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ＮＦκＢ沉默联合苦参碱诱导人肝癌细胞ＨｅｐＧ２凋亡和相关分子的表达
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　　［摘要］　目的　探讨ＮＦκＢ沉默联合苦参碱（ｍａｔｒｉｎｅ，ＭＴ）诱导人肝癌细胞ＨｅｐＧ２凋亡及相关分子的表达。方法　构
建ＮＦκＢ／Ｐ６５ｓｉＲＮＡ真核表达载体转染人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２，ＲＴＰＣＲ检测ＮＦκＢ／Ｐ６５基因沉默效果，并筛选出ＮＦκＢ／Ｐ６５
基因沉默稳定转染细胞株。将实验分为对照组、苦参碱组（１．５ｇ／Ｌ）、稳转细胞组和联合组（稳转细胞＋苦参碱），流式细胞仪

检测细胞凋亡率；分别用ＲＴＰＣＲ法和蛋白质印迹法检测细胞ＮＦκＢ／Ｐ６５、ＣＤ９５（Ｆａｓ）、Ｓｍａｃ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的ｍＲＮＡ和蛋白水平

表达。结果　苦参碱组ＮＦκＢ／Ｐ６５、ＣＤ９５、Ｓｍａｃ和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达上调，与对照组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；稳
转细胞组ＣＤ９５和Ｓｍａｃ的表达上调，与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＮＦκＢ／Ｐ６５和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达下调，与对照

组、苦参碱组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；联合组ＣＤ９５和Ｓｍａｃ的表达上调，与对照组、苦参碱组、稳转细胞组比较差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＮＦκＢ／Ｐ６５和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达下调，与苦参碱组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。各组细胞凋

亡率分别为３．２１％、６．２５％、１１．８２％、２１．０６％，组间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＮＦκＢ沉默联合苦参碱诱导人
肝癌细胞 ＨｅｐＧ２凋亡可能与ＣＤ９５和Ｓｍａｃ的表达上调及ＮＦκＢ／Ｐ６５和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达下调有关。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（２）：１４８１５４］

　　核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）是一类具

有多向转录调节作用的核蛋白因子，是抗凋亡基因

表达的主要激活子［１］。苦参碱（ｍａｔｒｉｎｅ，ＭＴ）是传

统中药苦参的主要活性成分，用于肝纤维化及皮肤

疾病等的治疗［２４］。近年来研究发现，苦参碱能够诱

导肿瘤细胞的分化和凋亡［５６］。我们前期的研究表

明，苦参碱在体外诱导人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２凋亡的过

程中，能同时激活ＮＦκＢ，利用二硫代氨基甲酸吡咯

烷抑制ＮＦκＢ活性可增强苦参碱诱导 ＨｅｐＧ２细胞

凋亡的作用［７８］，但具体机制不明。本实验旨在利用

基因干扰技术沉默 ＨｅｐＧ２细胞的ＮＦκＢＰ６５基因

表达，采用流式细胞术、蛋白质印迹法和反转录聚

合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）等方法，探讨 ＮＦκＢ沉默表

达联合苦参碱对人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的凋亡作用及

凋亡相关基因表达的影响。

１　材料和方法

１．１　细胞株　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２由重庆医科大

学附属第二医院肝炎研究所提供；ＤＭＥＭ培养基为

美国Ｇｉｂｃｏ产品，新生小牛血清购自杭州四季青生

物工程材料有限公司。

１．２　主要试剂及药品　苦参碱注射液（商品名：斯

巴德康，批号：１１０３０１）１０ｇ／Ｌ，５ｍＬ／支，购自广州明

兴制药厂；总ＲＮＡ提取试剂盒、反转录试剂盒、扩

增试剂盒为日本 ＴａＫａＲａ公司产品；ＮＦκＢ／Ｐ６５、

ＣＤ９５、Ｓｍａｃ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ多克隆抗体为美国Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ
公司产品；ＰＣＲ引物由上海生工生物工程技术服务

有限公司设计并合成。

１．３　ＮＦκＢ／Ｐ６５ｓｉＲＮＡ 表达质粒的构建及筛

选　本实验用ｓｉＲＮＡ表达载体ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ＧＷ／

ＥｍＧＦＰ由美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司设计并合成。根据

基因序列设计并合成３对ｓｉＲＮＡ寡聚单链ＤＮＡ序

列，见表１。

　　采用ＲＴＰＣＲ法筛选沉默效率最高质粒。分别设

置对照组、ｓｉＲＮＡ１转染组、ｓｉＲＮＡ２转染组、ｓｉＲＮＡ３
转染组和阴性对照转染组，分别取对数生长期的

ＨｅｐＧ２肝癌细胞３×１０５个／孔，接种于６孔板，利用

ＰｏｌｙＪｅｔ转染试剂（美国ＳｉｇｎａＧｅｎ公司）及上述质粒进

行基因转染。具体操作按说明书进行。转染后４８ｈ，

各组分别取１×１０６个细胞按总ＲＮＡ提取试剂盒提取

细胞总ＲＮＡ，用紫外分光光度仪测定光密度（Ｄ２６０／

Ｄ２８０）值在１．８～２．０，经琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ完

整 性。引 物 序 列：ＮＦκＢ／Ｐ６５（ＧｅｎＢａｎｋ，ＮＭ ＿

０２１９７５），Ｆ：５′ＡＧＧ ＣＧＡ ＧＡＧ ＧＡＧ ＣＡＣ ＡＧＡ

ＴＡＣ３′，Ｒ：５′ＧＣＡＣＡＧＣＡＴＴＣＡＧＧＴＣＧＴＡＧＴ

３′，产物长度３３２ｂｐ；以βａｃｔｉｎ为内参照。按照反转

录试剂盒说明书将总ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ。ＰＣＲ反

应体系５０μＬ，反应条件：９４℃ 预变性３ｍｉｎ；９４℃ 变

性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，循环３０次；最后

７２℃延伸５ｍｉｎ。取最终反应产物４μＬ上样到２％琼

脂糖水平板（含Ｇｏｌｄｖｉｅｗ）电泳，凝胶成像系统成像，

ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析各条带每平方毫米密度值，以目的

基因对βａｃｔｉｎ的相对值记录结果，筛选出沉默效率最

高的质粒，用于后续实验。

表１　ｓｉＲＮＡ寡聚单链ＤＮＡ序列

Ｔａｂ１　ＯｌｉｇｏｍｅｒｉｃｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｉＲＮＡ

ｓｉＲＮＡ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

１ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＧＣＴＧＡＴＴＣＣＡＴＧＧＧＣＴＣＡＣＴＧＡＧＣＴＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＡＧＣＴＣＡＧＴＧＣＣＣＡＴＧＧＡＡＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＣＴＧＡＴＴＣＣＡＴＧＧＧＣＡＣＴＧＡＧＣＴＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＡＧＣＴＣＡＧＴＧＡＧＣＣＣＡＴＧＧＡＡＴＣ

２ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＧＣＴＧＴＡＣＴＣＣＡＴＣＡＧＣＡＴＧＧＧＣＴＣＡＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＧＣＣＣＡＣＴＧＡＴＧＧＡＧＴＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＣＴＧＴＡＣＴＣＣＡＴＣＡＧＴＧＧＧＣＴＣＡＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＴＧＡＧＣＣＣＡＴＧＣＴＧＡＴＧＧＡＧＴＡＣ

３ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＧＣＴＧＴＴＡＧＧＡＧＣＴＧＡＴＣＴＧＡＣＴＣＡＧＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＣＴＧＡＧＴＣＡＴＣＡＧＣＴＣＣＴＡＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＣＴＧＴＴＡＧＧＡＧＣＴＧＡＴＧＡＣＴＣＡＧＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＣＴＧＡＧＴＣＡＧＡＴＣＡＧＣＴＣＣＴＡＡＣ

Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＧＣＴＧＡＡＡＴＧＴＡＣＴＧＣＧＣＧＴＧＧＡＧＡＣＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＴＣＴＣＣＡＣＧＣＡＧＴＡＣＡＴＴＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＣＴＧＡＡＡＴＧＴＡＣＴＧＣＧＴＧＧＡＧＡＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＧＴＣＴＣＣＡＣＧＣＧＣＡＧＴＡＣＡＴＴＴＣ

１．４　基因稳定转染细胞株的筛选及平板克隆　按 上述方法进行基因转染并分别于转染后２４、４８、７２ｈ
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观察转染率，７２ｈ后加入杀稻瘟菌素进行２周筛选，

而后挑选克隆、扩大培养２周，大量培养出稳定转染

细胞，用于后续实验。平板克隆设置对照组、稳转细

胞组、转染试剂组和阴性对照转染组，以每孔５００个

细胞接种于２４孔板，每组做３个复孔，３７℃、５％

ＣＯ２培养箱培养１４ｄ后，４％多聚甲醛固定，瑞氏染

液染色后平板扫描，观察克隆数变化。

１．５　倍增时间的计算　按如上设置组别，各取

５０００个细胞，接种于２４孔板，每组做３个复孔，７ｄ
后收集细胞并计数，根据公式 Ｔｄ＝Δｔ×ｌｇ２／

（ｌｇＮｔ－ｌｇＮ０）计算倍增时间（Ｔｄ为倍增时间，Δｔ为

培养时间，Ｎｔ为最后计算的细胞数，Ｎ０为接种的细

胞数）。

１．６　细胞周期的检测　按如上设置组别，各收集

５×１０５个细胞，７５％乙醇４℃过夜固定后，ＰＩ染色，

上流式细胞仪检测，实验重复３次。

１．７　细胞凋亡率的检测　分别设置对照（Ａ）组、苦

参碱（Ｂ）组、稳转细胞（Ｃ）组和联合（Ｄ）组。Ｂ组细

胞加用苦参碱（质量浓度１．５ｇ／Ｌ）［７］作用１２ｈ；Ｄ
组稳转细胞加用苦参碱（质量浓度１．５ｇ／Ｌ）作用１２

ｈ。细胞消化后各收集１×１０６个细胞，冷ＰＢＳ洗涤

两遍，ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＥ／７ＡＡＤ双染色后上流式细胞

仪检测，结果用仪器自带软件分析。实验重复３次。

１．８　ＲＴＰＣＲ检测细胞ＮＦκＢ／Ｐ６５、ＣＤ９５、Ｓｍａｃ、

ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ 的表达　引物序列：ＮＦκＢ／Ｐ６５
（ＧｅｎＢａｎｋ，ＮＭ＿０２１９７５），Ｆ：５′ＡＧＧＣＧＡ ＧＡＧ

ＧＡＧＣＡＣ ＡＧＡ ＴＡＣ３′，Ｒ：５′ＧＣＡ ＣＡＧ ＣＡＴ

ＴＣＡＧＧＴＣＧＴＡＧＴ３′，产物长度３３２ｂｐ；ＣＤ９５
（ＧｅｎＢａｎｋ，ＮＭ＿００００４３），Ｆ：５′ＧＴＧＴＴＡ ＡＴＧ

ＣＣＣＡＡＧＴＧＡＣＴＧＡ３′，Ｒ：５′ＴＡＡＧＣＣＡＴＧ

ＴＣＣＴＴＣＡＴＣＡＣＡＣ３′，产物长度２７５ｂｐ；Ｓｍａｃ
（ＧｅｎＢａｎｋ，ＮＭ＿０１９８８７），Ｆ：５′ＣＡＴ ＴＧＡ ＴＧＡ

ＧＧＡＧＡＧＣＡＧＴＧＴＣ３′，Ｒ：５′ＣＣＴＴＣＣＴＣＣ

ＴＧＴＧＴＴＴＴＣＴＧＡＣ３′，产物长度４５７ｂｐ；Ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ（ＧｅｎＢａｎｋ，ＮＭ＿００１１６８），Ｆ：５′ＡＧＴ ＣＴＧ

ＧＣＧＴＡＡＧＡＴＧＡＴＧＧＡＴ３′，Ｒ：５′ＧＴＧＣＡＴ

ＴＴＴＣＡＧＴＴＧＴＴＴＣＴＧＣ３′，产物长度３４７ｂｐ；

内参照βａｃｔｉｎ，Ｆ：５′ＧＡＣＣＣＡ ＧＡＴＣＡＴ ＧＴＴ

ＴＧＡＧＡＣＣ３′，Ｒ：５′ＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣ

ＣＴＧＴＣＧ３′，产物长度５９４ｂｐ。

　　产物电泳后经凝胶成像系统成像，Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ分析各条带每平方毫米密度值，以目的基因对

βａｃｔｉｎ的相对值记录结果，实验重复３次。

１．９　蛋白质印迹法检测细胞 ＮＦκＢ／Ｐ６５、ＣＤ９５、

Ｓｍａｃ和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达　按上述设置分组并

做相应处理，裂解各组细胞提取总蛋白，Ｂｉｏｆｏｒｄ法

测定蛋白浓度，每上样孔取５０μｇ总蛋白行聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），转膜，５％脱脂奶粉室

温封闭后加一抗４℃过夜。弃去一抗后，室温孵育３

ｈ，ＤＡＢ显色。凝胶成像系统成像，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分

析各条带每平方毫米密度值，以目的蛋白对 ＧＡＰ

ＤＨ的相对值记录结果，实验重复３次。

１．１０　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数

据进行统计分析，实验参数值均用珚ｘ±ｓ表示，组间

比较采用方差分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测沉默效率　由图１可见，３条质

粒转染后有２条可使ＮＦκＢ／Ｐ６５的基因表达受到

抑制。定量分析结果显示，对照组、ｓｉＲＮＡ１转染

组、ｓｉＲＮＡ２转染组、ｓｉＲＮＡ３转染组及阴性对照转

染组 ＮＦκＢ／Ｐ６５ ｍＲＮＡ 相对表达水平分别为

０．９０２±０．２３３、０．６１７±０．１７４、０．７０５±０．１９１、

０．８１４±０．２１４、０．８８５±０．２２２，其中ｓｉＲＮＡ１转染

组及ｓｉＲＮＡ２转染组 ＮＦκＢ／Ｐ６５ｍＲＮＡ 表达水

平均较对照组、阴性对照转染组下降（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜
０．０５）；ｓｉＲＮＡ３转染组及阴性对照转染组ＮＦκＢ／

Ｐ６５ｍＲＮＡ表达水平与对照组相比，差异均无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）。提示ｓｉＲＮＡ１转染组的表达质

粒干扰效果最好，后续实验即用此质粒转染形成的

稳定株进行。

图１　ＲＴＰＣＲ检测细胞ＮＦκＢ／Ｐ６５ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮＦκＢ／Ｐ６５ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ｓｉＲＮＡ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｇｒｏｕｐ；３：ｓｉＲＮＡ２ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ；４：ｓｉＲＮＡ３ｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ；５：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　基因稳定转染细胞株的筛选及平板克隆结

果　倒置荧光显微镜下观察 ＨｅｐＧ２细胞基因转染



第２期．樊　浩，等．ＮＦκＢ沉默联合苦参碱诱导人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２凋亡和相关分子的表达 ·１５１　　 ·

率，２４ｈ转染率约１３％，４８ｈ转染率约２０％，７２ｈ转

染率约３５％。挑选克隆筛选出稳转株，稳转株转染

率约９５％。平板克隆形成实验结果见图２，对照组、

稳转细胞组、转染试剂组和阴性对照转染组克隆数

分别为（２２４±５６）、（１１７±２１）、（２１９±５０）和（２３５±

６５）个，稳转细胞组形成的克隆数少于对照组、转染

试剂组和阴性对照转染组（Ｐ＜０．０５）；对照组、转染

试剂组、阴性对照转染组之间差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），说明转染试剂和阴性对照质粒对细胞

的生长几乎无影响。

图２　平板克隆形成实验

Ｆｉｇ２　Ｃｌｏｎｅｆｏｒｍｉｎｇｔｅｓｔ

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｓｔｅａｄｉｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　倍增时间　７ｄ后收集细胞并计数，计算后得

出对照组、稳转细胞组、转染试剂组和阴性对照转染

组倍增时间分别为（２０．６±２．８）、（３２．５±３．３）、

（２０．８±２．２）和（２０．５±２．６）ｈ，稳转细胞组倍增时

间大于对照组、转染试剂组和阴性对照转染组（Ｐ＜
０．０５）；对照组、转染试剂组、阴性对照转染组之间

倍增时间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），说明转染

试剂和阴性对照质粒对细胞的生长几乎没有影响。

２．４　细胞周期　ＮＦκＢ／Ｐ６５ｓｉＲＮＡ稳转细胞组Ｓ
期和Ｇ２／Ｍ期细胞比例增加，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例减

少，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；对照组、转染试

剂组、阴性对照转染组之间细胞周期差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５），结果详见表２。说明转染试剂和阴

性对照质粒对细胞周期几乎无影响。

表２　各组细胞周期

Ｔａｂ２　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％

Ｇｒｏｕｐ Ｇ０／Ｇ１ Ｇ２／Ｍ Ｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ７５．４８±５．３５ ９．０２±１．３７ １４．８０±２．９３
Ｓｔｅａｄｉｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ６１．３３±５．２１ １７．９５±３．５０ ２０．７２±３．５６

Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ ７３．６７±６．２４ １２．１６±３．０９ １４．７７±２．４８
ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ ７６．２１±６．３７ １２．０７±２．８２ １０．９２±１．９９

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．５　细胞凋亡率　对照组细胞凋亡率约３．２１％。

１．５ｇ／Ｌ苦参碱作用１２ｈ即能诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋

亡，凋亡率达６．２５％。单纯 ＮＦκＢ 沉默其凋亡率

约１１．８２％。ＮＦκＢ 沉默后应用苦参碱可使其凋亡

率增加至２１．０６％。各组间差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。ＮＦκＢ 的沉默显著增强了苦参碱诱导

ＨｅｐＧ２凋亡的作用。

２．６　细胞ＮＦκＢ／Ｐ６５、ＣＤ９５、Ｓｍａｃ、ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲ

ＮＡ的检测结果　与对照组比较，苦参碱组ＣＤ９５、

Ｓｍａｃ、ＮＦκＢ、ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ 表达上调，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）；稳转细胞组ＣＤ９５、Ｓｍａｃ

ｍＲＮＡ表达上调，与对照组比较差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），ＮＦκＢ、ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达降低，

与苦参碱组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；联

合组ＣＤ９５ｍＲＮＡ的表达上调，与对照组、苦参碱

组、稳转细胞组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），

ＮＦκＢ、ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达降低，与苦参碱组

比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图３、表３。
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图３　ＲＴＰＣＲ检测细胞ＮＦκＢ／Ｐ６５、ＣＤ９５、Ｓｍａｃ、ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ３　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮＦκＢ／Ｐ６５，ＣＤ９５，ＳｍａｃａｎｄＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：Ｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ；３：Ｓｔｅａｄｉｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ；４：Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

表３　各处理组ＮＦκＢ／Ｐ６５、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ＣＤ９５和ＳｍａｃｍＲＮＡ表达水平比较

Ｔａｂ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢ／Ｐ６５，ＣＤ９５，ＳｍａｃａｎｄＳｕｒｖｉｖｉｎａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＮＦκＢ／Ｐ６５ ＣＤ９５ Ｓｍａｃ Ｓｕｒｖｉｖｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．８２７±０．２１３ ０．４８２±０．１５４ ０．２３７±０．１４４ ０．７５４±０．１８２

Ｍａｔｒｉｎｅ １．６３９±０．４３２ １．３２７±０．２６４ ０．９９８±０．３５１ １．２５９±０．３４５

Ｓｔｅａｄｉｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ０．２５４±０．１３５△ １．４６６±０．４１８ ０．９３４±０．３１１ ０．２１２±０．０６７△

Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ０．４９４±０．１７２△ １．９５１±０．５６５△▲ １．０３５±０．２７５ ０．４０７±０．１４７△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓｓｔｅａｄｉｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ

２．７　细胞 ＮＦκＢ、ＣＤ９５、Ｓｍａｃ和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的蛋白

检测结果　与对照组比较，苦参碱组ＣＤ９５、Ｓｍａｃ、

ＮＦκＢ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达上调，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；稳转细胞组ＣＤ９５、Ｓｍａｃ蛋白表达上

调，与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），

ＮＦκＢ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达降低，与苦参碱组比较

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；联合组 ＣＤ９５和

Ｓｍａｃ蛋白的表达明显上调，与对照组、苦参碱组、稳

转细胞组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＮＦ

κＢ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达降低，与苦参碱组比较差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图４、表４。

３　讨　论

　　细胞凋亡的主要途径有细胞外的死亡受体途径

及细胞内的线粒体途径，前者主要是刺激因素激活

细胞内ＣＤ９５（Ｆａｓ）、Ｐ５３、Ｂｃｌ２等蛋白，后者是通过

刺激因素影响细胞内线粒体的膜电位，使细胞色素

Ｃ释放［９１１］。两个途径最后都导致效应性Ｃａｓｐａｓｅ３
活化，效应性Ｃａｓｐａｓｅ３、６、７激活核酸内切酶，使

ＤＮＡ链断裂，最终导致细胞结构的全面崩解［１２１４］。

ＣＤ９５蛋白属于肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）受体家族成

员，被认为与细胞凋亡密切相关。它与配体分子结

合可向细胞内传递死亡信号并诱导细胞凋亡，其促

凋亡路径属死亡受体途径。Ｃａｓｐａｓｅ的第二个线粒

体激活因子Ｓｍａｃ位于细胞线粒体间隙，主要在线

粒体途径中发挥促凋亡作用。它与凋亡抑制蛋白

（ＩＡＰ）结合可参与线粒体及死亡受体两条凋亡调控

通路，并将两条途径有机结合起来，通过消除ＩＡＰ
的凋亡抑制活性而发挥促凋亡作用。ＩＡＰ和Ｓｍａｃ
蛋白在细胞凋亡的调控过程中起着重要作用。Ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ作为ＩＡＰ中最具代表性的一员，其在肿瘤组织

中的高表达能够极强地抑制肿瘤细胞的凋亡。
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图４　蛋白质印迹法检测细胞ＮＦκＢ／Ｐ６５、ＣＤ９５、Ｓｍａｃ和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达水平

Ｆｉｇ４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮＦκＢ／Ｐ６５，ＣＤ９５，ＳｍａｃａｎｄＳｕｒｖｉｖｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：Ｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ；３：Ｓｔｅａｄｉｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ；４：Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

表４　各处理组ＮＦκＢ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ＣＤ９５和Ｓｍａｃ的蛋白表达水平比较

Ｔａｂ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢ，ＣＤ９５，ＳｍａｃａｎｄＳｕｒｖｉｖｉｎａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＮＦκＢ ＣＤ９５ Ｓｍａｃ Ｓｕｒｖｉｖｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．１６３±０．０４７ ０．４１７±０．１１５ ０．２６９±０．０４８ ０．８９３±０．２６１

Ｍａｔｒｉｎｅ ０．２７０±０．０５４ ０．７５１±０．２３３ ０．６００±０．２３６ １．２４８±０．３１６

Ｓｔｅａｄｉｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ０．０４９±０．０１１△ １．０１０±０．３１７ ０．９３５±０．３０４ ０．４０１±０．１３８△

Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ０．０８３±０．０２１△ １．２６０±０．３４３△▲ １．１５３±０．３３２△▲ ０．５３２±０．１７２△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓｓｔｅａｄｉｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ

　　ＮＦκＢ作为一种在调控细胞的生存和凋亡中起

关键作用的重要调控因子，其最重要功能之一就是

对细胞凋亡的抑制［１５］。它作为抗凋亡基因表达的

主要激活子［１］构成了肿瘤耐药机制中极其重要的一

环。因此抑制 ＮＦκＢ活性能增加肿瘤细胞对化疗

药物和放疗的敏感性，提高治疗肿瘤的疗效［１６１７］。

　　我们前期进行的实验已证实苦参碱诱导

ＨｅｐＧ２细胞凋亡的同时会激活ＮＦκＢ；而二硫代氨

基甲酸吡咯烷可降低ＮＦκＢ／Ｐ６５ｍＲＮＡ的表达，

降低核转位，抑制 ＮＦκＢ的活化，增强苦参碱诱导

ＨｅｐＧ２细胞凋亡的作用［７８］。ＮＦκＢ除可调控Ｂｃｌ

２家族、Ｐ５３蛋白及ＩＬ６等细胞因子的表达外，还可

调控ＩＡＰ，从而发挥抑制凋亡作用［１８１９］。

　　本研究观察到，人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２经１．５ｇ／

Ｌ苦参碱作用后，细胞凋亡率由３．２１％升至６．２５％，

这可能与苦参碱上调了ＣＤ９５和Ｓｍａｃ的ｍＲＮＡ及

蛋白表达有关。ＣＤ９５的增加促进了细胞凋亡，提示

苦参碱诱导肝癌细胞凋亡的作用可能和ＣＤ９５介导

的细胞死亡受体途径有关；苦参碱促使ＳｍａｃｍＲ

ＮＡ及蛋白表达增多，提示苦参碱的促凋亡作用亦

可能与细胞线粒体途径有关。同时，细胞接受苦参

碱刺激后，ＮＦκＢ和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的ｍＲＮＡ及蛋白表达

也上调了，此二者的表达对细胞的凋亡产生了一种

“对抗”作用。

　　本实验利用基因干扰技术使 ＮＦκＢ沉默。可

以看到，ＮＦκＢ路径沉默后，在不应用苦参碱的情况

下，与对照组肿瘤细胞相比，ＣＤ９５、Ｓｍａｃ的 ｍＲＮＡ
及蛋白表达增加，一方面可能是ＮＦκＢ的下调直接

促进了此二者的表达，另一方面也可能是ＮＦκＢ介

导抗凋亡基因表达的下调间接导致抗凋亡和促凋亡

平衡被打破的结果。Ｐａｊａｋ 等［２０］研究认为 Ｆａｓ
（ＣＤ９５）相关死亡区域蛋白样白介素１β转化酶抑制

蛋白 （ＦＬＩＰ）主 要 通 过 抑 制 Ｆａｓ／ＦａｓＬＦＡＤＤ

Ｃａｓｐａｓｅ８通路活化而发挥抗凋亡作用，而在ＦＬＩＰ
基因编码序列中存在κＢ位点，ＮＦκＢ蛋白的增加可

以上调 ＦＬＩＰ的转录表达而使 Ｆａｓ表达降低，使

Ｆａｓ／ＦａｓＬＦＡＤＤＣａｓｐａｓｅ８失活，这可能为本实验

中ＮＦκＢ沉默后，ＣＤ９５表达升高的机制。同时，随

着ＮＦκＢ的沉默，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达亦随之降低，这与

Ｔａｋａｄａ等［２１］研究相符，另一方面可能是因为Ｓｍａｃ
表达的增加抑制了ＩＡＰ（Ｓｕｒｖｉｖｉｎ）的表达。

　　ＮＦκＢ沉默后加用苦参碱，与单纯应用苦参碱
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相比，ＣＤ９５的ｍＲＮＡ和蛋白表达增加，Ｓｍａｃ的蛋

白表达增加，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的 ｍＲＮＡ 及蛋白的表达降

低，差异均有统计学意义；与单纯ＮＦκＢ沉默相比，

虽经苦参碱刺激后 ＮＦκＢ／Ｐ６５ｍＲＮＡ及蛋白的表

达有轻度升高，但ＣＤ９５及Ｓｍａｃ的表达仍是增高

的，ＮＦκＢ沉默联合应用苦参碱后既降低了Ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ（抗凋亡）的表达，又同时使ＣＤ９５、Ｓｍａｃ（促凋

亡）的表达增加，故下调 ＮＦκＢ／Ｐ６５的表达并联合

苦参碱处理，可增强对 ＨｅｐＧ２细胞的凋亡促进作

用，细胞凋亡率升高至２１．０６％。
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