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ＮＶＰＢＥＺ２３５增敏左旋棉酚杀伤肝癌ＨｅｐＧ２细胞的作用

王　滨，倪振洪，丁　雯，秦利燕，连继勤，何凤田　　（４０００３８重庆，第三军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室）

　　［摘要］　目的　探讨ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ抑制剂ＮＶＰＢＥＺ２３５增敏左旋棉酚［（－）ｇｏｓｓｙｐｏｌ］杀伤肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的作用及
可能机制。方法　 用ＮＶＰＢＥＺ２３５、左旋棉酚或二者联合处理ＨｅｐＧ２细胞，ＣＣＫ８法检测不同处理对细胞增殖的影响，流
式细胞术检测不同处理对细胞凋亡的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同处理对细胞中ｍＴＯＲ磷酸化水平以及Ｍｃｌ１蛋白水平的
影响。结果　 联合使用 ＮＶＰＢＥＺ２３５和左旋棉酚可显著抑制 ＨｅｐＧ２细胞增殖，并促进细胞凋亡，其中左旋棉酚可上调
ＨｅｐＧ２细胞中ｍＴＯＲ磷酸化水平及Ｍｃｌ１蛋白水平，导致抵抗发生，ＮＶＰＢＥＺ２３５能够剂量依赖性抑制ｍＴＯＲ磷酸化（Ｐ＜
０．０１），并抑制左旋棉酚对Ｍｃｌ１的上调作用。结论　 ＮＶＰＢＥＺ２３５可通过抑制ｍＴＯＲ进而下调Ｍｃｌ１来增强左旋棉酚杀
伤ＨｅｐＧ２细胞的效果。
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　　左旋棉酚［（－）ｇｏｓｓｙｐｏｌ］是一种多酚类化合物，最
早在棉籽中被提取出来，并发现其具有抗生育功能。

近年来，左旋棉酚的抗肿瘤活性越来越受到重视。实

验证明，左旋棉酚对白血病、前列腺癌、肺癌等多种肿

瘤具有良好的抗瘤活性，并且通过与相关的抗肿瘤药

物联合使用，能够达到较满意的临床效果，相关的临床

试验已经进入临床Ⅱ期［１－４］。

　　研究表明，左旋棉酚的抗癌作用主要通过抑制癌细
胞Ｂｃｌ２家族中抗凋亡蛋白来实现。Ｂｃｌ２家族中抗凋
亡蛋白主要包括 Ｂｃｌ２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／Ｌｅｕｋｅｍｉａ２）、
ＢｃｌＸＬ（Ｂｃｌｅｘｔｒａｌｏｎｇ）和Ｍｃｌ１（ｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ１），
作为细胞内源性凋亡途径中的拮抗分子，其功能丧失

会使细胞内的促凋亡蛋白 Ｂａｋ和 Ｂａｘ发生寡聚，进而
引起线粒体膜极性和通透性改变，启动 Ｃａｓｐａｓｅ家族
的活化，诱导内源性凋亡的发生。左旋棉酚可特异性

抑制Ｂｃｌ２与ＢｃｌＸＬ活性，但对 Ｍｃｌ１抑制作用较弱，
甚至能上调Ｍｃｌ１的表达，从而造成肿瘤细胞对左旋
棉酚治疗抵抗。因此，通过抑制 Ｍｃｌ１来增强左旋棉
酚的抗癌活性具有重要的临床意义［５－６］。
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　　ＮＶＰＢＥＺ２３５是一种新型的磷脂酰肌醇３激酶
（ＰＩ３Ｋ）／哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）双抑制剂，
能够同时抑制 ＰＩ３Ｋ与 ｍＴＯＲ活性［７］。有研究表明，

ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ通路不仅在肝癌细胞中被过度活化［８］，而

且此通路还可促进 Ｍｃｌ１的翻译从而增强其表达［９］。

因此，使用ＮＶＰＢＥＺ２３５抑制ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ通路活性并
下调Ｍｃｌ１的表达可能是增强左旋棉酚抗癌效果的有
效措施，本研究拟以肝癌细胞ＨｅｐＧ２为模型对这一设
想进行验证。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　　人肝细胞癌细胞系 ＨｅｐＧ２购自美国菌种
保藏中心（ＡＴＣＣ），由第三军医大学基础部生化教研室保存并
传代。

１．１．２　试剂　　胎牛血清、胰酶和 ＤＭＥＭ高糖细胞培养基为
美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司产品；ＤＭＳＯ、左旋棉酚和 ＮＶＰＢＥＺ２３５为美
国Ｓｉｇｍａ公司产品；ＣＣＫ８试剂盒为日本ＤｏｊｉｎｄｏＬａｂｏｒａｏｒｉｅｓ产
品；细胞裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、青链霉素溶液和
Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体购自江苏碧云天生物技术公司；蛋白酶抑制剂为
Ｒｏｃｈｅ公司产品；Ｍｃｌ１抗体为美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品；
ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ抗体为美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司产品；
二抗、化学发光底物试剂盒以及细胞培养板为美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司产品；ＰＶＤＦ膜购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自
ＵＳＢ公司；封闭蛋白粉购自武汉博士德公司。

１．２　细胞培养
　　ＨｅｐＧ２细胞培养于含 １０％胎牛血清和 １％青链霉素的
ＤＭＥＭ高糖培养液中，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱内培养，待其贴
壁生长，常规换液和传代后，待细胞进入对数生长期，即可接种

于细胞培养板中进行实验。

１．３　ＣＣＫ８法检测左旋棉酚对细胞增殖的影响
　　取对数生长期的 ＨｅｐＧ２细胞接种于９６孔板，用细胞计数
板计数，每孔约４×１０３个细胞于２００μＬ培养基中，待其完全贴
壁后加药处理。分为对照组（ＤＭＳＯ）、左旋棉酚处理组
（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＮＶＰＢＥＺ２３５处理组（５０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ）以及左旋
棉酚与两种浓度 ＮＶＰＢＥＺ２３５的联合处理组，共６组，每组设
３个复孔。加药处理３６～４８ｈ，待对照孔细胞长满后，将培养基
弃去，各加入含５μＬＣＣＫ８检测试剂的ＤＭＥＭ溶液１００μＬ，于
３７℃、５％ＣＯ２孵箱内孵育１～２ｈ。最后，在４５０ｎｍ波长下测
定光密度值［Ｄ（４５０）］，计算左旋棉酚、ＮＶＰＢＥＺ２３５和联合处
理组对细胞增殖的抑制率。细胞抑制率 ＝［对照孔 Ｄ（４５０）－
加药孔Ｄ（４５０）］／对照孔Ｄ（４５０）×１００％。

１．４　细胞总蛋白的提取和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　加药处理结束后，胰酶消化细胞并经 ＰＢＳ洗涤后用 ＲＩＰＡ
细胞裂解液于冰上裂解 ３０ｍｉｎ。于 ４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，取上清并用ＢＣＡ法测量蛋白浓度，经浓度标化后进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。取６０μｇ总蛋白，经聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离后，将蛋白转至ＰＶＤＦ膜上。用５％ＢＳＡ常温封闭２ｈ，然后
用１∶１０００稀释的一抗４℃孵育过夜，用含０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０的

ＰＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，之后用１∶１００００稀释的二抗常温
孵育２ｈ，ＰＢＳＴ洗涤后用化学发光底物法将ＰＶＤＦ膜用Ｘ线胶
片曝光。

１．５　流式细胞术检测细胞凋亡
　　加药处理结束后，胰酶消化细胞，用ＰＢＳ重悬后用Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ与碘化丙啶（ＰＩ）染色３０ｍｉｎ，之后用流式细胞仪进行信号检
测，统计凋亡及不同细胞周期的细胞数目及比例。

１．６　统计学处理
　　结果以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行组间方差
分析和两两比较。

２　结果

２．１　ＮＶＰＢＥＺ２３５联合左旋棉酚显著抑制 ＨｅｐＧ２细
胞的增殖

　　采用１０μｍｏｌ／Ｌ左旋棉酚同ＮＶＰＢＥＺ２３５（５０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ）
联合处理ＨｅｐＧ２细胞，采用 ＣＣＫ８法检测两种药物单用或联
用对ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制作用，结果见图 １。与对照组相
比，左旋棉酚对于ＨｅｐＧ２细胞有一定的杀伤作用；与左旋棉酚
单独使用相比，ＮＶＰＢＥＺ２３５和左旋棉酚联用可显著增强左旋
棉酚对细胞增殖的抑制作用。
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１：对照组；２：左旋棉酚１０μｍｏｌ／Ｌ处理组；３：ＮＶＰＢＥＺ２３５５０ｎｍｏｌ／Ｌ
处理组；４：ＮＶＰＢＥＺ２３５１００ｎｍｏｌ／Ｌ处理组；５：左旋棉酚１０μｍｏｌ／Ｌ
联合ＮＶＰＢＥＺ２３５５０ｎｍｏｌ／Ｌ处理组；６：左旋棉酚１０μｍｏｌ／Ｌ联合
ＮＶＰＢＥＺ２３５１００ｎｍｏｌ／Ｌ处理组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０１，与左旋棉酚１０μｍｏｌ／Ｌ处理组比较
图１　ＮＶＰＢＥＺ２３５同左旋棉酚联用对肝癌ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制作用

２．２　ＮＶＰＢＥＺ２３５联合左旋棉酚增加 ＨｅｐＧ２细胞的
凋亡

　　用左旋棉酚（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＮＶＰＢＥＺ２３５（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）或二
者联合处理ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ，然后用流式细胞仪检测细胞凋亡
情况。如图２所示，左旋棉酚和 ＮＶＰＢＥＺ２３５联合使用可明显
增加ＨｅｐＧ２细胞的凋亡率。
２．３　左旋棉酚增强ＨｅｐＧ２细胞中ｍＴＯＲ磷酸化
　　采用１０μｍｏｌ／Ｌ左旋棉酚对ＨｅｐＧ２细胞处理２４ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测细胞中ｍＴＯＲ磷酸化水平和总ｍＴＯＲ蛋白水平。如图
３所示，左旋棉酚可显著增加 ｍＴＯＲ的磷酸化水平［ｐｍＴＯＲ／
ｍＴＯＲ比值：对照组（１．００±０．１２），左旋棉酚１０μｍｏｌ／Ｌ处理组
（６．１２±０．１４），Ｐ＜０．０１］，导致ｍＴＯＲ活性增强。
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Ａ：对照组；Ｂ：左旋棉酚１０μｍｏｌ／Ｌ处理组；Ｃ：３：ＮＶＰＢＥＺ２３５１００ｎｍｏｌ／Ｌ处理组；Ｄ：左旋棉酚１０μｍｏｌ／Ｌ联合ＮＶＰＢＥＺ２３５１００ｎｍｏｌ／Ｌ处理组
图２　ＮＶＰＢＥＺ２３５同左旋棉酚联用对细胞凋亡的影响
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１：对照组；２：左旋棉酚１０μｍｏｌ／Ｌ处理组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测左旋棉酚处理ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ对ｍＴＯＲ

磷酸化水平的影响

２．４　ＮＶＰＢＥＺ２３５剂量依赖性抑制 ＨｅｐＧ２细胞中
ｍＴＯＲ活性

　　用不同浓度的 ＮＶＰＢＥＺ２３５（１０、５０、１００、２００、５００ｎｍｏｌ／Ｌ）
处理ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍＴＯＲ的磷酸化状况。
如图４所示，与对照组相比，ＮＶＰＢＥＺ２３５剂量依赖性抑制
ＨｅｐＧ２细胞中 ｍＴＯＲ的磷酸化水平（Ｐ＜０．０１），从而抑制
ｍＴＯＲ活性。
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１：对照组；２：ＮＶＰＢＥＺ２３５１０ｎｍｏｌ／Ｌ处理组；３：ＮＶＰＢＥＺ２３５５０
ｎｍｏｌ／Ｌ处理组；４：ＮＶＰＢＥＺ２３５１００ｎｍｏｌ／Ｌ处理组；５：ＮＶＰＢＥＺ２３５
２００ｎｍｏｌ／Ｌ处理组；６：ＮＶＰＢＥＺ２３５５００ｎｍｏｌ／Ｌ处理组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照
组比较

图４　ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ抑制剂ＮＶＰＢＥＺ２３５对ｍＴＯＲ蛋白磷酸化
水平的影响

２．５　ＮＶＰＢＥＺ２３５可抑制左旋棉酚对Ｍｃｌ１的上调作用
　　用不同浓度（５０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ）ＮＶＰＢＥＺ２３５联合左旋棉酚
处理ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胞内 Ｍｃｌ１和内参 α
Ｔｕｂｕｌｉｎ的表达水平，如图５所示，左旋棉酚单独处理 ＨｅｐＧ２细
胞导致 Ｍｃｌ１的累积进而介导抵抗的发生，ＮＶＰＢＥＺ２３５可以
明显降低左旋棉酚对Ｍｃｌ１的上调作用。
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１：对照组；２：左旋棉酚１０μｍｏｌ／Ｌ处理组；３：ＮＶＰＢＥＺ２３５５０ｎｍｏｌ／Ｌ处
理组；４：ＮＶＰＢＥＺ２３５１００ｎｍｏｌ／Ｌ处理组；５：左旋棉酚１０μｍｏｌ／Ｌ联合
ＮＶＰＢＥＺ２３５５０ｎｍｏｌ／Ｌ处理组；６：左旋棉酚 １０μｍｏｌ／Ｌ联合 ＮＶＰ
ＢＥＺ２３５１００ｎｍｏｌ／Ｌ处理组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比
较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与左旋棉酚１０μｍｏｌ／Ｌ处理组比较

图５　ＮＶＰＢＥＺ２３５对左旋棉酚诱导的Ｍｃｌ１累积的影响

３　讨论

　　肝细胞癌目前已成为世界上第五大常见的肿瘤，并
且在所有肿瘤致死率中高居第三位，尤其在我国，乙肝

相关的肝硬化以及肝癌的发生率高居不下，目前尚无有

效的治疗方法［１０］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路作为细胞中
重要的存活通路，在肿瘤细胞中多为异常激活状态，可

能导致下游诸多靶基因的激活从而促进肿瘤细胞的生

存，因此是目前重要的肿瘤治疗靶点［１１］。ＮＶＰＢＥＺ２３５
作为新近开发的一种靶向抗肿瘤药物，在多种肿瘤细胞

中显示了较好的作用。有研究表明在肾细胞癌中，体内

外实验都证实索拉菲尼（Ｓｏｒａｆｅｎｉｂ）同 ＮＶＰＢＥＺ２３５联
合用药得到了比药物单独作用更加明显的杀细胞作

用［１２］；在胰腺导管细胞癌中，联合应用一线化疗药物吉

西他滨和ＮＶＰＢＥＺ２３５在体内及体外实验中也取得了
较好的杀伤肿瘤细胞效果［１３］。ＮＶＰＢＥＺ２３５还可以通
过改变肿瘤微环境使肿瘤的血管形态正常化从而达到

增敏肿瘤的放疗活性的治疗效果［１４］，因此在肿瘤治疗

中可能具有较广阔的临床应用前景。
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　　左旋棉酚作为一种天然化合物，目前普遍认为其
主要通过同 ＢＨ３样蛋白竞争 Ｂｃｌ２的 ＢＨ３结构域发
挥作用，激活促凋亡蛋白而促进细胞凋亡［１５］。同时左

旋棉酚因具有良好的药动学活性以及低毒性而进入临

床Ⅱ期试验，取得了良好的临床效果［５］。随着 Ｂｃｌ２
靶向药物研究的深入，有更多、疗效更好的 Ｂｃｌ２靶向
药物被研究出来的同时，发现在抑制了一种抗凋亡蛋

白Ｂｃｌ２的同时，另一种抗凋亡蛋白Ｍｃｌ１会诱导性上
调进而同促凋亡蛋白 Ｂａｋ和 Ｂａｘ结合，不能在线粒体
膜表明发生寡聚而诱导内源性凋亡的发生。Ｍｃｌ１作
为抗凋亡家族中的重要成员，具有和 Ｂｃｌ２相似的功
能，可以通过与促凋亡蛋白结合从而抑制凋亡的发生。

　　因此，如何减低Ｂｃｌ２抑制剂导致的Ｍｃｌ１上调进
而缓解抵抗的发生成为 Ｂｃｌ２靶向药物临床应用的关
键，目前有多篇文献报道通过联合用药来缓解抵抗发

生，进而达到增敏 Ｂｃｌ２靶向药物杀伤细胞作用。通
过ｓｉＲＮＡ或者周期素依赖激酶（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉ
ｎａｓｅ，ＣＤＫ）抑制剂下调Ｍｃｌ１的表达在人白血病细胞
中可以增敏ＡＢＴ７３７的杀细胞作用［１６］；靶向药物索拉

菲尼可以通过下调Ｍｃｌ１和激活Ｂａｋ进而增敏左旋棉
酚在杀伤前列腺癌细胞中的作用［６］；伊马替尼（Ｉｍａ
ｔｉｎｉｂ）可以通过下调 Ｍｃｌ１增敏左旋棉酚在人慢性髓
细胞白血病中的治疗作用［１７］；铂类化合物也可以通过

调控 Ｍｃｌ１／Ｎｏｘａ轴［１８］并促进 Ｍｃｌ１降解而可以增敏
ＡＢＴ７３７的杀细胞作用［１９］。

　　ｍＴＯＲ作为 ＰＩ３Ｋ下游的信号转导分子，具有丝、
苏氨酸激酶活性，在细胞的生长、增殖、分化以及凋亡

中都发挥重要的作用，目前发现其与肿瘤的关系密切，

许多癌基因例如ｃｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎＤ的水平均受到其调控。
有文献表明ｍＴＯＲ可以促进延长因子 ｅＩＦ４Ｅ和 ｅＩＦ４Ｆ
的聚合，促进 Ｍｃｌ１的翻译来促进细胞的存活，因此
Ｍｃｌ１作为一个癌基因其水平也受到 ｍＴＯＲ的调
控［９］。本研究创新性地采用 ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ双抑制剂
ＮＶＰＢＥＺ２３５同左旋棉酚联用，通过抑制ｍＴＯＲ的活性
达到降低Ｍｃｌ１的表达水平，进而增敏Ｂｃｌ２靶向药物
的作用。联合用药作为一种治疗趋势，可以明显降低药

物用量并减少副作用的发生，因此可以作为一种新的治

疗尝试，给临床上肿瘤的治疗带来一些新的启示。
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