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【摘要】 目的 观察表柔比星、奥沙利铂、5-氟尿嘧啶( 5-FU) 三种药物联合对人肝癌细胞株 HepG2 生长的影响，并探讨

其可能发生的机制。方法 设立空白对照组、表柔比星组、5-FU + 奥沙利铂组、表柔比星 + 奥沙利铂 + 5-FU 组。经 MTT 实验

方法确认各药物 48 h 的 IC50 做为联合用药的浓度分别为表柔比星 ( 3. 44 μmol /L) 、5-FU ( 1. 76 mmol /L) 、奥沙利铂 ( 6. 89
mmol /L) ，实时荧光定量 PCＲ 实验方法测定各组间 Bcl-2 基因、Bax 基因表达的变化，Western blot 实验方法测定各组间 Bcl-2
蛋白、Bax 蛋白表达的变化。结果 各用药组均够抑制 HepG2 细胞增殖、诱导细胞凋亡、增加 Bax mＲNA 及 Bax 蛋白的表达，

同时降低 Bcl-2mＲNA 及 Bcl-2 蛋白的表达，且表柔比星 + 奥沙利铂 + 5-FU 组的作用优于表柔比星组、奥沙利铂 + 5-FU 组，差

异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。结论 表柔比星 + 奥沙利铂 + 5-FU 组能够明显抑制 HepG2 细胞的增殖，其联合作用可能通过

促进 Bax 基因的表达，抑制 Bcl-2 基因的表达，从而加速肿瘤细胞的凋亡。
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Effects of epirubicin combined with 5-fluorouracil and oxaliplatin on proliferation and apoptosis of human hepatoma HepG2
cells ( ZHOU Li，LI Qing-shan. Chengde Medical College Hospital，Chengde 067000，China)

【Abstract】 Objective To investigate the influence of oxaliplatin combinated with epirubicine and fluorouracil on proliferation
and apoptosis of human hepatocarcinoma cell line HepG2 and its possible mechanism． Methods The HepG2 cells were divided into
the blank control group，epirubicin group，5-fluorouracil + oxaliplatin group and epirubicin combined with oxalipain and 5-fluorouracil
group． To Confirm the drug IC50 was cnfirmedby MTT assy after withtreament by MTT assay． The concentration is respectively epirubi-
cin( 3． 44mol /L) ，5-fluorouracil ( 1. 76 mmol /L) and oxaliplatin ( 6. 89 mmol /L) ． The changes of Bcl-2 and Bax gene expression was
measured by the assay of real-time fluorescent quantitative PCＲ． The changes of Bax，Bcl-2 protein expression was measured by West-
ern blot method． Ｒesults The treatment group could inhibit the proliferation of HepG2 cells and promote its apoptosis． The Bax mＲ-
NA and Bax protein expression were increased while Bcl-2 mＲNA and Bcl-2 protein expression was decreased in HepG2 cells． The cur-
ative effect of epirubicin combined with oxaliplatin and 5-fluorouracil group is better than those of epirubicin and oxaliplatin + fluorou-
racil group，and the difference was statistically significant ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion Epirubicin combined with oxaliplatin and 5-flu-
orouracil group could significantly inhibit the proliferation of HepG2 cells．
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原发性肝癌是我国常见的恶性肿瘤，发病率较高，早期

无症状或症状不明显，但其进展迅速，确诊时大多数患者已

经到局部晚期或发生远处转移，治疗困难，预后很差。近年

来，随着新—代化疗药物的上市以及联合化疗方案的推出，

肝癌的系统性化疗已逐渐受到重视。多项临床研究结果均

提示［1 － 2］: 5-氟尿嘧啶 + 奥沙利铂为主的的 FOLFOX4 化疗

方案，治疗肝癌的客观有效率有所提高，能够在一定程度控

制病情发展，延长患者生存期。表柔比星已用于多种恶性肿

瘤的治疗，其联合 5-氟脲嘧啶及奥沙利铂治疗肝癌是否能达

到协同或相加的作用，其联合的机制及最适宜的方案需要在

临床试验前进行系统的研究。因此，我们选用表柔比星联合

5-氟尿嘧啶、奥沙利铂化疗探索治疗肝癌的新思路，为进一

步的临床应用提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂

人肝癌细胞株 HepG2 细胞购自上海美轩生物科技有限

公司。培养传代于含 10% 胎牛血清的高糖 DMEM 培养液

中，选择对数生长期细胞进行试验。表柔比星购自浙江海正

药业股份有限公司、用生理盐水稀释，5-氟尿嘧啶购自上海

旭东海普药业有限公司，奥沙利铂( L-OHP) 购自江苏恒瑞医

药股份有限公司，三种药物都于 － 20℃保存，实验用时稀释。
噻唑蓝( MTT，分析纯产品) 、二甲基亚砜 ( DMSO，分析纯产

品) 。兔抗人 Bcl-2 及 Bax 多克隆抗体购自英国 Abcam 公

司。DMEM 培养基购自 Thermo 公司、0． 25% 胰蛋白酶消化

液购自 Hyclone 公司，胎牛血清购自杭州四季青公司; 青霉

素和链霉素购自华北制药有限公司。ＲT-PCＲ 试剂盒购自美

国 Invitrogen 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养

HepG2 细胞接种于 10%灭活胎牛血清的高糖 DMEM 培
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养液中，置 37℃，饱和湿度，5% CO2 培养 箱 中，1 ～ 2 d 用

0. 25%胰酶消化传代，取处于对数生长期细胞分组进行实

验。
1． 2． 2 MTT 法检测细胞增殖抑制率

实验设定四组，分别为: 空白对照组、表柔比星组、5-氟
脲嘧啶 + 奥沙利铂组，表柔比星联合 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂

组，取 HepG2 细胞 2 × 105 /mL 接种于 96 孔板培养，待细胞

贴壁后，按实验分组，分别培养 24、48 h 后，每孔加入 5 g /L
的 MTT 20 μl。4 h 后，吸尽各孔培养液，每孔加 DMSO 200
μl，轻轻震荡 10 min 后，用酶标仪检测 490 nm 处各孔吸光度

A 值，计算细胞抑制率。细胞抑制率( % ) = ( 1 － 实验组各

孔平均 A 值 /正常对照组各孔平均 A 值) × 100%，实验重复

3 次。
1． 2． 3 实时荧光定量 PCＲ 检测 Bcl-2mＲNA 及 BaxmＲNA 表

达

培养 48 h 后 Trizol 法提取总 ＲNA。取 500 ng 的 ＲNA，

按试剂盒 DＲＲ037A 说明书逆转录合成 cDNA。引物探针由

上海基康生物技术有限公司设计并合成。Bcl-2 上游引物:

5'-GGATGCCTTTGTGGAACTGT-3'; 下 游 引 物: 5'-AGCCTG-
CAGCTTTGTTTCAT-3'; Bax 上 游 引 物: 5'-TTTGCT-
TCAGGGTTTCATCC-3'; 下 游 引 物: 5'-CAGTTGAAGTTGC-
CGTCAGA-3'; β-Actin 上 游 引 物: 5'-AGAGCTACGAGCTGC-
CTGAC-3'; 下游引物: 5'-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3'; 荧

光定量 PCＲ 反应体系及条件参照 SYBＲ Premix ExTaqTM说明

书。数据采用 LightCycler 480 Software 分析。
1． 2． 4 western blot 法检测 Bcl-2、Bax 蛋白表达

细胞经上述四个分组加药处理后，消化收集细胞，加入

细胞裂解液 100 ul，( 20 mmol /ml Tris-Hcl，PH 值 7． 4; 150
mmol /mlNacl，0. 5% NP-40，1 mmol /ml EDTA，50 ug /ml 亮肽

素，1 mmol /mlPMSF) 后，于 4℃12 000 r /min 离心 10 min。等

量样品( 30 ug /ml) 经 12. 5% SDS-PAGE 胶分离蛋白质，分离

后的蛋白质转到硝酸纤维膜上。加上一抗过夜，再加入二

抗。洗膜后加入 ECL 化学显影剂，X 光片曝光显示结果。
1． 3 统计学分析

实验数据采用 SPSS17． 0 进行统计分析，计量资料采用珋x
± s 表示。多组间比较用单因素方差分析，两组间比较用

SNK 或 LSD 检验法，P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。
2 结果

2． 1 各组药物对 HepG2 细胞增殖的影响

先筛查出各药物 48 h 的 IC50 做为联合用药的浓度分别

为: 表柔比星、5-FU 及奥沙利铂的 IC50 分别为 3. 44umol /L，

1. 76mmol /L，6. 89mmol /L。MTT 结果显示，四个不同分组的

细胞药物分别处理 48 h 后，各组的抑制率分别为 14. 87%
( 表柔比星组) 、27. 20% ( 5-FU + 奥沙利铂组) 、29. 77% ( 表

柔比星 + 5-FU + 奥沙利铂组) ，差异有明显统计学意义( F =
120. 198，P ＜ 0. 001) 。与空白对照组比较，表柔比星组、5-FU
+ 奥沙利铂组，表柔比星 + 5-FU + 奥沙利铂组的 OD 值均降

低，差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 01) ，说明三组药物均能抑

制了肝癌细胞的增殖; 而表柔比星 + 5-FU + 奥沙利铂组 OD
值最低，5-FU + 奥沙利铂组的 OD 值次之，说明表柔比星 +

5-FU + 奥沙利铂增加了 5-FU + 奥沙利铂对肝癌细胞增殖的

抑制率。( 空白对照组、表柔比星组、5-FU + 奥沙利铂组比

较差异具有统计学意义( F = 120. 198，P ＜ 0. 001)
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图 1 各组药物干预肝癌细胞 HepG2 48h 后对细胞增殖的影响: 随

着药物的联合作用，对肝癌细胞 epG2 细胞增殖的抑制作用越强，表

柔比星 +5-FU + 奥沙利铂组的 OD 值最低。

注: 与空白对照组比较，* P ＜ 0. 01; 与表柔比星 + 5-FU + 奥沙

利铂 组比较，△P ＜ 0. 01。1: 空白对照组; 2: 表柔比星; 3: 5-FU + 奥

沙利铂; 4: 表柔比星 + 5-FU + 奥沙利铂

2． 2 各组 Bcl-2、BaxmＲNA 表达比较( 表 1)

表柔比星组、5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂组、表柔比星联合

5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂组较空白对照组 Bcl-2mＲNA 表达均

降低 ( F = 27. 392，P ＜ 0. 001 ) 、Bax mＲNA 均 升 高 ( F =
70. 490，P ＜ 0. 001) ，其中 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂组较表柔比

星组 Bcl-2mＲNA 降 低 ( P ＜ 0. 01 ) 、Bax mＲNA 增 高 ( P ＜
0. 01) ，而表柔比星联合 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂组较 5-氟脲

嘧啶 + 奥沙利铂组的 Bcl-2 mＲNA 降低，其 Bcl-2 mＲNA 最低

( P ＜ 0. 01) ; 较 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂组的 Bcl-2 mＲNA 升

高，其 Bcl-2 mＲNA 最高( P ＜ 0. 01) 。

表 1 各组细胞 Bcl-2、BaxmＲNA 表达的比较

组别
Bcl-2( 珋x ± s) －△△Ct

( × 10 －3 )

Bax( 珋x ± s) －△△Ct

( × 10 －3 )
空白对照 1． 1565 ± 0． 2725 1． 0028 ± 0． 0360
表柔比星 0． 7498 ± 0． 0385＊△ 3． 9089 ± 0． 0108＊△

5-氟脲嘧啶 + 奥沙利

铂
0． 5355 ± 0． 0528 ＊△5． 9560 ± 0． 0358＊△

表柔比星联合 5-氟脲

嘧啶 + 奥沙利铂
0． 3103 ± 0． 0252* 7． 581 ± 0． 0616*

注: 与空白对照组比较，* P ＜ 0． 01; 与沙利度胺联合 5-氟脲嘧

啶 + 奥沙利铂 组比较，△P ＜ 0. 01

2． 3 表柔比星和 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂对肝癌 HepG2 细

胞蛋白表达的影响 ( 图 2 ) western blot 检测显示，予以空白

对照组、表柔比星组、5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂组，表柔比星联

合 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂组四个分组药物干扰后，随着药物

的联合，Bcl-2 蛋白表达逐渐增高，差异有统计学意义 ( F =
816. 418，P ＜ 0. 001) ，表柔比星联合 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂

组 Bcl-2 蛋白表达最高，差异有统计学意义( F = 62. 916，P ＜
0. 001) ． 表柔比星联合 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂组 Bax 蛋白表

达最低。
3 讨论

肝癌起病隐匿，早期常无症状，发现时多数属于晚期患
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图 2 用药物预处理 HepG2 细胞株后，三种药物联合组 Bcl-2 蛋白

的表达明显最少、Bax 蛋白的表达明显最高

1: 空白对照组; 2: 表柔比星组 ; 3: 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂组; 4:

表柔比星联合 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂组

者，手术切除率较低，预后差，严重威胁人类的生命健康［3-4］。
目前肝癌的治疗主要以手术切除为主，放疗、化疗、靶向治疗

等方法效果不满意，这主要与肝癌侵袭转移的生物学特性有

关。因此在包括化学治疗在内的综合治疗是当前肝癌治疗

的研究方向。现今肝癌的化疗基本方案为 5-氟脲嘧啶 + 奥

沙利铂，其主要是通过抑制酶的活性、组织 DNA 的合成及阻

滞细胞周期、促进细胞凋亡而发挥细胞毒性作用［5］。但同时

存在不良反应多、疗效有限等缺陷，寻找一种能提高疗效又

减少不良反应的药物是目前国内外研究的热点。
奥沙利铂为铂络合物类抗癌药物，其第三代铂类衍生

物，通过产生烷化络合物作用于 DNA，形成链内和链间交

联，从而抑制肿瘤细胞的 DNA 合成和复制。据有关报道［6］，

该药与传统化疗药物氟尿嘧啶具有联合协同作用，可提高杀

灭肿瘤细胞的效果。表柔比星又叫表阿霉素，是较新的蒽醌

类抗肿瘤药，与多柔比星相比，表柔比星在氨基糖部分 4 位

的羟基由顺式变成了反式，具有广谱高效的优点，它的毒副

作用较柔红霉素和阿霉素低，所以目前在临床上被广泛使

用，为同类药物的首选［7］。它的主要作用机制是: 直接插入

到 DNA 相邻的碱基对之间，与 DNA 双螺旋形成可逆的结

合，干扰转录过程，从而抑制 DNA 和 ＲNA 的合成，达到治疗

肿瘤的目的［8］。表柔比星联合 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂是胃

癌常用的化疗方案，朱晓东等［9］应用此方案对晚期胃癌作了

评估。研究结果显示此方案相比其他化疗化疗方案具有很

高的有效率，近期疗效好，且具有良好的耐受性，毒性反应

低。
本实验中，MTT 检测法显示，与空白对照组对比，表柔

比星联合 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂三药联合组在单药表柔比

星组及 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂两药联合组对肝癌细胞的增

殖的抑 制 作 用 最 强，肝 癌 细 胞 的 凋 亡 率 最 高。细 胞 凋 亡

( Apoptosis) 是机体的一种主动、程序化的生理过程，受体内

多种因素调节，是细胞衰老、死亡过程的主要形式。而肿瘤

发生( Tumorigenesis) 不仅由原癌基因激活和 ( 或) 抑癌基因

失活引起，而且与细胞凋亡过程的紊乱密切相关［10］。Bcl-2
家族是迄今为止研究较为透彻的原癌基因家族，Bax 和 Bcl-
2 为其中 2 个重要的凋亡相关基因，通过形成同源或异源二

聚体来调节细胞凋亡［11］。目前，大部分学者认为细胞内 Bax
与 Bcl-2 比值大小决定细胞受刺激后是凋亡还是存活。当

细胞 Bcl-2 含量较多时，Bcl-2 和 Bax 的异源二聚体增多，凋

亡趋势减弱; 反之则 Bax 本身形成的同源二聚体占主导，易

于发生凋亡。杨闯等研究结果显示，Bcl-2 蛋白在肝细胞癌

中高表达，Bax 蛋白在肝癌组织中表达较低［12］。本实验中荧

光定量 PCＲ 法显示，四组用药组与空白对照组相对比，表柔

比星联合 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂组比单药表柔比星组及 5-
氟脲嘧啶 + 奥沙利铂两药联合中的 Bcl-2 mＲNA 表达最低、
Bax mＲNA 表达最高; Western blot 检测法结果也显示，与空

白对照组相对比，表柔比星联合 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂组比

单药表柔比星组及 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂两药联合组的

Bcl-2 蛋白表达最低、Bax 蛋白表达最高，可能也上述直接插

入到 DNA 的碱基对，与 DNA 双螺旋结合，干扰转录过程有

关。
本研究结果显示表柔比星联合 5-氟脲嘧啶 + 奥沙利铂

能够明显抑制人肝癌 HepG2 细胞的增殖，通过促进 Bax 的

表达，抑制 Bcl-2 表达加速肿瘤细胞的凋亡，为原发性肝癌

临床应用提供了可靠的理论依据。
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