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速生桉叶水溶提取物对 HepG2细胞增殖及凋亡的影响 *
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摘要 目的：探讨速生桉叶水溶提取物对 HepG2细胞的抑制增殖作用及凋亡的影响。方法：采用MTT法检测速生桉叶水溶提取

物对 HepG2细胞增殖抑制作用；采用流式细胞仪 Annexin V-FITC/PI检测速生桉叶水溶提取物处理后 HepG2细胞凋亡的情况。

结果：MTT分析显示，当细胞培养 24 h时，稀释 5、10倍 HepG2细胞抑制率分别为（47.32± 1.11）%、（15.76± 3.50）%；当细胞培养

48 h时，稀释 5、10倍 HepG2细胞抑制率分别为（44.13± 10.93）%、（25.93± 8.37）%；当细胞培养 72 h时，稀释 5、10倍 HepG2细

胞抑制率分别为（59.47± 6.90）%、（41.02± 4.27）%。流式细胞术结果显示，速生桉叶水溶提取物稀释 30倍时可诱导 31.03%的

HepG2细胞进入早期凋亡阶段，随着稀释倍数的减少被诱导进入凋亡阶段的细胞数目逐渐升高。另外，随着水溶提取物作用时间

的延长，进入凋亡阶段的细胞数目也逐渐升高。结论：速生桉叶水溶提取物对 HepG2细胞增殖与凋亡具有量 -效、时 -效关系。
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Effects of Leaf Water Extract from Fast-Growing on
Proliferaton and Apoptosis of Human Heptoma HepG2 Cells*

To investigate the effects of the leaf of Fast-growing eucylyptus extract on the proliferation and apoptosis of

human hepatoma HepG2 cells. MTT assay was used to measure the leaf of Fast-growing eucylyptus extract on HepG2 cells

activity. The cell apoptosis of HepG2 cells were determined by flow cytometry Annexin V-FITC/PI. As the results of MTT

showed, HepG2 cells were cultured for 24 h, the inhibition rates of HepG2 cells diluted 5 and 10 times were (47.32± 1.11) % and (15.76

± 3.50) %, respectively. When HepG2 cells were cultured for 48 h, the inhibition rates of HepG2 cells diluted 5 and 10 times were

respectively (44.13± 10.93) % and (25.93± 8.37) %. When HepG2 cells were cultured for 72 h, the inhibition rate of HepG2 cells diluted

5 and 10 times was (59.47± 6.90) % and (41.02± 4.27) %. The flow cytometry showed that after incubated with the leaf of fast-growing

eucylyptus extract for diluted 30 times, the early of apoptosis were 30.03%. The ratios of apoptotic increased with concentration diluted

times decreased, and it was in a time-dependent manner. Moreover, the ratios of apoptotic increased with the time prolonged of the leaf

of fast-growing eucylyptus extract, and it was in a dose-dependent manner. The leaf of fast-growing eucylyptus extract can

inhibit proliferation and induced apoptosis on HepG2 Cells in a time-and dose-dependent manner.
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前言

速生桉是澳洲湿性硬叶常绿阔叶林（Wet-sclerophyllous

forests）的优势树，其适应性强，抗逆性显著，因其具有很好的经

济价值[1]，从 1890年起在广西壮族自治区（以下简称广西）开

始进行大面积速生桉人工林种植[2]。肝细胞肝癌（Hepatocellular

carcinoma, HCC）是严重危害人类健康的常见病和多发病，在

我国其死亡率在所有肿瘤中居于第 3位[3]，发病率和死亡率呈

现逐年上升的趋势[4]。据报道，广西肝癌的发病率在肿瘤登记地

区居于第二位，中标发病率为 36.93/10 万、中标死亡率为

30.29/10万高于全国水平（中标发病率为 18.15/10万、中标死

亡率为 15.65/10万）[5]。目前，肝癌除了早期手术外，无有效的治

疗方法，因此开发新药对肝癌的治疗尤为重要。

据文献报告，速生桉叶含有大量有效的成分，可用于医药
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用途。体外抗菌实验显示，速生桉叶对革兰氏阳性细菌具有抑

制作用，对白喉杆菌素、破作风杆菌及真菌具有较强的解毒

作用[6]。速生桉叶具有许多的生理活性，如祛痰、止咳、驱风、发

汗、驱虫、镇痛等[7]。速生桉还具有抗肿瘤的作用[8-11]。国外研究

显示，速生桉水溶提取物对胰腺癌细胞的生长具有抑制的作

用，100 滋g/mL两种不同种类速生桉水溶提取物作用于 MIA

PaCa-2细胞后，抑制率分别（77.91± 4.93）%、（62.04± 7.47%）[12]。

然而，速生桉叶水提取物对 HepG2细胞增殖及凋亡的影响鲜

有报道。

本研究采用 MTT法检测速生桉水溶提取物对 HepG2细

胞增殖的影响，通过流式细胞术检测其对 HepG2细胞凋亡的

影响。为阐明速生桉叶水溶提取物对 HepG2细胞增殖和凋亡

影响的研究机制奠定基础，发现速生桉叶在肝癌治疗上具有一

定的药用价值，为药物治疗肝癌在临床上应用提供理论基础和

实验依据。

1 材料和方法

1.1 速生桉叶水溶提取物

速生桉叶采集地带为广西南宁市郊区的桉树林，选取位于

速生桉树中部叶龄为 3年生树叶，叶片大小控制为叶长 8～17

cm，叶宽 3～7 cm。速生桉叶片经蒸馏水冲洗，风干、剪碎并称

重，按照 1:6的重量加水煎煮 1 h后，速生桉水溶提取液经滤纸

过滤，2000× g、30 min常温离心后取上清，最后用 0.45 滋m滤
膜过滤残渣得到完全澄清的速生桉叶水溶提取物。

1.2 细胞

人肝癌细胞系 HepG2细胞来源于广西艾滋病防治研究重

点实验室。

1.3 试剂及耗材

MTT细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒购自江苏凯基生物

技术股份有限公司；二甲基亚矾（DMSO）购自 Sigma公司；

DMEM细胞培养基、10%的胎牛血清（FBS）、100 滋g/mL青霉
素、100 U/mL链霉素均购自 Gibco 公司；无菌 PBS购自 Hy-

cHyClone公司；96孔细胞培养板购自 Greiner Bio-One公司，6

孔细胞培养板购自 Costar公司。AnnexinV-FITC细胞凋亡检测

试剂盒购自美国 Affymetrix公司。

1.4 仪器

多功能酶标仪（BioTek）；二氧化碳培养箱（Thermo）、

ST40R 高速低温离心机（Thermo）、超低温冰箱（Thermo），Mi-

crofuge 18 低速离心机（Beckman Coulter）；流式细胞仪（Beck-

man Coulter）；荧光显微镜（Olympus）、光学显微镜 IX70（Olym-

pus）。

1.5 方法

1.5.1 细胞培养方法 人肝癌细胞系 HepG2 细胞用 DMEM

培养基（含 10%灭活的胎牛血清、100 U/mL 青霉素和 100

滋g/mL链霉素）培养于 37℃、5% CO2饱和湿度培养箱中。

1.5.2 细胞MTT实验 取对数生长的细胞，以 1× 106/mL的

密度接种于 96孔板，每孔 100 滋L。试验设阴性对照组（含
PBS）、实验组和空白组。实验组含有细胞培养基、MTT、经稀释

后不同浓度（0、5、10、30倍）速生桉叶水溶提取物；阴性对照组

含有细胞的培养基、MTT、不含药物；空白组不含细胞。每组设

5个复孔，37℃、5% CO2饱和湿度孵箱内培养过夜，分别加入

含药物或不含药物的培养基 100 滋L，加入药物后分别培养 24

h、48 h、72 h。每孔加入 1XMTT 液（1 mg/mL）50 滋L，培养 4 h

后，吸弃培养液，每孔加入 150 滋L二甲基亚砜（DMSO），轻度

振荡 10 min，溶解结晶，置酶标仪 550 nm波长处测 OD值。按

下列公式计算细胞存活率，细胞存活率（%）= [（药物处理组

A550- 空白组 A550）/（阴性对照组 A550- 空白组 A550）]×

100%。据此，我们以 HepG2细胞作为模型，以不同速生桉水溶

提取物浓度和速生桉水溶提取物的不同作用时间作为梯度进

行实验。

1.5.3 流式细胞术（Annexin V/PI双染色法） 以每孔 100万

细胞种在 6孔细胞培养板，细胞贴壁后，弃上清。予每孔细胞不

同浓度（0、5、10、30倍稀释）的速生桉叶水溶提取物，每孔速生

桉叶水溶提取物与培养液的比例为 1:10孵育 12 h、24 h、48 h

和 72 h后用 0.25%胰酶收集所有细胞，用预冷的 PBS洗 2次

后，用 200 滋L 1× Binding Buffer 重悬，加入 5 滋L Annexin

V-FITC到 195 滋L细胞混合液，混匀，室温孵育 10 min。用 200

滋L 1× Binding Buffer缓冲液洗 2次。加入 10 滋L碘化丙啶（PI）
（20 滋g/mL）避光孵育 20 min后立即进行流式细胞仪检测，计

算细胞早晚期凋亡率。

1.6 统计学分析方法

采用 IBM SPSS 22.0软件对数据进行处理和统计学分析，

计量资料以（x± s）表示，采用单因素方差分析（One-way ANO-

VA）进行不同组间的比较，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 速生桉叶水溶提取物对 HepG2细胞增殖的抑制作用

MTT结果显示，当细胞培养 24 h时，稀释 0、5、10、30倍细

胞抑制率分别为（85.20± 2.81）%、（47.32± 1.11）%、（15.76±

3.50）%、（12.11± 4.72）%；当细胞培养 48 h时，稀释 0、5、10、30

倍细胞抑制率分别为（81.59± 3.61）%、（44.13± 10.93）%、

（25.93± 8.37）%、（17.37± 7.72）%；当细胞培养 72 h时，稀释 0、

5、10、30 倍细胞抑制率分别为（92.44 ± 1.53）%、（59.47 ±

6.90）%、（41.02± 4.27）%、（27.94± 0.38）%。细胞培养 24 h时，

稀释 5倍与稀释 10倍相比，HepG2细胞抑制率差异具有统计

学意义（P<0.01）。随着作用时间缩短和浓度的降低，细胞抑制

率呈下降趋势。见图 1。

图 1 速生桉叶水溶提取物对 HepG2细胞增殖的影响

Fig.1 Effects of the leaf of fast-growing eucylyptus extract on the

proliferation of HepG2 cells
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2.2 不同时间水平速生桉叶水溶提取物对 HepG2细胞凋亡的

影响

在流式细胞术双参数散点图上，左下象限显示活细胞（LL：

Annexin Ⅴ-/PI-）；右下象限为早期凋亡细胞（LR：Annexin Ⅴ

+/PI-）；右上象限为晚期凋亡细胞（UR：Annexin Ⅴ+/PI+）；而左

上象限是非活细胞，即坏死细胞（UL：AnnexinⅤ-/PI+）。速生桉

叶水溶提取物作用于 HepG2细胞 12 h、24 h、48 h、72 h时，早

期细胞凋亡率分别为 5.61%、7.22%、17.83%、39.39%；晚期细胞

凋亡率分别为 0.68%、0.38%、1.67%、3.57%。随着速生桉叶水溶

提取物作用时间延长，早期细胞凋亡率与晚期细胞凋亡率均呈

上升趋势。见图 2。

图 2 不同时间水平速生桉叶水溶提取物对 HepG2细胞凋亡的影响

Fig.2 Effects of the leaf of fast-growing eucylyptus extract on the apoptosis with different time

2.3 不同浓度速生桉叶水溶提取物对 HepG2细胞凋亡的影响

速生桉叶水溶提取物作用于 HepG2细胞 48 h时，速生桉

叶水溶提取物稀释 0、5、10、30倍时，早期细胞凋亡率分别为

3.75%、48.91%、33.86%、31.03%；晚期细胞凋亡率分别为

94.22%、2.40%、3.62%、2.19%。随着速生桉叶水溶提取物作用

浓度降低，早期细胞凋亡率与晚期细胞凋亡率均呈下降趋势。

反之，随着速生桉叶水溶提取物作用浓度升高，早期细胞凋亡

率与晚期细胞凋亡率均呈上升趋势。见图 3。

图 3 速生桉叶水溶提取物对 HepG2细胞凋亡诱导作用的剂量相关性

Fig.3 Quantitative correlation of leaf of fast-growing eucylyptus extract on the apoptosis induction of HepG2 cells

3 讨论

近年来，天然植物水提取物，如雷公藤、大黄素、紫杉醇和

姜黄素等通过抑制肿瘤细胞增殖，诱导肿瘤细胞的凋亡，达到

治疗肿瘤目的的研究越来越多[13-16]。研究表明，部分中草药成分

可以通过抑制肿瘤细胞的增殖，诱导肿瘤细胞的凋亡，调节机

体免疫功能等方面达到治疗肿瘤的目的[17]。例如，苦参碱可能

通过调控氨基酸代谢、能量代谢等途径抑制肝癌细胞的增殖[18]。

姜黄素通过下调 PIK/AKT/mTOR信号通路的活性，抑制人肝

癌细胞系 HL-7702增殖，诱导细胞凋亡[19]。因此，挖掘更多的抗

肿瘤植物化合物是抗肿瘤药物研发的方向，是提高肿瘤患者生

存率的可行之路。速生桉叶具有止痛、止咳、抗炎的作用，也能

抑制肿瘤细胞的增殖和促进肿瘤细胞凋亡。根据研究显示，速

生桉对皮肤癌、乳腺癌和白血病具有较好的抗癌作用[20-22]。

广西是我国肝癌的高发区域，其肝癌的发病率、死亡率远

高于全国的水平。近年来，由于我国逐渐进入老龄化的社会，使

得肝癌的死亡率进一步上升。肝癌已经成为影响广西居民健康

与经济的主要负担之一[23]。目前，大约 70%的肿瘤患者被发现

时已处于晚期，这类患者不适合手术治疗，常需要采用放疗、化

疗或生物治疗等[24]。因此，寻找新的治疗方法以获得更好的治

疗效果很重要。细胞凋亡即程序性死亡，在调节机体正常发育

和维持自稳态中具有重要的作用。肿瘤的发生发展与细胞失控

性增殖和肿瘤细胞逃逸凋亡存在密切的关系。因此，诱导肿瘤

细胞凋亡是研究治疗肿瘤的热门领域。本文基于此研究速生桉

叶水溶提取物对 HepG2细胞增殖及凋亡的影响，发现速生桉

叶水溶提取物也可抑制 HepG2 细胞的增殖并能诱导 HepG2

细胞凋亡，并具有时间和剂量依赖性。

本研究显示，速生桉叶水溶提取物对 HepG2细胞的增殖

具有抑制效果，且随着作用时间和浓度的增加，抑制效果越加

明显。结果提示，速生桉叶水溶提取物对 HepG2细胞增殖具有

量 -效、时 -效关系。国外学者[25]对速生桉提取物进行化学分

析，发现速生桉提取物对 SW-620（结肠癌细胞）、HOP-62（人非

小细胞肺癌细胞）、PC-3（人前列腺癌细胞）、OVCAR-5（人卵巢

癌细胞）、HeLa（人宫颈癌细胞）、IMR-32（人神经母细胞瘤细
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胞）和 HEP-2（喉表皮样癌细胞）7个不同组织的人癌细胞系的

增殖有抑制作用，具有剂量依赖性。这一研究结果与本文的研

究结果相似。细胞凋亡是机体正常细胞由于受到内外因素影响

触发细胞内预存的死亡程序而导致细胞死亡的过程[26]。细胞凋

亡作为细胞死亡的方式之一，与肿瘤的发生、发展与转归有着

密切的关系[27]。研究显示，若能诱导肿瘤细胞的凋亡，可抑制肿

瘤的发生、发展[28,29]。因此，诱导肿瘤细胞的凋亡成为研究抗肿

瘤药物的重要方向。本研究流式细胞术结果显示，随着速生桉

叶水溶提取物作用时间延长，早期细胞凋亡率与晚期细胞凋亡

率均呈上升趋势。同时，随着速生桉叶水溶提取物作用浓度升

高，早期细胞凋亡率与晚期细胞凋亡率均呈上升趋势。结果提

示，速生桉叶水溶提取物诱导细胞凋亡具有量 -效与时 -效关

系。有研究显示[30]速生桉树皮具有抗肿瘤和诱导肿瘤细胞凋亡

的作用，在显微镜下可见核碎裂，通过电泳检测发现老鼠癌细

胞 DNA断裂条带。杨阳等[31]采用流式细胞术检测香叶木素作

用于 HepG2细胞后研究细胞凋亡变化发现，香叶木素可诱导

HepG2细胞凋亡，且随着香叶木素药物浓度的增加，早期凋亡

及晚期凋亡的细胞数逐渐增加，且具有一定的浓度依赖性。本

研究显示速生桉叶水溶提取物可抑制 HepG2细胞增殖与诱导

HepG2细胞凋亡，可认为速生桉叶水溶提取物是治疗肝癌的潜

在药物。

综上所述，速生桉叶水溶提取物可抑制 HepG2细胞增殖

与诱导 HepG2细胞凋亡，并显示出量 -效、时 -效关系。但还需

探讨速生桉水溶提取物诱导 HepG2 细胞凋亡可能的作用机

制，同时通过动物实验对此结论进一步验证，为速生桉叶治疗

肝癌提供科学依据。
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