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也摘要页 目的 探究肝喜片通过调控线粒体融合蛋白 2渊MFN2冤尧动力相关蛋白 1渊DRP1冤介导的线粒体动态平衡诱导肝癌细胞

HepG2 凋亡的分子机制遥 方法 以HepG2 细胞为模型袁设置空白对照组和肝喜片低尧中尧高渊10%尧15%尧20%含药血清冤剂量组遥 采用

实时无标记细胞分析动态监测细胞增殖曰 流式细胞术检测线粒体膜电位尧 活性氧 渊ROS冤 水平及细胞凋亡率曰Western blot 检测

MFN2尧DRP1尧聚腺苷二磷酸核糖聚合酶 1渊PARP1冤尧裂解型 PARP1渊cleaved PARP1冤尧Bcl-2 相关 X蛋白渊BAX冤尧细胞色素 c渊Cyt c冤
蛋白表达水平遥结果 与空白对照组比较袁肝喜片中尧高剂量组细胞指数渊CI冤值降低渊P<0.01冤曰与肝喜片中剂量组比较袁肝喜片高剂量

组 CI 值降低渊P<0.05冤遥 与空白对照组比较袁肝喜片各剂量组线粒体膜电位降低渊P<0.05袁P<0.01冤袁细胞内 ROS 水平升高渊P<0.05袁P<
0.01冤曰与肝喜片低剂量组比较袁肝喜片中尧高剂量组线粒体膜电位降低渊P<0.05冤袁肝喜片高剂量组细胞内 ROS水平升高渊P<0.01冤遥 与

空白对照组比较袁肝喜片各剂量组 MFN2 蛋白表达水平降低渊P<0.05冤尧DRP1 蛋白表达水平升高渊P<0.05袁P<0.01冤曰与肝喜片中剂量

组比较袁肝喜片高剂量组MFN2蛋白表达水平降低尧DRP1蛋白表达水平升高渊P<0.05冤遥 与空白对照组及肝喜片低剂量组比较袁肝喜

片中尧高剂量组凋亡率升高渊P<0.01冤曰与肝喜片中剂量组比较袁肝喜片高剂量组凋亡率升高渊P<0.05冤遥 与空白对照组比较袁肝喜片各

剂量组 cleaved PARP1/PARP1 比值及 BAX 蛋白表达水平均升高渊P<0.05袁P<0.01冤袁肝喜片中尧高剂量组 Cyt c 蛋白表达水平升高

渊P<0.05袁P<0.01冤遥 与肝喜片低剂量组比较袁肝喜片中剂量组 cleaved PARP1/PARP1比值及 Cyt c 蛋白表达水平升高渊P<0.05冤袁肝喜

片高剂量组 cleaved PARP1/PARP1 比值及 BAX尧Cyt c 蛋白表达水平升高渊P<0.05袁P<0.01冤遥 结论 肝喜片通过抑制 MFN2 表达尧激
活 DRP1介导的线粒体分裂袁破坏线粒体动态平衡袁诱导线粒体碎片化尧氧化应激及膜电位降低袁进而促进 Cyt c 释放尧BAX 升高和

PARP1裂解袁最终激活线粒体依赖性凋亡通路遥
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carcinoma HepG2 cells through regulating the mitochondrial dynamics mediated by mitofusin 2 (MFN2) and dynamin-related protein
1 (DRP1). Methods HepG2 cells were used as the model, with a blank control group and low-, medium-, and high-dose (10%,
15% , and 20% drug -containing serum, respectively) Ganxi Tablet groups established. Real -time label -free cell analysis was
employed to dynamically monitor cell proliferation. Flow cytometry was used to measure mitochondrial membrane potential, reactive
oxygen species (ROS) levels, and the apoptosis rate. Western blot analysis was performed to assess the protein expression levels of
MFN2, DRP1, poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1), cleaved PARP1, Bcl-2-associated X protein (BAX), and cytochrome c (Cyt c).
Results Compared with the blank control group, the cell index (CI) values of the medium- and high-dose Ganxi Tablet groups
decreased (P<0.01); compared with the medium-dose Ganxi Tablet group, the CI value of the high-dose Ganxi Tablet group
decreased (P<0.05). Compared with the blank control group, the proportion of cells with reduced mitochondrial membrane potential
and intracellular ROS levels increased in all Ganxi Tablet groups (P<0.05, P<0.01); compared with the low-dose Ganxi Tablet group,
the proportion of cells with reduced mitochondrial membrane potential increased in the medium- and high-dose Ganxi Tablet
groups (P<0.05), and intracellular ROS levels increased in the high-dose Ganxi Tablet group (P<0.01). Compared with the blank
control group, MFN2 protein expression level decreased in all Ganxi Tablet groups (P<0.05), while DRP1 protein expression level
increased (P<0.05, P<0.01); compared with the medium-dose Ganxi Tablet group, MFN2 protein expression level decreased while
DRP1 protein expression level increased in the high-dose Ganxi Tablet group (P<0.05). Compared with the blank control and low-
dose Ganxi Tablet groups, the apoptosis rate increased in the medium- and high-dose Ganxi Tablet groups (P<0.01); compared with
the medium-dose Ganxi Tablet group, the apoptosis rate increased in the high-dose Ganxi Tablet group (P<0.05). Compared with the
blank control group, the cleaved PARP1/PARP1 ratio and BAX protein expression level increased in all Ganxi Tablet groups (P<
0.05, P<0.01), while Cyt c protein expression level increased in the medium- and high-dose Ganxi Tablet groups (P<0.05, P<0.01).
Compared with the low-dose Ganxi Tablet group, the cleaved PARP1/PARP1 ratio and Cyt c protein expression level increased in
the medium-dose Ganxi Tablet group (P<0.05), and the cleaved PARP1/PARP1 ratio as well as BAX and Cyt c protein expression
levels increased in the high-dose Ganxi Tablet group (P<0.05, P<0.01). Conclusion Ganxi Tablet suppresses MFN2 expression and
activates DRP1-mediated mitochondrial fission, thereby disrupting mitochondrial dynamics. This disruption induces mitochondrial
fragmentation, oxidative stress, and membrane potential collapse, subsequently promoting Cyt c release, BAX upregulation, and PARP1
cleavage, ultimately activating the mitochondrial-dependent apoptotic pathway.
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肝癌在全球恶性肿瘤致死率排序中位居第三[1]袁
其高度异质性与获得性耐药特性严重制约了现有治

疗策略的临床疗效[2]遥 尽管以索拉非尼为代表的分

子靶向治疗及程序性细胞死亡蛋白 1/程序性死亡

配体 1单抗等免疫检查点抑制剂取得一定进展 [3-5]袁
但患者 5 年生存率仍不足15%[6]遥 这一治疗结局揭

示现行肝癌治疗方案的局限性袁亟须探索新的治疗

靶点与干预策略遥
线粒体动力学作为细胞中至关重要的生理过

程袁在肿瘤研究领域中备受关注遥线粒体动力学通过

融合与分裂的动态平衡维持细胞稳态袁决定线粒体

网络的形态与功能遥 线粒体融合过程可修复受损线

粒体袁提升氧化磷酸化效率曰分裂机制清除异常线粒

体片段袁保障线粒体群体功能稳态[7]遥 此动态平衡是

细胞代谢适应的关键袁其失衡将干扰能量稳态尧物质

运输及质量控制袁进而损害细胞生理功能与增殖[8-9]遥
在线粒体的调控机制中袁线粒体融合蛋白渊mitofusin,
MFN冤通过介导外膜融合维持线粒体网络完整性袁
抑制细胞色素 C渊cytochrome c, Cyt c冤释放与胱天蛋

白酶渊cysteine aspartic acid specific protease, Cas鄄
pase冤激活袁实现对细胞程序性死亡的调控曰而动力

相关蛋白 1渊dynamin-related protein 1, DRP1冤则通

过水解鸟苷三磷酸水解驱动线粒体膜收缩与分裂袁
其过度激活将诱导线粒体碎片化袁促进 Cyt c 向胞

质泄漏袁并协同 Bcl-2 相关 X 蛋白渊Bcl-2-associated
X protein, BAX冤寡聚化以及聚腺苷二磷酸核糖聚

合酶1[poly 渊ADP-ribose冤 polymerase 1, PARP1]裂解袁
最终激活线粒体依赖性凋亡程序[10-11]遥

相较于单靶点药物袁中医药以多组分尧多靶点协

同干预的特性为肝癌治疗提供了新思路遥 肝喜片源
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自国医大师潘敏求 50 余年临床经验的凝练与总

结 [12]遥 该方由党参尧鳖甲尧重楼尧黄芪尧白术尧柴胡等

22 味中药组成袁具有疏肝健脾尧解毒抗癌的功效遥 肝

喜片的抗肿瘤效应已在多维度研究中得到验证袁其
作用机制涵盖多层面生物学效应袁包括院改善肝功能

以增强临床协同疗效尧调节氨基酸代谢通路等[13-14]袁
但关于其多靶点协同作用的具体机制尚未完全阐

明遥近年来袁中药活性成分通过调节线粒体动力学发

挥药理作用的研究取得重要进展[15]遥 作为细胞能量

代谢与凋亡调控的核心枢纽袁线粒体的动态平衡对

细胞稳态至关重要遥 已有研究证实袁肝喜片组方中

重楼的活性成分重楼皂苷喻可通过调节线粒体动力

学诱导人卵巢癌细胞凋亡[16]遥基于上述研究基础袁本
研究提出如下假说院肝喜片可能通过调控 MFN2 与

DRP1袁打破线粒体动态平衡并激活凋亡通路遥 本研

究旨在揭示肝喜片通过调控线粒体动力学诱导肝

癌细胞凋亡的分子机制袁进一步完善其抗肿瘤作用

的理论体系遥
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞及实验动物 人肝癌细胞株 HepG2 由

中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库提供渊目
录编号院TCHu 72冤遥 细胞在添加 10%胎牛血清尧1%
青霉素-链霉素双抗的 DMEM 高糖培养基中培养袁
培养条件为 37 益尧5%CO2 恒温培养箱遥 每 2 天使用

含 EDTA 的 0.25%胰蛋白酶溶液消化传代遥
20 只体质量为 200耀250 g 的雄性 SD 大鼠购自

北京华阜康生物科技股份有限公司 [许可证号 院
SCXK渊京冤2019-0008]遥 大鼠饲养于湖南省中医药研

究院医学实验动物中心 SPF 级屏障环境袁环境条件

控制在温度渊22依1冤 益袁相对湿度 55%依5%袁12 h/12 h
明暗周期渊光照时段院07:00-19:00冤袁自由摄食灭菌

饲料及过滤饮用水遥 所有动物实验均按照湖南省中

医药研究院实验动物伦理委员会批准的规程执行

渊审批号院DWZX-SB-2024015冤遥
1.1.2 药品及主要试剂 肝喜片由湖南省中西医结

合医院渊湖南省中医药研究院附属医院冤中成药房提供

渊批准文号院湘药制字 Z20080761袁批号院20230305袁

规格院100 片/瓶冤曰DMEM 培养基尧青霉素-链霉素双

抗溶液尧胰蛋白酶-EDTA渊0.25%冤尧BCA 蛋白定量试剂

盒渊美国Thermo Fisher Scientific公司袁批号院8123447尧
192814尧2492939尧5000205冤曰胎牛血清渊长沙赛尔博

克斯生物科技有限公司袁批号院2023032501冤曰PVDF
膜渊美国 Millipore 公司袁批号院RIKB43639冤曰RIPA
裂解液渊强冤渊安徽白鲨生物科技有限公司袁批号院
2712232307217冤曰MFN1尧MFN2尧DRP1 一抗渊武汉爱

博泰克生物科技有限公司袁批号院A9880尧A12771尧
A2586冤曰PARP1尧cleavedPARP1渊美国Abcam公司袁批号院
ab191217尧ab32064冤曰Cyt c尧BAX尧GAPDH渊武汉三鹰

生物技术有限公司袁批号院10993-1-AP尧60267-1-Ig尧
60004-1-Ig冤曰二抗山羊抗兔 IgG-HRP尧山羊抗鼠

IgG-HRP渊杭州戴格生物有限公司袁批号院db10002尧
db10003冤曰JC-1 线粒体膜电位检测试剂盒渊上海碧

云天生物技术股份有限公司袁批号院C2006冤曰Annexin
V-FITC/PE凋亡试剂盒渊武汉伊莱瑞特生物科技有限

公司袁 批号院E-CK-A211冤曰2',7'-二氯荧光素二乙酸

酯渊2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate, H2DCF鄄
DA冤渊美国APExBIO 公司袁批号院C3890冤遥
1.1.3 主要仪器 CO2 细胞培养箱渊日本 Sanyo 公

司袁型号院MCO-175冤曰倒置生物显微镜渊日本 Olympus
公司袁型号院CKX53冤曰实时细胞分析仪渊美国 ACE鄄
Abio 公司袁型号院xCELLigence冤曰低温高速离心机渊德
国 Eppendorf 公司袁型号院Centrifuge 5810R冤曰流式细

胞分析仪渊美国BeckmanCoulter公司袁型号院DxFLEX冤曰
垂直凝胶电泳仪尧半干转印系统转印槽渊美国 Bio-
Rad公司袁型号院PowerPac HC尧Trans Blot SD冤曰化学发

光成像仪渊英国Gene公司袁型号院G:BOX Chemi XRQ冤遥
1.2 方法

1.2.1 含药血清制备 20 只 SD 大鼠经 3 d 适应性

饲养后袁以随机数字表法均分为对照组和实验组

渊n=10冤遥 根据体表面积换算公式[17]袁将成人渊70 kg袁
日摄入 100 mL 药物冤剂量折算为大鼠等效剂量

1.03 g/kg遥 实验组按 10 mL/kg 灌胃给药袁对照组给

予等体积生理盐水袁连续 7 d遥 末次给药 1 h 后袁用
1%戊巴比妥钠溶液渊45 mg/kg冤腹腔注射麻醉大

鼠袁腹主动脉取血遥血液置于 15 mL 离心管袁在 4 益尧
3 000伊g条件下离心 15 min袁取上层血清经 0.22 滋m
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微孔滤膜除菌处理袁最后将血清保存于-80 益备用遥
1.2.2 实验分组 参照前期研究成果袁鉴于不同剂

量的空白血清对细胞生长无明显影响[18-19]袁故设置 4
个实验分组遥 空白对照组院培养基中添加 15%空白

血清曰肝喜片低尧中尧高剂量组院培养基中添加 10%尧
15%尧20%肝喜片含药血清遥 各组均以无血清 DMEM
培养基作为基础培养体系遥
1.2.3 实时无标记细胞分析 取对数生长期

HepG2 细胞袁以 5 000 细胞/孔接种于实时细胞分析

仪专用 E-Plate 电子微孔板遥 细胞贴壁后袁加入血清

干预袁每组设 3 个生物学重复孔袁在 37 益尧5% CO2

培养箱中孵育 24 h遥 取 3 个平行孔细胞指数渊cell
index, CI冤值均值为各时间点数据袁将加药点作为

0 h 点袁使用 GraphPad Prism 9.0 绘制细胞生长动

力学曲线袁分析各组的细胞增殖动态遥
1.2.4 细胞活性氧渊reactive oxygen species, ROS冤
检测 取对数生长期 HepG2 细胞袁以 3伊105 细胞/孔
接种于 6 孔板遥 待细胞贴壁后袁加入血清袁37 益培

养箱中孵育 24 h遥 干预结束后袁酶解细胞移至 15 mL
离心管袁4 益尧400伊g离心 5 min 弃上清袁PBS 洗涤2
次渊同条件离心冤遥 用无水二甲基亚砜配制 5 mmol/L
H2DCFDA 储备液袁稀释为10 滋mol/L 工作液遥 向细

胞沉淀加 1 mL 工作液袁37 益尧5%CO2 避光孵育

30 min 后移至 2 mL 离心管袁4 益尧400伊g离心 5 min
弃上清遥 PBS 洗涤 2 次袁500 滋L PBS 重悬细胞遥采用

流式细胞术通过 FL1通道采集H2DCFDA 探针氧化生

成的二氯荧光素渊2',7'-dichlorofluorescein, DCF冤绿
色荧光信号袁以未染色细胞作为阴性对照设门袁定
义 ROS 阳性细胞阈值渊DCF强荧光群体冤并计算 ROS
阳性细胞比例遥
1.2.5 线粒体膜电位检测 取 HepG2 贴壁细胞袁加
入血清培养 24 h遥 胰酶消化细胞袁悬液移至 15 mL
离心管袁4 益尧400伊g 离心 5 min 弃上清袁PBS 重悬

并重复离心遥 按 JC-1 试剂盒操作袁加 1 mL 工作液

重悬细胞袁37 益避光孵育 20 min袁PBS 洗涤 2 次

后袁使用流式细胞仪检测线粒体膜电位袁其中 FL1
通道检测绿色荧光渊单体冤袁FL2 通道检测红色荧光

渊聚合体冤遥 通过比较红/绿平均荧光强度渊mean flu鄄

orescence intensity, MFI冤评估膜电位状态遥
1.2.6 流式细胞术检测 取 HepG2 细胞袁加入血清

干预 24 h遥 收集细胞时袁弃培养液袁胰酶消化后用完

全培养基终止袁4 益尧300伊g离心 5 min遥 预冷 PBS重
悬袁同条件重复离心清洗 2 次遥 按 Annexin V-FITC/
PE 凋亡检测试剂盒操作袁缓冲液重悬细胞袁依次加

入 Annexin V-FITC 工作液和 PE 标记液袁室温避光

孵育 15 min袁流式细胞仪检测袁分析细胞凋亡率遥
1.2.7 Western blot 检测 使用含蛋白酶抑制剂的

RIPA 裂解液袁于冰上裂解 HepG2 细胞提取总蛋白袁
13 000伊g离心 15 min 后袁用 BCA 试剂盒测定蛋白

浓度遥 取 30 滋g 变性总蛋白袁经 12% SDS-PAGE 凝

胶电泳分离袁半干转至 0.22 滋m PVDF 膜上遥 以含

5%脱脂奶粉的 TBST 封闭 2 h袁分别用 DRP1渊稀释

比例为 1颐2 000冤尧MFN1渊稀释比例为 1颐1 000冤尧MFN2
渊稀释比例为 1颐1 000冤尧PARP1渊稀释比例为 1:10 000冤尧
cleaved PARP1渊稀释比例为 1颐10 000冤尧Cyt c渊稀释比

例为 1颐5 000冤尧BAX渊稀释比例为 1颐20 000冤尧GAPDH
渊稀释比例为 1颐250 000冤抗体工作液 4 益孵育过

夜遥 TBST 洗膜 3 次渊每次 15 min冤袁对应种属加入山

羊抗兔/抗鼠 HRP 标记二抗渊稀释比例为 1颐5 000冤
室温孵育 1 h袁充分洗涤后用 ECL 化学发光显色并

获取条带图像遥 用 ImageJ 分析灰度值袁以 GAPDH
为内参标准化袁实验设 3 次独立生物学重复遥
1.2.8 统计学分析 使用 GraphPad Prism 9.0 进行

统计学分析遥 计量数据以野曾依s冶表示袁通过 Shapiro-
Wilk 检验验证数据正态性遥 正态分布数据采用单因

素方差分析渊one-way ANOVA冤评估组间差异曰非正

态分布数据则使用 Kruskal-Wallis 非参数检验遥 以

P<0.05 为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 肝喜片含药血清对 HepG2细胞增殖的影响

在 0~24 h 的干预期内袁各组 CI 值均呈动态变

化渊见图 1冤遥 实验进行 24 h 时袁与空白对照组尧肝喜

片低剂量组比较袁肝喜片中尧高剂量组 CI 值均降低

渊P<0.01冤遥与肝喜片中剂量组比较袁肝喜片高剂量组

CI 值降低渊P<0.05冤遥 详见表 1遥
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表 3 各组 HepG2 细胞 ROS 含量比较渊曾依s袁n=3冤
Table 3 Comparison of ROS content in HepG2 cells

among different groups (曾依s, n=3)

注院与空白对照组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与肝喜片低剂量组比

较袁##P约0.01遥

组别

空白对照组

肝喜片低剂量组

肝喜片中剂量组

肝喜片高剂量组

ROS 阳性细胞/%
27.750依1.060
40.940依0.210**
43.885依1.235*
48.940依0.419**##

表 4 各组 HepG2 细胞 MFN1尧MFN2尧DRP1 蛋白表达水平

比较渊曾依s袁n=3冤
Table 4 Comparison of protein expression levels of MFN1,

MFN2, and DRP1 in HepG2 cells among different
groups (曾依s, n=3)

注院与空白对照组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与肝喜片低剂量组比

较袁#P约0.05遥

组别

空白对照组

肝喜片低剂量组

肝喜片中剂量组

肝喜片高剂量组

MFN1
1.000依0.000
1.056依0.146
0.968依0.035
0.921依0.114

MFN2
1.000依0.000
0.826依0.034*
0.814依0.015*
0.705依0.025*#

DRP1
1.000依0.000
1.151依0.010**
1.335依0.056*
1.729依0.094*#

图 1 各组 HepG2 细胞增殖动力学实时监测结果

Fig.1 Real-time monitoring results of proliferation
kinetics of HepG2 cells in each group

表 1 各组 HepG2细胞 24 h CI值比较渊曾依s袁n=3冤
Table 1 Comparison of 24 h CI values of HepG2 cells

among different groups (曾依s, n=3)

注院与空白对照组比较袁**P约0.01曰与肝喜片低剂量组比较袁##P约0.01曰
与肝喜片中剂量组比较袁银P约0.05遥

组别

空白对照组

肝喜片低剂量组

肝喜片中剂量组

肝喜片高剂量组

CI 值
1.842依0.038
1.736依0.057
0.757依0.047**##

0.372依0.044**##银

组别

空白对照组

肝喜片低剂量组

肝喜片中剂量组

肝喜片高剂量组

渊FL2/FL1冤MFI
14.572依0.069
13.807依0.048*
13.325依0.065**#

12.882依0.105**#

表 2 各组 HepG2 细胞线粒体膜电位比较渊曾依s袁n=3冤
Table 2 Comparison of mitochondrial membrane potential

in HepG2 cells among different groups (曾依s, n=3)

注院与空白对照组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与肝喜片低剂量组比

较袁#P约0.05遥

2.2 肝喜片含药血清对 HepG2 细胞线粒体功能的

影响

与空白对照组比较袁肝喜片低尧中尧高剂量组线

粒体膜电位降低渊P<0.05袁P<0.01冤袁细胞内 ROS 水

平升高渊P<0.05袁P<0.01冤遥 与肝喜片低剂量组比较袁
肝喜片中尧高剂量组线粒体膜电位降低渊P<0.05冤曰肝
喜片高剂量组细胞内 ROS 水平升高渊P<0.01冤遥 详见

表 2要3遥

2.3 肝喜片含药血清对 HepG2 细胞 MFN1尧MFN2尧
DRP1 蛋白表达的影响

与空白对照组比较袁肝喜片低尧中尧高剂量组

MFN2 蛋白表达水平降低渊P<0.05冤袁DRP1 蛋白表达

水平升高渊P<0.05袁P<0.01冤遥 与肝喜片低剂量组比

较袁肝喜片高剂量组 MFN2 蛋白表达水平降低渊P<
0.05冤袁DRP1 蛋白表达水平升高渊P<0.05冤遥详见图 2尧
表 4遥

2.4 肝喜片含药血清对 HepG2细胞凋亡的影响

与空白对照组尧肝喜片低剂量组比较袁肝喜片

中尧高剂量组细胞凋亡率升高渊P<0.01冤遥与肝喜片中

剂量组比较袁肝喜片高剂量组细胞凋亡率升高渊P<
0.05冤遥 详见表 5遥

图 2 各组 HepG2 细胞 MFN1尧MFN2尧DRP1 蛋白电泳图

Fig.2 Protein electrophoresis diagrams of MFN1, MFN2,
and DRP1 in HepG2 cells among different groups

注院A.空白对照组曰B.肝喜片低剂量组曰C.肝喜片中剂量组曰D.肝
喜片高剂量组遥

1640



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn圆园25 年第 45 卷

图 3 各组HepG2细胞 PARP1尧cleaved PARP1尧BAX尧Cyt c
蛋白电泳图

Fig.3 Protein electrophoresis diagrams of PARP1,
cleaved PARP1, BAX, and Cyt c of HepG2 cells

in each group
注院A.空白对照组曰B.肝喜片低剂量组曰C.肝喜片中剂量组曰D.肝喜

片高剂量组遥

组别

空白对照组

肝喜片低剂量组

肝喜片中剂量组

肝喜片高剂量组

凋亡细胞率/%
20.705依0.555
22.100依0.200
34.390依1.190**##

48.110依2.040**##银

表 5 各组 HepG2 细胞凋亡率比较渊曾依s袁n=3冤
Table 5 Comparison of apoptosis rates in HepG2

cells among different groups (曾依s, n=3)

注院与空白对照组比较袁**P约0.01曰与肝喜片低剂量组比较袁##P约0.01袁
与肝喜片中剂量组比较袁银P约0.05遥

与空白对照组比较袁肝喜片中剂量组 PARP1 蛋

白表达水平降低渊P<0.05冤曰肝喜片高剂量组 PARP1
蛋白表达水平降低渊P<0.01冤曰肝喜片低尧中尧高剂量

组 cleaved PARP1/PARP1 比值及 cleaved PARP1尧
BAX 蛋白表达水平升高渊P<0.05袁P<0.01冤曰肝喜片中尧
高剂量组 Cyt c 蛋白表达水平升高渊P<0.05袁P<0.01冤遥
与肝喜片低剂量组比较袁肝喜片中剂量组 cleaved
PARP1/PARP1比值及Cyt c蛋白表达水平升高渊P<0.05冤曰
肝喜片高剂量组 PARP1 蛋白表达水平降低渊P<0.05冤袁
cleaved PARP1/PARP1比值及 cleaved PARP1尧BAX尧
Cyt c 蛋白表达水平升高渊P<0.05袁P<0.01冤遥 与肝喜

片中剂量组比较袁肝喜片高剂量组 PARP1 蛋白表达

水平降低渊P<0.05冤袁cleaved PARP1 蛋白表达水平升

高渊P<0.01冤遥 详见图 3尧表6遥
3 讨论

肝癌作为全球发病率持续居高[20]尧临床治疗极

具挑战性的恶性肿瘤袁其高侵袭性尧易转移性及耐药

性等生物学特性严重威胁人类生命健康与生存质

量遥 线粒体作为细胞能量代谢及信号调控的核心枢

纽袁通过动态的融合与分裂过程维持功能稳态院融合

过程促进线粒体 DNA 及代谢产物的交换袁有效提升

氧化磷酸化效率曰分裂过程则及时隔离受损片段袁
并借助线粒体自噬实现质量控制[21]遥 线粒体融合与

分裂的协同运作袁维持线粒体网络的动态平衡袁在氧

化应激应答尧凋亡信号激活等关键生理过程中发挥

核心调控作用[22]遥 本研究基于体外细胞模型袁通过

解析中药复方肝喜片诱导人肝癌细胞线粒体依赖

性凋亡的分子机制袁系统阐释其含药血清的抗肿瘤

效应遥
借助实时无标记细胞分析技术袁证实肝喜片对

HepG2 细胞生长呈现明显的抑制作用遥 深入探究发

现袁肝喜片含药血清处理可引发 HepG2 细胞线粒体

功能的系统性损伤院线粒体膜电位的降低与 ROS 的

大量累积袁是线粒体结构完整性受损及功能稳态失

衡的直接表征[23]袁这些现象与线粒体动力学失衡存

在密切关联遥 Western blot 实验结果显示袁肝喜片干

预使MFN2的表达水平显著降低袁而 DRP1 的表达则

明显升高袁二者的表达失衡直接加剧了线粒体网络

表 6 各组 HepG2 细胞 PARP1尧cleaved PARP1尧BAX尧Cyt c蛋白表达水平比较渊曾依s袁n=3冤
Table 6 Comparison of protein expression levels of PARP1, cleaved PARP1, BAX, and Cyt c in HepG2

cells among different groups (曾依s, n=3)

注院与空白对照组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与肝喜片低剂量组比较袁#P约0.05袁##P约0.01曰与肝喜片中剂量组比较袁银P约0.05袁银银P约0.01遥

组别

空白对照组

肝喜片低剂量组

肝喜片中剂量组

肝喜片高剂量组

PARP1
1.000依0.000
1.068依0.105
0.763依0.039*
0.372依0.055**#银

cleaved PARP1
1.000依0.000
2.028依0.062**
2.489依0.092**
3.927依0.109**##银银

cleaved PARP1/PARP1
1.000依0.000
1.911依0.131*
3.266依0.047**#

10.828依1.889*#

BAX
1.000依0.000
1.516依0.341*
2.750依0.264*
3.930依0.397*#

Cyt c
1.000依0.000
1.564依0.175
2.514依0.075**#

3.583依0.319*#
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的碎片化程度遥 从分子调控机制分析袁MFN1/2 作为

介导线粒体外膜融合的关键蛋白袁与驱动线粒体分

裂的 DRP1 共同构成线粒体动力学调控体系[24]遥 在

肝喜片的作用下袁MFN2 表达受到抑制导致线粒体

融合修复能力大幅衰减袁致使受损线粒体难以恢复

正常功能曰同时DRP1 异常活化促使其快速募集至线

粒体表面袁形成分裂复合物袁加速线粒体碎片化进

程遥二者失衡打破线粒体动态平衡袁最终导致线粒体

结构崩解尧功能丧失袁进而引发膜电位降低与胞内

ROS 水平升高遥
流式细胞术检测结果进一步证实袁肝喜片含药

血清可诱导 HepG2 细胞凋亡率升高袁且伴随线粒体

凋亡通路的特异性激活院定位于线粒体外膜的促凋

亡蛋白 BAX 表达升高并发生寡聚化袁介导线粒体外

膜透化曰Cyt c 从线粒体膜间隙释放至胞质后袁与凋

亡蛋白酶激活因子形成凋亡体袁触发 Caspase 联级

反应袁最终通过活化 PARP1袁推动肿瘤细胞进入死

亡程序[25]遥 其中袁PARP1 的活化是 DNA 损伤无法修

复的分子标志袁与 BAX 寡聚化形成功能协同袁BAX
介导的膜通透性增加可促使 ROS 与 Cyt c 的释放袁
而 ROS 的大量释放又可进一步强化 BAX 的促凋亡

活性袁放大凋亡信号[26]袁这一机制为肝喜片诱导HepG2
细胞凋亡提供了合理的分子解释遥

相比传统单靶点小分子抑制剂袁中药复方肝喜

片基于其多组分协同作用机制袁展现出多维治疗优

势遥 其处方中党参尧重楼尧柴胡等活性成分渊如党参

多糖尧重楼皂苷尧柴胡皂苷冤的抗肿瘤机制已被广泛

验证 [27-29]院党参多糖通过抑制 PI3K/Akt 通路阻滞

HepG2 细胞增殖[30]曰多种重楼皂苷能通过升高 BAX
及 PARP1活性袁经线粒体途径诱导肿瘤细胞凋亡[31]曰
柴胡皂苷对肝癌细胞的增殖抑制及促凋亡活性也

早有研究报道[32]遥本研究进一步揭示袁肝喜片通过靶

向调控线粒体动力学关键分子袁即抑制 MFN2 表达尧
促进 DRP1 活化袁引发线粒体碎片化与功能损伤袁进
而特异性激活线粒体依赖的 Caspase 凋亡通路袁最
终实现对 HepG2 肝癌细胞的增殖抑制与凋亡诱导遥
尽管本研究初步阐明了肝喜片通过干扰线粒体动

力学诱导 HepG2 细胞凋亡的机制袁但仍存在一定

局限院实验仅基于体外 HepG2 细胞模型袁未能反映

肿瘤微环境及体内代谢过程对药效的影响遥 后续需

通过人源肿瘤异种移植模型或转基因肝癌动物模

型袁在体内水平验证肝喜片对线粒体动力学的调控

作用及抗肿瘤效应遥
综上所述袁本研究借助实时无标记细胞分析等

实验技术袁阐明肝喜片含药血清通过抑制 MFN2 表

达尧促进 DRP1 表达袁干扰肝癌细胞 HepG2 的线粒

体动力学袁进而诱导细胞经线粒体途径发生凋亡的

分子机制袁为该药物的临床应用提供了实验依据遥
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