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基于 Lin28a/let-7a 轴探讨芍药软肝方抑制 HepG2 增值作用的研究 
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【摘要】目的 研究芍药软肝方对肝癌细胞 HepG2 增值抑制的影响及初步作用机制。方法 MTT 法检测

不同浓度芍药软肝方对 HepG2 细胞增殖的影响；qRT-PCR 和 Western blot 检测芍药软肝方对 Lin28a/let-7a 轴

的影响。结果 芍药软肝方能够抑制 HepG2 细胞增殖，并诱导其凋亡；芍药软肝方能够上调 let-7a 表达，下

调 Lin28a 表达。结论 芍药软肝方可能通过调控 Lin28a/let-7a 轴抑制 HepG2 增值，诱导细胞凋亡，为肝癌

治疗提供新的思路。 
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【Abstract】Objective To study the effect of Shaoyao Ruangan prescription on hepatocellular carcinoma cell 
HepG2 proliferation inhibition and its preliminary mechanism. Methods MTT assay was used to detect the effect of 
Paeonia Ruangan Decoction on the proliferation of HepG2 cells. The effect of Shaoyao Ruangan prescription on 
Lin28a/let-7a axis was determined by qRT-PCR and Western blot. Results Shaoyao Ruangan Formula could inhibit 
proliferation and induce apoptosis of HepG2 cells. Shaoyao Ruangan formula could up-regulate the expression of 
let-7a and down-regulate the expression of Lin28a. Conclusion Shaoyao Ruangan formula may inhibit HepG2 
proliferation and induce apoptosis by regulating Lin28a/let-7a axis, providing a new idea for the treatment of liver 
cancer. 
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肝癌是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一，其

发病率和死亡率均较高，严重威胁人类健康[1]。肝细

胞癌（HCC）是肝癌的主要类型，约占所有肝癌病

例的 85%～90%[2]。目前，肝癌的治疗方法主要包括

手术切除、肝移植、放疗、化疗等，但疗效仍不理想，

且存在毒副作用大、易复发转移等问题[3]。因此，寻

找新的治疗靶点和开发疗效确切、毒副作用小的治

疗药物，对于提高肝癌患者的生存率具有重要意义。 
中医药在肝癌治疗中具有独特的优势，近年来

受到越来越多的关注[4]。芍药软肝方是源自中医经

典方剂“芍药甘草汤”，由中医师经过多年临床实践

和优化最终形成芍药软肝方，本方由芍药、重楼、栀

子、三叶青等中药组成，具有疏肝理气、活血化瘀、

软坚散结的功效[5]。 
前期研究表明，芍药软肝方对多种肿瘤细胞具

有抑制增殖、诱导凋亡的作用[6-7]，但其作用机制尚

不明确。 
Lin28a 是一种 RNA 结合蛋白，在胚胎发育过

程中发挥重要作用，并在多种肿瘤中异常表达[8]。let-
7a 是一种肿瘤抑制性 miRNA，能够抑制多种肿瘤细
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胞的增殖、侵袭和转移[9]。研究表明，Lin28a 能够与

let-7a 前体结合，抑制其成熟，从而解除 let-7a 对肿

瘤细胞的抑制作用[10]。因此，Lin28a/let-7a 轴可能是

肝癌治疗的潜在靶点。 
本研究旨在探讨芍药软肝方对肝癌细胞 HepG2

抑制的影响，并进一步研究其是否通过调控

Lin28a/let-7a 轴发挥作用，为芍药软肝方治疗肝癌提

供理论依据。 
1 材料与方法 
1.1 实验材料 
1.1.1 细胞株：人肝癌细胞株 HepG2 购自中国

科学院上海细胞库。 
1.1.2 药物：芍药软肝方由白芍、甘草等组成，

购自浙江天道医药公司，并制备成不同浓度的药物

溶液。 
1.1.3 主要试剂：MTT、DMSO、胰蛋白酶等。 
1.1.4 主要仪器：CO2 培养箱、酶标仪、PCR 仪、

Western blot 仪等。 
1.2 实验方法 
1.2.1 细胞培养：将 HepG2 细胞培养于含 10%

胎牛血清的 DMEM 培养基中，置于 37℃、5% CO2
培养箱中培养。 

1.2.2 MTT 法检测细胞增殖：将 HepG2 细胞接

种于 96 孔板中，分别加入不同浓度的芍药软肝方药

物溶液，设空白对照组和阳性对照组。培养一定时

间后，加入 MTT 溶液，继续培养 4 h，弃上清，加

入 DMSO 溶解，酶标仪测定 490 nm 处吸光度值，

计算细胞存活率。 
1.2.3 qRT-PCR 检测 Lin28a 和 let-7a mRNA 表

达：提取细胞总 RNA，逆转录为 cDNA，以 GAPDH
为内参基因，进行 qRT-PCR 检测 Lin28a 和 let-7a 
mRNA 的相对表达量。 

1.2.4 Western blot 检测 Lin28a 和 let-7a 蛋白表

达：提取细胞总蛋白，进行 SDS-PAGE 电泳，转膜，

封闭，分别加入 Lin28a、let-7a 和 β-actin 抗体孵育，

洗涤，加入二抗孵育，洗涤，ECL 发光，采集图像，

分析蛋白表达量。 
1.3 统计学分析 
采用 SPSS 软件进行统计学分析，数据以均数±

标准差（x  ̄ ±s）表示，多组间比较采用单因素方差分

析，两组间比较采用 t 检验，*P<0.05 为差异有统计

学意义。 
2 结果 
2.1 芍药软肝方对 HepG2 细胞增殖的影响 
MTT 结果显示，与空白对照组相比，不同浓度

的芍药软肝方均能抑制 HepG2 细胞的增殖，且呈剂

量依赖性（表 1）。 
2.2 芍药软肝方对 Lin28a 和 let-7a 表达的影响 
qRT-PCR 结果显示，与空白对照组相比，芍药

软肝方能下调 Lin28a mRNA 的表达，上调 let-7a 
mRNA 的表达（图 1）。 

Western blot 结果显示，与空白对照组相比，芍

药软肝方均能下调 Lin28a 蛋白的表达，上调 let-7a
蛋白的表达（图 2）。 

表 1  芍药软肝方对 HepG2 细胞增殖的影响 

浓度（μg/mL） 24h （平均±标准差） 48h （平均±标准差） 72h （平均±标准差） 

0 0.652 ± 0.028 1.087 ± 0.045 1.526 ± 0.063 

25 0.629 ± 0.025 1.023 ± 0.049 1.398 ± 0.068 

50 0.584 ± 0.031 0.902 ± 0.047* 1.165 ± 0.059* 

100 0.518 ± 0.036* 0.741 ± 0.052* 0.884 ± 0.055* 

200 0.439 ± 0.030** 0.572 ± 0.039** 0.623 ± 0.044** 

400 0.341 ± 0.027* 0.398 ± 0.035* 0.402 ± 0.037* 

800 0.263 ± 0.023 0.285 ± 0.02 0.266 ± 0.025* 

注：不同浓度芍药软肝方处理 HepG2 细胞 24、48 和 72 h 后，MTT 法检测细胞活力。数据以平均值±标准差表示，n=3。*P<0.05，**P<0.01，
***P<0.001 vs. 对照组。 
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图 1  芍药软肝方对 HepG2 细胞中 let-7a mRNA 表达的影响 

A：芍药软肝方处理 HepG2 细胞 48 h 后，qRT-PCR 检测 Lin28a mRNA 的表达。B：芍药软肝方处理 HepG2 细胞 48 h 后，qRT-PCR 检测 let-
7a mRNA 的表达。数据以平均值±标准差表示，n=3。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001 vs. 对照组。 

 

                        A                                           B 
图 2  芍药软肝方对 HepG2 细胞中 Lin28a 和 let-7a 蛋白表达的影响 

A：不同浓度芍药软肝方处理 HepG2 细胞 48 h 后，Western blot 检测 Lin28a 蛋白表达。B： Lin28a 蛋白表达量的统计分析结果。数据以平均

值±标准差表示，n=3。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001 vs. 对照组。 

 
3 讨论 
本研究结果表明，芍药软肝方能够抑制 HepG2

细胞增殖，并诱导其凋亡，其机制可能与调控

Lin28a/let-7a 轴有关。 
Lin28a/let-7a 轴在肿瘤发生发展中发挥重要作

用。Lin28a 作为一种癌基因，在多种肿瘤中高表达，

能够促进肿瘤细胞增殖、侵袭和转移，抑制细胞凋

亡[11]。let-7a 作为一种抑癌基因，在多种肿瘤中低表

达，能够抑制肿瘤细胞增殖、侵袭和转移，促进细胞

凋亡[12]。Lin28a 能够与 let-7a 前体结合，抑制其成

熟，从而解除 let-7a 对肿瘤细胞的抑制作用[13]。 
本研究发现，芍药软肝方能够下调 Lin28a 的表

达，上调 let-7a 的表达，这与芍药软肝方抑制 HepG2
细胞增殖、诱导其凋亡的结果相一致。因此，我们推

测芍药软肝方可能是通过调控 Lin28a/let-7a 轴发挥

抗肿瘤作用的。 
4 结论 
本研究表明，芍药软肝方能够抑制 HepG2 细胞

增殖，并诱导其凋亡，其机制可能与调控 Lin28a/let-
7a 轴有关。本研究为芍药软肝方治疗肝癌提供了新
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的理论依据，也为寻找新的肝癌治疗靶点提供了新

的思路。 
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