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维生素K2对大鼠HepG2细胞侵袭
和凋亡的影响及机制

余华良, 朱隽, 田新社（湖北省襄阳市中心医院北区 消化内科，湖北 襄阳 441000）

摘要：目的 探讨维生素K2对大鼠HepG2细胞侵袭和凋亡的影响及机制。方法 选取对数生长期的

HepG2细胞，培养48 h后加入不同浓度（1 μmol/L、10 μmol/L、20 μmol/L）的维生素K2，同时设

置对照组（仅加培养液），培养48 h后检测HepG2细胞的增殖、侵袭和凋亡以及肝癌衍生生长因子

（hepatoma derived growth factor，HDGF）的表达。结果 维生素K2呈现剂量依赖性抑制HepG2细胞

增殖、增加细胞凋亡指数并抑制HepG2细胞的穿透能力，与对照组相比差异均有统计学意义（P均＜ 
0.05）。维生素K2可呈现剂量依赖性抑制HDGF mRNA与蛋白表达水平，实验组表达水平显著低于对

照组（F = 20.332，P ＜ 0.001）。结论 维生素K2可抑制大鼠HepG2细胞的增殖、侵袭并促进凋亡，其

作用机制可能与抑制HDGF基因与蛋白表达有关。
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Effects and mechanisms of vitamin K2 on the invasion and apoptosis of HepG2 cells in rats
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Abstract: Objective To investigate the effects and mechanisms of vitamin K2 on the invasion and apoptosis 
of HepG2 cells in rats. Methods HepG2 cells in logarithmic growth phase were selected and cultured for 
48 hours, then vitamin K2 of different concentrations (1 μmol/L, 10 μmol/L and 20 μmol/L) were added. 
The control group was also set up (only added culture solution). The proliferation, invasion and apoptosis of 
HepG2 cells and the expression of hepatoma derived growth factor (HDGF) were detected after 48 hours’ 
culture. Results Vitamin K2 inhibited the proliferation, increased the apoptosis index and inhibited the 
penetrability of HepG2 cells in a dose-dependent manner. Compared with the control group, the differences 
were statistically significant (P ＜ 0.05). Vitamin K2 inhibited the expression of HDGF mRNA and protein 
in a dose-dependent manner, which was significantly lower than that of the control group (F = 20.332，P ＜ 
0.001). Conclusions Vitamin K2 can inhibit the proliferation, invasion and enhance the apoptosis of HepG2 
cells in rats, and the mechanism may be related to the inhibition of HDGF gene and protein expression.
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当前我国肝癌呈高发趋势，沿海地区发病率高

于内地，华南地区显著高于中原地区，预后差、病

死率高[1,2]。病毒感染、饮酒、吸烟、黄曲霉毒素、

环境污染及遗传易感性为肝癌发病的主要诱因。由

于肝癌早期症状隐匿，确诊时可能已错过最佳手术

时机，施行有效的姑息治疗及延长患者生存时间成

为临床医生面临的重要问题[3,4]。常规药物治疗可

能引起肝功能严重失代偿。维生素在人体代谢活动

中具有重要作用，可通过调控酶化学反应以维持机
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体正常功能[5,6]。维生素K含有2 -甲基- 1，4 -萘醌

基团，为人体内多种蛋白依赖性维生素。维生素

K2是维生素K家族中具有抗肿瘤作用的成员，其本

身就是一种强氧化应激诱导剂，可对多种肿瘤细胞

的生命周期进行调节，诱导肿瘤细胞发生凋亡及分

化，抑制肿瘤细胞和肝癌细胞的增殖，具有广谱抗

癌效应[7-9]，但具体机制尚未明确。肝癌衍生生长

因子（hepatoma derived growth factor，HDGF）是

从大鼠HepG2细胞株培养液中分离出的一种具有细

胞增殖活性的肽类物质，可促进细胞增殖、浸润转

移、组织分化及新生血管的形成[10,11]。本文具体探
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讨了维生素K2对大鼠肝癌HepG2细胞侵袭、凋亡与

HDGF表达的影响，以期为维生素K2治疗肝癌提供

理论基础。现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂  维生素 K2 由 Sigma 公司提供，保

存于 -80 ℃环境中，在进行实验时以 PBS 溶解，

然后以 RPMI-1640 培养基将其稀释至所需浓度。

大鼠肝癌 HepG2 细胞来自日本理化学研究所细

胞库，RPMI-1640 培养基为美国 Gibco BRL 公司

产品，四甲基偶氮唑蓝（MTT）为美国 Sigma 公

司产品，小牛血清由美国 MP Biomedicals 生物

医学公司生产。PCR 检测相关试剂由上海生工公

司提供，Western 检测相关试剂由美国 Sigma 公

司成产。HDGF 引物序列（扩增片段 210 bp）：

上 游 引 物 5’-CGAAGCACTGACCTCCCTA-3’，
下 游 引 物 5’-CCTCCCAGATGTTGGACC-3’；
β-actin 引物序列（扩增片段 461 bp）：上游引物

5’-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGAAGGG-3’，
下游引物5’-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCArCTA-3’。
1.2 细胞培养  HepG2 细胞培养于 RPMI-1640 + 10%
胎牛血清培养基中，置 37 ℃（5% CO2）孵箱中生长，

在传代培养中，以 0.25% 胰蛋白酶进行消化。取对

数生长期的细胞用于实验。

1.3 MTT 实验  提取处在对数生长期的HepG2细胞，

将细胞浓度调整到 5000 个 / 孔，在 96 孔培养板中培

养 48 h，然后加入不同浓度（1 μmol/L、10 μmol/L、
20 μmol/L）的维生素 K2，每个浓度设立 3 个平行孔；

建立对照组，仅加入培养液。培养 48 h 后加入 MTT 
20 μl/ 孔，使用酶标仪检测 570 nm 下的 A 值。生长

抑制率 = [（A对照组 - A给药组）/ A对照组 ] × 100%。

1.4 流式细胞实验  将细胞接种于 6 孔板中，每孔

15 × 104 个细胞，低温离心收集细胞，PBS洗涤 2遍，

添加 300 μl 结合缓冲液悬浮细胞，添加 Annexin 
V-FITC 至 5 μl，混匀，避光，在室温下孵育 15 min；
上机前 5 min 再加入 5 μl PI 染色，机前补加 200 μl
结合缓冲液，置于流式细胞仪分析。

1.5 细胞侵袭实验  将 5 μg Matrigel 铺于 Transwell 侵
袭小室聚碳酯微孔膜的上表面，37 ℃放置 30 min。
HepG2 细胞与不同浓度的维生素 K2 培养 24 h 时进

行消化。Transwell 上室中分别添加各组细胞 100 × 
105 个，下室加入 600 μl RPMI-1640 培养基，培养

48 h 后取出，固定并染色微孔膜下层细胞，在 400
倍光学显微镜下任意选取 5 个视野，对每个视野穿

过微孔的细胞数目进行统计，以判定侵袭能力。

1.6 RT-PCR 与 Western blot  采用半定量 RT-PCR 检

测 HDGF 表达水平。Western blot 实验时收集细胞

后加入 RIPA 裂解液溶解震荡，使用 BCA 蛋白检测

试剂盒检测蛋白浓度，进行 SDS-PAGE 电泳，转膜

后一抗与二抗孵育，采用 ELC 法进行条件显色与

分析。

1.7 统计学处理  采用 SPSS 23.00 统计软件进行数据

分析，正态分布的计量资料以 x ± s 表示，采用方

差分析和 t 检验进行统计，以 P ＜ 0.05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 细胞生长抑制率  药物处理 48小时后，1 μmol/L、
10 μmol/L 和 20 μmol/L 维生素 K2 对 HepG2 细胞

的生长抑制率分别为（76.30 ± 9.11）%、（56.82 ± 
10.98）% 和（85.02 ± 7.18）%，对照组 HepG2 细

胞生长抑制率为（98.43 ± 2.10）%，组间差异有统

计学意义（F = 7.922，P = 0.006）。

2.2 细胞凋亡指数  药物处理 48 h 后，1 μmol/L、
10 μmol/L 和 20 μmol/L 维 生 素 K2 处 理 的 HepG2
细胞凋亡指数分别为（3.87 ± 1.47）%、（6.20 ± 
1.22）% 和（9.72 ± 2.18）%，对照组凋亡指数

为（0.98 ± 0.13）%，组间差异有统计学意义（F = 
30.482，P ＜ 0.001）。

2.3 细胞侵袭情况  药物处理 48 h 后，1 μmol/L、   
10 μmol/L 和 20 μmol/L 维生素 K2 处理的 HepG2 细

胞侵袭穿透指数分别为（37.48 ± 6.33）%、（20.17 ± 
3.92）% 和（9.78 ± 2.19）%，对照组为（72.94 ± 
7.39）%，组间差异有统计学意义（F = 14.834，P ＜ 
0.001）。

2.4 HDGF mRNA 的表达水平  药物处理 48 h 后，

1 μmol/L、10 μmol/L 和 20 μmol/L 维生素 K2 处理的

HepG2 细胞 HDGF mRNA 的表达水平分别为（8.19 ± 
2.50）%、（4.56 ± 1.82）% 和（1.24 ± 0.45）%，对照

组为（12.39 ± 4.11）%，组间差异有统计学意义（F = 
20.332，P ＜ 0.001）。

维生素 K2 0 1 10 20
（μmol/L）

HDGF

β-actin

图 1  不同浓度维生素 K2 处理对 HDGF 蛋白表达的影响
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3 讨论

我国肝癌年发病率和病死率逐年升高，严重威

胁人们的健康 [12]。由于肝癌患者肝功能严重失代

偿，许多疗法均受到限制。随着生命医学研究的不

断深入，与肿瘤细胞相关的周期调节、凋亡诱导等

过程正被阐明，生物靶向治疗已成为目前抗肿瘤研

究的热门课题之一[13,14]。

大量临床研究表明，维生素K2具有较好的抗肿

瘤作用，其可作用于特异的受体蛋白，调节Ca2+信号

系统、蛋白激酶A途径和受体酪氨酸激酶途径，增

强抑癌基因的表达[15]。有研究表明，维生素K2可抑

制以肝癌细胞株HepG2植瘤后裸鼠体内肝癌细胞的

生长，且维生素K2能呈剂量依赖性抑制内皮细胞的

生长与增殖[16]。本研究中维生素K2呈剂量依赖性抑

制HepG2细胞的增殖。维生素K2可预防病毒性肝炎

向肝癌的转变，并且可作为谷氨酰羧化酶的关键辅

助因子辅助治疗肝癌[17,18]。体外实验表明，维生素K2

可极大抑制转移潜能较高的肝癌细胞，可明显抑制

肝癌细胞的黏附和体外迁移，且呈剂量依赖性[19]。

本研究中维生素K2可剂量依赖性增加HepG2细
胞的凋亡指数。维生素K2还可使肝癌细胞G1期停

滞，并出现凋亡，维生素K2处理HepG2后，cyclin 
D1和CDK4蛋白表达均显著下调[20]。维生素K2对肝

细胞癌的抑制机制尚未明确，其可能是通过促进正

常凝血酶原RNA的表达增加血液内正常凝血酶原的

比例，从而降低肝癌细胞的黏附性，抑制肿瘤微血

管的形成，降低肝癌细胞的侵袭与浸润能力。研究

表明，维生素K2能够抑制人肝癌细胞株MHCC97H
的侵袭与黏附，当维生素K2浓度升高时，其抑制率

也升高[21]。本研究中维生素K2在1～20 μmol/L浓度

范围可显著抑制HepG2细胞的穿透能力，且呈剂量

依赖关系，提示维生素K2能抑制肝癌微血管形成，

抑制肝癌细胞的浸润与转移。也有研究表明维生素

K2对细胞周期具有调节作用，可使多种肿瘤细胞的

生命周期停滞[22]。

HDGF是从肝癌细胞株培养液中分离出的一种

具有细胞增殖活性的肽类物质，存在于多种正常组

织及恶性肿瘤中，对细胞凋亡、细胞增殖、胚胎发

育和血管生成等生物学行为具有重要作用。肝癌组

织中HDGF的表达水平是肝癌的独立预后指标，与

肿瘤的分化程度密切相关，其在肝癌组织中的水平

显著高于邻近的正常肝组织[23,24]。有研究表明维生

素K2可作用于HDGF基因启动子区-1～-150位点，

使HDGF在启动区表达下调[25,26]。本研究表明，维

生素K2呈剂量依赖性抑制HDGF mRNA与蛋白的表

达，提示维生素K2可通过抑制HDGF基因与蛋白的

表达水平而抑制肝癌细胞的生长。

综上，维生素K2可抑制大鼠肝癌HepG2细胞的

增殖、侵袭和凋亡，其作用机制可能与抑制HDGF
基因及蛋白表达有关。
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本刊要求来稿中的每张照（图）片均应有必要的图题及说明性文字标注于图的下方，并在注释中标明图中使用的全部

非公知公用的缩写；图中箭头标注应有文字说明。大体标本照片在图内应有尺度标记，病理照片要求注明特殊染色方法和

高、中、低倍数。照片要求有良好的清晰度和对比度，并在背面标明图号、作者姓名及图的上下方向。说明文字应简短，

不应超过50字，所有的图在文中相应部分应提及。电子图片采用jpg格式，分辨率不低于300像素/英寸，并应经过剪切后充

分显示关键部分。

动态图像：分别按其在正文中出现的先后次序连续编码，文中应标记为“动态图×”。视频资料要求图像清晰稳定，

剪接顺畅，保持可能获得的最高清晰度模式，视频文件采用AVI格式，大小在5M以内。 每个文件名均应与文中的名称相

符，如“动态图×”。
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