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摘要 目的：通过体内体外实验探讨苦杏仁苷在肝癌中的抗肿瘤作用。方法：MTT法检测不同浓度的苦杏仁苷对肝癌 HuH-7细胞

存活率的影响；DAPI染色法观察苦杏仁苷介导 HuH-7细胞的凋亡形态学变化；流式细胞术检测苦杏仁苷干预后 HuH-7细胞凋

亡率变化；Western Blot法检测细胞凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2的表达，计算 Bax/Bcl-2的比值。建立裸鼠 HuH-7细胞移植瘤模型，

观察苦杏仁苷对荷瘤裸鼠移植瘤体积的影响。结果：体外实验结果证实苦杏仁苷能够诱导人肝癌 HuH-7细胞凋亡的发生（P<0.05）。
随着苦杏仁苷浓度的增加，HuH-7细胞的存活率降低，凋亡率升高，干预后 Bax/Bcl-2比值明显升高（P<0.05）。体内实验结果表明，
裸鼠 HuH-7细胞移植瘤的体积增长速度减慢（P<0.05）。结论：苦杏仁苷能够诱导人肝癌 HuH-7细胞和裸鼠 HuH-7细胞移植瘤细

胞发生凋亡，减缓肿瘤生长，从而发挥抗肿瘤作用。
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Experimental Study on Amygdalin Mediated Apoptosis of Human
Hepatocellular Carcinoma Cell Line Huh-7*

To investigate the antitumor effect of Amygdalin in liver cancer through vitro and vivo experiments.

MTT assay was used to detect different concentrations of amygdalin on the survival rate of HuH-7 cells; DAPI staining was used to ob-

serve the morphological changes of apoptosis induced by amygdalin in HuH-7 cells; flow cytometry was used to detect changes of apop-

tosis rate of HuH-7 cells after amygdalin intervention; expressions of apoptosis related proteins Bax and Bcl-2 were detected by Western

blot, the ratio of Bax / Bcl-2 was calculated. Xenograft tumor model of HuH-7 cells in nude mice was established, and the effect of amyg-

dalin on tumor volume in nude mice was observed. The results of in vitro experiment confirmed that amygdalin could induce

apoptosis of human hepatoma cell line HuH-7 (P<0.05), with the concentration of amygdalin increased, the survival rate of HuH-7 cells
decreased, the apoptosis rate increased, and the ratio of Bax/Bcl-2 increased significantly after intervention (P<0.05). The results of in
vivo experiment showed that the growth rate of transplanted tumor of Huh-7 cells in nude mice slowed down (P<0.05).
Amygdalin can induce apoptosis of HuH-7 cells and transplanted tumor cells of nude mice HuH-7 cells, slow down tumor growth, and

play an anti-tumor effect.
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前言

据统计报道恶性肿瘤中肝癌的发病率和死亡率分别为第

5和第 2位，全球每年死于肝癌的人大约有 70万[1,2]。肝癌作为

严重危害我国人民健康的恶性肿瘤之一，虽然以手术切除为基

础、辅助化疗、放疗等综合治疗改善了肝癌的临床效果，但是肝

癌患者的病情隐匿、潜伏期长导致早期诊断困难[3-5]。临床上肝

癌诊治面临着新的挑战，因此对肝癌的药物研究可以为临床肝

癌的治疗提供新的理论基础。苦杏仁苷来自苦杏仁种子的天然

维生素 B17，广泛存在于蔷薇科植物果实的种子中，如杏、桃、

苹果、梅等，其在杏仁和苦杏仁中的含量最高，因此常用名为苦

杏仁苷[6,7]。苦杏仁苷是苯甲醛和氰化物组成的化合物，可被茁-
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葡萄糖苷酶分解代谢为有毒的氢氰酸[8]，但人体正常组织和细

胞中含硫氰酸酶，硫氰酸酶可将氢氰酸转化为氢氰酸盐。对于

恶性肿瘤细胞，苦杏仁苷具有良好的抗癌作用，苦杏仁苷现已

被临床作为抗肿瘤辅助用药，且被证实具有一定抗肿瘤效果[9,10]。

苦杏仁苷已初步在肝癌细胞中进行了研究，但在肝癌裸鼠中的

体内实验尚未见于报道，本文通过实验分析了苦杏仁苷诱导人

肝癌 HuH-7细胞凋亡的发生和抑制裸鼠 HuH-7细胞移植瘤的

生长，为临床上苦杏仁苷的用药提供一定理论参考。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

苦杏仁苷（Amygdalin）(Sigma公司，美国 )，DMSO (Sigma

公司，美国)，胎牛血清 (Hyclone 公司，美国 )，DMEM培养液

(Gibco公司，美国 )，MTT (Invitrogen公司，美国)，DAPI染色

试剂盒、Annexin V/PI凋亡检测试剂盒和 TUNEL凋亡检测试

剂盒 (南京凯基生物技术公司，中国 )，鼠抗人茁-actin单克隆抗
体、兔抗人 Bax单克隆抗体和鼠抗人 Bcl-2单克隆抗体（Santa

Cruz公司，美国）。

1.2 细胞株

人肝癌细胞株HuH-7细胞购买于中国科学院上海细胞库。

1.3 实验动物

实验所需裸鼠购买于兵器工业卫生研究所，许可证号

[SCXK（陕）2016-001]，雌雄纯系 BALB/c裸鼠各 30只，由兵器

工业卫生研究所无菌培养室内饲养，4-5周龄，体重 13-15 g。

1.4 实验方法

1.4.1 细胞离体培养 HuH-7 细胞 -人肝癌细胞株培养于含

10%胎牛血清（含激素、微量元素、矿物质和脂肪）和 1%抗生素

（青霉素）的 DMEM培养基中，放入含 5% CO2，温度 37 ℃，相

对湿度 95%培养箱中培养。待细胞长到 80%左右按 1:3比例进

行传代以备后续实验所用。

1.4.2 MTT法检测苦杏仁苷对体外培养肿瘤的生长抑制作用

取处于对数生长期的 HuH-7细胞，消化离心后，用 DMEM培

养液（10%FBS）重悬细胞以调整浓度，接种于 96孔培养板中，

每孔 3× 103个细胞，把 96孔版放入 CO2培养箱中 37℃培养，

待细胞贴壁后弃掉原培养液，加入终浓度分别为 1 mg/mL、

2 mg/mL、4 mg/mL、8 mg/mL、16 mg/mL的用 DMEM培养液配

制的苦杏仁苷，培养 48h，用倒置显微镜观察拍照记录细胞形

态。拍完照后，向 96孔版中加入MTT溶液（5 滋L/孔），继续培
养 3 h后，离心后移液抢弃掉培养液，每孔加入 100 滋L DMSO

溶解液 (南京凯基生物技术公司，中国 )，待其溶解。酶标仪

（Bio-Tek，ELX800）检测选择 96孔培养板各孔 570 nm波长下

的 OD值。细胞存活率（%）=加药组 OD值 /对照组 OD值×

100%。

1.4.3 DAPI染色实验 取处于对数生长期的 HuH-7 细胞，

接种于 24 孔板中，每孔细胞数为 5× 104个。每孔分别加入

1 mg/mL、2 mg/mL、4 mg/mL、8mg/mL、16 mg/mL 的苦杏仁苷

作用于细胞 24 h。消化离心细胞，把细胞在固定液中固定，然后

把细胞滴加在载玻片上，干燥后细胞会紧贴在载玻片上固定

细胞，细胞固定后 DAPI染液染色 30 min（避光），取出载玻片

PBS液洗涤两遍，待玻片自然晾干后，激光共聚焦扫描显微镜

（FV500，Olympus）取波长 365 nm处观察拍照保存。

1.4.4 AnnexinⅤ-FITC/PI双染流式细胞仪检测 HuH-7细胞凋

亡 取处于对数生长期的 HuH-7细胞，消化重悬细胞后接种

于 6孔版中，每孔 5× 104的细胞密度培养于 2 mL DMEM培养

液中。待细胞贴壁后向每孔中分别加入 1 mg/mL、2 mg/mL、

4 mg/mL、8 mg/mL、16 mg/mL终浓度的苦杏仁苷，培养 24 h。

依次加入胰蛋白酶、DMEM培养液消化和终止消化细胞，PBS

液反复洗涤离心两次，重悬细胞计数制成单个核细胞液悬液，

密度至 5× 105。每管加入 500 滋L Binding Buffer，5 滋L Annexin
V-FITC，5 滋L PI 混匀。室温避光 15min，流式细胞仪 (BD，

FACSVerse)检测 HuH-7细胞凋亡情况。

1.4.5 Western blot检测凋亡相关蛋白表达水平的影响 取对

数生长期的人肝癌 HuH-7细胞，分别加入 1 mg/mL、2 mg/mL、

4 mg/mL、8 mg/mL、16 mg/mL的苦杏仁苷作用 24 h提取细胞

蛋白。BCA法测定蛋白质浓度。各组取 50 滋g总蛋白上样，经
12％ SDS-PAGE（十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺）凝胶电泳分

离后，将蛋白转至 PVDF膜上，放入转膜液中进行转膜（80V，

90 min）。5％脱脂牛奶－ PBST封闭 2 h。按照目的条带 Bax、

Bcl-2 和 茁-actin 的位置，进行剪膜。分别加入 Bax、Bcl-2 和

茁-actin的一抗，稀释比例为 1：200，一抗 4℃孵育过夜后，用

PBST漂洗三遍，每遍 5 min。分别用稀释比例为 1:1000的对应

二抗封闭，37℃摇床反应 1 h，用 PBST洗三遍 PVDF膜，每次

洗 5min。辣根过氧化物酶标记化学发光显色，显影于胶片上。采

用 LabWorks4.6软件对目的蛋白和 茁-actin条带行灰度值分析。
1.4.6 荷瘤裸鼠试验 无菌环境中定期给裸鼠喂食灭菌的鼠

粮和水，待鼠的体重达到 20 g左右，酒精消毒裸鼠背部皮肤，

开始接种 HuH-7细胞，制备好的细胞悬液 200 滋L用 1 mL注

射器接种于裸鼠右侧背部皮下，制成人肝癌裸鼠移植瘤模型。

荷瘤模型成功后(注射点无破溃红肿，皮下结节直径大于 0.5 cm

为成瘤标准)，将裸鼠随机分成 3组（生理盐水组，苦杏仁苷组

和 5-FU组），每 20只裸鼠为一组。正常条件及环境中饲养，观

察待肿瘤的体积为 30-50 mm3时开始给裸鼠喂药，苦杏仁苷组

的裸鼠每次给药 0.2 mL，剂量为 300 mg/kg，连续 14天给药；

5-FU组每次给药 0.2 mL，剂量为 30 mg/kg，连续 14天给药；生

理盐水组每天每次注射 0.2 mL Nacl，共注射 14天；均采用腹

腔注射，一次 /d。测量实体瘤的大小，体积 =0.5× 长径× (短径)2。

1.5 统计学处理

使用 SPSS23.0软件进行数据录入和分析，数据以 Mean±

SD表示，采用 t检验比较组间差异，P<0.05表示为差异有统计
学意义。

2 结果

2.1 苦杏仁苷体外抑制肝癌 HuH-7细胞生长

不同浓度的苦杏仁苷作用 HuH-7细胞 48 h镜下（显微镜）

观察，结果表明苦杏仁苷对肝癌 HuH-7细胞株具有明显的细

胞毒性作用。由图 1可见没有添加苦杏仁苷组细胞生长状态良

好，添加苦杏仁苷之后细胞生长抑制作用随着苦杏仁苷药物

浓度增加，细胞开始变圆变小萎缩并脱壁，存活率逐渐降低。

（图 1）。

3228窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.17 SEP.2021

2.2 MTT法检测苦杏仁苷对体外培养肿瘤的生长抑制作用

苦杏仁苷药物的添加导致 HuH-7细胞存活率下降。对照

组（0 mg/mL）细胞存活率为（96.03± 2.50）%，苦杏仁苷浓度为

1 mg/mL、2 mg/mL、4 mg/mL、8 mg/mL和 16 mg/mL时，HuH-7

细胞的存活率分别是 （95.53 ± 1.52）%、（93.17 ± 4.22）%、

（82.26± 6.42）%、（63.56± 7.13）%、（42.01± 5.01）%，苦杏仁苷

浓度为 4 mg/mL、8 mg/mL和 16 mg/mL的细胞存活率低于对

照组，差异有统计学意义（t/P=5.799/0.000，9.763/0.000，

15.212/0.000）。随着苦杏仁苷药物浓度的增加，细胞存活率降

低。见图 2。

2.3 DAPI染色不同浓度苦杏仁苷对肝癌 HuH-7细胞凋亡的

影响

DAPI染色结果与显微镜观察结果一致，对照组（0 mg/mL）

的细胞核形状为椭圆形，染色较浅；而随着苦杏仁苷浓度的增

加染色程度逐渐增加，浓度为 16 mg/mL苦杏仁苷组呈现凋亡

的核形态变化。细胞体积缩小，细胞间连接消失，细胞与周围的

细胞开始脱离，细胞核也发生凋亡变化核体积减小，细胞核染

色加深，且出现核固缩和碎裂的现象。见图 3。

2.4 AnnexinⅤ-FITC/PI双染检测 HuH-7细胞的凋亡情况

根据流式细胞仪检测结果可知，对照组（0 mg/mL）的总凋

亡率为（13.31± 1.56）%。苦杏仁苷的浓度为 1 mg/mL、2 mg/mL、

4 mg/mL、8 mg/mL、16 mg/mL时细胞的总凋亡率为（15.21±

1.64）%、（21.44± 1.68）%、（25.94± 2.39）%、（33.67± 2.60）%、

(37.67± 2.98)%。苦杏仁苷浓度为 4 mg/mL、8 mg/mL 和 16

mg/mL的细胞总凋亡率高于对照组，差异有统计学意义（t/P=6.
322/0.000，9.163/0.000，14.033/0.000）。

2.5 Western blot检测苦杏仁苷对凋亡蛋白表达的影响

随着苦杏仁苷药物浓度的增加，HuH-7细胞中 Bax蛋白的

表达增加，Bcl-2 的表达降低，见图 5。在苦杏仁苷作用于

HuH-7 细胞 24 h 后，对照组（0 mg/mL）的细胞中 Bax/Bcl-2

的值为（0.52± 0.07），1 mg/mL、2 mg/mL、4 mg/mL、8 mg/mL和

16 mg/mL的苦杏仁苷组 Bax/Bcl-2的比值依次升高，分别为：

（0.21 ± 0.05）、（0.29 ± 0.03）、（0.73 ± 0.10）、（1.45 ± 0.03）和

（1.73± 0.01）。苦杏仁苷浓度为 4 mg/mL、8 mg/mL和 16mg/mL

的 HuH-7细胞中表达 Bax/Bcl-2的值高于对照组，差异有统计

学意义（t/P=5.103/0.000，7.331/0.000，9.137/0.000）。
2.6 苦杏仁苷对荷瘤鼠肿瘤体积的影响

肿瘤接种成功后，对各组每只裸鼠进行观察。三组的裸鼠

没有出现腹泻症状，生长状况良好，而且没有裸鼠死亡，每组裸

鼠活动力减少，且饮食量略有下降。每 2天对肿瘤的体积进行

一次测量，生理盐水组随着天数的增加，肿瘤体积逐渐增加，而

与生理盐水组相比，苦杏仁苷组与 5-FU组肿瘤的体积增长速

度均降低，从第 6天开始，苦杏仁苷组和 5-FU组肿瘤体积小于

生理盐水组（P＜0.05）。见图 6。

3 讨论

苦杏仁苷属于传统中药苦杏仁中的有效成分之一，其具有

抗动脉粥样硬化、抗肾间质和肺纤维化，抗高氧诱导肺损伤、抗

肿瘤、抗炎以及抗溃疡等药理作用，对免疫系统具有调节的作

图 1 光镜下观察不同浓度苦杏仁苷对肝癌 HuH-7细胞生长的影响（× 200）

Fig.1 The effect of amygdalin on the growth of Huh-7 cells was observed under light microscope（× 200）

Note: the corresponding concentrations of amygdalin for A, B, C, D, E and F are 0 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL, 4 mg/mL, 8 mg/mL and 16 mg/mL

respectively.

图 2 苦杏仁苷对体外培养肿瘤存活率的影响

Fig.2 Effect of amygdalin on tumor survival rate in vitro

Note: Compared with the control group, *P<0.05.
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图 3 DAPI染色不同浓度苦杏仁苷对肝癌 HuH-7细胞凋亡的影响

Fig. 3 Effect of amygdalin at different concentrations on apoptosis of Huh-7 cells by DAPI staining

Note:ThecorrespondingconcentrationsofamygdalinforA,B,C,D,EandFare0mg/mL,1mg/mL,2mg/mL,4mg/mL,8mg/mLand16mg/mLrespectively

图 4 AnnexinⅤ-FITC/PI双染检测 HuH-7细胞的凋亡情况

Fig. 4 Annexin V-FITC/PI double staining was used to detect the

apoptosis of HuH-7 cells

Note: Compared with the control group, *P<0.05.

图 5 Western blot检测苦杏仁苷对凋亡蛋白表达的影响

Fig. 5 The effect of amygdalin on the expression of apoptotic protein was

detected by Western blot

图 6 苦杏仁苷对裸鼠肿瘤体积的影响

Fig.6 Effect of amygdalin on tumor volume in nude mice

Note: Compared with amygdalin group, *P<0.05.

用[11-13]。苦杏仁苷作为辅助抗癌药已有二百多年的历史，目前苦

杏仁苷抗肿瘤作用被学术界广泛认可，其发挥抗肿瘤作用的机

制是苦杏仁苷代谢产物氢氰酸（Hydrocyanic acid，HCN）细胞毒

性作用能杀死癌细胞[14]。苦杏仁苷在肾癌[15,16]、卵巢癌[17]、乳腺癌
[18]、宫颈癌[19]、肺癌[20]等癌症中已被证明具有杀死肿瘤细胞的作

用。苦杏仁苷可通过抑制肿瘤细胞周期，细胞侵袭，迁移等抑制

细胞生长发挥其抗肿瘤作用[21,22]，但其在肝癌的研究中甚少，本

文通过体内体外实验证明其具有诱导肝癌 HuH-7细胞凋亡的

作用。

本研究通过体内体外实验证明苦杏仁苷能够诱导人肝癌

HuH-7细胞凋亡并抑制裸鼠 HuH-7细胞移植瘤生长。体外细

胞实验中显微镜下观察随着苦杏仁苷剂量的增加，细胞死亡增

加，细胞固缩变圆脱落，漂浮细胞增加。当苦杏仁苷的剂量达到

4 mg/mL时细胞存活率明显降低，通过MTT法表明苦杏仁苷

对人肝癌细胞 HuH-7具有毒性作用，随着剂量的增加毒性作

用增加。通过显微镜和 MTT 实验我们推测苦杏仁苷降低

HUH-7细胞存活率的原因是通过诱导其凋亡来实现的。进一

步进行 DAPI和 AnnexinⅤ-FITC/PI双染检测细胞凋亡。通过

DAPI实验染色结果可知浓度为 4 mg/mL苦杏仁苷组细胞核形

态出现明显的凋亡，表现为细胞核体积缩小，染色加深，伴核固

缩和核碎裂现象。DAPI染色初步表明苦杏仁苷诱导了 HuH-7

发生凋亡。AnnexinⅤ-FITC/PI双染检测 HuH-7细胞的凋亡情

况，流式细胞仪检测结果表明苦杏仁苷作用细胞 24 h后，16

mg/mL剂量时细胞的总凋亡率为（37.67± 2.98）%，较对照组凋

亡率已经有明显的增加。

本研究结果还显示苦杏仁苷浓度为 4 mg/mL时，凋亡相关

蛋白 Bax表达增加，Bcl-2表达降低，说明苦杏仁苷促进细胞凋
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亡的机制可能与调控凋亡相关蛋白有关。既往研究表明苦杏仁

苷对人 DU145和 LNCaP前列腺癌细胞具有毒性作用，可通过

降低 Bcl-2 mRNA水平，上调 Bax表达，提高 Caspase-3酶活

性，发挥杀伤前列腺癌细胞作用[23,24]。Bcl-2蛋白家族在调节细

胞凋亡的过程中发挥着重要的作用[25]，因此我们推测苦杏仁苷

可能通过 Bcl-2蛋白家族来诱导细胞凋亡的发生。Bcl-2蛋白家

族作为调节内源性凋亡信号通路的重要因子之一[26]，因此从实

验结果推测，苦杏仁苷是通过内源线粒体通路诱导人肝癌细胞

HuH-7凋亡，分析机制为苦杏仁苷在 茁-葡萄苷酶催化下能产
生毒性物质氢氰酸，由于肿瘤细胞中缺乏氢氰酸酶，氢氰酸可

直接通过抑制线粒体呼吸中末端酶，抑制三磷酸腺苷合成，诱

导肝癌细胞 HuH-7凋亡[27]。

肿瘤体内实验研究的理想操作工具为肿瘤裸鼠移植模型，

本实验通过建立肝肿瘤裸鼠模型，给药苦杏仁苷后，裸鼠活动

力减少，且饮食量下降。给药 14天后，杀鼠取肿瘤组织，测量肿

瘤组织体积，与对照组相比，苦杏仁苷组肿瘤体积明显更小，但

与 5-FU组相比没有差异，说明苦杏仁苷与 5-FU具有相当的抗

肿瘤生长作用。既往研究显示苦杏仁苷可通过调控细胞周期蛋

白表达抑制肿瘤细胞增殖，促使肿瘤细胞凋亡[28]。体外研究发

现给予苦杏仁苷干预后前列腺癌细胞细胞周期蛋白 A、B、D3

以及 CDK1、CDK2和 CDK 4表达下调，G0/G1期细胞数目增

加，G2/M期、S期细胞数目减少[29]。应用 5 mg/mL苦杏仁苷作

用于结肠癌细胞，发现 EXO1、ABCF2、MRE11A、TOP I、FRAP1

等细胞周期蛋白相关基因表达下调，细胞增殖受到明显抑制[30]，

提示苦杏仁苷可能通过调控细胞周期蛋白表达调控癌细胞增

殖和凋亡，进而发挥抑制肿瘤生长的作用。

综上所述，能够诱导人肝癌 HuH-7细胞和裸鼠 HuH-7细

胞移植瘤细胞发生凋亡，减缓肿瘤生长，从而发挥抗肿瘤作用，

其机制可能与诱导细胞凋亡有关。
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