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绞股蓝皂苷抑制ＨｅｐＧ２细胞无氧糖酵解的检测分析
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　　摘　要：目的　探讨绞股蓝皂苷对肝癌细胞 ＨｅｐＧ２生长和无氧糖酵解的影响。方法　在肝癌细胞 ＨｅｐＧ２培养基中加入不

同浓度的绞股蓝皂苷，于０、４、８、１６、２４ｈ分别收集培养基２００μＬ。培养基葡萄糖和乳酸含量均采用生化流水线检测。结果　

ＭＴＴ数据表明绞股蓝皂苷明显抑制了肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２的生长；浓度为５ｍｇ／ｍＬ时，抑制明显，且有利于后续无氧糖酵解分

析。生化检测表明，绞股蓝皂苷显著降低了葡萄糖的消耗，两者差距最明显的时间点为６ｈ（犘＜０．０５）；同时绞股蓝皂苷也明显降

低了乳酸的生成（犘＜０．０５）。结论　绞股蓝皂苷显著抑制 ＨｅｐＧ２无氧糖酵解，为绞股蓝在肝癌治疗的临床用药提供了一定的线

索和依据。
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　　肝癌是一种严重威胁生命安全的疾病
［１］。无限制生长和

快速增殖是包括肝癌在内的恶性肿瘤细胞的典型特征，因此对

营养供应速度的需求很高。正常物质代谢速度远不能满足肿

瘤细胞的增殖特性，所有肿瘤细胞启动无氧糖酵解以实现肿瘤

细胞快速生长的能量供应，无氧糖酵解的主要指标包括葡萄糖

的消耗和乳酸的生成［２３］。因此，对恶性肿瘤细胞无氧糖酵解

的研究多从这２个指标进行分析。绞股蓝又名七叶胆，具有清

热解毒、止咳祛痰、益气养阴、延年益寿的功效［４］。近年来，有

关研究报道绞股蓝在肺癌、结肠癌和肝癌中具有明显的抗瘤作

用，包括抑制肿瘤细胞增殖分裂、促进细胞凋亡、抑制迁移和

侵袭等［５８］。绞股蓝有效成分众多，包括多糖、皂苷等。目前，

尚无绞股蓝皂苷在肝癌细胞无氧糖酵解的研究报道。现针对

肝癌细胞 ＨｅｐＧ２，研究绞股蓝皂苷对其细胞的生长抑制和无

氧糖酵解的影响情况，为绞股蓝在肝癌治疗的应用提供一定的

依据。

１　材料与方法

１．１　一般材料　培养皿购自美国康宁公司；人肝癌细胞系

ＨｅｐＧ２由第三军医大学新桥医院中心实验室惠赠；ＭＥＭ培养

基购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清购自杭州四季青公司；绞

股蓝皂苷购自上海基免实业有限公司，ＭＴＴ购自美国Ｓｉｇｍａ

公司。

１．２　细胞培养　ＨｅｐＧ２细胞培养于含１０％小牛血清的

ＭＥＭ培养基中。培养基在使用前添加１００Ｕ／ｍＬ青霉素和

１００ｍｇ／ｍＬ链霉素。细胞置于５％ ＣＯ２ 的３７℃孵育箱内培

养，每３～５ｄ传代１次。

１．３　细胞计数　采用乙醇冲洗计数板后晾干，将盖片覆在计

算板上，微微移向一侧，以便滴加细胞悬液。取一吸管伸入培

养瓶，轻轻吸打细胞悬液混匀。从盖片边缘滴加１０μＬ细胞悬

液，使其充满计数板和盖片间隙。显微镜１００倍视野下观察计

数细胞，分别计数计数板的四角大格内的细胞数，压线者只计

算左侧和上方。细胞数＝（４大格细胞总数／４）×１０４ 稀释

倍数。

１．４　绞股蓝皂苷的处理　绞股蓝皂苷配置成１００ｍｇ／ｍＬ的

母液；吸取不同体积的 ＭＥＭ培养基和绞股蓝皂苷母液分别配

置成总体积２ｍＬ含绞股蓝皂苷浓度分别为１、２、５、１０、２０ｍｇ／

ｍＬ的 ＭＥＭ 培养基。取直径为１００ｍｍ细胞培养皿培养细

胞，细胞融合率达到７０％～８０％时，消化细胞，细胞计数后取

１×１０６ 传代至３５ｍｍ培养皿中。５％ ＣＯ２ 的３７℃孵育箱内

培养４ｈ，用无菌１×ＰＢＳ（ｐＨ７．４）缓冲液洗涤３次，加入２ｍＬ

含绞股蓝皂苷的 ＭＥＭ 培养基，５％ ＣＯ２ 的３７℃孵育箱内

培养。

１．５　ＭＴＴ法　于设定时间在９６孔培养皿选定孔中加入

２０μＬＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ，即０．５％ ＭＴＴ）（１５μＬ即可），继

续培养２～４ｈ（同批次实验时间固定）。终止培养，小心吸去孔
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内培养液。每孔加入１５０μＬ（２００μＬ）二甲基亚砜（细胞裂解

液１０％ＳＤＳ，２５％ ＤＭＦ），置摇床上低速振荡１０ｍｉｎ，使结晶

物充分溶解。在酶联免疫检测仪ＯＤ５７０ｎｍ处测量各孔的吸

光值。

１．６　细胞培养基的收集和保存　葡萄糖和乳酸收集的时间设

置点为０、４、８、１６、２４ｈ。每隔设定的时间于超净台内吸取２００

μＬ培养基，移至１．５ｍＬＥＰ管，立即转移至－２０℃冰箱保存。

１．７　葡萄糖和乳酸的检测　取体积为１μＬ培养基上清液，加

入４９μＬ的缓冲液，总体积为５０μＬ。分别设立２个复孔。培

养基葡萄糖和乳酸含量采用生化检测流水线检测。

１．８　统计学处理　选用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行数据分析，

计量资料以狓±狊表示，使用配对狋检验，犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　绞股蓝皂苷对 ＨｅｐＧ２细胞的抑制效应　为确定绞股蓝

皂苷最佳作用浓度，在 ＨｅｐＧ２细胞培养基中加入不同浓度的

绞股蓝皂苷；２４ｈ后采用 ＭＴＴ终点法检测ＯＤ５７０，对比细胞

生长情况。加入绞股蓝皂苷后 ＭＴＴ法 ＯＤ５７０值逐步降低，

对 ＨｅｐＧ２生长抑制显著。绞股蓝皂苷浓度为１ｍｇ／ｍＬ时，

ＯＤ值为（０．４１±０．０３）；加入的含量增加至１０ｍｇ／ｍＬ时，下降

最明显，由５ｍｇ／ｍＬ的（０．２６±０．０１）下降至（０．１１±０．０２）。

见图１。本研究主要以检测无氧糖酵解情况，ＨｅｐＧ２过多或过

少均对后续检测有影响，因此把５ｍｇ／ｍＬ作为后续实验绞股

蓝皂苷使用含量；既可以体现绞股蓝对肿瘤细胞的抑制作用，

也可方便检出葡萄糖消耗和乳酸生成。

图１　　绞股蓝皂苷对 ＨｅｐＧ２细胞生长抑制结果（２４ｈ）

２．２　葡萄糖消耗情况对比研究　葡萄糖消耗是反映无氧糖酵

解的指标之一，葡萄糖变化与初筛时趋势一致。随时间的推

移，ＭＥＭ培养基中葡萄糖含量依次减少。初始 ＭＥＭ 培养基

中葡萄糖含量均为１０．４６μｇ／μＬ，细胞经过２４ｈ培养后，绞股

蓝组 ＨｅｐＧ２葡萄糖含量为（２．３１±０．０２）μｇ／μＬ，而对照组则

为（１．０２±０．１０）μｇ／μＬ。见表１。葡萄糖含量越低，说明相同

含量的细胞葡萄糖消耗越快。两者差距最明显的是在时间点

６ｈ，绞股蓝组 ＨｅｐＧ２葡萄糖含量为（８．８３±０．０５）μｇ／μＬ，而对

照组为（７．４４±０．０１）μｇ／μＬ。对照组下降的趋势比绞股蓝组

明显（犘＜０．０５）。见图２。

２．３　乳酸生成情况的变化分析　乳酸的多少直接反映无氧糖

酵解的情况，随时间的增加，ＨｅｐＧ２细胞乳酸生成逐渐增加，

且对照组速度明显超过绞股蓝组ＨｅｐＧ２。０～８ｈ，两者乳酸生

成含量差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见图３。差异出现在

１６ｈ，两者含量差为１．５０６μｇ／μＬ（犘＜０．０５）。２４ｈ时间点２

组差距最大，对照组乳酸含量为（７．７３８±０．０１９）μｇ／μＬ，绞股

蓝组则为（５．７６１±０．００８）μｇ／μＬ，两者差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。见表２。

表１　　ＨｅｐＧ２绞股蓝组和对照组葡萄糖消耗结果比较

细胞 时间（ｈ） 均值（μｇ／μＬ） 标准差

ＨｅｐＧ２（绞股蓝组） ０ １０．４６ ０．１８

４ ９．７５ ０．０２

８ ８．８３ ０．０５

１６ ５．９６ ０．０６

２４ ２．３１ ０．０２

ＨｅｐＧ２（对照组） ０ １０．５１ ０．１５

４ ９．０２ ０．０９

８ ７．４４ ０．０１

１６ ４．６５ ０．０２

２４ １．０２ ０．１０

图２　　葡萄糖消耗趋势

图３　　乳酸生成含量变化趋势

表２　　ＨｅｐＧ２绞股蓝组和对照组乳酸生成数据表

组别 时间（ｈ） 乳酸浓度（μｇ／μＬ） 标准差

ＨｅｐＧ２（绞股蓝组） ０ ０．０００ ０．０００

４ １．２５１ ０．０１１

８ ３．１６８ ０．００８

１６ ４．１０９ ０．００７

２４ ５．７６１ ０．００８

ＨｅｐＧ２（对照组） ０ ０．０００ ０．０００

４ １．３２５ ０．００９

８ ３．７６３ ０．００２

１６ ５．６１４ ０．００５

２４ ７．７３８ ０．０１９

３　讨　　论

　　哺乳动物细胞主要通过２大主要的代谢过程获取能量：乳
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酸生成和有氧呼吸。乳酸生成也就是葡萄糖有氧呼吸的第一

大步，葡萄糖生成乳酸［３，９］。在正常机体细胞，乳酸的生成仅

发生在氧气缺乏时；但在肿瘤组织一直发生糖酵解，肿块即使

氧供充足，这种现象也不发生改变，这种现象被学术界命名为

ｗａｒｂｕｒｇ效应
［２］。

肿瘤组织超过１００μｍ时，氧供明显减弱，而ｗａｒｂｕｒｇ的切

片是从２００～３００μｍ，因此这种效应可能是一定程度缺氧引

起。肿瘤细胞葡萄糖摄取超过正常细胞３０倍，乳酸释放超过

正常细胞４３倍。有氧糖酵解的增强对肿瘤细胞保持快速增殖

和细胞活动非常重要。肿瘤细胞增殖快速，血管生成速度往往

滞后，因此就会造成局部缺血缺氧的环境。有氧糖酵解赋予肿

瘤细胞更好的生存力，细胞在氧浓度波动较大的微环境中能更

好地存活。糖酵解的主要产物是乳酸和碳酸根等酸性产物，改

变了微环境的ｐＨ值更偏酸性。酸性环境下，癌细胞侵袭力增

强，抑制抗肿瘤免疫因子，这些都使恶性肿瘤具有更强的适应

能力和肿瘤细胞从而更容易快速无限制生长。有氧糖酵解的

表现为糖酵解的增强和有氧呼吸的减弱，具体主要是葡萄糖代

谢和乳酸生成增多加快［１０］。

绞股蓝，又称天堂草、福音草、超人参、公罗锅底、遍地生

根、七叶胆、五叶参、七叶参等，属葫芦科草质攀援植物。茎细

弱，具分枝，具纵棱及槽，无毛或疏被短柔毛［４］。绞股蓝喜阴湿

温和的气候，多野生在林下、小溪边等荫蔽处，多年生攀援草

本。绞股蓝的有效成分主要有绞股蓝皂苷、绞股蓝糖苷（多

糖）、水溶性氨基酸、黄酮类、多种维生素、微量元素、矿物质

等［１１］。绞股蓝具有降血脂，调血压防治血栓，防治心血管疾

患，调节血糖，促睡眠，缓衰老，抗癌，提高免疫力，调节人体生

理功能［１２］。中医理论则认为绞股蓝具有益气健脾，化痰止咳，

清热解毒；主治体虚乏力；虚劳失精［４］。

本研究结果表明，绞股蓝皂苷明显抑制了肝癌细胞株

ＨｅｐＧ２的生长，存在一定的剂效关系。同时，绞股蓝皂苷显著

抑制了葡萄糖消耗，降低乳酸生成。从某种角度较为显著地抑

制了 ＨｅｐＧ２的无氧糖酵解，抑制其细胞的能量供应，从而发挥

抗瘤作用，这也与生长实验结果吻合。
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