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雄黄抗人肝癌BEL-7402细胞作用 
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【摘 要 】目的：观察雄黄体外抗人肝癌BEL一7402细胞作用和作用机制。方法：采用MTS法和细胞克隆实验法观察雄黄对 

BEL一7402细胞增殖的影响，应用 PI／Hoechest33258双染法和流式细胞仪检测细胞凋亡 ，荧光分光光度计检测细胞内钙和线粒 

体膜电位。结果：与阴性对照组比，雄黄能剂量依赖性地抑制BEL一7402细胞的生长和克隆形成。雄黄作用后，BEL一7402细胞出 

现了凋亡形态学改变如染色质浓缩等；流式细胞仪检测显示，雄黄能剂量依赖性地诱导细胞凋亡，其中，225 txg／ml雄黄引起 

BEL-7402细胞凋亡的百分率为(28．6~4．6)％。与阴性对照组比，雄黄作用后，BEL一7402细胞的细胞内钙升高和线粒体膜电位 

降低。结论：雄黄具有一定的抗肿瘤作用，其作用机制与升高细胞内钙、降低细胞线粒体膜电位并诱导细胞凋亡有关。 
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Anticancer effect of realgar On hUman hepatocarcinoma celI Iine BEL一7402 
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【Abstract】Objective：To investigate anticancer effect of realgar on human hepatocarcinoma cell line BEL一7402 in vitro．Methods： 

MTS assay and colony formation assay were used to elucidate the antiproliferative effect of realgar on BEL一7402 cells．PI／Hoech— 

est33258 double dying and flow cytometer were carried out for cell apoptosis detection．Intercellular calcium concentration and 

mitochondrial membrane potential were detected using spectrofluorophotometer．Results：Realgar inhibited cell growth and colony 
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shown by flow cytometer analysis．Apoptotic percentage of BEL一7402 cells treated with 225 I~g／ml realgar was(28．6±4．6 ％and higher 

than that in the contro1．Furthermore，intercellular calcium was increased and mitochondrial membrane potential was decreased in 

BEL一7402 cells treated by realgar compared with contro1．Conclusion：Realgar has anticancer effect，which might be associated with 

increasing intercellular calcium，decreasing mitochondrial membrane potential and inducing apoptosis． 

【Key words】realgar；human hepatocarcinoma cell line BEL一7402：anticancer 

祖国中医认为雄黄辛温有毒，归心、肝、胃经，具有解毒 

杀虫、燥湿祛痰、化瘀消积等功效，已用于治疗痈肿疗疮、蛇 

虫咬伤、虫积腹痛、惊痫和疟疾等疾病。现代医学研究表明。 

雄黄具有抗肿瘤作用【lJ。雄黄抗肿瘤作用的临床应用和作用 

机理的研究多集中在血液系统肿瘤，有关雄黄对实体肿瘤研 

究的报道较少。本研究探讨了雄黄对人肝癌细胞 BEL一7402 

细胞的影响，并初步探讨了其作用的机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人肝癌细胞株BEL一7402由中国科学院上海生命科学 

研究院细胞资源中心提供：RPMI一1640培养基于粉为 Gibco 

产品；胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公司；雄 

黄由贵阳中药厂提供；5-氟尿嘧啶(Fluorouracil，FU)购自上 

海旭东海普药业有限责任公司；(MTS)为 Promega(Madson， 

WI，USA)产品；胰蛋白酶、Fura 2／AM、Hoechest33258、罗丹明 

123(Rhodamine 123，R123)和碘化丙啶(Propidium iodide，PI) 

均为 Sigma产品：Annexin V／FITC试剂盒购自晶美生物工程 

有限公司。550型酶标仪：BioTek Instruments，Inc．USA；DM4000b 

型荧光显微镜：Leiea Microsystems Ltd．，Germany；荧光分光光 

度计 ：Cary Eclipse，Australia。 

1．2 实验方法 

1．2．1 细胞培养 BEL一7402细胞接种于含 10％胎牛血清的 

RPMI一1640培养基中，37％，5％C0：培养箱中培养。细胞于指 

数生长期时，胰蛋白酶消化，进行传代培养。 

1．2．2 MTS检测 将5x104个／ml的对数生长期细胞接种于 

96孔板，100 l，孔。次 日分为阴性对照组(Control，RPMI一 

164o)、阳性对照组(FU，100 p,mol／L，RPMI一1640配制)和 5 

个试药组(分别为 225、75、22．5、7．5 I~g／ml和 2．25 Ixg／ml，RP— 

MI一1640配制)，加药，每组设4个平行孔。于结束培养(48 h 

和72 h)前4 h，加入MTS。结束培养后．于酶标仪490 nm检 

测各孔的吸光度值(Absorbance value，A value)。计算生长抑 

制百分率。 

1．2-3 细胞克隆实验 应用细胞克隆实验检测雄黄对 BEL一 

7402细胞的长期毒性作用。取指数生长期细胞，接种于6孔 

板，每孔 150个细胞。次日分组(同MTS检测)加药，药物作 

用 24 h后，去上清，PBS洗2遍，换成无药物的完全培养基。 

于5％CO：、37~C培养箱中继续培养 10 d。培养结束后，弃上 

清，瑞氏吉姆萨(溶于7O％乙醇)染色，倒置显微镜下计数细 

胞集落数(每个集落的细胞数大于50个细胞)。计算其它各 

给药组的克隆百分率，克隆百分率(％)=给药组的克隆数，阴 

性对照组的克隆数xlO0％。 

1．2．4 荧光显微镜观察 将细胞接种于 24孔板，次Et分组 

(阴性对照组、225、22．5 t~g／ml和2．25 Ixg／ml的雄黄组)加药。 

药物作用24 h后，去上清，加入 PBS配制的荧光染液(终浓 

度为 20 txg／ml PI和 10 txg／ml Hoechest33258)，荧光倒置显微 

镜下观察 

1．2．5 流式细胞仪检测细胞凋亡 将 2x10s个，L的细胞种 

于 12孔培养板 ，每孔 2 ml。次 日，分为阴性对照组、225、22．5 

咖 l和2．25 txg／ml的雄黄组并加药。每组设 3个平行孔。按 

Annexin V／FITC试剂盒说明，流式细胞仪分析 10 个细胞。 

1．2．6 细胞内钙 ([Ca2 】 )检测 Fura 2／AM是一种钙离子敏 

感的荧光染料。Fura 2／AM负载细胞后，用荧光分光光度计以 

激发波长分别为340 am和380 nm、发射波长为510 nm测 

定其荧光强度比率(F )，该荧光强度 比率能反映[Caz+1i 

的变化，已成为判断[ca2+] 变化的指标嘲。取对数生长期细胞， 

用缓冲液(含 150 mmol／L NaC1、5 mmol／L KC1、5 mmol／L glu— 

cose、1 mmol／L MgC12、2．2 mmol／L CaC12和 10 mmol／L HEP— 

ES，pH 7．4)洗2遍，用含0．2％牛血清白蛋白的上述缓冲液重 

悬细胞，加入终浓度为5~mo1]L的fura 2／AM，37。C避光孵育 

30 min。用上述缓冲液洗3遍，以去除细胞外残留的Fura 2／ 

AM。用含0．2％牛血清白蛋白的上述缓冲液重悬细胞．调整 

为5x10 个／ml，37。C避光孵育20 min。荧光分光光度计测定 

F 姗比率。实验结果以给药前的平均比率进行标准化，用 

±s表示。 

1．2．7 线粒体膜电位(Mitochondrial membrane potential。△ll，m) 

测定 R123是一种具有膜通透性的阳离子荧光染料，可扩 

散进入细胞质，聚集于带负电位的线粒体，结合基质蛋白后 

其荧光即淬灭。线粒体膜去极化时，R123释放进入细胞浆， 

R123荧光恢复。因此，R123荧光强度能反映线粒体膜去极化 

程度 。取对数生长期细胞，D—Hanks液洗 2遍 ，用 D—Hanks 

液重悬细胞，加入终浓度为 500 nmol／L的 R123、37oC避光 

负载30 min。R123负载的细胞用D—Hanks洗3遍．再用D— 

Hanks液重悬细胞，调整为4xlO5个／ml。荧光分光光度计测 

定荧光强度，设定激发波长488 nm，发射波长 535 nm。荧光 

强度稳定后，加入雄黄。实验结果以给药前的平均荧光强度 

进行标准化。 

1_3 统计学分析 

实验数据用x~s表示，组间比较采用单因素方差分析。 
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与阴性对照组比， ，P<0．O1，不同剂量组问比较，#，P<O．05 

3 讨 论 

图4 雄黄对 BEL-7402细胞【Ca1，的影响 

雄黄的主要成分为 As S ，具有抑制白血病细胞生长、诱 

导细胞分化和促进肿瘤细胞凋亡的作用H,Sl，对临床白血病的 

疗效明显[6-8]，因而受到很多研究者的关注。大多报道主要集 

中于雄黄对白血病治疗的研究，而对实体瘤的研究报道较 

少。以往研究显示，雄黄具有抑制荷瘤小鼠 和大鼠I 嘲中瘤生 

长的作用，并能诱导肿瘤细胞凋亡[9,11】。本研究结果显示 ，雄 

黄能剂量依赖性地抑制人肝癌细胞 BEL一7402的体外增殖 

和克隆生长，并能诱导BEL一7402细胞凋亡。其中，225 Ixg／ml 

的雄黄作用后的凋亡细胞百分率达(28．6+4．6)％，高于阴性 

对照组的(2．6+1．4)％(P<0．01)。提示，雄黄具有一定的抗肿 

瘤作用，诱导细胞凋亡是其抗肿瘤的作用机制之一。 

目前，有关雄黄抗实体瘤作用的机制尚未明了。钙离子 

(ca )是细胞内的一种信号分子，在细胞多种生物学功能中发挥 

着重要作用，[caz+】i的升高是细胞凋亡的关键信号之一旧。 

[ca 】i升高，caMK(Calm0dulin—dependent kinase)U通过 自磷 

酸化或活性氧氧化而激活 ，至少可通过 3种通路诱导细胞凋 

亡㈣：①激活JNK，诱导Fas；②线粒体摄取ca“，线粒体外膜 

通透性增加，△ m下降，凋亡基因的释放；③激活 STAT1，通 

过转录或非转录机制促进凋亡。另有报道【 ，应激刺激能引 

起的内质网释放Ca ，线粒体摄取ca ，触发线粒体功能障碍， 

并激活CaMK 1／，从而诱导凋亡。本研究结果显示，雄黄作用 

后，BEL一7402细胞 【ca +] 升高，线粒体膜电位下降。提示，雄 

黄的抗肿瘤作用可能是通过砷诱导caz+依赖的凋亡通路和 

线粒体依赖的凋亡通~15,16]，进而诱导细胞凋亡有关。 

综上所述，雄黄具有抗人肝癌细胞系BEL一7402的作用， 

并能诱导细胞凋亡，其作用机制可能与钙依赖性通路和线粒 

体依赖的凋亡通路有关。 
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