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摘要　目的　研 究 沙 利 度 胺 联 合ＦＯＬＦＯＸ（ｆｏｌｉｎｉｃ　ａｃｉｄ　ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ　ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ）作 用 肝 癌 细 胞 ＨｅｐＧ２后

ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ－３的表达，以及探讨沙利度胺联合ＦＯＬＦＯＸ诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡的机制。方法　应用

ＭＴＴ法和流式细胞仪体外研究沙利度胺对 ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响；采用ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法，观察沙利度胺

联合ＦＯＬＦＯＸ作用 ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ后ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ－３的表达情况。结果　沙利度胺对肝癌 ＨｅｐＧ２
细胞有抑制作用，且沙利度胺联合ＦＯＬＦＯＸ显著提高了对肝癌细胞生长的抑制作用，沙利度胺联合ＦＯＬ－
ＦＯＸ作用于 ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ后，细胞表面Ｃａｓｐａｓｅ－３的表达均增强，ＶＥＧＦ的表达均降低。结论　沙利

度胺联合ＦＯＬＦＯＸ诱导肝癌 ＨｅｐＧ２细胞凋亡的机制可能 可 能 通 过 调 节 ＶＥＧＦ蛋 白 表 达 激 活ｃａｓｐａｓｅ－
３，从而诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡。

关键词　沙利度胺；肝癌 ＨｅｐＧ２细胞；血管内皮生长因子；Ｃａｓｐａｓｅ－３
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　　原发性肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｈｌａｒ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是

常见的恶性肿瘤之一，其病因和发病机制尚未完 全

阐明。全世界每年约有２５万人死于此病，其中４０％
发生在我国。肝 癌 预 后 普 遍 很 差，即 使 进 行 手 术 治

疗，术后５年生存率也只有２５％～２９％。目前仍无

标准有效的化疗治疗方案。奥沙利铂（草酸铂，Ｌ－
ＯＨＰ）是继顺铂和卡铂之后的第三代铂类抗癌药，其
疗效更好，毒性 更 低，药 学 特 性 得 到 了 改 善，扩 大 了

抗癌谱，在肺癌、卵巢癌和胃癌的治疗中也得到了广

泛应用［１－３］。氟尿嘧啶（５．ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５－Ｆｕ）属经

典的抗代谢类肿瘤化疗药，广泛用于恶性肿瘤的 治

疗，目前仍然是治疗原发性肝癌的主要药物之一。５
－Ｆｕ联合奥 沙 利 铂 的 化 疗 方 案 成 为ＦＯＬＦＯＸ（ｆｏ－
ｌｉｎｉｃ　ａｃｉｄ　ｆｌｕｏｒｕｒａｃｉｌ　ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ）方案，其在临床中广

泛用于肝癌治疗。Ａｙｄｏｇａｎ等［４］的研究显示沙利度

胺治 疗 可 降 低 豚 鼠 视 网 膜 缺 血／再 灌 注 损 伤 中

ＶＥＧＦ的水平。体外试验也证实了沙利度胺对血管

生成的抑制作用［５］依据。肿瘤的克隆增殖和生长部

分是由凋亡逃避介导的。研究表明沙利度胺可降低

多发性骨髓瘤患者外周血和骨髓中。Ｂｃｌ－２（凋 亡

抑制蛋白）的表达［６］。另外，Ｂｏｉｇｅ等［７］研究表明沙

利度胺主要通过抑制由血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）
的表达，抗肿瘤坏死因子（Ａ－ＴＮＦ），激活Ｔ细胞，
改变Ｂｃｌ－２家族蛋白的表达，影响Ｃａｓｐａｓｅ凋亡通

路而起 到 抗 肿 瘤 的 作 用 。我 们 以 人 肝 癌 细 胞 株

ＳＭＭＣ７７２１为研 究 对 象，探 讨 沙 利 度 胺 联 合 Ｌ－
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ＯＨＰ及５－Ｆｕ的 体 外 抗 肝 癌 作 用，旨 在 为 提 高 临

床化疗治疗方案提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验药物及细胞株　肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２购

自上海美轩生物科技有限公司；胎牛血清购自杭 州

四季青生物工程公司；沙利度胺（美国Ｓｉｇｍａ公司生

产，生产批号：Ｔ１４４规 格１００ｍｇ／支 ），５－Ｆｕ（美 国

ｓｉｇｍａ公司生 产，生 产 批 号：Ｆ６６２７；规 格：１ｇ／支），Ｌ
－ＯＨＰ（美国Ｓｉｇｍａ公司生产，生产批号：０９５１２；规

格５ｍｇ／支）。

１．１．２　检测试剂　噻唑蓝（ＭＴＴ，分析纯产品）、二

甲基亚砜（ＤＭＳＯ，分析纯产品）、细胞培养耗材购自

启东碧云天公 司。兔 抗 人Ｂｃｌ－２及Ｂａｘ多 克 隆 抗

体购自 英 国 Ａｂｃａｍ公 司。ＲＰＭＩ－１６４０细 胞 培 养

液、０．２５％胰 蛋 白 酶 消 化 液 购 自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公 司。ＰＩ
细胞周期流式检测试剂盒购自上海美轩生物有限公

司。

１．１．３　仪器设备　所有实验检测设备，均由河北省

承德市承德医学院附属医院中心实验室提供。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养及周期同步化　ＨｅｐＧ２培养于含

１０％胎牛血清的细胞培养液中，３７℃，５％ ＣＯ２ 培养

箱中培养，每２～３ｄ传代１次，取对数生长期细胞制

成２．０×１０５／ｍｌ细 胞 悬 液，接 种 后 过 夜，再 用 无

Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ 的磷酸缓冲液洗３次，换上无血清培养

液培养，２４ｈ后 细 胞 大 多 处 于 Ｇ０／Ｇ１ 期，达 到 周 期

同步化，然后进行实验。

１．２．２　体外细胞增殖抑制实验（四甲基偶氮唑盐实

验，ＭＴＴ法）　实 验 设 定 四 组，分 别 为：空 白 对 照

组、沙利 度 胺 组、ＦＯＬＦＯＸ组，沙 利 度 胺 联 合ＦＯＬ－
ＦＯＸ组，无 菌 手 法 将 周 期 同 步 化 的 ＨｅｐＧ２细 胞 配

成２．０×１０５／ｍｌ，９６孔培养板每孔１００μｌ，培养２４ｈ，

３６ｈ，４８ｈ后加入 药 物。每 个 剂 量 设３个 复 孔，加 药

后分别培养４８ｈ，以 ＭＴＴ法检测细胞增殖活性。然

后按公 式［细 胞 抑 制 率＝（１－Ａ 处 理／Ａ 对 照）×
１００％］进行计算。
１．２．３　流式细胞仪分析　分组同上，将 ＨｅｐＧ２细

胞接种于６孔培养板，２４ｈ后加入含有药物的ＲＰ－
ＭＩ１６４０培养液，继续培养４８ｈ后获取细胞，磷酸盐

缓冲液（ＰＢＳ）洗涤，加入７０％冷乙醇固定后重新收

集细胞，ＰＢＳ洗去固定液，加入ＲＮＡ酶反应过夜，
与碘化丙啶（ＰＩ）染液混匀后，用流式细胞仪作流式

细胞 分 析，汞 激 发 波 长 为４８８ｎｍ，并 用 ＭｏｄｆｉｔＬＴ
２１０软件分析细胞周期分布及凋亡情况。计算各期

细胞所占比例及凋亡率。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分析ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋

白表达　取对数生长期的 ＨｅｐＧ２细胞，按每孔２×
１０５ 个细胞接种于６孔板上，培养２４ｈ后 加 入 药 物。
药物中培养４８ｈ，收集细胞并加入细胞裂解液提取细

胞总蛋白。每 组 各 取２０μｇ总 蛋 白 样 品，采 用１０％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分 离 蛋 白，分 离 后 的 蛋 白 电 转 移 至 聚

偏二氟 乙 烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ　ｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜

上，将ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ－３一抗（１∶１　０００稀释）与

转移膜反 应２ｈ，ＴＢＳＴ洗 膜５ｍｉｎ×３次。以 ＧＡＰ－
ＤＨ 为内参照。应 用 美 国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公 司 化 学 发 光

成像系统。

１．３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１２．０进行统计学处 理。数 据 资 料 以
珚ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析，二组间比

较用ＳＮＫ法，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　 沙利度胺联合ＦＯＬＦＯＸ对 ＨｅｐＧ２增殖抑制

的影响

筛查出各药物组４８ｈ的ＩＣ５０分别是：沙利度胺

为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＦＯＬＦＯＸ为４０ｕｍｏｌ／Ｌ５－Ｆｕ及Ｌ
－ＵＨＰ５ｕｍｏｌ／Ｌ。沙利度胺对 ＨｅｐＧ２细胞具有抑

制作用，联合ＦＯＬＦＯＸ后对细胞的生长抑制率明显

升高，且具有时间依赖性，见表１，随着作用时间的延

长，４８ｈ抑 瘤 效 率 较 强（Ｐ＜０．０１），７２ｈ的 抑 瘤 效 率

下降（Ｐ＜０．０１），在以后的实验中均采用４８ｈ。

２．２　沙利度胺联合ＦＯＬＦＯＸ对细胞凋亡的影响

沙利度胺联合ＦＯＬＦＯＸ对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞周

期的影响。转染４８ｈ后，流式细胞仪空白对照组、沙

利度胺组、ＦＯＬＦＯＸ组，沙利度胺联合ＦＯＬＦＯＸ组

细胞 周 期（图３～６）。空 白 对 照 组、沙 利 度 胺 组、

ＦＯＬＦＯＸ组，沙 利 度 胺 联 合ＦＯＬＦＯＸ组 在 Ｇ０／Ｇ１
期百分比 明 显 增 加（Ｐ＜０．０５），而 在Ｓ、Ｇ２／Ｍ 期 百

分比不成任何趋势，说明随着药物的联合作用，药物

抑制率 逐 渐 升 高，且 被 阻 滞 于 Ｇ０／Ｇ１ 期（如 图１－
４）。

２．３　 沙 利 度 胺 联 合 ＦＯＬＦＯＸ 诱 导 肝 癌 细 胞

ＨｅｐＧ２的ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达的影响

肝癌细 胞 ＨｅｐＧ２给 予 不 同 刺 激 后 收 集 蛋 白，

ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测 ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白的表 达，
从图中可以看出，随着药物的联合作用，ＶＥＧＦ蛋白

逐渐降低，Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋 白 逐 渐 升 高。表 明 沙 利 度

胺可诱导细胞ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ－３的表达，且沙利度

胺联合ＦＯＬＦＯＸ处 理 ＨｅｐＧ２细 胞 后，可 诱 导 更 强

烈的ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ－３的表达。
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表１　各组细胞在４８ｈ、７２ｈ的增殖抑制率的比较（珚ｘ±ｓ）

组别
４８ｈ

珚ｘ±ｓ 抑制率

７２ｈ

珚ｘ±ｓ 抑制率

空白对照 １．０１４±０．０３６　 ０　 １．４１２±０．０６１　 ０

沙利度胺 ０．８１９±０．０１６＊△ １９．１７１＊△ １．２４５±０．０３７＊△ ０．１１８＊△

ＦＯＬＦＯＸ　 ０．５１３±０．０１１＊△ ４９．４０８＊△ １．００４±０．０１３＊△ ２８．８９３＊△

沙利度胺联合ＦＯＬＦＯＸＬ　 ０．３２５±０．０２６＊ ６７．８８９＊△ ０．８２５±０．０１０＊ ４１．５７２＊

Ｆ值 １０３１．８６９　 ４７１．９３５

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

　　注：与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与沙利度胺联合ＦＯＬＦＯＸ组比较，△Ｐ＜０．０１

图１　空白对照组

图２　沙利度胺组

图３　ＦＯＬＦＯＸ组

图４　沙利度胺联合ＦＯＬＦＯＸ组

图５　各组ＶＥＧＦ蛋白的表达

　　注：１为空白对照组组，２为沙利度 胺 组，３为ＦＯＬＦＯＸ组，４为 沙 利 度 胺

联合ＦＯＬＦＯＸ组；

　　与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 沙 利 度 胺 联 合ＦＯＬＦＯＸ 组 比 较，△Ｐ

＜０．０１

·１９２·中国煤炭工业医学杂志２０１５年２月第１８卷第２期　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｏａｌ　Ｉｎｄｕｓｔｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｆｅｂ．２０１５，Ｖｏｌ．１８，Ｎｏ．２



图６　各组Ｇａｓｐａｓｅ－３蛋白的表达

　　注：１为空白对照组组，２为沙利度 胺 组，３为ＦＯＬＦＯＸ组，４为 沙 利 度 胺

联合ＦＯＬＦＯＸ组；

　　与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 沙 利 度 胺 联 合ＦＯＬＦＯＸ 组 比 较，△Ｐ

＜０．０１

３　讨论

肝癌是目前临床上比较常见的消化道的恶性肿

瘤，依据其发病是否为原发可分为原发性和继发 性

肝癌。目前每年患病患者已超过６２．６万人，处于恶

性肿瘤的第五位，而其每年的死亡患者能够接近６０
万，其死亡率在消化系统的恶性肿瘤中仅次于胃 癌

和食管癌栖居于第三位。因此对于肝癌发生的病因

及其该疾病发展的相关因素的研究在肝癌的预防以

及诊断和治疗等方面存在着更加积极的意义。
血管 内 皮 生 长 因 子（ＶＥＧＦ）是 在 化 验 室 检 查

中能在肿瘤 组 织 内 外 都 可 以 大 量 发 现 的，ＶＥＧＦ的

特异性抗体有着明显抑制肿瘤细胞生长的作用，其

与癌组织 内 的 血 管 密 度 和 转 移 存 在 着 显 著 的 相 关

性。ｃａｓｐａｓｅ是一组半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶，其家

族成员中研究最多、功能相对较明确的为ｃａｓｐａｓｅ－
３。近年来，人们发现ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白酶在凋亡信号

传导中起 核 心 作 用，是 细 胞 凋 亡 的 执 行 者，为Ｆｅｒ－
ｎａｎｄｅｒ－Ａｌｎｅｍｒｉ等［８］从人Ｔ淋巴细胞文库中筛选

到的。它广泛 分 布 于 各 种 类 型 的 细 胞 中，正 常 情 况

下，在细胞内以 无 活 性 的ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ－３存 在，只 有

当细胞凋亡时才转变为有活性的ｃａｓｐａｓｅ－３，可以

说ｃａｓｐａｓｅ－３是细胞凋亡蛋白酶级联反应的必经之

路［９］。
我们用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ反 复 检 测 发 现，联 合 用 药

组（沙利度胺联合ＦＯＬＦＯＸ）ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达水

平最高，ＶＥＧＦ蛋白表达水平最低，而ＲＴＰＣＲ结果

显示联合用药组ｃａｓｐａｓｅ－３ｍＲＮＡ表达最高，ＶＥＧ－
ＦｍＲＮＡ表达最低。表明联合用药组可能通过调节

Ｂｃｌ－２蛋 白 的 表 达 激 活 ｃａｓｐａｓｅ－３，从 而 诱 导

ＳＭＭＣ７７２１细胞凋亡，目前机制尚未清楚。
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