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小檗碱对肝癌细胞活性与增殖能力的影响及其机制
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论　著

[摘要]　目的　探讨小檗碱(BBR)对肝癌细胞的活性与增殖能力的影响及其机制。方法　取正常人肝细胞MIHA

和人肝癌细胞Hep3B、HepG2，设置对照组与0、12.5、25、50 μmol/L BBR组，采用CCK-8实验、克隆形成实验探究

无糖环境下BBR对MIHA、Hep3B、HepG2细胞活性及克隆形成的影响；SYTOX 荧光染色检测细胞死亡情况；流式细

胞术检测BBR孵育后肝癌细胞活性氧(ROS)水平的变化；Western blotting检测BBR孵育后Nrf2及其相关蛋白的变化；将

蛋白酶体抑制剂MG132及蛋白合成抑制剂环己酰胺(CHX)与BBR共同孵育，研究其对Nrf2蛋白的影响；实时荧光定量

PCR(qRT-PCR)检测BBR孵育后Hep3B细胞的Nrf2及HO-1在基因水平的变化；于裸鼠皮下注射Hep3B细胞，构建裸鼠成

瘤模型，在BBR组及对照组裸鼠腹腔分别注射BBR或等量生理盐水，观察BBR在体内对肿瘤生长的影响。HE及免疫组

化染色研究在体内环境BBR对Nrf2及相关蛋白的影响。结果　无糖环境下BBR孵育后，肝癌细胞Hep3B、HepG2的活

性逐渐下降(P<0.05)，正常肝细胞MIHA的活性无明显变化。BBR可以抑制肝癌细胞克隆形成，促进肝癌细胞死亡，并

且呈浓度依赖性(P<0.05)。BBR孵育后，肝癌细胞的ROS水平增高，Nrf2、HO-1、c-Myc蛋白水平降低，而Keap1蛋白

无明显变化；GSK3β基本不变，P-GSK3β(Ser9)降低，P-GSK3β(Tyr216)增高。MG132可以明显逆转BBR引起的肝癌细

胞Nrf2蛋白的降低；CHX则可以增强BBR引起的肝癌细胞Nrf2蛋白的降低。BBR孵育后，Nrf2 mRNA水平增高，HO-1 

mRNA水平降低(P<0.05)。BBR在裸鼠体内可以明显抑制Hep3B细胞生长。注射BBR后，肿瘤组织坏死增多，肿瘤内

Nrf2及c-Myc降低，而Keap1基本不变。结论　BBR可以抑制肝癌细胞的活性及增殖能力，促进其死亡；体内注射BBR后

可以显著抑制肿瘤细胞生长，导致肿瘤细胞坏死增多，其作用机制可能是BBR通过非Keap1依赖的Nrf2/GSK3β通路导

致Nrf2蛋白通过泛素-蛋白酶体系统降解，从而降低肿瘤细胞的抗氧化应激能力，引起肝癌细胞死亡。
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect and mechanism of berberine (BBR) on the activity and proliferation of 

hepatoma cells. Methods　Normal human hepatocytes (MIHA) and human hepatoma cells (Hep3B, HepG2) were respectively 

divided into control group (high glucose) and different concentration (0, 12.5, 25, 50 μmol/L) of BBR groups (glucose-free). 

CCK-8 and clone formation experiment were used to explore the effect of BBR on the viability and clone formation. SYTOX Green 

nucleic acid stain was used to determine the cell death and flow cytometry to detect the changes in reactive oxygen species (ROS) 

levels in hepatoma cells. The changes of Nrf2 and its related proteins after BBR incubation were measured by Western blotting. We 
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incubated the proteasome inhibitor MG132 and the protein synthesis inhibitor cycloheximide (CHX) with BBR to study its effect 

on the Nrf2 protein. We quantified the expressions of Nrf2 and HO-1 in Hep3B cells cultured with BBR using Quantitative real-

time PCR (qRT-PCR). We established a tumor model by subcutaneous injection of Hep3B cells into nude mice. To observe the 

effect of BBR on tumor growth, we injected tumor-bearing nude mice in the BBR groups and the control group with BBR or the 

same amount of normal saline, respectively. We evaluated the effect of BBR on Nrf2 and its related proteins in vivo with HE and 

immunohistochemical staining. Results　The viability of Hep3B and HepG2 cells decreased after BBR incubation in a glucose-

free environment (P<0.05). No appreciable changes were observed in MIHA cell viability under the same experiment condition. 

BBR could inhibit clone formation and promote the death of hepatoma cells in a concentration-dependent manner (P<0.05). We 

observed an increase in the ROS and a decrease in Nrf2, HO-1, and c-Myc with no significant change in Keap1 in hepatoma cells 

after BBR treatment. While total GSK3β remained unchanged, the treatment-induced decrease in P-GSK3β (Ser9) decreased but 

increase in P-GSK3β (Tyr216). MG132 co-treatment reversed the BBR-induced reduction of Nrf2 protein while CHX enhanced 

the BBR-induced reduction of Nrf2 protein in hepatoma cells. BBR treatment-induced increase in Nrf2 mRNA and a decrease in 

HO-1 mRNA (P<0.05). BBR could significantly inhibit the growth of Hep3B cells in vivo in nude mice. BBR treatment increased 

tumor tissue necrosis and suppressed the expression of Nrf2 and c-Myc but did not affect the Keap1 level. Conclusions　BBR could 

inhibit the activity and proliferation of hepatoma cells and promote cell death. In vivo experiments showed that BBR injection could 

significantly inhibit the growth of tumor cells and lead to increased necrosis of tumor cells. We verified that BBR may lead to the 

death of hepatoma cells through the non-Keap1-dependent Nrf2/GSK3β pathway. We infer that the degradation of Nrf2 protein 

through the ubiquitin-proteasome system by the non-Keap1-dependent Nrf2/GSK3β pathway, thereby reducing the anti-oxidative 

stress ability of tumor cells and leading to the death of hepatoma cells ultimately. 

[Key words]　hepatoma cell; berberine; Nrf2; GSK3β

原发性肝癌是目前我国第4位常见恶性肿瘤及第

2位肿瘤致死病因[1-3]。原发性肝癌的治疗方法，除

了常规的肝切除术、肝移植术、局部消融术等[4]， 
近几年新兴的靶向治疗、免疫治疗、转化治疗也越

来越受到关注[5-8]，特别是中医药治疗原发性肝癌成

为研究热点，其治疗效果也受到了关注及肯定[9-10]。 
传统中药小檗碱(berberine，BBR)是一种异喹啉类

生物碱，又名黄连素，广泛存在于多种中药材如寻

常小檗、马蹄莲、黄连等小檗属植物的根、皮、

茎中[11-12]。研究表明，BBR对多种癌症具有抗癌活

性，包括胰腺癌[13]、宫颈癌[14]、结直肠癌[15]、乳腺

癌[16]及卵巢癌[17]等，涉及多种生物学机制。

BBR可以通过促进肝癌细胞凋亡及自噬、抑制

肝癌细胞增殖、调节细胞周期、抑制肿瘤细胞迁

移、诱导线粒体功能障碍等途径调控肝癌细胞生命

周期，发挥抗癌作用[18]。BBR还可以通过抑制c-Myc
来抑制溶质载体家族1成员5(SLC1A5)的表达，进

而抑制谷氨酰胺的摄取，在体外抑制肝癌细胞的

增殖。SLC1A5上调导致谷氨酰胺摄取增加，并改

善对BBR的耐受性。此外，BBR还能抑制异种移植

瘤的生长，抑制体内SLC1A5及c-Myc的表达 [19]。 
本课题组前期研究表明，BBR可以通过上调活性氧

(reactive oxygen species，ROS)水平诱导拉帕替尼同

时激活c-Myc/pro-Nrf2通路及GSK3β信号通路，稳

定Nrf2，维持耐药乳腺癌细胞中低水平的ROS[20]。

目前BBR在无糖环境中通过Nrf2/GSK3β通路诱导肝

癌细胞死亡的研究尚少，本研究主要探索BBR是否

能通过Nrf2/GSK3β通路抑制肝癌细胞增殖从而诱

导肝癌细胞死亡。

1　材料与方法

1 . 1　主要试剂及实验动物　He p 3 B、He p G 2、
M I H A细胞系购自中科院上海细胞库。盐酸B B R
购自美国MCE生物公司；DMEM培养基购自美国

Gibco公司。CCK-8细胞活性检测试剂盒购自上海

陶术生物科技有限公司；DMSO购自美国Sigma公
司；BCA蛋白定量试剂盒、蛋白酶抑制剂、SYTOX 
Green核酸染料、预染蛋白Marker及兔源P-GSK-3β 
(Tyr216)购自美国赛默飞公司；CHX、MG132购自

美国Selleck公司；鼠源HO-1购自武汉三鹰生物技

术有限公司，其他一抗及二抗购自美国CST公司；

Trizol裂解液、RNA反转录试剂盒、荧光定量PCR试

剂盒购自北京艾科瑞仪器仪表有限公司；实时荧光

定量PCR(qRT-PCR)引物由北京擎科生物科技股份

有限公司合成；ROS检测试剂盒、Hoechst染色液、

S D S -PAG E凝胶配制试剂盒、蛋白上样缓冲液、

RIPA裂解液购自上海碧云天生物技术有限公司；

Western发光液购自美国Millipore公司；HE染色、

石蜡切片免疫组化染色相关试剂购自武汉赛维尔生

物科技有限公司。BALB/c裸鼠购自中国北京维通

利华实验动物中心。基质胶购自美国康宁公司。裸

鼠饲养及实验均在SPF级动物房进行，符合动物伦

理要求，并通过空军军医大学实验动物中心福利与

伦理委员会批准(20220520)。
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1.2　方法

1.2.1　细胞培养　将人肝癌细胞系Hep3B、HepG2
及正常人肝细胞系MIHA置于含10% FBS、1%双抗

的高糖DMEM培养基中，在5% CO2、37 ℃细胞培

养箱中培养，当细胞密度长至70%~80%时，按照

1:3或1:4进行传代培养。对照组为正常高糖DMEM
培养，其他组为无糖DMEM培养。

1.2.2　CCK-8法检测细胞活性　将生长状态良好的

MIHA、Hep3B、HepG2细胞按照2×103个/孔接种

于96孔板，每板细胞共分为5个组，分别为对照组

(正常高糖DMEM培育，不加BBR)，0 μmol/L组、

12.5 μmol/L组、25 μmol/L组、50 μmol/L组(无糖

DMEM培育并加入对应浓度的BBR)。置于细胞培

养箱培养8 h，加入CCK-8试剂孵育后，采用分光光

度计检测450 nm波长处的吸光度(OD)值。

1.2.3　克隆形成实验　将生长状态良好的MIHA、

Hep 3 B、Hep G 2细胞按照1×1 0 3个/孔接种于6孔
板，置于细胞培养箱培养。2 d后，分组并换液加药

(加药方法及浓度同“1.2.2”)，于培养箱中培养8 h
后换为正常高糖DMEM培养基继续培养2周，待形

成肉眼可见的克隆时终止。漂洗、固定、染色后用

自来水冲洗，自然晾干并计数。

1 . 2 . 4　S Y TOX荧光染色检测细胞死亡情况　将

Hep3B、HepG2细胞接种于96孔板，置于培养箱中

过夜，使细胞完全贴壁。而后分组并换液加药，换

为加药培养基(加药方法除HepG2细胞BBR浓度采用

0、20、40、60 μmol/L外，其余同“1.2.2”)，培

养8 h后，依次加入SYTOX Green及Hoechst试剂，培

养箱中孵育15 min，荧光显微镜下观察荧光并拍照 
计数。

1 . 2 . 5 　流式细胞术检测肝癌细胞 R O S 水平　

He p 3 B、He p G 2细胞接种于6孔板，培养箱过夜

待细胞贴壁，加药培育 8  h (加药方法及浓度同

“1.2.2”)。将细胞按分组收集到稀释的DCFH-DA
中，置于细胞培养箱中孵育20 min，颠倒混匀使细

胞与探针充分接触。20 min后洗涤细胞以去除未结

合的探针。上流式细胞仪按照说明书参数检测ROS
水平。

1.2.6　Western blotting检测蛋白水平　将Hep3B、

H e p G 2细胞按照3×1 0 5个 /孔接种于6孔板，过

夜使细胞贴壁。加药孵育8  h (加药方法及浓度同

“1.2.2”)。BCA蛋白定量盒使蛋白变性。上样行

SDS-PAGE凝胶电泳、转膜。5%脱脂奶粉封闭后，

敷一抗于4 ℃冰箱过夜。TBST洗膜后室温敷二抗

90 min，TBST洗3遍，最后滴发光液，在发光仪中

发光。

1.2.7　MG132及CHX与BBR共孵育对Nrf2蛋白的

影响　将He p 3 B细胞铺于6孔板过夜。细胞贴壁

后进行加药处理。C H X实验分为空白对照组、

C H X组( 1 0 0  μ g / m l )、C H X + B B R组( 1 0 0  μ g / m l 
C H X + 6 0  μ m o l / L  B B R )， 2个处理组分别培养

8 、 1 6  h 。 M G 1 3 2 实验分为空白对照组、 B B R
组 ( 6 0  μ m o l / L )、B B R + M G 1 3 2组 ( 6 0  μ m o l / L 
BBR+25 μg/ml MG132)，3组均在细胞培养箱中培

养9 h。蛋白定量，发光。

1.2.8　qRT-PCR检测BBR孵育后Nrf2及HO-1的变化

　Hep3B细胞铺6孔板过夜。细胞贴壁后加BBR孵育

8 h，按照RNA提取步骤进行后续操作。提取后进

行RNA定量，调齐后进行反转录。引物序列如下。

Nrf2：上游5'-TTCCCGGTCACATCGAGAG-3'，下

游5'-TCCTGTTGCATACCGTCTAAATC-3'；HO-1：
上游5'-A AGACTGCGTTCCTGCTCA AC-3'，下游

5'-A A AGCCCTACAGCA ACTGTCG -3'；β-actin：
上游5 ' - C ATG TA C G T TG C TATC G G C - 3 '，下游

5'-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3'。
1.2.9　裸鼠成瘤实验　10只5周龄BALB/c裸鼠，于

SPF级动物房适应性饲养1周。Hep3B细胞胰酶消化

后计数，每只裸鼠接种5×106个细胞。将裸鼠随机

分为BBR组与对照组，接种第4天开始，BBR组裸

鼠每天注射20 mg/kg BBR，对照组注射等量生理盐

水。接种20 d后，将裸鼠深度麻醉脱颈处死，剥出

肿瘤组织，测量瘤体体积和裸鼠体重。

1.2.10　HE染色及免疫组化染色　将肿瘤组织切片

脱蜡后进行染色。(1)HE染色：依次采用苏木精、

伊红染色后，脱水封片，镜下观察并拍照。(2)免
疫组化染色：切片脱蜡后，使用柠檬酸抗原修复

液进行抗原修复；滴双氧水室温避光孵育30 min，
洗片；BSA封闭30 min后甩掉封闭液，滴加稀释好

的Nrf2、Keap1、c-Myc一抗，于湿盆中4 ℃冰箱过

夜。第2天，按照操作步骤依次加二抗孵育、DAB
显色，复染胞核后进行脱水封片，镜下观察并拍

照。使用Image-Pro Plus6.0软件进行阳性染色统计。

阳性率(%)=阳性染色面积的像素/整张图片的像素× 
100%。

1.3　统计学处理　采用GraphPad Prism 8软件进行

统计分析及绘图。计量资料以x±s表示，两组间比

较采用独立样本t检验，双侧检验。P<0.05为差异有

统计学意义。

2　结　　果

2.1　BBR对正常人肝细胞及肝癌细胞活性的影响　

CCK-8检测结果显示，无糖环境下BBR对正常人肝

细胞MIHA的细胞活性没有影响；而对人肝癌细胞

Hep3B、HepG2的细胞活性则有明显的抑制作用。
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对于M I H A细胞，B B R组与对照组的细胞活性差

异无统计学意义(P>0.05)；对于Hep3B、HepG2细
胞，BBR组的细胞活性均明显低于对照组，差异有

统计学意义(P<0.05)(图1)。
2.2　BBR对正常人肝细胞及肝癌细胞克隆形成的影

响　BBR孵育对MIHA细胞的克隆形成能力基本没

有影响，对Hep3B、HepG2细胞的克隆形成能力有

明显抑制作用。对于Hep3B、HepG2细胞，BBR组

的细胞克隆形成数低于对照组，差异有统计学意义

(P<0.05，图2)。
2.3　BBR对肝癌细胞死亡的影响　SYTOX Green染
色发现，BBR孵育后肝癌细胞Hep3B、HepG2出现

明显的细胞死亡，且随着BBR浓度增高，细胞死亡

增多，BBR组细胞死亡比例明显高于对照组，差异

有统计学意义(P<0.05，图3)。
2.4　BBR对肝癌细胞ROS水平的影响　BBR孵育

图1　BBR对正常人肝细胞MIHA及肝癌细胞Hep3B、HepG2活性的影响

Fig.1　Effect of BBR on the activity of normal human hepatocytes MIHA and hepatoma cells Hep3B and HepG2
BBR. 小檗碱；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001；****P<0.0001

图2　BBR对正常人肝细胞MIHA及肝癌细胞Hep3B、HepG2克隆形成的影响

Fig.2　Effect of BBR on clone formation of normal human hepatocytes MIHA and hepatoma cells Hep3B and HepG2
BBR. 小檗碱；***P<0.001；****P<0.0001
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后，肝癌细胞Hep3B、HepG2的ROS水平明显增

高，且呈现浓度依赖性(P<0.05，图4)。
2.5　BBR对肝癌细胞Nrf2及相关蛋白表达的影响　

BBR孵育后，肝癌细胞中Nrf2、HO-1、c-Myc蛋白

表达减少，而Keap1蛋白基本不变。同时，GSK3β
蛋白基本不变，而失活态的P-GSK3β(Ser9)表达降

低，激活态的P-GSK3β(Tyr216)表达增高(P<0.05，
图5)，灰度值统计图见附件。

2.6　BBR与CHX或MG132共孵育对Hep3B细胞Nrf2
蛋白表达的影响　单独使用CHX孵育Hep3B细胞，

随着时间的延长，Nr f2蛋白表达逐渐降低；BBR
与CHX共同培养Hep3B细胞则Nrf2蛋白表达进一步

降低；使用蛋白酶抑制剂MG132与BBR共同孵育

Hep3B细胞，可逆转单独使用BBR孵育引起的Nrf2
蛋白表达降低(图6)。
2.7　BBR对Hep3B细胞Nrf2、HO-1 mRNA表达的影

响　BBR孵育后，Hep3B细胞的Nrf2 mRNA水平增

高，HO-1 mRNA水平降低(P<0.05，图7)。
2 . 8　腹腔注射B B R对裸鼠成瘤的影响　腹腔注

射B B R可以明显抑制H e p 3 B细胞在裸鼠体内的

生长 (图8 A )。B B R组的肿瘤体积明显低于对照

组，差异有统计学意义 [ ( 1 1 9 . 0±2 9 . 2 )  m m 3 v s . 
(679.4±288.0) mm3，t=4.328，P<0.05]。BBR组裸鼠

体重与对照组比较差异无统计学意义[(23.3±1.0) g 
vs. (22.8±0.5) g，t=0.973，P>0.05](图8B)。
2.9　BBR对裸鼠体内肿瘤组织及Nrf22、c-Myc、
K e a p 1表达的影响　免疫组化结果显示，B B R可

以抑制裸鼠肿瘤组织中Nrf2、c-Myc蛋白的表达，

而对K ea p 1蛋白表达无明显影响(图8 C)。B B R组

Nr f 2 ( 3 . 0 5 %±0 . 3 7 % )、c - Myc ( 3 . 2 7 %±0 . 8 5 % )阳
性率低于对照组[Nr f2：5.63%±0.91%；c-Myc：
5 . 3 7 %±0 . 7 6 % ]，差异有统计学意义( P < 0 . 0 5 )，
而B B R组K e a p 1阳性率 ( 4 . 0 8 %± 0 . 5 9 % )与对照

组 ( K e a p 1：4 . 3 2 %±0 . 3 1 % )差异无统计学意义

图3　BBR对肝癌细胞Hep3B、HepG2细胞死亡的影响(×200)

Fig.3　Effect of BBR on the cell death of Hep3B and HepG2 (×200)
BBR. 小檗碱；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001
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图5　BBR孵育8 h对肝癌细胞Nrf2及相关蛋白的影响

Fig.5　Effect of BBR incubation for 8 h on Nrf2 and related proteins in hepatoma cells
BBR. 小檗碱

图4　流式细胞术检测BBR对肝癌细胞ROS水平的影响(数值为平均荧光强度)

Fig.4　Effect of BBR incubation on ROS level in hepatoma cells detected by flow cytometry (values are mean fluorescence intensity)
BBR. 小檗碱
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图6　BBR与CHX或MG132共孵育对Hep3B细胞Nrf2蛋白的影响

Fig.6　Effect of BBR co-incubated with CHX or MG132 on Nrf2 protein in Hep3B cells
BBR. 小檗碱；MG132. 蛋白酶体抑制剂；CHX. 蛋白合成抑制剂环己酰胺

图7　小檗碱对Hep3B细胞Nrf2和HO-1 mRNA表达的影响

Fig.7　Effect of BBR on Nrf2 and HO-1 mRNA expression in Hep3B cells
BBR. 小檗碱；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001

(P>0.05，图8D)。HE染色结果显示，腹腔注射BBR
可导致肿瘤细胞大片坏死(图8E)。

3　讨　　论

中国是肝癌大国，肿瘤致死病因中肝癌排第2
位[3]。近年来，传统中药对肝癌的治疗作用越来越

受到重视，2022年版《原发性肝癌诊疗指南》[21]专

门强调中医药的作用并推荐了相关方剂。BBR对肝

癌的治疗作用已有相关报道[22-23]，但具体作用机制

尚待进一步深入研究。

肿瘤细胞代谢旺盛，主要靠糖酵解提供能

量，因此其处于低氧、低糖的肿瘤微环境中[24-25]。

研究报道，正常胃及结肠样本内的糖浓度分别为

1290 nmol/g及1220 nmol/g，而胃癌和结肠癌样本

中的糖浓度分别为424 nmol/g及123 nmol/g[26]。因

此，本研究选择了更为极端的条件，即无糖培养

基，作为肝癌细胞的培养条件，同时选择正常培养

基作为对照。首先利用CCK-8法及克隆形成实验探

讨了BBR在无糖环境下对细胞活性及克隆形成能力

的抑制作用，然后用SYTOX染色证实了BBR孵育后

细胞死亡明显增加。有研究表明，BBR通过诱导肝

癌Hep3B细胞自噬发挥抗癌作用，而BBR介导的自

噬细胞死亡受PI3K/Akt/mTOR信号通路及线粒体功

能障碍相关的线粒体ROS生成的调控[27]。本课题组

前期研究发现，BBR可以通过上调ROS水平诱导拉

帕替尼耐药人表皮生长因子受体-2(HER2)阳性乳腺

癌细胞凋亡；拉帕替尼同时激活c-Myc/pro-Nrf2通
路及GSK3β信号通路，稳定Nrf2，维持耐药乳腺癌

细胞中低水平的ROS。然而，BBR可通过下调c-Myc
来打破ROS平衡，从而逆转拉帕替尼耐药性 [20]。

本研究采用流式细胞术检测了BBR孵育后肝癌细胞

Hep3B及HepG2的ROS水平，发现BBR孵育能够明

显引起肝癌细胞ROS水平的升高，且与BBR作用浓

度相关。高水平ROS及抗氧化系统缺乏导致的持续

氧化应激可以使肿瘤抑制因子p53、PTEN失活，激

活致癌基因Akt、ERK及c-Myc，促进细胞增殖、转

化、转移，抑制细胞凋亡[28]。

Nrf2转录因子在肾脏、肌肉、肺、心脏、肝脏

及大脑等各种器官组织中广泛表达存在。Nrf2转录

因子在细胞质中受到抑制蛋白Keap1的严格调控，

随后通过泛素-蛋白酶体途径在Nrf2降解中发挥重要

作用[29]。在氧化应激下，Nrf2从Keap1中分离，转

位到细胞核，并激活多种细胞保护基因以对抗氧化

应激[30]。Nrf2的主要功能在一定程度上与Nrf2依赖

的基因及其蛋白如HO-1相关，HO-1不仅可去除有

毒的血红素，还产生胆绿素、铁离子及一氧化碳。

H O - 1及其产物通过减轻氧化损伤、调节细胞凋

亡、调节炎症及促进血管生成发挥有益作用[31]。本

研究通过Western blotting检测了BBR孵育后肝癌细

胞内Nrf2、HO-1、Keap1、c-Myc蛋白表达的变化，
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图8　腹腔注射BBR对裸鼠成瘤的影响

Fig.8　Effect of intraperitoneal injection of BBR on tumorigenesis in nude mice
　　BBR. 小檗碱；A. BBR对肿瘤体积的影响；B. 两组裸鼠肿瘤体积及裸鼠体重比较；C. 肿瘤组织的免疫组化染色图；D. 两组Nrf22、

c-Myc、Keap1阳性率比较；E. 两组裸鼠肿瘤组织的HE染色图；*P<0.05，**P<0.01

发现Nrf2、HO-1、c-Myc蛋白表达减少，提示BBR
孵育后肝癌细胞的死亡可能是由抗氧化应激能力的

减弱及细胞侵袭增殖能力降低导致的；而Keap1蛋
白基本不变，提示这种细胞死亡并不是通过经典的

Nrf2/Keap1途径产生的。

研究报道，在早期氧化应激的条件下，蛋

白激酶C(PKC)调控GSK3β失活(即Ser9磷酸化的

GSK3β)，P-GSK3β(Ser9)与Nrf2结合后可使Nrf2入
核并发挥抗氧化应激作用；氧化应激也可使GSK3β
激活(即Tyr216磷酸化的GSK3β)，P-GSK3β(Tyr216)
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可使F y n (酪氨酸蛋白激酶 )磷酸化，F y n的磷酸

化造成F y n的核积累，导致Nr f 2的核输出、泛素

化及降解 [32 -33]。本研究进一步检测了BBR孵育后

GSK3β、P-GSK3β(Ser9)、P-GSK3β(Tyr216)蛋白表

达的变化，结果发现总蛋白GSK3β基本不变，而

失活态的蛋白P-GSK3β(Ser9)减少，激活态的蛋白

P-GSK3β(Tyr216)明显增多。CHX与BBR共孵育可

以加速Nrf2蛋白的降解，而MG132与BBR共孵育则

可以明显逆转BBR造成的Nrf2减少，提示BBR可能

是通过增多激活态的P-GSK3β(Tyr216)使Nrf2蛋白

入核，并通过泛素化-蛋白酶体途径降解。但BBR孵

育后，Nrf2 mRNA水平增高，提示BBR导致的Nrf2
蛋白减少可能主要是转录后调控，但具体机制仍有

待进一步研究。

本研究通过裸鼠成瘤实验进一步验证了BBR在

裸鼠体内也可以明显抑制肝癌细胞的生长，导致肝

癌细胞死亡。且体内实验与细胞实验结果一致，证

实BBR孵育导致肿瘤细胞中Nrf2、c-Myc表达降低，

而Keap1基本不变。

综上所述，BBR可以在体内或体外抑制肝癌细

胞的活性及增殖能力，导致肝癌细胞死亡。此过

程可能是通过减少失活态P-GSK3β(Ser9)蛋白，增

高激活态P-GSK3β(Tyr216)蛋白，使Nrf2蛋白通过

泛素-蛋白酶体系统降解增多，导致肝癌细胞的抗

氧化应激能力减弱，细胞内ROS水平增高，致使肝

癌细胞发生死亡，而在此过程中Keap1蛋白基本不

变，Nrf2 mRNA水平增高，提示BBR在基因水平上

对Nrf2的影响不大，可能主要是通过转录后修饰发

挥作用。由此推断，BBR可能是通过非Keap1依赖

的Nrf2/GSK3β通路调控肝癌细胞的死亡。这为传

统中药BBR未来应用于肝癌的临床治疗提供了理论

基础。但BBR对肝癌的作用机制尚不明确，具体哪

种机制占据主导地位，或是多种机制共同参与，其

中存在着更为复杂的协同调节机制，也是今后继续

研究的方向。
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