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摘　 要　 目的:
 

探讨黄芩素对肝癌细胞能量代谢能力的影响及机制。 方法:
 

不同人肝癌细胞 SMMC-7721、HepG2 中给予不同

浓度的黄芩素,通过检测细胞 ATP 含量、乳酸含量、谷氨酰胺代谢评价黄芩素对肝癌细胞增殖及能量代谢的影响,同时分别采

用 siRNA 干扰己糖激酶 2(HK2)及溶质载体家族 1A5(SLC1A5)表达后,考察黄芩素对肝癌细胞增殖及能量代谢能力的影响。
结果:

 

黄芩素可以浓度、时间依赖性的抑制肝癌细胞活力,SMMC-7721 细胞 24,48,72
 

h 处理后的半数抑制浓度( IC50)分别为

26. 07,20. 9,18. 7
 

μmol·L-1,HepG2 细胞 24,48,72
 

h 处理后的 IC50 分别为 27. 8,24. 5,22. 6
 

μmol·L-1。 与对照组比较,
20

 

μmol·L-1 黄芩素可明显降低 SMMC-7721 和 HepG2 细胞对葡萄糖的消耗及乳酸含量(P< 0. 05),同时显著降低 SMMC-
7721 和 HepG2 细胞中谷氨酰胺含量(P<0. 05)。 与敲除 HK2 的肝癌细胞联合培养 72

 

h 后,与对照组比较,20
 

μmol·L-1 黄芩

素仍可降低细胞能量代谢水平(P<0. 05),但对肝癌细胞的糖酵解能力无显著影响。 与敲除 SLC1A5 后的肝癌细胞联合培养

72
 

h 后,与对照组比较,20
 

μmol·L-1 黄芩素能显著降低肝癌细胞的能量代谢及糖酵解能力(P<0. 05)。 在无谷氨酰胺环境

下,20
 

μmol·L-1 黄芩素对于敲除 HK2 肝癌细胞的能量代谢调节作用与 siRNA
 

HK2 组无显著差异。 结论:
 

黄芩素可抑制肝

癌细胞的增殖,降低肝癌细胞的能量代谢水平,其作用机制与其同时参与肝癌细胞糖酵解及谷氨酰胺代谢相关。
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ABSTRACT　 Objective:

 

To
 

investigate
 

the
 

effects
 

and
 

mechanism
 

of
 

baicalein
 

on
 

the
  

energy
 

metabolism
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells.
 

Methods:
 

Different
 

concentrations
 

of
 

baicalein
 

were
 

given
 

to
 

different
 

human
 

hepatoma
 

cells
 

SMMC-7721
 

and
 

HepG2.
 

The
 

effects
 

of
 

baicalein
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

energy
 

metabolism
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells
 

were
 

evaluated
 

by
 

detecting
 

ATP
 

con-
tent,

 

lactate
 

content
 

and
 

glutamine
 

metabolism,
 

Meanwhile,
 

siRNA
 

interference
 

with
 

hexokinase
 

2
 

( HK2)
 

and
 

solute
 

carrier
 

family
 

1A5
 

(SLC1A5)
 

were
 

used
 

respectively,
  

to
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

baicalein
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

energy
 

metabolism
 

of
 

hepatocellu-
lar

 

carcinoma
 

cells.
 

Results:
 

Baicalein
 

inhibited
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells
 

activity
 

in
 

a
 

concentration
 

and
 

time-dependent
 

manner,
 

the
 

half
 

maximal
 

inhibitory
 

concentration
 

(
 

IC50 )
 

of
 

SMMC-7721
 

and
 

HepG2
 

cells
 

was
 

26. 07,
 

20. 9
 

and
 

18. 7
 

μmol·L-1 ,
 

and
 

27. 8,
 

24. 5
 

and
 

22. 6
 

μmol·L-1 respectively
 

for
 

24,
 

48
 

and
 

72
 

h.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

20
 

μmol·L-1
 

baicalein
 

signifi-
cantly

 

reduced
 

the
 

glucose
 

consumption
 

and
 

lactic
 

acid
 

content
 

of
 

SMMC-7721
 

and
 

HepG2
 

cells
 

(P<0. 05),
 

at
 

the
 

same
 

time,
 

the
 

con-
tent

 

of
 

glutamine
 

in
 

SMMC-7721
 

and
 

HepG2
 

cells
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 05).
 

The
 

effect
 

of
 

baicalein
 

on
 

the
 

glycolysis
 

abil-
ity

 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells
 

disappeared
 

after
 

co-cultured
 

with
 

HK2
 

knockout
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells
 

for
 

72
 

h.
 

Howev-
er,

 

compared
 

with
 

that
 

of
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 

the
 

energy
 

metabolism
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells
 

was
 

still
 

inhibited
 

(P<
0. 05).

 

Furthermore,
 

it
 

had
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

the
 

glycolysis
 

ability
 

of
 

hepatoma
 

cells.
 

When
 

baicalein
 

was
 

combined
 

with
 

SLC1A5
 

knockout
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells
 

for
 

72
 

h,
 

compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 

20
 

μmol·L-1
 

baicalein
 

could
 

sig-
nificantly

 

reduce
 

the
 

energy
 

metabolism
 

and
 

glycolysis
 

ability
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells
 

(P<0. 05).
 

However,
 

when
 

baicalein
 

was
 

combined
 

with
 

siRNA
 

HK2
 

cells
 

without
 

glutamine,
 

there
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

energy
 

metabolism
 

and
 

glycolysis
 

be-
tween

 

20
 

μmol·L-1 baicalein
 

group
 

and
 

siRNA
 

HK2
 

group.
 

Conclusion:
  

Baicalein
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

and
 

reduce
 

the
 

energy
 

metabolism
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells.
 

Its
 

mechanism
 

is
 

related
 

to
 

its
 

involvement
 

in
 

glycolysis
 

and
 

glutamine
 

metabolism
 

of
 

hep-
atocellular

 

carcinoma
 

cells.
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　 　 肝细胞癌是常见的恶性肿瘤,预极差,尤其是在 亚洲东部和东南部、 非洲和南欧并发率更加显
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著[1] 。 肝癌常由病毒性肝炎、非酒精性脂肪肝、酒
精性肝硬化和其他类型的慢性肝损伤诱发。 最新的

流行病学研究发现在北美和一些欧洲地区,HCC 发

病率和死亡率不断上升,而我国及东亚国家,如日本

属于传统高危地区。 HCC 是美国癌症相关死亡人

数上升最快的原因。 在一项包括美国所有 50 个州

的分析中,经年龄调整的肝癌发病率从 2000 年的

4. 4 / 100
 

000 上升到 2012 年的 6. 7 / 100
 

000,2000 ~
2009 年每年增长 4. 5%[2] 。

黄芩含有丰富黄酮类化合物,在中医药的临床

治疗中用途广泛。 临床中该药主要用于治疗高脂血

症、高血压、动脉粥样硬化、痢疾、炎症和肿瘤[3,4] 。
近年的研究发现,黄芩作为中药组方,如黄芩汤和小

柴胡汤中的主要组分,可用于肝癌防治。 黄芩素

(5,6,7-三羟基黄酮)是黄芩的主要活性成分,近期

研究发现其在肿瘤治疗中参与癌细胞增殖的抑制、
细胞凋亡的诱导、自噬性细胞死亡及其抗肿瘤细胞

转移中体现诸多活性[5,6] 。 肿瘤细胞的能量代谢重

组是肿瘤的特征,其中糖酵解是肿瘤细胞的显著特

征,糖酵解是肿瘤的常见生化特征,
 

无论是否存在

缺氧环境,在多种肿瘤细胞内均发现了高活性的糖

酵解,该现象称为 Warberg 效应。 而导致 Warberg
效应的机制很多[7] 。 糖酵解主要受 3 种限速酶调

控,己糖激酶 ( hexokinase, HK)、 磷酸果糖激酶 1
(phosphofructokinase-1,PFK-1)和丙酮酸激酶(pyru-
vate

 

kinase,PK),其中己糖激酶是第一步限速酶。
此外近年的研究发现谷氨酰胺是肿瘤细胞线粒体能

量代谢的关键能量原料[8] 。 已有的研究表明黄芩

素对肝癌细胞具有显著的抑制作用,同时有研究表

明其参与神经细胞的能量代谢变化,参与调节细胞

谷氨酰胺含量[9~ 12] 。 但其对肝癌的能量代谢作用

尚未报道,且其对肝癌细胞的糖酵解及谷氨酰胺代

谢的影响还有待明确。 因此本研究拟通过人肝癌细

胞株
 

HepG2、SMMC-7721 考察黄芩素对肝癌细胞能

量代谢的影响,并采用基因编辑技术考察黄芩素对

细胞糖酵解及谷氨酰胺代谢的影响。
1　 材料与方法

1. 1　 仪器

二氧化碳培养箱 ( Heal
 

Force
 

HF90, 上海力

申),多功能酶标仪( Tecan
 

Mpro200,瑞士 Tecan 公

司);
 

低温离心机( TGL-20MV,湖南赫西);生物洁

净工作台
 

(BSC--IIA2,苏州安泰空气有限公司);电
泳槽( Mini-PROTEANR

 

Tetra
 

System,美国 BIO-RAD
公司)。

1. 2　 试药

DMEM 培养基(美国 Gibco 公司,批号 8120370);
不含谷氨酰胺 DMEM 培养基(美国 Thermo

 

Fisher
 

公

司,批号:A14431);胎
 

牛
 

血
 

清(美国 Hyclon 公司,批
号:1962355)

 

;
 

青-链霉素(美国 HyClone 公司,批号:
J180027);黄芩素(美国 Sigma-Aidrich

 

公司,批号:
2012815,纯度>98%);

 

CCK8 试剂盒(恩晶生物科技

有限公司,批号:EG20200415);HK2、SLC1A5
 

siRNA
 

(上海吉玛制药技术有限公司);转染试剂 Lipo-
fectamine

 

2000􀅹
 

reagent(美国 Invitrogen
 

公司,批号:
0000317095);HK2 一抗抗体(英国 Abcam 公司,批
号:ab209847);SLC1A5、GAPDH 一抗抗体(美国 NO-
VUS 公司,批号分别为:NBP1-89327、NB300-221);葡
萄糖含量检测试剂盒,乳酸含量检测试剂盒、ATP 含

量检测试剂盒(北京索莱宝科技有限公司,批号分别

为:BC2505、BC2235、BC0305);谷氨酰胺检测试剂盒

(英国 Abcam 公司,批号:197011);其他试剂均为国

产分析纯。
1. 3　 细胞

人 肝 癌 细 胞 株 HepG2、
 

SMMC-7721 购 自
 

ATCC。
1. 4　 方法

1. 4. 1 　 细胞培养 　 人肝癌细胞株 SMMC-7721、
 

HepG2 细胞采用
 

DMEM / F12
 

培养基
 

(含 10%
 

FBS、
青霉素

 

105
 

u·L-1、链霉素 0. 1
 

g·L-1 )培养,
 

均置

于
 

37℃ 、5%
 

CO2
 培养箱中培养;

 

每天观察细胞生长

状态并进行传代培养;
 

收集对数生长期细胞接种于

6 孔板(
 

5×105 个
 

细胞 / 孔)
 

继续培养。
建立谷氨酰胺剥夺细胞模型,去除正常 DMEM,

洗涤正常细胞或转染 PBS
 

1 次。 添加不含谷氨酰胺

的 DMEM 培养基。 此外,在培养基中加入 10%的

DFBS ( Gemini
 

Bio
 

Products, Sacramento, California,
USA)。 细胞在该培养基中培养 24

 

h。 细胞适应培

养基后,正常传代培养,继续使用。
1. 4. 2　 肝癌细胞 siRNA

 

HK2 及 SLC1A5 的干预模

型　 转染前 1
 

d 按 5×105 个细胞接种于 24 孔板,每
孔加入 500

 

μl 完全培养基,每孔中加入用 50
 

μl
 

Op-
ti-MEM

 

I
 

减血清培养基稀释 1
 

μl
 

Lipofectamine2000
转染试剂,每孔中加入 siRNA

 

终浓度为 50
 

nmol·
L-1 的目的片段,继续培养 24

 

h,更换含药培养基,
药物干预培养 24

 

h。
1. 4. 3 　 CCK8 法检测细胞活力 　 将 SMMC-7721、
HepG2 细胞用

 

DMEM
 

/ F12 培养基制备成单细胞悬

液,以 5
 

000 个 / 孔的密度接种于 96 孔细胞培养板,
100

 

μl / 孔,放置于 37℃ 、5%
 

CO2
 恒温培养箱中培养
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过夜,次日按浓度梯度加入黄芩素低、中、高剂量组

浓度分别为 5,10,20
 

μmol·L-1,每孔加入 100
 

μl,
未经黄芩素处理的细胞设为对照组,继续培养

 

48
 

h
 

后,弃去原培养基,每孔加入配置好的
 

CCK8
 

工作液

(1 ∶ 10)100
 

μl。 将培养板置于
 

37℃ ,5
 

%
 

CO2
 恒温

培养箱中孵育 1
 

h。 用酶标仪在 450
 

nm
 

处测定光密

度(
 

OD
 

)值。
1. 4. 4　 乳酸分泌与葡萄糖利用检测　 采用乳酸含

量检测试剂盒检测细胞培养基中的乳酸含量,按试

剂盒的操作步骤进行;葡萄糖含量检测采用试剂盒

提供的操作说明进行分析。
1. 4. 5　 细胞 ATP 含量及谷氨酰胺检测　 收集培养

液中细胞,每孔加入 200
 

μl
 

ATP
 

裂解液,并加入对

应的细胞, 冰上反复吹打, 4℃ , 10
 

000 × g 离心

5
 

min,取上清。 按照 1 ∶ 5 比例用 ATP
 

检测试剂稀

释液稀释 ATP
 

检测试剂配制成 ATP 检测工作液。
取 100

 

μl 检测工作液加至检测孔内, 室温静置

5
 

min,对应每孔加入 50
 

μl
 

样品,迅速混匀,多功能

酶标仪检测各孔的化学发光值。 用 BCA
 

蛋白浓度

测定试剂盒检测各样品的蛋白浓度。
谷氨酰胺含量按试剂盒说明书操作,分别取空白

组、标准组、样品组,按试剂盒具体步骤加入相应试

剂,混匀后,于 37℃水浴 15
 

min,于 630
 

nm 处读取 OD
值,计算谷氨酰胺浓度[(测定 OD-空白 OD) / (标准

OD-空白 OD)×标准品浓度(2
 

mmol·L-1)]。
1. 4. 6　 Western

 

Blot 检测细胞内 HK2、SLC1A5 蛋白

表达　 各组细胞接种于 6 孔板中,培养 48
 

h 后,给
各孔中细胞加入 RIPA 裂解液,于冰上裂解 30

 

min,
 

12
 

000
 

×g、4℃离心 15
 

min 后收集上清,BCA 进行蛋

白含量检测,20
 

μg 蛋白样品上样,进行 SDS-PAGE
电泳,电泳结束后将 SDS-PAGE 胶采用湿转法转印

至 PVDF 膜上,用 5% 脱脂奶粉封闭液室温封闭

1
 

h,4℃过夜孵育一抗 HK2 和 SLC1A5
 

(分别按照

1 ∶ 500 和 1 ∶ 1
 

000
 

稀释),TBST 洗膜 3 次,每次

5
 

min,加入羊抗兔二抗(1 ∶ 4
 

000),
 

室温孵育
 

1
 

h
 

后

TBST 洗膜 3 次每次 10
 

min,洗膜,ECL 显色液显色,
采用 BIO-RAD

 

ChemiDoc
 

TM
 

XRS+凝胶成像系统采

集图像。 每个组重复 3 次,取均值代表测定结果。
1. 5　 统计学分析

采用
 

SPSS
 

21. 0 软件进行对实验数据进行统

计分析,数据以 􀭰x±s 表示,多组间差异比较采用单因

素方差分析(One
 

Way
 

ANOVA,LSD),以 P<0. 05 为

差异有统计学意义。
2　 结果

2. 1　 黄芩素对细胞活力的影响

与对照组比较,不同肝癌细胞在黄芩素干预后

的 24,48 和 72
 

h 细胞活力均降低,其中 48 和 72
 

h
的中、高剂量组差异有统计学意义(P<0. 05),且黄

芩素呈浓度依赖性。 SMMC-7721 细胞 24,48,72
 

h
处理后的半数抑制浓度(IC50 )分别为 26. 07,20. 9,
18. 7

 

μmol·L-1,HepG2 细胞 24,48,72
 

h 处理后的

IC50 分别为 27. 8,24. 5,22. 6
 

μmol·L-1。 见表 1。
2. 2　 黄芩素对肝癌细胞糖酵解的水平

随着黄芩素给药浓度的增加,HepG2 和 SMMC-
7721 细胞对葡萄糖的消耗逐渐降低,同时 HepG2 和

SMMC-7721 细胞中乳酸含量也降低。 与对照组相比,
黄芩素高剂量组在两种肝癌细胞中的差异均有统计

学意义(P<0. 05),见表 2。
2. 3　 黄芩素对细胞能量代谢及谷氨酰胺的影响

与对照组及黄芩素低剂量组相比,高剂量黄芩

素可以显著提高肝癌细胞能量代谢水平,降低 ATP、
谷氨酰胺含量(P<0. 05),见表 3。

表 1　 黄芩素对肝癌细胞增殖活性影响(OD 值)比较(􀭰x±s,n=6)

组别
剂量

(μmol·L-1 )
SMMC-7721 HepG2

24h 48h 72h 24h 48h 72h
对照组 - 0. 213±0. 031 0. 477±0. 029 0. 726±0. 039 0. 197±0. 021 0. 384±0. 034 0. 677±0. 042

黄芩素低剂量组 5 0. 194±0. 039 0. 407±0. 031a 0. 548±0. 046a 0. 186±0. 027 0. 341±0. 047 0. 611±0. 064
黄芩素中剂量组 10 0. 161±0. 042 0. 357±0. 027a 0. 438±0. 045ab 0. 147±0. 014ab 0. 276±0. 031ab 0. 546±0. 046ab

黄芩素高剂量组 20 0. 134±0. 028a 0. 311±0. 036ab 0. 384±0. 040ab 0. 112±0. 019ab 0. 237±0. 024ab 0. 437±0. 041ac

　 注:与对照组比,aP<0. 05;与黄芩素低剂量组比较,bP<0. 05;与黄芩素中剂量组比较,cP<0. 05。

表 2　 细胞葡萄糖消耗及乳酸含量比较(􀭰x±s,n=6)

组别 剂量
(μmol·L-1 )

SMMC-7721 HepG2
葡萄糖消耗量

(μmol / 105
 

细胞)
乳酸含量

(μmol / 105
 

细胞)
葡萄糖消耗量

(μmol / 105
 

细胞)
乳酸含量

(μmol / 105
 

细胞)
对照组 - 12. 3±2. 7 25. 8±2. 9 18. 8±3. 7 28. 5±3. 2

黄芩素低剂量组 5 11. 9±2. 2 23. 7±2. 9 16. 9±4. 1 27. 0±4. 3
黄芩素中剂量组 10 9. 9±1. 9 20. 2±3. 3 14. 7±3. 7a 24. 2±3. 8
黄芩素高剂量组

 

20 6. 5±2. 3a 16. 2±3. 8a
 

10. 5±4. 4a 18. 8±4. 1a
 

　 注:与对照组比,aP<0. 05。
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表 3　 细胞能量代谢能力比较(􀭰x±s,n=6)

组别
剂量

(μmol·L-1 )
SMMC-7721 HepG2

ATP(μmol·mg-1 ) 谷氨酰胺(μmol·L-1 ) ATP(μmol·mg-1 ) 谷氨酰胺(mmol·L-1 )
对照组 - 282. 5±28. 7 183. 5±22. 4 266. 3±39. 2 192. 6±17. 3

黄芩素低剂量组 5 265. 2±32. 1 177. 6±25. 7 246. 5±32. 1 182. 7±13. 5

黄芩素中剂量组 10 245. 6±38. 3 159. 3±19. 4a
 

230. 3±27. 7
 

174. 2±20. 1

黄芩素高剂量组 20 220. 3±34. 6a,b 133. 5±21. 9a,b
  

195. 5±24. 8a,b 150. 5±17. 2a,b
 

　 注:与对照组比,aP<0.
 

05;
 

与黄芩素低剂量组比较,bP<0. 05。

表 4　 不同浓度黄芩素处理肝癌细胞对 HK2
 

及 SLC1A5 蛋白表达的影响(􀭰x±s,n=3)

组别 剂量(μmol·L-1 )
SMC7721 HepG2

HK2 相对表达量 SLC1A5 相对表达量 HK2 相对表达量 SLC1A5 相对表达量

对照组 1. 01±0. 01 1. 07±0. 05 1. 02±0. 01 1. 02±0. 01

黄芩素低剂量组 5 0. 72±0. 02a 0. 95±0. 04 0. 79±0. 03a 0. 94±0. 03

黄芩素中剂量组 10 0. 65±0. 05ab 0. 76±0. 04a 0. 68±0. 05ab 0. 80±0. 07ab

黄芩素高剂量组 20 0. 49±0. 08ab 0. 57±0. 08ab 0. 39±0. 07ab 0. 48±0. 06ab

　 注:与对照组比较,
 aP

 

<0. 05;与黄芩素低剂量组比较,bP
 

<0. 05。

表 5　 黄芩素对肝癌细胞增殖活性及能量代谢影响的比较(􀭰x±s,n=6)

组别
SMMC-7721 HepG2

细胞活力
(OD 值)

乳酸
(μmol / 105

 

细胞)
ATP

(μmol·mg-1 )
谷氨酰胺

(μmol·L-1 )
细胞活力
(OD 值)

乳酸
(μmol / 105

 

细胞)
ATP

(μmol·mg-1 )
谷氨酰胺

(μmol·L-1 )
对照组 0. 7±0. 028 26. 7±3. 6 279. 3±25. 7 190. 7±26. 9 0. 7±0. 013 29. 1±2. 9 265. 8±30. 2 194. 7±15. 4

黄芩素 20
μmol·L-1 0. 4±0. 031a 18. 0±2. 9a 228. 4±28. 1a 146. 2±21. 8a 0. 4±0. 018a 20. 3±3. 5a 217. 4±28. 9a 152. 1±12. 7a

siRNA
 

HK2 0. 5±0. 022a 16. 3±3. 1a 202. 9±26. 3a 144. 7±22. 9a 0. 5±0. 024a 17. 8±2. 9a 184. 8±19. 3a 146. 3±17. 9a

黄芩素 20
μmol·L-1 +
siRNA

 

HK2
0. 267±0. 011

 b 16. 13±2. 2 169. 7±23. 3b 115. 2±21. 4b 0. 233±0. 015
 b 16. 47±3. 7 146. 1±21. 7b 119. 5±17. 3b

　 注:与对照组比,aP<0. 05;
 

与 siRNA
 

HK2 组比较,bP<0. 05。

2. 4 　 黄芩素对肝癌细胞 HK2 及 SLC1A5 蛋白的

影响

　 　 与对照组比较,黄芩素低、中、高剂量组均可明

显降低 HK2 蛋白的表达(P<0. 05),黄芩素中、高剂

量可明显降低 SLC1A5 蛋白的表达(P< 0. 05)。 见

图 1 和表 4。
2. 5　 黄芩素对 siRNA

 

HK2 干扰后的肝癌细胞活力

及能量代谢水平的影响

　 　 采用 siRNA
 

HK2 干扰肝癌细胞 72
 

h 后,肝癌细

胞糖酵解能力和能量代谢水平显著降低(P<0. 05)。
给予黄芩素 20

 

μmol·L-1 后,细胞能量代谢水平仍

然降低(P<0. 05),但糖酵解水平没有显著影响(P>
0. 05), 谷氨酰胺代谢水平仍有明显降低 ( P <
0. 05),结果见表 5。
2. 6　 黄芩素对 siRNASLC1A5 干扰后的肝癌细胞活

力及能量代谢水平的影响

　 　 SLC1A5 是肿瘤细胞谷氨酰胺代谢的关键限速

酶,当采用 siRNA
 

SLC1A5 干扰肝癌细胞 72
 

h 后,肝
癌细胞谷氨酰胺代谢能力和细胞能量代谢水平明显

降低(P<0. 05)。 给予黄芩素 20
 

μmol·L-1 后,肝
癌细胞糖酵解水平明显降低(P<0. 05);但对细胞能

图 1　 不同浓度黄芩素处理肝癌细胞对 HK2 及

SLC1A5 蛋白表达的影响
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量代谢水平和谷氨酰胺含量水平没有显著影响(P>
0. 05)。 见表 6。
2. 7　 黄芩素对在无谷氨酰胺环境下的 siRNA

 

HK2
肝癌细胞增殖及能量代谢的影响

　 　 在无谷氨酰胺环境下,siRNA
 

HK2 细胞培养的

细胞活力、ATP 含量、乳酸水平等较对照组显著降

低(P<0. 05)。 黄芩素 20
 

μmol·L-1 加入无谷氨酰

胺条件下的 siRNA
 

HK2 细胞,细胞活力、ATP 含量、
乳酸水平等与 siRNA

 

HK2 组无显著差异 ( P >
0. 05)。 结果见表 7。

表 6　 黄芩素对肝癌细胞增殖活性及能量代谢影响的比较(􀭰x±s,n=6)

组别
SMMC-7721

细胞活力(OD 值) 乳酸(μmol·105
 

cell-1 ) ATP(μmol·mg-1 ) 谷氨酰胺(μmol·L-1 )
对照组 0. 7±0. 013 27. 8±2. 9 279. 5±23. 1 186. 3±23. 7

黄芩素 20
 

μmol·L-1 0. 4±0. 022a 17. 3±2. 1a 207. 9±24. 7a 152. 1±19. 4a

siRNA
 

SLC1A5 0. 6±0. 013a 36. 0±2. 3a 228. 1±21. 4a 137. 6±18. 2a

黄芩素 20
 

μmol·L-1 +
 

siRNA
 

SLC1A5 0. 3±0. 015b 24. 8±1. 6b 155. 2±24. 7 140. 2±27. 7

组别
HepG2

细胞活力(OD 值) 乳酸(μmol·105
 

cell-1 ) ATP(μmol·mg-1 ) 谷氨酰胺(μmol·L-1 )
对照组 0. 7±0. 019 28. 4±3. 1 272. 1±27. 6 189. 0±17. 3

黄芩素 20
 

μmol·L-1 0. 4±0. 021a 21. 6±2. 7a 224. 5±25. 5a 141. 1±11. 5a

siRNA
 

SLC1A5 0. 6±0. 021a 31. 8±3. 3 219. 2±28. 7a 139. 3±14. 2a

黄芩素 20
 

μmol·L-1 +
 

siRNA
 

SLC1A5 0. 3±0. 011 20. 1±2. 9b 144. 3±20. 6 140. 9±22. 1

　 注:与对照组比,aP<0. 05;
 

与 siRNASLC1A5 组比较,bP<0. 05。

表 7　 无谷氨酰胺条件下黄芩素对肝癌细胞增殖活性及能量代谢影响的比较(􀭰x±s,n=6)

组别
SMMC-7721 HepG2

细胞活力
(OD 值)

乳酸
(μmol·105

 

cell-1 )
ATP

(μmol·mg-1 )
细胞活力
(OD 值)

乳酸
(μmol·105

 

cell-1 )
ATP

(μmol·mg-1 )
对照组 0. 732±0. 012 20. 15±1. 9 220. 3±31. 0 0. 672±0. 011 21. 12±1. 8 215. 1±20. 3

siRNA
 

HK2 0. 439±0. 012a 13. 75±2. 3a 146. 3±22. 9a 0. 372±0. 013a 14. 79±2. 8a 149. 7±30. 1a

黄芩素 20
 

μmol·L-1

+siRNA
 

HK2 0. 448±0. 011 12. 83±1. 9 164. 1±25. 5 0. 384±0. 015 14. 81±2. 5 150. 2±24. 7

　 注:与对照组比,aP<0. 05。

3　 讨论

黄芩素因其抗癌作用而引起越来越多的关注。
现代分子药理学研究发现黄芩素可以抑制癌细胞增

殖,诱导癌细胞凋亡及自噬性死亡,减少癌细胞转移

等[13] 。 到目前为止黄芩素已被证实在多种癌症中

具有生物活性。 在膀胱癌研究中黄芩素可通过抑制

CDC2 从而抑制肿瘤细胞生长激酶活性。 在乳腺癌

中,黄芩素可抑制癌细胞的黏附、迁移和侵袭,抑制

基质金属蛋白酶的表达[14] 。 黄芩素能够靶向 GTPa
介导自噬,可消除肝肿瘤始发的抗 mTORC1 抑制的

干细胞样细胞。 黄芩素还可以通过轴抑制 PDGF-
BB 诱导的肝星状细胞增殖、凋亡、侵袭、迁移和活

化[15,16] 。 但是黄芩素调控细胞增殖、凋亡等生理作

用的机制仍有待明确。
糖酵解是细胞在无氧条件下能量合成来源的关

键途径,肿瘤利用糖酵解提高能量的方式称为 War-
burg 效应[17~ 19] 。 肿瘤糖酵解可以为肿瘤的快速生

长提供充足的能量,糖酵解产物乳酸等也为促进肿

瘤转移提供适宜的微环境[20] 。 HKs 被认为是最重

要糖酵解效应因子之一。 此外除了葡萄糖,谷氨酰

胺在提供合成代谢所需的碳和氮方面也起着重要作

用。 癌细胞吸收大量的葡萄糖,但大部分的碳源通

过有氧糖酵解作用都生成了乳酸,而不是用于三羧

酸(TCA)循环中。 而谷氨酰胺可促进 TCA 循环,产
生代谢中间产物,作为脂质、蛋白质和核酸的组成部

分,这些物质对合成代谢的生长和增殖至关重要。
TCA 循环是细胞有氧条件下的基础代谢途径,也是

肿瘤细胞能量代谢的关键途径之一。 值得注意的

是,这些相同的代谢程序也被归因于促进与 T 细胞

活化和增殖相关[21] 。 肿瘤细胞特殊代谢的一个重

要结果是创造了一个缺氧、酸性、缺乏营养的肿瘤微

环境(TME),癌细胞的特殊代谢程序不仅促进肿瘤

生长,而且可以阻断有效的抗肿瘤免疫反应的产生。
但是黄芩素对肿瘤细胞能量代谢能力的影响及其对

肿瘤细胞糖酵解及谷氨酰胺代谢的影响未知。
本研究通过采用不同人肝癌细胞 SMMC-7721、

HepG2,通过给予不同浓度的黄芩素干预,明确其对

肝癌细胞细胞 ATP 含量、乳酸含量及谷氨酰胺代谢

的影响, 同时分别采用 siRNA 干扰己糖激酶 2
(HK2)及溶质载体家族 1 中性氨基酸转运蛋白成员

5(SLC1A5)表达后,明确黄芩素对肝癌细胞增殖及

能量代谢能力的影响。 研究结果发现,不同浓度黄

芩素可浓度依赖性抑制肝癌细胞活力,降低癌细胞

能量代谢水平。 黄芩素可显著抑制肝癌细胞中
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HK2 的表达,抑制肝癌细胞糖酵解能力,同时可显

著影响肝癌细胞谷氨酰胺能量代谢水平,从而影响

细胞 TCA 循环。 糖酵解及谷氨酰胺代谢是维持肿

瘤细胞能量代谢的关键途径。 作为重要的糖酵解

酶,HKs 是糖代谢过程中第一个限速步骤,即促进葡

萄糖磷酸化为葡萄糖-6-磷酸,其中 HK-2 在恶性肿

瘤中高表达,并在 Warburg 表型的形成中起关键作

用。 HK-2 在各种癌症中均高表达,如肝癌,胃癌、卵
巢癌、乳腺癌、宫颈癌、食管腺癌和鼻咽癌[22~ 25] 。 将

黄芩素给予敲除 HK2 的肝癌细胞联合培养后,黄芩

素对肝癌细胞的糖酵解能力显著降低,但仍可抑制

细胞能量代谢,该结果表明黄芩素还可以通过其他

途径影响肿瘤细胞的能量代谢。 糖酵解及谷氨酰胺

参与的 TCA 循环是细胞能量代谢的两个关键途径,
两者可相关影响。 谷氨酰胺通过细胞中的转运蛋白

SLC1A5 运送到细胞中。 在营养匮乏的条件下,癌
细胞可以通过分解大分子获得谷氨酰胺。 致癌基因

RAS 过度激活可以促进胞饮作用,癌细胞清除胞外

蛋白,降解为包括谷氨酰胺在内的氨基酸,为癌细胞

提供营养物质。 而当黄芩素与敲除 SLC1A5 后的肝

癌细胞联合培养后其肝癌细胞的能量代谢能力显著

降低,但仍可抑制细胞能量代谢,该结果表明单一抑

制糖酵解途径或 TCA 途径不能完全干预黄芩素对

细胞能量代谢的影响。 但将黄芩素与敲除 HK-2 的

肝癌细胞且无谷氨酰胺条件下培养,其对肝癌细胞

的能量代谢调节作用消失。 因此,黄芩素可抑制肝

癌细胞的增殖降低肝癌细胞能量代谢水平,其作用

机制与其同时参与肝癌细胞糖酵解及谷氨酰胺代谢

相关。
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