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丹参酮通过 VEGF/VEGFR信号通路抑制肝癌细胞迁移和
侵袭能力的实验研究 *

孙岩岩 陈之显 李广恩 杨雨澎 张振龙 张晓亮△
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摘要 目的：探究丹参酮通过 VEGF/VEGFR信号通路抑制肝癌细胞迁移和侵袭能力的机制。方法：体外培养人肝癌细胞 Hep3B、

HepG2，并分为：实验组、阳性对照组和空白对照组，实验组使用丹参酮处理，阳性对照组使用阿霉素处理，空白对照为加入 10 滋L
DMSO或生理盐水，使用 CCK8检测肝癌细胞的增殖情况；分别加入浓度为 31 滋mol/L和 2.5 滋mol/L的丹参酮及阿霉素显微镜
下观察细胞形态变化；使用流式细胞术检测肝癌细胞的凋亡情况和细胞周期情况；使用 Western blot检测肝癌细胞 VEGF及

VEGFR蛋白表达情况。结果：MTT实验结果显示，随着丹参酮和阿霉素使用浓度的升高人肝癌细胞 Hep3B、HepG2生长受到显

著的抑制（P<0.05）；显微镜下观察发现丹参酮可以抑制肝癌肿瘤细胞增殖；流式细胞检测发现相比空白对照组，阳性对照组和实
验组（人肝癌细胞 Hep3B、HepG2）细胞凋亡率显著增加（P<0.05）；相比空白对照组，实验组和阳性对照组 G0/G1期细胞百分比显

著增加（P<0.05），S期和 G2/M期细胞百分比显著降低（P<0.05）；蛋白质印记实验结果显示，相比空白对照组，实验组和阳性对照
组 VEGF及 VEGFR蛋白表达显著降低（P<0.05），且实验组表达显著低于阳性对照组（P<0.05）。结论：参酮通可以通过抑制
VEGF/VEGFR信号通路，将肝癌细胞分裂阻滞在 G0/G1，达到抑制肝癌细胞的增殖及迁移和侵袭能力的效果。
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Experimental Study on Tanshinone Inhibiting Migration and Invasion Ability
of Hepatoma Cells by VEGF/VEGFR Signaling Pathway*

To explore mechanism of tanshinone inhibiting migration and invasion ability of hepatoma cells by

VEGF/VEGFR signaling pathway. Human hepatoma cells Hep3B and HepG2 were cultured in vitro. They were divided into

experimental group, positive control group and blank control group. The experimental group was treated with tanshinone, positive control

group was treated with doxorubicin, and blank control was given 10 滋L DMSO or normal saline. CCK8 was applied to detect prolifera-

tion of hepatoma cells. 31 滋mol/L and 2.5 滋mol/L tanshinone and doxorubicin were applied. The changes of cell morphology were ob-

served under microscope. The apoptosis and cycle of hepatoma cells were detected by flow cytometry. The expression of VEGF and

VEGFR proteins was detected by Western blot. The results of MTT assay showed that with increase of tanshinone and doxoru-

bicin concentration, growth of human hepatoma cells Hep3B and HepG2 was significantly inhibited (P<0.05). It was found under micro-
scope that tanshinone could inhibit proliferation of hepatocellular carcinoma cells. Flow cytometry test found that compared with the

blank control group, apoptosis rates (human hepatoma cells Hep3B, HepG2) were significantly increased in positive control group and

experimental group (P<0.05). Compared with blank control group, percentage of cells in G0/G1 phase was significantly increased in ex-
perimental group and positive control group (P<0.05), while percentage of cells in S phase and G2/M phase was significantly decreased

(P<0.05). The results of Western blot showed that compared with blank control group, expression of VEGF and VEGFR proteins was sig-

nificantly decreased in experimental group and positive control group (P<0.05). And the expression in experimental group was signifi-

cantly lower than that in control group (P<0.05). Tanshinone can block hepatoma cell division in G0/G1 phase by inhibiting

VEGF/VEGFR signaling pathway, thus inhibit proliferation, migration and invasion of hepatoma cells.
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前言

肝细胞癌是全世界范围内严重威胁人类健康和生命的疾

病，在我国肝癌的死亡率和转移率在癌症中均排在前列[1-3]。目

前，手术切除肿瘤是首倡的治疗手段[4,5]。但是 80%的肝癌患者

同时伴有肝硬化疾病，这就限制了肝切除的容积[6,7]。同时，肿瘤

通常临近第一、第二、第三肝门，这也造成了手术的困难。因此，

只有较少的肝癌患者有机会接受手术治疗[8,9]。肝动脉介入法是

治疗肝细胞癌的另一主要手段，但往往会出现术后肿瘤复发和

转移[10,11]。丹参酮是丹参根中主要的脂溶性成分之一，其抗肿瘤

作用机制包括抑制细胞增殖、扰乱肿瘤细胞周期、促使肿瘤细

胞凋亡以及抑制肿瘤细胞浸润、迁移等[12]。同时研究显示丹参

酮抗肿瘤和抗血管生成作用与抑制 VEGF表达有关[13]。这些研

究结果同时显示正常细胞的 VEGF表达并未受到影响。尽管已

有大量研究揭示丹参酮的抗肿瘤作用及其与 VEGF表达水平

的关系，但丹参酮在肝癌肿瘤细胞增殖、肿瘤进展中对 VEGF

及其受体结合的影响尚不清楚。因此我们提出假说：丹参酮的

抗肝癌肿瘤细胞作用可能与影响 VEGF/VEGFR 信号通路有

关。本研究课题即基于此假说进行研究设计，以探究丹参酮抑

制肝癌肿瘤细胞进展和调节血管生成的机制。

1 材料与方法

1.1 主要细胞

人肝癌细胞 Hep3B、HepG2购自中国科学院细胞库。

1.2 主要试剂与仪器

RPMI1640培养基购自广州威佳科技有限公司；青霉素钠

购自哈药集团制药总厂；Annexin V-FITC凋亡检测试剂盒购自

BestBio-贝博公司；磷酸缓冲液 PBS购自天津科密欧有限公

司；VEGF抗体(货号：sc-7269)、VEGFR抗体（货号：sc-393163）

购自美国 Santa Cruz公司。

TGL-16M低温离心机购自济南来宝医疗器械有限公司；

光学显微镜购自东莞市同创仪器有限公司；荧光分光光度计购

自上海仪电分析仪器有限公司；流式细胞仪购自赛默飞世尔科

技有限公司；细胞培养箱购自美国 Forma公司；蛋白电泳及转

膜仪购自美国 Bio-Rad公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养 人肝癌细胞 Hep3B、HepG2 培养于含 10%

FBS、100 U/mL青霉素和 100 U/mL链霉素 RPMI1640培养基

中，保存在温度为 37℃、CO2浓度为 5%的培养箱内培养，取对

数生长期细胞进行实验。

1.3.2 MTT法检测细胞的增殖情况 检测丹参酮对肝癌肿瘤

细胞增殖的影响：对数生长期 Hep3B、HepG2细胞计数 6000

个并接种于 96孔板，加入丹参酮使其终浓度分别为 80、60、

40、30、20、15、10、5及 2.5 滋mol/L，另加入阿霉素作为阳性对
照，其终浓度分别为 8、4、2、1、0.5及 0.25 滋mol/L，空白对照组
为加入 10 滋L DMSO或生理盐水。应用 CCK-8试剂后孵育 2

小时，测定其 450 nm处吸光度值，并根据以下公式计算细胞增

殖抑制效率：1-[(A1-A4)/(A2-A3)]× 100，其中 A1 代表药物处

理各组细胞 OD值，A2代表空白对照 OD值，A3代表空白细

胞培养液 OD值，A4代表与 A1相同药物浓度空白细胞培养液

OD值。

1.3.3 丹参酮对肝癌肿瘤细胞形态的影响 对数生长期肿瘤

细胞接种于 6孔板，生长至 70%融合度，分别加入丹参酮及阿

霉素使其药物终浓度为 31 滋mol/L和 2.5 滋mol/L，每 12小时显

微镜下观察细胞形态变化。

1.3.4 流式细胞术检测丹参酮对肝癌肿瘤细胞凋亡及周期影响

消化并接种肿瘤细胞，待其达到 80%融合度，加入丹参酮至终

浓度为 31 滋mol/L，同时设置 DMSO和空白细胞培养液空白对

照组，孵育 48 h，收集细胞并冰 PBS液洗涤，流失细胞检测试

剂处理后进行检测。

PBS处理细胞致细胞周期停滞后加入培养液使其同步化，

加入丹参酮（31 滋mol/L）孵育 48小时，细胞处理分组与上部分

相同。收集细胞后冰 PBS洗涤，4℃下乙醇固定 24 小时后，

RNA酶孵育，流式细胞检测试剂处理后进行检测。

1.3.5 Western blot 检测蛋白表达水平 Hep3B、HepG2 分别

用丹参酮（31 滋mol/L）和阿霉素（2.5 滋mol/L）孵育 48小时后裂

解细胞收集全蛋白，BCA法蛋白定量，8% SDS-PAGE 蛋白电

泳，转 PVDF膜，VEGF、VEGFR一抗 4℃孵育过夜，二抗孵育

后曝光，GAPDG为内参。Image J分析图像数据。

1.4 统计学方法

本研究数据分析和作图采用的软件为 SPSS 22.0 和

GraphPad Prism5，方差分析使用单因素方差分析，当组间差异

存在统计学意义时，采用 SNK方法进行进一步的比较；使用单

因素方差分析时，若 P＜0.05则表明数据差异有统计学意义，

本研究所有检验均为双侧检验。

2 结果

2.1 丹参酮对肝癌细胞的增殖情况

由图 1可以看出，相比阴性对照组，阳性对照组的肝癌细

胞抑制率显著升高（P<0.05）；相比阴性对照组，丹参酮组肝癌
细胞抑制率显著升高（P<0.05）。
2.2 丹参酮对肝癌肿瘤细胞形态的影响

由图 2观察肝癌肿瘤细胞形态可以看出，与空白对照组相

比，阿霉素（ADM）及丹参酮（Tan）均可有效抑制肝癌肿瘤细胞

增殖。

2.3 丹参酮对肝癌细胞瘤细胞凋亡影响

由表 1和图 3流式细胞检验肝癌细胞凋亡可以看出，相比

空白对照组，阳性对照组和实验组肝癌细胞（Hep3B、HepG2）凋

亡率均显著升高（P<0.05）。
2.4 丹参酮对肝癌细胞瘤细胞周期影响

由表 2和图 4流式细胞检验肝癌细胞周期情况可以看出，

相比空白对照组，阳性对照组和实验组人肝癌细胞（Hep3B、

HepG2）凋亡细胞数目均显著升高（P<0.05）；相比空白对照组，
阳性对照组和实验组人肝癌细胞（Hep3B、HepG2）G0/G1期细

胞数目显著升高、S期和 G2/M细胞数目显著降低（P<0.05）。
2.5 丹参酮对肝癌细胞 VEGF、VEGFR蛋白表达影响

由图 5蛋白质印记实验可以看出，相比空白对照组阳性对

照组和实验组人肝癌细胞（Hep3B、HepG2）VEGF、VEGFR蛋

白表达均显著降低（P<0.05），且实验组人肝癌细胞（Hep3B、
HepG2）VEGF、VEGFR蛋白表达低于阳性组，差异有统计学意

义（P<0.05）。
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图 1丹参酮对肝癌细胞的增殖情况

Fig.1 Effects of tanshinone on proliferation of hepatoma cells

Note: A represented comparison of inhibition rates of hepatoma cells between positive control group and negative control group.

B represented comparison of inhibition rates of hepatoma cells between experimental group and control group.

图 2丹参酮对肝癌肿瘤细胞形态的影响

Fig.2 Effects of tanshinone on morphology of hepatoma tumor cells

Note: Blank represented blank control group. AMD represented positive control group (adriamycin 31 滋mol/L).
Tan represented experimental group (2.5 滋mol/L).

Note: Compared with blank control group **P<0.05.

图 3 丹参酮对肝癌细胞瘤细胞凋亡影响

Fig.3 Effects of tanshinone on apoptosis of hepatoma cells

Note: A represented blank control group. B represented experimental group (hepatoma cell Hep3B).

C represented experimental group (hepatoma cell HepG2). D represented positive control group.

表 1 丹参酮对肝癌细胞瘤细胞凋亡率影响（%，x± s）
Table 1 Effects of tanshinone on apoptosis rates of hepatoma cells (%, x± s)

Groups Human hepatoma cell Hep3B Human hepatoma cellHepG2

Blank control group 5.62± 2.10 5.11± 1.98

Positive control group 54.36± 8.32** 52.32± 7.98**

Experimental group 31.32± 7.32** 40.32± 5.32**

F 14.019 19.119

P <0.001 <0.001
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Note: Compared with blank control group **P<0.05.

图 4 丹参酮对肝癌细胞瘤细胞周期影响

Fig.4 Effects of tanshinone on cycle of hepatoma cells

Note: A represented blank control group. B represented experimental group (hepatoma cell Hep3B).

C represented experimental group (hepatoma cell HepG2). D represented positive control group.

3 讨论

肝癌是一种高度恶性的肿瘤，由于肝癌起病常隐匿，往往

到晚期治疗较为困难，死亡率和复发率较高[14]。目前肝癌的治

疗包括手术治疗，切除部分肝脏和肝移植，但由于难度较大，难

以推广。非手术治疗包括：经动脉栓塞或经动脉化学性栓塞治

疗、经皮无水酒精注射疗法治疗、超声射频治疗、放射治疗及生

物治疗。今年来生物治疗兴起。在治疗的同时使用药物复制抑

制肝癌细胞的增殖、侵袭及迁移能力并促进其凋亡可以起到较

好的辅助治疗的效果。

肿瘤细胞的增殖是其恶性生物学特性之一，抑制肝癌肿瘤

细胞的增殖分裂过程，可以有效抑制肿瘤细胞的增殖[15]。本实

验通过流式细胞仪检测不同时期的肝癌细胞发现，使用阿霉素

处理后的阳性对照组和使用丹参酮处理后的实验中 G0/G1期

细胞数目显著升高、S期和 G2/M细胞数目显著降低。说明丹参

酮和阿霉素具有抑制肝癌细胞的又是分裂过程，阻止其 DNA

的合成，并将其阻滞在细胞分裂的 G0/G1，使得肝癌细胞的增

殖能力显著降低。陈曦等[16]研究表明：丹参酮可以将肝癌细胞

阻滞在细胞分裂的 G0/G1，有效抑制肝癌细胞的增殖，与本研

究得出的结论相一致。

表 2 丹参酮对肝癌细胞瘤细胞周期影响（%，x± s）
Table 2 Effects of tanshinone on cycle of hepatoma cells (%, x± s)

Groups Apopt（%） G0/G1（%） S（%） G2/M（%）

Blank control group 5.32± 2.21 22.36± 4.32 35.36± 2.36 35.98± 3.32

Positive control group 56.36± 8.32** 38.32± 4.01** 5.32± 2.41** 4.32± 3.01**

Human hepatoma cell Hep3B 31.32± 7.12** 30.21± 4.90** 21.21± 4.32** 19.32± 3.87**

Human hepatoma cell HepG2 40.32± 5.48** 30.54± 5.32** 15.32± 4.21** 18.32± 5.36**

F 12.598 1.536 25.372 10.523

P <0.001 0.205 <0.001 <0.001

图 5 丹参酮对肝癌细胞 VEGF、VEGFR蛋白表达影响

Fig.5 Effects of tanshinone on expression of VEGF and VEGFR proteins in hepatoma cells

Note: A represented blank control group. B represented positive control group. C represented experimental group (hepatoma cell Hep3B).

D represented experimental group (hepatoma cell HepG2).
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肿瘤细胞的凋亡是其生物学特性之一，促进肿瘤细胞的凋

亡，可以有效缓解肿瘤的发展[17]。相比空白对照组，阳性对照组

和实验组肝癌细胞（Hep3B、HepG2）凋亡率均显著升高。说明

丹参酮和阿霉素具有促进肿瘤细胞凋亡的能力。者可能因为丹

参酮可以促进肝癌细胞中相关凋亡基因 Caspase家族凋亡基

因的表达，使得细胞程序性死亡。张强等[18]研究表明：丹参酮对

肝癌细胞有一定的抑制作用且可以促进其凋亡，与本研究得出

的结论相一致。

肿瘤细胞的侵袭和迁移是其恶性生物学特性之一，抑制肝

癌肿瘤细胞的侵袭和迁移可以有效抑制肿瘤的扩散[19,20]。其中

VEGF/VEGFR信号通路是一条经典的调节细胞侵袭、迁移能

力的信号通路[21]。VEGF是刺激内皮细胞增殖的细胞因子，同时

它也是目前已知最强的血管渗透剂，比组胺强 50000 倍 [22]。

VEGF可以增加小静脉血管的渗透性，促使血管壁出现渗漏。

因此，VEGF表达可间接反应肿瘤血管内皮细胞增殖、迁移和

血管生成情况，并提示肿瘤生长速度和转移倾向[23,24]。为了减少

肝动脉介入治疗后发生肿瘤复发和转移从而提高生存率，有必

要阻断 VEGF信号传导通路，并下调 VEGF表达，从而干扰肿

瘤血管生成。本实验通过蛋白质印记实验发现，相比空白对照

组阳性对照组和实验组人肝癌细胞（Hep3B、HepG2）VEGF、

VEGFR蛋白表达均显著降低，且实验组人肝癌细胞（Hep3B、

HepG2）VEGF、VEGFR蛋白表达低于阳性组。说明丹参酮和阿

霉素均可以抑制 VEGF/VEGFR信号通路相关蛋白的表达，且

丹参酮的抑制效果要优于阿霉素。通过抑制 VEGF/VEGFR信

号通路相关蛋白的表达实现抑制肝癌细胞的侵袭和迁移。王晓

露等 [25]研究表明：丹参酮可以抑制 VEGF mRNA和蛋白的表

达，实现抑制肝癌细胞的侵袭及迁移能力。

综上所述参酮通可以抑制肝癌细胞的侵袭和迁移能力，并

有效抑制其增殖，其作用机制可能与抑制 VEGF/VEGFR信号通

路，将肝癌细胞分裂阻滞在 G0/G1相关。但本研究对肝癌细胞

的凋亡研究较少，在后续的实验中可以进一步探讨参酮通通过

其他信号通路及蛋白对肝癌细胞增殖、侵袭、迁移能力的影响。
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