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益母草碱调节Shh/Gli1信号通路对肝癌SMC-7721
细胞增殖、凋亡和血管生成的影响
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摘要      该研究主要探讨益母草碱(Leo)调节音猬因子(Shh)/胶质细胞瘤转录因子1(Gli1)信号

通路对肝癌SMC-7721细胞增殖、凋亡和血管生成的影响。体外培养SMC-7721细胞并进行分组 : 
对照组、低浓度Leo组(Leo-L组, 10 μg/mL Leo)、中浓度Leo组(Leo-M组, 20 μg/mL Leo)、高浓度

Leo组 (Leo-H组 , 30 μg/mL Leo)、重组人SHH蛋白组 (SHH组 , 3 μg/mL重组人SHH蛋白 )和高浓度

Leo+重组人SHH蛋白组(Leo-H+SHH组, 30 μg/mL Leo+3 μg/mL重组人SHH蛋白)。CCK-8实验检测

SMC-7721细胞增殖情况 ; 划痕实验检测SMC-7721细胞迁移情况 ; 流式细胞术检测SMC-7721细胞

凋亡情况; 管腔形成实验检测SMC-7721细胞血管生成情况; Western blot检测SMC-7721中Shh/Gli1
信号通路及凋亡相关蛋白表达水平。与对照组相比 , Leo-L、Leo-M、Leo-H组SMC-7721细胞D450

值、划痕愈合率、血管生成数量以及Bcl-2、Shh、Gli1蛋白表达水平显著降低 (P<0.05), 细胞凋亡

率和Bax蛋白表达水平显著升高 (P<0.05); SHH组SMC-7721细胞D450值、划痕愈合率、血管生成

数量以及Bcl-2、Shh、Gli1蛋白表达水平显著升高 (P<0.05), 细胞凋亡率和Bax蛋白表达水平显著

降低(P<0.05); 与Leo-H组相比, Leo-H+SHH组SMC-7721细胞D450值、划痕愈合率、血管生成数量

以及Bcl-2、Shh、Gli1蛋白表达水平显著升高 (P<0.05), 细胞凋亡率和Bax蛋白表达水平显著降低

(P<0.05)。这说明Leo可能通过抑制Shh/Gli1信号通路抑制肝癌SMC-7721细胞增殖和血管生成, 诱
导细胞凋亡。
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Abstract       The aim of this study was to investigate the impacts of Leo (Leonurine) on the proliferation, 
apoptosis and angiogenesis of hepatoma SMC-7721 cells by regulating Shh (Sonic hedgehog)/Gli1 (glioma as-
sociated oncogene homolog 1) signaling pathway. SMC-7721 cells were cultured in vitro and divided into: con-
trol group, low concentration Leo group (Leo-L group, 10 μg/mL Leo), medium concentration Leo group (Leo-
M group, 20 μg/mL Leo), high concentration Leo group (Leo-H group, 30 μg/mL Leo), recombinant human SHH 
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protein group (SHH group, 3 μg/mL recombinant human SHH protein), and high concentration Leo+recombinant 
human SHH protein group (Leo-H+SHH group, 30 μg/mL Leo+3 μg/mL recombinant human SHH protein). CCK-
8 experiment was applied to detect SMC-7721 cell proliferation. Scratch test was applied to detect SMC-7721 cell 
migration. Flow cytometry was applied to detect apoptosis in SMC-7721 cells. Lumen formation experiment was 
applied to detect angiogenesis in SMC-7721 cells. Western blot was applied to detect the Shh/Gli1 signaling path-
way and apoptosis related protein expression levels in SMC-7721. Compared with the control group, the D450 value, 
scratch healing rate, angiogenesis quantity, and Bcl-2, Shh, and Gli1 protein expression of SMC-7721 cells in the 
Leo-L, Leo-M, and Leo-H groups were obviously reduced (P<0.05); the apoptosis rate and Bax protein expression 
were obviously increased (P<0.05); the D450 value, scratch healing rate, angiogenesis quantity, and Bcl-2, Shh, and 
Gli1 protein expression of SMC-7721 cells in the SHH group were obviously increased (P<0.05); the apoptosis 
rate and Bax protein expression were obviously reduced (P<0.05). Compared with the Leo-H group, the D450 value, 
scratch healing rate, angiogenesis quantity, and Bcl-2, Shh, and Gli1 protein expression of SMC-7721 cells in the 
Leo-H+SHH group were obviously increased (P<0.05); the apoptosis rate and Bax protein expression were obvi-
ously reduced (P<0.05). This suggests that Leo may inhibit the proliferation and angiogenesis of hepatoma SMC-
7721 cells and induce cell apoptosis by inhibiting the Shh/Gli1 signaling pathway.

Keywords       Leonurine; Sonic hedgehog; glioma associated oncogene homolog 1; proliferation; apoptosis; 
angiogenesis

肝癌是世界范围内常见的侵袭型恶性肿瘤, 具
有复发率高、转移快的特点[1]。近年以来, 肝癌的

发病率持续增加, 与肝癌相关的死亡率每年增加2%
以上[2]。传统化学和放射治疗在一定程度上可以改

善患者的临床预后, 但其产生的副作用不容忽视[3]。

因此, 寻求安全有效的药物对肝癌的治疗以及提高

预后效果具有重要意义。益母草碱(leonurine, Leo)
是益母草中的生物碱, 也是益母草活血利水的主要

活性成分之一, 具有抗氧化等多种生物作用[4]。有

研究发现, Leo对肺癌细胞有抑制增殖和诱导凋亡的

作用, 可发挥抗肿瘤效果[5]。罗娜等[6]研究发现, Leo
可通过抑制LINC00461的表达进而抑制宫颈癌细胞

增殖, 促进细胞凋亡。但关于Leo对肝癌的抗肿瘤作

用尚不明确。音猬因子(Sonic hedgehog, Shh)属于

Hedgehog信号通路常见因子之一, 其可激活下游胶

质细胞瘤转录因子1(glioma associated oncogene ho-
molog 1, Gli1)[7]。RIAZ等[8]研究表明, Shh/Gli1信号

通路可抑制上皮–间质转化(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)标记物的表达, 从而抑制乳腺癌细

胞侵袭。但是Shh/Gli1信号通路对肝癌细胞的具

体影响机制尚不清楚。鉴于此, 本研究以人肝癌细

胞株SMC-7721为研究对象, 探究Leo能否通过调控

Shh/Gli1信号通路对肝癌细胞增殖、凋亡和血管生

成产生影响, 为Leo用于肝癌的治疗提供实验依据。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

人肝癌细胞株SMC-7721和正常人肝细胞LO2
购自武汉普诺赛生命科技有限公司 ; Leo、青霉素–
链霉素溶液均购自上海源叶生物科技有限公司 ; 
DMEM培养基购自合肥博美生物科技公司 ; 10%胎

牛血清购自上海联硕宝为生物科技有限公司 ; 细胞

计数试剂盒 -8(cell counting kit-8, CCK-8)购自上海

吉至生化科技有限公司 ; 二辛可宁酸 (bicinchoninic 
acid, BCA)蛋白定量试剂盒购自南京凯基生物技术

有限公司 ; 兔源一抗Shh、Gli1均购自武汉爱博泰克

生物科技有限公司 ; 兔源一抗Bcl-2相关X蛋白 (Bcl-
2-associated X Protein, Bax)、B淋巴细胞瘤 -2(B-cell 
lymphoma-2, Bcl-2)、辣根过氧化物酶 (horseradish 
peroxidase, HRP)标记的羊抗兔二抗均购自英国

Abcam公司 ; 兔源一抗甘油醛 -3-磷酸脱氢酶 (glycer-
aldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)购自

亚科因 (武汉 )生物技术有限公司 ; 重组人SHH蛋白

购于美国Cambridge公司。

1.2   细胞培养

将 SMC-7721细胞和正常人肝细胞 LO2用含

10%胎牛血清、100 μg/mL青–链霉素的DMEM培养

基培养, 并将其置于37 °C、5% CO2培养箱中, 每2~3
天传代1次, 用于后续实验。
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1.3   Leo的细胞毒性检测

将SMC-7721细胞和正常人肝细胞LO2接种于

96孔板 (3×103个细胞 /100 μL), 在培养箱中过夜培养 , 
再用含不同浓度Leo(终浓度为0、5、10、20、30、
40、80、160 μg/mL)的培养基37 °C培养48 h。每孔

分别加入10 μL CCK-8溶液, 继续在37 °C培养箱中孵

育2 h, 用全自动酶标仪(450 nm波长)测定各孔的光密

度(optical density, D)值, 并计算细胞存活率。细胞存活

率=(药物处理组细胞D值/对照组细胞D值)×100%。

1.4   细胞分组

将SMC-7721细胞分组 : 对照组、低浓度Leo组
(Leo-L组 , 10 μg/mL Leo)、中浓度Leo组 (Leo-M组 , 
20 μg/mL Leo)、高浓度Leo组[6](Leo-H组, 30 μg/mL 
Leo)、重组人SHH蛋白组 [9](SHH组 , 3 μg/mL重组

人SHH蛋白)和高浓度Leo+重组人SHH蛋白组(Leo-
H+SHH组 , 30 μg/mL Leo+3 μg/mL重组人SHH蛋

白)。分组后加入相应药物处理48 h。
1.5   CCK-8法检测SMC-7721细胞增殖

取对数生长期细胞, 胰酶消化(37 °C消化3 min)
后离心 (4 °C、1 000 r/min离心5 min)并用培养基

重悬成细胞悬液, 各组细胞以密度为1×104个/孔接种于

96孔板中 , 每组设5个复孔 , 加入相应药物于37 °C培
养箱中继续培养48 h。每孔分别加入10 μL CCK-8溶
液, 继续在培养箱中孵育2 h, 在全自动酶标仪450 nm
波长处测定D值。

1.6   划痕实验检测SMC-7721细胞迁移

取对数生长期的细胞, 胰酶消化(37 °C消化3 min)
后离心(4 °C、1 000 r/min离心5 min)并用培养基重悬

成细胞悬液 , 细胞以密度为1×106个 /孔接种于6孔板

中 , 每组设置5个复孔。当细胞达到80%融合后 , 用
200 μL微量移液器的枪头刮细胞层 , 产生一条无细

胞区域 , 测量此时划痕宽度。随后加入相应药物继

续培养48 h后测量划痕宽度。计算细胞划痕愈合率。

细胞划痕愈合率=[(0 h划痕宽度–48 h划痕宽度)/0 h
划痕宽度]×100%。

1.7   流式细胞术检测SMC-7721细胞凋亡

取对数生长期细胞, 胰酶消化(37 °C消化3 min)
后离心 (4 °C、1 000 r/min离心 5 min)并用培养基

重悬成细胞悬液 , 各组细胞以密度为1×104个 /孔接

种于 96孔板中 , 每组设置 5个复孔。加入相应药物

放入培养箱中培养 48 h后 , 轻轻吸去培养基 , 并用

磷酸盐缓冲液 (phosphate buffer, PBS)缓冲液洗涤1

次, 用300 μL结合缓冲液重悬后, 加入5 μL异硫氰酸

荧光素 (fluorescein isothiocyanate, FITC)-膜联蛋白

V(Annexin V)和5 μL碘化丙啶(propidium iodide, PI), 
避光室温孵育15 min后 , 通过流式细胞仪分析细胞

凋亡情况。

1.8   管腔形成实验检测SMC-7721细胞血管生成

将96孔板置于–20 °C条件下预冷后, Matrigel胶
用无血清培养液按1:10比例稀释, 再将Matrigel胶加

入到96孔板中 (50 μL/孔 ), 放入37 °C培养箱中干燥

60 min。取对数生长期细胞 , 胰酶消化 (37 °C消化

3 min)后离心(4 °C、1 000 r/min离心5 min)并用培养

基重悬成细胞悬液, 以细胞密度为1×104个/孔接种于

Matrigel胶包被的96孔板 , 每组设置5个复孔。加入

相应药物 , 放入培养箱中继续培养12 h, 然后加入钙

黄绿素Calcein-AM/PBS溶液, 37 °C避光孵育30 min, 
PBS洗涤2次后 , 荧光显微镜下观察并随机选5个视

野拍照, 用Image Pro Plus6.0软件计算血管生成数量。

1.9   Western blot检测Shh/Gli1通路及凋亡相关

蛋白表达情况

收集细胞 , 用RIPA裂解缓冲液提取各组细胞中

的总蛋白 , 用BCA蛋白定量试剂盒进行总蛋白定量 , 
经电泳分离、转膜、5%脱脂牛奶室温封闭2 h后 , 将
聚偏二氟乙烯膜与一抗Bax(1:1 000)、Bcl-2(1:1 000)、
Shh(1:1 000)、Gli1(1:1 000)和GAPDH(1:1 000)在4 °C
下过夜孵育, 1× TBST洗膜3次, 每次5 min。再加入

HRP标记的二抗 (1:3 000)在室温下孵育 4 h。加入

ECL试剂观察蛋白显色情况 , 通过Quantity One软件

评估蛋白灰度值。

1.10   统计学分析

使用GraphPad Prism 6软件进行统计学分析 , 
计量资料表示为平均值±标准差 (x

_
±s)。单因素方差

分析用于多组间的比较 , 进一步两组间的比较采用

SNK-q检验, P<0.05为差异具有显著性。

2   结果
2.1   Leo对人肝癌SMC-7721细胞和正常人肝细胞

LO2存活率的影响

与对照 (0 μg/mL)组比较 , 5、10、20、30 μg/mL 
Leo组LO2细胞存活率无明显差异 , 40、80、160 μg/mL 
Leo组LO2细胞存活率显著降低(P<0.05, 图1)。与对照

(0 μg/mL)组比较 , 10、20、30、40、80、160 μg/mL 
Leo组SMC-7721细胞存活率显著降低(P<0.05), 且Leo对
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SMC-7721细胞增殖的半数抑制浓度(IC50)接近30 μg/mL(图
1); 且10、20、30 μg/mL Leo对正常人肝细胞LO2无
明显毒性作用, 因此选择10、20、30 μg/mL Leo进行

后续实验。

2.2   各组SMC-7721细胞增殖能力比较

与对照组相比 , Leo-L组、Leo-M组、Leo-H
组SMC-7721细胞D450值显著降低 (P<0.05), SHH组

SMC-7721细胞D450值显著升高(P<0.05); 与Leo-H组

相比 , Leo-H+SHH组SMC-7721细胞D450值显著升高

(P<0.05)(图2)。
2.3   各组SMC-7721细胞迁移能力比较

与对照组相比 , Leo-L组、Leo-M组、Leo-H组

SMC-7721细胞划痕愈合率显著降低 (P<0.05), SHH
组SMC-7721细胞划痕愈合率显著升高 (P<0.05); 与
Leo-H组相比 , Leo-H+SHH组SMC-7721细胞划痕愈

合率显著升高(P<0.05)(图3)。
2.4   各组SMC-7721细胞凋亡能力比较

与对照组相比 , Leo-L组、Leo-M组、Leo-H组

SMC-7721细胞凋亡率显著升高 (P<0.05), SHH组

SMC-7721细胞凋亡率显著降低 (P<0.05); 与Leo-H
组相比, Leo-H+SHH组SMC-7721细胞凋亡率显著降

低(P<0.05)(图4)。
2.5   各组SMC-7721细胞血管生成比较

与对照组相比 , Leo-L组、Leo-M组、Leo-H

*P<0.05, 与0 μg/mL Leo组比较。

*P<0.05 compared with 0 μg/mL Leo group.
图1   Leo对人肝癌SMC-7721细胞和正常人肝细胞LO2存活率的影响

Fig.1   Effect of Leo on the survival rate of human hepatocellular carcinoma SMC-7721 cells 
and normal hepatocellular carcinoma LO2

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与Leo-L组相比; &P<0.05, 与Leo-M组相比; △P<0.05, 与Leo-H组相比。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with Leo-L group; &P<0.05 compared with Leo-M group; △P<0.05 compared with Leo-H 
group.

图2   各组SMC-7721细胞D450值比较

Fig.2   Comparison of D450 values of SMC-7721 cells in each group
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组 S M C - 7 7 2 1 细胞血管生成数量显著降低

(P<0.05), SHH组SMC-7721细胞血管生成数量显

著升高(P<0.05); 与Leo-H组相比, Leo-H+SHH组

SMC-7721细胞血管生成数量显著升高 (P<0.05)
(图5)。

2.6   各组SMC-7721细胞Shh/Gli1信号通路及凋

亡相关蛋白表达水平比较

与对照组相比 , Leo-L组、Leo-M组、Leo-H组

SMC-7721细胞Bcl-2、Shh、Gli1蛋白表达水平显著降

低(P<0.05), Bax蛋白表达水平显著升高(P<0.05); 与对

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与Leo-L组相比; &P<0.05, 与Leo-M组相比; △P<0.05, 与Leo-H组相比。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with Leo-L group; &P<0.05 compared with Leo-M group; △P<0.05 compared with Leo-H group.
图3   各组SMC-7721细胞迁移能力比较

Fig.3   Comparison of migration ability of SMC-7721 cells in each group 

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与Leo-L组相比; &P<0.05, 与Leo-M组相比; △P<0.05, 与Leo-H组相比。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with Leo-L group; &P<0.05 compared with Leo-M group; △P<0.05 compared with Leo-H group.
图4   各组SMC-7721细胞凋亡率比较

Fig.4   Comparison of apoptosis rate of SMC-7721 cells in each group
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照组相比 , SHH组SMC-7721细胞Bcl-2、Shh、Gli1的
蛋白表达水平显著升高(P<0.05), Bax蛋白表达水平显

著降低(P<0.05); 与Leo-H组相比, Leo-H+SHH组SMC-
7721细胞Bcl-2、Shh、Gli1的蛋白表达水平显著升高

(P<0.05), Bax蛋白表达水平显著降低(P<0.05)(图6)。

3   讨论
肝癌是全球癌症死亡的主要原因之一[10]。肝

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与Leo-L组相比; &P<0.05, 与Leo-M组相比; △P<0.05, 与Leo-H组相比。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with Leo-L group; &P<0.05 compared with Leo-M group; △P<0.05 compared with Leo-H group.
图5   各组SMC-7721细胞血管生成比较

Fig.5   Comparison of angiogenesis of SMC-7721 cells in each group

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与Leo-L组相比; &P<0.05, 与Leo-M组相比; △P<0.05, 与Leo-H组相比。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with Leo-L group; &P<0.05 compared with Leo-M group; △P<0.05 compared with Leo-H group.
图6   Western blot检测SMC-7721细胞Shh/Gli1信号通路及凋亡相关蛋白表达情况

Fig.6   Western blot analysis of Shh/Gli1 signaling pathway and apoptosis-related protein expression in SMC-7721 cells
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癌的常规治疗方法 , 如化疗、免疫疗法等具有良好的

疗效 , 但是这些治疗方法通常无法完全治愈肝癌 , 甚
至在治疗后会产生耐药性等不良副作用 [11]。鉴于这

些因素 , 研究学者认为 , 中药治疗可能会成为肝癌治

疗的有效方法。研究表明 , 中药治疗能够抑制癌症的

进展, 防止癌症复发和癌细胞转移, 延长生存时间[12]。

为此, 本研究选用SMC-7721细胞对研究对象, 探究

Leo对肝癌细胞增殖、凋亡和血管生成的影响以及

其可能的机制。

益母草中包含生物碱、黄酮类等化合物[13]。有

研究表明 , 益母草提取物可抑制宫颈癌细胞增殖 , 
促进细胞凋亡 [14]。Leo是从益母草中提取的生物

碱。肖亮等 [15]研究表明 , Leo能下调表皮生长因子

(epidermal growth factor, EGF)的表达并抑制乳腺肿

瘤细胞的增殖。LIANG等[16]研究表明, Leo通过抑制

miR-18a-5p/SLC40A1轴抑制前列腺癌细胞增殖 , 促
进细胞凋亡 , 从而发挥抗肿瘤作用。本研究结果表

明: 低浓度(10、20、30 μg/mL) Leo对人正常肝LO2
细胞存活率无明显影响 , 但可显著降低肝癌SMC-
7721细胞存活率 (图1); 此外 , 与对照组相比 , Leo-L
组、Leo-M组、Leo-H组SMC-7721细胞D450值(图2)、
划痕愈合率(图3)、血管生成数量(图5)及Shh、Gli1、
Bcl-2蛋白表达水平 (图6)显著降低 , 细胞凋亡率 (图
4)、Bax蛋白表达水平(图6)显著升高。这提示Leo可
抑制SMC-7721细胞的增殖和血管生成, 促进细胞凋

亡。

Shh/Gli1信号通路涉及肿瘤细胞生长、凋亡等

多方面 [17]。随着对Shh/Gli1信号通路不断深入 , 研
究人员发现Shh/Gli1信号通路与肿瘤血管形成有关 , 
血管生成可促进肿瘤发展 [18]。Gli1是Shh的下游基

因, 激活Shh/Gli1信号通路可提高Shh蛋白表达水平, 
进而提高Gli1蛋白的表达水平。Gli1蛋白在多数肿

瘤实质细胞内表达水平提高 , Gli1蛋白可通过调控

细胞增殖和分化过程 , 在肿瘤生长及转移过程中起

重要作用 [19]。夏培等 [20]研究发现 , Shh信号通路激

活可部分逆转沉默FOXQ1对SGC-7901细胞凋亡的

促进作用。因此 , 本研究选择重组人SHH蛋白作为

实验干扰条件 , 实验结果显示 : 与对照组相比 , SHH
组SMC-7721细胞的D450值(图2)、划痕愈合率(图3)、
血管生成数量 (图5)及Shh、Gli1、Bcl-2的蛋白表达

水平 (图6)显著升高 , 细胞凋亡率 (图4)、Bax蛋白表

达水平 (图6)显著降低。这提示Shh/Gli1信号通路参

与肝癌细胞的增殖和血管生成。由此我们推测Leo
可能通过调控Shh/Gli1信号通路诱导肝癌细胞凋亡 , 
并抑制细胞增殖和血管生成。为了验证该假设 , 本
研究在添加Leo基础的上再加上重组人SHH蛋白来

干预SMC-7721细胞 , 结果显示 , 与Leo-H相比 , Leo-
H+SHH组SMC-7721细胞的D450值 (图2)、划痕愈合

率 (图3)、血管生成数量 (图5)及Shh、Gli1、Bcl-2
的蛋白表达水平 (图6)显著升高 , 细胞凋亡率 (图4)、
Bax蛋白表达水平 (图6)显著降低。证实了该猜想的

正确性 , 即Leo可能通过调控Shh/Gli1信号通路抑制

SMC-7721细胞增殖和血管生成, 诱导细胞凋亡。

综上所述 , Leo通过抑制SMC-7721细胞增殖和血

管生成, 诱导细胞凋亡, 其作用机制可能与抑制Shh/Gli1
信号通路有关。然而 , 本研究尚存在不足之处 , 仅仅

在细胞水平上验证了Leo调控Shh/Gli1信号通路对

SMC-7721细胞增殖、凋亡和血管生成的影响 , 并未

在体内水平进行探讨 , 后续研究将会在体内水平并

采用其他肝癌细胞系进行进一步探索。此外 , 未来

我们会对Leo在体内的代谢、分布和清除情况进行

分析, 评估其毒性和安全性。
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