
肝细胞癌发病率位列我国所有肿瘤的第2位，且发

病率逐年上升［1］。虽然目前针对肝癌存在多种治疗手

段，如肝移植、局部切除、介入治疗、微创治疗及分子靶向

治疗等，但均无法完全抑制肝癌细胞的生长和转移［2-3］。

因此，探索肝癌的新的治疗药物具有重要的临床意义。

近年来，探讨中草药的活性成分的抗肿瘤作用及其机制

已经成为抗肿瘤药物研究领域的热点。白术为多年生

草本植物，属传统中草药，有健脾益气、燥湿利尿，止汗

安胎的作用，现代药理研究表明白术有着多种药理作用，

如抗氧化、保肝、抗炎、抗过敏、抗血栓、抗病毒等［4-8］。白

术同时具有抗肿瘤作用，已有研究提示白术可抑制胃癌、

肺癌、胆管癌等多种肿瘤细胞的增殖，并诱导其凋亡［9-11］。

白术多糖（PAM）是白术的有效活性成分之一，主要作用

集中在消化系统、免疫系统，可发挥降糖、保护胃肠道黏

膜及免疫调节等作用［12］。研究还发现，PAM具有抗肿
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摘要：目的 探讨白术多糖（PAM）对肝癌细胞增殖和侵袭能力的影响及其机制。方法 体外培养肝癌细胞HepG2分别给予不同

浓度的PAM处理，通过CCK-8和Transwell实验检测肝癌细胞的增殖、侵袭能力。采用免疫荧光技术检测肝癌细胞中β-catenin

蛋白表达水平，采用RT-PCR技术和免疫印迹法检测AKT、GSK-3β的基因和蛋白表达水平及其磷酸化表达，检测MMP-2的基

因和蛋白表达水平。HepG2细胞给予LiCl/PAM/LiCl联合PAM处理，检测细胞增殖、侵袭能力改变，检测GSK-3β磷酸化和

MMP2的蛋白水平。结果 与空白对照组相比，PAM处理后肝癌细胞体外增殖能力下降、侵袭能力下降（P<0.05）；PAM处理可

以下调β-catenin蛋白表达、下调MMP-2基因与蛋白表达水平，同时抑制AKT与GSK-3β的磷酸化（P<0.05）。PAM对肝癌细胞

体外增殖、侵袭及AKT/GSK-3β/β-catenin通路的影响呈浓度依赖性：PAM的浓度越高，对肝癌细胞体外增殖、侵袭的抑制作用

越强；对AKT与GSK-3β的磷酸化的抑制作用越强，对β-catenin表达的抑制作用也越强。LiCl可以逆转PAM对肝癌细胞增殖、

侵袭的抑制作用，同时可以逆转PAM对GSK-3β磷酸化和MMP2的蛋白表达的抑制。结论 PAM对肝癌细胞的体外增殖和侵

袭能力具有抑制作用，PAM可能通过影响Wnt/β-catenin 信号通路发挥作用。
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Abstract: Objective To investigate the inhibitory effect of polysaccharide of Atractylodes macrocephala (PAM) on the
proliferation and invasion of hepatocellular carcinoma cells and the underlying mechanism. Methods Hepatocellular
carcinoma HepG2 cells were treated with different concentrations of PAM, and their proliferation and invasive ability were
examined using CCK-8 assay and Transwell assay. Immunofluorescence assay was performed to detect the expression level of
β-catenin, and real-time PCR and Western blotting were used to detect the mRNA and protein expressions of AKT, GSK-3β
and MMP-2 in the cells. The changes in the proliferation, invasiveness and the expressions of pGSK-3β and MMP2 were
examined in the cells following treatment with LiCl/PAM/LiCl plus PAM. Results PAM treatment significantly reduced the
cell viability, the number of migration cells, and the expression levels of β-catenin and MMP-2 (P<0.05), and obviously
inhibited the phosphorylation of AKT and GSK-3β in the cells (P<0.05) in a dose-dependent manner. The rescue experiment
showed that LiCl reversed the inhibition of cell proliferation, invasiveness, and the Wnt/β-catenin pathway induced by PAM.
Conclusion PAM can inhibit the proliferation and invasion of hepatocellular carcinoma cells in vitro possibly by inhibiting the
Wnt/β-catenin signaling pathway.
Keywords: polysaccharide of Atractylodes macrocephala; hepatocellular carcinoma cells; proliferation; invasion; Wnt/β-catenin
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瘤作用，体外研究表明，PAM可以促进人胃癌细胞和神

经胶质瘤细胞的凋亡［13-14］。

目前对于白术及其有效成分的抗肝癌作用的研究

较少。既往研究发现，在小鼠肝癌细胞H22的荷瘤小鼠

模型中，白术可以抑制皮下移植瘤的生长和转移［15］。另

有研究发现PAM可以抑制H22细胞在小鼠体内的增

殖，其机制可能与增强机体免疫功能相关［16］。然而以上

研究所用细胞均为小鼠肝癌细胞，且对白术及PAM的

抗肝癌的具体机制并未进行深入探讨。PAM对人肝癌

细胞的增殖和侵袭是否有影响仍需进一步的研究确

定。本研究拟探讨PAM对HepG2肝癌细胞的增殖和

侵袭能力的影响，并进一步探究其相关机制，以期为

PAM的临床应用提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验试剂

CCK8试剂盒（凯基）；氯化锂 (LiCl)（鼎国）；AKT、

AKT磷酸化蛋白 (pSer 473)，GSk-3β、GSK-3β (pSer 9)

磷酸化蛋白、β-catenin抗体（Cell Signaling Technology）；

MMP-2抗体（Santa Cruz）；Transwell小室（康宁）；基质

胶（BD）；培养基、胎牛血清（GIBICO）；cDNA合成试剂

盒、PCR试剂盒（GeneCopoeia）。

1.2 PAM的制备

称取白术粉1000 g，匀浆，用氯仿-乙醇（1∶1，v/V）

进行连续萃取，使用丙酮去除油脂和有色杂质，冷却至

室温后过滤。上清液在50 ℃减压离心，加95%的乙醇至

终浓度为80%进行冲洗，4 ℃过夜，10 000×g离心20 min。

用无水乙醇、丙酮反复冲洗，离心，去溶液取沉淀，即

PAM。进一步配制成体积分数为4%的PAM溶液，经灭

菌处理后4 ℃保存备用。

1.3 肝癌细胞培养和处理

人肝癌细胞株HepG2，购自中国科学院典型培养

物保藏委员会细胞库。用含10%小牛血清DMEM培养

基在37 ℃，5% CO2，饱和湿度的孵箱内常规培养HepG2

细胞。细胞处理：（1）空白对照组，给予对照溶剂；低浓度组

（L），给予30 mg/mL PAM；中浓度组（M），给予60 mg/mL

PAM；高浓度组（H），给予120 mg/mL PAM。（2）空白对照

组，给予对照溶剂；PAM组，给予120 mg/mL PAM；LiCl

组，给予4 mmol/L LiCl；PAM+LiCl组，给予120 mg/mL

PAM+4 mmol/L LiCl。

1.4 细胞增殖能力检测

将位于对数生长期的肝癌细胞以1×105/mL接种于

96孔板，每孔 200 μL培养液。具体实验方法参照文

献［17］。实验重复3次。

1.5 细胞侵袭能力检测

Transwell小室上室面铺Matrigel。HepG2细胞分

别予对应处理，48 h后吸去培养液，调整细胞密度为4×

105/mL，以200 μL/孔移入Transwell小室的上室，下室

加入500 μL含5%FBS的DMEM。常规培养24 h后，用

棉签轻轻刮去膜上室面的细胞，4%多聚甲醛固定-结晶

紫染色，每个小室随机取5个高倍视野，在显微镜下计

数细胞数目。

1.6 免疫荧光检测β-catenin蛋白表达

取前述方法处理48 h后的各组HepG2细胞，将细

胞按4×105/cm2的密度种在有无菌盖玻片的6孔板中，

置于10%胎牛血清培养基中培养。24 h后PBS洗涤盖玻

片 3次，每次5 min。用4%多聚甲醛室温固定30 min，

小心取出盖玻片，放入封闭液，37 ℃孵育1 h；5%的PBS

清洗3次，加入一抗（1∶1000）后4 ℃孵育过夜，加入二抗

（1∶3000）避光室温1 h，用5%的PBS清洗3次，DAPI染

色后用50%的甘油封片，荧光显微镜下观察照相。

1.7 RT-PCR检测AKT、GSK-3β和MMP-2的mRNA水平

取前述方法处理48 h后的各组HepG2细胞，按照

试剂盒的要求用Trizol法提取细胞总RNA，所提RNA经

吸光度（A）测定，A260 nm/A280 nm比值均在1.8~2.0。检测方法

参见文献［18］。以GAPDH为内参基因。引物序列见表1。

Gene

MMP2

AKT

GSK3β

GAPDH

Forward

5' TGCTGGAGACAAATTCTGGA 3'

5' GGAGGTTTTTGGGCTTGCG 3'

5' TGGACTAAGGATTCGTCAGGA 3'

5' CTTCATTGACCTCAACTACA 3'

Reverse

5' GAAGAAGTAGCTGTGACCGC 3'

5' CTCTGATGCACCAGCTGACA 3'

5' TGAATCCGAGCATGAGGAGG 3'

5' AGGGGCCATCCACAGTCTTC 3'

表1 引物序列
Tab.1 Sequences of the primers for real-time PCR

1.8 蛋白质免疫印迹法检测MMP-2、AKT、GSK-3β、p-

AKT和p-GSK-3β的蛋白水平

肝癌细胞分别予前述方法处理60 min及48 h，弃

去上清液，加入100 μL的裂解液，4 ℃ 12 000 r/min，离

心15 min，收集上清液待用。Western blot的具体方法

参照文献［19］。

1.9 统计学分析

采用SPSS 20.0软件处理数据。计量资料以均数±
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标准差表示，实验数据组间比较采用单因素方差分析

法，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PAM对肝癌细胞增殖能力的影响

CCK8法检测肝癌细胞的增殖水平，各组肝癌细胞

存活率结果显示（图1），PAM组细胞增殖水平明显低于

空白对照组（P<0.05），且H组<M组<L组（P<0.05）。在

同一浓度下，PAM干预时间越久，对细胞增殖的抑制作

用越强。

2.2 PAM对肝癌细胞侵袭能力的影响

Transwell实验检测PAM对肝癌细胞的侵袭能力

的影响，结果显示（图2），L组、M组、H组的穿膜细胞数目

低于空白对照组（P<0.05），且H组<M组<L组（P<0.05）。

2.3 PAM对肝癌细胞β-catenin蛋白表达的影响

免疫荧光检测PAM对肝癌细胞HepG2中β-catenin

的影响，结果显示，绿色荧光为β-catenin蛋白，荧光的强

弱表示β-catenin的蛋白表达水平的高低。与空白对照

组相比，PAM处理组肝癌细胞β-catenin蛋白的荧光强

度明显降低，且荧光强度随着PAM的浓度增加而降低

（图3），呈现剂量依赖性。

2.4 PAM对肝癌细胞MMP-2 mRNA和蛋白表达水平

的影响

分别用RT-PCR和蛋白质免疫印迹法法检测PAM

对肝癌细胞中MMP-2 mRNA和蛋白表达的影响（图

4A、B），结果显示，L组、M组、H组中MMP-2的mRNA

及蛋白的表达水平相较于空白对照组显著下调（P<

0.05），且H组<M组<L组。

2.5 PAM对肝癌细胞AKT、GSK-3β基因转录和蛋白表

达的影响

与空白对照组相比，L组、M组、H组的AKT、GSK-

3β的 mRNA和蛋白表达差异无统计学意义（图5A、B、

D）。与空白对照组相比，L组、M组、H组磷酸化AKT、

磷酸化GSK-3β蛋白的表达水平显著下调（P<0.05，图

5C），且磷酸化AKT和磷酸化GSK-3β的水平H组<M

组<L组。

2.6 PAM通过Wnt/β-catenin调控肝癌细胞的增殖和侵袭

与PAM处理组相比，LiCl与PAM联用组肝癌细胞

的增殖和侵袭能力增强（图6A、B）。Western blot结果

显示，LiCl可以减弱PAM对GSK-3β的磷酸化的抑制作

用（图6C）；同时，LiCl联合PAM处理后，MMP2的蛋白

水平较单用PAM处理组升高（图6D）。

3 讨论

本研究选取具有高转移性的人肝癌细胞HepG2作

为研究对象，探究PAM对肝癌细胞体外增殖和侵袭能

力的影响，并进一步探讨其机制，结果发现 PAM 对

HepG2细胞的增殖能力具有明显的抑制作用，且其抑制

作用具有浓度依赖性；PAM可以显著降低肝癌细胞的

侵袭能力，且其抑制作用与 PAM 的浓度呈正相关。

Wnt/β-catenin信号通路在肿瘤发生及侵袭转移过程中

发挥重要作用［20-21］。β-catenin蛋白是Wnt信号通路的关

键成员，可调控转录活性，介导细胞间粘附及相关信号

的转导［22］。已有研究表明，β-catenin在肝癌细胞中呈高

表达，且其表达水平与肝癌细胞的增殖和侵袭能力正相

关［23-24］。本实验结果表明，PAM对肝癌细胞中β-catenin

蛋白的表达有显著抑制作用，且这种抑制作用与PAM

浓度呈正相关。这表明β-catenin蛋白可能是PAM的一

个特异性作用位点。接下来，本研究继续探讨了PAM

对β-catenin上游及下游通路的影响。AKT/GSK-3β是
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图2 Transwell侵袭实验检测PAM对肝癌细胞侵袭能力的
影响
Fig.2 Transwell assay of invasion ability of HepG2 cells
treated with different doses of PAM. *P<0.05 vs NC group;
#P<0.05 vs L group; ΔP<0.05 vs M group.
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图1 CCK-8细胞实验检测PAM对肝癌细胞增殖能
力的影响
Fig.1 CCK-8 assay of proliferation of HepG2 cells
treated with different doses of PAM. NC: Negative
control group; L: Low-dose group; M: Medium-dose
group; H: High-dose group.
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Wnt通路中β-catenin上游的调控因子［25］。Wnt信号通

路被活化时，AKT被磷酸化后形成磷酸化AKT，后者具

有激酶活性，可使GSK-3β磷酸化形成磷酸化GSK-3β而

失活，引起胞内β-catenin的降解减少［26］。而当Wnt信号

缺失时，GSK-3β活化可使胞质内的β-catenin被磷酸化

后泛素化降解［25］。本实验结果显示，PAM并不直接抑

制AKT和GSK-3β的mRNA和蛋白的表达，而对AKT

和GSK-3β蛋白的磷酸化有显著的抑制作用。

基质金属蛋白酶是Wnt/β-catenin信号通路的直接

下游靶分子，参与肿瘤细胞的迁移［27-28］。MMP家族参与

细胞外基质及基底膜降解，能够水解基底膜的LN、FN

和Ⅳ型胶原，破坏细胞外基质及基底膜结构［29］。在

MMP家族成员中，MMP-2是在肝癌转移中起主导作用

的分子［30-31］。研究表明，MMP-2的过表达与肝癌的转移

密切相关，高水平表达的MMP-2可以作为肝癌预后不

良的指标［32］。本研究发现，PAM可以显著抑制MMP-2

图3 免疫荧光实验检测PAM对肝癌细胞β-catenin蛋白表达的影响
Fig.3 Immunofluorescence detection of β-catenin in HepG2 cells in
different groups.
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图4 Western blot和RT-PCR检测PAM对肝癌细胞MMP-2基因和蛋白表达的影响
Fig.4 Western blotting and RT-PCR for mRNA and protein expressions of MMP-2 in HepG2 cells in different
groups. *P<0.05 vs NC group; #P<0.05 vs L group; ΔP<0.05 vs M group.
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的基因转录和蛋白表达。这提示PAM可能通过影响

Wnt/βcatenin信号通路来调控MMP-2的表达，最终抑

制肝癌细胞的侵袭转移。 LiCl是经典的Wnt/β-catenin

通路的激动剂，在肿瘤研究中被广泛使用［33］。在体外培

养的肝癌细胞中，LiCl可以促进GSK-3β磷酸化，抑制

GSK-3β的活性，抑制β-catenin的降解。本研究表明，

LiCl可以减弱PAM对肝癌细胞的增殖和侵袭能力的抑

制作用；减弱PAM对GSK-3β的磷酸化和MMP2表达的

抑制作用。这进一步表明，PAM是通过抑制Wnt/β-catenin

信号通路抑制肝癌细胞的增殖和侵袭。

综上所述，本研究发现 PAM 可以抑制肝癌细胞的

体外增殖和侵袭。其机制可能与 PAM 调控 Wnt/β-

catenin信号通路相关。PAM通过抑制AKT/GSK-3β的

磷酸化，降低β-catenin蛋白在肝癌细胞中的积累，从而

抑制其下游靶分子-MMP2的基因转录和蛋白表达。本

研究表明，PAM可能作为肝癌潜在治疗药物。

图5 Western blot和RT-PCR检测PAM对肝癌细胞AKT、GSK-3β基因和蛋白表达的影响
Fig.5 Western blotting and RT-PCR of the mRNA and protein expressions of AKT and GSK-3β in HepG2 cells in
different groups. A, B, D: No significant difference in the expressions of AKT and GSK-3β mRNA and protein is found
among the 4 groups; C: The expressions of phosphorylated AKT and phosphorylated GSK-3 are decreased significantly
in groups L, M and H.
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图6 Wnt/β-catenin激活剂可以逆转PAM对肝癌细胞增殖和侵袭的抑制作用
Fig.6 Wnt/β-catenin activator rescues PAM-induced inhibition of HCC cell proliferation and invasion. A, B: LiCl combined
with PAM promotes proliferation and invasion of HCC cells; C: LiCl attenuates the inhibitory effect of PAM on the
phosphorylation of Gsk-3β; D: LiCl combined with PAM increases the protein level of MMP-2 compared with PAM treatment
alone.
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