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左旋棉酚通过下调Ｘ连锁凋亡抑制蛋白增强表柔比星抑制肝细胞癌的体外作用
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　　［摘要］　目的　探讨左旋棉酚增强表柔比星杀伤肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）细胞的
作用及可能机制。方法　将 ＨＣＣ细胞（Ｈｅｐ３Ｂ及 ＨｕＨ７）分为溶剂对照组、左旋棉酚处理组、表柔比星
处理组、联合用药组、对照ｓｉＲＮＡ＋表柔比星组、沉默Ｘ连锁凋亡抑制蛋白（Ｘｌｉｎｋｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＸＩＡＰ）＋表柔比星处理组、对照质粒＋联合用药组、过表达 ＸＩＡＰ＋联合用药组，采用 ＣＣＫ８方法
检测各组细胞存活情况；流式细胞术检测各组细胞凋亡情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测剪切型聚（腺苷二磷酸
核糖）聚合酶［ｃｌｅａｖｅｄｐｏｌｙ（ＡＤＰｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＣｌｅＰＡＲＰ］水平、ＸＩＡＰ水平及真核起始因子 ４Ｅ
（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４Ｅ，ｅＩＦ４Ｅ）磷酸化水平。结果　与溶剂对照相比，低浓度的左旋棉酚
（５μｍｏｌ／Ｌ）单独处理对ＨＣＣ细胞存活无明显抑制作用（Ｐ＞０．０５），而将左旋棉酚与表柔比星联合使用
后可显著增强表柔比星对ＨＣＣ细胞的杀伤（Ｐ＜０．０５）、促进 ＨＣＣ细胞的凋亡及对剪切型 ＰＡＲＰ的诱
导，同时还能抑制表柔比星诱导的ＸＩＡＰ上调及ｅＩＦ４Ｅ磷酸化。此外，表柔比星抑制ＨＣＣ细胞存活及升
高剪切型ＰＡＲＰ的能力能被沉默ＸＩＡＰ所增强，而被过表达ＸＩＡＰ所抑制。结论　左旋棉酚可增强表柔
比星抑制ＨＣＣ细胞存活促进细胞凋亡的能力，其机制可能与抑制ＸＩＡＰ上调和ｅＩＦ４Ｅ磷酸化有关，提示
左旋棉酚可作为表柔比星治疗ＨＣＣ的潜在增敏剂。
　　［关键词］　表柔比星；左旋棉酚；肝细胞癌；Ｘ连锁凋亡抑制蛋白；真核起始因子４Ｅ
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　　肝细胞癌 （ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是世界
上常见的人类恶性肿瘤之一，也是全世界癌症死亡的

主要原因之一。临床上除手术、放疗、全身化疗等治疗

手段外，经动脉插管栓塞化疗（ｔｒａｎｓｃａｔｈｅｔｅｒａｒｔｅｒｉａｌ
ｃｈｅｍｏｅｍｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ，ＴＡＣＥ）也是中晚期肝癌治疗的首
选方法［２］。作为一种常规的抗肿瘤药，表柔比星

（ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ，ＥＰＩ）常被用于肝癌 ＴＡＣＥ化疗的一线治
疗方案［３］。然而，在长期的表柔比星单药治疗过程

中，ＨＣＣ细胞会对表柔比星耐药，从而导致 ＨＣＣ的复
发和预后不良［４］。因此，寻找增强表柔比星杀伤 ＨＣＣ
效果的策略对于改善 ＨＣＣ基于表柔比星的化疗具有
重要的临床意义。

　　左旋棉酚［（）ｇｏｓｓｙｐｏｌ，（）Ｇ］是棉籽提取物中
的一种有效成分，由于能够抑制精子发生和精子活动，

曾在临床上被用作男性避孕药［５］。而近年来，左旋棉

酚被证明对肝癌细胞在内的多种癌细胞系具有抗癌作

用［６－８］。除单独使用发挥一定抗癌作用外，左旋棉酚

还可增敏多种化疗药物的抗癌效应［９－１１］，而左旋棉酚

是否能够增敏表柔比星尚不清楚。因此，本研究将探

讨左旋棉酚能否增强表柔比星杀伤 ＨＣＣ细胞的能力
及其可能的机制，以期为临床上提升表柔比星对 ＨＣＣ
的疗效提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　商品化的人来源 ＨＣＣ细胞系 Ｈｅｐ３Ｂ、ＨｕＨ７购于
中国科学院细胞库，由陆军军医大学基础医学院生物

化学与分子生物学教研室保存。０．２５％胰酶、ＤＭＥＭ
高糖培养基、ＭＥＭ培养基购于美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；胎
牛血清购于江苏依科赛公司；表柔比星购于美国

Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；左旋棉酚购于美国Ｓｉｇｍａ公司；ＣＣＫ８试

剂购于美国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；凋亡检测试剂盒、
ＲＩＰＡ裂解液（强）、ＰＭＳＦ购于江苏碧云天公司；
ＰＡＲＰ、ＸＩＡＰ抗体购于美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司；Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体购于德国 Ｎｏｖｕｓ公司；ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００脂质体、山羊抗兔二抗购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；
ＰＶＤＦ膜购于美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ＥＣＬ发光液购于重
庆葆光生物公司。

１．２　细胞培养与药物处理
　　Ｈｅｐ３Ｂ细胞用含１０％胎牛血清的ＭＥＭ培养基培
养，ＨｕＨ７细胞用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养
基培养，２种细胞均置于５％ＣＯ２、３７℃的条件下静置
培养。每２～３天更换 １次培养液或进行传代。当重
新铺板后的细胞进入到对数生长期时，进行相应的药

物处理。药物作用２４ｈ或４８ｈ后，收集细胞进行下一
步实验。

１．３　细胞转染
　　在 ２个 ＥＰ管中加入适量等体积无血清培养基，
然后向其中一管加入１份体积的质粒／ｓｉＲＮＡ，向另一
管加入 ２份体积的 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００，各自混匀后静
置５ｍｉｎ。混合上述２管液体并在室温下静置２０ｍｉｎ，
随后将混合液加入待转染细胞中。待细胞培养 １２ｈ
后，移除含转染试剂的培养基并进行后续处理。

ｐＥＢＢＸＩＡＰ及对照空载质粒购于美国 Ａｄｄｇｅｎｅ公司；
ＸＩＡＰ及对照的 ｓｉＲＮＡ由北京擎科生物公司合成。
ｓｉＸＩＡＰ序列为：正义链 ５′ＡＡＧＵＧＧＵＡＧＵＣＣＵＧＵＵＵ
ＣＡＧＣＵＵ３′；反义链 ５′ＡＡＧＣＵＧＡＡＡＣＡＧＧＡＣＵＡＣ
ＣＡＣＵＵ３′。
１．４　ＣＣＫ８检测细胞存活
　　将３０００个／孔细胞接种在 ９６孔板中培养 ２４ｈ，
随后对细胞进行药物处理。药物处理４８ｈ后，弃去培
养基，向每孔加入 １００μＬ含 １０％ＣＣＫ８的相应培养
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基，然后置于培养箱中４ｈ。最后测定各孔的光密度值
［Ｄ（４５０）］，并计算各组细胞的存活率。
１．５　流式细胞术检测细胞凋亡
　　ＨＣＣ细胞铺于６孔板中，药物处理２４ｈ，收集细
胞并漂洗，用含ＡｎｎｅｘｉｎＶ和ＰＩ的缓冲液重悬细胞并
避光１５ｍｉｎ后，采用流式细胞仪进行检测。ＡｎｎｅｘｉｎＶ
单阳为早期凋亡细胞，ＡｎｎｅｘｉｎＶ和 ＰＩ双阳为晚期凋
亡细胞。以各组的早期凋亡细胞和晚期凋亡细胞的总

和作为总的细胞凋亡率。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达
　　用含有ＰＭＳＦ的细胞裂解液提取经药物处理２４ｈ
后的各组细胞中的总蛋白，调整蛋白质浓度后变性，经

１０％丙烯酰胺凝胶进行电泳分离。蛋白在浓缩胶中以
８０Ｖ的电压进行电泳，当蛋白进入分离胶后以１２０Ｖ的
条件电泳１ｈ。随后用半干转印仪以恒流１．５Ａ的条
件转膜３０ｍｉｎ，将蛋白转印到 ＰＶＤＦ膜上，并用５％蛋
白封闭液常温封闭 １ｈ。ＴＢＳＴ洗膜后，用 １∶１０００的
相应抗体工作液４℃下孵育过夜。第２天用 ＴＢＳＴ洗
膜３次后，用１∶１００００稀释的山羊抗兔二抗工作液在
室温条件下孵育 １ｈ。孵育结束后，再用 ＴＢＳＴ洗膜
３次，最后用ＥＣＬ发光显影液在化学发光仪中对膜进
行曝光显影。

１．７　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７软件进行分析，结果用 珋ｘ±ｓ
表示。两组间比较采用独立样本 ｔ检验；采用ｄｕｎｎｅｔｔ
对检验多样本间的两两比较进行多重比较。以Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　左旋棉酚联合表柔比星能显著抑制ＨＣＣ细胞的
存活

　　如图１所示，表柔比星以０．２５μｍｏｌ／Ｌ浓度单独
处理Ｈｅｐ３Ｂ细胞（图１Ａ）、ＨｕＨ７细胞（图１Ｂ）４８ｈ，细
胞生长受到明显抑制。左旋棉酚单独处理 Ｈｅｐ３Ｂ细
胞（图１Ｃ）、ＨｕＨ７细胞（图１Ｄ）４８ｈ，在１０μｍｏｌ／Ｌ浓
度时，细胞生长明显受到抑制；而在５μｍｏｌ／Ｌ浓度时，
细胞生长虽然受到抑制，但与溶剂对照组相比，该差异

无统计学意义。因此，后续实验选择５μｍｏｌ／Ｌ浓度探
讨左旋棉酚对表柔比星抗 ＨＣＣ的增强作用。左旋棉
酚（５μｍｏｌ／Ｌ）和表柔比星（０．２５μｍｏｌ／Ｌ）联合处理
ＨＣＣ细胞４８ｈ会更加显著抑制细胞的存活（图１Ｅ、Ｆ），
与表柔比星组相比，该差异具有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）。
以上结果提示，左旋棉酚可增强表柔比星杀伤ＨＣＣ细
胞的能力。
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图１　ＣＣＫ８检测各处理对ＨＣＣ细胞存活的影响
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１：溶剂对照组；２：左旋棉酚处理组；３：表柔比星处理组；４：联合用药组　ａ：Ｐ＜０．０５，与联合用药组比较
Ａ：流式细胞术检测各组细胞凋亡情况；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＡＲＰ蛋白剪切情况　ＣｌｅＰＡＲＰ：剪切型ＰＡＲＰ；Ｔｕｂｕｌｉｎ：微管蛋白
（内参）；Ｃ：Ｈｅｐ３Ｂ细胞系中剪切型ＰＡＲＰ半定量分析；Ｄ：ＨｕＨ７细胞系中剪切型ＰＡＲＰ半定量分析

图２　不同处理方式对ＨＣＣ细胞凋亡的影响

２．２　左旋棉酚联合表柔比星能显著诱导ＨＣＣ细胞的
凋亡

　　流式细胞仪分析结果显示（图 ２Ａ）：ＨＣＣ细胞经
药物处理２４ｈ后，与溶剂对照组和单独用药组相比，
联合处理组的细胞凋亡率明显升高（Ｐ＜０．０５）。而经
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证发现，左旋棉酚联合表柔比星处理
ＨＣＣ细胞２４ｈ，能显著诱导凋亡相关分子聚（腺苷二
磷酸核糖）聚合酶［ｐｏｌｙ（ＡＤＰｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，
ＰＡＲＰ］的剪切（图２Ｂ～Ｄ），表明该两药联合可显著促
进ＨＣＣ细胞的凋亡。
２．３　左旋棉酚可抑制表柔比星诱导的 Ｘ连锁凋亡抑

制蛋白

　　进一步探究左旋棉酚增强表柔比星诱导 ＨＣＣ细
胞凋亡及抑制细胞生长的可能机制，分析各组药物对

ＨＣＣ细胞内抗凋亡蛋白的影响。结果发现：表柔比星

会诱导 ＨＣＣ细胞内抗凋亡蛋白 Ｘ连锁凋亡抑制蛋白
（Ｘｌｉｎｋｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＸＩＡＰ）的表达
上调；而联合使用左旋棉酚后，表柔比星对 ＸＩＡＰ的诱
导则会受到抑制（图３）。
２．４　沉默Ｘ连锁凋亡抑制蛋白可促进表柔比星诱导

ＨＣＣ细胞凋亡及抑制细胞增殖
　　为了探究 ＸＩＡＰ对表柔比星抗 ＨＣＣ的影响，利
用 ｓｉＲＮＡ干扰技术沉默 ＸＩＡＰ后发现：沉默 ＸＩＡＰ可
显著增强表柔比星对 ＨＣＣ细胞的杀伤作用（图 ４Ａ、
Ｂ），同时能显著促进 ＨＣＣ细胞中 ＰＡＲＰ的剪切
（图４Ｃ～Ｅ）。
２．５　过表达Ｘ连锁凋亡抑制蛋白削弱左旋棉酚对表

柔比星杀伤ＨＣＣ细胞能力的增强作用
　　分别在ＨＣＣ细胞中转染 ＸＩＡＰ质粒或对照质粒，
然后经左旋棉酚和表柔比星联合处理细胞，过表达
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ＸＩＡＰ显著削弱了左旋棉酚增强表柔比星对ＨＣＣ细胞
杀伤的作用（图５Ａ、Ｂ），同时 ＨＣＣ细胞中 ＰＡＲＰ的剪

切也受到了抑制（图５Ｃ、Ｅ）。以上结果提示，ＸＩＡＰ是
左旋棉酚增强表柔比星抗ＨＣＣ的关键分子。
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图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组别ＨＣＣ细胞中ＸＩＡＰ蛋白水平的影响
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１：溶剂对照组；２：左旋棉酚处理组；３：表柔比星处理组；４：联合用药组　ａ：Ｐ＜０．０５，与表柔比星处理组比较
Ａ：ｐｅＩＦ４Ｅ水平检测　ｐｅＩＦ４Ｅ：磷酸化的真核起始因子４Ｅ；Ｔｕｂｕｌｉｎ：微管蛋白（内参）；Ｂ：Ｈｅｐ３Ｂ细胞系ｐｅＩＦ４Ｅ半定量分析
Ｃ：ＨｕＨ７细胞系ｐｅＩＦ４Ｅ半定量分析

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各处理对ＨＣＣ细胞系中ｅＩＦ４Ｅ磷酸化水平的影响

２．６　左旋棉酚可抑制表柔比星诱导的真核起始因子
４Ｅ的磷酸化

　　表柔比星处理ＨＣＣ细胞可促进ｅＩＦ４Ｅ的磷酸化，
而左旋棉酚可显著减弱表柔比星诱导的ｅＩＦ４Ｅ的磷酸
化（图 ６Ａ～Ｃ）。提示左旋棉酚抑制表柔比星诱导的
ＸＩＡＰ上调表达是通过抑制其 ＩＲＥＳ依赖的翻译起始
而实现的。

３　讨论

　　在全球范围内，肝细胞癌导致了大量的癌症相关
死亡，尽管早期的ＨＣＣ可以进行手术切除，但８０％的
ＨＣＣ患者术后仍会出现肝内复发［１２］。此外，大多数

ＨＣＣ患者诊断时已是晚期，失去了手术切除的机会。
近年来研究表明，表柔比星联合 ＴＡＣＥ化疗是一种有
效且安全的治疗手段，尤其对不能切除ＨＣＣ的患者来
说，可以提高生存率［１３］。然而，在长期的表柔比星单

药治疗过程中，肿瘤细胞对表柔比星会产生耐药性，从

而影响治疗的成功率和临床结局［４］。有研究表明，在

杀伤多种肿瘤时，表柔比星会诱导肿瘤细胞显著上调

抗凋亡蛋白 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的水平，从而导致肿瘤细胞对表
柔比星的敏感性降低［１４］。而本研究证实，表柔比星还

可诱导ＨＣＣ细胞中抗凋亡分子 ＸＩＡＰ的上调表达，从
而引起ＨＣＣ细胞对表柔比星杀伤作用的抵抗；而沉默
ＸＩＡＰ的表达可促进表柔比星对 ＨＣＣ细胞的杀伤作
用。这说明 ＸＩＡＰ可能在 ＨＣＣ细胞抵抗表柔比星杀
伤的过程中起重要作用。

　　左旋棉酚是一种从棉籽中提取的黄色多酚羟基双
萘醛类化合物，虽然最初被用作男性避孕药及治疗女

性子宫功能性出血、子宫内膜异位症的药物。但近年

研究表明，左旋棉酚对ＨＣＣ在内的多种癌症细胞系具

有抗癌作用，是一种有效的天然抗癌剂，现在正处于

２期／３期临床试验阶段。普遍认为，左旋棉酚可作为
ＢＨ３的类似物，抑制ＢＨ３肽与Ｂｃｌ２和ＢｃｌＸＬ蛋白的
结合，影响Ｂｃｌ蛋白的抗凋亡作用，从而诱导凋亡和细
胞的生长抑制［８］。然而，除单独使用能发挥一定抗癌

作用外，左旋棉酚还可增敏多种化疗药物的抗癌效应。

例如，在胶质瘤中，左旋棉酚可抑制ｈｅｄｇｅｈｏｇ／Ｎｏｔｃｈ通
路而增敏三氧化二砷［９］；在晚期非小细胞肺癌中，左

旋棉酚可抑制脱嘌呤／脱嘧啶核酸内切酶１（ＡＰＥ１），
从而增敏紫杉醇和顺铂的抗肿瘤作用［１０］；在非小细胞

肺癌中，左旋棉酚可抑制 ＹＥＳ相关蛋白／含 ＰＤＺ结合
基序的转录共激活因子（ＹＡＰ／ＴＡＺ），从而增敏表皮生
长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（ＥＧＦＲＴＫＩｓ）［１１］。更
重要的是，左旋棉酚可以在结肠癌细胞中抑制包括

ＸＩＡＰ在内的多种抗凋亡蛋白的表达［１５］，这暗示其可

能具有增敏表柔比星杀伤 ＨＣＣ细胞的能力。本研究
证实，左旋棉酚在低浓度情况下（５μｍｏｌ／Ｌ）能够抑制
表柔比星诱导的 ＸＩＡＰ上调表达，增强表柔比星抗
ＨＣＣ细胞的能力。通过过表达ＸＩＡＰ进一步证实，ＸＩＡＰ
可阻碍左旋棉酚对表柔比星杀伤 ＨＣＣ细胞的增强作
用，这充分说明 ＸＩＡＰ表达水平的下调正是左旋棉酚
增强表柔比星联合杀伤 ＨＣＣ细胞的关键。那么表柔
比星是通过何种方式诱导ＸＩＡＰ的上调表达呢？
　　有研究证实，ＸＩＡＰｍＲＮＡ具有独特的５’ＵＴＲ和
二级结构，能够以 ＩＲＥＳ依赖的方式进行蛋白质翻
译［１６］。而这种ＩＲＥＳ依赖的翻译机制又与 ｅＩＦ４Ｅ的磷
酸化密不可分［１７］。本研究发现，左旋棉酚可显著抑制

表柔比星诱导的ｅＩＦ４Ｅ磷酸化，这对 ＸＩＡＰ的 ＩＲＥＳ依
赖的翻译至关重要，因此推测左旋棉酚是通过抑制表

柔比星诱导的 ｐｅＩＦ４Ｅ，阻碍了 ＸＩＡＰ以 ＩＲＥＳ依赖的

４０６１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



方式进行翻译，从而抑制ＸＩＡＰ的表达上调。
　　综上所述，左旋棉酚联合表柔比星可以显著促进
ＨＣＣ细胞Ｈｅｐ３Ｂ和ＨｕＨ７的凋亡并抑制细胞的存活，
而该途径主要是通过抑制 ｅＩＦ４Ｅ的磷酸化和 ＸＩＡＰ的
上调表达而实现。在表柔比星处理过程中，ＨＣＣ细胞
的ｅＩＦ４Ｅ被磷酸化，随后促进 ＸＩＡＰ以 ＩＲＥＳ依赖的方
式持续翻译。而加入左旋棉酚后，ｅＩＦ４Ｅ的磷酸化受
到抑制，阻碍了 ＸＩＡＰ的持续翻译，从而影响到 ＸＩＡＰ
抗凋亡作用的发挥，最终促进表柔比星诱导细胞凋亡。

本研究为左旋棉酚与表柔比星联用抗 ＨＣＣ以及表柔
比星更好地应用于 ＨＣＣ治疗等临床问题提供了理论
基础与实验依据。
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