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千层纸素 Ａ 通过调控 Ｐ４ＨＢ 蛋白介导的 ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号抑制肝
癌血管生成
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摘　 要　 目的： 探讨脯氨酸 ４⁃羟化酶 β 亚基（Ｐ４ＨＢ）蛋白在千层纸素Ａ 抗肝癌血管生成中的作用及其可能的机制。 方法： Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ６ 株人肝癌细胞系 ＨＣＣＬＭ３、Ｈｕｈ７、ＨｅｐＧ２、ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ、Ｂｅｌ⁃７４０２ 及 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 中 Ｐ４ＨＢ 的蛋白表达。 ＭＴＳ 试剂盒检

测受试化合物对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞体外增殖的影响；ＬＤＨ 检测受试化合物对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞毒性影响；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测受试

化合物对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中 Ｐ４ＨＢ 蛋白表达的影响；构建 Ｐ４ＨＢ 干扰质粒并转染 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测干扰转染效

率；采用小管形成实验研究干扰 Ｐ４ＨＢ 对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞血管生成的影响；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测干扰 Ｐ４ＨＢ 对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细

胞中 ｈｅｄｇｅｈｏｇ （Ｈｈ）信号相关蛋白 Ｐａｔｃｈｅｄ、Ｓｍｏ 及 Ｈｈｉｐ 蛋白表达影响；采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测激动 Ｈｈ 信号对 Ｐ４ＨＢ 蛋白调控

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）及血小板衍生生长因子（ＰＤＧＦ）分泌影响。 结果： ６ 株细胞中，ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞表达

Ｐ４ＨＢ 蛋白最高。 与对照组相比，千层纸素 Ａ 体外可显著抑制抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的增殖（Ｐ＜０．０５），并在 １００ μｍｏｌ·Ｌ－１以上时

对细胞显示毒性作用（Ｐ＜０．０５）。 与对照组相比，千层纸素 Ａ 可显著抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中 Ｐ４ＨＢ 蛋白表达（Ｐ＜０．０５）；与对照干

扰组相比，Ｐ４ＨＢ 干扰质粒可显著抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中 Ｐ４ＨＢ 蛋白表达（Ｐ＜０．０５），表明质粒构建成功；与对照干扰组相比，干
扰 Ｐ４ＨＢ 可抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的血管生成（Ｐ＜０．０５），降低 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞 Ｐａｔｃｈｅｄ 及 Ｓｍｏ 的蛋白表达（Ｐ＜０．０５），并升高 Ｈｈｉｐ
蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。 此外，与对照组相比，千层纸素 Ａ 亦能够抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞 Ｐａｔｃｈｅｄ 及 Ｓｍｏ 的蛋白表达（Ｐ＜０．０５），并增

加 Ｈｈｉｐ 蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。 与 Ｐ４ＨＢ 干扰组相比，激动 Ｈｈ 信号可减弱 Ｐ４ＨＢ 干扰所致的细胞 ＶＥＧＦ 及 ＰＤＧＦ 分泌下降的作用

（Ｐ＜０．０５）。 结论： 千层纸素 Ａ 能够通过抑制 Ｐ４ＨＢ 介导的 ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号抑制肝癌细胞的血管生成。 千层纸素 Ａ 是抗肝癌血管

生成疗法的潜在化合物。
关键词　 千层纸素 Ａ；肝癌；血管生成；脯氨酸 ４⁃羟化酶 β 亚基；Ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号
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ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ　 Ｏｒｏｘｙｌｉｎ Ａ； Ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ； Ｔｕｍｏｒ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ； Ｐｒｏｌｙｌ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｂｅｔａ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ； Ｈｅｄｇｅｈｏｇ ｓｉｇｎａｌ

　 　 肝癌血管生成对于肝癌的演进及转移至关重

要。 研究发现，肝癌的生长依赖于新生的血管，这些

新生血管不仅能够为肝癌的生长持续的提供营养物

质和能量，还能够将肝癌细胞代谢产生废物排

出［１］ 。 抑制肝癌血管生成已被证实可有效抑制肝

癌的生长，进而控制肝癌的进展［２］ 。 因此，而目前

临床抗肝癌血管生成的药物主要是一些单抗类的药

物，如贝伐珠单抗等［３］ ，此类药物虽然具有一定的

疗效，但临床使用中经常会出现耐药［４］ ，导致药效

降低甚至无效。 此外，单抗类药物使用成本较高，给
社会和家庭带来巨大负担。 因此，深入挖掘调控肝

癌血管生成的调控机制，找寻并开发无毒、有效且容

易获取的抗肝癌血管生成药物迫在眉睫。
黄芩是临床常用的一味中药，具有清热燥湿、泻

火解毒、止血及安胎等功效，在我国具有悠久的药用

历史和显著的药用价值［５］ 。 研究显示黄芩的主要

活性成分包括黄芩苷、黄芩素、汉黄芩苷、汉黄芩素

及千层纸素 Ａ （ｏｒｏｘｙｌｉｎ Ａ）等［６］ 。 其中千层纸素 Ａ
是一种黄酮类化合物，具有广泛的药理活性，如抗

炎、抗肝脏脂肪变性、抗病毒、改善记忆障碍及抗肝

纤维化等［７］ 。 此外，千层纸素 Ａ 还具有广泛的抗肿

瘤活性，能够对结肠癌、食管鳞状细胞癌、乳腺癌、非
小细胞肺癌及肝癌的生长发挥抑制作用［８］ 。 文献

调研发现，目前千层纸素 Ａ 抗肝癌效应的机制研究

主要集中在诱导凋亡和分化、逆转多药耐药及代谢

调控等［９］ ，显示出较好的抗肝癌效应。 纵观国内、
外研究，尚未见千层纸素 Ａ 调控肝癌血管生成的相

关报道。
脯氨酸 ４⁃羟化酶 β 亚基 （ ｐｒｏｌｙｌ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ

ｂｅｔａ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ， Ｐ４ＨＢ）是蛋白质二硫键异构酶基

因家族的核心成员，它可作为内质网分子伴侣蛋白

参与抑制错误折叠蛋白的聚集［１０］ 。 已有研究发现，
Ｐ４ＨＢ 蛋白在多个肿瘤组织中异常高表达，如肺癌、
胶质瘤、非小细胞肺癌、肾透明细胞癌及肝癌等［１１］ 。
此外，另有研究发现，过表达 Ｐ４ＨＢ 可通过上调上皮

间质转化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥＭＴ）
进而促进肝癌的进展［１２］ ，但 Ｐ４ＨＢ 蛋白是否介导千

层纸素 Ａ 对肝癌血管生成的调控及其调节机制尚

未可知。 因此，本研究拟选用人肝癌细胞为研究对

象，首先明确千层纸素 Ａ 对肝癌细胞增殖及 Ｐ４ＨＢ

蛋白表达影响，重点研究 Ｐ４ＨＢ 蛋白在调控肝癌细

胞血管生成中的作用及其潜在机制，对于明确

Ｐ４ＨＢ 在肝癌血管生成中的作用及推动千层纸 Ａ 作

为潜在的抗肝癌血管生成候选化合物的开发具有重

要价值。
１　 材料与方法

１．１　 细胞株

本实验中所使用的细胞包括 ＨｅｐＧ２、ＭＨＣＣ９７⁃
Ｌ、Ｂｅｌ⁃７４０２、ＨＣＣＬＭ３、Ｈｕｈ７ 及 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 及人脐

静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）共 ７ 株细胞，均购自中国科

学院典型培养物保藏委员会细胞库（ＣＢＴＣＣＣＡＳ，
中国上海）。
１．２　 仪器与材料

Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ１ 酶标仪 （ 美国基因有限公司）；
ＴＳ１００ 倒置光学显微镜（日本尼康公司）；ＣｈｅｍｉＤｏｃ
ＸＲＳ＋蛋白凝胶成像系统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；Ｍｉ⁃
ｃｒｏｆｕｇｅ ２０Ｒ 冷冻离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）；Ｍｉｎｉ
Ｐｒｏｔｅａｎ Ｔｅｔｒａ 电泳仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；Ｔｈｅｒｍｏ⁃
Ｍｉｘｅｒ Ｆ１．５ 恒温混匀仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）。

千层纸素 Ａ（货号：４８０⁃１１⁃５，批号：２０２１０９１６⁃Ａ）
购自成都普思有限公司；基质胶（货号：１５６７ＭＬ００５，
批号：２０２１０６０３ ）购自南通启翔生物科技有限公司；
细胞增殖（ＭＴＳ）检测试剂盒（货号：ＫＧＡ３２７，批号：
ＫＧ２０２１０３０６⁃２）购自凯基生物；乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）检
测试剂盒（货号：Ｃ００１６，批号：２０２００２１８）购自碧云天；
细胞转染用试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００，货号：Ｌ３０００００８，
从 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司获取；平滑激动剂（ＳＡＧ） （货号：
ＳＦ６８３６， 批号：２０２１０９３４）够自碧云天；相关的 Ｐ４ＨＢ
干扰质粒及对照质粒，委托吉玛基因公司构建并通过

商业化获取；Ｐ４ＨＢ 抗体（批号：ａｂ１３７１１０）购自 Ａｂｃａｍ
公司；Ｓｍｏ 抗体（批号：ｓｃ⁃１６６６８５）和Ｈｈｉｐ 抗体（批号：
ｓｃ⁃２９３２６５）购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢

酶（ＧＡＰＤＨ）抗体（批号：ａｂ１８１６０２）购自 Ａｂｃａｍ 公司；
血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ） （货号：Ｈ０４４⁃１，批号：
ＪＣ２０２１０３１８）及血小板衍生生长因子（ＰＤＧＦ）（货号：
Ｈ０３０，批号：ＪＣ２０２１０７０６）； ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自南京建

成生物工程研究所；ＶＥＧＦ 检测试剂盒（货号：Ｈ０４４⁃
１，批号： ＪＣ２０２１０６２５）、 ＰＤＧＦ 检测试剂盒 （货号：
Ｈ０３０，批号：ＪＣ２０２２０３２２）均购自南京建成生物公司。
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１．３　 方法

１．３．１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ６ 株人肝癌细胞 Ｐ４ＨＢ 蛋

白表达 　 分别培养 ＨｅｐＧ２、ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ、 Ｂｅｌ⁃７４０２、
ＨＣＣＬＭ３、Ｈｕｈ７ 及 ＳＭＭＣ⁃７７２１６ 人肝癌细胞，根据

实验要求处理好培养皿中的细胞，清洗完毕后，向培

养皿中加入 ＲＩＰＡ 裂解液 ２００ μｌ，使用蓝色枪头用

力刮细胞 ２ ｍｉｎ，获得细胞总蛋白。 采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法

对提取的细胞进行蛋白定量，获得各组细胞蛋白的

上样量。 紧接着，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳及转膜操作。
转膜结束后封闭 ＰＶＤＦ，清洗干净后加入一抗 Ｐ４ＨＢ
置 ４℃冰箱过夜。 然后回收一抗，再次洗膜，清洗干

净后在凝胶成像系统上曝光。 实验重复 ３ 次。
１．３．２　 ＭＴＳ 法检测受试化合物对细胞增殖的影响

　 将对数生长期的 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 消化离心后，用

ＤＭＥＭ 完全培养基稀释细胞并吹打均匀获得细胞

悬液，浓度为 ２×１０５个细胞 ／ ｍｌ。 将细胞悬液以每孔

２００ μｌ 接种至 ９６ 孔板中置培养箱培养。 待孔内细

胞涨至 ７５％时加入不同浓度的千层纸素 Ａ 处理，组
别设为 ０，２．５，５，１０，２０，４０，８０，１００ μｍｏｌ·Ｌ－１组，每
组设置 ５ 个复孔，对照组给与等体积的溶剂（ＤＭ⁃
ＳＯ），置培养箱培养继续作用 ２４ ｈ。 孵育结束后，向
每孔加入 ２０ μｌ 的 ＭＴＳ 试剂，继续孵育 ３ ｈ。 处理完

毕后，使用紫外分光光度计在 ４９０ ｎｍ 波长下检测各

孔的光密度（ＯＤ４９０ｎｍ）值。 实验重复 ３ 次。
１．３．３　 ＬＤＨ 试剂盒检测千层纸素 Ａ 对 ＳＭＭＣ⁃７７２１
细胞毒性影响　 使用乳酸脱氢酶（ ＬＤＨ ） 检测试剂

盒检测千层纸素 Ａ 对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的毒性，具体

操作按照说明书进行。 实验重复 ３ 次。
１．３．４　 Ｐ４ＨＢ 过表达质粒转染　 ①培养细胞：将细胞

种在 ６ 孔板中，培养密度达到 ８０％时换成新鲜的完全

培养基，待转染；②ＤＮＡ／ ＲＮＡ 脂质体复合物的制备：
先取适量的 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 加入含 １２５ μｌ ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 的

ＥＰ 管 当 中， 同 时 取 适 量 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００ 试 剂

（ＤＮＡ ／ ＲＮＡ ∶ ｌｉｐｏ３０００ ＝ １ ∶ １．５）加入含 １５０ μｌ ｏｐｔｉ⁃
ＭＥＭ 的另一 ＥＰ 管中，将两个 ＥＰ 管中液体轻轻混合

放置 ２０ ｍｉｎ，制备成 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 脂质体复合物；③细

胞⁃ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 脂质体复合物共培养：将 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 脂

质体复合物加入相应的 ６ 孔板中，轻轻混匀，过表达

质粒培养 ４８ ｈ，干扰质粒培养 ７２ ｈ；④筛选稳定表达

的细胞株：实验采用的质粒抗性基因为嘌呤霉素，加
入相应的抗菌药物筛选细胞，进行培养；⑤转染效果

的验证：由于本实验所用的质粒不带荧光，因此采用

的是 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测相关蛋白表达的方法，分为对

照组、对照干扰组以及 Ｐ４ＨＢ 干扰组。
１．３．５　 ＥＬＩＳＡ 检测 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞上清液中 ＶＥＧＦ

及 ＰＤＧＦ 水平［１３］ 　 在 ９６ 孔板的每孔中加入已配制

好的包被抗体的溶液 １００ μｌ，用膜封闭后放在 ４℃
冰箱过夜。 然后去除孔内的液体并用洗涤缓冲液清

洗孔板，清洗结束后放在吸水纸用力拍打，重复上述

操作 ３ 次。 最后加入封闭液于孔中，室温孵育 １ ｈ
后重复上述清洗操作。 完成上述操作后按照说明书

的操作流程进行检测，酶标仪设定在 ４５０ ｎｍ 处和

５７０ ｎｍ 处，检测每孔的光密度（ＯＤ）值。
１．３．６ 　 小管形成实验检测干扰 Ｐ４ＨＢ 对 ＳＭＭＣ⁃
７７２１ 细胞血管生成影响［１４］ 　 向已预冷的 ９６ 孔板每

孔加入 １００ μｌ 基质胶，置培养箱培养０．５ ｈ。 将 ＨＵ⁃
ＶＥＣ 细胞悬液（浓度已调整至 １×１０５个细胞 ／ ｍｌ）按
每孔 １００ μｌ 体积加入孔内。 除空白对照组外，实验

组每孔加入等体积已转染 Ｐ４ＨＢ 干扰质粒或对照质

粒的 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞上清液 １５０ μｌ。 处理完毕后，
将 ９６ 孔板置显微镜下观察管腔的形成并拍照，并采

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件作定量分析。
１．３．７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞相关蛋白

表达　 根据实验要求处理好培养皿中的细胞，清洗

完毕后，向培养皿中加入 ＲＩＰＡ 裂解液 ２００ μｌ，使用

刮刀刮下细胞，获得细胞总蛋白。 采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法

对提取的细胞进行蛋白定量，获得各组细胞蛋白的

上样量。 紧接着，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳及转膜操作。
转膜结束后封闭 ＰＶＤＦ， 清洗干净后加一抗如

Ｐ４ＨＢ、Ｐａｔｃｈｅｄ、Ｓｍｏ 及 Ｈｈｉｐ 置 ４℃冰箱过夜。 然后

回收一抗，再次洗膜，清洗干净后在凝胶成像系统上

曝光。 实验重复 ３ 次。
１．４　 统计学方法

采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ５．０软件进行数据处理，结果数

据以 ｘ±ｓ 表示并行单因素方差分析，均数间比较采

用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
２　 结果

２．１　 人肝癌细胞系中 Ｐ４ＨＢ 蛋白表达检测

结果显示，在 ６ 株肝癌细胞中，ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细

胞表达 Ｐ４ＨＢ 最高（见图 １）。 基于该结果，后续选

择 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞做进一步深入研究。
２．２　 千层纸素 Ａ 对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 肝癌细胞增殖的

影响

　 　 与对照组相比，千层纸素 Ａ 可浓度依赖性的抑

制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的增殖，在 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１时即能

够抑制对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的增殖（Ｐ＜０．０５）；与对

照组相比， 千层纸素 Ａ 在 １００ μｍｏｌ · Ｌ－１ 时对

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞表现出毒性作用（Ｐ＜０．０５）。 该实

验研究结果为后续千层纸素 Ａ 体外浓度的选择提

供重要的实验依据。 见表 １。
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Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测人肝癌细胞 Ｐ４ＨＢ 蛋白表达　 Ｂ．蛋白表达定量

图 １　 人肝癌细胞 Ｐ４ＨＢ 蛋白表达检测

表 １　 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞活力及毒性情况检测（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别
细胞活力 ＬＤＨ 释放

１２ｈ ２４ｈ １２ｈ ２４ｈ
对照组 ０．９８±０．０４ ０．９８±０．０３ １．００±０．０８ １．００±０．１０

千层纸素 Ａ（２．５ μｍｏｌ · Ｌ－１） ０．９２±０．０４ ０．９０±０．０８ １．０３±０．０３ １．０６±０．０５
千层纸素 Ａ（５ μｍｏｌ · Ｌ－１） ０．９０±０．２７ ０．８６±０．０６ １．０７±０．０２ １．０８±０．０５
千层纸素 Ａ（１０ μｍｏｌ · Ｌ－１） ０．７８±０．０６ａ ０．７６±０．０３ａ １．１２±０．０５ １．１６±０．０６
千层纸素 Ａ（２０ μｍｏｌ · Ｌ－１） ０．６８±０．０４ａ ０．６２±０．０５ａ １．１３±０．０５ １．１７±０．０８
千层纸素 Ａ（４０ μｍｏｌ · Ｌ－１） ０．５２±０．０７ａ ０．４６±０．１１ａ １．１８±０．０６ １．２３±０．０９
千层纸素 Ａ（８０ μｍｏｌ · Ｌ－１） ０．４３±０．０６ａ ０．４１±０．１２ａ １．２４±０．０６ １．３１±０．０８
千层纸素 Ａ（１００ μｍｏｌ · Ｌ－１） ０．３３±０．０６ａ ０．３１±０．０７ａ １．４４±０．０８ａ １．４９±０．０６ａ

　 注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５。

２．３　 千层纸素 Ａ 对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中 Ｐ４ＨＢ 蛋白

表达的影响

　 　 与对照组相比，２０ 和 ４０ μｍｏｌ·Ｌ－１的千层纸素

Ａ 能够抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中 Ｐ４ＨＢ 蛋白的表达

（Ｐ＜０．０５），且在一定浓度范围内，具有浓度依赖性。
见图 ２、表 ２。

１．对照组　 ２． 千层纸素 Ａ（１０ μｍｏｌ·Ｌ－１）

３． 千层纸素 Ａ（２０ μｍｏｌ·Ｌ－１） 　 ４．千层纸素 Ａ（４０μｍｏｌ·Ｌ－１）

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定各组 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞 Ｐ４ＨＢ
蛋白表达情况

表 ２　 千层纸素 Ａ 对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中 Ｐ４ＨＢ 蛋白

水平变化的影响（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 浓度（μｍｏｌ · Ｌ－１） Ｐ４ＨＢ 蛋白

对照组 — ０．４２±０．０４６
千层纸素 Ａ １０ ０．３６±０．０４
千层纸素 Ａ ２０ ０．１４±０．０６ａ

千层纸素 Ａ ４０ ０．１３±０．０５ａ

　 注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５。

２．４　 Ｐ４ＨＢ 干扰质粒可显著降低 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞

Ｐ４ＨＢ 蛋白表达

　 　 与对照组相比，转染对照干扰质粒对 ＳＭＭＣ⁃

７７２１ 细胞 Ｐ４ＨＢ 蛋白表达无明显影响（Ｐ＞０．０５）；与
对照干扰组相比，Ｐ４ＨＢ 干扰质粒能够显著抑制

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的 Ｐ４ＨＢ 蛋白表达（Ｐ＜０．０５），表明

干扰质粒构建成功。 见图 ３、表 ３。

１．对照组　 ２．对照干扰组　 ３．Ｐ４ＨＢ 干扰组

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定各组 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞 Ｐ４ＨＢ
蛋白表达情况

表 ３　 Ｐ４ＨＢ 干扰质粒对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中 Ｐ４ＨＢ 蛋白

水平变化的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
组别 Ｐ４ＨＢ 蛋白

对照组 ０．５７±０．０６
对照干扰组 ０．５６±０．０６
Ｐ４ＨＢ 干扰组 ０．１４±０．０５ａ

　 注：与对照干扰组比较，ａＰ＜０．０５。

２．５　 干扰 Ｐ４ＨＢ 对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的血管生成的

影响

　 　 与对照组相比，转染对照干扰质粒对 ＳＭＭＣ⁃
７７２１ 细胞的血管生成无明显影响（Ｐ＞０．０５）；而与对

照干扰组相比，干扰 Ｐ４ＨＢ 可显著抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１
细胞的血管生成（Ｐ＜０．０５）。 见图 ４、表 ４。
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１．对照组　 ２．对照干扰组　 ３．Ｐ４ＨＢ 干扰组

图 ４　 各组 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞血管生成情况（５０×）

表 ４　 各组 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞血管数目变化

情况（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
组别 小管数目（个）

对照组 １２８±８．１２
对照干扰组 １２５±６．５６
Ｐ４ＨＢ 干扰组 ２４．６７±６．０３ａ

　 注：与对照干扰组比较，ａＰ＜０．０５。

２．６　 干扰 Ｐ４ＨＢ 对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞 ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号

活化的影响

　 　 与对照组比较，转染对照干扰质粒对 ＳＭＭＣ⁃
７７２１ 细胞中 Ｐａｔｃｈｅｄ、Ｓｍｏ 及 Ｈｈｉｐ 蛋白表达无明显

影响（Ｐ＞０．０５）；与对照干扰组相比，干扰 Ｐ４ＨＢ 可

抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中 Ｐａｔｃｈｅｄ 及 Ｓｍｏ 蛋白的表

达（Ｐ＜０．０５），并增加 Ｈｈｉｐ 蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。 表

明干扰 Ｐ４ＨＢ 蛋白可抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞 ｈｅｄｇｅ⁃
ｈｏｇ 信号的活化。 见图 ５、表 ５。

１．对照组　 ２．对照干扰组　 ３．Ｐ４ＨＢ 干扰组

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定各组 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞 Ｐａｔｃｈｅｄ、
Ｓｍｏ 及 Ｈｈｉｐ 蛋白表达情况

表 ５　 各组 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中 Ｐａｔｃｈｅｄ、Ｓｍｏ 及
Ｈｈｉｐ 蛋白水平变化情况（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 Ｐａｔｃｈｅｄ 蛋白 Ｓｍｏ 蛋白 Ｈｈｉｐ 蛋白

对照组 ０．５１±０．１１ ０．５７±０．０５ ０．１１±０．０５
对照干扰组 ０．５０±０．０７ ０．５６±０．０６ ０．１０±０．０４
Ｐ４ＨＢ 干扰组 ０．２２±０．０５ａ ０．１７±０．１１ａ ０．７６±０．０６ａ

　 注：与对照干扰组比较，ａＰ＜０．０５。

２．７　 千层纸素 Ａ 对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞 Ｈｈ 信号活化

的影响

　 　 与对照组相比，千层纸素 Ａ 亦能够抑制 ＳＭＭＣ⁃
７７２１ 细胞中 Ｐａｔｃｈｅｄ 及 Ｓｍｏ 蛋白的表达（Ｐ＜０．０５），
并增加 Ｈｈｉｐ 蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。 表明千层纸素 Ａ
能够抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞 Ｈｈ 信号的活化。 见

图 ６、表 ６。

１．对照组　 ２． 千层纸素 Ａ（１０ μｍｏｌ·Ｌ－１）

３． 千层纸素 Ａ（２０ μｍｏｌ·Ｌ－１） 　 ４． 千层纸素 Ａ（４０μｍｏｌ·Ｌ－１）

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定各组 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞 Ｐａｔｃｈｅｄ、
Ｓｍｏ 及 Ｈｈｉｐ 蛋白表达情况

表 ６　 各组 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中 Ｐａｔｃｈｅｄ、Ｓｍｏ 及
Ｈｈｉｐ 蛋白水平变化情况（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 Ｐａｔｃｈｅｄ 蛋白 Ｓｍｏ 蛋白 Ｈｈｉｐ 蛋白

对照组 ０．５２±０．０８ １．１４±０．１１ ０．１６±０．０４
千层纸素 Ａ

（１０ μｍｏｌ · Ｌ－１） ０．４７±０．０６ ０．８２±０．０７ａ ０．２８±０．０７ａ

千层纸素 Ａ
（２０ μｍｏｌ · Ｌ－１） ０．２８±０．０７ａｂ ０．３３±０．０８ａｂ ０．９４±０．１２ａｂ

千层纸素 Ａ
（４０ μｍｏｌ · Ｌ－１） ０．１７±０．０６ａｂｃ ０．１５±０．０６ａｂｃ １．１８±０．１０ａｂｃ

　 注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与千层纸素 Ａ（１０ μｍｏｌ · Ｌ－１）比较，
ｂＰ＜０．０５；与千层纸素 Ａ（２０ μｍｏｌ · Ｌ－１）比较，ｃＰ＜０．０５。

２．８　 激动 Ｈｈ 信号可减弱 Ｐ４ＨＢ 干扰诱导的血管生

成抑制作用

　 　 与对照组相比，ＳＡＧ 单独处理可显著促进 ＶＥＧＦ
和 ＰＤＧＦ 的分泌（Ｐ＜０．０５）；与对照组相比，Ｐ４ＨＢ 干

扰可显著抑制 ＶＥＧＦ 和 ＰＤＧＦ 的分泌（Ｐ＜０．０５）；与
Ｐ４ＨＢ 干扰组相比，ＳＡＧ 处理可显著减弱 Ｐ４ＨＢ 干扰

所致的 ＶＥＧＦ 及 ＰＤＧＦ 分泌下降作用（Ｐ＜０．０５）。 上

述研究结果表明，激动 Ｈｈ 信号可减弱 Ｐ４ＨＢ 干扰诱

导的血管生成抑制作用。 见表 ７。
表 ７　 各组 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞上清液 ＶＥＧＦ 及 ＰＤＧＦ

水平变化情况（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 上清液 ＶＥＧＦ 水平
（ｐｇ·ｍｌ－１）

上清液 ＰＤＧＦ 水平
（ｐｇ·ｍｌ－１）

对照组 １２７．９７±６．８１ １９．０８±２．８４
ＳＡＧ 组（１μｍｏｌ·Ｌ－１） １５７．４１±６．２９ａ ４２．９６±９．９１ａ

Ｐ４ＨＢ 干扰组 ９１．０１±８．９５ｂ ７．２３±２．６７ｂ

ＳＡＧ＋Ｐ４ＨＢ 干扰组 １３３．４９±９．６７ｃ ２５．６５±９．６０ｃ

　 注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０５；与 Ｐ４ＨＢ 干扰组比较，ｃＰ＜

０．０５。

３　 讨论

本研究首先在 ６ 株人肝癌细胞中检测 Ｐ４ＨＢ 蛋

白的表达，选取了表达最高的 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞进行

后续的一系列研究。 研究发现千层纸素 Ａ 可抑制

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的增殖，并能够抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１
细胞中 Ｐ４ＨＢ 蛋白的表达。 此外，本文重点研究了

Ｐ４ＨＢ 蛋白在调控肝癌细胞血管生成中的作用及其
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潜在机制。 结果发现，干扰 Ｐ４ＨＢ 能够显著抑制

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的血管生成，表明在肝癌细胞中

Ｐ４ＨＢ 介导了血管生成的调控过程。 此外，进一步

研究发现，干扰 Ｐ４ＨＢ 能够抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞

ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号的活化，而采用 ＳＡＧ 激动 ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信

号可显著减弱 Ｐ４ＨＢ 干扰所致的 ＶＥＧＦ 及 ＰＤＧＦ 分

泌降低，表明激动 ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号可减弱 Ｐ４ＨＢ 干扰

诱导的血管生成抑制作用。 因此，本研究结果表明：
千层纸素 Ａ 可通过抑制 Ｐ４ＨＢ 蛋白表达，阻断

ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号活化，进而抑制血管生成相关因子

ＶＥＧＦ 及 ＰＤＧＦ 的分泌，发挥抗肝癌血管生成的作

用。 纵观国内外研究，尚未见从调控 Ｐ４ＨＢ 介导的

Ｈｈ 信号通路角度探究千层纸素 Ａ 抗肝癌血管生成

的作用，这是本研究的一个创新之处。
既往研究发现 Ｐ４ＨＢ 在临床肝癌组织中呈高表

达，且 Ｐ４ＨＢ 的高表达伴随着肝癌患者存活率的降

低。 此外，深入研究发现 Ｐ４ＨＢ 能够促进肝癌的生

成，过表达 Ｐ４ＨＢ 能够促进肝癌的生长、迁移、侵袭

及 ＥＭＴ，而沉默 Ｐ４ＨＢ 则能够抑制肝癌的生成；机
制研究发现， Ｐ４ＨＢ 主要通过下调其分子伴侣

ＧＲＰ７８ 的表达进而上调 ＥＭＴ 过程，发挥促肝癌生

长的作用［１５］ 。 该研究表明 Ｐ４ＨＢ 介导了肝癌的发

生与发展，是一个潜在的肝癌治疗靶点。 此外，另有

研究发现，Ｐ４ＨＢ 还参与了肝癌细胞对于化疗药物

耐药的调节过程，并发现其主要通过调控 ＥＭＴ 及

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ Ｓｎａｉｌ 通路发挥其作用［１２］ 。 最新研究证

实，肝癌患者病变部位半乳糖化的 Ｐ４ＨＢ 可作为肝

癌诊断的一个潜在的生物标志物［１６］ 。 本研究发现，
Ｐ４ＨＢ 还能够调控肝癌的血管生成过程，干扰 Ｐ４ＨＢ
可抑制肝癌细胞的血管生成。 因此，本研究进一步

丰富了对 Ｐ４ＨＢ 在肝癌中作用的认知，为未来可能

的开发以 Ｐ４ＨＢ 为靶点的抗肝癌血管生成药物提供

一定的理论依据。
Ｈｈ 信号通路是进化上高度保守的一个通路，其

在胚胎发育、器官形成及维持正常的生理稳态方面

发挥重要作用［１７］ 。 Ｈｈ 信号异常活化参与了多种肝

脏疾病的病理发生过程，如非酒精性脂肪肝、肝纤维

化、肝硬化及肝癌等［１８］ 。 既往研究发现，Ｈｈ 信号介

导调控多种肿瘤的血管生成过程，而抑制 Ｈｈ 信号

能够有效抑制肿瘤的血管生成［１９］ 。 值得注意的是，
已有研究显示，Ｈｈ 信号还参与调控 ＶＥＧＦ 等血管生

成相关因子的分泌。 研究发现，在肝纤维化病理状

态下，给予 Ｈｈ 信号抑制剂环靶明可显著减少肝星

状细胞 ＶＥＧＦ 的分泌［２０］ 。 此外，在胰腺癌病理状态

下，激活 Ｈｈ 信号能够促进肿瘤细胞 ＶＥＧＦ 等因子

的分泌，而阻断 Ｈｈ 信号则抑制 ＶＥＧＦ 的分泌，表明

Ｈｈ 信号参与调控了肿瘤细胞血管生成相关因子的

分泌过程［２１］ 。 本研究发现 Ｈｈ 激动剂 ＳＡＧ 能够促

进 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞血管生成过程，而 ＳＡＧ 处理还

能够减弱 Ｐ４ＨＢ 干扰所诱导的 ＶＥＧＦ 及 ＰＤＧＦ 分泌

减少，进一步表明 Ｈｈ 在肝癌中能够调控血管生成

的效应，这与以往的研究结果保持一致。 此外，本研

究发现 Ｐ４ＨＢ 干扰能够抑制 Ｈｈ 信号，这是首次报

道，也是本课题的创新性之一。
本研究的不足之处主要体现在以下几个方面，

一是缺乏整体水平研究，千层纸素 Ａ 在动物水平是

否能够抑制 Ｐ４ＨＢ 的表达需要进一步的研究；二是

血管生成的模型只有小管形成一种模型，后期准备

通过大鼠动脉环或斑马鱼血管生成模型，进一步研

究 Ｐ４ＨＢ 调控血管生成的效应。
综上，本研究发现千层纸素 Ａ 能够通过抑制

Ｐ４ＨＢ 介导的 ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号抑制肝癌细胞的血管生

成，表明 Ｐ４ＨＢ 是治疗肝癌血管生成的潜在靶点之

一，为推动千层纸素 Ａ 作为潜在的抗肝癌血管生成

候选化合物的开发具有重要价值。
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ＰＤ⁃Ｌ１ 反义寡核苷酸纳米颗粒对胃癌细胞侵袭和免疫因子分
泌作用
赵鸿鹰　 江荣科　 李艳芳　 朱梅　 王雪　 （徐州市肿瘤医院 徐州市第三人民医院 江苏大学附属徐州医院　 江苏徐州

２２１０００）

摘　 要　 目的： 探讨细胞程序性死亡蛋白配体 １（ＰＤ⁃Ｌ１）反义寡核苷酸纳米颗粒对胃癌细胞侵袭和免疫因子分泌的作用。 方

法： 人胃癌细胞 ＡＧＳ 分成对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、聚氰基丙烯酸丁酷纳米粒（ＰＢＣＡ⁃ＮＰ）组、ＰＤ⁃Ｌ１ 正义寡核苷酸（ＳＯＮＤ）组、ＰＤ⁃Ｌ１ 反

义寡核苷酸（ＡＳＯＮＤ）组、ＰＤ⁃Ｌ１ 反义寡核苷酸纳米颗粒（ＡＳＯＮＤ⁃ＮＰ）组、ＡＳＯＮＤ⁃ＮＰ＋胰岛素样生长因子 １（ＩＧＦ⁃１）组，采用 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ＰＤ⁃Ｌ１、磷酸化的磷脂酰肌醇 ３⁃激酶（ｐ⁃ＰＩ３Ｋ）、ＰＩ３Ｋ、磷酸化的苏氨酸激酶（ｐ⁃ＡＫＴ）、ＡＫＴ、Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 基因

（Ｂｃｌ⁃２）、Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白（Ｂａｘ）、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、基质金属蛋白酶 ２（ＭＭＰ⁃２）、基质金属蛋白酶 ９（ＭＭＰ⁃９）蛋白的表

达，细胞计数试剂盒（ＣＣＫ⁃８）检测细胞增殖活性，流式细胞术检测细胞凋亡率，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测细胞迁移和侵袭，ＥＬＩＳＡ 法检

测血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、转化生长因子⁃β（ＴＧＦ⁃β）、白细胞介素⁃６（ ＩＬ⁃６）水平。 结果： 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＳＯＮＤ 组比较，
ＡＳＯＮＤ 组胃癌细胞中 ＰＤ⁃Ｌ１、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 蛋白表达减少，细胞增殖活性降低，细胞凋亡率升高，Ｂａｘ 蛋白表达增

多，Ｂｃｌ⁃２、ＰＣＮＡ 蛋白表达减少，细胞侵袭数目、迁移数目和 ＭＭＰ⁃２、ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达均减少，细胞分泌的 ＶＥＧＦ、ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃６ 均减

少（Ｐ＜０．０５）；与 ＰＢＣＡ⁃ＮＰ 组和 ＡＳＯＮＤ 组比较，ＡＳＯＮＤ⁃ＮＰ 组胃癌细胞中 ＰＤ⁃Ｌ１、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 蛋白表达减少，细胞

增殖活性降低，细胞凋亡率升高，Ｂａｘ 蛋白表达增多，Ｂｃｌ⁃２、ＰＣＮＡ 蛋白表达减少，细胞侵袭数目、迁移数目和 ＭＭＰ⁃２、ＭＭＰ⁃９ 蛋白

表达均减少，细胞分泌的 ＶＥＧＦ、ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃６ 均减少（Ｐ＜０．０５）；与 ＡＳＯＮＤ⁃ＮＰ 组比较，ＡＳＯＮＤ⁃ＮＰ＋ＩＧＦ⁃１ 组胃癌细胞中 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／
ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 蛋白表达增多，细胞增殖活性升高，细胞凋亡率降低，Ｂａｘ 蛋白表达减少，Ｂｃｌ⁃２、ＰＣＮＡ 蛋白表达增多，细胞侵袭

数目、迁移数目和 ＭＭＰ⁃２、ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达均增多，细胞分泌的 ＶＥＧＦ、ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃６ 均增多（Ｐ＜０．０５）。 结论： ＰＤ⁃Ｌ１ 反义寡核苷

酸纳米颗粒通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号抑制胃癌细胞侵袭、迁移并减少免疫因子 ＶＥＧＦ、ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃６ 分泌。
关键词　 程序性死亡蛋白配体 １；纳米颗粒；胃癌；免疫因子；侵袭
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