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中药黄芪蛋白抗肝癌细胞HepG2作用机制
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摘要: 本文考察了黄芪蛋白对肝癌细胞HepG2的增殖抑制作用, 结合转录组学探讨黄芪蛋白抗肿瘤作用机制。

黄芪干燥根部经硫酸铵沉淀, 得到分子质量大小不一的黄芪蛋白 (Huang Qi protein, HQP)。通过血球计数法检测黄

芪蛋白对肿瘤细胞HepG2的影响及其毒性作用; 结合流式细胞术和Hoechst/propidium iodide (PI) 双染测定细胞死

亡情况; Western blot测定坏死标志蛋白受体相互作用的丝氨酸/苏氨酸激酶 1 (RIP1); 将对照组与加药组RNA进行

转录组测序, 对RNA测序 (RNA-seq) 结果进行差异表达基因分析; qRT-PCR验证候选基因mRNA相对表达量。结

果表明, 随着HQP浓度增加, 对肝癌细胞HepG2增殖抑制作用愈加明显, 当HQP质量浓度为 100 μg·mL-1时, 细胞坏

死率增加到 18.78%, 同时在显微镜下观察到 PI单染的红色坏死细胞增多, Western blot结果显示RIP1蛋白水平增

加。RNA-seq结果分析得到 2.6万个相关基因受HQP调控, 其中 979个基因受调控较明显。KEGG分析发现部分差

异表达基因与 p53信号通路相关, qRT-PCR验证测序结果可靠。黄芪蛋白使HepG2细胞发生程序性坏死可能与 p53

信号通路有关。
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Abstract: To detect the inhibitory effect of Astragalus protein on the proliferation of hepatocellular carcinoma

cell line HepG2, transcriptomics was used to explore the anti-tumor mechanism of Astragalus protein. The dried

roots of Astragalus was precipitated by ammonium sulfate to obtain Huang Qi protein (HQP) with different

molecular weights. The effect of HQP on HepG2 and its toxic effect were detected by hemocytometry. Cell

necrosis was detected by flow cytometry and Hoechst/propidium iodide (PI) double staining. The necrotic marker

protein receptor interacting serine/threonine kinase 1 (RIP1) was determined by Western blot. Transcriptome

sequencing was performed on the control group and dosing group RNA, and differential expression genes were

analyzed for RNA-seq results. qRT-PCR was used to verified the relative mRNA expression levels of candidate

genes. The results showed that the inhibition of HepG2 proliferation was more obvious with the increase of

HQP concentration. When the concentration of HQP was 100 μg·mL-1, the necrosis rate increased to 18.78%, and

the number of red necrotic cells stained with PI was observed under the microscope. The Western blot results
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showed an increase in RIP1 protein levels. The results of RNA-seq analysis showed that 26 000 related genes were

regulated by HQP, and 979 genes were more regulated. KEGG analysis found that some differentially expressed

genes were associated with p53 signaling pathway, and qRT-PCR further verified that the sequencing results were

reliable. HQP may cause programmed necrosis of HepG2 cells and may be involved in the p53 signaling pathway.

Key words: Huang Qi protein; programmed cell death; RNA sequencing; p53; RIP1

蛋白是由氨基酸构成的生物大分子, 是构建组织

的重要原料, 为机体提供能量。蛋白质种类丰富且功

能各异, 如运输、防御和调节功能等, 一些纯蛋白制剂

可以作为治疗疾病的药物, 例如胰岛素。近几年有些

学者对天然蛋白物质进行了研究, 发现其有抗肿瘤、抗

炎和免疫的作用, 其中多数天然蛋白是从海洋物质、植

物、菌类和昆虫中提取纯化出来[1,2]。转录组是指特定

组织或细胞某一状态下转录出的 RNA合集, RNA测

序 (RNA-seq) 技术可以从转录水平检测肿瘤组织或细

胞中的变化基因, 肿瘤的发生发展是一个复杂的过程,

其中涉及多种基因调控, 而RNA测序技术可以很好地

识别肿瘤发生发展过程中基因的变化, 提供更准确的

信息[3,4]。

本实验是以放置时间2～4年的蒙古黄芪干燥根部

为研究材料, 黄芪是豆科黄芪属植物蒙古黄芪Astragalus

membranaceus (Fisch.) Bge. var. mongholicus (Bge.)

Hsiao 或膜荚黄芪 Astragalus membranaceus (Fisch.)

Bge.的根。黄芪性味甘、微温, 有补气固表、排脓行滞

的功效。本课题组前期研究表明, 黄芪糖蛋白对胶原

诱导性关节炎小鼠、实验性自身免疫性脑脊髓炎有免

疫抑制作用[5,6]。但目前对黄芪蛋白的抗肿瘤效果研

究较少, 因此本实验通过提取黄芪蛋白, 探索其对肝癌

细胞株增殖影响, 进一步对其抗肿瘤机制进行研究, 为

今后蛋白类化合物抗肿瘤研究提供参考。

材料与方法

实验材料 山西道地药材蒙古黄芪为三年生黄芪

干燥根部, 采于山西应县, 经山西中医药大学薛慧清教

授鉴定为蒙古黄芪 Astragalus membranaceus (Fisch.)

Bge. var. mongholicus (Bge.) Hsiao的干燥根。肝癌细

胞系HepG2为山西中医药大学科研中心细胞室保存。

主要试剂 BCA 蛋白质定量试剂盒购于武汉博

士德生物工程有限公司。Amicon Ultra-15 10K 超滤

管 (默克密理博公司); 二甲基亚砜 (DMSO)、磷酸盐缓

冲液 (PBS) [生工生物工程 (上海) 股份有限公司]; 细

胞培养基、胰蛋白酶、青-链霉素 (Hyclone公司)。

主要仪器 Multiskan FC 酶标仪 (美国赛默飞世

尔科技公司); 流式细胞仪、电泳设备 (BD公司); 生物

显微镜 (Nikon仪器公司)。

黄芪蛋白的提取 干燥的黄芪根粉碎过二号筛,

准确称量干粉30 g, 加入300 mL纯净水常温浸泡过夜,

52 ℃水浴提取 2次, 每次 1 h, 过程中不断搅拌, 水浴提

取后 4层纱布过滤, 取上清液于 4 ℃下 3 000 r·min-1离

心 30 min, 加入硫酸铵至饱和, 4 ℃过夜, 离心后沉淀

用水溶解移至透析袋中, 以纯水为透析液 4 ℃下脱盐,

直到 1% BaCl2检测硫酸铵已完全脱净, 由此得到黄芪

蛋白 (HQP) 提取液。凝胶电泳检测蛋白分子质量 ,

BCA法检测蛋白含量。

细胞生长曲线的测定 取 HepG2细胞数 1.8×105

个/mL接种于 12孔板, 置于 37 ℃, 5% CO2培养箱中培

养。24 h贴壁后, 去除原培养基, 前期进行CCK8预实验

确定HQP浓度 (10、50、100 μg·mL-1), HQP经0.22 μm微

孔滤膜过滤, 设置 3个复孔。实验时间为 1周, 每隔一

天通过血球计数板计数, 计算细胞存活率。

流式细胞术/PI单染检测细胞死亡率 取HepG2

细胞数 1.8×105个/mL接种于 12孔板。24 h后加入不

同浓度的HQP (10、50、100 μg·mL-1) 作用 48 h, PBS清

洗收集细胞。坏死对照组细胞于65 ℃加热处理5 min,

PBS清洗, 含2%胎牛血清的PBS收集细胞防止细胞黏

连, 去除上清, 每组加入 PBS 500 μL和 PI染色液 1 μL,

避光染色 10 min, 离心去除上清再重悬后, 上机检测,

实验重复3次。

Hoechst/PI 双染法观察细胞凋亡与坏死 取

HepG2细胞接种于 6孔板中 , 每孔约 2.5×105个细胞。

24 h后加入HQP (10、50、100 μg·mL-1) 作用 48 h, 去除

原培养基, PBS清洗后加入Hoechst33342染色液 1 μL,

置于培养箱中避光染色 10 min, PBS洗后加入 PI染色

液 1 μL, 室温避光染色 10 min, 荧光显微镜下黄色和蓝

紫色激发光观察细胞核染色情况, 拍照记录, 实验重

复3次。

Western blot 法检测蛋白表达 取 HepG2 细胞

接种于 10 cm培养皿中, 待满度 50%时加入HQP (10、

50、100 μg·mL-1) 作用 48 h, PBS 清洗收集细胞 , 采用

细胞裂解液冰上裂解 1 h, 每隔 10 min 震荡 1 次。于

12 000 r·min-1离心 10 min, 取上清, Bradford法进行蛋

白定量 , 高温变性后进行 SDS-PAGE 电泳 , 80 V 转膜
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3 h, 5% 牛奶 (TBST 配制) 封闭 1 h, 4 ℃下一抗过夜 ,

TBST洗膜 30 min后二抗孵育 2 h, 洗膜后凝胶成像仪

显影。实验重复3次。

RNA提取与分析 细胞培养方法同上, HQP处理

48 h后根据Trizol法提取总RNA, 经Nanodrop-2000测

定总RNA的浓度和纯度, 达到测序要求后送北京诺禾

致源公司进行检测。提取的RNA样本进行 Illumina建

库测序后, 得到原始数据及 clean-reads, 将原始基因表

达量进行标准化。采用R语言包对差异表达基因进行

分析, 通过 SangerBox绘制差异表达基因火山图及热

图。通过 Metascape 数据平台对差异表达基因进行

KEGG分析。

cDNA 合成及 qRT-PCR 验证 提取出的总 RNA

满足质检条件后, 根据常规反应体系配制反应混合液

置于PCR仪中构建 cDNA文库。取足够实验使用体积

的对照组及加药组 cDNA, 采用SYBR Green实时荧光

定量 PCR试剂盒配制 PCR反应液 (18 S作为内参), 根

据差异基因上下调表达情况选择候选基因, 设计引物

进行扩增, 采用 2−△△Ct方法计算趋势表达基因mRNA

相对表达量, 设置 3次重复。引物序列通过Gene Bank

查询, 见表1。

数据统计与分析 使用统计学软件 SPSS 13.0进

行分析, 数据均以平均数±标准差表示, 通过 t检验比

较组间差异。P<0.05为显著性差异; P<0.01为极显著

性差异。

结果

1 HQP对肿瘤细胞增殖影响

黄芪经过盐析得到不同分子质量的蛋白, 脱盐后

进行凝胶电泳检测 , 发现蛋白主要位于 35、27 和 16

kDa, 见图 1。使用不同浓度的黄芪蛋白处理肿瘤细

胞, 结果表明不同浓度HQP处理HepG2细胞后, 对细

胞增殖抑制作用呈现时间和浓度依赖性, 且相比于对

照组有显著性差异 (P<0.05), 细胞生长曲线见图 2。在

预实验中, 通过CCK8法检测细胞增殖与毒性, 发现当

HQP质量浓度达到 1 mg·mL-1时几乎没有活细胞, 因

此选择HQP质量浓度 10、50、100 μg·mL-1作为低、中、

高剂量组用于后续实验。显微镜下观察发现对照组的

细胞正常贴壁生长, 细胞紧密连接边界分明, 而HQP

处理后的HepG2细胞皱缩变圆, 且随蛋白浓度和时间

的增加细胞形态改变更加明显, 细胞存活率更低, 说明

HQP对HepG2细胞有抑制增殖的作用。

2 HQP使HepG2细胞发生程序性死亡

通过流式细胞仪检测细胞凋亡和坏死 , 四象限

中 LR 象限代表早期凋亡细胞、UR 象限代表晚期凋

亡或坏死细胞, Annxin V可以对发生凋亡的细胞进行

染色 , 而 PI 不能对细胞膜完整的细胞染色 (活细胞

和早期凋亡细胞), 所以 Annxin V/PI 双染并不能明

显区分坏死细胞和凋亡细胞, 单染PI可明确区分出坏

死细胞。通过 PI 染色法 , 检测出 HepG2 经不同浓度

HQP (10、50、100 μg·mL-1) 处理后, 细胞坏死率分别为

(7.40 ± 0.27) %、(11.60 ± 0.09) %和 (18.78 ± 0.35) %,

坏死率随HQP浓度的升高而增加, 与对照组相比, 均

具有显著性差异 (P<0.01), 说明 HQP 可能通过使

HepG2细胞发生坏死来抑制细胞增殖, 结果见图3。

Figure 1 Result of Huang Qi protein (HQP) gel electrophoresis

Figure 2 HQP (10, 50, 100 μg·mL-1) inhibits the growth of HepG2

cells

Table 1 Differentially expressed gene information

Gene name
PLK3
DUSP5
BTG2
RGCC
RASSF1A
HIC1
PPM1D

Log2(fold change)
3.786 61
3.600 22
3.079 96
2.641 15
2.578 32
2.157 41
1.701 76

P-value
0.000 05
0.000 05
0.000 1
0.004 9
0.000 1
0.017 3
0.009 95

Trend
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up

Forward primer
AGCGCCTACGCTGTCAAAG
GTGCCTACTGCACATTCCCT
ACGGGAAGGGAACCGACAT
CGCCACTTCCACTACGAGG
AGGACGGTTCTTACACAGGCT
GTCGTGCGACAAGAGCTACAA
CTCGGCGTCGTCGAAGATAA

Reverse primer
CTCAAAGTGGTGCGAAAAACG
TCCCGAGAACCTACCCTGAG
CAGTGGTGTTTGTAGTGCTCTG
CAGCAATGAAGGCTTCTAGCTC
TGGGCAGGTAAAAGGAAGTGC
CGTTGCTGTGCGAACTTGC
CGAGGTGAAACCCTTCTGCT
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3 Hoechst/PI双染法观察坏死细胞

Hoechst 33342 和 PI 都可以与核 DNA 结合 , 其中

Hoechst可进入活细胞核, 将其染为淡蓝色。而PI在正

常条件下不能穿透活细胞膜, 只有当细胞坏死时膜被

破坏, 此时 PI穿透细胞膜进入核中与染色体结合将坏

死细胞染为红色。为了验证HQP可以通过影响细胞

坏死来影响肿瘤细胞增殖, 利用显微镜观察 Hoechst/

PI双染, 结果发现重复孔之间表达趋势相同, 由图 4可

以看出, 与对照组相比, 随着处理浓度的升高红色坏死

细胞逐渐增多, 再次证明HQP可以诱导肝癌细胞坏死

从而影响细胞增殖。

4 Western blot检测 caspase-3及RIP1蛋白水平

通过进一步蛋白水平上的验证, 对凋亡标志蛋白

caspase-3进行蛋白检测, 如图 5所示, caspase-3成熟体

无显著变化同时剪切体并未出现 , 说明 HQP 不能使

HepG2发生凋亡, 但细胞死亡现象却很明显。目前对

细胞死亡方式主要分为凋亡和坏死, 所以根据流式结

果及蛋白水平变化, 推测黄芪蛋白抑制肝癌细胞增殖

的作用是使细胞发生坏死。因此, 通过Western blot检

测坏死标志蛋白 RIP1, 与对照组相比 , HQP 处理后

HepG2 细胞中 RIP1 蛋白水平明显增加 , 说明 HQP 通

过诱导HepG2细胞发生程序性坏死导致细胞死亡, 结

果重复性良好, 表达趋势一致。

5 转录组学结果分析

为了进一步探究HQP对肿瘤细胞增殖抑制的机

制, 利用转录组学来分析HQP处理肝癌细胞后的基因

表达情况。测序得到对照组与加药组转录组数据, 构

建差异基因表达谱, 得到受调控基因数 2.6万个, 其中

筛选出 979个受调控差异明显基因。如图 6所示, 652

个上调基因位于坐标轴右侧, 327个下调基因位于坐

标轴左侧。通过火山图可以看出对照组与加药组之间

表达的差异水平分布情况, 横坐标表示基因表达量变

化, 纵坐标表示基因表达差异的显著性, 其值越靠上越

表明对应的基因差异表达显著。选取TOP 100基因进

行的聚类分析, 如图 7所示, 从左到右分别为对照组和

给药组, 可以看出两组基因表达水平存在明显差异。

6 差异基因筛选分析

根据 Metacape 进行 KEGG 分析部分结果见表 2,

发现HQP对肿瘤细胞转录组主要影响细胞黏附分子

黏附、p53下游信号通路、氨基酸合成、内质网应激反

Table 2 The result of KEGG analysis

-Log10(P)
24
12
10
8
7.7
7.5
7.2
6.9
6.5
6.3

Pathway
GO:0007156: Homophilic cell adhesion via plasma membrane adhesion molecules
M145: PID P53 downstream pathway
GO:0071496: Cellular response to external stimulus
GO:0034976: Response to endoplasmic reticulum stress
GO:0008202: Steroid metabolic process
GO:0097190: Apoptotic signaling pathway
GO:0030036: Actin cytoskeletion organization
hsa05166: HTLV-I infection
hsa01230: Biosynthesis of amino acids
GO:0030522: Intracellular receptor signaling pathway

Figure 4 Single staining of necrosis cells by propidium iodide (PI)

Figure 3 HQP increases the necrosis rate of HepG2 cells. Cells

were incubated with HQP (10, 50, 100 μg·mL-1) for 24 h. n = 3,
-
x ± s. **P<0.01 vs control group
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应, IκB/NFκB信号和AP1通路等。结果发现, p53信号

通路相关基因分布较多, 有 73个。已有研究证实, p53

可介导程序性细胞坏死的发生[7]。MPTP介导的程序

性细胞坏死中 p53参与其中。在氧化应激反应中, p53

在线粒体中积累, 与调节因子 CypD作用激活程序性

细胞坏死。其中CypD位于MPTP内膜上, 在钙超载的

情况下造成线粒体损伤 , ROS 增多致使细胞坏死[8]。

也有研究表示, 在ROS作用下, p53可能调控PARP1介

导的程序性细胞坏死[9,10]。在敲除 p53基因的癌细胞

中, 癌细胞会对 PARP1介导的程序性坏死起到抵抗作

用[11]。因此, 结合文献研究挑选出显著差异基因, 发现

与 p53 相关基因中 , PLK3、DUSP5、BTG2、RGCC、

RASSF1A、HIC1和 PPM1D 7个抑癌基因均出现了显

著上调, 见表 1。文献证实 PLK1为一种抗癌靶点, 而

PLK3为一种潜在的肿瘤抑制因子, 其作用主要对细胞

的毒性作用或诱导DNA损伤后影响细胞周期[12]。Ueda

等[13]利用 cDNA-microarray技术 , 发现 DUSP5的过表

达可以抑制几种人源癌细胞生长, 而内源性 p53蛋白

直接结合到DUSP5基因的启动子区域。BTG2是 p53

诱导的抗增殖基因[14]。Tsui等[15]表明BTG2是人膀胱

癌细胞 p53上调的抑癌基因, 发现BTG2在T24细胞中

的过表达抑制了细胞的生长。RASSF1A基因普遍存

在于原发性癌组织中的抑癌基因, 在正常组织中也有

表达 , 研究证实 RASSF1A 基因可以通过影响细胞周

期、细胞凋亡等发挥抑癌作用[16,17]。Lei等[18]发现下调

HPV 16 会导致 p53 介导的 RASSF1A 下调 , 从而诱导

SiHa细胞凋亡。HIC1为一种抑癌基因, 与多种肿瘤组

织发展过程相关[19]。RNA-seq结果与文献报道一致,

推测HQP可能通过 p53信号通路诱导肿瘤细胞发生细

胞坏死, 近而对肿瘤细胞增殖发挥抑制作用。

7 qRT-PCR验证差异基因表达

为了验证转录组测序数据的准确性, 将 7个差异

表达基因进行荧光定量 PCR验证。如图 8所示, 差异

表达基因相对含量与测序结果趋势相同, 说明转录组测

序数据分析可靠, 进一步证实了p53信号通路相关抑癌

基因的表达受到了HQP的调控。说明HQP诱导肝癌

细胞发生程序性坏死可能与影响p53信号通路有关。

讨论

本研究前期进行了预实验, 筛选不同肿瘤细胞, 最

Figure 8 qRT-PCR analysis of differentially expressed genes.

n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs control group

Figure 5 Detection of protein levels in HepG2

Figure 6 Differentially expressed gene volcano map

Figure 7 Cluster analysis of differentially expressed gene. The

control group is on the left and the dosing group is on the right
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终选择肝癌细胞 HepG2为研究对象。细胞坏死参与

机体的多种病理过程, 一直以来被认为是被动的细胞

死亡方式, 近来研究发现细胞坏死也可以受特定的信

号和程序调控。研究表明, 细胞程序性坏死与肿瘤的

发展及临床有紧密的联系, 目前关于程序性细胞坏死

的研究主要在其上游信号肿瘤坏死因子受体家族及两

个关键的功能分子: 蛋白激酶RIP1和RIP3[20,21]。王晓

东课题组[22]发现当凋亡受抑制时, Smac/Diablo蛋白类

似物可使细胞发生坏死, 此时 RIP1和 RIP3会形成一

个蛋白复合体来抑制细胞坏死途径。韩家淮课题组[23]

揭示了ROS通过直接氧化RIP1蛋白上的 3个关键半

胱氨酸, 特异性增强RIP1自磷酸化从而促进细胞程序

性坏死的发生。

本实验通过研究HQP抑制HepG2细胞的增殖作

用, 发现HQP可以使HepG2发生细胞程序性坏死, 结

合高通量转录技术进行RNA测序分析, 与 p53通路相

关的基因 7个, 荧光定量 PCR验证结果显示差异基因

表达趋势与测序结果趋势一致。综上所述, HQP可以抑

制HepG2细胞的增殖, 使细胞发生程序性坏死, 并且与

p53信号通路有关, 这为天然蛋白抗肿瘤的研究提供了

一定的实验基础, 而具体作用机制有待于深入探讨。
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