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NF-kB 拮抗剂 PDTC 对 HepG2 细胞的抑制及对 caspase-3 表达的影响
石 炜 曾 斌△ 张 杰 谈 高 熊 丹

（南华大学附属第一医院消化内科 湖南 衡阳 421001）

摘要 目的：研究 NF-kB 拮抗剂 PDTC 诱导人肝癌 HepG2 细胞凋亡及其对凋亡相关基因 caspase-3 表达的影响，初步探讨其诱导

凋亡的可能机制。方法：以不同浓度的 PDTC 处理人肝癌 HepG2 细胞，利用 MTT 法检测对人肝癌 HepG2 细胞凋亡的影响；利用

RT-PCR 和 Western-blot 检测 caspase-3 mRNA 和蛋白的表达。结果：不同浓度 PDTC 作用人肝癌 HepG2 细胞不同时间后，能够显

著抑制 HepG2 细胞的生长增殖，存在剂量和时间依赖性 （P<0.05）; PDTC 能够上调 HepG2 细胞中 caspase-3 mRNA 和蛋白的表

达。结论：NF-kB 拮抗剂 PDTC 对人肝癌 HepG2 细胞产生显著抑制，并能上调 HepG2 细胞中 caspase-3 mRNA 和蛋白的表达。
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ABSTRACT Objective: To investigate the role of apoptosis by PDTC,the selective inhibit of NF-kB on human hepatic carcinoma
cell (HepG2). and the effect of expression of csaspase-3,principium disguisition the likely mechalism which induce HepG2 cells apoptosis.
Methods: After treating human hepatic carcinoma cell (HepG2) by PDTC, MTT assay was used to observe the growth inhibition of cell-
HepG2. The mRNA and protein expression of caspase-3 were detected by RT-PCR and Western-blot assay, respectively. Results: When
PDTC was given, growth inhibition and elevated apoptosis of HepG2 cells were detected,which was showed in a dose- and time- - depen-
dent manner, PDTC up-regulated the lever of mRNA and protein expression of caspase-3. Conclusion: PDTC can induce apoptosis of
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前言

肝脏肿瘤的发生和发展与凋亡相关基因的缺失或过度表

达有关。NF-kB 因子激活具有持续性刺激细胞正性生长信号及

阻滞程序性死亡的双重作用，从而引起细胞发生恶性转化[1]。
Caspase-3 是细胞凋亡的执行分子，其激活后导致细胞的不可

逆性凋亡。它在肝癌细胞凋亡过程中, 起着非常重要的作用[11]。
目前尚未见报道能否通过抑制 NF-KB 活性来激活 caspase-3，

从而达到促进肝癌细胞凋亡。本试验旨在研究 NF-KB 拮抗剂

(PDTC) 诱导肝癌细胞凋亡过程中，NF-KB 活性抑制与 cas-
pase-3 表达水平之间的关系，为治疗肝癌提供理论基础和实验

依据以及对肿瘤治疗及预后评估提供新思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料

人肝癌 HepG2 细胞株由中南大学湘雅细胞库提供，新生

牛血清购自杭州四季青公司，DMEM 培养基购自美国 HyClone
公司，二氧化碳培养箱为美国 Harris 公司产品,PDTC、MTT 试

剂及 RNA 提取试剂盒为上海生工生物工程公司产品，逆转录

试剂盒购自加拿大 Fermentas 公司，RT-PCR 引物由上海生工

生物工程公司合成，PCR 仪为美国 Bio-Rad 公司产品，凝胶图

像分析仪为美国 Alpha Innotech 公司产品。一抗兔抗人 cas-
pase-3 抗体和二抗羊抗人抗体、兔抗人β-actin 均购自武汉博

士德公司。
1.2 实验方法

1.2.1 HepG2 细胞培养 将肝癌细胞 HepG2 置于 20%小牛血清

的 RpMI1640 培养液中，于 37℃、5%CO2 培养箱中培养，传代

采用 0.25%胰酶，每 3-5 天传代 l 次，长至对数生长期。
1.2.2 MTT 法测定 PDTC 对 HepG2 细胞生长的抑制作用 取

对数生长期的 HepG2 细胞，将细胞以 5×104 个 /ml 的浓度

200ul/ 孔接种于 96 孔板上，24h 后吸去上清，加人浓度为 50、
100、150、200mmol/L 的 PDTC200ul，同时设空白对照和不含药

物的正常对照孔(每组重复 4 孔)，细胞继续培养 24、48、72h 后

每孔加人 MTT(5mg/ml)20ul，继续培养 4h，弃上清，每孔加入

150u1DMso， 振 荡 10-20min 充 分 溶 解 结 晶 后 用 酶 标 仪 于

490nm 下测定每孔的吸光度(A490)。不同浓度 PDTC 对 HepG2
细胞的抑制率 (P)= (1- 实验组 A490 值 / 对照组 A490 值 )

1651· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.9 MAY.2011

×l00%。
1.2.3 RT-PCR 检测 caspase-3mRNA 的水平 收集上述处理（不

同浓度 PDTC 加入后培养 48h）的肝癌细胞：①采用 TRIzal 试

剂一步法提取细胞总 RNA，紫外分光光度计测定纯度并定量。
②通过逆转录反应合成 cDNA。③PCR 反应中引物的设定：

β-actin 引 物 序 列 (378bp) 上 游 ：5'-CGGTTGGC
CTTGGGGTTCAGGGG-3' 下 游 ：5'-ATCGTGGGGCGCC-
CCAGGCACCA-3'。caspase3 引物序列（239bp）上游 :5'-TGC-
CTCTTCCCCCATTCTC-3' 下 游 ：5'-GAGGTT TGCTGCATC-
GACAT-3'④用 SYBRGreenPCR 试剂盒在定量 ABI7300PCR
仪上进行 PCR 检测，以β-actin 作为内对照，反应参数为 95℃
预变性 10min，94℃变性 15s，58℃退火 30s，72℃延伸 45s，循环

36 次 ,60℃1min。20ul 反应体系中包括 : 上下游引物各 lul
(5pmol)，ZxMix7ul (包 括 反 应 缓 液 , sYBRGreenl, dNDP, Taq
酶)，双蒸水 10ul，cDNA 标本 1ul。⑤对定量 PcR 产物作琼脂糖

凝胶电泳，观察扩增产物。
1.2.4 凝胶图像的获取与分析 各 PCR 扩增产物各取 3μl，用

15g/L 琼脂糖凝胶电泳检测，采用 AlphaImager 2200 数字凝胶

成像系统分析程序，以 β-actin 作为内参照，测定各组 caspase-3
mRNA 的相对表达量。
1.2.5 western- blot 检测 caspase-3 蛋白表达 收集上述处理的

肝 癌 细 胞 ， 用 细 胞 裂 解 液 「10nmol/LHEpES (pH7.9)
1.5mmol/LMgC12，10mmol/LKCI，0.5nmol/LDTT，0.2mmoFLPMSF，

0.1mmol/LEDTA」裂解肝癌细胞，得胞质蛋白。用 BcA 法测定

蛋白浓度后，取 50ug 蛋白上样到 10%的 SDS 一聚丙酞胺凝

胶，电泳、转移至 PvDF 膜，5%的 BSA(溶于 TBST 中)室温下封

闭 2h，用抗 Caspase3 (1:l000) 4℃孵育过夜，设β-actin 为内参

照，再用相应辣根过氧化物酶标记的二抗(1:2000)孵育 lh，TB-
ST 洗膜 10minx3 次，配置新鲜发光液，将膜孵育 3min，暗室 x
光片曝光 1min-5min，显影 1min，定影 30s 成像.
1.3 统计学处理

各分组所得计量数据采用均数±标准差 (X±S) 表示，用

SPSS13.0 软件处理数据，两组间均数比较用 t 检验。检验水准

α=0.05，P<0.05 有统计学意义。

2 结果

2.1 PDTC 对 HepG2 细胞的抑制作用

50-200μmol/L 的 PDTC 分别作用 HepG2 细胞 24、48、72h
后，HepG2 细胞生长受抑制，且抑制作用与时间及剂量呈正相

关，各浓度组作用不同时间后与对照组相比，差异具有显著性

（P<0.05）。见表 1：

2.2 RT-PCR 检测 caspase3 mRNA

Note:PDTC group compare with control group,P<0.01.

表 1 PDTC 对肝癌细胞 HepG2 的抑制作用

Table 1 The inhibition of HepG2 after the treatment by PDTC

Group
Inhibition ratio

24h 48h 72h

Control group 1.47±0.76 2.55±0.90 4.02±1.00

50umol/L group 42.02±0.98 44.83±1.30 48.89±1.50

100umol/L group 47.02±1.05 51.14±1.03 54.79±1.75

150umol/L group 51.42±0.85 54.67±1.30 64.83±1.51

200umol/L group 55.02±1.15 61.82±1.55 74.25±1.35

RT-PCR 法 在 不 同 浓 度 (50-200μmol/L)PDTC 作 用 的

HepG2 细胞中扩增出长度为 239bp 的 caspase3 mRNA 片段，

且与加入的 PDTC 浓度呈正相关，与对照组相比，差异具有显

著性（P<0.05）,见图 1：

2.3 Western-Blot 检测 caspase-3 蛋白

Western-Blot 检测不同浓度 PDTC 作用 48 小 时 后 cas-
pase-3 蛋白表达，结果 caspase-3 蛋白表达与 PDTC 作用浓度

呈正相关，且与对照组相比差异有显著性（P<0.05）,结果见图 2:

3 讨论

肿瘤不仅可以看作是一种细胞生长较其来源组织生长更

快的组织，也可以看作是一种细胞死亡率大大减少的组织，近

年来的研究发现[8]，人类恶性肿瘤的发生、发展与细胞凋亡相关

基因的改变密切相关。已经有研究表明[14],肝脏肿瘤的发生和发

展与凋亡相关基因的缺失或过度表达有关。
NF-kB 是一组广泛存在于哺乳动物细胞中的转录因子，它

在核内是活化的，以 NF-kBp65/p50 二聚体方式存在，而在胞质

中是无活性的。在刺激因子的作用下，NF-kB 被激活，转入核

内，调节下游基因的表达。NF-kB 激活具有持续性刺激细胞正

性生长信号及阻滞程序性死亡的双重作用，从而引起细胞发生

恶性转化[3,9]。近些年来，很多研究发现，NF-KB 对肿瘤的起源、
发展、血管新生和转移及肿瘤细胞凋亡具有重要作用，并与肿

瘤细胞耐药性的产生关系密切[13]。有研究表明[6],肝癌组织中

NF-kB 蛋白表达水平显著高于癌旁组织和正常肝组织，提示

NF-kB 参与了肝癌的发生和发展过程，主要通过抑制细胞凋亡

的方式对 HCC 的发生发展起重要作用，因此，NF-kB 有望成为

针对细胞凋亡的基因治疗的新靶点，NF-kB 选择性抑制剂的应

用可能起到促进肝癌细胞凋亡，抑制肿瘤生长的作用[10]。另外，

在化疗过程中，当 NF-KB 激活被抑制时，可以更有效的诱导细

胞凋亡，引起肿瘤消退[4]。
PDTC 是 NF-kB 特异性拮抗剂 [10]，本实验通过不同浓度

PDTC 作用于 HepG2 细胞，发现 PDTC 对 HepG2 细胞的生长
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图 1 不同浓度 PDTC 处理 48h 后 caspase-3 mRNA 扩增电泳图

Fig.1 The amplification electrophoretogram of caspase-3 mRNA handled

by different concentration PDTC for 48 hours

图 2 不同浓度 PDTC 作用 48 小时后 caspase-3 蛋白表达

Fig.2 The protein expression of caspase-3 handled by different

concentration PDTC for 48 hours

起抑制作用，且与作用时间及剂量呈正相关，提示 PDTC 可通

过抑制 NF-kB 活性来抑制 HepG2 细胞生长，其机制可能与

PDTC 阻断 NF-KB 介导的凋亡抑制途径有关。

Caspase-3 是介导细胞凋亡的一类蛋白水解酶,是凋亡执行

的重要效应分子，它在肝癌细胞凋亡过程中, 起着非常重要作

用[2,5]。Caspase-3 在多种因素诱导的肝癌细胞凋亡中激活, 抑制

caspase-3 活化和活性, 能够抑制肝癌细胞凋亡。目前研究发现

化疗药物治疗肿瘤的主要机制在于诱导肿瘤细胞凋亡, 肿瘤对

治疗的耐受原因是对凋亡诱导不敏感。鉴于目前肝癌化疗效果

普遍不佳, 根据 caspase-3 在肝癌细胞凋亡过程中的作用, 可以

考虑设计以 caspase-3 为靶标的肝癌治疗方案, 以降低肝癌化

疗的耐药性, 提高治疗效果。NF-κBp65 是 NF-κB 的一种活

性形式，有实验提示 NF-κBp65 与 Caspase-3 表达呈负相关[7]。
也有学者报道 NF-κBp65 对 Caspase-8 有直接阻断作用, 抑制

由此途径诱导的 Caspase-3 活化[12]。本实验通过 NF-kB 拮抗剂

PDTC 作用于 HepG2 细胞，用 RT-PCR 法检测 Caspase-3mR-
NA 水平，用 Western-Blot 检测 Caspase-3 蛋白表达，结果表明

csapase-3mRNA 和蛋白的表达量与 PDTC 的浓度呈正相关，提

示可通过抑制 NF-kB 活性来上调 csapase-3 表达，促进肝癌细

胞凋亡。
综上，NF-kB 有可能成为诱导肿瘤细胞凋亡的分子靶点，

通过调控 NF-kB 的活性，诱导肿瘤细胞凋亡，有可能成为肿瘤

治疗的一个较有前景的方向，为肿瘤临床治疗提供一条新的途

径。
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封面说明
共同的画卷

封面设计说明

自 1997 年第一只克隆羊多利的诞生拉开了人造生命的序幕，2010 年，可谓是人造生命科学发展的一个新

的里程碑。本刊 2011 年封面设计的灵感来自于人造生命技术的蓬勃发展：①封面背景以第三代测序技术即基

于纳米孔的单分子实时 DNA 测序技术的研制成功为契机（图中，偏下），这为人造生命及人类健康提供了强有

力的技术支撑。②封面图案以 2010 年诺贝尔生理与医学奖的体外受精技术（即试管婴儿），最强壮晶胚的筛选

技术，人工卵巢及人类卵细胞的培育技术为主体（图上，右，中，左），这些不仅为不孕不育患者带来了福音，同

时为社会的稳定与和谐贡献了力量。③封面图案同时也融合了人造生命的最新研究成果即首个能自我生长，

繁殖的人造生命细胞 Synthia 的问世（六边形图，右），由干细胞培育出的肺脏（六边形图，左）等最新研究成果。
④封面图案同时也展示了人造生命发展的伦理学争议与潜在的危机，关于艾滋病的研究取得了很多成就，但

我们还没有攻克艾滋病，特别是 Superbug 耐药性超级细菌的出现，让无数人感到前所未有的恐慌 （六边形，

中）。⑤生命科学的一切研究成果，只不过是生物医学历史的长河中一朵浪花，因此图片采用波浪形设计，如河

流奔涌向前，如画卷色彩缤纷，如电影胶片所有的成就与辉煌一闪而过，未来会更加让人期待。新技术新理论

的发明与发展，需要有准备的大脑，也需要灵光突闪的思想火花。对于与人类密切相关的生物医学领域，我们

如图中的小孩一样，睁大纯真的眼睛，好奇的观察、了解；我们也需要运用一系列的技术手段，面对未知的一个

个 " 黑箱 " 问题，需要细心大胆的研究、推断；同时我们需要时刻警觉生命科学技术发展应用这把双刃剑潜伏

的危机，应当科学探索并利用自然规律来更好的为人类服务。
我们坚信，《现代生物医学进展》正是为生物医学领域的科研工作者提供了这样一个可以充分挥洒展示的

画卷的平台，不断记录着生物医学领域最新最成功的成果。这是我们共同的画卷，让我们与你们共同分享灵感

与喜悦，成功与辉煌！
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