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TLR4在龙血竭抑制肝癌细胞生长中的作用
石禹，姚行，韦路丝，赵训晓，李妃，肖曼，王晗

海南医学院生理学教研室，海南 海口 571199

【摘要】 目的 探讨龙血竭是否通过调控 toll 样受体 4 (TLR4)基因的表达对肝癌细胞起到抑制作用。

方法 首先通过 CCK8 法检测龙血竭对人肝癌细胞系 HepG2 和 HepG2.2.15 增殖的影响，并且确定后续实验

的最适用药浓度；其次，将肝癌细胞系 HepG2 和HepG2.2.15分别分为对照组和上药组，上药组在培养基中加入

龙血竭，对照组仅加入等量细胞培养基。进一步通过实时荧光定量PCR法、Western-Blot法检测各组细胞TLR4基

因的表达水平。结果 CCK8法显示，加入龙血竭后，HepG2和HepG2.2.15两组细胞系生长速度明显减慢，IC50值

分别为(97.78±8.19) μg/mL和(66.89±5.86) μg/mL；经实时荧光定量PCR检测，与对照组相比，HepG2 细胞系上药组

TLR4 mRNA表达水平下降[(1.00±0.25) vs (0.32±0.07)]，差异有统计学意义(P<0.05)；与对照组相比，HepG2.2.15细

胞系上药组TLR4 mRNA表达水平亦下降[(1.00±0.21) vs (0.29±0.06)]，差异有统计学意义(P<0.05)；经Western-blot

检测，HepG2 和 HepG2.2.15 两种细胞系上药组的 TLR4 的蛋白表达水平均明显下降[(0.89±0.05) vs (0.68±0.06)、

(1.11±0.04) vs (0.56±0.08)]，差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 龙血竭可能通过调控TLR4基因表达以抑制人肝

癌细胞系HepG2和HepG2.2.15的生长。
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【Abstract】 Objective To discuss the role of toll-like receptor-4 (TLR4) in the inhibitory effect of Resina

Draconis on human hepatoma cells. Methods Firstly, effects of Resina Draconis on proliferation of human hepatoma

cell line HepG2 and HepG2.2.15 were detected by Cell Counting Kit-8 assay, and the optimal inhibitory concentration

was determined. Secondly, the human hepatoma HepG2 and HepG2.2.15 cells cultured in vitro were divided into experi-

mental group (with Resina Draconis added in the culture) and control group (with the same amount of cell culture medi-

um added) respectively. Then, RT-qPCR analysis and Western-Blot analysis were used to detect the level of TLR4 ex-

pression. Results CCK-8 assay showed that the proliferation of human hepatoma HepG2 and HepG2.2.15 cells in ex-

perimental groups with Resina Draconis were suppressed when compared to control groups, and the 50% inhibiting con-

centration were (97.78±8.19) μg/mL and (66.89±5.86) μg/mL, respectively. Compared with control groups, RT-qPCR

analysis showed that mRNA level of TLR4 in the experimental group of HepG2 and HepG2.2.15 cells were significantly

decreased with (1.00±0.25) vs (0.32±0.07), (1.00±0.21) vs (0.29±0.06), respectively (all P<0.05). Compared with control

groups, Western-blot analysis showed that protein level of TLR4 in the experimental groups of HepG2 and HepG2.2.15

cells were both significantly decreased with (0.89±0.05) vs (0.68±0.06), (1.11±0.04) vs (0.56±0.08), respectively (all P<

0.05). Conclusion Resina Draconis may inhibit the growth of human hepatoma HepG2 and HepG2.2.15 cells by medi-

ating the expression of TLR4.
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肝癌是目前世界上死亡率极高的癌症之一，因为

其早期无明显的症状，晚期治疗困难，导致治疗效果

不佳[1]。相关研究发现，中草药龙血竭不仅有活血化

瘀的功效，同时也有抑制肝癌细胞生长的作用[2-3]，但

龙血竭抑制肝癌细胞生长的机制尚不清楚。现有资

料表明，TLR4不单表达于免疫细胞当中，它的沉默表

达还能够对肝癌细胞的生长产生影响[1，4-5]。为此，本

课题以此为切入点，主要探究龙血竭是否通过调控

toll样受体 4 (toll-like receptor-4，TLR4)基因的表达影

响肝癌细胞的生长。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系 本研究所使用细胞为冻存于海

南医学院分子生物学重点实验室的人肝癌细胞系

HepG2和HepG2.2.15。

1.1.2 主要试剂 龙血竭购于中国(海南博大制

··1



海南医学2021年1月第32卷第1期 Hainan Med J, Jan. 2021, Vol. 32, No. 1

药厂)，高糖DMEM购于中国(Hyclone公司)，胎牛血清

购于美国(BI公司)，青链霉素双抗购于中国(上海碧云

天公司)，DMSO 购于美国(SIGMA公司)，CCK-8细胞

增殖 -毒性检测试剂盒购于日本 (DOJINDO 公司)，

Eastep Super Total RNA Extraction Kit 购 于 美 国

(Promega 公司)，TransStart Tip Green qPCR SuperMix

购于中国(北京全式金公司)，anti-TLR4抗体购于美国

(Abcam公司)。

1.2 方法

1.2.1 实验分组 培养肝癌细胞系 HepG2 和

HepG2.2.15，分别将以上两种肝癌细胞随机等量分为

对照组和上药组，上药组在培养基中加入龙血竭，对

照组仅加入等量细胞培养基。

1.2.2 细胞培养 配置含 10%胎牛血清、青霉素

100 U/mL、链霉素 100 μg/mL 的 DMEM 高糖培养基，

将HepG2细胞和HepG2.2.15细胞置于其中，于 37℃、

5%CO2培养箱饱和湿度下培养，每1~2 d传代一次。

1.2.3 细胞增殖抑制率检测 将生长状态至对

数生长期的 HepG2 细胞和 HepG2.2.15 细胞进行消

化，制备细胞悬液并计数，根据每孔 4 000 个细胞的

96 孔板中的细胞数量，配制浓度为 2×104个/mL 细胞

悬液。向每孔加入 200 µL 细胞悬液，培养箱培养

24 h 待其贴壁。细胞贴壁后，弃去 96 孔板中的培养

基，加入 100 L 不同浓度(浓度梯度分别为 0 μg/mL、

20 μg/mL、40 μg/mL、60 μg/mL、80 μg/mL、100 μg/mL、

120 μg/mL、140 μg/mL、160 μg/mL、180 μg/mL)的龙血

竭培养基，再等待24 h。龙血竭处理24 h后，向每个孔

中加入10 µL CCK-8，并置于5%CO2培养箱中30 min。

每个孔的吸光度值在OD450下测量。测试后，将其放

回 37℃的培养箱中继续反应，培养 4 h后终止。以龙

血竭浓度为横坐标，平均抑制率为纵坐标，绘制浓度-

抑制率曲线。计算龙血竭作用于细胞后在每个孔中

不同浓度的抑制率。抑制率(%)=(给药OD值－空白

组OD值)/(不给药OD值-空白组OD值) ×100%。

1.2.4 实时荧光定量 PCR 检测 TLR4 mRNA 表

达水平 利用总RNA提取试剂盒提取各组细胞中的

总RNA，再利用逆转录试剂盒将提取的总RNA进行

逆转录，以β-actin [6]为内参，扩增后，以 2-ΔΔCt方法计算

HepG2 和 HePG2.2.15 细胞中 TLR4 mRNA 的表达。

所用引物序列为：TLR4 上游，5'-AGACCTGTCCCT

GAACCCTAT-3'；TLR4 下 游 ，5'-CGATGGACTTCT

AAACCAGCCA-3' [7]；β-actin 上游，5'-TCCTGTGGC

ATCCACGAAACT-3'；β-actin下游，5'-GAAGCATTT

GCGGTGGACGAT-3'。

1.2.5 Western-blot 检测TLR4 蛋白表达水平 用

BCA蛋白定量法提取各组细胞并进行定量。然后经

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳、膜转移和5%

脱脂奶粉密封 1 h。加一抗 anti-TLR4抗体(1∶500)和

anti-GAPDH 抗体 4℃温育过夜。TBST 洗膜 3 次×

10 min，二抗(1∶1 000)室温温育1 h，TBST洗膜3次×

10 min，ECL 化学发光剂暗室显影。

1.3 统计学方法 实验中的所有数据均采用

SPSS22.0统计软件进行分析。计量数据以均数±标准

差(x-±s)表示，两组间比较采用 t检验，以P<0.05为差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 龙血竭对 HepG2 细胞和 HepG2.2.15 细胞增

殖的影响 采用CCK-8法进行细胞增殖检测，龙血竭

对 HepG2 和 HepG2.2.15 细胞增殖的影响见图 1。经

24 h不同浓度龙血竭处理的HepG2细胞和HepG2.2.15

细胞抑制率与药物浓度呈正相关，当龙血竭浓度增加时

细胞抑制率随之增加。加入龙血竭后，HePG2、

HePG2.2.15两组细胞系生长速度明显减慢，IC50值分

别为(97.78±8.19) μg/mL和 (66.89±5.86) μg/mL。

2.2 龙血竭对 HepG2 细胞和 HepG2.2.15 细胞

TLR4 mRNA 表达水平的影响 分别使用 IC50浓度

的龙血竭处理HepG2细胞和HepG2.2.15细胞，提取各

组总 RNA 并逆转录，实时荧光定量方法检测 TLR4

mRNA的表达水平见表1。与未经龙血竭处理的细胞

相比，经龙血竭处理的 HepG2 和 HepG2.2.15 细胞的

TLR4 mRNA表达水平明显降低，且差异具有统计学

意义(P<0.05)。

2.3 Western-blot 法检测 TLR4 的蛋白质表达水

平 分别使用 IC50 浓度的龙血竭处理 HepG2 细胞

和 HepG2.2.15 细胞，Western-blot 检测 TLR4 蛋白的

表达水平，结果见图 2。与未经龙血竭处理的细胞

相比，经龙血竭处理的 HepG2 和 HepG2.2.15 细胞的

TLR4 蛋白表达明显降低[(0.89±0.05) vs (0.68±0.06)、

(1.11±0.04) vs (0.56±0.08)]，且差异均具有统计学意

义(P<0.05)。

图1 龙血竭对HepG2细胞和HepG2.2.15的生长抑制曲线

表 1 龙血竭对HepG2细胞和HepG2.2.15细胞中TLR4mRNA表达

的影响

组别

对照组

上药组

t值
P值

例数

3

3

HepG2细胞

1.00±0.25

0.32±0.07

4.561

0.010

HepG2.2.15细胞

1.00±0.21

0.29±0.06

5.703

0.005
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3 讨论

人肝癌细胞系HepG2来源于一位 15岁白人的肝

癌 组 织 ，HepG2.2.15 细 胞 是 由 两 个 头 尾 相 连 的

HBV-DNA全基因的重组质粒转染HepG2细胞而建立

的细胞系。本文主要是以 HepG2 细胞和 HepG2.2.15

细胞为研究对象，用CCK8法测得龙血竭在这两种细

胞中的 IC50浓度，并采用实时荧光定量PCR和West-

ern-blot 技术对龙血竭通过 TLR4 作用于 HepG2 细胞

和HepG2.2.15细胞的可能性进行了研究。

原发性肝癌(以下简称肝癌)是我国最常见的恶性

肿瘤之一，发病率居恶性肿瘤第四位，肝癌病情发展极

快，死亡率居恶性肿瘤第三位，被称为“癌中之王”[8]。长

期的临床实践表明，中医药可以降低肝硬化患者的肝

癌发病率，它在治疗肝硬化方面有很好的优势。OKA

等[9]随访 5年，观察小柴胡汤颗粒治疗肝硬化的疗效，

结果发现，与安慰剂对照组相比，小柴胡汤可降低肝

硬化患者肝癌的发病率和病死率。中药成分多种多

样，其作用具有多渠道、多层次的综合效应，也是其对

复杂肝纤维化病理具有良好疗效的重要基础。

原始植物如龙血树的木质部在受到外力破坏或

被微生物侵入后会分泌红色树脂[10]。自古以来，这种

树脂被称为血竭，是传统名贵中药[11]。现代药理学研

究证明血竭具有消炎、止血、镇痛[12]、止泻、抗溃疡[13]、

抗菌、抗肿瘤等多种药理作用，广泛应用于跌打损

伤、外伤出血、溃疡、瘀滞疼痛等临床治疗。在预防

和治疗冠心病、缺血性心脏病和高脂血症等方面也

有很好的效果 [14]。剑叶龙血树是目前国产血竭的主

要原料 [15]，同时，近年来也发现海南岛广泛分布的常

见植物柬埔寨龙血树也能产生红色树脂，初步临床医

学证明海南龙血竭的药理和临床效果与进口龙血竭

基本相同[16]。相关研究还表明，海南龙血竭对人肝癌

细胞的生长具有抑制作用[3]。本研究通过CCK8法也

证实了龙血竭能够使肝癌细胞的生长受到抑制，抑制

作用随着龙血竭浓度的增加而逐渐增强。

TLR4全称为Toll样受体，作为炎症信号传递过程

中的一种门户蛋白，它在免疫防御反应中发挥着重要

作用。研究人员发现，TLR4在许多不同组织的肿瘤

细胞表面表达，这可能与肿瘤免疫微环境的建立和维

持有关[17-19]。肝癌细胞的表面也有TLR4的表达，可能

与介导肝癌的发生发展有相关联系 [20]。通过实时荧

光定理PCR和Western-blot分别检测两种肝癌细胞系

中TLR4的mRNA和蛋白表达水平，结果发现龙血竭

能够明显抑制 TLR4 的表达，证实龙血竭可能通过

TLR4信号通路抑制了肝癌细胞的生长。本研究验证

了龙血竭对肝癌细胞确实起到抑制作用，并初步探

讨了龙血竭是否通过调控 TLR4 基因对肝癌细胞起

到抑制作用。

现有研究发现在肝免疫异常、炎症反应触发的肝损

伤、肝星状细胞的活化及肝纤维化恶化与肝癌的发展中

TLR4-MyD88-NF-κB信号通路均有重要调节作用[21]，

未来可在龙血竭是否通过调控TLR4-MyD88-NF-κB

信号通路抑制肝癌细胞的生长的方向进行深入研究。

目前关于肝癌的研究很多，但能有效治愈肝癌的

药物数量仍然有限，本研究试图通过探讨龙血竭抑制

肝癌细胞生长的机制，从而为肝癌的药物治疗提供新

的思路，但找到彻底治愈肝癌药物的研究仍然任重而

道远。
参考文献

[1] 隋春阳, 李嘉, 胡勇. TLR4受体在肝癌细胞株HepG-2的表达[J]. 中

国医药导报, 2008, 5(18): 19-20.

[2] 罗应. 海南龙血竭化学成分及其生物活性的研究[D]. 海口: 海南大

学, 2011.

[3] 梅文莉. 海南龙血树抗肿瘤新用途研究[J]. 中药材, 2005, 28(10):

871-872.

[4] 邹松杉. 慢病毒介导SiRNA沉默H22肝癌细胞TLR4基因对肝癌

细胞生物特性的影响[D]. 昆明: 昆明医科大学, 2016.

[5] 肖丹. 慢病毒介导的RNAi沉默TLR4基因对人肝癌裸鼠移植瘤生

长的影响[D]. 南昌: 南昌大学, 2014.

[6] LIU YT, LI T, XU YH, et al. Effects of TLR4 gene silencing on the

proliferation and apotosis of hepatocarcinoma HEPG2 cells [J]. On-

col Lett, 2016, 11(5): 3054-3060.

[7] WANG YT, CAI J, ZENG XL, et al. Downregulation of toll-like re-

ceptor 4 induces suppressive effects on hepatitis B virus-related hepa-

tocellular carcinoma via ERK1/2 signaling [J]. BMC Cancer, 2015,

15(1): 821-830.

[8] 尹有宽. 肝癌与遗传密切相关[J]. 中国肿瘤临床与康复, 2018, 25

(8): 1001.

[9] OKA H, YAMAMOTO S, KUROKI T, et al. Prospective study of

chemoprev-ention of hepatoeellular carcinoma with sho-saiko-to

(TJ-9) [J]. Cancer, 1995, 76(5): 743-749.

[10] 何兰, 王竹红, 屠鹏飞, 等. 龙血树属植物化学成分及药理活性研究

进展[J]. 中草药, 2004, 35(2): 107-114.

[11] GUPTA D, BLEAKLEY B, GUPTA RK. Drago's blood: botany,

chemistry and the rapeutic uses [J]. J Ethnopharmacol, 2008, 115(3):

361-380.

[12] REANMONGKOL W, SUBHADHIRASAKUL S, BOUKING P. An-

tinociceptive and antipyretic activities of extracts and fractions from

Dracaena loureiri in experimental animals [J]. Songklanakarin Jour-

nal of Science and Technology, 2003.

[13] MASAOUD M, RIPPERGER H, PORZEL A, et al. Flavonoids of

dragon's blood from Dracaena cinnabari [J]. Phytochemistry, 1995, 38

图2 龙血竭对HepG2细胞和HepG2.2.15细胞TLR4蛋白表达的影响

··3



海南医学2021年1月第32卷第1期 Hainan Med J, Jan. 2021, Vol. 32, No. 1

(3): 745-749．

[14] 张庆云, 朱辉, 陈红英, 等. 龙血竭研究进展[J]. 武警医学院学报,

2004, 13(1): 69-71.

[15] 郑庆安. 龙血竭研究[D]. 昆明: 中国科学院昆明植物研究所, 2003.

[16] 谢宗万. 血竭基原的本草考证[J]. 中药材, 1989, 12(7): 40.

[17] MONICA M, DEBORAH M, CHIARA O, et al. Melanoma cell lines

are responsive in vitro to lipopolysaccharide and express TLR-4 [J].

Cancer Letters, 2006, 235(1): 75-83.

[18] HUANG B, ZHAO J, LI H, et al. Toll-like receptors on tumor cells

facilitate evasion of immune surveillance [J]. Cancer Res, 2005, 65

(12): 5009-5014.

[19] MACREDMOND R, GREENE C,TAGGART CC, et al. Respiratory

epithelial cells require Toll-like receptor 4 forinduction of Human

13-defensin 2 by Lipopolysaccharide [J]. Respir Res, 2005, 6(1): 116.

[20] 李牧, 隋春阳. TLR4在肝癌细胞株HepG-2的表达[J]. 沈阳医学院

学报, 2007, 9(4): 210-211.

[21] 伍振辉, 孟娴, 胡佳伟, 等. TLR4-MyD88-NF-κB信号通路与肝炎-

肝纤维化-肝癌轴相关性研究进展[J]. 国际药学研究杂志, 2017, 44

(5): 396-401.

(收稿日期：2019-05-11)



错配修复蛋白MLH1、MSH2、PMS2、
MSH6及p53在结直肠癌中的表达及意义

潘思琼 1，2，陆奉科 3，李山 1

1.广西医科大学第一临床医学院，广西 南宁 530021；

2.广西医科大学第四附属医院病理科，广西 柳州 545000；

3.柳州市妇幼保健院输血科，广西 柳州 545000

【摘要】 目的 探讨结直肠癌(CRC)中错配修复蛋白(MMRP) MLH1、MSH2、PMS2、MSH6及p53的表达及其

临床意义。方法 选取 2019年 1月至 2020年 6月在广西医科大学第四附属医院经手术治疗的结直肠癌患者 261

例，采用免疫组化方法检测错配修复蛋白MLH1、MSH2、PMS2、MSH6、及p53在结直肠癌中的表达情况，各组中的

分布差异采用χ2检验，各指标间的相关性采用Spearman等级相关。结果 261例结直肠癌患者中四种错配修复蛋

白缺失者13例，微卫星不稳定性(MSI)为5.0%，其中MLH1、MSH2、PMS2、MSH6的表达缺失者分别为7例(2.7%)、

3例(1.1%)、8例(3.1%)、4例(1.5%)；p53的阳性表达者211例，阳性率为80.8%；MSI与性别、肿瘤细胞直径、年龄、部

位、分化程度和浸润深度无关(P>0.05)，与淋巴结转移相关(P<0.05)；p53与性别有关(P<0.05)，与年龄、部位、肿瘤细

胞直径、分化程度、淋巴结是否转移和浸润深度无关(P>0.05)；MSI与p53表达无相关性(r=-0.111，P>0.05)；MLH1与

PMS2表达呈正相关(r=0.934，P<0.05)；MSH2与MSH6表达呈正相关(r=0.572，P<0.05)。结论 MSI的表达与淋巴

结转移有关，与CRC的其他临床病理特征无相关性，p53与性别有关，MLH1、PMS2同时表达缺失较MSH2、MSH6

多见，MSI与p53表达无相关性，两者之间可能参与CRC的不同发生、发展过程。

【关键词】 结直肠癌；p53；错配修复蛋白；免疫组化；临床病理特征；相关性
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Expression and significance of mismatch repair proteins MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, and p53 in colorectal
cancer. PAN Si-qiong 1,2, LU Feng-ke 3, LI Shan 1. 1. The First Clinical Medical College, Guangxi Medical University,
Nanning 530021, Guangxi, CHINA; 2. Department of Pathology, the Fourth Affiliated Hospital of Guangxi Medical
University, Liuzhou 545000, Guangxi, CHINA; 3. Department of Blood Transfusion, Liuzhou Maternity and Child Healthcare
Hospital, Liuzhou 545000, Guangxi, CHINA

【Abstract】 Objective To discuss the expression and significance of the mismatch repair proteins (MMRP)

MLH1, MSH2, PMS2, MSH6, and p53 in colorectal cancer (CRC). Methods A total of 261 patients with colorectal

cancer who were operated in the Fourth Affiliated Hospital of Guangxi Medical University from January 2019 to June

2020 were selected. The expression levels of MLH1, MSH2, PMS2, MSH6, and p53 in colorectal cancer were detected

by immunohistochemical method. The distribution difference among the groups was tested by chi-square test, and Spear-

man rank correlation was used for correlation analysis. Results Among 261 colorectal cancer patients, there were 13
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