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摘要：　 目的　 研究黄芪多糖对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的作用及可能机制。 　 方法　 用不同浓度（１００、２００ 和４００ μｇ ／ ｍｌ）的黄

芪多糖（ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＡＰＳ）处理 ＨｅｐＧ２ 细胞，采用 ＭＴＴ 法检测细胞增殖，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞内糖原合

成酶激酶 ３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ３β，ＧＳＫ３β）的表达。 　 结果　 ＡＰＳ１００ 组、ＡＰＳ２００ 组及 ＡＰＳ４００ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞第 １～
７ ｄ 吸光度和 ＧＳＫ３β 蛋白质表达均显著低于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＡＰＳ１００ 组和 ＡＰＳ４００ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｄ１ ～ Ｄ７ 吸光度和

ＧＳＫ３β 蛋白质表达差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），但均显著高于 ＡＰＳ２００ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 　 结论 　 黄芪多糖可显著抑制

ＨｅｐＧ２ 细胞增殖，其机制可能与抑制糖原合成酶激酶 ３β 表达有关，其中 ２００ μｇ ／ ｍｌ 抑制作用最强。
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　 　 黄芪多糖具有免疫增强及调控炎症反应功能，可
改善机体免疫而协同增强多种化疗药物对肿瘤的治疗

疗效［１－２］，但目前在黄芪多糖对肝癌的抑制作用及具

体作用机制方面研究较少［３－４］。 糖原合成酶激酶－３β
（ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ３β，ＧＳＫ３β）为保守丝氨酸 ／
苏氨酸激酶，除调控糖原合成酶的活性外，还可作用于

众多信号蛋白结构蛋白和转录因子，调节细胞的分化、
增殖、存活和凋亡，证实与肝癌的发生、发展及转归密

切相关。 本研究采用不同浓度黄芪多糖作用于 ＨｅｐＧ２
细胞，比较不同浓度下 ＧＳＫ３β 表达差异，研究黄芪多

糖对 ＨｅｐＧ２ 细胞细胞增殖的影响及可能机制。
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂与仪器　 黄芪多糖粉针购自武汉胜天宇科

技有限公司（产品批号：２０１１０５０６）。 ＨｅｐＧ２ 细胞购自

中国科学院典型培养物细胞库，ＤＭＳＯ、高糖 ＤＭＥＭ 培

养基、胎牛血清（ＦＢＳ）购自碧云天生物科技公司，兔抗

人 ＧＳＫ３β 一抗购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚｅ 公司。
１􀆰 ２　 ＨｅｐＧ２ 细胞培养　 取 ＨｅｐＧ２ 细胞接种于 ２４ 孔

板内，完全培养基为 ９０％高糖 ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ，每孔

１ ｍｌ，培养条件为 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱。
１􀆰 ３　 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖检测 　 黄芪多糖采用完全培养

基配置。 根据不同浓度的黄芪多糖处理将 ＨｅｐＧ２ 细

胞分组如下：（１）对照组（ＣＯＮ 组）：完全培养基作用

５ ｈ；（２）黄芪多糖 １００ μｇ ／ ｍｌ 剂量组（ＡＰＳ１００ 组）：完
全培养基联合 １００ μｇ ／ ｍｌ 黄芪多糖作用 ５ ｈ；（３）黄芪

多糖 １００ μｇ ／ ｍｌ 剂量组（ＡＰＳ２００ 组）：完全培养基联合
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２００ μｇ ／ ｍｌ 黄芪多糖作用 ５ ｈ；（４）黄芪多糖１００ μｇ ／ ｍｌ
剂量组（ＡＰＳ４００ 组）：完全培养基联合４００ μｇ ／ ｍｌ黄芪

多糖作用 ５ ｈ。 将细胞按约５ ０００ 个 ／孔接种到 ９６ 孔板

中，每组设置 ６ 个复孔，根据分组加入不同的黄芪多糖

处理 ５ ｈ 后洗去上清液，然后加入完全培养基。 ＭＴＴ
法检测四组细胞增殖：加入５ ｍｇ ／ ｍｌ ＭＴＴ（２０ μｌ ／孔），
置 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 条件下 ４ ｈ，弃去上清液，加入 ＤＭＳＯ
２００ μｌ ／孔，混匀 ３０ ｍｉｎ 后，在酶联检测仪上 ５７０ ｎｍ 波

长处测吸光度值，分别检测处理前（Ｄ０）及处理后第 １
～７ ｄ（Ｄ１～Ｄ７）吸光度。
１􀆰 ４　 ＧＳＫ３β 表达检测　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＣＯＮ
组、ＡＰＳ１００ 组、ＡＰＳ２００ 组及 ＡＰＳ４００ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞药

物处理后 ５ ｈ 后 ＧＳＫ３β 蛋白质表达，选择 β－ａｃｔｉｎ 为

内对照，具体检测方法如下：采用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取 ＣＯＮ 组、
ＡＰＳ１００ 组、ＡＰＳ２００ 组及 ＡＰＳ４００ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞细胞

蛋白质，加入兔抗人 ＧＳＫ３β 多克隆一抗抗体，显色后，
计算 ＧＳＫ３β 基因蛋白质与内参 β－ａｃｔｉｎ 表达百分比。
１􀆰 ５　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １２􀆰 ５ 进行统计学分析。
ＣＯＮ 组、ＡＰＳ１００ 组、ＡＰＳ２００ 组及 ＡＰＳ４００ 组 ＨｅｐＧ２
细胞吸光度及 ＧＳＫ３β 蛋白质表达比较采用单因素方

差分析（两两比较采用 ＳＮＫ 法）。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统

计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖对比　 采用 ＭＴＴ 法检测不同浓

度黄芪多糖组及对照组 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖 Ｄ０～Ｄ７ 吸光

度（Ａ 值），结果表明 ＡＰＳ１００ 组、ＡＰＳ２００ 组及 ＡＰＳ４００
组 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｄ１ ～ Ｄ７ 吸光度显著低于 ＣＯＮ 组（Ｐ＜
０􀆰 ０５）；ＡＰＳ１００ 组和 ＡＰＳ２００ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｄ１ ～ Ｄ７
吸光度差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），但均显著高于

ＡＰＳ２００ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 １。

注：∗与 ＣＯＮ 组比较，Ｐ＜０􀆰 ０５；＃与 ＡＰＳ２００ 组比较，Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖检测 Ｄ０～Ｄ７ 吸光度比较

２􀆰 ２　 ＧＳＫ３β 蛋白质表达对比　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法

检测不同浓度黄芪多糖组及 ＣＯＮ 组处理 ５ ｈ 后

ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＳＫ３β 蛋白质表达，结果表明 ＡＰＳ１００
组、ＡＰＳ２００ 组及 ＡＰＳ４００ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＳＫ３β 蛋白

质表达显著低于 ＣＯＮ 组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ＡＰＳ１００ 组和

ＡＰＳ４００ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＳＫ３β 蛋白质表达差异无统

计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）；ＡＰＳ１００ 组及 ＡＰＳ４００ 组 ＨｅｐＧ２
细胞 ＧＳＫ３β 蛋白质表达均显著高于 ＡＰＳ２００ 组（Ｐ＜
０􀆰 ０５），见图 ２。

注：∗与 ＣＯＮ 组比较，Ｐ＜０􀆰 ０５；＃与 ＡＰＳ２００ 组比较，Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 不同浓度黄芪多糖对 ＨｅｐＧ２ 细胞的

ＧＳＫ３β 蛋白质表达影响

３　 讨　 论

黄芪多糖为目前临床上常见的调节免疫药物，具
有免疫增强及调控炎症反应功能，可改善机体免疫而

协同增强多种化疗药物对肿瘤的治疗疗效。 目前研究

发现黄芪多糖对机体的非特异性免疫及特异性免疫均

具有显著改善作用，可调节杀伤肿瘤细胞的因子增强

对肿瘤细胞的抑制作用［５－６］。 此外，越来越多的研究

发现黄芪多糖存在多种机制抑制肿瘤细胞增殖。 陈瑾

歆等［７］研究发现黄芪多糖可显著抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞凋

亡基因 Ｂｃｌ－２ 表达，联合斑蝥酸钠其抑制效果更明显；
冯涛等［８］ 发现黄芪多糖和 ５ － Ｆｕ 联合使用可抑制

ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖，效应呈浓度和时间依赖性，阻滞

ＨｅｐＧ２ 细胞周期于 Ｇ１ 期，并可诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡，
明显增高肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ｃａｓｐａｓｅ－３、ｃａｓｐａｓｅ－９ 蛋

白的表达，抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２ 表达显著降低，而单独 ５
－Ｆｕ 的实验组细胞中均未检测到上述变化，认为黄芪
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多糖和 ５－Ｆｕ 联合使用能抑制肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞株的增

殖，其机制之一是影响细胞周期使之阻滞于 Ｇ１ 期，激
活细胞凋亡系统，诱导细胞凋亡。 此外，黄芪多糖可减

少实验性肝癌大鼠 ＧＳＴ－Ｐ 和 ＴＧＦ－β１ 表达［９］。 本研

究表明，ＡＰＳ１００ 组、ＡＰＳ２００ 组及 ＡＰＳ４００ 组 ＨｅｐＧ２ 细

胞 Ｄ１ ～ Ｄ７ 吸光度均显著低于 ＣＯＮ 组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
ＡＰＳ１００ 组和 ＡＰＳ４００ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｄ１～Ｄ７ 吸光度差

异无统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），且均显著高于 ＡＰＳ２００
组，这些证据表明黄芪多糖可抑制肝癌细胞增殖，
２００ μｇ ／ ｍｌ为最佳抑制浓度。

尽管研究充分证实黄芪多糖可显著抑制肝癌细胞

增殖，但目前在具体作用机制方面尚无相关研究，推测

可能与抑制调控细胞增殖基因有关。 ＧＳＫ３β 生物学

功能较为复杂，参与肿瘤形成的 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 和 ＮＦ
－κＢ 等多个信号传导通路，在癌细胞基因转录、加速细

胞周期、参与肿瘤细胞侵袭与转移及凋亡过程中起到

调控作用［１０－１１］。 ＧＳＫ３β 具有抑制癌症及促进癌症双

重作用，抑制 ＧＳＫ３β 活性后 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号传导

通路激活，促进细胞增殖产生肿瘤，而增强 ＧＳＫ３β 则

可表现出抑制癌症作用，但在不同肿瘤中 ＧＳＫ３β 展现

出不同的功能，抑制癌症和促进癌症与肿瘤类型及内

环境密切相关。 目前研究发现 ＧＳＫ３β 在卵巢癌中具

有促进肿瘤功能，而在胃癌中表现出抑制癌症作

用［１２－１３］，而在肝癌中 ＧＳＫ３β 则表现出促进癌症功

能［１４］。 基于目前研究，推测黄芪多糖抑制肝癌作用可

能与其可调控 ＧＳＫ３β 有关。 本研究中，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测不同浓度黄芪多糖组及 ＣＯＮ 组 ＨｅｐＧ２ 细

胞 ＧＳＫ３β 蛋白质表达，结果表明 ＡＰＳ１００ 组、ＡＰＳ２００
组及 ＡＰＳ４００ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＳＫ３β 蛋白质表达显著

低于 ＣＯＮ 组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ＡＰＳ１００ 组和 ＡＰＳ４００ 组

ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＳＫ３β 蛋白质表达差异无统计学意义

（Ｐ＞０􀆰 ０５ ）； ＡＰＳ１００ 组 及 ＡＰＳ４００ 组 ＨｅｐＧ２ 细 胞

ＧＳＫ３β 蛋白质表达均显著高于 ＡＰＳ２００ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５），
这些证据表明黄芪多糖可显著降低 ＨｅｐＧ２ 细胞

ＧＳＫ３β 蛋白质表达，推测黄芪多糖抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞可

能与其降低 ＧＳＫ３β 有关，但该结论有待于进一步研究

证实。
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