
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.24 NO.3 FEB.2024

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2024.03.007
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摘要 目的：研究软枣猕猴桃根内生真菌 C15（Trichoderma sp.）发酵提取物中的总皂苷成分对 2种肝癌细胞 HepG 2和 Huh-7细

胞的凋亡作用与初步作用机制。方法：采用 CCK-8细胞计数（Cell Counting Kit-8，CCK-8）法检测软枣猕猴桃根总皂苷（AARTS）和

内生真菌 C15总皂苷（C15TS）对 HepG 2和 Huh-7细胞的细胞活力的影响；采用细胞划痕实验和 Transwell小室实验对细胞的迁

移和侵袭能力进行检测；采用蛋白质印记法（Western Blot，WB）检测 P53信号通路中 3种凋亡相关蛋白（Bax、Bcl-2、Caspase-3）的

表达水平；采用 Annexin V-FITC/PI染色检测 HepG 2和 Huh-7细胞的凋亡时期。结果：根据细胞活力测试得出浓度为 50~400

滋g/mL时 AARTS和 C15TS对 HepG 2和 Huh-7细胞的活力有抑制作用，且呈现剂量依赖性；细胞划痕实验表明浓度为 200、400

滋g/mL时 AARTS和 C15TS可以降低 HepG 2和 Huh-7细胞的迁移能力；在 Transwell小室实验中，浓度为 200、400 滋g/mL时
AARTS和 C15TS均可抑制对 HepG 2细胞和 Huh-7细胞的侵袭能力；在WB实验中，AARTS和 C15TS经 200、400 滋g/mL孵育
24 h后，HepG 2和 Huh-7细胞胞内 Bax和 Caspase-3蛋白表达量增加，Bcl-2蛋白表达量减少；在 Annexin V-FITC/PI染色实验

中，浓度为 200、400 滋g/mL时 AARTS组和 C15TS组均具有促进 HepG 2和 Huh-7细胞凋亡的能力，且多为早期凋亡。结论：

C15TS与 AARTS的作用效果相似，也可抑制 HepG 2和 Huh-7细胞的增殖、迁移和侵袭，促进细胞凋亡，其机制可能与 P53信号

通路有关。
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Study on Total Saponins of Endophytic Fungi in Actinidia Arguta Root
Against Hepatocellular Carcinoma*

To study the total saponins in the extract of endophytic fungus C15 from Actinidia arguta root and their ef-

fects on the apoptosis of hepatoma HepG 2 and Huh-7 cells, and to explore the possible mechanism. The effects of total

saponins of AARTS (Total Saponins from the roots of Actinidia arguta, AARTS) and C15TS (C15 Total Saponins, C15TS) on the cell vi-

abilities of HepG 2 and Huh-7 hepatoma cells were determined by CCK-8 (Cell Counting Kit-8) method; The cell migration and invasion

abilities were detected by cell scratch assay and Transwell assay; Western Blot (WB) was used to detect the expression levels of three

apoptosis-related proteins (Bax, Bcl-2, Caspase-3) in HepG 2 and Huh-7 hepatoma cells; Annexin V-FITC/PI staining was used to detect

the apoptotic period of HepG 2 and Huh-7 cells. According to cell viability tests, AARTS and C15TS inhibited the viabilities of

HepG 2 and Huh-7 cells in a dose-dependent manner at concentrations ranging from 50 to 400 滋g/mL. The cell scratch test showed that
the concentration of AARTS and C15TS at 200 and 400 滋g/mL could decreased the migration abilities of HepG 2 and Huh-7 cells. In

Transwell assay, AARTS and C15TS at concentrations of 200 and 400 滋g/mL inhibited the invasion abilities of HepG 2 and Huh-7 cells.

In WB experiment, after incubation with 200 and 400 滋g/mL AARTS and C15TS for 24 h, the expression of Bax and Caspase-3 protein

increased in HepG 2 and Huh-7 cells, while the expression of Bcl-2 protein decreased. In the Annexin V-FITC/PI staining experiment,

both the AARTS groups and the C15TS groups with concentrations of 200 and 400 滋g/mL had the abilities to promote the apoptosis of

HepG 2 and Huh-7 cells, and the apoptosis was mostly early. Similar to AARTS, the C15TS can also inhibit the prolifera-

tion, migration and invasion of HepG 2 and Huh-7 cells, and promote cell apoptosis, which may be related to P53 signaling pathway.
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前言

软枣猕猴桃 Actinidia arguta (Sieb. et Zucc.) Planch. ex

Miq.，属落叶大藤本植物，主要生长在黑龙江、辽宁、湖南、江

西、安徽、浙江等地[1,2]。软枣猕猴桃最早记载于《开宝本草》[3]，其

根又名藤梨根[4]，具有滋阴润肺、补气养血、消食健脾等功效[5]；

根中含有大量功能性成分，如生物碱、三萜类、醌类、黄酮类、猕

猴桃碱及肉苁蓉碱[6-9]，具有很好的医疗保健作用，如抗氧化[10]、

抗肿瘤等作用[11]。

因软枣猕猴桃生长周期较长，以根入药不利于软枣猕猴桃

的资源保护。而内生真菌具有繁殖快速、产量高、成本低、便于

组织大规模的工业化生产等优点[12]，其次生代谢产物可以产生

与宿主植物相类似的活性成分[13]，可以缓解中药资源短缺，避

免对中药资源的破坏，且植物内生真菌作为一种新兴的药用资

源，已成为植物药领域的研究热点。

基于以上背景，本文采用 CCK-8法、Transwell小室实验、

Western Blot（WB）和 Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测等方法

研究了软枣猕猴桃根总皂苷（Total Saponins from the roots of

Actinidia arguta，AARTS）和内生真菌 C15总皂苷（C15 Total

Saponins，C15TS）对 HepG 2和 Huh-7细胞活性、增殖、迁移、凋

亡的影响，进而探究内生真菌代替宿主植物发挥药理活性的可

行性，并为软枣猕猴桃根的资源保护与利用提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料

HepG 2 和 Huh-7 细胞购自武汉普诺赛生命科技有限公

司；Mouse Anti-Bax antibody、Rabbit Anti-Bcl-2 antibody、Mouse

Anti-Caspase-3 antibody购自北京博奥森生物技术有限公司；

Annexin V-FITC/PI凋亡试剂盒购自碧云天；全自动多功能酶

标仪（Synergy-HT）购自美国 Bio-TEK公司；VE-186垂直电泳

仪购自上海天能科技公司；Tanon 5200全自动化学发光仪购自

上海天能科技公司；光学显微镜 XS-43C购自上海光学仪器厂。

新鲜软枣猕猴桃根采于佳木斯大学农林实验实习基地，经

刘德江正高级实验师鉴定为猕猴桃科猕猴桃属植物软枣猕猴

桃。将洗净后的软枣猕猴桃根采用组织块接种的方法分离内生

真菌得到 C15菌株。最终由武汉博越致和公司对其进行 ITS分

子鉴定，鉴定结果为 Trichoderma sp.。
课题组前期通过对 C15（Trichoderma sp.）进行发酵培养[14]，

并采用超声提取法对软枣猕猴桃根和内生真菌 C15进行总皂

苷提取 [15]，以及 D101大孔树脂纯化 [16]。纯化后 AARTS和

C15TS含量分别为 63.29%和 61.37%。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 参照吕洁[17]、何志龙[18]等操作对 HepG 2和

Huh-7细胞进行细胞重悬（1000 rpm离心 5 min），并将细胞悬

液接种瓶置于 37℃、5% CO2培养箱内培养。

1.2.2 CCK-8活力检测 将 HepG 2和 Huh-7细胞制成细胞

悬液（浓度为 5× 104个 /mL），其余步骤参考许洋[19]方法。5-氟

尿嘧啶组（5-FU组，药物浓度梯度为（10、20、30、40、50 滋g/mL）、
AARTS组、C15TS组（药物浓度梯度均为 25、50、100、200、400

滋g/mL）。计算公式如下，其中 A为吸光度（OD值）。

细胞增殖抑制率 = [A给药组 -A空白组 /A对照组 -A空

白组]× 100%

1.2.3 细胞划痕实验 参考王谦[20]方法处理细胞悬液后，参考

陈成 [21] 操作分别用含不同浓度 5-FU组、AARTS组和 C15TS

组的无血清培养基（DEME）培养 HepG 2和 Huh-7细胞 24 h，

在 0 h、24 h取样，拍照记录。运用 Image J软件测量两种细胞在

药物培养 24 h后细胞划痕面积的大小变化，计算相应的细胞

迁移率，其中 S为细胞迁移面积。

计算公式：细胞迁移率 =（S0 h-S24 h）/S0 h× 100%

1.2.4 Transwell小室实验 通过血细胞板计数调整细胞密度

至 5× 104个 /mL，取 100 滋L细胞悬液接种于小室上（各浓度设
置 3个复孔），分别将不同浓度的 5-FU组、AARTS组和 C15TS

组药物加入上室。其余步骤按张安勇[22]操作进行，最后在单个

小室镜下随机选取 3个视野进行拍照，并用 Image J软件对图

片中视野内细胞进行计数。

1.2.5 WB对 Bcl-2、Bax和 Caspase-3蛋白含量检测 参考梁

家豪[23]方法处理细胞，其余操作按照杨宗林[24]方法进行，最后用

Image J 软件进行条带分析。各蛋白稀释比例为 Bcl-2、Bax、

Caspase-3（均为 1:500），GAPDH（1:5000），二抗（1:1700）。

1.2.6 Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测 配制不同浓度

C15TS、AARTS与 5-FU药物培养基，沿细胞孔壁每孔加入 2mL

配制好的培养基，每组设 3个复孔，混匀后于培养箱孵育 24 h。

细胞重悬后，将浓度为 5× 105个 /mL的细胞悬液 200滋L于 2mL

共聚焦小皿，均加入 5 滋L AnnexinV-FTTC与 PI室温条件下避

光孵育 20 min。再加入 300 滋L Biding bufer（1× ）并充分混匀

后，将细胞悬液在荧光显微镜下检测。

1.3 统计学分析

使用 GraphPad Prism 8.0进行数据处理，并使用 t检验、单

因素方差分析进行统计学分析。P<0.05具有统计学意义。

2 结果

2.1 CCK-8细胞活力测试结果

实验结果由图 1所示。与对照组相比，5-FU组能够抑制

HepG 2和 Huh-7细胞增殖（P<0.05，P<0.01或 P<0.001）且呈剂
量依赖性，说明 5-FU具有较强的抑制细胞增殖的作用。与对照

组相比，在浓度为 25 滋g/mL剂量下 AARTS组与 C15TS组对

HepG2和Huh-7细胞均有抑制作用，但无统计学意义（P>0.05）；
在 50 滋g/mL 剂量下 AARTS 组和 C15TS 组对 HepG 2 和

Huh-7 有抑制作用（P<0.05）；在 100 滋g/mL、200 滋g/mL、400
滋g/mL剂量下 AARTS 组和 C15TS 组对 HepG 2 和 Huh-7 细

胞均有显著抑制作用（P<0.01）。
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参考 5-FU 组、AARTS 组与 C15TS 组对 HepG 2 细胞和

Huh-7细胞的 IC50值，见表 1。将后续实验的给药量浓度确定

为 ：5-FU 组 为 20 滋g/mL、AARTS-H 组 为 200 滋g/mL、

AARTS-M 组 为 100 滋g/mL、AARTS-L 组 为 50 滋g/mL、
C15TS-H组为 200 滋g/mL、C15TS-M组为 100 滋g/mL、C15TS-L
组为 50 滋g/mL。

图 1 5-FU、AARTS和 C15TS组对 HepG 2和 Huh-7细胞的增殖影响

Fig.1 Inhibitory effect of 5-FU, AARTS and C15TS groups on proliferation of HepG 2 and Huh-7 cells

Note: Compared with control group, ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05.

Cell type Groups IC50 (滋g/mL)

HepG 2 5-FU group 21.9

AARTS group 90.98

C15TS group 97.67

Huh-7 5-FU group 18.64

AARTS group 87.36

C15TS group 97.60

表 1 对 HepG 2和 Huh-7细胞抑制的 IC50

Table 1 IC50 that inhibits HepG 2 and Huh-7 cells

2.2 划痕实验结果

通过显微镜（× 200）观察 5-FU组、AARTS组和 C15TS组

对 HepG 2和 Huh-7细胞的迁移影响，结果如图 2A和图 2B所

示。对比 0 h前的划痕区域正常培养的对照组细胞，HepG 2和

Huh-7细胞在正常生长 24 h后发生了较大面积的迁移。经过

24 h药物培养后的实验结果显示，5-FU组显著抑制 HepG 2细

胞迁移（P<0.01）。其中 AARTS和 C15TS的高剂量组和中剂量

组对 HepG 2和 Huh-7细胞的迁移具有抑制作用（P<0.01 或
P<0.05），低剂量组无统计学意义（P>0.05），细胞迁移率见图 3。

2.3 Transwell小室实验

结果如图 4 和图 5 所示。在 HepG 2 和 Huh-7 细胞中，

5-FU组、AARTS组和 C15TS组中侵袭成功的细胞数都明显少

于对照组。其中 5-FU组对抑制 HepG 2和 Huh-7细胞的侵袭

有显著效果（P<0.01）。在 AARTS组和 C15TS组的培养下，

AARTS、C15TS 的高剂量组和中剂量组对抑制 HepG 2 和

Huh-7细胞的侵袭具有抑制作用（P<0.01或 P<0.05），低剂量组
无统计学意义（P>0.05），细胞侵袭个数见图 6。

2.4 WB对 Bcl-2、Bax和 Caspase-3蛋白含量的检测结果

HepG 2 和 Huh-7 细胞中 Bcl-2，Bax 和 Caspase-3 蛋白表

达含量结果如图 7、图 8所示。在 5-FU组处理下，HepG2和Huh-7

细胞中 Bax 和 Caspase-3 蛋白表达含量显著升高（P<0.01），
Bcl-2蛋白表达含量显著降低（P<0.01）。在 AARTS组和 C15TS

组处理下，HepG 2和 Huh-7细胞中凋亡相关蛋白表达水平发

生变化，AARTS 和 C15TS 高剂量组和中剂量组 Bax 蛋白和

Caspase-3蛋白表达水平升高（P<0.01或 P<0.05），Bcl-2蛋白表
达水平降低（P<0.01或 P<0.05），低剂量组无统计学意义（P>0.05）。

2.5 Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测结果

HepG 2和 Huh-7细胞经过不同浓度的 AARTS和 C15TS

处理培养 24 h后，运用 AnnexinV-FITC/PI双染法荧光标记细

胞，并检测其细胞凋亡情况，结果如图 9和图 10所示。荧光显

微镜下进行随机取样，观察到显示 FITC标记的细胞为早期凋

亡细胞，呈绿色荧光；PI染色后的细胞则为晚期凋亡细胞，呈红

色荧光，通过 Image J软件将同一视野下的荧光图Merge后得

到荧光标记后全凋亡情况。与对照组相比，5-FU组可以促进

HepG 2和 Huh-7细胞凋亡，AARTS和 C15TS促进 HepG 2和

Huh-7细胞凋亡，且多为早期凋亡细胞（绿色荧光）。

3 讨论

先前研究表明 Trichoderma sp. 次生代谢产物对人非小细

胞肺癌细胞 A549和人前列腺癌细胞 PC3有较为明显的抑制

作用[25,26]。且有文献报道皂苷类成分对癌细胞有很好的抑制活

性[27,28]。本文首次研究了 C15（Trichoderma sp.）菌株和 AARTS

对 HepG 2和 Huh-7细胞的抗肝癌作用。通过一系列的实验表

明，C15TS和 AARTS可以抑制细胞的增殖、迁移、侵袭及促进

细胞的凋亡。

近年来研究表明，细胞凋亡与肿瘤关系密切[29,30]。其中 P53

信号通路中两种具有代表性作用的蛋白 Bax与 Bc1-2通常发

生同源二聚体与异源二聚体作用[31]。Bax会发生高表达，同时与

Bcl-2形成同源二聚体，促进释放细胞色素 C进入细胞质，最终

激活 Caspase级联作用导致凋亡的发生[32]。

采用 Transwell 小室和划痕实验的方法检测 C15TS 和

AARTS对 HepG 2和 Huh-7细胞侵袭和迁移的情况。结果表
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图 3 5-FU、AARTS和 C15TS组对 HepG 2和 Huh-7细胞 24 h内迁移率

Fig. 3 5-FU, AARTS, and C15TS groups on Migration rates within 24 h in

HepG 2 and Huh-7 cells.

Note: A. control group; B. 5-FU group; C. AARTS-H group;

D. AARTS-M group; E. AARTS-L group; F. C15TS-H group;

G. C15TS-M group; H. C15TS-L group; Compared to control group,

**P<0.01, *P<0.05.

图 2 5-FU、AARTS和 C15TS组对 HepG 2和 Huh-7细胞 24 h内迁移率影响（× 200）

Fig.2 Effect of 5-FU group, AARTS groups, and C15TS groups on Migration rates within 24 h in HepG 2 and Huh-7 cells (× 200)

Note: A.HepG 2 cells; B.Huh-7 cells.

明，C15TS和 AARTS对 2种肝癌细胞的侵袭和迁移均有抑制

作用，这一结果与左天[33]的研究相似。采用 Annexin V-FITC/PI

荧光双染的方法检测 C15TS 和 AARTS 对 HepG 2 和 Huh-7

细胞凋亡情况。结果表明，C15TS和 AARTS对 2种细胞均有

促进凋亡的作用，且多为早期凋亡细胞。同时运用WB法检测

P53 信号通路蛋白 Bax、Bcl-2、Caspase-3 在 HepG 2 和 Huh-7

细胞胞内蛋白表达情况，发现 C15TS和 AARTS均能够抑制

Bcl-2蛋白含量的表达以及提高 Bax和 Caspase-3蛋白含量的

表达。说明 C15TS和 AARTS对 HepG 2和 Huh-7细胞有相似

的作用效果，且可能是通过 P53信号通路促进细胞凋亡。
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图 4 AARTS和 C15TS组 HepG 2细胞侵袭程度的影响（× 200）

Fig. 4 Effect on the degree of invasion of HepG 2 cells within AARTS groups, C15TS groups (× 200)

Note: A. control group; B. 5-FU group; C. AARTS-H group; D. AARTS-M group; E. AARTS-L group; F. C15TS-H group; G. C15TS-M group;

H. C15TS-L group.

图 5 AARTS和 C15TS组对 Huh-7细胞侵袭程度的影响（× 200）

Fig. 5 Effect on the degree of invasion of Huh-7 cells within AARTS groups, C15TS groups (× 200)

Note: A. control group; B. 5-FU group; C. AARTS-H group; D. AARTS-M group; E. AARTS-L group; F. C15TS-H group; G. C15TS-M group;

H. C15TS-L group.

综上所述，C15TS和 AARTS有相似的药理活性，两者均

可抑制肝癌细胞 HepG 2和 Huh-7的细胞增殖、迁移、侵袭及促

进细胞凋亡。因此，软枣猕猴桃根内生真菌可能成为一种新型

的药用资源，为软枣猕猴桃根的资源保护与利用提供实验基础。
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图 9 HepG 2细胞的凋亡结果

Fig. 9 Apoptosis results of HepG 2 cells

Note: A. control group; B. 5-FU group; C. AARTS-H group; D. AARTS-M group; E. AARTS-L group; F. C15TS-H group; G. C15TS-M group;

H. C15TS-L group;

Green fluorescence was early apoptotic cells; Red fluorescence indicates late apoptotic cells; Merge represents all apoptotic cells.
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图 10 Huh-7细胞的凋亡结果

Fig. 10 Apoptosis results of Huh-7 cells

Note: A. control group; B. 5-FU group; C. AARTS-H group; D. AARTS-M group; E. AARTS-L group; F. C15TS-H group; G. C15TS-M group;

H. C15TS-L group;

Green fluorescence was early apoptotic cells; Red fluorescence indicates late apoptotic cells; Merge represents all apoptotic cells.
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