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［摘　要］目的：探讨辛二酰苯胺异羟肟酸（ＳＡＨＡ）联合索拉菲尼（ＳＯＲ）对人肝癌（ＨｅｐＧ２）细胞增殖与凋亡的
影响，并探讨其可能的分子机制。方法：采用 ３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐法（ＭＴＴ）法检测
ＳＡＨＡ联合ＳＯＲ对ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制作用，流式细胞术检测 ＳＡＨＡ联合 ＳＯＲ对 ＨｅｐＧ２细胞凋亡的影响，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＳＡＨＡ联合ＳＯＲ对ＨｅｐＧ２细胞中葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）、蛋白激酶 Ｒ样内质网激酶
（ＰＥＲＫ）、磷酸化ＰＥＲＫ（ｐＰＥＲＫ）及活化转录因子４（ＡＴＦ４）蛋白表达的影响。结果：与单独的ＳＡＨＡ及ＳＯＲ组
比较，ＳＡＨＡ联合ＳＯＲ可使ＨｅｐＧ２细胞增殖率明显下降、并显著促进细胞凋亡，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，ＳＡＨＡ联合ＳＯＲ可显著上调ＧＲＰ７８、ｐＰＥＲＫ及ＡＴＦ４的表达水平，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５）。结论：ＳＡＨＡ联合ＳＯＲ可显著增强对ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制作用、并促进肝癌细胞凋亡，其机制可能
与激活内质网应激凋亡信号通路有关。
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　　肝癌是世界上第六大常见癌症，每年约有
８４１万新病例和７８２万人死亡［１］。肝癌恶性程

度高，复发率高，容易侵袭转移，且大多数患者确诊

时已处于中晚期阶段，不适合手术、肝移植或局部

消融等治疗方法［２－３］，因此非手术治疗在肝癌的治

疗中占有重要地位。索拉菲尼（ｓｏｒａｆｅｎｉｂ，ＳＯＲ）是
美国ＦＤＡ批准用于晚期肝癌治疗的分子靶向药
物［４－５］，研究表明，ＳＯＲ可以通过抑制血管内皮生
长因子受体（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＶＥＧＦＲ）和血小板衍生生长因子受体（ｐｌａｔｅ
ｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＤＧＦＲ）的表达、
从而阻断肿瘤血管生成［６－７］；此外，ＳＯＲ还具有抗
丝氨酸（Ｓｅｒ）／苏氨酸（Ｔｈｒ）激酶 Ｒａｆ的活性，从而
抑制肿瘤细胞的增殖和信号转导［８］。尽管ＳＯＲ在
临床肝癌的治疗中取得了一定的突破和进展，但总

体效果并不十分满意。因此，如何提高 ＳＯＲ的临
床疗效成为迫切需要解决的难题。近年来有研究

报道，辛二酰苯胺异羟肟酸（ｓｕｂｅｒｏｙｌａｎｉｌｉｄｅｈｙｄｒｏｘ
ａｍｉｃａｃｉｄ，ＳＡＨＡ），一种用于临床血液系统恶性肿
瘤治疗的新型抗癌药物与ＳＯＲ联合应用时可显著
增强 ＳＯＲ对肝癌细胞增殖的抑制作用，但其具体
的作用机制还有待进一步阐明。本研究旨在观察

ＳＡＨＡ联合 ＳＯＲ对人肝癌细胞增殖和凋亡的影
响，并初步探讨 ＨｅｐＧ２细胞中葡萄糖调节蛋白７８
（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）、蛋白激酶样
内质网激酶（ＰＫＲｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｋｉ
ｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）、磷酸化ＰＥＲＫ（ｐＰＥＲＫ）、及活化转录
因子４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）蛋白
表达的分子机制，为临床肝癌的治疗提供新的实验

依据。

１　材料与方法

１１　材料　
人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２购自中国科学院典型培

养物保藏中心上海细胞库（ＫＣＢ２００５０７ＹＪ），索拉
菲尼由贵州医科大学附属医院肛肠外科詹玮博士

惠赠，ＳＡＨＡ购自英国 Ａｂｃａｍ公司，胎牛血清购自
美国ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公司，ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司，胰酶购自 ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｙ，彩虹 Ｍａｒｋｅｒ购
自上海爱必信生物科技有限公司，ＢＣＡ蛋白定量
试剂盒和ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒
购自江苏凯基生物技术有限公司，兔抗ＧＡＰＤＨ、兔
抗ＧＲＰ７８、兔抗ＰＥＲＫ、兔抗ＡＴＦ４购自英国Ａｂｃａｍ
公司。

１２　方法
１２１　细胞培养　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２用含
１０％胎牛血清，１％双抗（青霉素和链霉素）的
ＤＭＥＭ培养基进行培养，培养皿置于 ３７℃、５％
ＣＯ２及饱和湿度的培养箱中，２～３ｄ换１次液，细
胞密度８５％ 时以１∶２传代。本实验所使用细胞均
处于对数生长期。

１２２　细胞活力检测　采用 ＭＴＴ法取对数生长
期的ＨｅｐＧ２细胞，以 １０４个／孔密度接种于 ９６孔
板，放置于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养；待细
胞贴壁后，分别加入不同浓度的 ＳＯＲ（０５、１、３、６、
１２、２５、５０μｍｏｌ／Ｌ）、ＳＡＨＡ（０５、１、３、６、１２、２５、
５０μｍｏｌ／Ｌ）及同剂量的 ＳＡＨＡ联合 ＳＯＲ（剂量同
前）处理细胞，同时设置阴性对照组和空白对照

组，每个浓度均设５个复孔，继续培养４８ｈ后，每
孔加入５ｇ／ＬＭＴＴ２０μＬ培养４ｈ，小心吸去上清
液，加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）１５０μＬ，置于摇床上
低速震荡１０ｍｉｎ、在酶联免疫检测仪４９０ｎｍ处测
定各孔的吸光度值（ＯＤ），计算各组细胞存活率并
绘制生长曲线。存活率（％）＝（实验组ＯＤ值－空
白组 ＯＤ值）／（对照组 ＯＤ值 －空白组 ＯＤ值）
×１００％。
１２３　细胞凋亡　采用流式细胞术检测，随机将
对数生长期的 ＨｅｐＧ２细胞分为对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组、
ＳＯＲ组（１２μｍｏｌ／Ｌ）、ＳＡＨＡ组（６μｍｏｌ／Ｌ）及ＳＡＨＡ
联合ＳＯＲ组（６μｍｏｌ／Ｌ＋１２μｍｏｌ／Ｌ）。给药４８ｈ后，
使用不含ＥＤＴＡ的胰酶消化收集各组细胞，２０００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清，加入的 ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ液
５００μＬ悬浮细胞，再加入５μＬａｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和

２５１

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４５卷　



５μＬ碘化丙啶（ＰＩ），充分混匀，室温避光反应
１５ｍｉｎ后用流式细胞仪进行检测。
１２４　ＧＲＰ７８、ＰＥＲＫ、ｐＰＥＲＫ及 ＡＴＦ４蛋白水平
　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测，收集各组细胞，用蛋白
裂解液提取细胞中的总蛋白，ＢＣＡ蛋白定量试剂
盒进行蛋白定量。取４０μｇ总蛋白上样，经１０％
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离蛋白后，湿转蛋白至聚偏
二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜上，用
５％脱脂奶粉封闭９０ｍｉｎ，加入相应 Ｉ抗，４℃ 孵育
过夜。第２天用 ＴＢＳＴ洗膜３次后加入Ⅱ抗，室温
孵育９０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜后 ＥＣＬ发光成像，ＢｉｏＲａｄ
凝胶成像仪系统获取图像。用ＩｍａｇｅＬａｂ图像分析
软件对每个条带进行定量分析。

１３　统计学处理　
使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５统计软件进行统计分

析。以上实验重复至少３次，实验数据采用均数±
标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差分
析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用最小显著
性差异法（ＬＳＤ法），以 Ｐ＜００５表示差异有统计
学意义。

２　结果
２１　ＳＡＨＡ联合 ＳＯＲ对 ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制
作用

ＭＴＴ法结果显示，与对照组比较，不同浓度的
ＳＡＨＡ和ＳＯＲ均能明显抑制 ＨｅｐＧ２细胞的增殖，
且ＳＡＨＡ或ＳＯＲ对ＨｅｐＧ２的抑制作用呈明显的剂
量依赖性。与单独的ＳＡＨＡ和ＳＯＲ组比较，ＳＡＨＡ
联合 ＳＯＲ对 ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制作用更为显
著，差异具有统计学意义（Ｐ＜００１），见图１。根据
ＭＴＴ结果，后续实验中选择 ６μｍｏｌ／ＬＳＡＨＡ、
１２μｍｏｌ／ＬＳＯＲ及６μｍｏｌ／ＬＳＡＨＡ联合１２μｍｏｌ／
ＬＳＯＲ处理ＨｅｐＧ２细胞进行后续实验。
２２　ＳＡＨＡ联合ＳＯＲ对ＨｅｐＧ２细胞凋亡的影响
流式细胞术检测各组细胞凋亡发现，６μｍｏｌ／Ｌ

ＳＡＨＡ、１２μｍｏｌ／ＬＳＯＲ及两药联合均能明显诱导
ＨｅｐＧ２细胞发生凋亡。６μｍｏｌ／ＬＳＡＨＡ处理
ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ后的凋亡率为（１０８５±０８６）％，
１２μｍｏｌ／ＬＳＯＲ处理ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ后的凋亡率
为（１３５７±１１２）％，ＳＡＨＡ联合 ＳＯＲ处理 ＨｅｐＧ２
细胞４８ｈ后的凋亡率为（２３２０±１０６）％；上述３
组细胞凋亡率均显著高于对照组，其中以联合用药

组凋亡率最高，与ＳＯＲ和ＳＡＨＡ单药组比较，差异
有统计学意义（Ｐ＜００１）。见图２。

注：（１）与ｃｏｎｔｒｏｌ比较，Ｐ＜００１；（２）与ＳＡＨＡ组比较，

Ｐ＜００１；（３）与ＳＯＲ组比较，Ｐ＜００１。

图１　ＳＡＨＡ、ＳＯＲ及两药联合对ＨｅｐＧ２
细胞存活率的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＳＡＨＡ，ＳＯＲａｎｄｔｗｏｄｒｕｇｓ
ｏｎｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

２３　ＨｅｐＧ２细胞中 ＧＲＰ７８、ＰＥＲＫ、ｐＰＥＲＫ及
ＡＴＦ４蛋白表达

与对照组比较，ＳＡＨＡ和 ＳＯＲ单药组可在一
定程度上调 ＨｅｐＧ２细胞 ＧＲＰ７８、ｐＰＥＲＫ、ＡＴＦ４蛋
白的表达，两药联合上述效应更加显著，差异统计

学意义（Ｐ＜００５）。而 ＳＡＨＡ、ＳＯＲ及两药联合对
ＰＥＲＫ蛋白的表达无明显影响，差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。见图３。

３　讨论

ＳＯＲ是一种多靶点口服抗肿瘤药物，也是一
种多激酶抑制剂，因其对肾细胞癌和肝细胞癌的疗

效，在临床上，已被批准用于治疗晚期肾细胞癌和

肝细胞癌［４－５］。ＳＯＲ具有双重的抗肿瘤作用，一方
面它可通过阻断由ＲＡＦ／ＭＥＫ／ＥＲＫ介导的细胞信
号传导通路而直接抑制肿瘤细胞的增殖［８－９］；另一

方面它还可通过抑制 ＶＥＧＦＲ和 ＰＤＧＦＲ而阻断肿
瘤新生血管的形成，从而间接地抑制肿瘤细胞的生

长［６－７］。虽然ＳＯＲ为临床肝癌的治疗打开了一扇
希望之窗，但总体效果并不十分令人满意，因此，如

何提高 ＳＯＲ的临床疗效成为迫切需要解决的难
题。近年来ＹｕａｎＨ［１０］的研究发现，ＳＡＨＡ与ＳＯＲ
联合应用时可显著抑制体外培养肝癌细胞的增殖。

本次研究结果也证实了ＳＡＨＡ与ＳＯＲ联合应用能
够显著抑制人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的增殖，表明两药
具有协同效应，因此，两药联合可能为临床上治疗

肝癌提供更优的治疗效果。
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注：（１）与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００１；（２）与ＳＡＨＡ组比较，Ｐ＜００１；（３）与ＳＯＲ组比较，Ｐ＜００１。

图２　ＳＯＲ、ＳＡＨＡ及两药联合对ＨｅｐＧ２细胞凋亡的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＯＲ，ＳＡＨＡａｎｄｔｗｏｄｒｕｇｓｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

注：（１）与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＳＡＨＡ组比较，Ｐ＜００５；（３）与ＳＯＲ组比较，Ｐ＜００５。

图３　ＳＯＲ、ＳＡＨＡ及两药联合对ＨｅｐＧ２细胞中ＧＲＰ７８、ＰＥＲＫ、ｐＰＥＲＫ及
ＡＴＦ４蛋白表达的影响（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＯＲ，ＳＡＨＡａｎｄｔｗｏｄｒｕｇｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＲＰ７８，ＰＥＲＫ，ｐＰＥＲＫ
ａｎｄＡＴＦ４ｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

ＳＡＨＡ是一种广谱组蛋白去乙酰化酶抑制剂，
有研究表明，它可通过抑制细胞周期进程、诱导细

胞凋亡和分化从而抑制肝癌细胞的生长［１１］。课题

组前期研究发现 ＳＡＨＡ可以激活内质网应激（ｅｎ
ｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）凋亡通路从而诱导
ＨｅｐＧ２细胞发生凋亡［１２］。内质网（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅ
ｔｉｃｕｌｕｍ，ＥＲ）是真核细胞中重要的细胞器，几乎所
有分泌型蛋白（包括膜结合蛋白）都在ＥＲ中产生。

ＥＲ不仅参与了蛋白质的合成和折叠，还参与了钙
平衡的调节以及胆固醇和类固醇等脂质的生物合

成，以此来调节细胞稳态［１３］。而当这些过程受到

多种生理性或病理性因素的干扰时，会导致未折叠

或错误折叠蛋白质在 ＥＲ中积累，最终导致 ＥＲ稳
态失去平衡，引发ＥＲＳ。在ＥＲＳ条件下，细胞能够
激活未折叠蛋白反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，
ＵＰＲ），通过一系列信号转导途径以减轻或终止
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ＥＲＳ，从而恢复细胞内环境稳态。然而，当刺激因
素持续时间过长或强度过大时，ＵＰＲ也可激活细
胞凋亡通路导致细胞死亡［１４－１５］。ＥＲＳ介导的细胞
凋亡在很多肿瘤的发生、发展中具有重要意义。因

此，通过激活 ＥＲＳ凋亡通路促使肿瘤细胞发生凋
亡，有望成为肿瘤治疗的新靶点［１６－１７］。

当前的研究报道可知，ＵＰＲ信号转导过程主
要由以下３种内质网跨膜效应蛋白所启动：活化转
录因子６（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ６，ＡＴＦ６）、肌
醇需求酶 １（ｉｎｏｓｉｔｏｌｒｅｑｕｉｒｉｎｇｅｎｚｙｍｅ１，ＩＲＥ１）和
ＰＥＲＫ［１４］。正常情况下 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１和 ＰＥＲＫ与内
质网分子伴侣 ＧＲＰ７８紧密结合，从而处于无活性
状态。发生ＥＲＳ时，由于内质网腔中积累的未折
叠或错误折叠蛋白与 ＧＲＰ７８竞争结合，导致
ＧＲＰ７８与 ３种跨膜蛋白发生解离。解离后的
ＰＥＲＫ、ＩＲＥ１和 ＡＴＦ６通过各自的途径被激活，例
如，与 ＧＲＰ７８解离后的 ＰＥＲＫ可通过自身二聚化
和磷酸化被激活，并进一步促进其下游的 ＡＴＦ４及
ＣＣＡＡＴ／增强子结合蛋白同源蛋白（Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏ
ｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）的表达，从而诱导细胞凋亡的
发生［１８］。在本次研究中，流式细胞术检测结果表

明两药联合能显著促进 ＨｅｐＧ２细胞凋亡，说明两
药联合不仅能抑制肝癌细胞的增殖，同时还促进了

肝癌细胞的凋亡。进一步通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发
现ＳＡＨＡ组和 ＳＯＲ组的 ＧＲＰ７８、ｐＰＥＲＫ和 ＡＴＦ４
表达均较对照组显著上调，说明 ＳＡＨＡ、ＳＯＲ均可
通过激活ＥＲＳ凋亡信号通路促进肝癌细胞凋亡；
而ＳＡＨＡ联合 ＳＯＲ能进一步促进上述蛋白的表
达，提示ＥＲＳ凋亡通路可能是 ＳＡＨＡ增强 ＳＯＲ促
进肝癌细胞凋亡的靶点之一，其机制可能是经 ＳＡ
ＨＡ和ＳＯＲ联合处理肝癌细胞后，通过阻断蛋白质
从内质网到高尔基体的运输，诱导了高水平的

ＥＲＳ，从而激活了ＰＥＲＫＡＴＦ４信号通路，启动细胞
凋亡信号。

综上所述，ＳＡＨＡ和 ＳＯＲ能够协同增强对肝
癌细胞ＨｅｐＧ２的增殖抑制作用，且能显著诱导肝
癌细胞的凋亡，其协同作用可能与激活 ＥＲＳ凋亡
通路有关。
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代医学研究进展，２０１７（２８）：５４０６－５４１１．

［１４］ＭＹＵＮＧＧ，ＣＨＡＮＪＰ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄ
ｅｘｐｏｓｕｒｅｏｎｔｈｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］，ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＥｘ
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１２，３９（１）：１－９．

［１５］ＡＬＩＡ，ＡＭＩＲＡＫ，ＡＳＧＨＡＲＲ，ｅｔａｌ．ＡｒｅｖｉｅｗｏｎＥｌｅｃ
ｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄｓ（ＥＭＦｓ）ａｎｄｔｈｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｓｙｓｔｅｍ
［Ｊ］，ＥｌｅｃｔｒｏｎＰｈｙｓｉｃｉａｎ，２０１６，８（７）：２６５５－２６６２．

（２０１９－１２－１８收稿，２０２０－０１－０３修回）
中文编辑：刘　平；英文编辑：冉海勇
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