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【摘　要】　目的　探讨双氢青蒿素 (Dihydroartemisinin,DHA)诱导人肝癌 HepＧG２细胞凋亡的作用机制.方法　将

实验分为实验组 (DHA)、无水乙醇组 (C２H６O)及空白对照组 (Mock),利用分光光度法检测细胞的增殖,流式细胞仪检

测细胞的生长周期,WesternBlot检测 mTOR信号通路关键因子的表达.结果　DHA 在１５μM 处对 HepＧG２有较好的抑制

效果,DHA组的相对吸光率在第２天开始就与 Mock组与 C２H６O 组差异性显著,并随着增殖天数的增加,差异性逐步加

大;DHA组的细胞凋亡率高于 Mock组与C２H６O组,差异有统计学意义 (P＜０􀆰００１),DHA 对细胞凋亡的影响发生在 G１
期;DHA组的p２１、Bax的 mRNA及蛋白相对表达量高于 Mock组与 C２H６O 组 (P＜０􀆰００１),BclＧ２的 mRNA及蛋白相对

表达量低于 Mock组与C２H６O组 (P＜０􀆰００１).结论　DHA对 HepG２细胞的作用是通过影响 mTOR信号通路来实现的.
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　　肝癌 (hepatocellularcarcinoma,HCC)是最常见的恶

性肿瘤之一,研究表明 HCC居男性肿瘤第５位,在女性肿

瘤中占第９位,在癌症导致的死亡中排第２位[１].目前的肝

癌的治疗以肝切除术、肝移植、射频消融术、经肝动脉化疗

栓塞术和索拉非尼等手段为主要的治疗方式[２].早期肝癌５
年生存率为４０％至７０％,中期肝癌３年生存率仅为６０％,
晚期肝癌通过口服多靶点激酶抑制剂索拉非尼可提高３个月

的生存期,但其平均生存期不到１年[３Ｇ４].青蒿素是我国学

者在２０世纪７０年代从中草药黄花蒿中分离出的一种倍半萜

内酯类抗疟药.随着机制研究的深入,发现青蒿素及其衍生

物 (青蒿琥酯、青蒿醚、蒿甲醚、双氢青蒿素等)除了表现

出抗疟疾功能以外,在抗炎、抗真菌、抗病毒、抗癌等方面

也发挥重要作用.本研究通过考察 DHA 对人肝癌 HepＧG２
细胞增殖、凋亡以及蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

(protein kinase B/mammaliantarget of rapamycin,Akt/

mTOR)信号通路相关基因表达的影响来明确DHA对 HepＧ
G２的确切作用机制.

１　材料与方法:

１􀆰１　材料和仪器:人肝癌 HepG２细胞系购自美国 ATCC
公司,DHA购自成都瑞芬思生物科技有限公司,荧光定量

PCR试剂盒、AnexinVＧFITC、PI染色液购自美国 Thermo
scientific公司,胎牛血清 (FBS)、双抗购自美国 Gibico公

司,胰酶、TrisＧbase、EDTA、SDS、聚丙烯酰胺、甘氨酸、

βＧ巯基乙醇、亚甲双丙烯酰胺、１０％过硫酸铵、TEMED、

Tween２０、cocktai、DMSO、DEPC水、结晶紫、BCA 蛋白

浓度测定试剂盒、RNA提取试剂 TotalRNAExtractor购自

上海生工生物公司,CCKＧ８、超敏 ECL化学发光显影液购

自碧云天生物公司,迁移实验用的小室、PVDF膜购自美国

Millipore公司,无水乙醇、甲醇、异丙醇、氯仿等均为国产

分析纯.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　人肝癌 HepＧG２细胞系的培养:取人肝癌 HepＧG２细

胞系置于含１５％的胎牛血清的 DMEM 培养基中,３７ ℃、

０􀆰０５％ CO２ 条件下每２~３d传代１次,取对数生长期细胞

以０􀆰２５％的胰酶进行消化,制备单细胞悬液用于实验.

１􀆰２􀆰２　DHAIC５０的测定:消化收集细胞悬液,接种于９６
孔板中 (５０００个/１００μL/孔,每组设５个平行孔,共需３５
孔),将 DHA溶解于生理盐水并用细胞培养液稀释,由高

到低设置浓度分别为 ２０、１０、５、２􀆰５、０μM (共５组)加

入细胞培养皿中孵育细胞４８h后,移除培养基后用 PBS洗

涤,每孔加入 １００μL培养基及 １０μLCCKＧ８再培养 ３h,
用酶标仪检测各孔波长４８０nm 处的吸光度,取每组平均

值,以选取合适的 DHA浓度.

１􀆰２􀆰３　实验分组:将实验分为实验 (DHA)组、无水乙醇

组 (C２H６O)组及 空 白 对 照 (Mock)组:实 验 组 中 加 入

１􀆰２􀆰２确定的 DHA浓度的 DHA,无水乙醇组加入与实验组

中同等剂量的无水乙醇,空白对照组则不做处理.

１􀆰２􀆰４　不同组细胞增殖能力的测定:细胞计数器收取５０００
个细胞置于９６孔板中,待细胞贴壁后,对细胞进行１􀆰２􀆰３
分组处理.每隔２４h移除培养基用 PBS洗涤,随后每孔加

入１００μL培养基及 １０μLCCKＧ８再培养 ３h,最后采用酶

标仪检测各孔４８０nm 波长处的吸光度.

１􀆰２􀆰５　不同组细胞凋亡水平的检测:取同体积细胞悬液接

种于培养皿中,按照前述分组处理细胞并置于孵箱中培育

２４h,消化后制备各组细胞悬液,PBS洗涤后加入 ５μL
AnexinVＧFITC及５μLPI染色液混匀,３７ ℃避光孵育３０
min后,使用BDAccuriC６型流式细胞仪检测各组细胞凋

亡情况.

１􀆰２􀆰６　不同组细胞周期、凋亡和转移相关基因蛋白表达的

检测:去除各组细胞上清废液,PBS清洗细胞４次,吸去
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PBS,随后加适量的裂解液到孔中,收取蛋白.冰上放置１０
min,１４０００rpm、４ ℃条件下离心１０min,将蛋白移到新

EP管中,按照BCA试剂盒说明书测定蛋白浓度.随后进行

SDSＧPAGE电泳,加入变性剂SDS,金属浴加热到９５ ℃处

理１０min,电泳结束后利用电转膜法将蛋白转移至 PVDF
膜上,洗膜３次后采用５％脱脂牛奶封闭１h,分别加入不

同种类一抗４℃孵育过夜.次日去除一抗,５０mL的 TTBS
和膜置于洗膜盒中,洗膜３次,每次１０min.继续二抗孵育

１h,洗膜３次,每次１０min,随后用天能５１００显影仪进行

显影.

１􀆰２􀆰７　不同组迁移侵袭能力的检测:提前１２~２４h换上无

血清培养基来饥饿各组细胞,利用 Transwell小室进行实

验.上室种入１０５个细胞,下室加５００μL 含１５％FBS的

DMEM 培养基.４８h后取出小室,甲醛固定,结晶紫染色

观察.上皮间充质转化相关蛋白检测同１􀆰２􀆰６.

１􀆰３　统计学方法:应用 SPSS２１􀆰０对结果进行统计分析.
数值表示为均值±标准差,采用Student̓stＧ检验分析两组间

的差异,P＜０􀆰０５表示差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　青蒿素IC５０的确定:根据 OD 值计算得IC５０ (１５􀆰４

μM),结果见图１A.根据IC５０值设置浓度梯度对 HepG２
细胞进行处理后提取蛋白检测pＧmTOR,随着 DHA 浓度增

加其表达量下调,在 １５μM 处有较好的抑制效果,表明

DHA通过 mTOR信号通路影响肝癌细胞 HepG２的生物学

进程,结果见图１B.

图１　不同浓度DHA对人肝癌HepG２细胞的抑制作用

２􀆰２　DHA对人肝癌 HepG２细胞增殖的影响:结果见图２,

Mock组与C２H６O组在细胞增殖水平上无显著性差异并持

续至第５天,而 DHA 组则在第２天开始就与 Mock组与

C２H６O组差异性显著,并随着增殖天数的增加,差异性逐

步加大.

图２　不同组对人肝癌HepG２细胞增殖的影响

２􀆰３　DHA对人肝癌 HepG２细胞凋亡的影响:从图３A、图

３B可以看出,DHA组的细胞凋亡率要显著高于 Mock组与

C２H６O组,差异性显著 (P＜０􀆰００１),Mock组与 C２H６O
组无显著性差异.从图３C、图３D可以看出,DHA 对细胞

凋亡的影响发生在 G１期.

图３　不同组对人肝癌HepG２细胞凋亡的影响

２􀆰４　DHA对人肝癌HepG２细胞凋亡、mTOR基因表达的影

响:图４A示 DHA组的p２１、Bax的 mRNA 相对表达量高

于 Mock组与 C２H６O 组,而 DHA 组中 BclＧ２的 mRNA 低

于 Mock组与 C２H６O 组,结果表明 DHA 在基因水平促进

HepＧG２细胞凋亡基因表达.图４B示 DHA 组 Bax、p２１蛋

白表达上升,而 BclＧ２表达下调,同时pＧmTOR 表达上调,
说明 DHA在蛋白水平通过磷酸化 mTOR促进细胞凋亡.

图４　不同组对人肝癌HepG２细胞周期、凋亡和

转移相关基因表达的影响

２􀆰５　DHA对HepＧG２细胞上皮间充质转化的影响:图５A、

B示 DHA抑制 HepＧG２细胞侵袭力,图５C示 DHA 降低了

间质 标 志 物 (MMP９、Snail、Slug) 的 表 达.结 果 表 明

DHA可以抑制 HepＧG２细胞的迁移、侵袭能力.

３　讨论

DHA是青蒿素的一类衍生物,研究表明 DHA 在多种

癌细胞中发挥抗癌作用.其主要通过活性氧和一氧化氮的氧

化应激反应、DNA损伤和修复 (碱基切除修复、同源重组、
非同源末端连接)、各种细胞死亡模式 (细胞凋亡、自噬、
坏死)、抑制血管生成,抑制肿瘤相关的信号转导途径 (如

Wnt/βＧcatenin途径,AMPK 途径等)以及信号转导 (NFＧ
κB,MYC/MAX)等方式发挥作用.

本研究发现,DHA 能够抑制 HepＧG２细胞增殖、促进

凋亡基因及其蛋白表达,通过流式细胞仪对细胞周期进一步
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图５　DHA对HepG２细胞上皮间充质转化的影响

检测发现 DHA能够将肿瘤细胞的生长阻碍在 G１期,进一

步说明 DHA通过影响 HepG２细胞的凋亡和周期来抑制细

胞增 殖.在 胰 腺 癌 细 胞 系 中,DHA 可 降 低 Cyclin E、

CDK２、CDK４和CDK６的表达,在抑制 NFＧκB活性的同时

上调p２７表达水平,从而阻滞细胞由 G０/G１期进入S期[５].
这与本 研 究 结 果 相 符.本 文 进 一 步 证 实 DHA 可 磷 酸 化

mTOR,影响p２１、Bax及BclＧ２表达,从而激活下游基因发

挥抗癌作用.这也说明了 DHA 对 HepＧG２细胞的作用可能

是通过影响 mTOR信号通路来实现的,但与其他抑制肝癌

细胞活性的机制是否存在相互作用或联系仍有待进一步研

究.同时 DHA降低 MMP９、Snail、Slug蛋白表达水平,促

进EＧcadherin表达上调,表明DHA具有促进间充质Ｇ上皮转

化,降低癌细胞侵袭转移能力.
目前恶性肿瘤的治疗需要综合序列治疗或联合用药.现

有研究表明[６]利用 DHA处理神经胶质瘤细胞后,发现其通

过诱导细胞凋亡显示出抗肿瘤作用,DHA 联合使用替莫唑

胺 (TMZ)通过增强 TMZ自噬效能,诱导胶质瘤细胞自

噬,提高 TMZ的抗胶质瘤活性.LeeDH 等也发现DHA与

多西紫杉醇具有协同作用,能提高人前列腺癌小鼠模型的总

体生存率[７].而在肝癌细胞中,关于 DHA联合用药相关的

研究较少,有待进一步研究.

　　近年研究发现,DHA可通过抑制 mTOR通路促进横纹

肌肉瘤、尤因肉瘤细胞的凋亡,而 mTOR在癌症进程中具

有重要调控作用[８].mTOR 位于 PI３K/Akt途 径 的 下 游,

mTOR在 HCC中经常上调,并且与预后不良,分化差、及

早期复发相关,且 mTOR的激活在 HCC发病机制中起核心

作用[９],因此阻断 mTOR途径可能是 HCC治疗的极具前景

的治疗思路.本研究证实 DHA 通过抑制 mTOR 信号通路

促进 HCC凋亡,这为 HCC的治疗提供新的研究视角.
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PI３K/AKT/mTOR信号通路及细胞周期蛋白在头颈部HPV相关鳞癌中
表达分析

浙江省宁波市临床病理诊断中心组织病理科 (宁波３１５０２１) 　高尤亮　甘咏莉　陈佳意　胡苏琴

基金项目:宁波市医学科技计划项目 (２０１８A２８)

【摘　要】　目的　研究PI３K/AKT/mTOR信号通路及细胞周期蛋白在头颈部人乳头瘤病毒 (HPV)相关鳞癌中表达.
方法　选择头颈部鳞癌组织４０例,其中 HPV相关鳞癌２０例,非 HPV 相关鳞癌２０例,同时以２０例正常鳞状上皮为对照

组,免疫组化检测癌组织与正常组织 PI３K、AKT、mTOR、细胞周期蛋白cyclinD１、cyclinB１、cyclinE表达.结果　２０
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