.16 and 1.13 μmol/L, respectively. In HepG2 cells after 

cucurbitacin I treatment for 24 h, the clone formation was almost completely suppressed, typical apoptotic 

morphological changes and evident G2-phase arrest were presented, and both protein and mRNA expressions 

of the anti-apoptotic factors Mcl-1 and survivin as well as the transcription factor STAT3 were markedly down-

regulated, and the semi-quantitative analysis of mRNA expressions showed all differences had statistical 

significance (all P<0.05).

Conclusion: Cucurbitacin I can suppress the growth of HCC cells, and the mechanism may be associated with its 

down-regulating the expressions of anti-apoptotic factors through STAT3 signaling pathway, and thereby inducing 

cell apoptosis.

Key words Carcinoma, Hepatocellular; Cucurbitacins; Apoptosis; STAT3 Transcription Factor; Apoptosis Regulatory 

Proteins

CLC number: R735.7
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续孵育 2 h，检测 450 nm 处吸光值。

1.2.3  细胞平板克隆形成实验　将 HepG2 细胞接

种 于 6 孔 板 中， 每 孔 100~200 个 细 胞， 每 组 2 个

复孔。培养过夜后更换含有不同浓度的葫芦素 I 的培

养基继续培养 2 周，待形成肉眼可见克隆时终止培

养，PBS 清洗 3 次，室温干燥，甲醇固定 20 min，

弃甲醇后加入吉姆萨工作液染色 30 min，流水洗

净，干燥后肉眼观察计数细胞克隆数。

1.2.4  流式细胞术检测细胞周期　收集处理好的

细 胞， 加 入 800 µL PBS+0.5%BSA 洗 涤 1 次，

离 心去上清，加入 10 µL 破膜剂处理 1 min，加入

100 µL PI 染液，室温下静置 20 min，加入 400 µL 

PBS+0.5%BSA 重悬细胞，流式细胞仪检测分析细

胞周期。

1.2.5  Hochest 33342 染色检测细胞凋亡　收集处

理好的细胞，加入 100 µL 0.01 mg/mL 的 Hoechst 

33342 染 液， 避 光 染 色 10 min，PBS 洗 2 次， 重

悬细胞后滴在干净的载玻片上，并在载玻片一端滴

入少许封片剂，取干净的盖玻片从一端缓慢盖下，

避免气泡产生，制好后荧光显微镜下观察并拍照。

1.2.6  Western blot　收集处理后的细胞，提取细

胞总蛋白，10% 的 SDS-PAGE 凝胶电泳，250 mA

转 膜 至 PVDF 膜，5%BSA 封 闭 1 h， 一 抗 4 ℃ 孵

育过夜，TBST 洗膜 3 次，二抗孵育 1 h，TBST 洗

膜 3 次，ECL 化学发光显影。

1.2.7  实时定量 PCR　收集处理的细胞，TRIzol

法 提 取 细 胞 总 RNA， 根 据 试 剂 盒 说 明 逆 转 录 成

cDNA。实时 PCR 采用 SYBR Green 染料法，根据

说 明 书 体 系 进 行 扩 增， 使 用 β-actin 作 为 内 参 基

因。QuantStudio™ 实 时 PCR 软 件 分 析 基 因 相 对

表 达 情 况。 引 物 序 列（5' → 3'）STAT3（ 上 游：

GGA GAA ACA GGA TGG CCC AA， 下 游：ATC 

CAA GGG GCC AGA AAC TG）；Mcl-1（ 上 游：

CAC TTC CGC TTC CTT CCA GT， 下 游：GGT 

GGC CAA AAG TCG CCC）；Survivin（ 上 游：

AGG ACC ACC GCA TCT CTA CA， 下 游：TTT 

CCT TTG CAT GGG GTC GT）；β-actin（上游：

CAT GTA CGT TGC TAT CCA GGC， 下 游：CTC 

CTT AAT GTC ACG CAC GAT）。

1.3  统计学处理

所有计量资料以均数±标准差（x±s）表示，

所有实验独立重复3次，采用SPSS 18.0统计学软件

进行数据分析，应用重复测量设计方差分析和 t检

验统计方法，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  葫芦素 I 对肝癌细胞增殖活性的影响

用不同浓度的（0.5、1、5、10 μmol/L）葫芦

素I处理肝癌细胞（HepG2、QGY -7703、SMMC -

7721）24、48 h，CCK-8法分析葫芦素I对肝癌细

胞 的 细 胞 活 力 的 影 响 ， 结 果 显 示 ， 各 浓 度 的 葫 芦

素I均能抑制肝癌细胞的增殖，并具有时间和浓度

依赖性（均P <0.05）。3种细胞48 h的IC 50值分别

是0.19、4.16、1.13 μmol/L（图1）。

2.2  葫芦素 I 对肝癌细胞 HepG2 克隆形成的影响

细 胞 平 板 克 隆 形 成 实 验 分 析 葫 芦 素 I 对 肝 癌

细胞He pG2的克 隆形成能力的影响，结果显示， 

1 μmol/L的葫芦素I处理几乎完全抑制了HepG2细

胞的克隆形成（图2）。
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图 1　葫芦素 I 处理后肝癌细胞增殖活力变化
Figure 1　Changes in proliferative viabilities of different types of HCC cells after cucurbitacin I treatment
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2.3  葫芦素 I 对 HepG2 细胞的细胞周期的影响

流式细胞术检测葫芦素I处理HepG2细胞24 h

后细胞周期变化，结果显示，1 μmol/L的葫芦素I

引起HepG2细胞周期改变，使细胞周期阻滞在G2期

（图3）。

2.4  葫芦素 I 对 HepG2 细胞凋亡的影响

葫芦素I处理HepG2细胞24 h后，Hochest 33342

染 色 分 析 细 胞 凋 亡 情 况 。 结 果 显 示 ， 1  μ m o l / L

葫 芦 素 I 处 理 后 染 色 质 皱 缩 、 细 胞 核 固 缩 、 核 裂

解 ， 出 现 凋 亡 小 体 等 典 型 的 细 胞 凋 亡 形 态 变 化

（图4）。
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图 3　葫芦素 I 处理后 HepG2 细胞的细胞周期变化
Figure 3　Changes in cell cycle of HepG2 cells aft er cucurbitacin I treatment

图 2　葫芦素 I 处理 HepG2 后细胞克隆形成情况
Figure 2　Colony-forming ability of HepG2 aft er cucurbitacin I treatment
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图 4　葫芦素 I 处理后 HepG2 细胞形态变化（×400）
Figure 4　Morphological change of HepG2 cells aft er cucurbitacin I treatment (×400)
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2.5  葫芦素 I 处理 HepG2 细胞后蛋白表达变化

用Western  b lo t分析葫芦素I处理HepG2细胞 

24 h后蛋白表达变化，结果显示，5、10 μmol/L的

葫芦素I处理后，抗凋亡蛋白Mcl-1、survivin的表

达均明显下调；同时，5、10 μmol/L的葫芦素I处

理后，STAT3及其磷酸化分子p-STAT3的表达均明

显下调（图5）。

图 5　葫芦素 I 处理后 HepG2 细胞抗凋亡因子及其相关信

号分子蛋白的表达
Figure 5　The protein expressions of anti-apoptoti factors and 

the related signaling molecules in HepG2 cells after 
cucurbitacin I treatment 
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2.6  葫芦素 I 处理 HepG2 细胞后 mRNA 表达相

对变化

用实时定量PCR分析葫芦素I处理HepG2细胞

前后mRNA的相对变化，结果（图6）显示，与对

照组比较，1 μmol/L葫芦素I处理组STAT3、Mcl-1、

s u r v i v i n 的 m R N A 表 达 均 明 显 下 调 （ P = 0 . 0 0 0 、

0.005、0.000）。

图 6　葫芦素 I 处理后 HepG2 细胞抗凋亡因子及其相关信

号分子 mRNA 的表达
Figure 6　The mRNA expressions of anti-apoptoti factors and 

the related signaling molecules in HepG2 cells after 
cucurbitacin I treatment
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3　讨　论

M c l - 1 是 B c l - 2 家 族 中 的 主 要 抗 凋 亡 蛋 白 [ 9 ]，

在 肝 癌 中 高 表 达 ， 与 肝 癌 的 生 存 和 耐 药 相 关 ， 抑

制 M c l - 1 可 增 加 肝 癌 对 化 疗 药 物 的 敏 感 性 [ 1 0 ]。 针

对 M c l - 1 开 发 的 抑 制 剂 S 6 3 8 4 5 具 有 广 谱 的 抗 癌 效

果 ， 且 具 有 较 好 的 安 全 性 [ 1 1 ]。 生 存 蛋 白 s u r v i v i n

在 肝 癌 中 高 表 达 ， 促 进 肝 癌 细 胞 增 殖 和 生 存 ， 降

低肝癌细胞对化疗药物的敏感性 [12-14]。因此Mcl-1

和 s u r v i v i n 可 能 是 治 疗 肝 癌 的 潜 在 靶 点 。 本 研 究

发现，葫芦素I不仅抑制Mcl-1和survivin的蛋白表

达，还下调其mRNA的表达水平，这与在骨肉瘤细

胞[5]研究结果一致。

S T A T 3 是 与 肿 瘤 相 关 的 一 个 主 要 转 录 因 子 ，

在肝癌中持续活化，活化状态的STAT3（p-STAT3 

Y 7 0 5 ） 能 进 入 细 胞 核 调 控 下 游 基 因 表 达 [ 1 5 - 1 6 ]，

促 进 细 胞 增 殖 与 存 活 。 有 大 量 研 究 [ 1 7 - 2 0 ]表 明 ， 抗

凋亡Mcl -1和Surv iv in是STAT3信号通路的下游基

因，抑制STAT3通路能显著抑制其下游基因Mcl-1

和Survivin的表达。已经发现葫芦素I能抑制Mcl-1

和survivin的表达，其是否通过STAT3通路尚不明

确，我们的研究结果显示葫芦素I抑制了STAT3的

激活，还下调Mcl -1和surv i v in的mRNA的表达水

平，说明葫芦素I是通过STAT3信号通路抑制Mcl-1

和surv i v in的表达。本研究还发现葫芦素I还从转

录 水 平 抑 制 S T A T 3 的 表 达 ， 与 其 在 塞 扎 里 综 合 征

中 的 结 果 一 致 [ 2 1 ]， S T A T 3  m R N A 表 达 下 调 也 与

microRNA的调控相关[22]。非磷酸化的STAT3也能

进 入 细 胞 核 与 染 色 质 结 合 ， 维 持 染 色 质 的 稳 定 ，

调控基因的表达 [23-24]，葫芦素I抑制STAT3的表达

还可能破坏染色质的稳定性，造成DNA损伤，其

细胞内的具体机制还有待进一步的研究。

肿 瘤 的 发 展 还 与 细 胞 周 期 密 切 相 关 ， 有 研 究

发现葫芦素I能下调cyclin B1和cdc2的表达[25]，葫芦

素D也能引起细胞周期阻滞在G2/M期[26]。本研究发

现，葫芦素I能使HepG2细胞周期阻滞在G2期。

本 研 究 发 现 ， 葫 芦 素 I 能 抑 制 肝 癌 细 胞

（HepG2、QGY-7703、SMMC-7721）的增殖，且

具有时间和浓度依赖性。葫芦素I抑制HepG2细胞

的克隆形成，阻滞周期进展。葫芦素I通过STAT3

信号通路抑制Mcl-1和survivin的表达，引起HepG2

细胞凋亡。尽管在细胞水平葫芦素I对肝癌细胞凋
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亡 表 现 出 较 好 效 果 ， 但 由 于 生 物 体 的 复 杂 性 ， 在

体内是否有同样显著效果还有待进一步研究。

葫芦素I能抑制肝癌细胞增殖，引起细胞周期

阻 滞 ， 诱 导 凋 亡 发 生 ， 其 初 步 的 分 子 机 制 是 葫 芦

素抑制STAT3的激活，从而抑制其下游抗凋亡蛋白

Mcl-1、survivin的表达。葫芦素I可能作为一种治

疗肝癌的靶向药物。
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

1. 统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要做法。如调查设计 ( 分为前瞻性、回顾性或横断面调查研究 )；实验

设计 ( 应交代具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、正交设计等 )；临床试验设计 ( 应交代属于第几期临

床试验，采用了何种盲法措施等 )。主要做法应围绕 4 个基本原则 ( 随机、对照、重复、均衡 ) 概要说明，尤其要交代如何控

制重要非试验因素的干扰和影响。

2. 资料的表达与描述：用 x-   ± s 表达近似服从正态分布的定量资料，用 M（QR）表达呈偏态分布的定量资料；用统计表时，

要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度值

的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 20，要注意区分百分率与百分比。

3. 统计分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计分

析方法，不应盲目套用 t 检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备条

件以分析目的，选用合适的统计分析方法，不应盲目套用 χ2 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回

归类型，不应盲目套用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资

料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、

合理的解释和评价。

4. 统计结果的解释和表达：当 P<0.05( 或 P<0.01) 时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说对比组之间具有

显著性 ( 或非常显著性 ) 的差别；应写明所用统计分析方法的具体名称 ( 如：成组设计资料的 t 检验、两因素析因设计资料的

方差分析、多个均数之间两两比较的 q 检验等 )，统计量的具体值 ( 如 t=3.45, χ2=4.68, F=6.79 等 ) 应可能给出具体的 P 值 ( 如

P=0.0238)；当涉及到总体参数 ( 如总体均数、总体率等 ) 时，在给出显著性检验结果的同时，再给出 95% 置信区间。
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