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葛根素对肝癌小鼠肝细胞氧化应激损伤的
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［摘 要］ 目的：探究葛根素对肝癌小鼠肝细胞氧化应激损伤的干预作用，以及对骨形态发生蛋白9

（bone morphogenetic protein-9，BMP-9）、血管内皮生长因子165（vascular endothelial growth factor-

165，VEGF-165）表达的调控机制。方法：将36只小鼠按照随机数字法分为空白组、模型组及实验组，每组12

只。小鼠适应性饲养1周后，模型组与实验组通过左侧腋窝皮下注射人肝癌HuH-7细胞悬液建立肝癌模型，

空白组不造模。造模成功后，空白组与模型组每日腹腔注射生理盐水，实验组每日腹腔注射葛根素注射液。

连续干预4周后，检测各组小鼠血清活性氧（reactive oxygen species，ROS）、超氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）、血清丙二醛（malondialdehyde，MDA）及谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，

GSH）表达水平；苏木精-伊红染色法（hematoxylin-eosin staining，HE）观察各组小鼠肝组织病理学变化情

况；通过逆转录聚合酶链式反应（reverse transcription polymerase chain reaction，RT-PCR）及蛋白免

疫印迹法（western blot，WB）检测各组小鼠肝组织中BMP-9、VEGF-165 mRNA及蛋白表达情况。结果：与空白

组比较，模型组小鼠肝组织细胞损伤严重，血清ROS、MDA水平升高，SOD、GSH水平降低（均P＜0.05）；肝组织

BMP-9、VEGF-165的mRNA及蛋白表达升高（P＜0.05）。与模型组比较，实验组小鼠肝组织细胞形态明显改善，

血清ROS、MDA水平降低，SOD、GSH水平回升（P＜0.05），肝细胞氧化应激损伤明显缓解；肝组织BMP-9、VEGF-

165的mRNA及蛋白表达下调（P＜0.05）。结论：葛根素可改善肝癌小鼠肝细胞氧化应激损伤，这可能是与葛

根素调控BMP-9、VEGF-165表达有关。
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AbstractAbstract Objective: To explore the intervention effects of puerarin on oxidative stress injury in 

hepatocytes of liver cancer mice, and its mechanism of regulating the expressions of BMP-9 and VEGF-165. 

Methods: A total of 36 mice were allocated to blank group, model group and experiment group with 12 in each 

according to random number method. After one week of adaptive feeding, the mice in the model group and the 

experiment group were established into liver cancer models by hypodermic injection of human hepatocellular 

carcinoma HuH-7 cell suspension into left armpit, and the blank group was unhandled. After successfully 

modeling, the blank group and the model group received peritoneal injection of physiological saline each day, and 

puerarin injection was given to the experiment group every day. After four consecutive weeks of the intervention, 

to detect the expressions of ROS, SOD, MDA and GSH in the mice of different groups; HE was used to observe 

pathological changes of liver tissue in the mice of different groups; RT-PCR and WB were applied to measure the 

levels of BMP-9, VEGF-165 mRNA and protein in different groups. Results: Compared with the blank group, 

liver tissue cells were severely damaged in the model group, an increase in ROS and MDA, and a decrease in SOD 

and GSH were found (all P<0.05); the expressions of BMP-9, VEGF-165 mRNA and protein were elevated in 

liver tissue (P<0.05). Compared with the model group, the changes including significant improvement of liver 

tissue cell morphology, the decrease in the levels of serum ROS and MDA, and the increase in the levels of SOD 

and GSH were seen in the experiment group (P<0.05), oxidative stress injury of hepatic cells was relieved 

obviously; the expressions of BMP-9, VEGF-165 mRNA and protein were reduced in liver tissue (P<0.05). 

Conclusion: Puerarin could improve oxidative stress injury in liver cancer mice, and it might be related to the 

regulation of BMP-9 and VEGF-165 expression by puerarin.
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葛根素又称葛根黄酮，是从豆科植物野葛

Pueraria lobata（Willd.）Ohwi干燥根中提取的

异黄酮类衍生物。研究表明，葛根素能有效抑制

炎症反应、改善机体氧化应激损伤、减轻肿瘤细胞

引起的组织损害，但其具体作用机制尚未完全明

确［1-2］。本研究通过分析葛根素对肝癌小鼠肝细

胞氧化应激损伤的干预效果，及对骨形态发生蛋

白9（bone morphogenetic protein-9，BMP-9）、血

管内皮生长因子 165（vascular endothelial 

growth factor-165，VEGF-165）表达的调控作用，

探究葛根素保护肝癌肝细胞氧化应激损伤的机制。

1 材料与方法 

1.1　实验动物　选取36只BALB/c-nu裸鼠，3周

龄，雄性，体质量（10±2）g，购自西安交通大学医

学部实验动物中心，实验动物生产许可证号：SCXK

（陕）2023-002，实验动物使用许可证号：SYXK

（陕）：2023-004。动物饲养条件：温度（22±2）℃，

相对湿度60%，自由饮水和进食。普通饲料购自

西安交通大学医学部实验动物中心。本实验严格

遵循《关于动物伦理与福利的作者指南共识》及

《动物实验体内实验研究报告规范指南》，并经陕

西省中医院实验伦理委员会批准（SZFYIEC-2023-

0022）。

1.2　试剂与仪器　葛根素注射液（百正药业股份

有限公司，批号：20100060，规格：2 mL∶100 mg）；

人肝细胞癌细胞系-7（human hepatocellular 

carcinoma-7，HuH-7）（上海康朗生物科技有限公

司，批号：H110）；丙二醛（malondialdehyde，MDA）

酶联免疫吸附测定（enzyme-linked immunosor‐

bent assay，ELISA）试剂盒（批号：P31400R）、活性

氧（reactive oxygen species，ROS）ELISA 测定

试剂盒（批号：P31718R），谷胱甘肽过氧化物酶

（glutathione peroxidase，GSH）ELISA测定试剂

盒（批号：P31642R）均由上海梵态生物科技有限公

司生产；VEGF-165抗体（批号：H10093）、BMP-9抗

体（批号：M99513）均购自上海博湖生物科技有限

公 司 ；聚 合 酶 链 式 反 应 试 剂 盒（polymerase 

chain reaction，PCR）（批号：P2101）、二喹啉甲酸

（bicinchoninic acid，BCA）蛋白含量检测试剂盒

（批号：PR017）、十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacryl‐

amide gel electrophoresis，SDS-PAGE）试剂盒

（批号：S964179）均购自上海邦景实业有限公司；

KD-2268型病理切片机（金华市科迪仪器）；iMark™
型酶联免疫检测仪（美国BIO-RAD公司）；BX53型

正置光学显微镜（日本Olympus公司）；3253型血

糖仪（美国强生公司）；GR20.22型低温高速离心

机（法国Jouan公司）。

1.3　实验动物分组及方法　实验动物适应性饲

养1周后，按照随机数字法分为空白组、模型组及

实验组，每组12只。空白组小鼠未进行肿瘤造

模，全程普通饲料喂养，其余两组小鼠用1 mL无

菌注射器吸取100 μL HuH-7细胞在小鼠左侧腋

窝处注射，进行肝肿瘤造模，1周后见肿瘤体积增

长视为造模成功。造模成功后进行干预，空白组

和模型组小鼠予生理盐水［1.3 mL/（kg·d）］腹腔

注射，实验组小鼠予葛根素注射液［1.3 mL/（kg·d）］

腹腔注射，连续干预4周。干预期间每日观察小

鼠精神状态、饮食饮水情况，每周测量体质量及肿

瘤体积。

1.4　检测指标与方法　

1.4.1　肝组织细胞形态学变化　干预结束后，小

鼠禁食12 h，经颈椎脱臼法处死，迅速取部分肝

组织，固定于4 %多聚甲醛24 h以上；通过梯度乙

醇脱水、二甲苯透明、石蜡包埋后，用组织切片机

将其切为厚度4 mm的石蜡切片。石蜡切片烘烤、

二甲苯脱蜡、梯度乙醇脱苯、PBS缓冲液冲洗后，

按照试剂盒说明书进行染色，再通过梯度乙醇脱

水、二甲苯透明、中性树胶封片后显微镜下（×200）

观察组织病理学形态（如细胞核固缩、细胞质空泡

化、炎症细胞浸润等），并拍照记录。

1.4.2　肝组织 BMP-9 和 VEGF-165 蛋白表达情

况　取部分肝组织并加入RIPA裂解缓冲液，提取

分离肝组织中的总蛋白，BCA蛋白测定试剂盒测

定小鼠肝组织中蛋白的含量。SDS-PAGE对蛋白质

进行等量分离后移至PDVF膜，并置于4 ℃下添加

一抗与 β-actin孵育过夜。洗涤后添加二抗，常

温下孵育 2 h 后使用 ECL 试剂进行显影，分析

BMP-9和VEGF-165蛋白相对表达水平。

1.4.3　肝组织 BMP-9 和 VEGF-165 mRNA 表达情

况　采用逆转录试剂盒反转录获取cDNA后设计引

物序列，提取各组小鼠肝组织中总RNA量，RT-PCR

法检测各组小鼠肝组织中 BMP-9 和 VEGF-165 

mRNA表达情况，采用2-ΔΔCt方法分析数据。引物序

列见表1。

表1　扩增引物序列

引物

BMP-9

VEGF-165

β-actin

长度（bp）

141

176

233

序列（5'-3'）

上游：GATATTGACGACCCATGC

下游：CGGTTAACCTAACGTCG

上游：AGTGTAGAAAAGCCTATCGT

下游：GGGTGAAAATGTTAGAGGTC

上游：GTAAAGCCCTCACTATTCCACTA

下游：TAGAAGCCTGAGCAAATGTTCG
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1.4.4　氧化应激指标检测　干预结束后，取各组

小鼠静脉血置于离心机中，以离心半径 15 cm，

3000 r/min离心15 min，离心后取上清液，ELISA

法检测各组小鼠血清中氧化物歧化酶（superox‐

ide dismutase，SOD）、ROS、MDA、GSH水平。

1.5　统计学方法　采用SPSS 24.0统计软件分析

数据，计量资料以 x̄ ± s表示，单因素方差分析用于

多组间比较，两组间比较采用 t检验。P＜0.05

为差异具有统计学意义。

2 结果 

2.1　肝组织形态学变化情况　空白组小鼠肝细

胞排列结构完整，细胞间隙均匀分布无空泡；模型

组小鼠肝细胞排列紊乱，结构形态不完整，细胞间

出现明显空泡；实验组小鼠肝细胞形态逐步恢复，

排列趋向整齐，细胞间隙空泡减少，说明肝组织在

逐步恢复正常。见图1。

2.2　肝组织中 BMP-9 和 VEGF-165 蛋白表达情

况　与空白组比较，模型组小鼠肝组织中BMP-9和

VEGF-165蛋白相对表达量升高（P＜0.05）；与模型

组比较，实验组小鼠肝组织中BMP-9和 VEGF-165

蛋白相对表达量降低（P＜0.05）。见图2、表2。

2.3　肝组织中 BMP-9 和 VEGF-165 mRNA 表达情

况　与空白组比较，模型组小鼠肝组织中BMP-9

和VEGF-165 mRNA表达升高（P＜0.05）；与模型组

比较，实验组小鼠肝组织中BMP-9和VEGF mRNA表

达降低（P＜0.05）。见表3。

2.4　氧化应激相关指标　与空白组比较，模型组

小鼠血清SOD、GSH水平降低（P＜0.05），ROS、MDA水

平升高（P＜0.05）；与模型组比较，实验组小鼠血清

SOD、GSH水平升高（P＜0.05），ROS、MDA水平降低

（P＜0.05）。见表4。

3 讨论 

2020版《中国临床肿瘤学会原发性肝癌诊疗

指南》指出，原发性肝癌在我国恶性肿瘤中的发病

率居第四位，死亡率居第二位［3］。中医药防治肿

瘤具有多靶点、多通路特点［4］。葛根素对于生物

体免疫抑制反应具有特殊作用，而且能够调整机

体微循环障碍，降低氧化应激过度导致的肝组织

细胞损伤［5-6］。

流行病学调查显示，随着社会发展，人类患恶

性肿瘤的风险显著升高［7-8］，且晚期肝癌治疗效果

不佳［9］。氧化应激引发的细胞损伤及抗氧化平衡

紊乱导致的组织炎症，是造成肝组织细胞功能失

调的核心原因［10-11］。抗氧化酶系统是机体抵御氧

化损伤的重要屏障，抗氧化治疗能够有效保护肝

BMP-9

VEGF-165

β-actin

空白组      模型组     实验组

图2　各组小鼠肝组织中BMP-9和VEGF-165蛋白表达条带

表2　各组小鼠肝组织中BMP-9

和VEGF-165蛋白表达量比较（x̄ ± s）

组别

空白组

模型组

实验组

F

P

鼠数

12

12

12

BMP-9

0.62±0.049

1.131±0.038*

0.97±0.038△

115.1

0.000

VEGF-165

0.55±0.016

1.01±0.026*

0.745±0.058△

107.3

0.000

注：*表示与空白组比较，P＜0.05；△表示与模型组比

较，P＜0.05

表3　各组小鼠肝组织中BMP-9

和VEGF-165 mRNA表达量比较（x̄ ± s）

组别

空白组

模型组

实验组

F

P

只数

12

12

12

BMP-9

10.53±0.02

25.77±0.17*

12.02±0.05△

8.174

0.000

VEGF-165

8.23±0.04

27.18±0.13*

11.34±0.21△

11.221

 0.000

注：*表示与空白组比较，P＜0.05；△表示与模型组比

较，P＜0.05

     空白组           模型组          实验组

图1　各组小鼠肝细胞组织形态学比较（HE，×200）

表4　各组小鼠氧化应激相关指标含量比较（x̄ ± s）

组别

空白组

模型组

实验组

F

P

只数

12

12

12

SOD/（ng/mL）

35.04±0.11

14.08±0.07*

23.16±0.02△

11.743

 0.000

ROS/（ng/mL）

68.72±1.01

178.74±0.99*

97.69±1.33△

10.952

 0.000

MDA/（μmol/L）
30.77±0.85

123.56±0.76*

59.18±0.87△

18.116

 0.000

GSH/（mg/L）

170.36±1.05

65.78±0.08*

112.05±1.44△

15.307

 0.000

注：*表示与空白组比较，P＜0.05；△表示与模型组比较，P＜0.05
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组织。机体氧化应激反应时，组织内产生ROS等

大量自由基，导致组织脂质过氧化及蛋白质氧化。

ROS是体内氧化应激反应的重要产物，生理条件

下，适量的ROS可促进细胞免疫和修复［12］。肝细

胞损伤后，脂质过氧化产物MDA的含量显著升高，

其水平是评价肝细胞氧化损伤严重程度的关键生

物标志物。MDA含量变化是氧自由基脂质过氧化

反应的基本表现［13］；SOD可清除过度分泌的氧自

由基，保护细胞免受氧化应激损伤［14］。GSH能够

依靠催化过氧化氢的还原反应保护组织黏膜的结

构完整［15-16］。本研究结果显示，与空白组比较，模

型组小鼠肝组织细胞损伤严重，血清中ROS、MDA、

SOD、GSH含量发生明显变化，这表明肝癌小鼠组织

中发生明显的氧化应激损伤。

BMP-9是TGF-β家族重要的组成蛋白，主要由

肝脏星状细胞产生，对肿瘤细胞的生长有促进作

用［17］；VEGF-165 是一种二硫键连接的同源二聚

体，作为血小板衍生的半胱氨酸结生长因子家族，

VEGF-165在诱导新生血管生存及肿瘤转移中发

挥重要作用［18-19］。本研究结果显示，模型组小鼠

肝组织中BMP-9和 VEGF-165 mRNA及蛋白表达变

化明显，表明BMP-9和VEGF-165在肿瘤模型中发

生异常表达。经葛根素干预后，与模型组比较，实

验组小鼠氧化应激反应明显降低，肝组织细胞形

态好转，且肝组织中BMP-9和VEGF mRNA及蛋白表

达明显改善。

今后，本课题组将深入探究葛根素对肝癌的

干预机制，从分子及基因角度为葛根素治疗肝癌

提供实验证据。
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