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索拉非尼诱导ＨｅｐＧ２细胞凋亡过程中 Ｍｃｌ１与ｂＦＧＦ２的表达及意义
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　　摘　要：目的　观察索拉非尼体外诱导人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的凋亡效应，以及对髓样细胞白血病１蛋白质（Ｍｃｌ１）及人碱性成

纤维细胞生长因子２（ｂＦＧＦ２）的表达的影响。方法　采用不同浓度梯度的索拉非尼作用于人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２，ＣＣＫ８试剂盒

测定细胞杀伤效应，流式细胞术检测肝癌细胞凋亡率，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定 Ｍｃｌ１表达，ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养液中ｂＦＧＦ２

的水平。结果　与对照组相比，索拉非尼能诱导人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２凋亡，呈一定的浓度时间效应（犘＜０．０５），Ｍｃｌ１及ｂＦＧＦ２

表达均减少。结论　索拉非尼可抑制人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２增殖，诱导其凋亡，Ｍｃｌ１及ｂＦＧＦ２可能在肝癌细胞的增殖分化中起

着重要的作用。
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　　索拉非尼是世界上第一个新型多靶向性的抗肿瘤的口服

药物，绝大部分患者对其应答效果好，症状缓解率高，不良反应

小［１］。本实验进一步验证索拉非尼在体外引起肝癌细胞凋亡，

并测定 Ｍｃｌ１及ｂＦＧＦ２的表达，探讨髓样细胞白血病１蛋白

质（Ｍｃｌ１）、人碱性成纤维细胞生长因子２（ｂＦＧＦ２）在肝癌细

胞凋亡过程中表达变化的意义。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　索拉菲尼购于德国拜耳制药（每粒

２００ｍｇ），ＣＣＫ８试剂盒购于江苏碧云天生物技术研究所，

ＡｎｎｅｘｉｎＶＥＧＦＰ凋亡试剂盒购于上海贝博生物公司，人ｂＦ

ＧＦ２ＥＬＩＳＡ试剂盒购于武汉博士德生物公司，鼠抗人 Ｍｃｌ１

多克隆抗体购于美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ，人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２保存

于重庆医科大学肝病研究所。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２细胞培养于１０％灭

活小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中（含有１％的双抗），置于

３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中培养。细胞为贴壁生长，每１～２天换

液，２～３ｄ传代，取对数生长期细胞用于实验。

１．２．２　索拉菲尼溶液的制备　用少量１００％的二甲亚砜

（ＤＭＳＯ）完全溶解索拉菲尼，用１６４０培养基稀释到所需浓度

备用，使ＤＭＳＯ的最终浓度低于０．５％。

１．２．３　ＣＣＫ８试剂盒检测药物对肿瘤细胞增殖的影响　将

对数生长期细胞常规消化后按５×１０３／孔接种于９６孔板，培

养１２ｈ后加入药物。实验分组及相关浓度参照文献［２］定为

索拉菲尼１．５、３．０、６．０μｍｏｌ／Ｌ组，每组设３个复孔，另设对照

组。每孔所加不同浓度药物对应的量均为２０μＬ，加入培养基

使每孔的最终体积为２００μＬ。分别作用２４、３６、４８、６０、７２ｈ后

每孔加入２０μＬＣＣＫ８，３７℃下作用１ｈ，酶标仪测定各孔在

４５０ｎｍ处的吸光度值（Ａ４５０）。细胞生存率（％）＝处理组 Ａ

值／对照组Ａ值×１００％。
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１．２．４　流式细胞仪分析法测定细胞凋亡　以５×１０
４／孔接种

ＨｅｐＧ２细胞于６孔板，待细胞贴壁后加入处理因素，６０ｈ后收

集细胞，离心５ｍｉｎ，去掉上清液，冷ＰＢＳ轻柔冲洗１次，加入

４００μＬ缓冲液，加入１０μＬ的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ，避光于孵箱中孵化

５ｍｉｎ，再加入５μＬ的ＰＩ继续孵化１０ｍｉｎ，上机检测。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测细胞培养液中的ｂＦＧＦ２表达情况　改用

高糖无血清ＤＭＥＭ培养基培养细胞，于细胞对数期加入相应

处理因素，继续培养６０ｈ后提取各组细胞培养液。按照试剂

盒说明依次操作，终止反应后，酶标仪测定 Ａ４５０，绘制ｂＦＧＦ２

浓度水平标准曲线。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中 Ｍｃｌ１的表达情况　取对

数生长期细胞加入处理因素，６０ｈ后消化细胞，４ ℃、１０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集细胞，加入细胞裂解液冰上裂解２５ｍｉｎ，

提取总蛋白质，ＢＣＡ比色法测定蛋白浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

（每孔上样２５μＬ）后经转膜封闭１ｈ，４℃一抗孵育过夜，在摇

床上洗膜３到４次，加二抗常温孵育１ｈ，再次洗膜３次后用

ＥＣＬ发光法显示成像。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，采用单因素方差分析：两两比较，假定方

差齐性ＬＳＤ（Ｌ），以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＣＫ８检测肝癌细胞抑制率结果　与对照组抑制率相

比，索拉非尼各浓度组（１．５、３．０、６．０μｍｏｌ／Ｌ）均能有效抑制肝

癌细胞增殖，呈一定的时间量效关系（犉＝４３８．８４１，犘＜

０．０５）。各用药组约在６０ｈ到达平台期。见图１。

图１　　细胞生长抑制曲线

图２　　对照组的流式细胞分析

２．２　流式细胞仪检测肝癌细胞凋亡结果　索拉非尼各浓度组

（由低到高）诱导细胞早期凋亡率分别为（１４．２３±３．１２）％，

（３５．２８±３．９８）％，（６０．３２±４．１１）％，对照组早期凋亡率为

（６．１２±２．３６）％。各组相比，高浓度的索拉非尼组更能诱导肝

癌细胞凋亡（犉＝１４０４．０５１，犘＜０．０５），见图２～５。

图３　　索拉菲尼１．５μｍｏｌ／Ｌ组的流式细胞分析

图４　　索拉非尼３．０μｍｏｌ／Ｌ组的流式细胞分析

图５　　索拉非尼６．０μｍｏｌ／Ｌ组的流式细胞分析

图６　　各组 Ｍｃｌ１蛋白质表达情况（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

２．３　 各 组 细 胞 培 养 液 中 ｂＦＧＦ２ 表 达 情 况 　 对 照 组

（２５２．８５±５．３２）ｐｇ／ｍＬ，索拉非尼１．５μｍｏｌ／Ｌ组（１９０．１３±

６．８８）ｐｇ／ｍＬ，索拉非尼３．０μｍｏｌ／Ｌ组（１３０．３６±４．４５）ｐｇ／

ｍＬ，索拉非尼６．０μｍｏｌ／Ｌ组（４５．３１±４．１９）ｐｇ／ｍＬ。各用药

组与对照组相比有统计学意义（犘＜０．０５），高浓度组效果优于

低浓度组（犉＝７５３４．５２３，犘＜０．０５）。
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２．４　各组 Ｍｃｌ１蛋白质表达情况　在免疫印迹带上，与对照

组相比，高浓度的索拉非尼组的 Ｍｃｌ１表达明显减少，而低浓

度的索拉非尼组的 Ｍｃｌ１减少相对较少。

３　讨　　论

本实验结果表明，索拉非尼能导致肝癌细胞凋亡，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），其机制主要是在带有致癌的Ｋｒａｓ和

ｂｒａｆ的突变体肿瘤细胞内，索拉非尼能够抑制丝裂酶原活化

蛋白激酶（ＭＡＰＫ）的传导通路，从而干扰细胞周期
［３］。同时，

它阻断Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路介导的信号传导，还可以抑制多

种受体酪氨酸激酶，包括新生血管有关的血管内皮生长因子受

体（ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＲ３）、血小板衍生生长因子受体、肿瘤生

长相关的干细胞因子受体（Ｃｋｉｔ）以及Ｆｍｓ样酪氨酸激酶３

（ＦＩｔ３）等
［４］。而新近文献报道 Ｍｃｌ１也是索拉非尼的靶点之

一，其主要作用为诱导肝癌细胞凋亡［５］。Ｍｃｌ１是Ｂ细胞淋巴

瘤／白血病２基因（ｂｃｌ２）家族的一员，它的主要作用为促进细

胞生存，抑制细胞凋亡［６］，且在肝癌组织的表达显著高于癌旁

组织，并与肿瘤大小，分级无关［７］。有学者认为ｂｃｌ２家族的高

表达也是引起肝癌对常规抗肿瘤药物易产生耐药的主要原因

之一，所以，索拉非尼下调 Ｍｃｌ１在对于多药物联合抑制肝癌

方面有着更深远的意义［８］。

ｂＦＧＦ２属于拥有广泛促细胞分裂作用的ｂＦＧＦ家族。它

们参与一系列生理过程，包括胚胎发育、细胞增殖、组织修复、

肿瘤生长和浸润［９１０］。在促进肿瘤生长方面的机制主要是由

于ｂＦＧＦ作为一种细胞有丝分裂原和促血管生成因子，可直接

作用于肿瘤细胞，使其分泌各种蛋白分解酶和胶原酶，从而促

进肿瘤转移和浸润；另外，对活动期肿瘤，它明显促进肿瘤血管

的形成，并且通过肿瘤毛细血管内皮增殖，增加肿瘤血液供应，

促进肿瘤细胞分裂［１１１２］。ｂＦＧＦＳ／ｂＦＧＦＲＳ信号转导与肿瘤发

生关系密切，多种肿瘤细胞过量表达ｂＦＧＦＲ１和ａｂＦＧＦ／ｂＦ

ＧＦ，以ｂＦＧＦＲ１和ａＦＧＦ／ｂＦＧＦ过量表达为特征的自分泌信

号环路是肿瘤恶性增生的首要条件［１３１４］。临床上，原发性肝

癌患者服用索拉非尼后，血清ｂＦＧＦ２表达明显减少
［１５］，这与

体外实验结果相吻合。

综上，索拉非尼能够诱导肝癌细胞凋亡，并伴有 Ｍｃｌ１和

ｂＦＧＦ２表达下调。结合本实验结果及相关文献，提示 Ｍｃｌ１

与ｂＦＧＦ２在肿瘤细胞的增殖、分化及凋亡过程中具有十分重

要的作用，这对进一步揭示肝癌发生机制，发现新的肝癌诊断

标志物及治疗靶点均有重要意义。
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