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奥沙利铂诱导人肝癌细胞株 HepG2凋亡及其机制探讨 
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【摘 要】目的：研究奥沙利铂对人肝癌细胞株HepG2生长抑制及诱导凋亡的作用并探讨其诱导凋亡的作用机制 方法：应 

用M1vr法检测奥沙利铂对 He pG2细胞生长的抑制作用；电镜观察细胞的形态改变；流式细胞仪分析细胞周期的分布和凋亡 

的情况；免疫组织化学法检测突变型 p53，Bc 2，Bax， 等凋亡相关基因蛋白的表达。结果：奥沙利铂对 Hep(；2有明显的抑 

制作用，细胞阻滞于 S期和 62／M期， ／( 。期细胞减少，作用 72h出现凋亡峰 ，电镜可以找到凋亡小体，免疫组织化学表明 

Bax表达增强，突变型p53、Bcl一2表达减弱，Fas表达无差异。结论：奥沙利铂具有抑制肝癌细胞株HepG2增殖及诱导凋亡作 

用，其机制与促凋亡相关基因表达增强和抗凋亡相关基因表达减弱有关。 
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Study on apoptosis of human hepatoma cel I I ine HepG2 induced by oxal iplatin 

ZHANG Ya 7z．et al 

(Department Gastroenterology，the Second College ofClinical Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the effects of oxaliplatin on the proliferation and al~ptosis of human hepatoma cell line HepC-2 and to 

investigate its mechanism．Methods：The inhibition of HepG2 cell proliferation was estimated by MTT．Morphologic changes under 

electron microscope were ob~rved．Alteration of cell cycle and apoptosis were analyzed using flow cytometry．The expression of apop— 

tosis—associated genes mutant type p53，Bcl一2，Bax and Fas were detected with immunohistochemieal technique．Results：Oxaliplatin 

could apparently inhibit the growth of HepG2 cells．Cell cycle analysis indicated that oxaliplatin blocked cells in S and( ／M phase and 

the al~ptosis emerged when treated with oxaliplatin for 72 hours．Under transmi~ion electron microscope，atx)ptotic bOdy could be 

found．The expression of genes Bax was up—regulated，the expression of genes nmtant type p53，Bcl一2 was down—regulated ，while 

the expression of Fas was not changed ．( 7 lusion：Oxaliplatin can inhibit the proliferation and induce apoptosis of Hep( 2 cells． l'he 

apoptosis is related to the up—regulation apoptotic genes and down—regulation of anti—apoptotic genes． 

【Key words】Oxaliplatin；Hepatocellular carcinoma；('ell cycle；Atx)ptosis 

奥沙利铂(Oxaliplatin，L—OHP)是第三代铂类 

化合物，其化学名为左旋反式二氨环己烷草酸铂 ，国 

际通用名为草酸铂。临床前研究表明该药对人和鼠 

多种肿瘤细胞均有抑制作用，且对各种N~13耐药的 

肿瘤细胞株无交叉耐药。大量临床资料表明，治疗 

多种类型肿瘤时无论单用或联合应用都有较高的疗 

效，耐受性好而且毒副作用小，化疗指数高，安全范 

围广。但奥沙利铂在体内外对人肝肿瘤的研究国内 

外少有报道 ，因此本研究通过抗肿瘤药物奥沙利铂 

对人肝癌细胞株 HepG2体外增殖的影响，为奥沙利 

铂应用于肝细胞癌的临床治疗提供理论依据。 

作者介绍：张 燕(1975 )，女，住院医师，硕士， 

主要研究方向：肝脏疾病。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞株 

HepG2细胞株，由重庆医科大学第二临床学院肝炎研究 

所提供 ，在 含 10％小牛血清的 RPM1—1640培 养液 中于 

37℃，5％a 条件下培养。 

1．1．2 主要试剂 

奥沙利铂由江苏恒瑞医药股份有限公司生产 ，分子量为 

397．29，使用时用 5％葡萄糖注射液稀释至所需的药物浓 

度。RPMI一1640培养基和胰酶均为 ( I}{(、O公司生产。新 

生小牛血清由杭州四季青生物工程材料有限公司生产。四 

甲基偶氮唑盐 (M1vr)由上海华舜生物工程有限公司生产。 
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突变型 p53、Bcl一2、Bax、Fas购 自北京中山生物技术有限公 

司。 

1．1．3 仪器 

透射电子显微镜为 Hitachi一600型(日本)，全 自动酶标 

读数仪为 Bio—Rad2550型(美国)，流式细胞仪 为 FACScan 

gecton Dickinson(美国)，倒置显微镜为 OLYMPUS(日本)。 

1．2 方法 

1．2．1 奥沙利铂对 HepG2细胞的作用效应 应用 MTT比 

色 ，选取对数生长期的 HepG2细胞，用 0．1％胰蛋白酶 

消化，加入含 10％小牛血清的 RPMI一1640培养液制备成 

浓度为 5×10 ／ml的细胞悬液，接种于 96孑L培养板中，每孔 

200t~I。实验设试剂对照组 ，肿瘤细胞对照组 及五个实验组 

(加入 20tll／孑L奥沙 利铂 ，使 其终 浓 度分 别为 16tmaol／L、 

32tmaol／L、64tlmol／L、128tmaol／L、256tlmol／L)，每组设 8个 

平行孑L，于3712，5％c02条件下分别培养 24、48、72h。取出 

离心 、吸除各孑L原液 ，加 20Oral／孑L RPMI一1640培养液及 

20tll／孑L MTT液，于 37℃，5％CO：条件下继续培养。4h后 

离心、吸出各孑L原液，加 DMSO2OOt~I／孑L，在自动酶标读数仪 

上以 570nrn波长测定各孔 OD值。根据下列公式计算奥沙 

利铂对 HepG2细胞的抑制率 ： 

抑制率( )=(1一实验组平均 OD值／细胞对照组平均 

OD值)×100％ 

按中效方程式计算出中效浓度(I )E2 ： 

fa／f =(D／Dn ) 

为抑制率，fI(存活率)=1一 ，D为药物浓度，Dm为中 

效浓度即抑制率为0．5时所需药物浓度，rn为斜率。 

1．2．2 奥沙利铂作用后HepG2细胞形态的改变 电镜观 

察，取对数生长期的HepG2细胞分别加入两个 100ml培养 

瓶中，使每瓶细胞数为 1×10 个 ，一瓶为阴性对照，另一瓶 

加入 1／2中效浓度的奥沙利铂 2ml，于 37℃ ，5％C 条件下 

培养 72h，0．1％胰蛋白酶消化 ，收集所有细胞，加入 PBS洗 

涤，离心后，吸尽上清液 ，缓慢加入 4％戊二醛，固定细胞 2h。 

用 PBS冲洗后 ，1％锇酸固定 1h再用丙酮梯度脱水，618环 

氧树脂包埋，超薄切片做成铜网。经醋酸铀、枸橼酸铅染色 

后，透射电镜观察、拍照。 

1．2．3 奥沙利铂作用后 HepG2细胞周期的改变 采用流 

式细胞仪分析方法，实验细胞处理同电镜，收集细胞后加入 

70％乙醇 (4℃预冷 )固定，碘化丙 啶 (PI)染 色 30rain。用 

FAC．~an gecton Dickinson流式细胞仪作流式细胞分析，汞 

激发波长为488nm，并用 Modfit LT 2．0软件分析细胞周期 

分布及凋亡情况。 

1．2．4 奥沙利铂作用后 HepG2细胞凋亡相关基 因蛋 白表 

达的改变 采用免疫组织化学法，取对数生长期 的 HepG2 

细胞用 0．1％胰蛋白酶消化成单细胞悬液，以 5×10 ／ml浓 

度接种于装有盖玻片的24孑L板中，每孑L lml，处理组加入 1／ 

2中效浓度的奥沙利铂 100~1／孑L，于 3712，5％co2条件下培 

养。72h后取出贴有细胞的盖玻 片，用 PBS冲洗 3次，95％ 

的乙醇固定 30min，按照sP试剂盒说明进行操作，PBS代替 

一 抗作为阴性对照，DAB染色，苏木素复染，中性树胶封片。 

结果分析：排除爬片边缘细胞，10×10低倍镜下随机选取 l0 

个细胞均匀分布的视野，10×20中倍镜下每个视野随机选 

50个细胞。按着色强弱分为 4个等级 ：无着色 0分，淡黄色 

1分 ，棕黄色2分，棕褐色 3分。按公式 H~'ORE=∑Pi(i+ 

1)(i：0＼1＼2＼3；Pi表示评分为 i的 比例)计算 H~'ORE 

得分一 。 

1．3 统计学处理 

统计分析使用 SPSS 10．0软件包。计量资料用均数± 

标准差(j±S)表示，两样本均数比较采用成组 t检验，不同 

处理组率的比较采用 检验，显著性水平以 P<0．05判 

断。 

2 结 果 

2．1 奥沙利铂对 HepG2细胞的作用效应(见表 1) 

MTT法 检测 发现 不 同浓 度 的奥 沙利 铂 对 

HepG2细胞均有抑制作用，从表 1可以看出：随着 

作用时间及药物浓度的增加，奥沙利铂对 HepG2细 

胞的抑制作用就越明显，72h抑制率最高达88％。 

同一浓度不同时间各组之间均有显著性差异 F 

=396 377，P<0．001；同一时间不同浓度各组之间 

也有显著性差异，F=32．894，P<0．001。 

利用中效方程式求出中效浓度为0 3 mol／L。 

2 2 奥沙利铂作用后 HepG2细胞形态的改变 

电镜观察：未处理组 HepG2细胞体积较大，核 

浆比例亦大。核形态不规则 ，核内染色质丰富，核仁 

明显，部分可见多个核仁。胞浆内可见少许内质网 

及线粒体。细胞表面有较多微绒毛(图 1)。药物处 

理后，HepG2细胞皱缩，胞质电子密度增高；染色质 

聚集于核膜周围，呈团块状；细胞边缘胞质突起呈大 

泡状，并从细胞主体上脱离，有 的内含染色质团块， 

形成典型的凋亡小体(图 2)。 

2．3 奥沙利铂作用后 HepG2细胞周期的改变(见 

表 2) 

奥沙利铂作用 HepG2细胞 24h，细胞被阻滞在 

S期；48h为 S期和 ／M 期 ：72h则被阻滞于 S期 ， 

Gf1 1期细胞减少。亚二倍体峰(Sub—G，)表示 

DNA降解，又称细胞凋亡峰，在 72h达到 7．93％， 

具有时间依赖性。 

经 检验，各细胞周期 P<0．0l，24h及 48h 

的凋亡峰 P>0．05，72h的凋亡峰 P<0．01。 
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图 t 未处理组 12细胞 5(M)iI 

圈 加药组 l ，!细胞 511(10 

表 2 奥沙利铂对 l ：细胞周期分布 

及稠亡的影响 

同期分析 正常塑ll堕塑 塑竺 
％1 l1 4 I 72h 141l 4KII 72h 

f I、 ，I 57 25 nj Î Si) 5l 7fi I 7 ⋯ 76 

S 3】lS s H7 ：! ! j I4 j3 5I1 3fl 31 

( ， 1l 57 7 52 7 95 】I I(1 I 3 33 t)2 

( )【 ls 3 }jI] 5 69 0 [1lI 3 43 5．I7 7 93 

表 j 奥沙利铂对 1 I !细胞凋亡相关 

基因蛋白表选的影响cH 卜得分l 

2 4 奥沙≠1铂作同后 l{q (；2细胞渊亡相关基固蛋 

白最达的改变(见枉3j 

沙利铂作JIt He1){ !细胞72h ．兜疫细眦化 

学表}lJJ x表达增强．突变 I 53． j 2表选撼 

弱．r 表述无叫!I 差肄 

3 讨 论 

j 量悼外研究已证目I，n：多抗雅药物的抗}llI1 4 

作卅 釜杀伤忡 细咆而是踌导川一痈细胞捌亡或阿 

种形』℃掉存 ．由f曲物杀fIj肿瘤圳胞可导致钿咆坏 

地．产‘ L严重的炎症压虚．Iq此．诱导 ll鼎细胞州亡 

山成为 j 观代抗 断药物治疗的新策噼 沙利钠 

((]xHl I)Iath／．L—OEfl，"1 为第二代捆凳f￡俞物．。j J 0 

铂类约物{=fi似，Jr．-怍用机制 七耍垃使帅啸细咆 

I}NA形成进问和涟』匈突联，从而巾断 DNA合成．最 

终产生圳胞毒 l抗肿 活 州 J 其肚 能诱 导凡 

肝癌圳咆悯亡，隔 外尚未 报道 

夺讲究采J I r多种方法啦嚓 嘤沙 干fj钎f计 

IIt"(，2细胞津外增殖的影l ，发州1 同浓度的挺沙 

利销x,J l ( !细胞均有_JJ] 的抑制作州井 时 

litJ和制量依 陆：流J℃细胞仪显小．圳．qm_b'H~I}于 嘲 

和【， M剖缃 包增f』lI．( ． ， 】 ⋯泡诫少．出现州亡 

峰；电镜u J以找到捌r：小俸．址_d月r一 浓J要的 沙 

利钿可济导 Hel ( !细胞凋r_ 

圳№捌亡区别1 细胞坏化的霞蛭 之 一就址 

受培lq调控，1]中璃n≈发 洒常敞认 娃 胞原痴基 

冈旧澈 和抑瘟摹因的先 · ．从而扰乱 r细胞』J：常 

的增硝与分化及止常的倜亡凋控 从ifi』导致肿瘤的 
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形成。 

p53基因是最重要的细胞凋亡调控基因之一。 

大量研究表明 p53基因突变在肝癌的发生发展中起 

重要作用，对凋亡的影响可能是其机制之一 ，目前认 

为可能与 p53基因突变失去了对细胞增殖的监视功 

能，使突变细胞 自我破坏的正常通道被阻断，诱导细 

胞凋亡的能力下降有关。本研究发现，经奥沙利铂 

作用 72h后，HepG2细胞的突变型 p53基因表达减 

弱。 

Bcl一2是最重要的抑制肿瘤细胞凋亡的基因， 

定位于 18号染色体，在淋巴瘤中易位到 14号染色 

体的免疫球蛋 白重链基因的控制之下，而呈过高表 

达，这并不影响细胞增殖和加速细胞分裂，而是通过 

延长肿瘤细胞生存，阻止细胞凋亡的发生一 。Bcl一 

2的基因上游有 p53蛋 白结合位点的元件而抑制 

p53基因表达。换言之，p53蛋 白作为反式转录因 

子，可抑制 Bcl一2基因表达一 、。。Bax基因为 Bcl一2 

家族中的一员，与 Bd一2家族其它成员的氨基酸同 

源表现在高度保守的BH1和BH2结构域一 。Bcl一 

2家族通常以二聚体的形式发挥作用，Bax和Bcl— 

xs能拮抗 Bcl一2或 Bcl—xl的抗凋亡作用，当 Bc[一 

2或 Bcl—xl过量时，细胞免遭凋亡；反之，当 Bax同 

源二聚体占优势时，细胞易于在诱导剂的作用下发 

生凋亡l 。本研究结果显示 Bcl一2基因加药组较 

对照组表达减弱，Bax基因表达增强，表明奥沙利铂 

诱导 HepG2细胞凋亡的作用与 Bax的表达增加 ，抑 

制 Bcl～2的表达，从而改变 Bcl一2,t3aX比例有关。 

Fas sL途径是 目前发现细胞凋亡的两条死 

亡信号转导途径之一，Fas主要通过相应配基或抗 

Fas抗体来引发凋亡。现已证明一些药物诱导肿瘤 

细胞的 Fas表达，是药物杀伤癌细胞的机制之一，如 

顺铂、阿霉素等使 Fas上调并可能克服癌细胞的耐 

药性：8l。本研究中奥沙利铂作用前后 Fas表达无明 

显差异，提示奥沙利铂诱导 HepG2细胞凋亡的作用 

与 Fas无关。 

综上所述，奥沙利铂具有一定的诱导肝癌细胞 

凋亡的作用 ，上调促凋亡基因 Bax和下调凋亡抑制 

基因突变型 p53、Bcl一2的表达可能是其诱导凋亡 

的分子机理，但该药不能通过 Fas／FasL途径诱导肝 

癌细胞凋亡，其具体机制还有待于进一步的研究。 
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