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PARP2表达对肝细胞癌模型小鼠肿瘤生长及化疗敏感性
影响及其机制研究 *
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摘要 目的：研究聚[ADP-核糖]聚合酶 2（Poly[ADP-ribose]polymerase 2, PAPR2）表达对干细胞癌模型小鼠肿瘤生长和对化疗药物

敏感性的影响。方法：未转染的（对照组）、空载质粒转染（空载组）和 si-PARP2转染（si-PARP2组）的 Huh7细胞作为研究对象，比

较体外化疗药物对不同 Huh7细胞克隆形成数目和凋亡率。通过腋下皮下注射不同 Huh7建立肝细胞癌模型小鼠，采用结晶紫染

色观察并计数克隆形成数目；Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒检测 Huh7细胞凋亡率；排水法测定肿瘤组织体积；免疫印迹

法检测 PARP2, B淋巴细胞瘤 -2（B-cell lymphoma-2, Bcl2）和 Bcl-2-Associated X蛋白（Bcl-2-Associated X, Bax）蛋白表达。结果：

在体内外，转染 si-PARP2均显著降低肝癌细胞中 PARP2蛋白表达（P<0.05）。在体外，对照组和空载组 Huh7细胞形成的细胞克

隆数目和化疗药物诱导的凋亡率比较无显著差异（P>0.05）；si-PARP2组 Huh7细胞形成的细胞克隆数目显著低于对照组和空载

组（P<0.05），而化疗药物引起的细胞凋亡率显著高于空白组和对照组（P<0.05）。在体内，si-PARP2组小鼠肝癌移植瘤重量和体积
均显著低于对照组和空载组（P<0.05）。此外，与对照组和空载组相比，肝癌移植瘤组织内细胞经阿霉素治疗后细胞凋亡率、Bax和
cleaved-caspase 3蛋白表达水平显著增加（P<0.05），而 Bcl2蛋白表达水平显著降低（P<0.05）。结论：PAPR2基因敲低可以显著抑
制肝癌模型肿瘤生长和增强肝癌细胞对化疗药物的敏感性，其机制可能与 PAPR2基因敲低促进肝癌细胞凋亡有关。

关键词：肝癌；PARP2；化疗；凋亡；小鼠

中图分类号：R-33；R735.7 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2022）19-3625-05

Effects of PARP2 Expression on Tumor Growth and Chemosensitivity
in Hepatocellular Carcinoma Model Mice and its Mechanism*

To study the effect of poly [ADP-ribose] polymerase 2 (PAPR2) expression on tumor growth and sensitivity

to chemotherapeutic drugs in stem cell carcinoma model mice. Un-transfected (control group), empty plasmid-transfected

(empty group) and si-PARP2-transfected (si-PARP2 group) Huh7 cells were used as the research objects, and the effect of chemotherapy

drugs on the colony formation and number of different Huh7 cells in vitro was compared. Apoptosis rate. Hepatocellular carcinoma model

mice were established by subcutaneous injection of different Huh7 under the armpit, and crystal violet staining was used to observe and

count the number of clones formed; The apoptosis rate of Huh7 cells was detected by Annexin V-FITC apoptosis detection kit; The vol-

ume of tumor tissue was measured by the drainage method; The protein expressions of PARP2, Bax, Bcl2 and cleaved-caspase 3 were

detected by western blotting. In vitro and in vivo, transfection of si-PARP2 significantly decreased the expression of PARP2 pro-

tein in hepatoma cells (P<0.05). In vitro, there was no significant difference in the number of cell clones formed by Huh7 cells and the

apoptosis rate induced by chemotherapy drugs between the control and empty groups(P>0.05), and the number of clones formed by Huh7
cells in the si-PARP2 group was significantly lower than that in the control and empty groups(P<0.05), while the apoptosis rate caused by
chemotherapy drugs was significantly higher than that in the blank and control groups(P<0.05). In vivo, the weight and volume of hepato-
cellular carcinoma xenografts in the si-PARP2 group were significantly lower than those in the control and empty groups (P<0.05). In
addition, compared with the control group and the empty-loaded group, the apoptosis rate, Bax and cleaved-caspase 3 protein expression

levels of the cells in the hepatocellular carcinoma xenograft tissue of si-PARP2 group were significantly increased after doxorubicin treat-

ment (P<0.05), while the Bcl2 protein expression was significantly decreased(P<0.05). Knockdown of PAPR2 gene can sig-

nificantly inhibit tumor growth in liver cancer model and enhance the sensitivity of liver cancer cells to chemotherapeutic drugs, and the

mechanism may be related to the promotion of apoptosis of liver cancer cells by knockdown of PAPR2 gene.
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前言

肝癌目前仍是难以攻克的世界难题，具有较高的发病率和

死亡率，世界卫生组织在年度预测基础上估计在 2030年将有

100多万人死于肝癌，其中 75%为肝细胞癌[1,2]。我国是原发性

肝癌的高发国家，危害性极大，饮酒、病毒性肝炎、遗传与食用

霉变食物等都是引起原发性肝癌的主要因素[3,4]。流行病学统计

数据显示[5,6]，我国每年新发肝癌的数量超过 40万，肝癌引起的

死亡患者数量也超过 40万，所以我国是世界上公认的 "肝癌

大国 "。手术治疗、放疗和化疗是原发性肝癌患者的主要治疗方

案，尽管近年来各类治疗肝癌的方案取得长足的进步，但肝癌

患者总体生存率较乳腺癌、结直肠癌和肺癌等其他恶性肿瘤差

很多，肝癌患者 5年生存率仅为 15%左右[7,8]。因此，开发肝癌治

疗新方案或新靶点对于延长肝癌患者生存期意义重大。

PAPR2是 PARP家族中的一员，其功能通常与 DNA的修

复有关，可通过识别并结合染色质内的断裂 DNA 并招募

HPF1，导致靶蛋白（如组蛋白）的丝氨酸 ADP核糖基化，从而

促进染色质的分解和修复因子的招募，参与 DNA链断裂的修

复，参与恶性肿瘤的发生发展[9-11]。此外，之前的研究指出[12]，

PARP2的抑制剂可以在体外促进肝细胞的死亡。然而，关于

PARP2表达对肝细胞癌影响的研究目前还较少，本研究设计

研究 PARP2敲低对肝癌细胞 Huh7体内外增殖和对化疗药物

敏感性的影响。

1 资料与方法

1.1 细胞培养与分组

将 Huh7细胞培养在添加 10%胎牛血清的 DMEM培养基

中，培养条件：5% CO2和 37℃。空载质粒的慢病毒和 PAPR2小

干扰 RNA（si-PARP2）慢病毒均购买自 Santa Cruz生物公司。

Huh7细胞根据其慢病毒感染方案不同被分为三组，即 Control

组：不进行任何慢病毒感染，Empty组：感染空载质粒慢病毒，

si-PARP2组：感染 si-PARP2慢病毒组。每组细胞分别加入 300

滋g/mL 5-氟尿嘧啶、30 滋mol/L奥沙利铂或 1 滋g/mL阿霉素孵
育 48 h。

1.2 肝癌移植瘤小鼠模型建立与治疗

选取雄性 C57BL/6 小鼠（SPF级，6-8 周龄，18-21 g）作为

研究对象，将其随机分为 3 组，即 Control 组、Empty 组和

si-PARP2组，每组 20只。3× 105个 /0.1 mL不同组 Huh7细胞

接种在小鼠前肢腋下皮下，2周后，每组小鼠取 10只小鼠腹腔

注射阿霉素 4 mg/kg/天，余下 10只小鼠腹腔注射等量阿霉素

溶剂，共治疗 7天。

1.3 观察指标

1.3.1 克隆形成数目 6孔板细胞培养板每孔接种 1000个不

同 Huh7细胞，正常培养 1周后，分别加入不同化疗药物继续

培养 1周，然后换成正常细胞培养液继续培养直到出现肉眼可

见的细胞克隆。然后进行结晶紫染色，室温染色 5分钟，去除结

晶紫溶液。磷酸盐缓冲溶液清洗 3次后，晾干，拍照并计数细胞

克隆数目。

1.3.2 细胞凋亡率 在 6 孔板每个孔接种 1× 106个不同的

Huh7细胞，培养 12 h后，分别加入 300 滋g/mL 5-FU、30 滋mol/L
OXN或 1 滋g/mL ADM孵育 48 h，继续培养 24 h后收集细胞，

使用 Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒检测 Huh7细胞凋

亡率，检验操作严格按照试剂盒说明书进行。

1.3.3 肝癌移植瘤肿瘤和体积 Huh7细胞皮下种植 3周后，

安乐死荷瘤小鼠以分离肿瘤组织，对肿瘤组织进行称重，通过

排水法测定肿瘤组织体积。

1.3.4 PARP2, Bax, Bcl2和 cleaved-caspase 3蛋白表达 不同

的 Huh7细胞和 Huh7细胞肝癌移植瘤组织，加入 RIPA裂解液

以裂解细胞和提取细胞总蛋白，并使用 BCA试剂盒测定细胞

裂解液中总蛋白浓度。将 50 滋g的细胞总蛋白用 10%聚丙烯酰

胺凝胶电泳胶进行分离，然后将蛋白通过电泳法转移至硝酸纤

维素膜上。室温下，使用 5%的脱脂奶粉封闭硝酸纤维素膜

1 h。磷酸盐缓冲溶液洗涤 3遍后，随后与抗 PARP2，Bcl2和

Bax抗体一起在 4℃条件下孵育过夜。磷酸盐缓冲溶液洗涤 3

遍后，加入山羊抗兔或山羊抗鼠的二抗室温孵育 1 h。最后，使

用增强的化学发光仪器拍照检测蛋白印迹。

1.4 统计学分析方法

本研究数据通过 SPSS20.0进行记录和分析，计量资料以

（均数± 标准差）表示，多组间比较采用单因素方差分析进行检

验，两组间比较采用 t检验。P<0.05为差异显著。

2 结果

2.1 PARP2敲低肝癌细胞

在体外和体内，对照组和空载组肝癌细胞 PARP2蛋白表

达比较无显著差异（P>0.05），而 si-p 组肝癌细胞 PARP2蛋白

表达显著低于对照组和空载组（P<0.05）。具体如表 1所示。

Note: Compared with Control group, *P<0.05; compared with Empty group, #P<0.05. Same below.

表 1 三组肝癌细胞 PARP2蛋白表达比较

Table 1 Comparison of PARP2 protein expression in three groups of liver cancer cells

Groups n In vitro In vivo

Control group 3 0.62± 0.03 0.50± 0.05

Empty group 3 0.62± 0.08 0.50± 0.04

si-PARP2 group 3 0.25± 0.04*# 0.18± 0.03*#

F 8.637 7.528

P <0.001 <0.001

2.2 PARP2表达对化疗药物诱导的肝癌细胞体外增殖的影响

在体外，与对照组相比，转入空载质粒的空载组肝癌细胞经

化疗药物处理后形成细胞克隆数目未发生显著变化（P<0.05），
而转入 si-PARP2的肝癌细胞经化疗有无处理后形成的细胞克

3626窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.19 OCT.2022

隆数目显著降低（P<0.05）。具体如表 2所示。

2.3 PARP2表达对化疗药物诱导的肝癌细胞体外凋亡的影响

与对照组相比，空载组肝癌细胞凋亡率未发生显著变化

（P<0.05），而 si-PARP2组肝癌细胞凋亡率显著增加（P<0.05）。
具体如表 3所示。

表 2 三组肝癌细胞克隆形成数目比较

Table 2 Comparison of the number of colonies formed in the three groups of liver cancer cells

Groups n 5-FU OXN ADM

Control group 3 98.21± 11.38 95.38± 10.82 89.68± 8.23

Empty group 3 97.65± 12.01 96.38± 11.27 89.56± 7.39

si-PARP2 group 3 65.38± 6.78*# 70.12± 6.89*# 35.38± 5.82*#

F 13.264 9.259 19.739

P <0.001 <0.001 <0.001

表 3 三组肝癌细胞凋亡率比较（%）

Table 3 Comparison of apoptosis in the three groups of liver cancer cells(%)

Groups n 5-FU Oxaliplatin ADM

Control group 3 18.91± 6.82 21.35± 7.68 34.65± 8.23

Empty group 3 19.35± 7.12 20.68± 8.84 35.12± 9.65

si-PARP2 group 3 35.42± 10.35*# 45.39± 7.92*# 60.38± 11.42*#

F 8.627 11.628 18.624

P <0.001 <0.001 <0.001

2.4 PARP2表达肝癌细胞体内移植瘤生长的影响

在体内未治疗情况下，空载组小鼠肝癌移植瘤重量和体积

与对照组相比无显著差异（P<0.05），而 si-PARP2组小鼠肝癌

移植瘤重量和体积与对照组、空载组相比均显著降低（P<0.05）。

在体内经 ADM药物治疗后，空载组小鼠肝癌移植瘤重量和体

积与对照组相比无显著差异（P<0.05），而 si-PARP2组小鼠肝

癌移植瘤重量和体积与对照组、空载组相比均显著降低（P<0.05）。
具体如表 4所示。

表 4 三组肝癌细胞移植瘤生长比较

Table 4 Comparison of the growth of hepatocellular carcinoma cells in the three groups

Groups n
Solvent ADM

Weight (g) Volume (cm3) Weight (g) Volume (cm3)

Control group 10 2.21± 0.15 4.83± 0.82 1.65± 0.08 3.02± 0.67

Empty group 10 2.18± 0.18 4.79± 0.72 1.67± 0.09 3.10± 0.72

si-PARP2 group 10 1.82± 0.19*# 3.16± 0.92*# 1.02± 0.06*# 2.08± 0.25*#

F 6.829 8.129 7.824 10.332

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

2.5 PARP2表达 ADM治疗的肝癌细胞体内凋亡的影响

在体内经 ADM药物治疗后，空载组小鼠肝癌移植瘤组织

内细胞凋亡率与对照组相比无显著差异（P<0.05），而 si-PARP2

组小鼠肝癌移植瘤组织内细胞凋亡率与对照组、空载组相比均

显著增高（P<0.05）；Bax和 cleaved-caspase 3蛋白在 si-PARP2

组小鼠肝癌移植瘤组织内表达水平显著高于对照组、空载组

（P<0.05），而 Bcl2蛋白在 si-PARP2组小鼠肝癌移植瘤组织内

表达水平显著低于对照组、空载组（P<0.05）。具体如表 5所示。

3 讨论

肝癌目前仍是难以攻克的世界难题，具有较高的发病率和

死亡率，世界卫生组织在年度预测基础上估计在 2030年将有

100多万人死于肝癌[1,2]。在中国，原发性肝细胞癌是第四大常

见恶性肿瘤，也是癌症死亡的第二大原因，主要包括肝细胞癌

和肝内胆管癌。肝内胆管细胞癌（intrahepatic cholangiocarcino-

ma，ICC）占肝内原发性恶性肿瘤的 5%～10%。肝细胞癌是肝

癌的常见病理类型，占肝癌的 75%，并且其发病率呈逐年上升

趋势[5,6]。手术切除、化疗以及放疗是目前肝癌治疗的主要方案。

然而，目前多个肝癌化疗常用的化疗药物被报道出现耐药性，

如 5-氟尿嘧啶、奥沙利铂、阿霉素和顺铂等[13-15]。因此，研究肝
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癌细胞发生发展和耐药性机制对提高肝癌患者治疗临床疗效、

逆转肝癌细胞化疗药物耐药性和延长肝癌患者生存期具有十

分重要的临床意义。

表 5 三组肝癌细胞移植瘤癌细胞凋亡率和凋亡相关蛋白表达比较

Table 5 Comparison of apoptosis rate and expression of apoptosis-related proteins in three groups of hepatocellular carcinoma cells xenografted tumor

cells

Groups n Apoptosis (%)
Apoptosis-related protein expression

Bax Bcl2 Cleaved-caspase 3

Control group 10 10.32± 3.25 0.82± 0.08 0.63± 0.12 0.97± 0.15

Empty group 10 11.03± 3.08 0.83± 0.11 0.62± 0.15 1.01± 0.16

si-PARP2 group 10 25.52± 5.67*# 1.23± 0.15*# 0.47± 0.18*# 1.56± 0.21*#

F 11.378 10.517 13.265 15.327

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

PARP的小分子抑制剂被认为可以作为阻止 DNA单链断

裂修复的催化抑制剂介导其抗肿瘤作用，目前多个 PARP抑制

剂被批准上市，比如奥拉帕利[16]、尼拉帕利[17]、氟唑帕利[18]以及

帕米帕利[19]。然而，已上市的 PARP抑制剂主要用于卵巢癌、输

卵管癌，或者原发性腹膜癌患者的维持治疗和复发后治疗，尚

未被应用于肝细胞癌的治疗，这主要由于 PARP表达对肝细胞

癌发生发展的作用机制尚未被揭示[21]。在人体细胞中，大部分

PARP活性由 PARP1(85-90%)和 PARP2(10-15%)发挥，PARP1

和 PARP2双敲除的细胞无法存活[22,23]。在肝癌细胞中，PARP1

被发现在肝癌组织中表达升高，并且抑制 PARP1表达有助于

提高肝癌细胞对化疗药物的敏感性[24-26]，但关于 PARP2在肝癌

中的研究较少。本研究通过慢病毒感染建立 PARP2敲低的肝

癌细胞系，研究 PARP2敲低对肝癌细胞化疗敏感性的影响，结

果显示：在体外，PARP2敲低后增强化疗药物（5-氟尿嘧啶、奥

沙利铂和阿霉素）均可抑制肝癌细胞 Huh7细胞克隆形成数

目，并提高化疗药物诱导肝癌细胞凋亡率，即 PARP2敲低可增

强肝癌细胞 Huh7对化疗药物敏感性，与 Gerossier L等人[12]的

研究结果类似，该研究发现，使用 PARP抑制剂抑制肝癌细胞

中 PARP2蛋白表达可以增强放疗治疗诱导的肝癌细胞凋亡

率，而本研究与 Gerossier L等人[12]研究不同之处在于：该研究

使用的 PARP抑制剂抑尽管可以降低 PARP2蛋白表达，但其

靶点可能是多个，不利于进行相关机制研究，而本研究使用

PARP2特异性小干扰 RNA特异性的敲低肝癌细胞中 PARP2

蛋白表达，在机制的深入分析上本研究方法存在优势。

在体内，本研究发现：经阿霉素治疗后，PARP2敲低的肝

癌细胞移植瘤重量和体积均显著低于正常 PARP2表达的肝癌

细胞移植瘤，即 PARP2敲低在体内增强肝癌细胞对阿霉素的

敏感性。进一步的机制研究表明，PARP2敲低在体内显著提高

阿霉素诱导的肝癌细胞凋亡率中促凋亡相关蛋白（caspase3和

Bax）的表达，并抑制抗凋亡蛋白（Bcl2）的表达，与王枫等人的

研究结果类似，而与本研究不同的是，王枫等人在体外研究

PARP抑制剂对肝癌细胞凋亡的影响，而本研究在体内研究

PARP2敲低对肝癌移植瘤组织内细胞凋亡的影响，相比而言

本研究作为体内研究与临床实际更接近。此外，之前的多个研

究也均表明，PARP2的表达与恶性肿瘤细胞的凋亡有关，比如

Zheng GD等人[28]研究指出，Nobiletin在人鼻咽癌细胞中可以

通过下调PARP2蛋白表达而诱导人鼻咽癌 C666-1细胞生长

抑制和凋亡。进一步分析可知[29,30]：PARP2作为一种聚[ADP-核

糖]聚合酶，不仅在哺乳动物细胞中发挥 DNA损伤修复的调控

作用，而且是细胞凋亡核心成员 caspase的切割底物，所以其在

DNA损伤修复和细胞凋亡中发挥重要作用。

综上所述，本研究发现：第一，PARP2敲低的肝癌细胞在

体内增殖能力降低；第二，在体内外，PARP2敲低增强肝癌细

胞对化疗药物的敏感性；第三，PARP2敲低可能通过促进肝癌

细胞凋亡而抑制其增殖和提高其对化疗药物的敏感性。然而，

需要指出的是，本研究依然存在一些不足：第一，未深入探讨

PARP2敲低提高肝癌细胞化疗药物敏感性的具体分子机制；

第二，本研究仅使用一种肝癌细胞进行研究，其结论尚需在多

种肝癌细胞中被验证。
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