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肝癌组织和细胞系ＰＭＬ蛋白表达及Ａｓ２Ｏ３对其表达的调节作用
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　　摘　要：目的　观察肝癌（ＨＣＣ）组织及细胞系ＰＭＬ蛋白表达和三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）对 ＨＣＣＰＭＬ蛋白表达的调节作用。方

法　免疫组织化学法检测不同分化程度 ＨＣＣ组织ＰＭＬ蛋白表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析１２例 ＨＣＣ患者的癌组织，和 ＨｕＨ７、

ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、ＳＭＭＣ７７２１、ＭＨＣ９７Ｈ等５种 ＨＣＣ细胞系ＰＭＬ蛋白表达情况。观察低浓度Ａｓ２Ｏ３ 处理７２～９６ｈ后，ＨｕＨ７，

ＨｅｐＧ２，Ｈｅｐ３Ｂ、ＳＭＭＣ７７２１、ＭＨＣ９７Ｈ细胞ＰＭＬ蛋白表达变化。结果　免疫组织化学染色显示，ＨＣＣ组织中细胞核、细胞质

均有不同程度ＰＭＬ蛋白表达，细胞内分布不均匀。高分化、中分化和低分化 ＨＣＣ组织ＰＭＬ蛋白表达差异不明显。Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析发现１２例 ＨＣＣ组织均有不同程度ＰＭＬ蛋白表达，而且各例 ＨＣＣ的ＰＭＬ蛋白表达量不同。ＨｕＨ７、ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、

ＳＭＭＣ７７２１和 ＭＨＣ９７Ｈ等５种细胞系均表达ＰＭＬ蛋白，而且ＰＭＬ蛋白灰度相差很小。ＨｕＨ７、ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、ＳＭＭＣ７７２１、

ＭＨＣ９７Ｈ经过０．２５μｇ／ｍＬ的Ａｓ２Ｏ３ 培养７２～９６ｈ后ＰＭＬ蛋白表达明显减少，Ａｓ２Ｏ３ 可以下调肝癌细胞ＰＭＬ蛋白表达。结

论　ＨＣＣ组织和细胞系存在ＰＭＬ蛋白表达，而且Ａｓ２Ｏ３ 可以调控肝癌细胞ＰＭＬ蛋白表达，ＰＭＬ蛋白可能是 Ａｓ２Ｏ３ 治疗肝癌

的靶分子。
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　　肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是全世界常见的恶

性肿瘤之一，中国为 ＨＣＣ高发区，其发生率占世界的５０％。

ＨＣＣ不仅手术切除率低于５０％，癌肿切除后易于复发和转

移，５年存活率只有１０％～２０％
［１２］。三氧化二砷（ａｒｓｅｎｉｃｔｒｉ

ｏｘｉｄｅ，Ａｓ２Ｏ３）是剧毒中药砒霜的主要成分，２０世纪７０年代以

来，学者用Ａｓ２Ｏ３ 治疗急性早幼粒细胞白血病（ａｃｕｔｅｐｒｏｍｙｅ

ｌｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋａｅｍｉａ，ＡＰＬ）取得了世人瞩目的突破性进展。近来

应用Ａｓ２Ｏ３ 治疗实体肿瘤的实验和临床研究受到广泛重视，

２００４年国家食品药品管理局（ＳＦＤＡ）批准 Ａｓ２Ｏ３ 用于治疗晚

期 ＨＣＣ，显示出其更为广范的应用前景
［３４］。Ａｓ２Ｏ３ 是否与其

治疗ＡＰＬ的机制一样，Ａｓ２Ｏ３ 直接靶向降解 ＨＣＣ细胞ＰＭＬ

蛋白，抑制 ＨＣＣ细胞生长和杀死 ＨＣＣ细胞，仍不清楚。鉴于

目前几乎缺乏Ａｓ２Ｏ３ 治疗 ＨＣＣ可能通过干预ＰＭＬ蛋白表达

的研究，在此重点研究ＨＣＣ组织、５种ＨＣＣ细胞系ＰＭＬ蛋白

表达及Ａｓ２Ｏ３ 对 ＨＣＣ细胞系ＰＭＬ蛋白表达的调控作用，确

定Ａｓ２Ｏ３ 治疗 ＨＣＣ的分子基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨｕＨ７、ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、ＳＭＭＣ７７２１、ＭＨＣ９７Ｈ

７９８２重庆医学２０１４年８月第４３卷第２２期
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和转移的机制研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３４５２６３６７８７；Ｅｍａｉｌ：６０５３４６５５４＠ｑｑ．ｃｏｍ。



由第三军医大学西南医院肝胆科和病理科赠送，ＮＢ４细胞由

重庆医科大学生命科学研究院赠送。ＤＭＥＭ培养基和胎牛血

清为 Ｈｙｃｌｏｎｅ产品，ＲＰＭＩ１６４０培养基为ＩＶＤ产品，ＰＭＬ多

抗购自山达公司。ＨＣＣ组织取自 ＨＣＣ切除的组织标本。

１．２　ＨＣＣ细胞培养及 Ａｓ２Ｏ３ 处理　ＨｕＨ７、ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、

ＳＭＭＣ７７２１、ＭＨＣ９７Ｈ细胞在１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ 培养液，

３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的培养箱孵育，细胞汇合度达到７０％

～８０％时以０．２５％胰酶消化，收集细胞提取细胞总蛋白。对

照 ＮＢ４细胞在１０％ ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养液３７ ℃、５％

ＣＯ２、饱和湿度的培养箱孵育，收集细胞提取细胞总蛋白。

ＨＣＣ细胞长至３０％～５０％时，将ＤＭＥＭ 培养液配成终浓度

为含０．２５μｇ／ｍＬＡｓ２Ｏ３ 继续培养，细胞汇合度达到７０％～

８０％时以０．２５％胰酶消化，继续培养７２～９６ｈ，０．２５％胰酶消

化，收集细胞提取细胞总蛋白。

１．３　ＨＣＣ细胞和组织ＰＭＬ蛋白表达检测　（１）细胞总蛋白

提取：ＨＣＣ细胞常规胰酶消化制成细胞悬液，细胞数１．０×１０６

细胞，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，移入１．５ｍＬＥＰ管，ＰＢＳ洗２

次。细胞悬液离心后吸尽上清液，加入蛋白酶抑制剂的裂解液

２００μＬ，冰上裂解３０ｍｉｎ，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，上清

液移入ＥＰ管，蛋白定量后蛋白上样缓冲液稀释，煮３ｍｉｎ，置

－７０℃备用。（２）ＨＣＣ组织总蛋白提取：切取 ＨＣＣ组织（癌

肿边缘），称取１００ｍｇＨＣＣ加入预冷５００μＬ细胞裂解液，冰

上玻璃匀浆器碾磨消冰上裂解３０ｍｉｎ，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ，上清液移入ＥＰ管，蛋白定量后蛋白上样缓冲液稀释，

煮３ｍｉｎ，置－７０℃备用。（３）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＭＬ蛋白表

达：配置１０％分离胶和４％积层胶。上样量为每泳道５０μｇ，体

积２５～３０μＬ。电泳，积层胶电压８０Ｖ，分离胶电压１００～１２０

Ｖ，电泳２～３ｈ。切胶后ＰＡＤＶ膜向正极，胶在负极，将滤纸、

ＰＶＤＦ膜及凝胶整齐重叠后放在湿转槽、电流１５０ｍＡ转移９０

ｍｉｎ。取下ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉ＰＢＳ封闭，室温振摇１～２

ｈ。将封闭的膜滴加一抗按１∶１００（３％ＢＳＡ），４℃湿盒内过

夜，次日ＰＢＳ漂洗１５ｍｉｎ×１次，５ｍｉｎ×４次，二抗按１∶２５００

（３％ＢＳＡ），２５℃振摇１ｈ，ＰＢＳ漂洗１５ｍｉｎ×１次，５ｍｉｎ×４

次。混合等体积Ａ液和Ｂ液（各５００μＬ，共１ｍＬ），将显色剂

滴加到ＰＶＤＦ膜正面，开始显色记录图像。

１．４　免疫组织化学检测 ＨＣＣ组织ＰＭＬ蛋白表达　石蜡包

埋的肝组织做超薄切片，贴附于有粘胶的载玻片上，进行下列

步骤处理：（１）切片脱蜡至水，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×２次；（２）甲醇

Ｈ２Ｏ２ 处理切片室温２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；（３）枸橼酸缓

冲液微波中火５ｍｉｎ修复，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；（４）滴加ＰＭＬ

抗体，４℃过夜；（５）ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，滴加增敏剂，３７℃，３５

ｍｉｎ；（６）ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，滴加二抗，３７℃，３５ｍｉｎ；（７）ＰＢＳ

洗５ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ显色１０ｍｉｎ，镜下观察显色情况；（８）水

洗终止显色后，苏木素衬染１５～３０ｓ；（９）脱水、封片。镜下观

察照像。ＨＣＣ按高、中及低分化ＰＭＬ免疫组织化学染色。结

果判定：阴性对照不着色，ＤＡＢ染色呈棕黄色颗粒为表达

阳性。

２　结　　果

２．１　免疫组织化学染色显示 ＨＣＣ组织存在ＰＭＬ蛋白表达

　１２例肝癌组织ＰＭＬ免疫组织化学染色显示，ＨＣＣ细胞核、

细胞质均有不同程度表达，细胞质分布不均匀。高分化、中分

化和低分化 ＨＣＣ组织ＰＭＬ蛋白表达差异不明显（图１）。

　　Ａ：高分化 ＨＣＣ；Ｂ：中分化 ＨＣＣ；Ｃ：低分化 ＨＣＣ。

图１　　３种分化程度 ＨＣＣ组织ＰＭＬ蛋白表达（×２００）

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示 ＨＣＣ组织ＰＭＬ蛋白表达　既往

的研究没有分析 ＨＣＣ组织是否表达ＰＭＬ蛋白，误认为癌细

胞不表达ＰＭＬ蛋白。为了弄清楚 ＨＣＣ组织是否有ＰＭＬ蛋

白表达及ＰＭＬ表达与分化程度的关系，试验中 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测发现１２例 ＨＣＣ组织均有不同程度ＰＭＬ蛋白表达，而且

各例 ＨＣＣ的ＰＭＬ蛋白表达量不同，高分化（图２１１泳道）和

低分化程度（图２２泳道）ＨＣＣ均可以高表达ＰＭＬ蛋白（图

２）。

　　１～４：低分化 ＨＣＣ；５～８：高分化 ＨＣＣ；９～１２：中分化 ＨＣＣ。

图２　　１２例 ＨＣＣ组织ＰＭＬ蛋白表达

２．３　５种 ＨＣＣ细胞均表达ＰＭＬ蛋白　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发

现 ＨＣＣ细胞 ＨｕＨ７、ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、ＳＭＭＣ７７２１、ＭＨＣ９７Ｈ

等５种细胞系均表达ＰＭＬ蛋白，而且ＰＭＬ蛋白灰度相差不

大（图３），为了排除假阳性，选ＮＢ４细胞做阳性对照。

　　１：ＮＢ４；２：ＨｕＨ７；３：ＳＭＭＣ７７２１；４：ＨｅｐＧ２；５：Ｈｅｐ３Ｂ；６：

ＭＨＣ９７Ｈ。

图３　　５种 ＨＣＣ细胞系和ＮＢ４细胞ＰＭＬ蛋白表达

２．４　Ａｓ２Ｏ３ 降低 ＨＣＣ细胞ＰＭＬ蛋白表达　ＨｕＨ７、ＨｅｐＧ２、

Ｈｅｐ３Ｂ、ＳＭＭＣ７７２１、ＭＨＣ９７Ｈ 经过终浓度０．２５μｇ／ｍＬ的

Ａｓ２Ｏ３ 培养７２～９６ｈ后ＰＭＬ蛋白表达明显减少，显示Ａｓ２Ｏ３

可以下调 ＨＣＣ细胞ＰＭＬ蛋白表达（图４）。

　　１：Ｈｅｐ３Ｂ；２：ＨｅｐＧ２；３：ＳＭＭＣ７７２１；４：ＭＨＣ９７Ｈ；５：ＨｕＨ７（未经

Ａｓ２Ｏ３处理）；６：ＨｕＨ７。

图４　　Ａｓ２Ｏ３ 处理７２ｈ后 ＨＣＣ细胞ＰＭＬ蛋白表达

３　讨　　论

Ａｓ２Ｏ３ 是剧毒中药砒霜的主要成分，自２０世纪７０年代以

来，Ａｓ２Ｏ３ 治疗ＡＰＬ，治愈率达到９５％。Ａｓ２Ｏ３ 是致癌剂，传
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统中医长期积累经验证明也有治疗癌症的作用，中医称之为

“以毒攻毒”。研究显示，ＰＭＬ基因不仅维持造血干细胞（ｈｅｍ

ａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）稳定，而且是维持慢性白血病

（ｃｈｒｏｎｉｃ ｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋａｅｍｉａ，ＣＭＬ）ＬＩＣｓ 稳 定 所 必 需 的。

Ａｓ２Ｏ３ 可逆性降低 ＨＳＣｓ的ＰＭＬ表达，依赖 Ａｓ２Ｏ３ 的ＰＭＬ

下调是治疗 ＡＰＬ和根除ＬＩＣｓ的有效途径
［５］。ＰＭＬ缺失使

ＨＳＣｓ失去休眠状态，再次进入细胞周期，长期作用将使 ＨＳＣｓ

耗竭［６］。Ｉｔｏ等
［５］发现抑制ＰＭＬ基因可以激活ＣＭＬ患者体

内ＬＩＣｓ，使其变得容易受化疗药物攻击。ＰＭＬ蛋白表达活跃

的患者，其体内ＬＩＣｓ基本上都处于休眠状态（Ｇ０／Ｇ１ 期），抗癌

药物难以对它们发挥作用。白血病鼠去除ＰＭＬ基因后，ＬＩＣｓ

变得活跃，提示ＰＭＬ基因可维持ＬＩＣｓ稳定。白血病实验鼠

先服Ａｓ２Ｏ３，再用抗癌药物治疗，实验鼠体内ＬＩＣｓ及白血病细

胞全部消失，白血病没有复发，显示 Ａｓ２Ｏ３ 对白血病ＬＩＣｓ有

清除作用。２０１０年张小伟等研究结果显示，ＡＰＬ细胞ＰＭＬ

ＲＡＲ融合蛋白和ＰＭＬ蛋白的ＲＢＣＣ结构域锌指结构的半胱

氨酸残基与 Ａｒｓｅｎｉｃ结合，诱导 ＰＭＬ聚合，再与 ＳＵＭＯ 和

ＵＢＣ９结合增加相互作用，导致增强ＳＵＭＯ泛素化和ＰＭＬ及

ＰＭＬＲＡＲ蛋白降解，ＬＩＣｓ及 ＡＰＬ细胞被清除，首次阐明

Ａｓ２Ｏ３ 降解ＰＭＬＲＡＲ和ＰＭＬ蛋白，靶向治疗 ＡＰＬ的分子

机制［６］。研究显示，Ａｓ２Ｏ３ 与邻近半胱氨酸结合，增加活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）产生，ＲＯＳ引起ＰＭＬ分子间二

硫化合物形成，并与 Ａｒｓｅｎｉｃ直接结合，形成与核体（ｎｕｃｌｅａｒ

ｂｏｄｙｓ，ＮＢｓ）有关ＰＭＬ多聚体 ＮｕｃｌｅａｒＭａｔｒｉｘ，进而多聚体泛

素化降解，ＮＢｓ也随之解体，ＰＭＬＮＢｓ上的多种核转录因子失

去发挥功能平台，这些转录因子与细胞分化有关［７］。近期

Ｍａｒｏｕｉ等
［８］研究进一步证实 Ａｓ２Ｏ３ 主要诱导细胞核ＰＭＬ蛋

白降解，细胞核ＰＭＬＮＢｓ参与细胞增殖和分化，细胞质ＰＭＬ

Ⅶ无明显变化。

近年来国内学者用 Ａｓ２Ｏ３ 对 ＨＣＣ患者、ＨＣＣ细胞株和

其他癌进行抗肿瘤治疗，研究结果显示 Ａｓ２Ｏ３ 具有明显抑制

ＨＣＣ增殖、细胞周期阻滞和诱导癌细胞凋亡的作用。然而，对

Ａｓ２Ｏ３ 治疗 ＨＣＣ分子机制局限于抑制癌细胞增殖、诱导癌细

胞凋亡，不清楚具体分子途径。Ａｓ２Ｏ３ 治疗 ＡＰＬ时，在于 Ａｒ

ｓｅｎｉｃ直接与癌蛋白ＰＭＬＲＡＲ结合，使癌蛋白降解后ＡＰＬ细

胞及ＬＩＣｓ死亡，９５％ＡＰＬ患者治愈。Ａｓ２Ｏ３ 治疗 ＨＣＣ是否

也通过ＰＭＬ蛋白呢，无相关研究报告。目前缺乏 ＨＣＣ组织

及细胞株表达ＰＭＬ蛋白实验证据，就认为白血病细胞才可能

表达ＰＭＬ蛋白。甚至有研究者先在 ＨＣＣ细胞转染ＰＭＬ基

因，表达ＰＭＬ蛋白后，再用Ａｓ２Ｏ３ 处理 ＨＣＣ
［９］。

本组免疫组织化学检测显示，临床１２例 ＨＣＣ组织（高分

化４例、中分化４例和低分化４例），不同程度表达ＰＭＬ蛋白

（图１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示１２例 ＨＣＣ组织均有不同

程度ＰＭＬ蛋白表达，而且各例 ＨＣＣ的ＰＭＬ蛋白表达量不

同，高分化（例１１）和低分化程度（例２）ＨＣＣ均可以高表达

ＰＭＬ蛋白（图２）。本研究的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果还显示ＨＣＣ细

胞系 ＨｅｐＧ２、ＨｕＨ７、Ｈｅｐ３Ｂ、ＳＭＭＣ７７２１、ＭＨＣ９７Ｈ 均表达

ＰＭＬ蛋白，并且用ＮＢ４做阳性对照（图３），排除假阳性，这些

结果首次证实 ＨＣＣ组织和细胞系可以表达ＰＭＬ蛋白。

为了解Ａｓ２Ｏ３ 可否降低ＨＣＣ细胞系ＨｕＨ７细胞ＰＭＬ蛋

白表达，早期实验发现 ＨｕＨ７细胞表达ＰＭＬ蛋白，０．２５μｇ／

ｍＬＡｓ２Ｏ３ 持续处理 ＨｕＨ７细胞５ｄ，ＰＭＬ蛋白表达显著降

低，首次证实 ＨｕＨ７细胞表达ＰＭＬ蛋白和 Ａｓ２Ｏ３ 显著下调

ＨｕＨ７细胞ＰＭＬ蛋白表达
［１０］。本组 ＨｕＨ７、ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、

ＳＭＭＣ７７２１、ＭＨＣ９７Ｈ 细 胞 经 过 终 浓 度 ０．２５μｇ／ｍＬ 的

Ａｓ２Ｏ３ 培养７２～９６ｈ后ＰＭＬ蛋白表达明显减少，显示Ａｓ２Ｏ３

可以下调 ＨＣＣ细胞ＰＭＬ蛋白表达（图４），进一证实这５种

ＨＣＣ细胞系不仅可以表达ＰＭＬ蛋白，而且低浓度 Ａｓ２Ｏ３ 处

理 ＨＣＣ细胞可以调控ＰＭＬ蛋白表达。作者前期研究结果显

示，Ａｓ２Ｏ３ 不仅显著下调 ＨｕＨ７细胞ＰＭＬ蛋白表达，而且还

可以增加对化疗药物的敏感性和抑制 ＨｕＨ７细胞形成肿瘤球

能力，Ａｓ２Ｏ３ 可能诱导ＣＤ１３
＋ＣＤ１３３＋ＬＣＳＣｓ分化，可以清除

ＬＣＳＣｓ，达到治愈 ＨＣＣ的目的
［１０］。本研究结果提示，Ａｓ２Ｏ３

治疗肝癌可能与ＰＭＬ蛋白表达有关，为进一步研究治疗 ＨＣＣ

的分子机制和临床应用提供了理论基础。
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