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［摘　要］目的：探讨ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３协同阿霉素（ＡＤＭ）对ＴＧＦβ１诱导肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）发生上皮－间质细
胞转化（ＥＭＴ）及ＨｅｐＧ２细胞存活率的影响。方法：ＨｅｐＧ２细胞体外培养，设为 ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＴＧＦβ１组、ＴＧＦβ１
＋ＡＤＭ组、ＴＧＦβ１＋ｍｉｃｒｏＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮ．Ｃ组、ＴＧＦβ１＋ＡＤＭ＋ｍｉｃｒｏＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮ．Ｃ组、ＴＧＦβ１＋ａｎ
ｔａｇｏｍｉＲ１０３组、ＴＧＦβ１＋ＡＤＭ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组及使用 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＭＴ标志蛋白 ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、ＥＣａｄｈｅｒ
ｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达水平；设 ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＴＧＦβ１组、ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组、ＴＧＦβ１＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组，用不同浓度的
ＡＤＭ作用于各组细胞２４ｈ，使用ＭＴＴ法检测细胞存活率，并计算ＩＣ５０。结果：与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３
＋ＡＤＭ组ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达上调，ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达下调；细胞存活率随ＡＤＭ浓度的增高而逐渐降低；在
ＡＤＭ浓度相同的条件下，不同药物预处理组之间进行比较，当ＡＤＭ浓度为２５ｍｇ／Ｌ时，ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３＋ＡＤＭ组
的细胞存活率明显低于其他组。结论：ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３联合ＡＤＭ可抑制ＴＧＦβ１诱导发生ＥＭＴ的 ＨｅｐＧ２细胞
存活。
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　　目前临床上治疗肝癌一般采取手术为主，辅以
化疗的综合治疗方案［１］，化疗药物是通过诱导肿

瘤细胞凋亡而达到治疗效果，但肿瘤细胞容易对化

疗药物产生多药耐药性导致化疗失败［２］。临床常

用于治疗肝癌的化疗药物阿霉素（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，
ＡＤＭ）是一种周期非特异性抗癌化疗药，对各期细
胞均有很强的细胞毒性作用，其作用机制是通过插

入并解开 ＤＮＡ的双螺旋链，改变 ＤＮＡ的模板性
质，抑制ＤＮＡ聚合酶，从而抑制细胞 ＤＮＡ和 ＲＮＡ
合成［３－４］。邓立力等［５］发现，ＡＤＭ可以促进细胞
表面死亡受体的表达，诱导肝癌细胞凋亡，肝癌患

者在长期使用 ＡＤＭ后很容易产生耐药性。有研
究发现，在肿瘤发生上皮－间质细胞转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉ
ａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ，ＥＭＴ）过程中，ｍｉＲＮＡ作
为具有调控功能的小分子ＲＮＡ与肿瘤对化疗药物
的反应有密切联系［６］。本实验通过微小 ＲＮＡ（ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）干扰技术，设计合成 ｍｉＲＮＡ１０３
的阻断试剂 ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３，对肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）
进行干预，将 ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３与 ＡＤＭ共同作用于
ＨｅｐＧ２细胞，观察两者对肿瘤细胞存活率的影响，
检测ＥＭＴ标志蛋白ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ的表达变化。

１　材料与方法
１．１　材料与设备

人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２购自中国科学院上海
生命科学研究院细胞库，胎牛血清为ＨｙＣｌｏｎｅ公司
产品，ＤＭＥＭ培养基为 Ｇｉｂｃｏ公司产品，胰蛋白酶
为美国 Ａｍｅｒｅｓｃｏ公司产品，ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３、ａｎ
ｔａｇｏｍｉＲＮＡＭＵＴ、ｈａｓｍｉＲ１０３、ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃｓ
Ｎ．Ｃ、ｍｉｃｒｏＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮ．Ｃ由上海吉玛制药技术
有限公司设计合成，阿霉素为深圳万乐药业有限公

司产品，ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＮＣａｄｈｅｒｉｎＢｉｏｗｏｒｌｄ和 Ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ抗体均购自 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ生物科技有限公司，其他
试剂均为国产或进口分析纯试剂。超净工作台

（ＳＷＣＪ２ＦＤ，苏州净化设备有限公司），倒置显微
镜（ＣＫＸ４１，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），超低温冰箱
（ＭＤＦ３８２Ｅ，日本ＳＡＮＹＯ公司），恒温ＣＯ２培养箱

（Ｍｏｄｅｌ３１０，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司），全自动雪花制冰
机（ＩＭＳ４０，常熟市雪科电器有限公司）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２使用
１０％胎牛血清（ＦＢＳ）＋ＤＭＥＭ培养基混合液，置于
３７℃、ＣＯ２体积分数为 ５％ 孵箱中培养，将 ２×
１０７／ｍＬ的ＨｅｐＧ２细胞接种于６ｃｍ培养皿中，加
入含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ置于５％ ＣＯ２孵箱中
培养２４ｈ后，更换无酚红无血清的 ＤＭＥＭ培养
２ｈ，加入含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ，继续培养２４、
４８ｈ后收集细胞，完成后续试验。
１．２．２　ＥＭＴ标志蛋白 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉ
ｍｅｎｔｉｎ检测　将体外培养的ＨｅｐＧ２细胞分为ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组、ＴＧＦβ１组、ＴＧＦβ１＋ＡＤＭ组、ＴＧＦβ１＋
ｍｉｃｒｏＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮ．Ｃ组、ＴＧＦβ１＋ＡＤＭ＋ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮ．Ｃ组、ＴＧＦβ１＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３
组及ＴＧＦβ１＋ＡＤＭ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组；收集培养
细胞，加入全细胞裂解液每皿 ８０μＬ，－２０℃、
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ；收集上清，ＢＣＡ法测定
蛋白浓度，取３０μｇ总蛋白行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，在
３００ｍＡ、１ｈ的条件下将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜，用
５ｇ／Ｌ脱脂奶粉ＴＢＳＴ稀释液封闭１ｈ后用 ＥＣａｄ
ｈｅｒｉｎ、ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 ＧＡＰＤＨ抗体４℃孵
育过夜，用ＴＢＳＴ洗涤后加入相应二抗孵育２ｈ后
ＥＣＬ法进行显影，检测 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉ
ｍｅｎｔｉｎ蛋白的表达。
１２３　细胞增殖能力　对数生长期的 ＨｅｐＧ２细
胞用０２５％的胰酶消化后，以细胞浓度为 ８×１０３／
ｍＬ接种于９６孔板内，每张板设空白调零组、阴性
对照组、ＡＤＭ组、ＡＤＭ＋ＴＧＦβ１组、ＡＤＭ＋ａｎ
ｔａｇｏｍｉＲ１０３组及 ＡＤＭ＋ＴＧＦβ１＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３
组；ＡＤＭ设８个药物浓度（Ｃ１～Ｃ８）分别为１００、５０、
２５、１２５、６２５、３１２５、１５６、０７８ｍｇ／Ｌ；ＡＤＭ＋
ＴＧＦβ１组为加入上述 Ｃ１～Ｃ８的 ＡＤＭ和 ５μｇ／Ｌ
ＴＧＦβ１，ＡＤＭ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组为加入上述 Ｃ１～
Ｃ８的 ＡＤＭ和 １００ｎｍｏｌ／ＬａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３，ＡＤＭ＋
ＴＧＦβ１＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组为加入上述 Ｃ１～Ｃ８的
ＡＤＭ和１００ｎｍｏｌ／ＬａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３及５μｇ／ＬＴＧＦ
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β１；每组均设 ６个复孔。细胞加药后继续培养
４８ｈ，弃去培养液，向各孔加入 ＭＴＴ液，使细胞与
０２５％ ＭＭＴ在３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中继续培养４ｈ，
弃去上清液，加入ＤＭＳＯ２００μＬ低速振荡１０ｍｉｎ，
结晶震荡溶解后，通过酶标仪于４９０ｎｍ波长处测
定各孔光密度，计算ＩＣ５０值。
１３　统计学分析

实验重复３次，对实验结果使用 ＳＰＳＳ１１５统
计软件进行统计学分析。实验数据以均数 ±标准
差（ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用ｔ检验，多组间比较
用１ｗａｙＡＮＯＶＡ，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达
ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组细胞相比，

ＴＧＦβ１组中 ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达上调、Ｅ
Ｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调；与 ＴＧＦβ１组细胞相比，ＴＧＦ
β１＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组中ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达
下调、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达上调；ＴＧＦβ１＋ＡＤＭ＋ａｎ
ｔａｇｏｍｉＲ１０３组中 ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达下调、
ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达上调；差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。这些结果说明ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３与ＡＤＭ共同
作用于ＴＧＦβ１诱导的 ＨｅｐＧ２细胞，可以明显抑
制细胞发生ＥＭＴ。

注：１为ｃｏｎｔｒｏｌ组，２为ＴＧＦβ１组，３为ＴＧＦβ１＋ＡＤＭ组，
４为ＴＧＦβ１＋ｍｉｃｒｏＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组，５为ＴＧＦβ１＋
ＡＤＭ＋ｍｉｃｒｏＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组，６为ＴＧＦβ１＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ

１０３组，７为ＴＧＦβ１＋ＡＤＭ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组

图１　各实验组ＥＭＴ相关蛋白的表达（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＭＴｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎｅａｃｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ
２２　ＡＤＭ对ＨｅｐＧ２细胞存活率的影响
将ＨｅｐＧ２细胞分为 ｃｏｎｔｒｏｌ组、８个不同浓度

ＡＤＭ组，体外培养２４ｈ后，使用 ＭＴＴ法检测不同
浓度ＡＤＭ对ＨｅｐＧ２细胞存活率的影响。结果显
示，与ｃｏｎｔｒｏｌ组细胞相比，随着 ＡＤＭ浓度的增高，
细胞存活率随之显著减少，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１），见表１。当 ＡＤＭ浓度增高至５０、１００ｍｇ／Ｌ

时，ＨｅｐＧ２细胞存活率与其他剂量组相比略有增
高，原因不明。经统计学分析计算得出 ＡＤＭ的半
数抑制浓度（ＩＣ５０）为６６９９ｍｇ／Ｌ，见图２。

表１　ＡＤＭ对ＨｅｐＧ２细胞存活率
的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＤＭｏｎ
ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

组别ＡＤＭ（ｍｇ／Ｌ） ＯＤ４９０ Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｉｏ（％）
ｃｏｎｔｒｏｌ ０．００ ０８７１７±００４６１ １０００
ＡＤＭ ０７８ ０５２７３±００４７４ ６０５±８９（１）

１５６ ０４３３２±００５５６ ４９７±６８（１）

３１３ ０４３１３±００２０４ ４９５±１５（１）

６２５ ０３６１７±００６８７ ４１５±７５（１）

１２５０ ０３４８７±００３８７ ４００±３６（１）

２５．００ ０３１３０±００３２３ ３５９±２３（１）

５０．００ ０３２２５±００２４７ ３７０±４０（１）

１００．００ ０４０７８±００１９６ ４６８±４６（１）

（１）与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００１

注：（１）与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００１

图２　ＡＤＭ对ＨｅｐＧ２细胞存活率的影响
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＤＭｏｎ

ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ
２３　ＡＤＭ对ＴＧＦβ１诱导发生ＥＭＴ的ＨｅｐＧ２细
胞存活率的影响

用 ＴＧＦβ１（５μｇ／Ｌ）诱导 ＨｅｐＧ２细胞发生
ＥＭＴ，同时给予不同浓度ＡＤＭ处理细胞２４ｈ，ＭＴＴ
法检测ＡＤＭ对细胞存活率的影响。结果显示，与
ＴＧＦβ１组相比，细胞存活率明显下降，差异有统
计学意义（Ｐ＜００１），见表２。经统计学分析计算，
ＡＤＭ的ＩＣ５０为８６９８ｍｇ／Ｌ，是ＡＤＭ作用于未发生
ＥＭＴ的ＨｅｐＧ２细胞的ＩＣ５０的１３倍，提示ＡＤＭ对
ＴＧＦβ１诱导发生 ＥＭＴ的 ＨｅｐＧ２细胞的作用减
弱，促进细胞凋亡的能力降低，当 ＡＤＭ浓度增高
至５０、１００ｍｇ／Ｌ时，细胞存活率与其他剂量组相比
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略有增高，见图３。

表２　ＡＤＭ对ＴＧＦβ１诱导发生ＥＭＴ的Ｈｅｐ
Ｇ２细胞存活率的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＤＭｏｎＴＧＦβ１
ｉｎｄｕｃｅｄＥＭＴ＇ｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

Ｇｒｏｕｐ ＡＤＭ（ｍｇ／Ｌ） ＯＤ４９０ Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｉｏ（％）
ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ０８１５８±００５５３ 　１０００
ＴＧＦβ１（５μｇ／Ｌ） ０ ０８２７８±０２２８９１０２２±１０
ＡＤＭ＋ＴＧＦβ１
（５μｇ／Ｌ）

０７８０４６７５±００２３６ ５７３±６０（１）

１５６０３４３５±００２０１ ４２１±２３（１）

３１３０３８７５±００２１７ ４７５±３０（１）

６２５０２９３７±００１４７ ３６０±２３（１）

１２５０ ０２７１７±００２１７ ３３３±３４（１）

２５．０００２７９８±００２０４ ３４３±２７（１）

５０．０００３１９３±００２１８ ３７５±３６（１）

１００．０００３４９２±００１７８ ４２８±５１（１）

注：（１）与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００１

注：（１）与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００１

图３　ＡＤＭ对ＴＧＦβ１诱导发生ＥＭＴ的
ＨｅｐＧ２细胞存活率的影响

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＤＭｏｎＴＧＦβ１
ｉｎｄｕｃｅｄＥＭＴ＇ｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

２４　ａｎｔａｇｏｍｉＲＮＡ１０３与 ＡＤＭ共同作用对 Ｈｅｐ
Ｇ２细胞存活率的影响

用ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）和８个不同浓
度的ＡＤＭ共同作用于 ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ，ＭＴＴ法
检测ＡＤＭ对ＨｅｐＧ２细胞存活率的影响。结果显
示，与ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组相比，ＡＤＭ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３
组的细胞存活率明显下降（Ｐ＜００１），见表３。经
统计学分析计算，ＡＤＭ和 ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３共同作用
于ＨｅｐＧ２细胞，其ＩＣ５０为３８２６ｍｇ／Ｌ，与 ＡＤＭ单
独作用于ＨｅｐＧ２细胞的ＩＣ５０相比明显降低，ＡＤＭ
组中 ＡＤＭ的 ＩＣ５０是 ＡＤＭ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组中
ＡＤＭ的ＩＣ５０的１７５倍，ＡＤＭ＋ＴＧＦβ１组中 ＡＤＭ
的ＩＣ５０是 ＡＤＭ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组中 ＡＤＭ的 ＩＣ５０
的２２７倍，见图４。提示 ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３可以促进

ＡＤＭ诱导的细胞凋亡，两者有协同作用。当 ＡＤＭ
浓度增高至５０、１００ｍｇ／Ｌ时，细胞存活率与其他剂
量组相比略有增高。

表３　ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３与ＡＤＭ共同作用对Ｈｅｐ
Ｇ２细胞存活率的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂ．３　ＴｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３ａｎｄ
ＡＤＭｏｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

Ｇｒｏｕｐ ＡＤＭ（ｍｇ／Ｌ） ＯＤ４９０ Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｉｏ（％）
ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ０８９２５±００３２６ 　１０００
ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３
（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）

０ ０８９０５±００３０３ ９９８±４２

ＡＤＭ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ
１０３（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）

０７８０４８９０±００６３７ ５４８±７０（１）

１５６０４５２７±００２５７ ５０７±３８（１）

３１３０３４６３±００３３２ ３８８±４４（１）

６２５０３２１３±００２７９ ３６０±４２（１）

１２５００２８８３±００１８３ ３２３±２４（１）

２５．０００１５４５±００１９９ １７３±２３（１）

５０．０００１８３０±００１８７ ２０５±２２（１）

１００．０００３１８５±００３８６ ３５７±５３（１）

（１）与ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组相比，Ｐ＜００１

（１）与ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３组相比，Ｐ＜００１

图４　ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３与ＡＤＭ共同作用对
ＨｅｐＧ２细胞存活率的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３
ａｎｄＡＤＭｏｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

２５　ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３与 ＡＤＭ共同作用对 ＴＧＦβ１
诱导发生ＥＭＴ的ＨｅｐＧ２细胞存活率的影响

用ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）和８个不同浓
度的 ＡＤＭ共同作用于 ＴＧＦβ１诱导发生 ＥＭＴ的
ＨｅｐＧ２细胞 ２４ｈ，ＭＴＴ法检测 ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３与
ＡＤＭ对ＴＧＦβ１诱导发生 ＥＭＴ的 ＨｅｐＧ２细胞存
活率的影响。结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组、ａｎｔａｇｏｍｉＲ
１０３＋ＴＧＦβ１组相比，ＡＤＭ ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３＋
ＴＧＦβ１组的细胞存活率明显下降（Ｐ＜００１），见
表４。经统计学分析计算，ＡＤＭ和 ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３
共同作用于 ＴＧＦβ１诱导发生 ＥＭＴ的 ＨｅｐＧ２细
胞，ＡＤＭ的 ＩＣ５０为３９１３ｍｇ／Ｌ，与 ＡＤＭ单独作用
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于 ＨｅｐＧ２细胞时 ＡＤＭ的 ＩＣ５０相比明显降低，
ＡＤＭ组中 ＡＤＭ的 ＩＣ５０是 ＡＤＭ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３＋
ＴＧＦβ１组中 ＡＤＭ的 ＩＣ５０的１７１倍；ＡＤＭ＋ＴＧＦ
β１组中 ＡＤＭ的 ＩＣ５０是 ＡＤＭ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３＋
ＴＧＦβ１组中ＡＤＭ的ＩＣ５０的２２２倍，见图５。提示
ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３与ＡＤＭ共同作用于ＴＧＦβ１诱导发
生ＥＭＴ的ＨｅｐＧ２细胞，可以促进细胞凋亡，两者
有协同作用。当 ＡＤＭ浓度增高至 ５０、１００ｍｇ／Ｌ
时，细胞存活率与其他剂量组相比略有增高。

表４　ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３与ＡＤＭ共同作用对ＴＧＦβ１
诱导发生ＥＭＴ的ＨｅｐＧ２细胞
存活率的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂ．４　ＴｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３
ａｎｄＡＤＭｏｎＴＧＦβ１ｉｎｄｕｃｅｄＥＭＴ＇ｓ

ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ
Ｇｒｏｕｐ ＡＤＭ（ｍｇ／Ｌ） ＯＤ４９０ Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｉｏ（％）
ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ０８５８７±００３３２ 　１０００
ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３
（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）＋ＴＧＦ
β１（５μｇ／Ｌ）

０ ０８５７７±００３７４ ９９９±６３

ＡＤＭ ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ
１０３（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）＋
ＴＧＦβ１（５μｇ／Ｌ）

０７８ ０５４３３±００８１９ ６３３±９３（１）

１５６ ０４３４５±００２９２ ５０６±２４（１）

３１３ ０３３９３±００２２７ ３９５±３０（１）

６２５ ０２５８５±００１７７ ３６０±３５（１）

１２５００２２１２±００２１３ ３０１±３６（１）

２５．０００１９８８±００２２９ ２３２±３３（１）

５０．０００２１１３±００２４６ ２４６±２８（１）

１００．０００２４６８±００４２５ ２８７±５７（１）

（１）与ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３＋ＴＧＦβ１组相比，Ｐ＜００１

３　讨论

ＥＭＴ的发生与多种因素有关，受到多种细胞
调控因子的调控，如 ＴＧＦβ［７］、ＦＧＦ［８］、ＥＧＦ［９］等，
可以诱导ＥＭＴ的发生，也可以引起肿瘤细胞的增
殖。ＡｋｈｕｒｓｔＲＪ［１０］研究发现，肿瘤细胞系被转入外
源性ＴＧＦβ１后都出现不同程度的上皮表型缺失，
获得侵袭特征，阻碍 ＴＧＦβ受体可以阻止 ＥＭＴ的
发生和肿瘤细胞侵袭。ＡＤＭ是一种广谱、高效抗
肿瘤的蒽环类化合物，对各期细胞有很强的细胞毒

性作用，可破坏细胞膜的结构和功能，可以通过

ｐ５３依赖或ｐ５３非依赖的途径来诱导细胞凋亡［１１］，

这可能是ＡＤＭ引起细胞存活率下降的原因之一。
在本实验中，ＴＧＦβ１诱导发生了 ＥＭＴ的 Ｈｅｐ

Ｇ２细胞存活率与对照组相比无明显差异，原因可

（１）与ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３＋ＴＧＦβ１组相比，Ｐ＜００１

图５　ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３与ＡＤＭ共同作用对ＴＧＦβ１
诱导发生ＥＭＴ的ＨｅｐＧ２细胞
存活率的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３
ａｎｄＡＤＭｏｎＴＧＦβ１ｉｎｄｕｃｅｄＥＭＴ＇ｓ

ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ
能是ＥＭＴ的抗凋亡作用，推测发生 ＥＭＴ的细胞激
活了抗凋亡的信号通路或抗凋亡的因子生成，如

Ｗｎｔ／β连环素信号通路下游靶基因 ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｅｙｅｌｉｎ
ＤＩ，可促进细胞周期进程、引起细胞增殖和抑制细
胞凋亡［１２］。但是细胞由上皮细胞表型转化为间质

细胞表型，可能也是抗凋亡的一个关键因素。

ＴＧＦβ１可诱导肝脏实质细胞发生凋亡，存活下来
的细胞发生ＥＭＴ，获得一定的抗凋亡活性［１３］。

在本实验中，ＡＤＭ单独作用于ＴＧＦβ１诱导的
ＨｅｐＧ２细胞，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＴＧＦβ１组相比，ＥＭＴ
的标志性蛋白 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＮＣａｄｈｅｒｉｎ及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
表达变化不明显，差异无统计学意义；ａｎｔａｇｏｍｉＲ
１０３与ＡＤＭ共同作用于ＴＧＦβ１诱导的ＨｅｐＧ２细
胞，与 ＴＧＦβ１组相比，ＮＣａｄｈｅｒｉｎ表达下调、Ｅ
Ｃａｄｈｅｒｉｎ表达上调、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达下调，差异有统
计学意义（Ｐ＜００５），这些结果表明，ＡＤＭ对ＴＧＦ
β１诱导的ＨｅｐＧ２细胞发生ＥＭＴ未表现出抑制作
用，ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３与 ＡＤＭ共同作用于 ＴＧＦβ１诱
导的ＨｅｐＧ２细胞，对细胞发生 ＥＭＴ有抑制作用。
ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３联合化疗药物 ＡＤＭ共同作用于
ＴＧＦβ１诱导发生ＥＭＴ的 ＨｅｐＧ２细胞，使用 ＭＴＴ
法检测ＡＤＭ对ＨｅｐＧ２细胞存活率的影响，结果
显示，细胞存活率随着 ＡＤＭ浓度的增高而降低，
ＡＤＭ对ＴＧＦβ１诱导发生 ＥＭＴ的 ＨｅｐＧ２细胞存
活率的影响；细胞存活率随着 ＡＤＭ浓度的增高而
降低，但与单独使用 ＡＤＭ组相比，在相同浓度
ＡＤＭ作用下，细胞存活率变化并无明显差异，可能
与 ＴＧＦβ１的增殖和诱导 ＥＭＴ的作用有关，ａｎ
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ｔａｇｏｍｉＲ１０３与化疗药物 ＡＤＭ共同作用于 ＨｅｐＧ２
细胞对其存活率的影响。结果显示，细胞存活率随

着ＡＤＭ浓度的增高而明显降低，在ＡＤＭ浓度为２５
ｍｇ／Ｌ时，与单独使用ＡＤＭ组、单独使用ａｎｔａｇｏｍｉＲ
１０３组细胞存活率相比明显降低（Ｐ＜００１），有统计
学意义；ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３与ＡＤＭ共同作用于ＴＧＦβ１
诱导发生ＥＭＴ的ＨｅｐＧ２细胞，ＭＴＴ检测细胞存活
率，结果还显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组、ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３＋
ＴＧＦβ１组相比，ＡＤＭ＋ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３＋ＴＧＦβ１组
的细胞存活率明显下降（Ｐ＜００１）。

综上所述，ａｎｔａｇｏｍｉＲ１０３对 ＴＧＦβ１诱导的
ＨｅｐＧ２细胞 ＥＭＴ的发生有抑制作用，与 ＡＤＭ共
同作用于 ＨｅｐＧ２细胞也明显引起细胞存活率降
低，使ＡＤＭ半数抑制浓度明显降低，这些结果的
发现考虑可能与其它信号通路或 ｍｉＲＮＡ协同、拮
抗作用相关，但是具体的作用机制本实验尚未深入

探讨，将在今后的实验中继续深入研究。利用

ｍｉＲＮＡ的基因干预调控阻断肝癌细胞的 ＥＭＴ，同
时辅以化疗药物治疗肝癌具有很高的可行性，将对

临床肝癌转移、复发的防治具有重大意义。这可能

为揭秘肿瘤侵袭和转移的机制提供更为可靠的理

论依据，为肿瘤患者的治疗带来新的希望。

４　参考文献

［１］原发性肝癌诊疗规范（２０１１年版）［Ｊ］．临床肝胆病杂
志，２０１１（１１）：１１４１－１１５９．

［２］ＰｈｉｌｉｐＪ，Ｊｏｈｎｓｏｎ．Ｓｙｓｔｅｍｉｃｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｏｆｌｉｖｅｒｔｕｍｏｒｓ
［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＳｕｒｇＯｎｃｏｌ，２０００（２）：１１６－１２４．

［３］ＴｏｍｒｉｓＯ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｔｏｏｖｅｒｃｏｍｅｍｕｌｔｉｌ
ｐｌｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔ，２００６（１２）：
２９０３－２９０９．

［４］ＰｅｒｅｚＥＡ．Ｉｍｐａｃｔ，ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ，ａｎｄｎｏｖｅｌｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ
ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｏｖｅｒｃｏｍｉｎｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏａｎｔｈｒａｃｙｃｌｉｎｅｓａｎｄ
ｔａｘａｎｅｓｉｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒＲｅｓ

Ｔｒｅａｔ，２００９（２）：１９５－２０１．
［５］邓立力，吕慧芳，王文秀，等．阿霉素对肝癌细胞增殖及

ＴＲＡＩＬ受体表达影响的实验研究［Ｊ］．中国肿瘤，２０１１
（７）：５１５－５２０．

［６］薛逸荃，曹雪涛．ＲＮＡ异常与肿瘤调控研究进展［Ｊ］．
中国肿瘤生物治疗杂志，２０１３（１）：１－１２．

［７］ＴａｎａｈａｓｈｉＴ，ＯｓａｄａＳ，ＹａｍａｄａＡ，ｅｔａｌ．Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇ
ｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅａｎｄＡｋｔａｃｔｉｖａｔｉｏｎｐｌａｙａｃｒｉｔｉｃａｌｒｏｌｅ
ｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｅｐｉｔｈｅ
ｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ．［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，２０１３（２）：
５５６－５６４．

［８］ＮｇｕｙｅｎＬ，ＦｉｆｉｓＴ，ＭａｌｃｏｎｔｅｎｔｉＷｉｌｓｏｎＣ，ｅｔａｌ．Ｓｐａｔｉａｌ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎ ｓｏｌｉｄ
ｔｕｍｏｒｓｍａｙｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｔｈｅｆａｉｌｕｒｅｏｆｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｒｕｐｔｉｖｅ
ａｇｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２０１２（１２）：５２２．

［９］ＡｌｉｐｉｏＺＡ，ＪｏｎｅｓＮ，ＬｉａｏＷ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｂｌｅｏｍｙｃｉｎｏｒＴＦＧ
β１／ＥＧＦｉｎｍｕｒｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄ
ａｌｖｅｏｌａｒＴｙｐｅＩＩｌｉｋｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，２０１１（２）：
８９－９８．

［１０］ＡｋｈｕｒｓｔＲＪ，ＤｅｒｙｎｃｋＲ．ＴＧＦｂｅｔａｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｃａｎｃｅｒａ
ｄｏｕｂｌｅｅｄｇｅｄｓｗｏｒｄ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００１（１１）：４４
－５１．

［１１］ＦｏｒｎａｒｉＦ，ＧｒａｍａｎｔｉｅｒｉＬ，ＧｉｏｖａｎｎｉｎｉＣ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ１２２／
ｃｙｄｉｎＧ１ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｍｏｄｕｌａｔｅｓｐ５３ａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄａｆｅｃｔｓ
ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００９（１４）：５７６１－５７６７．

［１２］ＲｏｂｓｏｎＥＪ，ＫｈａｌｅｄＷＴ，ＡｂｅｌｌＫ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓ
ｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｃｏｎｆｅｒｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎ
ｔｈｒｅｅｍｕｒｉｎｅｍａｍｍａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．Ｄｉｆｆｅｒｅｎ
ｔｉａｔｉｏｎ，２００６（５）：２５４－２６４．

［１３］ＤｅｌＣａｓｔｉｌｌｏＧ，ＭｕｒｉｌｌｏＭＭ，ＡｌｖａｒｅｚＢａｒｒｉｅｎｔｏｓＡ，ｅｔａｌ．
ＡｕｔｏｃｒｉｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＴＧＦｂｅｔａｃｏｎｆｅｒｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｆｔｅｒ ａｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ：ＲｏｌｅｏｆＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒｌｉｇａｎｄｓ
［Ｊ］．ＥｘｐＣｅｌｌＲｅｓ，２００６（１５）：２８６０－２８７１．

（２０１６－０８－２９收稿，２０１６－１１－０６修回）
中文编辑：刘　平；英文编辑：刘　



华

（上接第１４２３页）
［１１］ＧａｎａｐａｔｈｉＳＢ，ＷｅｉＳＧ，ＺａｒｅｍｂａＡ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＣｌＣ３ｉｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，２０１３（１）：１７４－１７９．

［１２］ＺｈａｎｇＪ，ＬｉｕＪ，ＬｉａｏＹＪ，ｅｔａｌ．ＣｌＣ３ｉｓＩｎｖｏｌｖｅｄｉｎ
ＮＰＰＢＩｎｄｕｃｅｄＡｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＤＵ１４５ＰｒｏｓｔａｔｅＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＪＭｏｌＢｉｏｍａｒｋＤｉａｇｎＳ，２０１６（２）：２４５．

［１３］ＲｏｈｒｂｏｕｇｈＪ，ＬａｍｂＦＳ，ＮｇｕｙｅｎＨＮ．ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＣｌＣ
３Ｃｌ／Ｈ＋Ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄ“Ｇａｔｉｎｇ”ＴｒａｎｓｉｅｎｔｓｂｙＣｈｌｏ
ｒｉｄｅＰａｔｈｗａｙＲｅｓｉｄｕｅｓａｎｄＥｘｔｅｒｎａｌＰｒｏｔｏｎｓ［Ｊ］．Ｂｉｏ

ｐｈｙｓｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ，２０１５（２）：４４０－４４１．
［１４］ＬａｒｒｏｕｔｕｒｅＱＣ，ＮｅｌｓｏｎＤＪ，ＲｏｂｉｎｓｏｎＬＪ，ｅｔａｌ．Ｃｈｌｏｒｉｄｅ

!

ｈｙｄｒｏｇｅｎａｎｔｉｐｏｒｔｅｒｓＣｌＣ３ａｎｄＣｌＣ５ｄｒｉｖｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ
ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅｆｉｎｅ

"

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｂｏｎｅｐａｔｔｅｒｎ
ｉｎｇｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｐｏｒｔｓ，２０１５（１１）：
ｅ１２６０７．

（２０１６－０９－１２收稿，２０１６－１１－２６修回）
中文编辑：刘　平；英文编辑：赵　毅

９２４１

　１２期 王金利等　ＡｎｔａｇｏｍｉＲ１０３协同阿霉素对ＴＧＦβ１诱导的ＨｅｐＧ２细胞转化及生长的影响


