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索拉非尼联合热疗对肝癌 HepG-2细胞中 Bax、Bcl一2表达的影响 
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[摘要] 目的 探讨索拉非尼联合热疗对人肝癌 HepG一2细胞株中 Bax及 Bcl·2蛋白表达的影响。方法 将实验细胞 

分为4组：对照组(正常培养的 HepG-2细胞)、索拉非尼组(索拉非尼药物浓度为 12 p~mol／L)、热疗组(加热温度为 43℃，加 

热时间为 2 h)及索拉非尼联合热疗组 。用免疫组织化学染色法观察各组人肝癌 HepG一2细胞株 中 Bax及 Bcl一2的表达情况。 

结果 肝癌 HepG-2细胞 Bax表达于胞浆和(或)胞膜 ，Bcl一2主要表达于胞膜 ，均呈棕黄色弥漫状分布；索拉非尼及热疗均使 

人肝癌 HepG一2细胞中 Bax蛋 白的表达有所增加(P<0．01)，且均使 Bcl-2蛋白的表达有所降低(P<0．01)，与索拉非尼组及 

热疗组化较 ，索拉非尼联合热疗组 Bax蛋白的表达明显增加(P<0．01)、Bcl一2蛋 白的表达明显降低 (P<0．01)。结论 索拉 

非尼联合热疗通过增加人肝癌 HepG．2细胞中Bax蛋白的表达和降低 Bcl一2蛋白的表达协同诱导肝癌细胞凋亡，可能成为治 

疗肝癌的新方法。 
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[Abstract] Objective To observe the effect on Bax and Bcl-2 proteins expression on human hepatocellular carcinoma 

HepG一2 cells by the treatment of Sorafenib combined with hyperthermia．Methods The HepG-2 cells were divided into 4 

groups：control group(normal cultured HepG一2 cells)，Sorafenib group(concentration of 12 I~mol／L)，hyperthermia group 

(43~C，2 h)and Sorafenib comb ined with hyperthermia group．Bax and Bcl·2 proteins expression on HepG-2 cells was exam— 

ined with immunohistochemistry technique．Results Bax was expressed on cytoplasm and(or)envelope，Bcl-2 was expressed 

on Bcl-2，and both were buffy and asystematic．The levels of Bax proteins were lower in Sorafenib group and hyperthermia 

group when compared with those in the control group，and the levels of Bcl一2 proteins were lower in Sorafenib group and hyper— 

thermia group when compared with those in the control group，and the differences were significant(P<0．01)．Compared with 

those of Sorafenib group and hyperthermia group，Bax proteins increased in Sorafenib comb ined with hyperthermia group，but 

Bcl-2 proteins were lower(P<0．01)．Conclusion Sorafenib comb ined with hyperthermia may increase the expression of Bax 

and the decrease the expression of Bcl-2 proteins and induce HepG-2 cells into apoptosis．It is a new approach in the treatment 

of primary liver cancer． 
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肝癌是我国常见恶性肿瘤之一 ，病理分型 90％为 

肝细胞型肝癌(hepatocellular carcinoma，HCC)，在各种 

恶性肿瘤的死亡顺位中居第 2位 ，全世界每年因肝癌 

死亡20多万人。大多数肝癌患者就诊时已属中晚期， 

中位生存期(MST)仅有 3～6个月。因此 ，如何进一步 

提高患者的生存率成为目前I临床研究的重要课题。索 
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拉非尼(Sorafenib)是一种 口服的多靶点、多激酶抑制 

剂，既可通过抑制血管内皮生长因子受体(VEGFR)和 

血小板源性生长因子受体(PDGFR)阻断肿瘤血管生 

成，又可阻断 Ras／Raf／MEK／ERK信号传导通路抑制 

肿瘤细胞增殖，从而发挥双重抑制、多靶点阻断作用。 

热疗(hyperthermia)是继手术、化疗、放疗和生物治疗后 

出现的第 5种肿瘤治疗方法 ，不同类型的肿瘤细胞 

对加热的敏感性及其可能的分子生物学机制是值得研 

究和探讨的课题。本研究重点探讨索拉非尼联合热疗 

对人肝癌 HepG一2细胞株中 Bax、Bcl-2蛋白表达的影 

响，以寻求肝癌治疗的新方法。 
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1 材料与方法 

1．1 试剂与仪器 细胞选用人肝癌 HepG一2细胞(南 

京凯基生物科技发展有限公司)，在 37℃、5％的 CO，电 

热恒温培养箱(日本 SANYO公司)中培养，培养基含 

10％新 生牛血清 (北京元亨圣马生物技术研究所) 

RPMI1640(GIBCOBRL公司)和含 1％双抗(青霉素和 

链霉素)。索拉非尼(德国拜耳公司)用 100％ DMSO 

溶解，于 一20℃保存。MTT购于华美生物技术有限公 

司，Bcl一2单克隆鼠抗人及 Bax单克隆鼠抗人购于北京 

中杉金桥生物技术有限公司。DAB显色试剂盒及即用 

型快速免疫组化 MaxVision 均购于福州迈新生物技术 

开发有限公司。加热容器为 HWSY21．K4C电热恒水浴 

箱(北京市长风仪器仪表公司)。 

1．2 实验分组 实验细胞采用随机对照原则分为 4 

组：对照组(正常培养的HepG．2细胞)、索拉非尼组(索 

拉非尼药物浓度为 12 ixmoL／L)、热疗组 (加热温度为 

43℃，加热时间为2 h)及索拉非尼联合热疗组(索拉非 

尼药物浓度为 12 txmol／L；加热温度为 43℃，加热时问 

为2 h)。 

1．3 方法 Bax和 Bcl一2蛋白表达采用 Histostain TM— 

sP(链霉卵白素一辣根过氧化物酶 )免疫组化法测定。 

具体步骤如下：①制作细胞爬片：取对数生长期的肝癌 

HepG一2细胞，消化离心后以密度为 2×10 ／ml接种于 

事先放好小盖玻片的培养皿内，每片 0．8 ml。设置8个 

培养皿 ，每个里面放置 5片小玻片。分为上述4组，每 

组 2个培养皿。②处理方法：培养 24 h后吸弃原培养 

液，对照组加正常培养液培养细胞 72 h；索拉非尼组加 

入含索拉非尼培养液，药物浓度为 12 ixmoL／L，加药后 

继续培养72 h；热疗组仍用原培养液培养，培养至64 h 

时给予加热，加热温度为43~C，加热时间为 2 h，加热后 

继续培养6 h；索拉非尼联合热疗组加入含索拉非尼培 

养液，药物浓度为 12 p~mol／L，培养至64 h时给予加热， 

加热温度为 43℃，加热时间为 2 h，加热后继续培养 

6 h。③细胞免疫组化玻片制作：取出细胞爬片用甲醇 

固定 10 min。PBS洗 5 rain×3次，3％ H：O：一甲醇室温 

孵育 10 min消除 内源性过氧化氢酶的活性，PBS洗 

5 min×3次；置于 0．01％枸橼酸盐缓冲液(pH=6．0) 

中，微波炉抗原修复 5 min；PBS洗 5 min×3次；滴加非 

免疫血清封闭液，室温湿盒内孵育 20 min，封闭非特异 

性抗原；滴加抗体：倾去血清后直接滴加 1：80的Bcl一2 
一 抗或 1：100的 Bax一抗 50 l，使其完全覆盖细胞 ， 

于4℃下过夜；PBS洗 5 min×3次，滴加 50 l即用型 

MaxVision 试 剂，室 温下 孵 育 l0～15 min；PBS洗 

5 min×3次 ，DAB显色：每片滴加 DAB 100 txl，显微镜 

下观察 3～5 min，至阳性显色明显时用 自来水冲洗，终 

止显色。复染：用苏木素复染约 1 rain，自来水充分冲 

洗。70％、80％、90％、95％、100％、100％梯度酒精脱水。 

二甲苯透明、中性树胶封片。 

1．4 结果判定 免疫细胞化学染色中以已知胃癌 阳 

性组织切片为阳性对照，各组均以 PBS代替一抗作阴 

性对照。呈棕黄色颗粒，其强度大于背景非特异性染 

色者判定为阳性标准。Bcl一2表达于胞膜 ，Bax表达于 

胞浆。Bc1．2和 Bax在胞质中呈棕黄色阳性表达；以细 

胞未着色或轻微着色为阴性。免疫细胞化学染色结果 

根据阳性细胞百分比及着色强度进行综合分析：①阳 

性细胞百分比：随机选取 5个高倍镜视野 (×40O)，计 

数 100个细胞中的阳性细胞数并计分 ，<5％(0分)， 

5％ 一25％(1分)，25％ ～50％ (2分)，5 一75％ (3 

分)，>75％ (4分)。②着色程度：阴性 为未 着色 (0 

分)，弱阳性呈淡黄色(1分)，中等阳性呈黄色或深黄 

色(2分)，强阳性呈褐色或棕褐色(3分)。以阳性细胞 

率和染色强度分值的乘积作为每一例的积分 。 

1．5 统计学分析 所有数据资料采用 SPSS 11．5统计 

软件进行统计处理 ，以均数 ±标准差( ±s)表示。进 

行单因素方差分析，组间变量比较采用 q检验。选取 4 

组结果进行 2×2析因设计的方差分析，分析索拉非尼 

与热疗两种处理因素之问是否存在交互作用。仅： 

0．05为检验水准。 

2 结果 

2．1 Bax、Bcl一2蛋白在肝癌 HepG一2细胞中的分布 

免疫组化结果表明，肝癌 HepG一2细胞 Bax表达于胞浆 

和(或)胞膜，呈棕黄色，弥漫状分布(图 1～4见插 1)； 

肝癌 HepG一2细胞 Bc1．2蛋 白的表达主要在胞膜，呈棕 

黄色弥漫状分布(图5～8见插 1)。 

2．2 Bax、Bc1．2蛋白在肝癌 HepG一2细胞中的表达 

2．2．1 Bax蛋 白在肝癌 HepG一2细胞中的表达：对照 

组、索拉非尼组、热疗组和索拉非尼联合热疗组染色阳 

性的 HepG．2细胞 Bax蛋 白阳性 表达 积分 分别 为 

1．15±0．37、3．40±0．94、3．80±0．62、8．85±0．67。后 3 

组与对照组比较，细胞 Bax蛋白表达均增加，差异有统 

计学意义(P<0．01)，索拉非尼联合热疗组与索拉非尼 

组和热疗组比较，Bax蛋白表达增加更明显，差异有统 

计学意义(尸<0．01)。 

2．2．2 Bc1．2蛋白在肝癌 HepG-2细胞中的表达：对照 

组、索拉非尼组、热疗组和索拉非尼联合热疗组染色阳 

性的 HepG．2细胞 Bcl一2蛋 白阳性表达 积分分别为 

10．24±0．47、3．21±0．64、3．43 4-0．72、1．21±0．40。后 3 

组与对照组比较，细胞 Bc1．2蛋白表达均降低，差异有 

统计学意义(P<0．01)，索拉非尼联合热疗组与索拉非 

尼组和热疗组 比较，Bc1．2蛋 白表达降低更明显 ，差异 

有统计学意义(P<0．01)。 
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3 讨论 

在欧美 国家，肝癌是第 5位常见的恶性肿瘤 。 

由于乙型肝炎病毒(HBV)感染、丙型肝炎病毒 (HCV) 

感染、黄曲霉毒素、饮水污染、酒精、肝硬化、性激素、亚 
， 硝胺类物质和环境污染等问题，我国已成为全球肝癌 

～ 发病率、绝对数和病死率最高的国家 。 

索拉非尼是 Bayer和 ONYX公司共同研制的一种 

多靶点的生物靶向新药。临床前研究和临床试验显示 

索拉非尼具有广泛的抗肿瘤作用 ，同时索拉非尼也是 

首个获准上市的口服多激酶抑制剂，能靶向作用于肿 

瘤细胞、肿瘤血管丝氨酸和(或)苏氨酸及受体酪氨酸 

激酶。索拉非尼具有抑制肿瘤细胞增殖和血管形成的 

双重抗肿瘤作用，一方面索拉非尼能抑制 RAF激酶，即 

通过抑制 Ras／Ra￡／MEK／ERK信号传导途径直接抑制 

肿瘤细胞的增殖 ；另一方面索拉非尼能够阻断几种与 

肿瘤新生血管形成有关的酪氨酸受体的活化，这些受 

体包括血管内皮生长因子受体一2(VEGFR-2)，VEGFR一 

3，血小板衍生的生长因子受体一B(PDGFR—B)和 c—KIT 

原癌基因，Fit3，p38．0【 ，从而阻断肿瘤新生血管形成 

和切断肿瘤细胞的营养供应，间接抑制肿瘤细胞的生 

长，起到抗肿瘤的作用。根据 Abou Alfa等。。 的Ⅱ期临 

床试验结果，美国食品药品监督管理局(FDA)于 2005 

年 5月批准其为治疗肝癌的“孤儿药”。由于在l临床研 

究中取得的突破性进展 ，21X)7年 10月欧盟药品监督管 

理局(EMEA)、2007年 l1月 FDA以及 2008年 6月我 

国食品药品监督管理局(SFDA)相继批准了索拉非尼 

用于治疗不能手术切除的 HCC。 

热疗是用加热方式治疗肿瘤的一种方法，即利用 

有关物理能量在组织中沉淀而产生的热效应，使肿瘤 

组织温度上升到有效治疗温度，并维持一段时间使癌 

细胞凋亡，又不损伤正常细胞 7-8]。自1866年 Busch第 

一 次发现热效应与癌症之间的关系以来，热疗 已成为 

较普遍的一种治疗手段 。热疗的抗癌机制是：①病 

理形态的特征致肿瘤组织血流速度慢、血流量低，仅为 

正常组织的 1％ ～10％，进行热疗时正常组织有 良好的 

血液循环可充分散热，所以温度升高不甚明显 ，而肿瘤 

组织局部温度高于邻近正常组织5～10℃。当这种热 

疗产生的选择性加热作用使得肿瘤细胞处于杀伤温度 

时，正常组织仍处于较低温度而不受损伤。②高热引 

起的肿瘤组织 即时性代谢反应导致其血流量更加减 

少，热量更加聚集并伴 pn值降低 ，氧及能量缺乏，从而 

引起肿瘤细胞的损伤。③影响生物膜的状态和功能。 

高热时膜脂质及蛋白质共同发生变化，膜通透性增加、 

低分子蛋白质外溢、膜内 ATP酶消失 ，增加了对细胞的 

杀伤效应。④改变细胞骨架的排列。高热时肿瘤骨架 

散乱 ，细胞的许多重要功能受损，如溶酶体、线粒体破 

坏 ，导致细胞死亡。⑤高热抑制肿瘤细胞的 DNA、RNA 

及蛋白质的合成 ⋯。体外研究表明热疗通常存在一个 

临界温度 ，在临界温度以下诱导细胞凋亡为热作用 的 

主要机制 ，而临界温度以上则主要引起细胞坏死。 

细胞凋亡与某些凋亡相关基因的调节与表达有 

关 ，凋亡基因和抗凋亡基 因的相互协调作用决定了凋 

亡的启动或抑制。Beerheide等 的研究显示，肝癌组 

织中的 Bax蛋 白表达水平和 Bax／Bc1．2比值均明显低 

于正常组织。Bcl一2和 Bax基因是 目前研究最多的一 

对细胞凋亡调节基因。Bc1．2为凋亡抑制基因，其产物 

主要定位于细胞质膜，如线粒体膜、核膜、内质网膜，不 

影响细胞增殖，而是作为抑制剂调节细胞的凋亡，可抑 

制各种生理和病理刺激引起的细胞凋亡。Bax是近年 

来新发现的凋亡促进基因，Bax基因不但拮抗 Bcl-2的 

凋亡抑制作用，而且有直接促进细胞凋亡的功能 。 

近年的研究显示，Bcl-2与 Bax调节细胞凋亡，不仅取 

决于自身表达的高低，还与 Bax／Bc1．2比值有关，Bax／ 

Bcl一2升高，细胞接受凋亡信号刺激发生凋亡；Bax／Bcl一 

2降低则细胞不凋亡“ “ 。因此，Bax／Bcl一2在细胞内 

的表达率是决定细胞在体内受到某种刺激后发生凋亡 

的一个重要 因素 。在多数 HCC中 Bcl一2高表达， 

其阳性率明显高于癌前组织，且 HCC分化程度越低， 

Bcl一2表达越高 。本实验结果显示，索拉非尼组、热 

疗组、索拉非尼联合热疗组与对照组相比，细胞 Bax蛋 

白表达增加，Bcl一2蛋白表达降低，说明索拉非尼与热 

疗二者单独或联合应用时均能增加 HepG一2细胞 Bax 

蛋白的表达而降低 Bcl一2蛋白的表达。索拉非尼联合 

热疗组与索拉非尼组和热疗组相比，Bax蛋白表达增加 

更明显，Bcl一2蛋白表达降低更明显。 

本研究表明了在体外索拉非尼联合热疗具有明显 

的协同抗肿瘤效果，目前国内外尚未见对热疗联合分 

子靶向药物作用的研究。因此，对该方面进行深入、广 

泛的研究具有重要的临床意义。 
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快速冷冻切片制备方法的改进及结果观察 

牛晓东．李艳霞 

[摘要】 目的 探讨快速冷冻切片技术改进方法在病理诊断中的应用价值。方法 对我院2010年手术切除的乳腺、 

甲状腺、子宫、喉、脑组织等600例新鲜组织标本，采用医用耦合剂包埋，恒温式冰冻切片机切片，苏木素加热伊红快速染色后 

封片观察。结果 此方法制片时间约8 min，镜下组织结构和组织切面完整，细胞形态清晰，染色佳，组织无冰晶形成及碎裂。 

结论 该方法简便快速，冷冻切片质量好，可为快速准确地进行病理诊断提供保证。 

[关键词] 冷冻切片；组织包埋；染色与标记 
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Improvement and Observation of Quick Frozen Sections Preparation 

NIU Xiao—dong，LI Yan—xia(Department of Pathology，the 251 Hospital of PLA，Zhangjiakou，Hebei 075000，China) 

[Abstract] Objective To discuss the application value of improvement methods of quick frozen sections preparation 

in the pathological diagnosis．M ethods 600 tissues of mammary glands，thyroid an，uterus，larynx and brain selected in 

surgery during 2010 were observed using medical couping agent，constant temperature type frozen section machine slice，fast 

staining of heating haematoxylin and eosin and sealing．Results The production time was 8 min，microscopical organization 

structure and slice organization were complete，cells form was clear—cut and dyeing was perfect，and there was no crystallization 

and cleft．Conclusion This method is simple，quick frozen sections a3Fe of good quality and call provide pathological diagnosis 

quickly an d accurately． 

[Key words] Frozen section；Tissue embedding；Staining and labeling 

冷冻切片是借助低温恒冷条件，使组织迅速冻结 

达到一定硬度进行切片的一种方法。冷冻切片的质量 

直接影响病理报告的准确性⋯。由于各种组织结构不 

作者单位 ：075000河北 张家口，解放军 251医院病理科 

同，故适宜的切片条件也有所不同，尤其是组织冷冻程 

度较难把握 』，因此，能否一次制成优质冷冻切片是极 

其重要的。我们对组织包埋剂及染色方法做了改进， 

既缩短了染色时间，又不影响切片质量，现介绍如下。 

1 材料与方法 

1．1 材料和设备 选用我院2010年手术切除的乳腺、 

r L  rl  rL  r L  r【  




