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Nrf2是细胞内氧化还原状态的感受器，在参与抗

氧化应激中起重要作用。与正常细胞相比，体内和体外

的肿瘤细胞有更高水平的内源性ROS，例如从慢性淋巴

细胞白血病或毛细胞性白血病病人中分离的白血病细

胞与正常的淋巴细胞相比有更高的ROS［1-2］。在实体肿

瘤中，研究显示肿瘤标本中氧化性损伤标志如氧化性

DNA碱基8OHdG、脂质过氧化物等都有很高的水平［3-4］，

而且ROS清除酶如SOD、GPX等在肿瘤细胞及肿瘤组

织中都显示很大改变。这些都表明肿瘤细胞中存在氧

化还原状态的异常调节。由于肿瘤细胞多存在ROS 水

平较高而抗氧化能力较低的现象［5］，此可通过提高肿瘤

细胞ROS水平实现选择性杀伤肿瘤细胞。Hirsutanols

A能通过诱导细胞产生ROS 引起自身凋亡［6-7］。鉴于

Nrf2［8］在清除ROS以及细胞耐药的重要地位［9］，我们通

过瞬时干扰的方法研究干扰 Nrf2 是否能增强

Hirsutanols A对肿瘤细胞的毒性作用。

摘要：目的 探讨干扰Nrf2对Hirsutanols A抑制人结肠癌细胞SW480、肝癌细胞HepG2细胞增殖的影响。方法采用四甲基偶氮

唑蓝比色法检测不同浓度Hirsutanols A对细胞增殖抑制作用。流式细胞仪检测细胞内ROS的含量；Annexin V-FITC/PI双染检

测细胞凋亡；Western blot检测siRNA干扰NRF2蛋白表达的效果。结果 Hirsutanols A（1.25、2.5、5、10、20和 40 µmol/L）对SW480、

HepG2细胞增殖有明显的抑制作用，并呈现剂量依赖关系；Hirsutanols A处理SW480（15 µmol/L）、HepG2（30 µmol/L）细胞后，

诱导细胞中过氧化氢迅速增加，并引起细胞凋亡，用自由基清除剂N-乙酰半胱氨酸（5 mmol/L）预处理完全抑制Hirsutanols A诱

导的ROS增加及细胞凋亡。siRNA有效地干扰Nrf2表达后可极大增强Hirsutanols A对肿瘤细胞的增殖抑制作用。结论

Hirsutanols A通过增加细胞内ROS诱导其凋亡同时激活Nrf2，Nrf2在维持细胞氧化还原稳态中起重要作用，干扰其表达可增强

Hirsutanols A的凋亡诱导作用。
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Abstract: Objective To investigate the effect of Nrf2 gene knockdown on hirsutanols A-induced cytotoxity in cancer cells.
Methods The changes in the cell viability following treatment with different concentrations of hirsutanols A was detected by
MTT assay, and the generation of reactive oxygen species (ROS) was assayed using flow cytometry. AnnexinV-FITC apoptosis
kit was used to detect the cell apoptosis. Nrf2 protein expression in HepG2 and SW480 cells transfected with the siRNA
targeting Nrf2 was analyzed with Western blotting. Results At the concentrations of 1.25, 2.5, 5, 10, 20 and 40 μmol/L,
hirsutanols A obviously inhibited the cell proliferation of human liver cancer HepG2 and colon cancer SW480 cells in a
concentration-dependent manner. The levels of hydrogen peroxide increased rapidly after hirsutanols A treatment in both
HepG2 (30 μmol/L) and SW480 (15 μmol/L) cells. Hirsutanols A also induced apoptosis of the two cells. Pretreatment
with 5 mmol/L NAC totally inhibited apoptosis and ROS accumulation in the two cells induced by hirsutanols A. Transfection
of HepG2 and SW480 cells with the siRNA caused a significant reduction in Nrf2 protein expression, which resulted in an
increased sensitivity of the cells to hirsutanols A. Conclusion Hirsutanols A can induce apoptosis in HepG2 and SW480 cells
by promoting ROS production and up-regulating Nrf2 expression. Nrf2 knockdown by siRNA can increase the sensitivity of
the cancer cells to hirsutanols A in vitro.
Key words: Nrf2; hirsutanols A; reactive oxygen species; apoptosis
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 RPMI 1640培养基购自Invitrogen 公司；胎

牛血清购自 Hyclone 公司。

Hirsutanols A（中山大学化学与化学工程学院有机

化学研究所提供）；其他试剂二甲基亚砜（DMSO）、四甲

基偶氮唑盐（MTT）、NAC购自Sigma公司；细胞裂解液

购自Upstage生物技术公司；BCA蛋白定量试剂盒购自

Pierce 公司；化学发光剂购自 Cell Signal 公司；

AnnexinV-FITC 凋亡试剂盒购自 Calbiochem 公司；

Nrf2抗体购自nuvus公司；HRP标记的二抗均为Santa

Cruz 公 司 产 品 ；2',7'-dichlorofluorescein diacetate

（DCFH-DA）Trizol购自 Invitrogen公司 siNrf2序列［4］

（正向）5'-GCUUUUGGCGCAGACAUUCtt-3'；（反向）

5'-GAAUGUCUGCGCCAAAAGCtg-3'购自吉玛公司。

1.1.2 细胞株与细胞培养 人结肠癌细胞SW480、肝癌

细胞HepG2由本实验室保存提供，用含体积分数为

10%胎牛血清的DMEM培养基培养于37 ℃、5% CO2条

件下恒温恒湿培养箱中培养，选取对数生长期细胞进行

实验。

1.1.3 实验仪器 CO2细胞培养箱，德国Heraeus 公司；

紫外分光光度计（Beckman DU640）、流式细胞仪

（Beckman-Coultet FC500），Beckman 公司产品等。

1.2 方法

1.2.1 MTT 实验 将干扰 Nrf2、处于对数生长期的

SW480和HepG2细胞用胰酶消化种于 96孔板，每孔

195 µl，细胞总数5×103个。每组设五个复孔，贴壁过夜

后加入不同浓度Hirsutanols A 5 µl，使其终浓度分别为

5、10、20、40、80 µmol/L，对照组加入5 μl完全培养基，置

于37 ℃、5% CO2培养箱中培养72 h，每孔加入5.0 g/L的

MTT 20 μl，继续孵育4 h 后，小心吸弃全部上清液，每

孔加入100 μl DMSO，振荡后，用酶标仪记录各孔的吸

光度（D570），细胞存活率%=处理组 OD/对照组 OD×

100%，实验重复3 次。

1.2.2 AnnexinⅤ-FITC/PI双染法检测细胞凋亡率 取

对数生长期的HepG2、SW480细胞接种于6 孔培养板，

培养过夜后弃去原来培养基，药物作用不同时间后，用

0.25%胰酶消化细胞（不含EDTA-Na），各组样本细胞用

冷PBS洗涤二次并在染色缓冲液中以1×106细胞/ml的

浓度重悬。吸取100 μl的细胞（1×105）至试管中，加入

适量荧光标记的Annexin-V和PI。按照说明书提示浓

度操作。混匀后避光室温下孵育15 min。孵育后加入

400 μl染色缓冲液，立即上FACS流式细胞仪分析，实验

重复3 次。

1.2.3 Western blot分析 取对数生长期的细胞，按试验

要求处理后，收集细胞，PBS洗涤2次，加入细胞裂解液

100 μl，14000 r/min离心10 min，定量蛋白，取40 μg蛋

白加入上样缓冲液，95 ℃下变性10 min。10%~1%的聚

丙烯酰胺SDS凝胶电泳后转移至硝酸纤维膜上，5%脱

脂牛奶封闭后依次加入第一、二抗体，室温下孵育2 h，

TBS-T缓冲液（10 mmol/L Tris-HCl, PH7.4，150 mmol/L

NaCl，0.1% Tween20）洗涤3次，10 min/次，加入化学发

光剂，放入暗盒中并压片，2~5 min后显影、定影。

1.2.4 siRNA瞬时转染 细胞系HepG2、SW480在含有

10%胎牛血清的DMEM培养基（不含任何抗生素）中，

37 ℃恒温培养。转染前24 h消化和计数，接种于6孔

板，每孔细胞总数1×105~2×105，待细胞达到70%~80%

汇合进行转染；将 siRNA稀释于100 µl无血清的基础

培 养 基 opti-MEM 中 ，室 温 放 置 5 min。 取 2 µl

LipfectaminTM2000稀释于100 µl无血清的基础培养基

opti-MEM中，室温放置5 min；将稀释的siRNA溶液加

入脂质体溶液中，轻缓混匀，室温放置20 min；吸弃细胞

培养物中的完全培养基，用基础培养基opti-MEM漂洗

细胞 2次，加入无血清基础培养基 opti-MEM 0.8 ml；

将siRNA-脂质体复合物加入细胞中，前后轻晃6孔板使

混合液分散均匀。6 h后吸弃转染复合物，换入含10%

胎牛血清的新鲜培养基。48 h后，裂解细胞，收取蛋白。

1.2.5 过氧化氢水平检测 取对数生长期的细胞，稀释

接种于12孔板中培养，细胞经过不同药物处理后，加入

终浓度为10 μmol/L DCFH-DA于各组细胞中，避光孵

育30 min，收集细胞，PBS洗涤2次后用流式细胞仪检

测细胞中过氧化氢水平。

1.2.6 统计学分析 实验数据用SPSS 16.0 统计软件进

行单因素方差分析，两样本间用独立样本t检验。

2 结果

2.1 Hirsutanols A对HepG2、SW480细胞增殖的影响

用不同浓度的Hirsutanols A处理HepG2、SW480

细胞72 h，MTT法检测Hirsutanols A对细胞的增殖抑

制率显示与对照组相比，Hirsutanols A 对 HepG2、

SW480细胞的增殖有明显的抑制作用，且呈溶度依赖

性（n=3, P<0.05或P<0.01），差异有统计学意义。其IC50

分别为6.45、3.67 μmol/L（图1）。

2.2 NAC 能逆转 hirsutanols A 引起的 HepG2、SW480

细胞内ROS升高

HepG2细胞分成4组，对照、30 μmol/L hirsutanols

A 处理 1 h、5 mmol/L NAC 处理 1 h、先用 5 mmol/L

NAC预处理 1 h后再用 30 μmol/L Hirsutanols A处理

1 h。加入DCFDA-CM后在流式细胞仪上检测细胞内

过氧化氢的含量。SW480 细胞用终浓度 15 μmol/L

hirsutanols A处理，其余同HepH2细胞。流式结果显示

hirsutanols A能引起两细胞产生大量ROS，抗氧化剂
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NAC能逆转hirsutanols A诱导的细胞内ROS积累（图2）。

2.3 NAC能够抑制hirsutanol A诱导HepG2、SW480细

胞凋亡

HepG2、SW480 细胞分成 4 组，对照、30 μmol/L

hirsutanols A（SW480采用15 μmol/L hirsutanols A）处

理48 h、5 mmol/L μmol/L NAC处理48 h以及 5 mmol/L

NAC 预 处 理 1 h 后 再 用 30 μmol/L hirsutanols A

（SW480采用 15 μmol/L hirsutanols A）处理 48 h到时

间。用Annexin-Ⅴ/PI双染法流式检测 4组的细胞凋

亡，结果显示 hirsutanol A 可诱导两种细胞凋亡，且

NAC能够抑制这一过程（图3）。

细
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图1 Hirsutanols A作用72 h对HepG2、SW480细胞增殖抑制的影响
与对照组比较, *P<0.05, **P<0.01

Fig.1 Changes in the viability of HepG2 and SW480 cells after treatment with hirsutanols A (n=3).
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图2 Hirsutanols A诱导HepG2, SW480产生ROS以及NAC逆转Hirsutanols A诱导的ROS在两细胞株中的积累
A: DCF-DA检测自由基流式图; B: 各组平均荧光统计图（n=3, 与对照组相比, **P<0.01）

Fig.2 Effect of NAC on hirsutanols A-induced ROS production in HepG2 and SW480 cells.
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2.4 干扰 Nrf2 能增强 hirsutanols A 对 HepG2、SW480

的增殖抑制作用

Western Blot 检测表达针对Nrf2的siRNA转染明

显抑制Nrf2的蛋白表达，MTT结果显示干扰Nrf2后，

Hirsutanols A对HepG2、SW480的增殖抑制作用明显

增强（图4）。
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Fig.3 Cell apoptosis detected by flow cytometry with Annexin V-FITC/PI staining.
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3 讨论

越来越多的证据表明肿瘤细胞与同类型正常细胞

相比表现出高氧化应激现象［1-2］。在正常情况下，ROS

对于细胞的生长是必需的，适当升高的ROS可以促进

细胞的增殖、分化和侵袭［10-11］，虽然ROS在肿瘤形成和

发展中可能有着重要的作用，但是由于肿瘤长期处于高

ROS水平，细胞内氧化还原调控能力相对正常细胞弱，

若用ROS诱导剂升高肿瘤细胞ROS水平，则肿瘤细胞

不能及时清除而被选择性杀死。Hirsutanols A 是从南

海珊瑚Sarcophyton tortuosum的内生菌中分离的一个

倍半萜类化合物，能诱导过氧化氢的产生从而杀死肿瘤

细胞［12］。本实验证明该化合物能诱导SW480、HepG2产

生大量ROS，并杀死肿瘤细胞，NAC能逆转这一过程。

Nrf2/ARE是近年新发现的机体抵抗内外界氧化和

化学等刺激的防御性转导通路。生理条件下，Nrf2在胞

浆中与Keap1结合处于非活性、易降解的状态。在氧化

应激和受外源性化学物质刺激时，Keap1的构象改变或

者Nrf2直接被磷酸化，导致 Nrf2与Keap1解离而活

化。活化的Nrf2进入细胞核，与抗氧化反应元件结合启

动调控基因的转录，包括过氧化氢酶、谷胱甘肽-S-转移

酶、环氧化物水解酶、磺基转移酶、乙醛基转移酶、醌氧化

还原酶、血红素加氧酶、UGT葡萄糖转移酶、乙醛脱氢

酶、谷氨酸半胱氨酸连接酶、谷胱甘肽合成酶等。这些蛋

白参与有害物质代谢，降低ROS水平，保护细胞［13-15］。

本实验结果发现，Hirsutanols A 能抑制人肝癌细胞

HepG2、结肠癌细胞SW480增殖，并能诱导其凋亡。进

一步研究发现Hirsutanols A能诱导两细胞株产生大量

ROS。这一过程能被自由基清除剂NAC所抑制。细胞

内氧化应激被Keap1和Nrf2复合物所感应，造成该复

合物分离。分离后的Nrf2稳定性增加，并从胞浆转位

到胞核，与药物代谢、清除ROS相关基因的启动子结

合，增强其表达，从而降低细胞内ROS水平使细胞存

活。我们通过干扰Nrf2的表达发现肿瘤细胞清除外来

物质引起的ROS的能力降低，导致肿瘤细胞在低药物

溶度下发生大量死亡。若能开发出Nrf2的抑制剂联合

促进ROS产生药物既能降低药物用量从而降低副作用，
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又能靶向杀伤肿瘤细胞，是一种值得尝试的治疗方案。
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图4 干扰 Nrf2增强Hirsutanols A对HepG2、SW480细胞的增殖抑制作用
A: Western-blot检测siRNA干扰HepG2、SW480细胞株中Nrf2蛋白表达效果; B: 干扰Nrf2对Hirsutanols A抑制HepG2和SW480

细胞增殖作用的影响; 与对照组相比, *P<0.05, **P<0.01

Fig.4 Nrf2 knockdown enhances hirsutanols A-induced cytotoxic effect in HepG2 and SW480 cells.
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