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槐花醇提取物促进肝癌大鼠的细胞凋亡 
 

杨欣，王乐 

（河北化工医药职业技术学院，河北石家庄 050026） 

摘要：探究槐花醇提取物对肝癌大鼠细胞凋亡的干预效果及作用机制。选取 50 只 SD 大鼠，10 只为正常组，其余 40 只建立有

肝癌（分为模型组、药物对照组、低、高浓度干预组）。观察各组大鼠细胞周期分布及增殖、凋亡情况，并检测各组大鼠 PTEN、p-Akt、

mTOR 及 Bcl-2、PI3K、Akt 表达。研究结果显示，高浓度组大鼠癌组织处于 G1期细胞比例、凋亡率、PTEN 相对表达量分别为 54.72%、

45.34%、0.73，均高于模型组、药物对照组、低浓度组（p<0.05）；增殖率、p-Akt、mTOR、Bcl-2、PI3K、Akt 相对表达量分别为 13.33%、

1.33、1.34、1.31、1.32、1.35，均低于模型组、药物对照组、低浓度组（p<0.05）。在槐花醇提取物的干预下，肝癌大鼠癌组织细胞增

殖、凋亡能力及周期分布受到明显调控，PTEN、p-Akt、mTOR 及 Bcl-2、PI3K、Akt 表达受到明显的调控，说明槐花醇提取物能够

阻滞肝癌组织细胞周期分布，抑制肝组织细胞增殖，促进肝癌组织细胞凋亡，其能力呈现浓度依赖，为肝癌症状的临床治疗提供一定

参考价值。 
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Apoptosis of Sophora japonica Extraction on Hepatoma Rats 
YANG Xin, WANG Le 

(Department of Pharmaceutical, Hebei Chemical & Pharmaceutical College, Shijiazhuang 050026, China) 
Abstract: To investigate the interventional effect and working mechanism of Sophora japonica ethanolic extract on apoptosis of hepatoma 

in rats. Fifty SD rats were selected, with 10 for the normal group and 40 set up to have hepatic carcinoma (which were divided into the model 

group, drug control group, low- and high-dose intervention group). The cell cycle distribution, proliferation and apoptosis of rats in each group 

were examined, and the expressions of PTEN, p-akt, mTOR, bcl-2, PI3K and Akt were analyzed. The results showed that the proportion of cells 

at G1 phase, apoptosis rate and PTEN relative expression level for the high-dose intervention group were 54.72%, 45.34% and 0.73, respectively, 

which were all higher than those of the model group, drug control group and low-dose intervention group (p < 0.05). The proliferation rate, the 

relative expression levels of p-Akt, mTOR, Bcl-2, PI3K and Akt were 13.33%, 1.33, 1.34, 1.31, 1.32 and 1.35, respectively, which were all 

lower than those of the model group, drug control group and low-dose intervention group (p<0.05). The intervention with sophora japonica 

ethanolic extract significantly regulated the cell proliferation and apoptosis of carcinoma tissues as well as the expression of PTEN, p-Akt, 

mTOR and the Bcl-2, PI3K and Akt in rats with liver cancer. These results indicate that, Sophora japonica ethanolic extract can block the cell 

cycle distribution, inhibit cell proliferation and promote apoptosis of carcinoma tissues in rats. Such capacities depend on the concentration of 

sophora japonica ethanolic extract, which provides certain reference value for clinical treatment of liver cancer symptoms. 
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肝癌主要发生于机体肝脏上皮组织、间叶组织
[1-3]。肝癌的发生发展是一个较为复杂的生理过程，饮

食、环境、病毒感染等都与肝癌的发病具有一定联系。 
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据相关流行病学调查数据显示，随着社会的不断

发展，人们生活水平的不断提升，肝癌发病率呈现逐

年上升趋势，并且发病人群逐渐趋于年轻化[4,5]。绝大

多数肝癌患者早期无特异性症状，这也导致了目前我

国肝癌的早期诊断率相对较低，一旦确诊为肝癌，很

有可能病情已经发展为晚期，临床治疗难度较大，患

者病死率较高，因此如何提高肝癌临床治疗效果是目
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前大多数学者主要的研究课题[6,7]。 

槐花是一种豆科植物的花，每年 4、5 月份开花，

在我国华北平原、黄土高原等地区种植较为广泛。槐

花是一种药食同源植物，无毒、味苦，具有降压、凉

血、清热等功效，能增强毛细血管的抵抗力，减少血

管通透性，可使脆性血管恢复弹性的功能，从而降血

脂和防止血管硬化。但是槐花性凉，脾胃虚寒者不宜

食用。槐花在我国具有较长时间的药用历史，我国传

统中医认为，槐花具有清肝、止血、泻火等药用价值，

近年来有学者在研究中表示，槐花还具有抗氧化、清

除自由基、调节免疫、抗肿瘤等诸多药理作用[8,9]，但

是国内外关于使用槐花醇提取物对肝癌进行干预的研

究还鲜有报道。 

大量实验研究表明，癌组织的发生发展与细胞周

期分布以及增殖、凋亡等生物学行为密切相关[10]，

Bcl-2、PI3K、Akt 是广谱的细胞凋亡相关蛋白，其表

达的变化与细胞凋亡密切相关。本文建立肝癌大鼠模

型，并使用槐花醇提取物进行干预，对肝癌大鼠癌组

织细胞增殖、凋亡及周期分布情况以及 Bcl-2、PI3K、
Akt 的表达进行检测，从而分析槐花醇提取物对肝癌

大鼠的干预效果及作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

研究动物：选取 50 只健康 SD 雄性大鼠，由湖南

斯莱克景达实验动物有限公司提供（生产许可证号：

SCXK（湘）2016-0002，实验单位使用许可证号：SYXK
（湘）2015-0017），年龄 3~6 个月，平均年龄(4.5±1.2)
月，体重 209~238 g，平均体重(223.8±12.6) g。所有大

鼠均于干净笼子内喂养，喂养环境设定为室温

（23.1±3.4）℃，相对湿度 35%~40%，每天保持 12 h
光照，喂饮纯净水，饲养 1 周。本文所做实验均获得

伦理委员会批准。 
主要试剂：大鼠抗小鼠 Bcl-2 抗体，Sigma 公司；

小鼠抗大鼠 PI3K、Akt 抗体，Dako 公司；大鼠抗兔

PTEN 抗体，Invitrogen 公司；兔抗大鼠 p-Akt、mTOR
抗体，Gibco 公司；MTT 试剂盒，北京中杉金桥生物

技术有限公司；PBS 缓冲液、TBST 液，上海国药集

团化学试剂有限公司。 
提取物的制备：将 5000 g 干燥槐花粉碎成粗粉，

按照 1:30 的比例加入 75%的乙醇，在 95 ℃的条件下

水浴回流 2 h，提取两次，过滤，分别收集滤液。再用

旋转蒸发器将提取液浓缩，至无酒精为止，得槐花醇

提取物，槐花醇提取物主要包括芦丁、水仙苷、山柰

酚-3-O-芸香糖苷、槲皮素等 4 种黄酮类成分[11]。 

1.2  方法 

1.2.1  建模及分组 
随机选取 10 只大鼠作为本文研究正常组，不作处

理，其余 40 只大鼠建立肝癌模型。腹腔注射 50 mg/kg
甲基亚硝胺，2 次/周，连续注射 4 周，第五周起腹腔

注射 50 mg/kg 甲基亚硝胺，1 次/周，连续注射 10 周。

剖开大鼠腹部，对大鼠肝脏组织进行观察，肝脏的表

面出现大量灰白色结节表示造模成功，40 只大鼠全

部造模成功，将 40 只肝癌模型大鼠随机分为模型组以

及药物对照组、低、高浓度组各 10 只。药物对照组大

鼠使用消癌平片溶液进行灌肝处理，低、高浓度组大

鼠分别使用 20 mg/kg、40 mg/kg 的槐花醇提取物溶液

进行灌肝处理，正常组、模型组大鼠使用生理盐水进

行灌肝处理。 
1.2.2  免疫组化染色处理 

停止用药后，对五组大鼠进行全麻处理，采用断

头法处死，取其肝组织，使用液氮冷冻后用甲醛浸泡

固定，然后进行组织切片，并使用免疫组化染色对各

组大鼠病理组织切片进行染色处理。 
1.2.3  细胞生物学行为检测 

对各组大鼠肝组织细胞增殖、凋亡、周期分布等

细胞生物学行为进行检测：使用 MTT 法检测各组细

胞增殖能力，使用流式细胞仪检测各组细胞凋亡、周

期分布情况。 

1.2.4  Western blot 法检测细胞周期、细胞凋亡
相关蛋白表达 

使用 PBS 缓冲液清洗标本三次，分离缓冲液之后

裂解 0.5 h，对蛋白浓度进行测定。取 20 μg/孔蛋白质，

加入适量 SDS-PAGE 蛋白缓冲液后电泳 10 min，在

10%的牛奶中浸泡电转膜，摇床上常温封闭 1.5 h；与

一抗结合之后使用 TBST 进行稀释，并孵育、保存；

次日使用 TBST 液进行清洗，与二抗结合后常温孵育

1 h，再次清洗，加入显影剂显色，对细胞周期相关蛋

白 PTEN、p-Akt、mTOR以及细胞凋亡相关蛋白Bcl-2、
PI3K、Akt 相对表达量进行检测。 

1.3  统计学处理 

采用 SPSS21.0 统计软件进行分析，计量资料采用

（ sx ± ）进行描述，多组间比较采用 F 值检验，两

组间比较采用实施独立样本 t 检验，p<0.05 则说明差

异具有统计学意义。 

2  结果与讨论 
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图 1 各组大鼠肝组织病理学观察图免疫组化染色（×200） 

Fig.1 Immunohistochemical staining of hepatic histopathology 

in rats of each group 

注：a：正常组；b：模型组；c：药物对照组；d：低浓度

组；e：高浓度组。 

2.1  大鼠肝组织的病理学观察图 

如图 1 所示，正常组大鼠肝组织细胞结构完整，

大小平均，排列较为规则；模型组大鼠肝组织细胞排

列不规则，且可见炎症细胞浸润；高浓度组大鼠肝组

织细胞大小较为均一，排列较为规则，炎症细胞浸润

现象明显缓解。 

2.2  大鼠肝组织细胞周期分布的情况对比 

有学者研究表示，肝癌症状的发生发展与机体肝

组织的细胞周期分布具有紧密联系[12]。还有学者在研

究中表示，对肝癌细胞进行适当的干预，能够对癌细

胞周期分布情况造成一定的影响。本文研究结果如表

1 所示，正常组大鼠肝组织处于 G1、S、G2期的细胞

比例分别为 63.88%、14.98%、16.76%，模型组大鼠

癌组织处于 G1期的细胞比例为 34.95%，处于 S 期的

细胞比例为 30.33%，处于G2期的细胞比例为 31.66%，

使用槐花醇提取物进行干预后，肝癌大鼠癌组织细胞

周期情况受到一定的影响，高浓度组大鼠癌组织处于

G1 期的细胞比例为 54.72%，高于模型组、药物对照

组、低浓度组。说明使用槐花醇提取物对肝癌模型大

鼠进行干预，能够起到阻滞肝癌模型大鼠癌组织细胞

周期的作用，并且其能力具有一定的浓度依赖性。 

表 1 大鼠肝组织细胞周期分布情况对比 

Table 1 Comparison of cell cycle distribution in gastric mucosa of rats in different groups ( sx ± , %) 

组别 只数/n G1 S G2 

正常组 10 63.88±5.20e 14.98±2.01e 16.76±2.08e 

模型组 10 34.95±3.11a 30.33±2.25a 31.66±2.98a 

药物对照组 10 50.13±4.16b 22.62±2.31b 24.11±2.13b 

低浓度组 10 41.85±3.86c 26.11±2.25c 27.55±2.10c 

高浓度组 10 54.72±4.32d 19.36±2.11d 21.85±2.16d 

注：同列右肩字母不同表示差异性显著，p<0.05，下表同。 

2.3  大鼠癌组织细胞增殖率及凋亡率对比 

大量实验研究表明，肝癌的发生发展与癌组织细

胞增殖、凋亡密切相关。有学者在研究中表示，相比

正常肝组织细胞，肝癌组织细胞增殖率相对较高，凋

亡率相对较低[13]。还有学者在研究中表示，对肝癌细

胞进行适当的干预，能够抑制肝癌细胞增殖，促进肝

癌细胞凋亡，进而对肝癌组织的发展起到一定的抑制

作用[14]。槐花醇提取物中主要活性成分山柰酚-3-O-
芸香糖苷、槲皮素是具有抗癌作用的黄酮类物质，能

够抑制癌细胞增殖，促进癌细胞凋亡，对食管鳞癌细

胞、胃癌细胞的增殖具有一定的抑制作用，但是关于

槐花醇提取物对肝癌细胞增殖抑制作用的研究还相对

较少。本文研究中对肝癌模型大鼠癌组织细胞增殖、

凋亡情况进行检测，结果如表 2 所示，模型组大鼠癌

组织细胞增殖、凋亡率分别为 39.55%、3.89%，使用

槐花醇提取物进行干预之后，肝癌大鼠增殖率出现下

降，凋亡率出现上升，高浓度组大鼠增殖率为 13.33%，

显著低于模型组、药物对照组、低浓度组，凋亡率为

45.34%，显著高于模型组、药物对照组、低浓度组，

差异具有统计学意义（p<0.05），说明使用槐花醇提取

物对肝癌模型大鼠进行干预，能够对肝癌模型大鼠癌

组织细胞增殖、凋亡能力进行一定的调控，进而影响

肝癌模型大鼠癌组织的发展，出现这一研究结果的原

因可能是槐花醇提取物中主要活性成分山柰酚-3-O-
芸香糖苷、槲皮素对肝癌大鼠癌组织细胞的增殖、凋
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亡能力进行干预。 
表 2 大鼠癌组织细胞增殖率及凋亡率对比 

Table 2 Comparison of proliferation rate and apoptosis rate of 

rat cancer tissue cells in each group ( sx ± ) 

组别 只数/n 增殖率/% 凋亡率/% 

模型组 10 39.55±3.98d 3.89±0.52d 

药物对照组 10 16.35±2.63a 40.29±3.59a 

低浓度组 10 29.22±3.61b 31.66±2.97b 

高浓度组 10 13.33±2.42c 45.34±3.85c 

2.4  细胞周期蛋白 PTEN、p-Akt、mTOR 表达 

表 3 细胞周期蛋白 PTEN、p-Akt、mTOR表达 

Table 3 Expression of cyclin PTEN, p-Akt and mTOR ( sx ± ) 

组别 PTEN p-Akt mTOR 
正常组 1.00±0.01e 1.00±0.01e 1.00±0.01e 

模型组 0.39±0.02a 1.69±0.12a 1.65±0.14a 

药物对照组 0.62±0.05b 1.41±0.07b 1.44±0.08b 

低浓度组 0.51±0.04c 1.57±0.09c 1.56±0.11c 

高浓度组 0.73±0.06d 1.33±0.06d 1.34±0.07d 

大量实验研究表明，PTEN、p-Akt、mTOR 的表

达与细胞周期分布情况密切相关。有学者在研究中表

示，对机体癌组织细胞进行适当的干预，能够对癌组

织细胞周期相关蛋白 PTEN、p-Akt、mTOR 的表达进

行调控，进而对癌组织细胞周期分布进行调控[15-17]。

本文研究结果如表 3 所示，模型组大鼠 PTEN 相对表

达量为 0.39，显著低于正常组，p-Akt、mTOR 相对表

达量分别为 1.69、1.65，均显著高于正常组，差异具

有统计学意义（p<0.05）；高浓度组大鼠 PTEN 相对表

达量为 0.73，显著高于模型组、药物对照组、低浓度

组，差异具有统计学意义（p<0.05）；高浓度组大鼠

p-Akt 相对表达量为 1.33，显著低于模型组、药物对

照组、低浓度组，差异具有统计学意义（p<0.05）；高

浓度组大鼠 mTOR 相对表达量为 1.34，显著低于模型

组、药物对照组、低浓度组，差异具有统计学意义

（p<0.05），说明使用槐花醇提取物对肝癌模型大鼠进

行干预，能够对癌组织 PTEN、p-Akt、mTOR 相对表

达量进行一定的调控，从而起到阻滞肝癌组织细胞周

期的作用，并且其能力具有一定的浓度依赖性。 

2.5  细胞凋亡相关蛋白 Bcl-2、PI3K、Akt 表达 

大量实验研究表明，细胞凋亡与癌组织的发生发

展密切相关，而 Bcl-2、PI3K、Akt 的表达与细胞凋亡

密切相关。Bcl-2 是在线粒体通路中起着调节作用的重

要基因，Bcl-2 表达水平的变化与细胞凋亡密切相关
[18]。PI3K 是一种磷脂酰肌醇 3 激酶，能在机体生长因

子的作用下集成细胞膜[19]。Akt 是在处于 PI3K 下游的

靶蛋白，将它激活后，即激活其他靶蛋白，能促使细

胞生长，具有抗凋亡的作用[20]。本文研究结果如表 4
所示，模型组大鼠 Bcl-2、PI3K、Akt 相对表达量分别

为 1.69、1.75、1.67，均高于正常组大鼠 Bcl-2、PI3K、
Akt 相对表达量，差异具有统计学意义（p<0.05）。高

浓度组大鼠 Bcl-2 相对表达量为 1.31，均低于模型组、

药物对照组、低浓度组，差异具有统计学意义

（p<0.05）；高浓度组大鼠 PI3K 相对表达量为 1.32，
均低于模型组、药物对照组、低浓度组，差异具有统

计学意义（p<0.05）；高浓度组大鼠 Akt 相对表达量为

1.35±，均低于模型组、药物对照组、低浓度组，差异

具有统计学意义（p<0.05）。说明使用槐花醇提取物对

肝癌模型大鼠进行干预，能够对细胞凋亡相关蛋白

Bcl-2、PI3K、Akt 的相对表达量进行适当的调控，从

而起到促进肝癌组织细胞凋亡的作用，并且具有一定

的浓度依赖性。 

表 4 细胞凋亡相关蛋白 Bcl-2、PI3K、Akt表达 

Table 4 Expression of apoptosis-related proteins Bcl-2, PI3K 

and Akt ( sx ± ) 

组别 Bcl-2 PI3K Akt 

正常组 1.00±0.01e 1.00±0.01e 1.00±0.01e 

模型组 1.69±0.16a 1.75±0.19a 1.67±0.15a 

药物对照组 1.43±0.11b 1.45±0.11b 1.46±0.08b 

低浓度组 1.53±0.12c 1.59±0.14c 1.55±0.10c 

高浓度组 1.31±0.09d 1.32±0.10d 1.35±0.07d 

 
图 2 Bcl-2、PI3K、Akt表达 WB图 

Fig.2WB Map Expressed by Bcl-2, PI3K and Akt 
注：a：正常组；b：模型组；c：药物对照组；d：低浓度

组；e：高浓度组。 

3  结论 

研究结果表明，在槐花醇提取物的干预下，肝癌

模型大鼠癌组织细胞周期分布受到明显的调控，G1期

细胞比例明显上升，肝癌模型大鼠癌组织细胞增殖率

下降，肝癌模型大鼠周期相关蛋白 PTEN、p-Akt、
mTOR 的表达受到明显的调控，癌组织凋亡相关蛋白

Bcl-2、PI3K、Akt 的表达也明显受到了调控，说明槐
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花醇提物能阻滞癌细胞的周期分布，通过相关蛋白的

调控，抑制癌组织的发展。 
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