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[摘  要]  目的：探究银杏内酯B（GKB）调控蛋白激酶R样内质网激酶（PERK）/转录激活子4（ATF4）/C/EBP同源蛋白（CHOP）

信号通路对肝癌细胞增殖、迁移、凋亡和上皮间质转化（EMT）的影响。方法：将人肝癌细胞MHCC-97H随机分为对照组、GKB

组、GSK2656157（PERK抑制剂）组和GKB + GSK2656157组，以GKB和GSK2656157分别干预后，采用MTT法和EdU染色检测

各组细胞的增殖活性及增殖率，划痕愈合实验、流式细胞术分别检测各组细胞的迁移及凋亡水平，WB法检测各组细胞中EMT和

PERK/ATF4/CHOP信号通路相关蛋白的表达水平。构建MHCC-97H细胞裸鼠移植瘤模型，以同法分组及药物干预后测定各组

移植瘤体积，采用免疫组化、TUNEL染色分别检测各组肿瘤细胞增殖、凋亡水平，WB法检测各组移植瘤组织中EMT和PERK/

ATF4/CHOP信号通路相关蛋白的表达水平。结果：与对照组比较，GKB组细胞活性、增殖率、迁移率、移植瘤体积、Ki-67阳性细

胞率、MMP2、N-cadherin与MMP9蛋白表达均显著降低（均 P < 0.05），细胞凋亡率、TUNEL 阳性细胞率、p-PERK/PERK与

E-cadherin、ATF4、CHOP蛋白表达均显著升高（均P < 0.05）；GSK2656157组各指标变化与GKB组相反（均P < 0.05）。与GKB组

比较，GKB + GSK2656157组细胞活性、增殖率、迁移率、移植瘤体积、Ki-67阳性细胞率、MMP2、N-cadherin与MMP9蛋白表达均

显著升高（均P < 0.05），细胞凋亡率、TUNEL 阳性细胞率、p-PERK/PERK 与 E-cadherin、ATF4、CHOP 蛋白表达均显著降低（均

P < 0.05）。结论：GKB可通过激活PERK/ATF4/CHOP信号通路抑制肝癌MHCC-97H细胞增殖、迁移和EMT并促进其凋亡。
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[Abstract]  Objective: To investigate the effects of ginkgolide B (GKB) on the proliferation, migration, apoptosis, and epithelial- 

mesenchymal transition (EMT) of liver cancer cells by regulating the protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase (PERK)/

activating transcription factor 4 (ATF4)/C/EBP homologous protein (CHOP) signaling pathway. Methods: Human liver cancer cells 

MHCC-97H were randomly assigned into the control group, the GKB group, the GSK2656157 (PERK inhibitors) group, and the GKB + 

GSK2656157 group. After intervention with GKB and PERK inhibitors GSK2656157 on different groups, MTT assay and EdU staining 

were used to detect the proliferation activity and proliferation rate of cells in each group. Scratch assay and flow cytometry were used to 

detect the migration and apoptosis of cells in each group, respectively. Western blotting (WB) was used to detect the expression levels 

of EMT and PERK/ATF4/CHOP signaling pathway related proteins in each group. The MHCC-97H nude mouse transplant tumor 

model was constructed, and the tumor volumes of each group were measured after grouping and drug intervention. 

Immunohistochemistry and TUNEL staining were used to detect the proliferation and apoptosis of tumor cells in each group. In 

addition, WB was used to detect the expression levels of EMT and PERK/ATF4/CHOP signaling pathway related proteins in transplant 
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tumor tissues of each group. Results: Compared with those in the control group, the cell activity, proliferation rate, migration rate, 

tumor volume, Ki-67 positive cell ratio, and relative expressions of MMP2, N-cadherin, and MMP9 proteins decreased significantly in 

the GKB group (all P < 0.05), while the apoptosis rate, TUNEL positive cell ratio, and the expressions of p-PERK/PERK, E-cadherin, 

ATF4, and CHOP proteins increased significantly (all P < 0.05). The changes in various indicators in the GSK2656157 group were the 

opposite of those in the GKB group (all P < 0.05). Compared with those in the GKB group, the cell activity, proliferation rate, migration 

rate, tumor volume, Ki-67 positive cell ratio, and expressions of MMP2, N-cadherin, and MMP9 proteins increased significantly in the 

GKB + GSK2656157 group (all P < 0.05), while the apoptosis rate, TUNEL positive cell ratio, and the expressions of p-PERK/PERK, 

E-cadherin, ATF4, and CHOP proteins reduced significantly (all P < 0.05). Conclusion: GKB can inhibit the proliferation, migration, 

and EMT of liver cancer MHCC-97H cells and promote their apoptosis by activating the PERK/ATF4/CHOP signaling pathway.

[Key words]  ginkgolide B (GKB); protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase (PERK)/activating transcription factor 4 

(ATF4)/C/EBP homologous protein (CHOP) pathway; liver cancer; proliferation; migration; apoptosis; epithelial-mesenchymal 

transition (EMT)

[Chin J Cancer Biother, 2026, 33(1): 51-58. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2026.01.007]

肝癌是最常见的肝脏恶性肿瘤之一，因早期常

无症状，导致难以及时确诊治疗，患者病死率高，预

后较差，对人民生命安全构成极大威胁[1-2]。银杏内

酯B（ginkgolide B, GKB）是一种天然二萜类化合物，

具有明显的抗肿瘤活性：其可显著抑制人膀胱癌和

食管癌细胞的增殖并诱导细胞凋亡[3-4]，还能通过抑

制血小板活化，降低血小板黏附能力及其对肿瘤细

胞迁移的促进作用[5]。蛋白激酶R样内质网激酶/转

录激活子 4/C/EBP同源蛋白（PERK/ATF4/CHOP）是

重要的内质网应激调控信号，刺激其激活可诱导非

小细胞肺癌细胞凋亡并降低其细胞活性[6]，能在体内

外抑制乳腺癌细胞增殖活力[7]，诱导抗辐射肝癌细胞

凋亡和内质网应激并抑制上皮间质转化（epithelial-

mesenchymal transition, EMT）[8]，由此可知，PERK/

ATF4/CHOP是肝癌的潜在治疗靶标。本研究通过体

外培养人肝癌MHCC-97H细胞并构建其裸鼠移植

瘤模型 ，基于 PERK/ATF4/CHOP 信号通路探究

GKB 对肝癌细胞增殖、迁移、凋亡和 EMT 的影

响，旨在为肝癌临床治疗提供新的理论依据与潜在

治疗靶点。

1  材料与方法

1.1  细胞、实验动物及主要试剂

人肝癌细胞MHCC-97H（货号 IM-H045）、Hep3B

（货号 IM-H367）、HepG2（货号 IM-H038）均购自厦门

逸漠生物科技有限公司，正常人肝细胞 L02（货号

TW34729）购自上海通蔚实业有限公司。

SPF级、6周龄、体质量（20 ± 1）g 的BALB/c-nu

雄性裸鼠购自南通大学[生产许可证号：SCXK（苏）

2023-0021]，饲养于南通大学实验动物中心[使用许

可证号：SYXK（苏）2022-0046]，室温（23 ± 2）℃，相对

湿度（60 ± 5）%，光照周期12 h光/12 h暗循环。本研

究符合南通大学实验动物伦理委员会的审批要求

（伦理批号：S20240412-001）。

GKB（对照品，批号 E-0008，HPLC 纯度≥ 98%）

购自上海同田生物技术有限公司，PERK 抑制剂

GSK2656157（批号 V0060，纯度≥ 98%）购自美国

InvivoChem公司，MTT检测试剂盒（货号ab211091）、

Hoechst 33342试剂（货号 ab228551）、EdU检测试剂

盒（货号 ab219801）、TUNEL检测试剂盒-辣根过氧化

物酶（HRP）-DAB（货号 ab206386）、Annexin Ⅴ-FITC

凋亡检测试剂盒（货号 ab14085）、兔抗人MMP2（货

号ab92536）、N-cadherin（货号ab76011）、MMP9（货号

ab137867）、β -actin（ 货 号 ab8227）、PERK（货号

ab229912）、E-cadherin（货号 ab227639）、ATF4（货号

ab270980）与CHOP（货号 ab11419）一抗HRP-驴抗兔

二抗（货号 ab6721）、Alexa Fluor®-488山羊抗兔二抗

（货号 ab150077）均购自英国 Abcam 公司，兔抗人

p-PERK（货号AP328）一抗购自上海碧云天生物技术

有限公司，兔SP免疫组化试剂盒（货号SP0021）购自

北京索莱宝科技有限公司。

1.2  细胞培养

肝癌 MHCC-97H、Hep3B、HepG2 细胞及 L02 细

胞于 39 ℃温水浴内快速解冻后在 DMEM 培养基

（89% DMEM + 10%胎牛血清 + 1%青链霉素）中培

养。培养条件：气相 95%空气 + 5%CO2、温度 37 ℃、

湿度95%，传代比例：1∶2~1∶3，每2 d换液1次。

1.3  MTT法筛选GKB的最佳作用浓度

将传代 2 次的 MHCC-97H、Hep3B、HepG2 与

L02 细胞接种在96 孔板，均用 0、25、50、100、200、

300 mg/L GKB 处理细胞 24 h 及 48 h[9]，以 0 mg/L 

GKB处理组为对照组，同时设置不接种细胞（只加入

等量培养基）的空白对照组，以 10 µL/孔的量添加

MTT工作液，处理 2 h后用DMSO溶解结晶体，置于

酶标仪内振荡混匀后，在波长 490 nm处测定细胞的

光密度（D）值，分析获取各组细胞的活性。细胞活

性 =（GKB处理组D值 - 空白对照组D值）/（对照组

D值 - 空白对照组D值） × 100%。
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1.4  细胞分组与药物干预

将传代 2 次的 MHCC-97H 细胞接种在 24 孔板

中，分为4组（6孔/组）：对照组（未处理细胞）、GKB组

（100 mg/L GKB 处理）、 GSK2656157 组（1 μmol/L 

GSK2656157处理）[7]、GKB + GSK2656157组（100 mg/L 

GKB + 1 μmol/L GSK2656157处理）。各组细胞均干

预48 h后进行后续功能实验。

1.5  MTT法和EdU染色检测MHCC-97H细胞的增

殖能力

MTT法：将传代 2次的MHCC-97H细胞接种在

96孔板中，接种密度约为 1 × 103个/孔，按“1.4”中方

法分组干预后以 10 µL/孔的量添加MTT工作液，以

“1.3”中MTT法检测各组细胞活性。

EdU染色：取各组对数生长期MHCC-97H细胞，

加入 10 μmol/L EdU 试剂作用 2.5 h，弃培养基后用

4%多聚甲醛固定2 h，按EdU检测试剂盒操作说明行

EdU 染色 ，在 Hoechst 33342 溶液中染细胞核 10 

min，洗涤细胞后，于荧光显微镜下观察、拍照、计数

细胞，按照公式“细胞增殖率 = 细胞EdU阳性数/细胞

总数 × 100%”计算各组细胞增殖率。

1.6  划痕愈合实验检测MHCC-97H细胞的迁移能力

选取各组对数生长期MHCC-97H细胞，消化后制

为单细胞悬液，以5 × 105 个/mL 的密度接种在 24孔

板中，待细胞贴壁后划痕，镜下观察、拍照、定量划痕面

积（记为S0 h），将各组细胞培养24 h后再次镜下观察、拍

照、定量划痕面积（记为S24 h），按照公式“细胞迁移率 = 

（S0 h - S24 h）/S0 h × 100%”计算各组细胞迁移率。

1.7  流式细胞术检测MHCC-97H细胞的凋亡水平

选取各组对数生长期MHCC-97H细胞，消化后

制为单细胞悬液，以 5 × 105 个 /mL 的密度分别滴

加 5 μL Annexin Ⅴ-FITC和2.5 μL PI，避光处理 15 min

后清洗细胞，上流式细胞仪检测各组细胞的凋亡水

平，采用Flow Jo软件分析各组细胞凋亡率。

1.8  WB 法检测 MHCC-97H 细胞 EMT 和 PERK/

ATF4/CHOP通路相关蛋白的表达水平

选取各组对数生长期MHCC-97H细胞，用RIPA

裂解液裂解细胞并提取总蛋白，用BCA法测定蛋白

浓度后进行煮沸变性。每组取等量蛋白，以 20 µg/孔

上样、电泳（120 V、2 h）与全湿电转（100 V、1.5 h），

分离转印后的蛋白进行封闭后 ，依次在 MMP2

（1∶2 000）、N-cadherin（1∶1 000）、MMP9（1∶1 000）、

β-actin（1∶2 000）、p-PERK（1∶2 000）、PERK（1∶1 000）、

E-cadherin（ 1∶2 000）、ATF4（ 1∶1 000）、CHOP

（1∶2 000）、β-actin（1∶2000）一抗中 4 ℃处理过夜。清

洗后，在山羊抗兔二抗（1∶1 000）中 37 ℃下处理 3 h。

采用化学发光法对各组蛋白进行显色，然后拍摄其

图像，运用 ImageJ 软件定量蛋白灰度值，按照公式

“蛋白相对表达 = 检测蛋白灰度值/β-actin蛋白灰

度值”计算各组蛋白相对表达水平。

1.9  MHCC-97H细胞裸鼠移植瘤模型的制备、分组

与药物干预

取传代2次的MHCC-97H细胞用PBS制为单细胞

悬液，以3 × 106个（悬浮在0.2 mL PBS内）的量接种至

裸鼠右前肢皮下，以构建移植瘤模型[10]。待皮下瘤体长

至50~100 mm3时，表示MHCC-97H裸鼠移植瘤模型造

模成功。将24只造模成功的裸鼠随机分为对照组、GKB

组、GSK2656157组、GKB + GSK2656157组，每组6只。

裸鼠造模成功后进行药物干预，GKB组裸鼠给

予 40 mg/kg GKB灌胃干预[9]，GSK2656157组裸鼠给

予 100 mg/kg GSK2656157 灌 胃 干 预[11]，GKB + 

GSK2656157 组裸鼠给予40 mg/kg GKB和100 mg/kg 

GSK2656157联合灌胃干预，药物均溶于生理盐水且

干预体积均为 10 mL/kg，GKB 每天干预 1 次 ，

GSK2656157每周干预2次，对照组裸鼠给予 10 mL/kg

生理盐水灌胃干预，持续干预2周。

1.10  移植瘤体积的测定、标本采集及处理

药物干预14 d后，将各组裸鼠安乐死，剥离皮下

移植瘤并拍照，测量最长径（长度）和最短径（宽度），

按照公式“长度 × 宽度 2/2”计算移植瘤体积。

冰上剪取约270 mg新鲜移植瘤组织，置于RIPA

裂解液内 0 ℃下匀浆提取总蛋白，采用BCA法测定

蛋白浓度，将蛋白样品液存在-80 ℃。剩余移植瘤组

织以OCT包埋剂完全浸没，液氮速冻成块后。修整

后进行冰冻切片，切成5 µm厚片备用。

1.11  免疫组化与 TUNEL 染色检测 MHCC-97H 细

胞的增殖与凋亡水平

免疫组化染色：以3%H2O2清除组织切片中内源性

过氧化物酶，在5%山羊血清中室温封闭120 min，滴加

Ki-67一抗（1∶100）4 ℃下处理12 h。按兔SP试剂盒说

明书步骤进行免疫组化染色。洗涤切片后，显微镜下

观察、拍照、计数Ki-67阳性细胞与总肿瘤细胞，依据公

式“Ki-67阳性细胞率 = Ki-67阳性细胞数/总肿瘤细胞

数 × 100%”计算各组Ki-67阳性细胞率。

TUNEL 染色：固定后的移植瘤组织切片后，按

TUNEL检测试剂盒操作说明行TUNEL染色，洗涤后

用苏木精染细胞核后，再次洗涤后在显微镜下观察、

拍照、计数凋亡细胞，按照公式“TUNEL 阳性细胞

率 = TUNEL阳性细胞数/总肿瘤细胞数 × 100%”计

算各组TUNEL阳性细胞率。

1.12  WB法检测移植瘤组织中EMT和PERK/ATF4/

CHOP通路相关蛋白的表达水平

取存在-80 ℃的肿瘤组织蛋白样品液，以WB法
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检测各组移植瘤组织中 EMT 和 PERK/ATF4/CHOP

信号通路相关蛋白的表达水平，其实验方法同“1.8”。

1.13  统计学处理

以上主要实验均独立重复 3次。采用SPSS26.0

软件对实验数据进行统计分析。符合正态分布的计

量数据以 x̄ ± s 表示，多组间比较采用单因素方差分

析，组间比较用LSD-t检验。以P < 0.05表示差异有

统计学意义。

2  结  果

2.1  GKB抑制MHCC-97H细胞活性

MTT法检测结果（图 1）显示，与 0 mg/L GKB比

较 ，25、50、100、200、300 mg/L GKB 处理 MHCC-

97H、Hep3B、HepG2细胞活性均随GKB浓度的升高

而逐渐降低（均P < 0.05），而对L02细胞活性无明显

影响（均P > 0.05）。MHCC-97H细胞对GKB较为敏

感，且其 GKB 干预 24 h 时半数抑制浓度（IC50）为

151.32 mg/L，干预 48 h 时 IC50为 97.14 mg/L 且接近

100 mg/L，后续实验选择 MHCC-97H 细胞 ，并以

100 mg/L GKB干预48 h。

A：24 h时细胞活性；B：48 h时细胞活性。与0 mg/L GKB比较，*P < 0.05。

图1  MTT法检测不同浓度GKB对肝癌细胞与L02细胞活性的影响

2.2  GKB抑制MHCC-97H细胞的增殖、迁移能力并

诱导其凋亡

MTT法（图2）、EdU染色（图3A）、划痕愈合实验（图

3B）、流式细胞术（图 3C）检测结果显示，与对照组比

较，GKB组细胞活性、增殖率、迁移率均显著降低（均

P < 0.05），凋亡率显著升高（P < 0.05）；GSK2656157组

细胞活性、增殖率、迁移率均显著升高（均P < 0.05），凋

亡率显著降低（P < 0.05）。与 GKB 组相比，GKB + 

GSK2656157组细胞活性、增殖率、迁移率均显著升高

（均P < 0.05），凋亡率显著降低（P < 0.05）。结果表明，

GKB可显著抑制细胞活性、增殖与迁移并促进凋亡，而

GSK2656157则呈现相反作用；两者联用后，GSK2656157

能够逆转GKB的抑制效应。

2.3  GKB抑制MHCC-97H细胞EMT进程

WB法检测结果（图4A）：与对照组比较，GKB组细

胞中MMP2、N-cadherin、MMP9蛋白表达均显著降低（均

P < 0.05），E-cadherin蛋白表达显著升高（P < 0.05）；

GSK2656157组细胞中MMP2、N-cadherin、MMP9蛋白表

达均显著升高（均P < 0.05），E-cadherin 蛋白表达显著降

低（P < 0.05）。与GKB组比较，GKB + GSK2656157组细

胞中MMP2、N-cadherin、MMP9蛋白表达均显著升高（均

P < 0.05），E-cadherin蛋白表达显著降低（P < 0.05）。结

果表明，GKB抑制MHCC-97H细胞EMT相关蛋白的表

达并上调E-cadherin，而GSK2656157则可逆转此效应。

与对照组比较，*P < 0.05；与GKB组相比，△P < 0.05。

图2  各组MHCC-97H细胞活性

2.4  GKB 激活 MHCC-97H 细胞 PERK/ATF4/CHOP

信号通路

WB 法检测结果（图 4B）显示，与对照组比较，

GKB组细胞中p-PERK/PERK与ATF4、CHOP蛋白表

达均显著升高（均P < 0.05）；GSK2656157组细胞中

p-PERK/PERK与ATF4、CHOP蛋白表达显著降低（均

P < 0.05）。与 GKB 组比较，GKB + GSK2656157 组

细胞中 p-PERK/PERK与ATF4、CHOP蛋白表达均显

著降低（均 P < 0.05）。结果表明，GKB可激活MHCC-

97H细胞PERK/ATF4/CHOP信号通路，而GSK2656157

则可逆转此效应。
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A：EdU染色检测细胞增殖率；B：划痕愈合实验检测细胞迁移率（× 200）；C：流式细胞术检测细胞凋亡率。与对照组比较，
*P < 0.05；与GKB组相比，△P < 0.05。

图3  GKB及GSK2656157对MHCC-97H细胞增殖、迁移及凋亡的影响

A：EMT相关蛋白的表达；B：PERK/ATF4/CHOP信号通路相关蛋白表达。与对照组比较，*P < 0.05；与GKB组比较，△P < 0.05。

图4  WB法检测MHCC-97H细胞EMT及PERK/ATF4/CHOP信号通路相关蛋白的表达

2.5  GKB抑制MHCC-97H裸鼠移植瘤生长、增殖并

促进凋亡

成功建成 MHCC-97H 细胞裸鼠移植瘤模型

（图 5）。与对照组比较，GKB组移植瘤体积与Ki-67

阳性细胞率均显著降低（均P < 0.05），TUNEL阳性细

胞率显著升高（P < 0.05）；GSK2656157 组移植瘤体

积与 Ki-67 阳性细胞率均显著升高（均 P < 0.05），

TUNEL阳性细胞率显著降低（P < 0.05）；与GKB组

比较，GKB + GSK2656157组移植瘤体积与Ki-67阳

性细胞率显著升高（均P < 0.05），TUNEL阳性细胞率

显著降低（P < 0.05）。结果表明，GKB可显著抑制裸

鼠移植瘤生长与肿瘤细胞增殖并促进细胞凋亡，而

GSK2656157 则呈现相反作用。两者联用后 ，

GSK2656157能够逆转GKB的抑制效应。

2.6  GKB抑制MHCC-97H裸鼠移植瘤EMT进程

WB法检测结果（图6A）显示，与对照组比较，GKB

组移植瘤组织中MMP2、N-cadherin和MMP9蛋白表达

均显著降低（均P < 0.05），E-cadherin蛋白表达显著升

高（P < 0.05）；GSK2656157 组移植瘤组织中MMP2、

N-cadherin 和MMP9蛋白表达均显著升高（均P < 0.05），

E-cadherin 蛋白表达显著降低（P < 0.05）。与GKB组比较，

GKB + GSK2656157组移植瘤组织中MMP2、N-cadherin

和MMP9蛋白表达均显著升高（均P < 0.05），E-cadherin

蛋白表达显著降低（P < 0.05）。结果表明，GKB 显著

抑制裸鼠移植瘤组织 EMT 相关蛋白的表达并上调

E-cadherin，而GSK2656157则可逆转此效应。
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A：移植瘤的大小及体积；B：免疫组化染色检测移植瘤组织中肿瘤细胞增殖情况；C：TUNEL染色检测移植瘤组织中肿瘤细胞凋

亡情况。与对照组比较，*P < 0.05；与GKB组比较，△P < 0.05。

图5  GKB对MHCC-97H细胞移植瘤生长与肿瘤细胞增殖及凋亡的影响

2.7  GKB激活MHCC-97H裸鼠移植瘤PERK/ATF4/

CHOP信号通路

WB 法检测结果（图 6B）显示，与对照组比较，

GKB组移植瘤组织中p-PERK/PERK与ATF4、CHOP

蛋白表达均显著升高（均P < 0.05）；GSK2656157组

移植瘤组织中p-PERK/PERK与ATF4、CHOP蛋白表达

均显著降低（均 P < 0.05）。与 GKB 组比较，GKB + 

GSK2656157组移植瘤组织中p-PERK/PERK与ATF4、

CHOP 蛋白表达均显著降低（均 P < 0.05）。结果表

明，GKB可激活裸鼠移植瘤组织 PERK/ATF4/CHOP

信号通路，而GSK2656157则可逆转此效应。

A：EMT相关蛋白的表达水平；B：PERK/ATF4/CHOP信号通路相关蛋白表达水平。与对照组比较，*P < 0.05；与GKB组比较，△P < 0.05。

图6  WB法检测裸鼠移植瘤组织EMT及PERK/ATF4/CHOP信号通路相关蛋白表达
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3  讨  论

手术干预是肝癌的常见治疗手段，辅助全身化

疗、分子靶向治疗、免疫治疗等可提升患者生存率，

但因药物毒副作用与耐药性、肿瘤复发与转移等问

题的存在，很多患者治疗效果难以达到预期，因此亟

待探寻新的治疗方案[12-13]。近期研究表明，中草药及

其单体在肝癌的治疗中得到越来越多的应用[14]，GKB

是银杏叶中含有的一类重要活性成分，作为迄今发

现的最强血小板活化因子拮抗剂，其可通过抑制血

小板活化因子受体增强口腔鳞状细胞癌的顺铂敏感

性、促进细胞凋亡[15]，并可通过抑制细胞增殖、迁移、

侵袭与诱导细胞凋亡而抑制人肺癌和结肠癌细胞的

恶性生物学行为[16-17]，但GKB对肝癌的作用机制目前

仍未阐明。本研究结果显示，GKB 可降低 MHCC-

97H细胞活性、增殖率、迁移率并提高细胞凋亡率，表

明GKB可抑制肝癌细胞体外增殖与迁移并诱导细胞

凋亡；移植瘤裸鼠实验证实GKB可抑制肝癌细胞的

体内增殖并促进细胞凋亡，进而抑制肝癌裸鼠移植

瘤生长；体内外WB法实验结果显示GKB可在体内

外抑制肝癌细胞EMT进程。此外，GKB在一定浓度

范围内对正常肝细胞无毒性。与前人研究相比，本

研究证实了GKB可抑制肝癌细胞增殖、迁移、EMT

和体内肿瘤生长，促进其凋亡，最终对肝癌细胞起到

显著抗癌功效，且较为安全。

PERK是一种位于内质网膜的Ⅰ型穿膜蛋白激

酶，主要与氧化应激、自噬、蛋白质折叠、氨基酸合成

和细胞分化有关，在肿瘤进展过程中PERK被磷酸化

激活，通过精细的调控机制特异性增强转录因子

ATF4过表达，进而促进CHOP蛋白的上调，并可通过

激活内质网应激促进癌细胞凋亡[6-7]。PERK/ATF4/

CHOP信号通路可通过调控内质网应激与细胞凋亡

而介导恶性肿瘤发生发展过程，提高该信号通路蛋

白表达可抑制肺癌移植瘤小鼠肿瘤生长[18]，并可通过

阻碍肝细胞癌细胞的增殖、迁移和侵袭而抑制其恶

性进展[19]，激活 PERK/ATF4/CHOP 信号转导可显著

促进肝细胞癌凋亡与内质网应激，降低细胞的增殖

和迁移能力[20]。为了探究PERK/ATF4/CHOP信号通

路在GKB的抗肝癌过程中的作用，本文通过WB法

实验对此进行了探讨，结果显示，GKB可在体内外增

强 PERK 磷酸化与 E-cadherin、ATF4、CHOP 蛋白表

达，表明PERK/ATF4/CHOP信号通路参与介导GKB

对肝癌细胞的抗肿瘤作用，而使用 PERK 抑制剂

GSK2656157在体内外抑制 PERK/ATF4/CHOP信号

通路激活，可起到与GKB相反的促癌作用。拯救实

验结果显示，以GKB和PERK抑制剂GSK2656157联

合干预 MHCC-97H 细胞与其移植瘤裸鼠，可减弱

GKB单独干预对肝癌细胞体内外增殖、EMT与体内

肿瘤生长的抑制作用，拮抗其对肝癌细胞体外迁移

能力的降低作用，消除其对肝癌细胞体内外凋亡的

促进作用，最终表明GSK2656157可降低GKB对肝

癌细胞的抗癌功效。与前人研究相比，本研究证实

了 GKB 是通过激活 PERK 信号而抑制肝癌细胞增

殖、迁移和EMT并促进其凋亡的。本研究尚存在一

定局限性，首先是GKB调控PERK/ATF4/CHOP信号

通路的前期依据、具体机制本文尚未涉及，需要后续

进行高通量筛选、生信分析或网络药理学与分子对

接实验进行深入探索；另外，PERK信号通路的下游

调控机制尚未阐明，还需通过基因干扰进行拯救实

验来进一步验证。

综上所述，GKB可抑制肝癌细胞的体内增殖与

EMT进程，延缓肝癌细胞裸鼠移植瘤生长，降低肝癌

细胞迁移能力并诱导其凋亡，激活 PERK/ATF4/

CHOP信号通路可能是GKB对肝癌细胞起到以上抗

肿瘤作用的药理机制之一。本研究证实了GKB对肝

癌具有治疗潜力，为其在肝癌临床治疗中的研发应

用提供了理论基础。
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