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美洲大蠊提取物对人肝癌 HepG2细胞
的作用机制研究鄢
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（大理大学 药学与化学学院，云南 大理 671000）

摘要：目的 探讨美洲大蠊提取物体外对肝癌（HCC）HepG2细胞增殖、迁移能力，以及细胞中血管内皮生

长因子（VEGF）蛋白表达的影响。方法 噻唑蓝（MTT）法检测细胞增殖；划痕实验检测美洲大蠊提取物对

HCC细胞迁移能力的影响；免疫细胞染色法、酶联免疫吸附试验（ELISA）检测美洲大蠊提取物对细胞中 VEGF

蛋白表达的影响。结果 MTT和划痕实验结果表明，美洲大蠊多肽、CⅡ-3和脱脂膏能抑制人 HCC HepG2细

胞的增殖和迁移，且呈时间、剂量依赖关系；免疫细胞化学染色法和 ELISA法结果显示，美洲大蠊多肽、CⅡ-3

及脱脂膏能下调人 HCC HepG2细胞中 VEGF蛋白的表达。结论 美洲大蠊多肽、CⅡ-3及脱脂膏能抑制人

HCC HepG2细胞增殖和迁移，同时能降低HepG2细胞中 VEGF蛋白的表达，且美洲大蠊多肽的作用优于 CⅡ-

3和脱脂膏。
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Effect of extracts on HepG2 cells鄢

Rui Zhang, Fa-lu Yuan, Ting Li, Fang Peng
(College of Pharmacy and Chemistry, Dali University, Dali, Yunnan 671000, China)

Abstract: Objective To investigate the effect of extracts from on prolife-
ration, migration and VEGF protein expression of human hepatocellular carcinoma HepG2 cells. Methods
Scratch assay was applied to measure the effect of extracts from on migration of HepG2
cells. Immunohistochemical staining and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) were used to detect the
effect of extracts from on the expression of VEGF protein in the cells. Results MTT assay
and Scratch assay showed that polypeptides, C域-3 and skimmed cream could inhibit
the proliferation and migration of HepG2 cells in a time- and dose-dependent manner. Immunohistochemical
staining and ELISA indicated that polypeptides, C域-3 and skimmed cream could down
regulate the expression of VEGF protein in the cells. Conclusions polypeptides, C域-3
and skimmed cream can inhibit the proliferation and migration of HepG2 cells in a time-
and dose-dependent way, and reduce the expression of VEGF protein in the cells; and the effect of

extracts is better than that of C域-3 and skimmed cream.
Keywords: polypeptide; HepG2 cells; proliferation and migration; VEGF
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恶性程度高，复发率高，易转移[1-2]。目前，越来越多

的研究集中探讨 HCC微环境的组成，以及对HCC发

生、发展的作用[3]。

美洲大蠊为昆虫纲有翅亚纲蜚蠊目蜚蠊科大蠊

属昆虫，俗称蟑螂[4]。本研究用美洲大蠊多肽（peri-

planeta americana polypeptide，PAP）PAP-1、PAP-2、

PAP-3，以及抗肿瘤活性物质 CⅡ-3和脱脂膏为实验

用药，观察并比较美洲大蠊 3个多肽和 2个活性物质

对人肝癌 HepG2细胞的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

美洲大蠊多肽 1、2和 3（大理大学昆虫生物医药

研究院），美洲大蠊 CⅡ-3（黄褐色冻干粉末）和美洲

大蠊脱脂膏（褐色黏稠膏状）（大理大学昆虫生物医药

研究院张成桂博士提供），人肝癌 HepG2细胞株（上

海海博全尔生物科技有限公司），改良伊格尔培养基

（dulbecco's modified eagle medium，DMEM）、胎牛血

清、胰蛋白酶购自澳大利亚 Gibco公司，青霉素链霉

素混合液（美国 Millipore公司），二甲亚砜、噻唑蓝

[3-（4，5-dimethyl-2-thiazolyl）-2，5-diphenyl-2-H-

tetrazolium bromide，MTT]、沙利度胺购自美国 Sigma

公司，一抗血管内皮生长因子（vascular endothelial

growth factor，VEGF）和兔 IgG免疫组织化学法试剂

盒（武汉博士德生物有限公司），人 VEGF酶联免疫

吸 附 试 验 （enzymelinked immunosorbent assay，

ELISA）试剂盒（深圳欣博盛生物科技有限公司），医

用洁净工作台和二级生物安全柜（苏州安泰空气技

术有限公司），二氧化碳 CO2培养箱（美国 Nuaire公

司），倒置相差显微镜（日本 Olympus公司）。

1.2 方法

1.2.1 美洲大蠊多肽 PAP-1、PAP-2 及 PAP-3 母

液的配制 美洲大蠊多肽 PAP-1、PAP-2及 PAP-3

均用注射用水配置成浓度为 1 mg/ml的母液，4℃保

存。实验时用培养基将药物母液稀释至所需浓度

即可。

1.2.2 细胞培养 人肝癌 HepG2 细胞株采用含

10%胎牛血清的高糖 DMEM完全培养基，置于 5%

CO2、37℃培养箱中培养，取对数生长期的细胞进行

实验[5-6]。

1.2.3 MTT 法检测用药后人肝癌细胞 HepG2 存

活率 HepG2细胞（1×105个 /ml，100μl）接种于 96

孔板，培养 24 h。用浓度分别为 6.25、12.50、25.00、

50.00和 100.00 μg/ml的美洲大蠊多肽、CⅡ-3、脱

脂膏进行干预，每个浓度设 6个复孔，200μl/孔，同

时设置 200 μg/ml沙利度胺组和对照组，继续培养

24 h。用酶联免疫检测仪在 490 nm处检测各孔吸光

度值（Absozbance，A）。按以下公式计算细胞抑制

率：细胞抑制率（inhibition rate，IR）（%）=[1-A 加药组 /

A 对照组]×100%[7-8]。

1.2.4 细胞划痕实验 分为对照组，沙利度胺组，美洲

大蠊 PAP-1、PAP-2、PAP-3组，CⅡ-3组，以及脱脂膏

低、中、高剂量组（分别为 25、50 和 100μg/ml）[9-10]。

HepG2细胞常规消化，按 2×105个 /ml的密度接种于

6孔板，2 ml/孔。培养 24 h后，用 200μl枪头在 6孔

板底部划一条直线，磷酸盐缓冲溶液洗涤 2、3次，按

实验分组加入药物。分别对 0和 24 h的划痕进行拍

照，并测量划痕宽度。以上实验重复 3次，取平均值

计算划痕愈合率。划痕愈合率 =（0 h划痕宽度 -24 h

划痕宽度）/0 h划痕宽度×100%。

1.2.5 免疫细胞染色法 实验分组同 1.2.4。取对数

生长期的 HepG2细胞，常规消化制备单细胞悬液，按

2×105个 /孔的密度接种于放有细胞爬片的 6孔板

中，2 ml/孔。培养 24 h后，根据实验分组分别加入不

同剂量的美洲大蠊多肽、CⅡ-3、脱脂膏，继续培养

48 h。按照免疫组织化学法步骤和试剂盒说明书进

行实验，在倒置显微镜下观察并拍照。

1.2.6 ELISA实验 HepG2细胞常规消化，以 1×

105个 /ml 的密度接种于 96 孔板，37℃培养箱中培

养 24 h。待细胞贴壁后，按 1.2.4中实验分组加入不

同浓度的药物，每个浓度设置 3个复孔，200μl/孔。

同时设置空白对照组和阳性对照组。分别培养 24和

48 h后收集细胞上清液，3 000 r/min离心 15 min，取

上清，置于 -20℃冰箱冷冻保存备用。按照 ELISA试

剂盒说明书进行实验，酶标仪检测 450 nm处各孔光

密度（optical delnsity，OD）值。以标准品的浓度为纵

坐标，OD值为横坐标，绘制标准曲线。根据标准曲

线对应的 OD值，即可算出样品 VEGF的浓度。

1.3 统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件和 Origin

Pro 8.6作图软件，计量资料以均数±标准差（x±s）

表示，用单因素方差分析或重复测量设计的方差分

析， <0.05为差异有统计学意义。
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表 1 美洲大蠊提取物对 HepG2细胞增殖的影响 （ =3）

组别 浓度 /
（μg/ml）

抑制率 /（%，x±s）

24 h 48 h 72 h

对照组 0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

沙利度胺组 200.00 32.55±0.81 45.32±0.45 55.07±0.98

PAP-1组 6.25 5.16±0.38 10.42±0.73 9.29±0.54

12.50 9.71±0.38 13.25±0.74 14.18±0.20

25.00 12.05±0.37 24.99±0.20 25.09±0.09

50.00 19.01±1.13 34.44±0.43 32.55±0.28

100.00 24.58±0.64 44.66±0.48 39.46±0.23

PAP-2组 6.25 3.81±1.38 14.34±0.60 15.53±0.61

12.50 10.51±0.56 16.97±0.76 19.53±1.05

25.00 15.80±0.77 27.6±0.96 28.97±0.30

50.00 22.32±0.13 35.87±0.45 36.99±0.48

100.00 26.63±0.68 48.77±1.00 45.69±0.69

PAP-3组 6.25 5.47±0.28 11.94±0.77 10.40±0.94

12.50 8.24±0.46 12.61±0.45 14.04±0.49

25.00 13.03±0.87 24.58±0.77 26.18±0.57

50.00 20.23±0.35 36.21±0.75 35.12±0.30

100.00 25.54±0.38 46.18±0.20 42.70±0.17

CⅡ-3组 6.25 2.64±1.19 8.39±0.37 5.07±1.35

12.50 6.82±1.06 8.79±0.64 8.73±0.85

25.00 10.00±0.56 11.96±0.56 11.49±0.25

50.00 11.99±0.57 19.60±1.30 17.24±1.51

100.00 17.62±0.39 22.53±0.30 23.24±1.35

图 2 美洲大蠊提取物干预 48 h对

HepG2细胞增殖的抑制作用

2 结果

2.1 美洲大蠊多肽提取物对人肝癌 HepG2细胞增

殖的影响

各组培养 24、48和 72 h的细胞抑制率比较，采

用重复测量数据的方差分析，结果：①不同时间点测

量的抑制率比较，差异有统计学意义（ =4247.101，

=0.000）；②不同药物处理后的抑制率比较，差异

有统计学意义（ =2460.773， =0.000）；③各组的细

胞抑制率变化趋势有差异（ =85.030， =0.000）。从

用药浓度看，同一时间的美洲大蠊多肽、CⅡ-3、脱脂

膏对 HepG2 细胞增殖的抑制率呈浓度依赖性。

200μg/ml沙利度胺对 HepG2细胞的增殖抑制率亦

呈时间依赖关系，其中以 72 h抑制率为最高。各药

物间作用比较，美洲大蠊 3个多肽抑制 HepG2细胞

增殖的作用优于脱脂膏和 CⅡ-3，其中多肽 PAP-2抑

制效果最好，而脱脂膏的作用又优于 CⅡ-3。见表 1

和图 1～3。

续表 1

组别 浓度 /
（μg/ml）

抑制率 /（%，x±s）

24 h 48 h 72 h

脱脂膏组 6.25 5.23±0.56 7.41±0.84 9.15±0.91

12.50 10.74±1.13 13.74±1.13 9.92±1.00

25.00 11.96±0.56 16.36±1.13 16.30±0.09

50.00 15.37±0.66 22.91±0.26 24.87±0.66

100.00 21.54±0.31 33.04±0.58 27.75±0.32

图 1 美洲大蠊提取物干预 24 h对

HepG2细胞增殖的抑制作用
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图 3 美洲大蠊提取物干预 72 h对

HepG2细胞增殖的抑制作用
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注：1）与对照组比较， <0.05；2）与沙利度胺组比较， <0.05；3）与

25.0 滋g/ml比较， <0.05；4）与 50.0 滋g/ml比较， <0.05

表 2 美洲大蠊多肽提取物对 HepG2细胞迁移的影响

（ =3）

组别 浓度 /（μg/ml） 愈合率 /（%，x±s）

对照组 0.0 62.21±1.67

沙利度胺组 200.0 43.59±0.891）

PAP-1组 25.0 36.23±0.391）2）

50.0 31.64±0.771）2）3）

100.0 23.22±0.941）2）3）4）

PAP-2组 25.0 33.79±0.451）2）

50.0 28.27±0.361）2）3）

100.0 22.05±0.391）2）3）4）

PAP-3组 25.0 32.85±0.571）2）

50.0 25.76±1.511）2）3）

100.0 17.76±1.421）2）3）4）

CⅡ-3组 37.5 33.32±0.691）2）

75.0 31.04±1.511）2）3）

150.0 23.35±0.921）2）3）4）

脱脂膏组 37.5 26.88±1.551）2）

75.0 25.49±0.551）2）3）

150.0 19.42±1.381）2）3）4）

图 4 美洲大蠊提取物对 HepG2细胞划痕

愈合率的作用比较

2.2 美洲大蠊提取物对 HepG2细胞的迁移抑制

作用

各组划痕愈合率比较，经单因素方差分析，差异

有统计学意义（ =433.771， =0.000）。与对照组、沙

利度胺组比较，经过 PAP-1、PAP-2、PAP-3、CⅡ-3及

脱脂膏处理后，HepG2细胞的划痕愈合率降低，并且

随着浓度增加，划痕愈合率逐渐降低，抑制细胞迁移

具有浓度依赖性。见表 2。

另外各药物对 HepG2细胞迁移抑制作用比较，美

洲大蠊多肽 PAP-3的作用优于 PAP-1、PAP-2、CⅡ-3

及脱脂膏，而脱脂膏的作用好于 PAP-1、PAP-2及 C

Ⅱ-3。见图 4。

划痕 24 h后，各组 HepG2细胞发生明显迁移，划

痕区域与 0 h相比变窄，说明细胞 HepG2细胞在划痕

后能自动愈合。然而，在经过不同剂量的美洲大蠊多

肽、CⅡ-3、脱脂膏及 200μg/ml沙利度胺干预 24 h

后，HepG2细胞的迁移距离均缩小，划痕愈合率逐渐

降低。见图 5。

2.3 美洲大蠊多肽、CⅡ-3、脱脂膏对 VEGF蛋白

表达的影响

免疫细胞化学染色结果显示，VEGF 的表达存

在于 HepG2细胞质中，棕色为 VEGF蛋白表达，颜色

深浅代表蛋白表达量的多少。未加药的对照组染色

较深，呈现深棕色颗粒，表明 VEGF蛋白表达高。美

洲大蠊多肽、CⅡ-3、脱脂膏作用后，VEGF的表达出

现下调。且美洲大蠊多肽浓度越高，VEGF蛋白表达

越少。而随着 CⅡ-3和脱脂膏浓度的升高，VEGF表

达增多。见图 6。

2.4 美洲大蠊提取物干预后 HepG2细胞上清液中

VEGF含量比较

各组培养 24和 48 h后 VEGF含量比较，采用重
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0 h

0 h

24 h

对照组 沙利度胺组 CⅡ-3低剂量组 CⅡ-3中剂量组 CⅡ-3高剂量组
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对照组 沙利度胺组 PAP-3低剂量组 PAP-3中剂量组 PAP-3高剂量组

0 h

24 h

对照组 沙利度胺组 PAP-2低剂量组 PAP-2中剂量组 PAP-2高剂量组
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对照组 沙利度胺组 脱脂膏 25μg/ml 脱脂膏 50μg/ml 脱脂膏 100μg/ml

图 6 美洲大蠊多肽提取物对 HepG2细胞中 VEGF蛋白表达的影响 （×200）

对照组 沙利度胺组 PAP-1 25μg/ml PAP-1 50μg/ml PAP-1 100μg/ml

对照组 沙利度胺组 PAP-2 25μg/ml PAP-2 50μg/ml PAP-2 100μg/ml

对照组 沙利度胺组 PAP-3 25μg/ml PAP-3 50μg/ml PAP-3 100μg/ml

对照组 沙利度胺组 CⅡ-3 25μg/ml CⅡ-3 50μg/ml CⅡ-3 100μg/ml

对照组 沙利度胺组 脱脂膏低剂量组 脱脂膏中剂量组 脱脂膏高剂量组

图 5 美洲大蠊提取物干预后 HepG2细胞划痕愈合情况 （×40）

复测量数据的方差分析，结果：①不同时间点 VEGF

含量比较，差异有统计学意义（ =4773.712， =0.000）；

②不同药物处理后的 VEGF含量比较，差异有统计学

意义（ =45.148， =0.000）；③各组的细胞抑制率变

化趋势有差异（ =4.917， =0.001）。与对照组比较，美

洲大蠊多肽 PAP-1、PAP-2及 PAP-3作用 24 h后，

24 h
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表 3 美洲大蠊提取物干预后 HepG2细胞中

VEGF的含量比较 （ =3）

组别 浓度 /
（μg/ml）

VEGF/（pg/ml，x±s）

24 h 48 h

正常组 0 280.23±3.17 526.15±7.14

沙利度胺组 200 254.80±0.00 445.74±15.07

PAP-1组 25 270.32±5.02 503.71±14.59

50 267.71±0.79 451.16±11.16

100 254.24±0.79 420.68±5.56

PAP-2组 25 252.18±6.87 466.68±6.61

50 240.40±2.91 447.42±5.29

100 229.37±1.06 438.82±10.05

PAP-3组 25 253.49±0.26 444.80±3.70

50 240.03±1.32 427.41±7.14

100 224.88±2.12 400.29±3.17

CⅡ-3组 25 277.99±5.29 484.82±4.23

50 279.67±0.26 528.39±17.72

100 327.36±11.11 552.14±8.46

脱脂膏组 25 255.74±6.08 482.58±19.04

50 260.23±0.26 506.33±8.20

100 279.11±14.81 540.55±9.52
图 7 美洲大蠊提取物干预 24和 48 h后 HepG2细胞

上清液中 VEGF含量的变化

PAP-1组
PAP-2组
PAP-3组
CⅡ-3组
脱脂膏组

浓度 /（μg/ml）48 h

PAP-1组
PAP-2组
PAP-3组
CⅡ-3组
脱脂膏组

浓度 /（μg/ml）24 h

HepG2细胞上清液中 VEGF含量降低，且呈浓度依赖

性。低剂量和中剂量美洲大蠊 CⅡ-3对 HepG2细胞

上清液中 VEGF的表达无明显作用，而高剂量 CⅡ-

3 促进 VEGF 的表达。低剂量和中剂量脱脂膏对

VEGF的表达有下调作用，但随着浓度升高，VEGF的

表达反而增多。各药物作用比较，美洲大蠊 3个多肽

下调 VEGF含量的作用优于脱脂膏和 CⅡ-3，其中多

肽 PAP-3效果最好，而脱脂膏的作用又优于 CⅡ-3。

见表 3和图 7。

随着时间延长，作用 48 h后，各组 HepG2细胞

上清液中 VEGF含量增多，但是经过美洲大蠊多肽

PAP-1、PAP-2 及 PAP-3 作用后，VEGF 的含量下

降。而 CⅡ-3和脱脂膏作用后，VEGF的含量在一定

程度上增加。

3 讨论

VEGF是一种特异性血管生长因子。有研究显

示，其与多种肿瘤的发生、转移有关[11]。HCC属于典

型的多血管实体瘤，其发生、发展过程与肿瘤血管

生成密切相关。实体肿瘤长至直径 2 mm后，后续的

生长、转移及侵袭都需要新生血管生长提供营养[12]。

有研究显示，美洲大蠊脱脂膏和 CⅡ-3对多种人肿

瘤细胞都有较好的抑制作用[13-19]。此外，CⅡ-3体内

用药也有抑制多种肿瘤的作用[20-22]。美洲大蠊多肽

为美洲大蠊抗肿瘤部位 CⅡ-3的基本组分。

具有 Arg-Gly-Asp 肽特征的 PAP-1 和 PAP-2

呈现出抑制基质金属蛋白酶（matrix metallopro-

teinases，MMPs）中 MMP-2活性，以及明显抑制内皮

细胞 VEGF表达量的活性。大量研究表明，Arg-Gly-

Asp肽具有抑制细胞黏附与迁移、诱导肿瘤细胞凋亡

及抑制肿瘤血管生成的能力[23-26]。多肽分子 PAP-3具

有 N-糖基化的特征，能提高荷瘤小鼠淋巴细胞增殖

和增强 IL-2 分泌量。因此本实验选多肽 PAP-1、

PAP-2和 PAP-3为主要实验用药。

本实验从细胞增殖开始，观察美洲大蠊多肽、

CⅡ-3及脱脂膏对肝癌 HepG2细胞的作用。结果表

明，美洲大蠊多肽 PAP-1、PAP-2、PAP-3，CⅡ-3及脱

脂膏均能抑制 HepG2细胞的增殖和迁移，且呈剂量、

时间依赖关系，其中 PAP-2增殖作用较优，PAP-3

迁移效果较优；此外还能下调 HepG2细胞中 VEGF

的表达，呈剂量依赖性，但随着时间延长，细胞数目

增多，VEGF表达也增多，其中 PAP-3效果较优。各
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部分实验结果综合表明，美洲大蠊多肽对 HepG2细

胞作用效果好于 CⅡ-3和脱脂膏，3个多肽中 PAP-

3效果较好。该结果与实验预期相符，脱脂膏和 CⅡ-

3为美洲大蠊粗提物，成分与结构不明确，对肝癌细

胞的作用是多种成分共同作用，而多肽是从 CⅡ-3

中提取得到的一系列明确的肽类分子，成分相对单

一，其对肝癌细胞的作用可联系其系列分析。该结论

为本课题组后续将多肽应用于动物体内实验或其他

肿瘤细胞实验的相关研究提供有力的支持，也为作

用机制的研究提供新的思路，同时为多肽类药物应

用于肿瘤治疗提供新的可能性。
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