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Abstract
AIM
To investigate the effect of flavonoids from Rabdosia 
serra (Maxim.) Hara on the proliferation, migration, and 
invasion of human hepatoma HepG2 cells and explore 
the possible mechanisms involved. 

METHODS
After HepG2 ce l ls were t reated with var ious 
concentrations of flavonoids from Rabdosia serra (Maxim.) 
Hara (0, 1, 5, 10, 20, or 40 μmol/L), cell viability was 
determined by CCK-8 assay, cell migration was examined 
by wound healing assay, and cell invasion was assessed 
by Transwell assay. Moreover, the protein expression of 
Notch-1, Cyclin D1, MMP-2, and MMP-9 was detected by 
Western blot. 

RESULTS
CCK-8 assay showed that flavonoids from Rabdosia 
serra (Maxim.) Hara decreased HepG2 cell viability in 
a concentration-dependent manner, with the maximal 
effect observed at 20 μmol/L. Flavonoids from Rabdosia 
serra (Maxim.) significantly inhibited hepatoma cell 
migration and invasion. Furthermore, the protein 
expression of Notch-1, Cyclin D1, MMP-2, and MMP-9 
was dramatically decreased after treatment with 
flavonoids from Rabdosia serra (Maxim.) Hara. 

CONCLUSION
Our data demonstrate that the flavonoids from Rabdosia 
serra (Maxim.) Hara can effectively inhibit human 
hepatoma HepG2 cell proliferation, migration, and 
invasion possibly by inhibiting the Notch-1-MMP-2/-9 
and Notch-1-Cyclin D1 signaling pathways.

溪黄草黄酮对肝癌细胞增殖, 迁移和侵袭的影响及相关
机制

李晨瑜, 张喜红

在线投稿: https://www.baishideng.com

DOI: 10.11569/wcjd.v26.i17.1029
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(Maxim.) Hara on proliferation, migration, and invasion of 
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摘要
目的
探讨溪黄草黄酮[Flavonoids from Rabdosia serra 
(Maxim.) Hara]对人肝癌细胞株HepG2的增殖、迁
移与侵袭能力的影响, 并研究初步机制. 

方法
CCK-8法检测不同浓度溪黄草黄酮(0、1、5、10、
20和40 μmol/L)对HepG2细胞活性的影响; 划痕实验
和Transwell侵袭实验分别检测细胞的迁移和侵袭能
力; Western blot检测Notch-1, Cyclin D1, MMP-2和
MMP-9蛋白表达水平变化. 

结果
CCK-8法检测结果显示溪黄草黄酮呈浓度依赖性抑
制HepG2细胞的生长, 当浓度到达20 μmol/L时, 抑
制作用达到最大; 经溪黄草黄酮干预后, HepG2细
胞迁移和侵袭能力显著下降, Notch-1, Cyclin D1, 
MMP-2和MMP-9蛋白表达水平显著下降. 

结论
溪黄草黄酮具有抑制肝癌细胞株HepG2增殖、迁
移和侵袭的作用, 其作用机制可能与溪黄草黄酮抑
制Notch-1-MMP-2/-9和Notch-1-Cyclin D1信号通路
相关. 

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 溪黄草黄酮; 增殖; 迁移; 侵袭; 肝癌细胞

核心提要: 溪黄草黄酮能够抑制肝癌细胞株HepG2增

殖、迁移和侵袭的恶性生物学行为, 其作用机制可能与

溪黄草黄酮抑制Notch-1-MMP-2/-9和Notch-1-Cyclin D1
信号通路相关.

李晨瑜, 张喜红. 溪黄草黄酮对肝癌细胞增殖, 迁移和侵袭的影响及相关

机制. 世界华人消化杂志 2018; 26(17): 1029-1035  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/full/v26/i17/1029.htm  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v26.i17.1029

0  引言

原发性肝细胞癌肝癌(hepatocelluar carcinoma, HCC)是
常见的致死性肿瘤之一, 主要特征是死亡率和恶性程度

高, 是全世界癌症死亡的第三大原因, 仅次于胃癌和肺

癌[1]. 目前对肝癌的临床治疗以手术为主[2], 由于大部分

患者确诊时已发生了临床转移, 从而导致治疗效果差, 
肝癌的术后易复发[3]. 肝癌细胞不受控制的增殖和癌细

胞的转移是肝癌患者死亡的主要原因[4], 因此, 抗肝癌

治疗的关键在于如何控制肝癌细胞增殖和转移侵袭. 
溪黄草具有清热利湿、退黄、凉血散瘀的功能, 同

时具有消炎、抗菌、抗肿瘤等功效[5]. 近来, 国内学者

研究发现溪黄草水煎剂具有减少肝损伤[6,7]和抗肝癌活

性[8,9]. 溪黄草黄酮是溪黄草重要的药理活性之一, 是溪

黄草水溶性总黄酮部位中活性药理活性成分. 近年来, 
虽然有关于溪黄草关于抗肝癌方面的研究[8,9], 但是对于

溪黄草黄酮研究尚不具体, 因此, 本实验观察溪黄草黄

酮对人肝癌细胞株HepG2的增殖、迁移与侵袭的作用, 
并探讨其初步作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2(中南大学湘雅医院细

胞中心); 溪黄草黄酮(纯度>98%; 中南大学药学院); 
DMEM培养基、胰蛋白酶、CCK-8试剂(Sigma公司); 
Notch-1、Cyclin D1、MMP-2、MMP-9和GADPH抗体

(Santa Cruz公司); Notch-1激动剂Jagged1、Notch-1抑制

剂LY3039478(MedChemExpress公司). 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 将人肝癌细胞株HepG2培养在含10%
胎牛血清的DMEM培养基中, 置于5% CO2、37 ℃培养

箱, 每2 d更换培养基; 用0.25%胰蛋白酶进行消化, 1:4
传代. 
1.2.2 CCK-8法检测各组细胞的细胞活力: 收集对数生

长期的HepG2细胞, 胰蛋白酶消化, DMEM培养基重悬

细胞调整为1×105个/mL, 接种于96孔板中, 每孔加入

RPMI-1640培养基100 μL, 待细胞贴壁后, 改用含1%胎

牛血清的DMEM细胞培养基同步化12 h, 弃旧培养基, 
更换含10%胎牛血清的DMEM细胞培养基, 然后分别

加入溪黄草黄酮使得最终浓度为0、1、5、10、20和
40 μmol/L, 继续培养12、24和48 h, 滴入10 μL CCK-8
试剂, 置于37 ℃、5% CO2培养箱, 4 h后, 于450 nm波长

处检测各孔吸光度值(A) , 每组设6复孔. 另设单孔仅加

入培养基作为空白对照, 计算各组细胞的细胞活力. 
1.2.3 实验分组: 实验分为空白对照组(Control), 不加

任何处理; 溶剂对照组(Vehicle), 加入相应体积溶剂

DMSO; 溪黄草黄酮组(Fla), 给予20 μmol/L溪黄草黄酮
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处理24 h. 
1.2.4 划痕实验: 取对数生长期的HepG2细胞以2×105

个/mL密度接种于24孔板中. 待细胞贴壁后, 改用含1%
胎牛血清的DMEM细胞培养基同步化12 h, 弃旧培养

基, 更换含10%胎牛血清的DMEM细胞培养基继续培

养细胞, 待细胞铺满孔底, 用枪头垂直皿底方向划痕, 
PBS小心清洗培养孔三次, 然后按照"1.2.3"方法分组, 
并置于37 ℃, 5%CO2培养箱继续培养24 h, 然后分别在

0 h和24 h时使用倒置相差显微镜观察细胞划痕的修复

情况, 进而通过划痕的愈合情况衡量细胞的迁移能力. 
1.2.5 Transwell侵袭实验: 按照"1.2.3"方法分组并处理

的细胞, 用含1%胎牛血清的DMEM细胞培养基同步化

12 h后, 然后消化并收集各组细胞. 用含0.2%BSA的无

血清DMEM细胞培养基重悬各组细胞, 制成细胞密度

为2×105个/mL单细胞悬液, 200 μL细胞悬液接种至预

先铺Matrigel胶的Transwell小室上室中, 下室中加入500 
μL含10%胎牛血清的DMEM培养基; 将Transwell小室

置于37 ℃、5% CO2的培养箱, 培养24 h后, 4%多聚甲

醛固定10 min, PBS洗涤, 0.1 %结晶紫染色10 min, 漂洗, 
棉球轻轻擦去基质胶和上室中未发生侵袭转移的细胞, 
置于倒置显微镜下观察并拍照, 每孔随机计数6个视野, 
计算穿膜细胞数取平均值并进行统计学分析. 
1.2.6 Western blot检测相关蛋白表达: 按照"1.2.3"方法分

组并处理的细胞, 待细胞达到观测时间点时, 弃培养基, 
PBS洗2次, 加入裂解液裂解细胞, 提取总蛋白, Bradford
比色法测定蛋白质浓度, 取相同质量的总蛋白, 加入等

体积的2×电泳加样缓冲液, 电泳, 转移至PVDF膜上, 加
入封闭液封闭1 h, 加入对应一抗, 4 ℃孵育过夜, 再加入

相应二抗, 室温孵育2 h, 化学发光法显色, 成像扫描分

析系统保存图像. 
统计学处理 实验数据采用SPSS15.0软件统计分析, 

计量资料数据采用mean±SD表示, 多组间均数差异性

比较采用单因素方差分析, 以P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 溪黄草黄酮对HepG2细胞活力的影响 给予0-40 μmol/L
的溪黄草黄酮分别处理HepG2细胞12、24和48 h后, 细胞

的活力变化如图1所示, 溪黄草黄酮浓度依赖性和时间

依赖性抑制HepG2细胞活力, 20 μmol/L和40 μmol/L的
溪黄草黄酮处理HepG2细胞24 h与48 h, 细胞的活力显

著低于其他组(P<0.05), 且20 μmol/L与40 μmol/L溪黄草

黄酮培养处理24 h与48 h时, HepG2细胞活力无统计学

差异(P>0.05), 综合考虑结果, 20 μmol/L的溪黄草黄酮处

理24 h为溪黄草黄酮的最佳作用条件, 后续实验均采用

此条件. 
2.2 溪黄草黄酮对HepG2细胞迁移能力的影响 划痕实

验通过创伤愈合的情况来衡量癌细胞的迁移能力. 结
果如图2所示, 对照组(Control组)、溶剂对照组(Vehicle
组)和溪黄草黄酮组(Fla组)HepG2细胞相对迁移率分

别为81.2%±9.4%、79.6%±8.9%和32.6%±4.3%; 与
对照组相比, 溪黄草黄酮组HepG2细胞相对迁移率明

显降低(P <0.01). 结果表明, 溪黄草黄酮可抑制HepG2
细胞迁移. 
2.3 溪黄草黄酮对HepG2细胞侵袭能力的影响 Transwell
细胞侵袭实验用于检测溪黄草黄酮对HepG2细胞侵袭

能力的影响. 检测结果如图3所示, 对照组(Control组)、
溶剂对照组(Vehicle组)和溪黄草黄酮组(Fla组)HepG2细
胞侵袭数目分别为425±43、416±41和86±12; 与对

照组相比, 溪黄草黄酮组HepG2细胞侵袭数目明显减少

(P<0.01). 结果表明, 说明溪黄草黄酮可抑制HepG2细胞

侵袭能力. 
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图  1  CCK-8实验检测溪黄草黄酮对HepG2细胞活力的影响(n  = 3). 
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图  2  划痕实验检测20 μmol/L溪黄草黄酮对HepG2迁移能力的影响. aP<0.05, 与对照组相比, n  = 3.
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图  3  Transwell细胞侵袭检测20 μmol/L溪黄草黄酮对HepG2侵袭能力的影响. aP<0.05, 与对照组相比, n  = 3.

1.5

1.0

0.5

0

Pr
ot

ei
n/

G
AP

D
H

a

MMP2                                      MMP-9

a

Control

Vehicle

Fla

B
Control                 Vehicle                    Fla

MMP-2

MMP-9

GAPDH

Control                 Vehicle                    Fla

Cyclin D1

GAPDH

A 1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

Cy
cl

in
 D

1/
G

AP
D

H

a

Control              Vehicle                 Fla

图  4  溪黄草黄酮对Cyclin D1、MMP-2和MMP-9蛋白表达水平的影响. A: 溪黄草黄酮对Cyclin D1蛋白表达水平的影响; B: 溪黄草黄酮对

MMP-2和MMP-9蛋白表达水平的影响. aP<0.05, 与对照组相比, n  = 3.
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2.4 溪黄草黄酮对CyclingD1、MMP-2和MMP-9的蛋白

表达的影响 免疫印迹法结果显示, 如图4所示, 与对照

组相比, 给予20 μmol/L溪黄草黄酮处理后, HepG2细
胞中CyclingD1、MMP-2和MMP-9的蛋白表达水平显

著降低(P <0.05). 
2.5 溪黄草黄酮对Notch-1信号的影响 免疫印迹法结果

显示, 如图5所示, 与对照组相比, 给予20 μmol/L溪黄草

黄酮处理后, HepG2细胞中Notch-1的蛋白表达水平显

著降低(P<0.05). 进一步, 采用Notch-1激动剂Jagged1和
Notch-1抑制剂LY3039478处理细胞, 发现Jagged1能上

调Cyclin D1、MMP-2和MMP-9蛋白表达水平(P<0.05), 
LY3039478能下调Cyclin D1、MMP-2和MMP-9蛋白表

达水平(P<0.05). 

3  讨论

肝癌是消化系统恶性肿瘤中常见的恶性肿瘤之一, 其
发病率和死亡率居消化系统恶性肿瘤的第二位, 且随

着生活方式的改变和人口的老龄化呈明显上升趋势[1]. 
另外, 肝癌具有因起病隐匿, 极易发生侵袭、转移且复

发率高、预后差的特点[3]. 因此, 研究肝癌肿瘤细胞的

生长和侵袭转移机制非常必要. 为此, 本研究从HepG2
细胞的细胞增殖、迁移和侵袭探讨溪黄草黄酮的抗肝

癌作用. 
肿瘤细胞不受控制的增殖是肿瘤发生的根本原

因[10], 所以抑制恶性肿瘤细胞增殖是治疗肿瘤的关键. 
本研究首先采用CCK-8法检测溪黄草黄酮对HepG2
细胞活力的影响, 发现溪黄草黄酮呈浓度依赖性抑制

HepG2细胞的生长, 当浓度到达20 μmol/L时, 抑制作用

达到最大. 细胞的增殖是通过细胞周期运行完成, 而细

胞周期的运行受到周期相关蛋白、激酶和激酶抑制因

子共同调控的影响[11]. 其中, Cyclin D1是G1期细胞增殖

信号的关键周期蛋白, 其过度表达可致细胞增殖失控, 
而抑制Cyclin D1表达可抑制细胞周期运行和细胞增

殖[12]. 因此, 本研究进一步采用Western blot检测溪黄

草黄酮对HepG2细胞Cyclin D1表达的影响, 发现溪黄

草黄酮能抑制HepG2细胞Cyclin D1表达. 
肿瘤侵袭转移是恶性肿瘤的基本生物学特征之

一, 也是绝大多数肿瘤患者死亡的重要原因之一[13]. 本

Control                 Vehicle                    Fla

Notch-1

GAPDH

A

Control           Jagged1         LY3039478

Notch-1

Cyclin D1

MMP-2

MMP-9

GAPDH

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

N
ot

ch
-1

/G
AP

D
H

a

Control              Vehicle                 Fla

Control

Jagged1

LY30394784.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0Pr

ot
ei

n/
G

AP
D

H

Notch-1        Cyclin D1        MMP-2           MMP-9

a

a

a

a

a

a

a

a

B

图  5  溪黄草黄酮对Notch-1信号的影响. A: 溪黄草黄酮对Notch-1蛋白表达水平的影响; B: Notch-1激动剂Jagged1和Notch-1抑制剂

LY3039478分别对Cyclin D1、MMP-2和MMP-9蛋白表达水平的影响. aP<0.05, 与对照组相比, n  = 3.
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研究采用细胞划痕实验和thranswell细胞侵袭实验检测

溪黄草黄酮对HepG2细胞侵袭转移能力的影响, 发现, 
溪黄草黄酮能抑制HepG2细胞侵袭转移. MMPs是一类

锌依赖性的蛋白水解酶, 与肿瘤迁移转移及血管重塑

密切相关, 在肿瘤的侵袭转移过程中起重要作用[14]. 因
此, 本研究进一步采用Western blot检测溪黄草黄酮对

HepG2细胞MMP-2和MMP-9表达的影响, 发现溪黄草

黄酮能抑制HepG2细胞MMP-2和MMP-9表达. 
另外, 有研究发现肝癌组织中Notch-1呈高表达, 且

与肝癌的转移相关[15]. 在肝癌细胞上, 另有研究同样发

现Notch-1与其下游因子Hes1呈高表达, 上调Notch-1后, 
肝癌细胞的增殖及侵袭转移能力增强[16]. 暗示, Notch-1
信号通路参与调控肝癌的增殖及侵袭转移. 本研究发现

溪黄草黄酮能抑制HepG2细胞Notch-1表达. 并进一步采

用, Notch-1激动剂Jagged1、Notch-1抑制剂LY3039478
分别处理HepG2细胞, 发现Jagged1能上调Cyclin D1、
MMP-2和MMP-9蛋白表达水平, LY3039478能下调

Cyclin D1、MMP-2和MMP-9蛋白表达水平. 说明, 溪黄

草黄酮通过抑制Notch-1-Cyclin D1信号通路抑制HepG2
细胞增殖, 通过抑制Notch-1-MMP-2/-9信号通路抑制

HepG2细胞迁移和侵袭. 
总之, 溪黄草黄酮可通过抑制Notch-1信号通路抑

制HepG2细胞的增殖, 迁移与侵袭. 本实验为溪黄草黄

酮抗肝癌提供了重要的实验依据. 

文章亮点

实验背景

肝癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一, 死亡率位于所

有肿瘤第三位. 且近年来, 肝癌的发病率呈上升趋势. 
肝癌因起病隐匿, 大部分患者确诊时已是晚期, 且该病

极易发生侵袭、转移, 手术难以根除. 肿瘤切除术及术

后辅以基础化疗是标准的肝癌治疗方法. 但目前的化

疗药物易出现耐药性, 导致临床上治疗效果不佳以及

预后不良. 因此, 希望从祖国医学提取物筛选出毒副作

用小的抗肿瘤药物. 

实验动机

目前研究发现溪黄草具有抗肿瘤活性, 而不同的提取方

法和提取活性部位, 溪黄草提取物的抗肿瘤活性并不一

致. 溪黄草黄酮是溪黄草重要的药理活性之一, 是溪黄

草水溶性总黄酮部位中活性药理活性成分. 因此, 本实

验观察溪黄草黄酮对人肝癌细胞株HepG2的增殖、迁

移与侵袭的作用, 并探讨其初步作用机制. 

实验目标

本研究通过观察溪黄草黄酮对人肝癌细胞株HepG2的

增殖、迁移与侵袭能力的影响, 并研究初步机制. 为溪

黄草黄酮作为开发为抗肝癌药物提供实验理论依据. 

实验方法

本研究首先采用CCK-8法检测不同浓度溪黄草黄酮

(0、1、5、10、20和40 μmol/L)对HepG2细胞活性的

影响; 再使用划痕实验和Transwell侵袭实验分别检测

细胞的迁移和侵袭能力; 最后采用Western blot检测

Notch-1, Cyclin D1, MMP-2和MMP-9蛋白表达水平变

化, 分析潜在的作用机制. 

实验结果

本研究发现, 溪黄草黄酮呈浓度依赖性抑制HepG2细
胞的生长, 当浓度到达20 μmol/L时, 抑制作用达到最

大; 经溪黄草黄酮干预后, HepG2细胞迁移和侵袭能力

显著下降, Notch-1, Cyclin D1, MMP-2和MMP-9蛋白表

达水平显著下降. 

实验结论

本研究发现, 溪黄草黄酮具有抑制肝癌细胞株HepG2
增殖、迁移和侵袭的作用, 其作用机制可能与溪黄草

黄酮抑制Notch-1-MMP-2/-9和Notch-1-Cyclin D1信号

通路相关. 

展望前景

本研究发现, 溪黄草黄酮通过抑制Notch-1-MMP-2/-9
和Notch-1-Cyclin D1信号通路具有抑制肝癌细胞株

HepG2增殖、迁移和侵袭. 这为溪黄草黄酮在抗肝癌

方面的研究指出了一个研究方向. 今后, 我们可以用溪

黄草黄酮处理多种肝癌细胞系, 然后对比正常肝细胞, 
检验抗肝癌的同时否具有细胞毒性, 筛选最佳各种肝

癌细胞系作用浓度; 或者尝试溪黄草黄酮是否能增强

肝癌细胞对常规化疗药物的敏感性等方面的研究. 
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