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Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ治疗裸鼠移植人肝癌的作用及机制
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　　摘要：目的　探讨 ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ治疗裸鼠移植人肝癌中的作用及三磷酸肌醇（ＩＰ３）和 Ｂａｘ基因表达
变化。方法　采用 ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ治疗实验性肝癌，观察肝癌增长情况；用同位素试剂盒检测肝癌组织 ＩＰ３

含量；ＲＴＰＣＲ分析癌组织 ｂａｘｍＲＮＡ的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析肝癌组织 ｂａｘ蛋白的表达。结果　治

疗组肝癌体积和重量均显著低于对照组［体积（１５．８±１０．１）ｍｍ３ ｖｓ．（５２．３±２６．５）ｍｍ３；重量

（４４．８±１０．４）ｍｇｖｓ．（９１．３±３１．４）ｍｇ；均 Ｐ＜０．０１］，ＩＰ３含量显著低于对照组［（１５．９±２．８）ｐｍｏｌ／

ｍｇｖｓ．（３５．３±６．６）ｐｍｏｌ／ｍｇ；均 Ｐ＜０．０１］，ｂａｘｍＲＮＡ表达与对照组无显著性差异［ＲＩ（灰度与面积

之积的相对强度）（０．６４±０．１２）ｖｓ．（０．５６±０．１５），Ｐ＞０．０５］，但 ｂａｘ蛋白表达显著高于对照组

［ＲＩ（３．１６±０．９５）ｖｓ．（１．３７±０．４８）］。结论　结论 Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ能减少 ＩＰ３生成，上调肝癌组织 ｂａｘ蛋

白的表达，抑制裸鼠移植人肝癌的增长。
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　　细胞信号转导在应答环境刺激和调节基因表
达、生理反应的同时，维持着细胞正常代谢，并最

终决定细胞增殖、生长、分化、衰老和死亡等生命

基本现象。即信号转导最终决定基因表达与细胞

增殖和凋亡［１］。细胞增殖、分化、凋亡三者之间的

平衡失调与肝癌的发生发展密切相关［２－３］。失控

性生长和增殖及细胞凋亡受阻是恶性肿瘤细胞的

重要特征［４］。因此，通过改变细胞信号转导状态

以调节基因表达，抑制细胞增殖或／和诱导细胞凋
亡的方法将可能最终达到治疗肝癌的目的。本研

究拟通过探讨磷酸肌醇信号通路抑制剂 ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ
能否调节肝癌 ＨｅｐＧ２细胞 ｂａｘ基因表达及抑制肝
细胞癌增长，为应用磷酸肌醇信号通路抑制剂治

疗肝细胞癌提供理论和实验依据。

１　材料和方法

１．１　主要材料
肝癌 ＨｅｐＧ２细胞株（中山大学动物实验中心

细胞库），ＲＰＭＩ１６４０培养基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），
新生牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ（美国 Ｓｉｇｍａ
公司，分析纯），ＩＰ３［３Ｈ］ＢｉｒｔｒａｋＡｓｓａｙ试剂盒
（Ａｍｅｒｓｈａｍ公司），ＲＮＡｌａｔｅｒ（Ａｍｂｉｏｎ公司），Ｔｒｉｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ（ＭＲＣ公司），ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＩＩ逆转录酶（Ｇｉｂｃｏ
ＢＲＬ公司），Ｔａｑ酶（Ｔａｋａｒａ公司），ＲＮＡ酶抑制剂
和 Ｏｌｉｇｏｄ（Ｔ）（１８上海生物工程技术服务有限公
司），胰酶（Ｓｉｇｍａ公司）；ｄＮＴＰ（上海生物工程技术
服务有限公司），ＳＤＳ（Ｒｏｃｈｅ公司），Ｓｐａｎｉｓｈ低熔点
琼脂糖（Ｂｉｏｗｅｓｔ公司），Ｔｒｉｓ、ＥＤＴＡ（Ｓｉｇｍａ公司），
Ｂａｘ鼠抗人单克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），βａｃｔｉｎ
鼠抗人单克隆抗体（Ｎｅｏｍａｒｋｅｒ公司），带化学发光
物的抗小鼠 ＩｇＧ（二抗）试剂盒（武汉博士德公
司），ＰＶＤＦ膜（Ｒｏｃｈｅ公司）。其他试剂均为分析
纯。流式细胞仪（美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司，机器
型号 ＥＬＩＴＥ，激光波长４８８ｎｍ，功率１５ｍＷ）。ＰＣＲ
引物合成：上海生物工程技术服务有限公司。

１．２　方法
１．２．１　裸鼠肝原位移植人肝癌模型制作　将
ＨｅｐＧ２细胞加入含１０％小牛血清、青霉素１００Ｕ／ｍＬ、
链霉素１００μｇ／ｍＬ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，单层培
养和孵化于５％ ＣＯ２和９５％的湿润空气、３７℃的培

养箱中，每 ３天更换培养液 １次。待细胞覆盖培
养瓶壁 ８０％ ～９０％后，按前述方法进行传代培
养。当细胞传代至足够制造模型数量时，取出用

于建立裸鼠移植人肝癌模型。

模型制作步骤：将肝癌 ＨｅｐＧ２细胞株制成
５×１０７／ｍＬ细胞悬液，分别取 ０．２ｍＬ含 １×１０７个
细胞的悬液接种于 ４只裸鼠皮下。当皮下肿瘤长
至 １ｃｍ３后用于模型制作的瘤源。模型制作时，
处死皮下荷瘤动物，无菌状态下完整取出肿瘤，剔

除周围结缔组织，将边缘生长旺盛的肿瘤组织切

割成直径２ｍｍ的瘤块置于无菌生理盐水中备用。
选取４～６周龄的裸鼠２７只，雌雄不拘，１０％水合
氯醛（４３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后腹中线切口开
腹，用 ７号针头戳开肝实质，将瘤组织块移植到裸
鼠肝实质内，关腹。所有裸鼠在标准超净环境下

饲养 ２周时进行实验性治疗。
１．２．２　 溶液配制　Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ５００ｍｇ加 ＤＭＳＯ
２ｍＬ溶解后，ＲＰＭＩ１６４０培养基加至５００ｍＬ即配
制成 １ｍｇ／ｍＬ的 Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ溶液。注射时每 １ｇ动
物体重取 ０．０５ｍＬ即相当于 ５０ｍｇ／ｋｇ的剂量，
ＤＭＳＯ浓度为 ０．０４％。２ｍＬＤＭＳＯ加 ＲＰＭＩ１６４０
培养基至 ５００ｍＬ即配制成 ＤＭＳＯ浓度为 ０．０４％
的对照溶剂，供对照组使用，动物取 ０．０５ｍＬ／ｇ
即相当于治疗组的溶剂量和 ＤＭＳＯ量。
１．２．３　动物分组及处理　肝癌动物模型制成饲
养 ２周后，将荷瘤模型动物随机分为 ２组（每组 ９
只）：（１）对照组腹腔注入含 ０．０４％ＤＭＳＯ的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基 ０．０５ｍＬ／ｇ，（２）Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ治疗组
腹腔注入 ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），饲养３周后进
行各项实验。

１．３　观测项目
１．３．１　肿瘤大小测定和标本采集　迅速处死动
物，腹中线切口开腹，游离肝脏，观察肿瘤生长、

浸润情况，切除肿瘤，去除周围结缔组织后电子微

量天平称重，游标卡尺测量肿瘤最长径（ａ）和最
短径（ｂ），根据公式 Ｖ（ｍｍ３）＝πａｂ２／６计算肿瘤
的体积，分割肿瘤组织，分别取材用于病理检查、

细胞 ＩＰ３检 测、ＲＴＰＣＲ和 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析。
用于病理检查者用 １０％福尔马林固定，用于 ＲＮＡ
检测 者 应 用 ＲＮＡ ｌａｔｅｒ保 存，其 余 标 本 贮 存 于
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－７０℃冰箱备检。
１．３．２　ＩＰ３［３Ｈ］ＢｉｒｔｒａｋＡｓｓａｙ检测 ＩＰ３含量　
动物肝癌组织准备：肝癌组织取材全程保持在低

温下进行。将肝癌组织块置于匀浆试管中，按

１０％（ｗ／ｖ）加入 １０％高氯酸在冰浴中冷却后匀
浆，４℃下 ２０００ｇ离心 １５ｍｉｎ以沉淀蛋白质；取
上清液用 １０ＮＫＯＨ中和至 ｐＨ７．５±０．１，４℃下
２０００ｇ离心 １５ｍｉｎ，去除 ＫＣｌＯ４沉淀，上清液用于
ＩＰ３测定。

检测 ＩＰ３－［３Ｈ］Ｂｉｒｔｒａｋ按试剂盒操作说明操
作。细胞计数后采用高氯酸沉淀法提取 ＩＰ３样
品，在反应体系中加入 １００μＬ缓冲液、１００μＬ标
准品或样品、１００μＬ［３Ｈ］ＩＰ３稀释液、１００μＬ
结合蛋白，旋转混合，冰上孵育 １５ｍｉｎ，４℃下
２０００ｇ离心 １０ｍｉｎ，弃去上清液，使沉淀完全干
燥，加入 １ｍＬ去离子水，充分旋转混匀，１５～３０℃
下孵育 １０ｍｉｎ后再旋转混匀；移入液闪瓶，加入
１０ｍＬ液闪液，加盖混匀，于 β液闪计数器上进行
液闪计数 ４ｍｉｎ。按操作说明绘制标准曲线，对照
标准曲线求出各样品 ＩＰ３含量。

蛋白浓度检测方法：应用 ＢＣＡ蛋白质定量检
测试剂盒测定（按说明书指示步骤操作）。基本

原理：碱性条件下，蛋白将 Ｃｕ２＋还原成 Ｃｕ＋，
Ｃｕ＋与 ＢＣＡ试 剂 形 成 紫 色 络 合 物，测 定 其 在
５６２ｎｍ处的吸收值，并与标准曲线对比，即可计算
待测蛋白的浓度。

最后根据蛋白质浓度求出每 ｍｇ蛋白质组织
中 ＩＰ３含量（ｐｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎｏｆｔｉｓｓｕｅ）。
１．３．３　ＲＴＰＣＲ检测 ｂａｘｍＲＮＡ的表达　采用
ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ提取法进行 ＲＮＡ提取，离心、沉淀
ＲＮＡ，ＲＮＡ样品用 １％ 琼脂凝胶电泳检测检测
ＲＮＡ完整性。ＲＮＡ定量后取总 ＲＮＡ２μｇ进行逆
转录反应，之后 ５０μＬ反应体系进行体外 ＰＣＲ扩
增。Ｂａｘ上游引物为 ５′ＣＣＡＣＣＡＧＣＴＣＴＧＡＡＣＡＧＴ
ＴＣＡＴＧＡ３′，下游引物为 ５′ＴＣＡＧＣＣＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣ
ＣＡＧＡＴＧＧＴ３′。扩增产物长度 ５０７ｂｐ。ＤＮＡ热循
环仪（美国 ＰＥ公司）扩增。扩增条件：９４℃变性
５ｍｉｎ，９４℃ ６０ｓ，５５℃ ４５ｓ，７２℃ ６０ｓ；２８个循
环。最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。β#

ａｃｔｉｎ上游引物
为 ５′ＧＴＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡ３′；下游引物为
５′ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′。扩 增 产 物
长度 ５４８ｂｐ。扩增条件：９４℃变性 ５ｍｉｎ，９４℃
６０ｓ，５８℃ ６０ｓ，７２℃ ６０ｓ；３５个循环。最后
７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应产物在凝胶中以１００Ｖ电
泳后于凝胶成像仪中观察拍照，在图象分析仪上

经 ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ软件进行半定量分析，将测出各条带
灰度与面积之积除以 βａｃｔｉｎ的灰度与面积之积，
获得一相对强度（ＲＩ），通过各浓度组和各时相组
的 ＲＩ值比较可得出基因表达的量变规律。
１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法测定 ｂａｘ蛋白表达　
取各组细胞，ＳＤＳ匀浆、离心，上清液煮沸５ｍｉｎ后
进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。将凝胶完整取下，于

转移缓冲液中转膜。取出 ＰＶＤＦ膜，封闭，加入一
抗 ｂａｘ鼠抗人单克隆抗体；以 βａｃｔｉｎ单克隆抗体
为内参，４℃轻摇过夜。洗去 ＰＶＤＦ膜上未结合
的抗体，加入二抗（抗小鼠 ＩｇＧ）室温下共同孵育
２ｈ后采用化学发光试剂显色，电子计算机图像
分析仪成像并进行半定量分析。

１．４　统计学处理
数据均以 ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０软件进

行统计学分析，组间差异采用两个独立样本 ｔ检
验。

２　结　果

２．１　动物肝细胞癌模型的建立
各动物经 ＨｅｐＧ２细胞团移植入各裸鼠肝脏

后，均见肿瘤生长（图 １），经常规病理切片证实符
合肝细胞癌（ＨＣＣ）（图 ２）。对照组动物在观察过
程中精神较差，但观察期内无明显体重减轻现象。

开腹后观察：对照组肝脏移植肿瘤生长良好，瘤体

较大，但观察期内未发现腹水、肿瘤转移等现象；

治疗组肿瘤生长体积和重量明显小于对照组

（Ｐ＜０．０１），观察期内亦未发现腹水、肿瘤转移等
现象（表 １）。
２．２　移植瘤大小及重量

Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ治疗组动物移植瘤体积和重量均显
著低于对照组（Ｐ＜０．０１）（表 １）。根据抑瘤率 ＝
［（对照组瘤重 －治疗组瘤重）／对照组瘤重］×
１００％的公式，计算得出治疗组抑瘤率为 ５０．９％。
２．３　ＩＰ３含量

治疗组动物移植肝癌细胞内 ＩＰ３含量显著低
于对照组（Ｐ＜０．０１）（表 １）。
２．４　ｂａｘｍＲＮＡ表达

治疗组移植肝癌组织 ｂａｘｍＲＮＡ表达较对照
组略有增加，但无显著性差异（Ｐ＞０．０５）（表 １）
（图 ３）。
２．５　ｂａｘ蛋白表达

治疗组移植肝癌组织 ｂａｘ蛋白表达较对照组
明显增加（Ｐ＜０．０５）（表 １）（图 ４）。
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表１　各组动物移植瘤体积、重量和瘤组织ＩＰ３含量

组别 ｎ 瘤体积（ｍｍ３） 瘤重量（ｍｇ）
瘤组织中ＩＰ３量

（ｐｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ）
ＢａｘｍＲＮＡ Ｂａｘ蛋白

对照组 ９ ５２．３±２６．５ ９１．３±３１．４ ３５．３±６．６ ０．５６±０．１５ １．３７±０．４８

治疗组 ９ １５．８±１０．１ ４４．８±１０．４ １５．９±２．８ ０．６４±０．１２ ３．１６±０．９５

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＞０．０５ ＜０．０１

图１　移植人肝癌５周裸鼠肿瘤外观 图２　荷瘤病理改变符合肝细胞癌（×４００）
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图 ３　裸鼠肝癌组织 ｂａｘｍＲＮＡ表达情况
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图 ４　裸鼠肝癌组织 ｂａｘ蛋白表达情况

３　讨　论

催化磷酸肌醇通路信号转导，通路的生化反

应关键酶磷脂酰肌醇（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ，ＰＩ）激
酶、磷脂酰肌醇一磷酸（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ４ｐｈｏｓ

ｐｈａｔｅ，ＰＩＰ）激酶活性增强和第二信使分子三磷
酸肌醇（Ｉｎｏｓｉｔｏｌ１，４，５ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＩＰ３）和二酰
基甘油（ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，ＤＧ）的产生增加，在肝细
胞癌的生长、增殖殖和演进中起重要作用［５－６］。

ｂａｘ基因表达产物上调有促进肿瘤细胞凋亡的作
用，反之则抑制凋亡［７］。但抑制磷酸肌醇通路信

号转导能否影响肝癌细胞 ｂａｘ基因表达、进而诱
导凋亡，目前罕见报道。Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ能同时抑制 ＰＩ
激酶和 ＰＩＰ激酶活性 ［８－１０］，是磷酸肌醇信号通路

抑制剂之一。本实验结果显示，在裸鼠肝内移植

人肝癌模型制成饲养 ２周后，应用磷酸肌醇信号
通路抑制剂 ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ能降低裸鼠移植人肝癌细胞
内 ＩＰ３含量，从 ｍＲＮＡ和蛋白质水平上调 ｂａｘ基
因表达，显著抑制裸鼠肝内移植人肝癌增长，抑

瘤率在 ５０％以上。说明抑制磷酸肌醇信号通路
转导能力，可以在一定程度上调节与肝癌细胞凋

亡有关的 ｂａｘ基因表达，有效地抑制动物肝原位
移植人 ＨＣＣ的增长。这一作用可能与调节 ｂａｘ基
因表达密切相关。由于 ｍＲＮＡ与蛋白质的变化并
不一定绝对一致，ｍＲＮＡ的微小变化可能引起其
编码蛋白质的显著变化。而蛋白质才是生命活

动的直接执行者。故本实验治疗组虽 ｂａｘｍＲＮＡ
表达仅略有增加，而 ｂａｘ蛋白表达却显著增加。

Ｂｃｌ２基因家族是细胞凋亡相关基因，ｂｃｌ２
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和 ｂａｘ分别是最有代表性的抑制凋亡和促进凋亡
基因，ｂａｘ还是 ｂｃｌ２活性的主要调控因子。细胞
受到死亡信号刺激后，ｂｃｌ２家族中的促凋亡蛋白
在蛋白酶作用下发生构像变化，从细胞浆移位到

细胞器膜上，尤其是线粒体外膜上，并与细胞器

膜上和膜内的抗凋亡蛋白相互作用，使抗凋亡蛋

白丧失对凋亡的抑制作用，引起细胞器功能丧失

和各种促凋亡 因子的释放，最终导致细胞凋

亡［１１］。ｂｃｌ２和 ｂａｘ表达水平的高低与凋亡调控
直接相关 ［７］。ｂｃｌ２在决定细胞生存与死亡上起
重要作用，ｂａｘ单独作用可加速细胞凋亡的发生，
但当与 ｂｃｌ２形成二聚体时，ｂａｘｂｃｌ２则在凋亡
过程中起制动作用，保护细胞使之不发生凋亡。

ｂｃｌ／ｂａｘ值对决定细胞是否进入凋亡状态有重要
意义。当细胞内 ｂｃｌ２较多时，ｂｃｌ２和 ｂａｘ的异
源二聚体增多，凋亡趋势减弱；当细胞内 ｂａｘ较多
时，则 ｂａｘ本身形成的同源二聚体占主导，则易于
发生凋亡［７］。本研究结果显示，ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ能上调
裸鼠移植人肝癌细胞 ｂａｘｍＲＮＡ和蛋白表达，抑
制肝癌的增长；提示抑制磷酸肌醇通路信号转

导，ｂａｘ基因表达上调、诱导细胞凋亡可能与抑制
肝癌增长有关。

信号转导最终决定基因表达与细胞增殖和凋

亡［１］。细胞增殖、分化、凋亡三者之间的平衡失

调与肝癌的发生发展密切相关［２－３］。肝癌组织细

胞增殖速度永远超过凋亡速度，在肝癌发生发展

中起重要作用［１２－１３］。因此，通过改变细胞信号转

导状态以调节基因表达，抑制细胞增殖和／或诱
导细胞凋亡的方法将达到治疗肝癌的目的。研

究表明，ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ可降低肝癌细胞 ＰＩ激酶和 ＰＩＰ
激酶活性，导致 ＩＰ３的产生下降，使细胞生长滞留
于 Ｇ１／Ｓ期，表现为增殖能力下降、停止甚至引起
细胞死亡［１０］；笔者的体外实验表明，ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ能抑
制肝癌细胞磷酸肌醇通路信号转导，上调 ｂａｘ基
因表达，促进细胞凋亡。说明 ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ既可抑制
细胞增殖，又可诱导细胞凋亡，理论上可达到治

疗肝癌的目的。本研究结果证实抑制细胞磷酸

肌醇通路信号转导，可上调 ｂａｘ基因表达，抑制裸
鼠移植人肝癌增长，为今后在临床上开展应用磷

酸肌醇信号通路抑制剂治疗 ＨＣＣ的研究奠定了
一定的实验基础。
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