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白藜芦醇对肝癌细胞增殖和凋亡影响及其机制 *
戴维奇 徐 凌 王 锋 卫 巍 沈 杰 黄银实 杨丽娟 何姗姗 郭传勇△

（同济大学附属第十人民医院消化内科 上海 200072）

摘要 目的：研究白藜芦醇（resveratrol，Res）对肝癌细胞 LM3 周期及凋亡的影响并探讨其可能的分子机制。方法：分别用 50、100、
150、200μmol/L 浓度的 Res 作用 LM3 肝癌细胞 24、48 和 72h，CCK-8 测定 Res 对细胞的增殖作用；分别以相同剂量的 DMSO 及

无处理的 LM3 细胞为随机和空白对照，观察 150μmol/L Res 作用 72 小时后对肿瘤细胞周期及凋亡的影响；Real time-PCR 及

Western blot 分析 Res 对 LM3 细胞中 Bak 和 Bcl-2 mRNA 及蛋白表达的影响。结果：Res 体外能明显抑制肝癌细胞 LM3 的生长增

殖，在一定范围内呈现作用浓度（F=101.183，P＜0.001）和时间依赖性（F=192.371，P＜0.001）；150μmol/L Res 作用 72 小时后能显

著减缓肝癌细胞 LM3 的周期转换（P＜0.001），并诱导明显的细胞凋亡效应（P＜0.001）；进一步的检测发现 Res 作用 LM3 细胞

后，Bak mRNA（P=0.002，0.007）及蛋白（P = 0.004，0.01）表达增强，而 Bcl-2 mRNA（P=0.027，0.007）及蛋白（P = 0.001，0.001）表达

出现显著下降。结论：Res 可能通过对 Bak 及 Bcl-2 表达的调节来抑制肝癌细胞 LM3 的增殖，并诱导其细胞凋亡。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of resveratrol (Res) on cell cycle and apoptosis of hepatocellular carcinoma LM3

cells and the possible molecular mechanisms. Methods: Cell counting kit-8(CCK-8) assay was used to examine the effect on cell prolifer-
ation of hepatocellular carcinoma LM3 cells treated by Res with the concentration of 50μmol/L for 24 and 72 hours; LM3 cells were
treated by DMSO or no treatment as randomized and blank control, and then were detected. The expression of Bak and Bcl-2 mRNA and
protein in LM3 cells treated by Res were evaluated by Real-time PCR and western blot, respectively. Results: Res inhibited the prolifera-
tion of LM3 cells in time-dependent manner（F=101.183，P＜0.001）and concentration-dependent manner（F=192.371，P＜0.001）in vit-
ro. It was found that Res could accelerate cells cycle transition and induce apoptosis after treatment by Res at 150μmol/L for 72 hours.
The expression of Bak mRNA (P=0.002，0.007) and protein （P = 0.004，0.01）were obviously up-regulated on treated LM3 cells, while
the expression of Bcl-2 mRNA（P=0.027，0.007）and protein（P = 0.001，0.001）decreased remarkably. Conclusion: Res can not only in-
hibit proliferation of LM3 cells but also induce cellular apoptosis through accommodating the expression of Bak and Bcl-2.
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前言

原发性肝癌（primary liver cancer, PLC）包括肝细胞癌（hep-
atocellular carcinoma, HCC）、肝胆管细胞癌（cholangiocarcino-
ma）、肝细胞及胆管混合癌等几种类型，PLC 是我国高发肿瘤，

位于恶性肿瘤病死率第二位，这其中又以乙型肝炎病毒感染后

的肝细胞癌为主 [1]。因此，针对能够明显抑制原发性肝细胞肿

瘤的药物研究就显得十分重要。
白藜芦醇（Resveratrol, Res）是 1940 年首次从毛叶黎芦的

根部分离得到的非黄酮类多酚化合物。Res 在新鲜葡萄皮中含

量较高，在中药植物虎杖中含量最为丰富。因 Res 具有抗炎、抗

氧化、抑制血小板聚集、保护心血管、鳌合自由基等作用，长期

以来一直广泛用于心血管病的防治中。最近研究表明 Res 可显

著抑制多种人类肿瘤细胞的生长增殖[2-6]，本研究主要通过白藜

芦醇处理肝癌细胞株 LM3，观察白藜芦醇对肝癌细胞增殖及

凋亡的影响，检测相关基因及蛋白的变化情况，以期阐明白藜

芦醇抗肿瘤的可能机制。

1 材料与方法

1.1 细胞和主要试剂

人肝细胞癌细胞株 LM3(购自美国 ATCC 公司)；Res(纯度

>99.9％)(Sigma)用二甲基亚(DMSO)溶解后配成 100mmol／L
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的储存浓度；CCK-8 试剂盒购自 Dojindo 公司；引物序列由上

海生工生物工程公司合成；兔抗人 B 细胞淋巴瘤因子 2（B-cell
leukemia/lymphoma 2, Bcl-2） 抗体、兔抗人 Bcl-2 同源拮抗物

（Bcl-2 homologous antagonist/killer, Bak） 抗体及鼠抗人β-actin
抗体均购自 Santa Cruz 公司；Bradford 蛋白含量检测试剂盒购

自南京凯基生物公司。
1.2 细胞增殖活性检测

1.2.1 LM3 细胞培养及 Res 处理 将 LM3 细胞置于含 10％小

牛血清、100 U/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素的 High glucose
DMEM 培养基中，移入 CO2 培养箱内，于 37℃、5％ CO2 及饱

和湿度条件下培养。取对数生长期细胞用胰蛋白酶消化，按照

1×103 个细胞 / 孔接种到 96 孔板，细胞贴壁后，按照 50、100、
150、200μmol／L 浓度梯度加入 Res，每个浓度重复 3 孔，分别

设置 24、48、72 h 作为实验终止时间点。以未添加 Res 的 LM3
作为对照细胞。
1.2.2 CCK-8 法检测 在不同浓度 Res 作用不同时间后的 LM3
细胞培养液中加入 10μl CCK-8 试剂(5 g/L)，继续培养 4 h 后吸

去上清液，酶标仪测定光密度值(OD450nm)。按公式细胞增殖

抑制率(％)=(1-Res 作用细胞 OD／对照细胞 OD )×100％计算

细胞增殖抑制率。以 Res 浓度为横坐标，细胞增殖抑制率为纵

坐标，绘制 LM3 细胞在不同浓度 Res 作用下的量一效曲线。
1.3 细胞周期和凋亡检测

1.3.1 制备 Res 作用 72h 后的 LM3 细胞 用 150μmol/L Res 作

用 LM3 细胞 72h 后，收集细胞(Res 加药组)，PBS 洗涤 2 次，加

入 70％乙醇固定，4℃过夜。以未经任何处理的 LM3 细胞作

为空白对照组，以相同剂量 DMSO 处理的 LM3 细胞作为阴性

对照组。
1.3.2 流式细胞仪检测 ①细胞周期测定：收集三组 LM3 细

胞，PBS 洗涤 2 次，加入 70％乙醇固定，4℃过夜。加入 50 g/mL
碘化丙啶 (propidium iodide，PI) 250 μL，1mg/mL RNase 10μL，

避光 30 min，流式细胞仪测定细胞周期。②细胞凋亡检测：首

先用 150 μmol/L Res 处理 LM3 细胞 72h 后，收集细胞，PBS 洗

2 次，加入 70％乙醇固定，4℃过夜。用 l×binding Buffer 调节

细胞浓度为 1×106/mL，取 100 L 细胞加入 5μl Annexin-V 和

5μl PI，混匀后避光室温反应 15 min，加 400μl binding Buffer，
流式细胞仪检测细胞凋亡。
1.4 Real-time PCR

以 150 μmol/L Res 作用 LM3 细胞为实验组，未经任何处

理的 LM3 细胞作为空白对照组，相同剂量 DMSO 处理的 LM3
细胞作为阴性对照组，培养 72 小时后，分别收集 3 组细胞，提

取总 RNA 并且逆转录其 cDNA，利用 SYBR GreenⅠ 通过实

时定量 PCR，检测凋亡相关基因 Bcl-2，Bak 的 mRNA 表达情

况。荧光定量 PCR 的反应条件是：95℃10 min，95℃15 s，60℃
1 min，扩增 35 个循环，具体引物如表 1。

Gene Sequence(5'→3') Aamplified fragment

Bak(HGNC:949) Forward GAGATGGTCACCTTACCTCTGC 95bp

Reverse TCATAGCGTCGGTTGATGTCG

Bcl-2(HGNC:990) Forward CATGTGTGTGGAGAGCGTCAA 80bp

Reverse GCCGGTTCAGGTACTCAGTCA

β-actin(HGNC:132) Forward CTGGAACGGTGAAGGTGACA 140bp

Reverse AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA

表 1 Real-time PCR 各引物序列

Table 1 Primers for Real-time PCR

1.5 Western blot
同上处理细胞 72 小时后，分别提取出 3 组细胞的蛋白，经

蛋白定量以后，进行 SDS-PAGE 胶电泳、转膜、抗体封闭、洗

膜、孵育一抗和二抗，运用 ECL-PLUS 试剂盒曝光后显影，后期

经过 Bio-Rad 公司数码成像分析系统软件对图片进行扫描，以

β-actin 作为内参照，应用 Quantity One 软件进行半定量分析。
1.6 统计学方法

应用 SPSS 13.0 软件进行统计学处理。计量数据以 x±s 表

示。CCK-8 数据经双因素方差分析和 LSD-t 检验，对不同浓度

Res 作用不同时间的样本均数进行两两多重比较；细胞凋亡、
周期及 Western blot 结果均经单因素方差进行各组的比较分

析；Real Time-PCR 检测结果经 2-△△ct 处理后再经单因素方

差进行分析。P<0.05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Res 对 LM3 增殖活力的影响

CCK-8 法检测结果显示：①不同浓度 Res（50、100、150 和

200μmol/L）对肝癌 LM3 细胞增殖抑制率不同（F=192.371，P＜
0.001）；② Res 不同作用时间（24、48 和 72h）对肝癌细胞增殖

抑制率不同（F=101.183，P＜0.001）；③在作用 24 小时时，所有

4 个 Res 作用浓度对 LM3 细胞抑制作用不明显甚至有促进其

增殖的情况发生。④各组在同一时间或同一浓度范围内，组间

两两差异均有统计学意义 （P＜0.001）。可见 Res 体外对 LM3
细胞有明显抑制作用，并在一定范围内基本呈现明显的浓度、
时间依赖性。从图 1 中可见 150 μmol/L Res 作用 72 小时后随

着药物浓度增高抑制率的斜率出现下降，说明单位浓度下抑制

效率开始降低，因此认为 150 μmol/L Res 作用 72 小时对 LM3
细胞的抑制作用最明显，此后的实验均以此为作用截止点。
2.2 Res 对 LM3 细胞周期的影响

150 μmol/L 的 Res 持续作用 72 小时后，G0/G1 期细胞为
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图 1 Res 不同浓度不同时间对肝癌细胞 LM3 的增值抑制作用

Fig.1 Inhibitory rate of hepatocellular carcinoma LM3 cells after treatment

by Res in different concentration for different time

66.09±4.80%，S 期细胞为 18.20±3.43%，与 DMSO 随机对照

（G0/G1，29.63 ±4.78% ；S，57.97 ±4.62% ） 和 空 白 对 照

（G0/G1，34.58±1.07%；S，56.08±1.09%） 均有显著差异 （P＜
0.001），表现为 LM3 细胞聚集于 G0/G1 期，同时 S 期细胞数明

显减少，细胞周期进程减慢，说明一定浓度的 Res 能抑制肝癌

细胞的周期转换，使之增殖减缓（图 3）。
2.3 Res 对 LM3 细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测各组细胞凋亡结果显示，与随机对照组

（凋亡率 10.37±1.04%）和空白对照组（凋亡率 11.30±0.70%）

比较，白藜芦醇实验组（凋亡率 58.47±3.31%）能显著诱导肝癌

细胞株 LM3 细胞凋亡（P＜0.001）（图 3）。
2.4 Res 作用后肝癌细胞 LM3 中 Bak 及 Bcl-2 表达的改变

150 μmol/L 的 Res 持续作用 72 小时后，肝癌细胞 LM3 的

Bak 基因 mRNA 的表达（图 3A），与随机对照组（DMSO）和空

白对照组处理后的相比较显著上调 （2.27±0.56 Vs 0.73±
0.12，1.03±0.31；P=0.002，0.007），Bcl-2 基因 mRNA 的表达与

随机和空白对照组处理后则出现大幅降低 （0.44±0.15 Vs
0.84±0.22，1.01±0.13；P=0.027，0.007）（图 4A）；同时 Western
blot 检测相关蛋白的表达发现，Res 处理后肝癌细胞 Bak 蛋白

的表达与两对照组比较也出现明显增强（1.35±0.16 Vs 0.92±

0.06，1.02±0.10；P = 0.004，0.01），而 Bcl-2 蛋白则表达下降

（0.66±0.05 Vs 0.95±0.04，1.01±0.10；P = 0.001，0.001）（图

4B）。

图 2 Res 处理后肝癌细胞 LM3 周期影响：A：白藜芦醇加药组；B：DMSO 随机对照组；C：空白对照组

Fig.2 Effects on apoptosis of hepatocellular carcinoma LM3 cells after treatment by Res.

A: Treated with Res; B: Treated with DMSO; C: No treatment

图 3 Res 处理后肝癌细胞 LM3 凋亡影响：A：白藜芦醇加药组；B：DMSO 随机对照组；C：空白对照组

Fig.3 Effects on cell cycle of hepatocellular carcinoma LM3 cells after treatment by Res：A: Treated with Res; B: Treated with DMSO; C: No treatment
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图 4 Res 处理后肝癌细胞 Bak 及 Bcl-2 表达

A：LM3 肝癌细胞株经 150μmol/L 白藜芦醇处理 72 小时后 Bak 和

Bcl-2 在 mRNA 水平上的改变；B：LM3 肝癌细胞株经 150μmol/L 白藜

芦醇处理 72 小时后 Bak 和 Bcl-2 在蛋白水平上的改变。a:Res 处理

组；b：DMSO 处理组；c：阴性对照组。*P < 0.05; **P < 0.01

Fig. 4 Expression of Bak and Bcl-2 in hepatocellular carcinoma LM3 cells

after treatment by Res：
A: Change for Bak and Bcl-2 mRNA in hepatocellular carcinoma LM3

cells treated with 150 μmol/L Res for 72 hours；B: Change for Bak and

Bcl-2 protein in hepatocellular carcinoma LM3 cells treated with 150

μmol/L Res for 72 hours. a: Treated with Res; b: Treated with DMSO;

c: No treatment. *P < 0.05; **P < 0.01

3 讨论

PLC 为最常见的消化道恶性肿瘤之一，其发生进展涉及基

因突变、基因异常表达、信号网络调节等多个不同机制。常规的

用药及放化疗因副作用等方面的制约效果不佳，而近年来发现

天然植物提取物 Res 能通过多种途径对多种肿瘤细胞(包括肝

癌)有显著抑制作用[7]。研究拟通过 Res 作用后 LM3 细胞周期

和凋亡调控基因及其蛋白的表达改变，探讨 Res 对肝癌细胞生

物学特性的影响，为进一步阐明 Res 抗肿瘤机制提供实验依

据。结果显示，Res 可以剂量 - 时间依赖的方式拮抗肝癌细胞

LM3 细胞的增殖，并发现在一定浓度维持一定时间的情况下，

Res 能使肝癌 LM3 细胞聚集于 G0/G1 期，同时降低 S 期细胞比

例，说明肝癌细胞周期进程明显减缓，而凋亡则明显增多。进一

步的研究发现 Res 能显著增多 Bak 基因的表达，明显下调

Bcl-2 基因。这些结果提示对 Bak、Bcl-2 的表达调控可能是 Res
抑制肿瘤细胞增殖、促进凋亡的分子机制之一。

肿瘤最突出的特征之一是细胞数量的增加，细胞增殖加速

和死亡延缓均可影响细胞的最终命运。Bcl-2 家族是调控线粒

体致凋亡发生的主要调节因子，包括 Bcl-2、Bak、Bcl-2 相关 X
蛋白（Bcl2-associated X protein, Bax）等十几种成员，其主要通

过形成同质或异质二聚体进一步募集下游信号通路来促进或

抑制细胞的凋亡[8]。现阶段的大部分研究均认为该家族对细胞

周期及增殖并无影响，而仅发挥凋亡的调控功能，但随着研究

的深入发现该家族成员也可以通过某些通路影响细胞的周期

调节，如 Bak 可以通过与 p27KIP1 等抑制周期蛋白复合物的相

互作用以达到调节细胞周期的目的[9]，有研究证实 Bak 可以通

过在肿瘤细胞中核转位表达将细胞死亡信号传递给核内的周

期调节因子，从而诱导细胞在 G1 期停滞[10,11]。同样凋亡抑制基

因 Bcl-2 也可改变细胞周期调节蛋白，如细胞分裂周期蛋白 2
（Cell division control protein2, Cdc2）及细胞周期素依赖性蛋白

激酶 2（Cyclin-Dependent Kinase 2, CDK2）的核 - 胞桨转运来

影响细胞周期的状态[12]，此外 Bcl-2 蛋白通过转录后的磷酸化

修饰来调控细胞周期素依赖性蛋白激酶 1（Cyclin-Dependent
Kinase 1, CDK1）的表达，从而影响 G0/G1 期向 S 期的转换[13-15]。
本研究发现 Res 作用肝癌 LM3 细胞后可以引起细胞周期及凋

亡的一系列改变，而这种改变可能与 Bcl-2 家族相互拮抗作用

的两种成员 Bak 和 Bcl-2 的表达失衡有关，其具体的机制还有

待于进一步验证。
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