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要由细胞凋亡和坏死后产生的，Bret将细菌脂多糖、四氯化碳、 

氯化汞等一些可以导致细胞死亡的化学试剂注入小鼠体内，数 

小时后即可在实验小鼠血浆中检测到循环 DNA水平的升高， 

并且对于同一种试剂来讲 ，循环 DNA量的多少与所用试剂剂 

量呈明显的正相关。因而，Bret等 认为循环 DNA量的改变 

是反映细胞死亡现象一个敏感而特异的指标。Jahr等 通过 

对实验动物和临床肿瘤患者标本研究也证实了这一点，而且他 

们用电泳 的方法区别 了细胞坏死和凋亡来 源的循环 DNA。 

(2)细胞主动分泌或释放产生的 DNA片段。应用核酸酶除去 

培养的肿瘤细胞表面的核酸后约2 h，细胞表面又重新出现核 

酸，表明细胞主动分泌或释放的DNA也是循环 DNA的一个重 

要来源。这2种来源都对循环 DNA的产生均起着重要 的作 

用，只是在不同的生理和病理情况下各 自所发挥的作用不同。 

目前循环 DNA除了广泛应用于肿瘤学和产前诊断外，循 

环 DNA的检测也正有效地应用于其他疾病的诊断中，包括外 

伤、中风、糖尿病和自身免疫性疾病等 ’。J。结果显示血浆循环 

DNA与GCS评分呈负相关，随着颅脑损伤严重程度的增加，其 

循环 DNA水平也相应的显著增加 ，与 Loy等” 研究结果一致。 

循环 DNA水平升高的原因除了创伤后组织细胞大量破坏死 

亡，包括核酸在内的细胞内容物大量释放至外周血所致外，还 

可能与循环 DNA清除降低有关。血浆循环 DNA的清除主要 

在肾脏进行 ，肝脏也参与少量的清除。本研究的创伤性颅脑损 
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伤患者主要内脏器官包括肾脏和肝脏并没有受到损伤 ，其功能 

也正常，因此，颅脑损伤导致的组织细胞大量破坏死亡是血浆 

循环 DNA水平升高的主要原因。颅脑创伤后，血浆循环 DNA 

水平检测不但对于颅脑损伤的诊断有一定价值，而且与其损伤 

严重程度显著相关，即血浆循环 DNA水平越高，颅脑损伤程度 

也就越严重。因此，血浆循环 DNA水平检测可以作为诊断颅 

脑损伤一项灵敏指标。 
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拉非尼对人肝癌 HepG2细胞株生物学行为的 

响及意义 

林萍萍 张利敏 张雪宁 张弘 康玲伶 

【摘要】 目的 观察索拉非尼对人肝癌细胞株 HepG2细胞生物学行为的影响。方法 体外构建转 

染人肝癌 HepG2，设索拉非尼干预组与非干预组，用MTY法和流式细胞术观察2组细胞生物学功能行为变 

化。结果 干预组细胞 Raf激酶的表达明显抑制，且随着用药时间不断延长(1、3、5、7 d)Raf激酶的表达 

逐步下降。干预组细胞 Raf激酶表达呈逐步下降趋势。药物干预前表达率为 100％、干预后 l d为78％、 

3 d为49％、5 d为38％、7 d为 20％逐步表达下调。与非干预组比较，干预组 S期细胞明显减少(P < 

0．05)。结论 索拉非尼对可以有效地抑制人肝癌 HepG2细胞 Raf激酶的表达，使 S期细胞明显减少，从 

而抑制 HepG2细胞的生长。 
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· 论 著 · 

肝癌的发病机制十分复杂，其发生、发展和转移与多种基 

因的突变及细胞信号传导通路和异常等密切相关 ，而其中存在 

的多个关键性环节正是分子靶向治疗的理论基础和潜在靶点。 

近年来 ，分子靶向药物治疗肝癌已逐渐引起重视 ，并正成为新 

的研究热点⋯。本研究探讨索拉非尼的肝癌抗肿瘤性，为寻找 

肝癌的有效治疗手段提供科学的理论依据，以提高肝癌治疗有 

效率，降低病死率。我们建立大鼠皮下肝癌模型，通过免疫组 

化技术检测肿瘤组织中Raf激酶阳性率、流式细胞仪检测肿瘤 

索 影 
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细胞凋亡率 ]，探讨索拉非尼治疗作用，为进一步临床应用提 

供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 人肝细胞癌细胞株 HepG2由四季青生物技术 

公司提供，索拉非尼由拜耳医药保健股份公司生产。携带绿色 

荧光蛋白的 siRNA P质粒表达载体，RPMI1640培养基 (美国 

GIBCO)，转染试剂、总 RNA提取试剂盒、0RT—PCR试剂盒 (大 

连 TaKaRa公司)。XSB一1A倒置显微镜，PCR仪。 

1．2 实验方法 

1．2．1 HepG2的转染 ：取 HepG2 18 X 10 个，用 RPMI 1640培 

养基 (含 10％小牛血清，100 U／ml青霉素及 100 ml链霉 

素)置于37~C、5％CO 培养箱 内进行培养。待细胞融合度 > 

80％时，用 0．25％的胰蛋白酶溶液进行消化，制成单细胞悬液， 

其中 1／2加入索拉非尼进行药物干预，干预组与非干预组分别 

孵育 1、3、5、7 d行 siRNA重组质粒转染，将空质粒转染对照及 

转染细胞接种于 6孔板 中，转染 48 h。生物测序结果表 明， 

HepG2质粒正确表达。备测 HepG2细胞为人肝癌细胞，来源于 

肝癌组织。该细胞与肝癌发生发展预后密切相关。但其生长 

受到 Raf激酶的表达影响。索拉非尼对人肝癌 HepG2细胞株 

生物学行为的影响亦在于此 ， 

1．2．2 HepG2中 Raf激酶活性测定：采用荧光共振能量转移 

(FRET)[3 3检测非干预组及干预组(各时点)的 Raf激酶活性 

(1、3、5、7 d)用酶联免疫检测仪在波长为 400 nm处测定其荧 

光强度。所以分别检测 2组 HepG2细胞周期及 Raf激酶的表 

达情况 。 

1．2．3 HepG2细胞周期和凋亡率的测算：采用流式细胞术分 

别测定干预组及非干预组 HepG2细胞周期，制备 1×10。个细 

胞悬浊液，置体积分数0．70乙醇中4℃固定过夜，离心去上清， 

细胞重悬于0．4 ml的 PBS中，加 5 g／L RnaseA 10 txl，37℃处理 

1 h，加溴化丙啶染色液，4℃染色过夜。应用流式细胞仪根据 

细胞在凋亡过程中发生一系列形态、生化变化从多个方面对细 

胞凋亡进行定性和定量测定。 

1．3 统计学分析 应用 SPSS11．5统计软件，计量资料以 ±s 

表示，采用 t检验，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

与非干预组比较，干预组 HepG2细胞 Raf激酶的表达明显 

抑制，加药后第 1、3、5、7 d Raf激酶表达率分别为 96．34％、 

78．21％、65．21％、45．11％(P<0．05)；与非干预组比较，干预 

组 S期细胞明显减少(P<0．05)，细胞凋亡率(％)明显升高 

(P<0．05)。见表 1。 

3 讨论 

索拉非尼是一种口服多激酶抑制剂，可以显著延长肝癌患 

者生命 。其抗癌机制尚不明确 ，可能机制主要有 ：(1)靶向作 

用于 Ras／Ra￡／MEK／ERK(信号级联通路 )信号传导通路 中的 

Raf激酶，阻断肿瘤细胞增殖 ，促进细胞凋亡 ；(2)通过抑制血 

管内皮细胞(VEGFR)和血小板衍化生长因子(PDGFR)而阻断 

肿瘤新生血管形成，间接抑制肿瘤细胞的生长 。 

Ras／Ra∥MEK／ERK信号转导通路存在于人体大多数细胞 
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表 1 2组 Raf激酶活性、细胞周期及细胞凋亡率比较 ±s 

注：与非干预组比较 ， P <0．05 

内，可将细胞外刺激信号转导至细胞及其核内，在细胞增殖、分 

化、转化及抑制凋亡等放方面起着重要的作用。Raf为该通路 

中的关键激酶之一，可通过依赖 Ras的方式发挥信号转导调节 

作用 。一旦该通路发生过度激活，可引起的细胞增殖加速与 

细胞生存期延长，导致肿瘤的发生发展。控制细胞增殖关键在 

于细胞能否通过 G1／S期 ，进入 s期。而调控细胞 G1／S期转换 

的主要分子是细胞周期素依赖性 Raf激酶。因此，Raf激酶的 

过度表达与肿瘤发生有关，抑制 Raf激酶活性能够抑制肿瘤细 

胞增殖 。 

本研究显示干预组 HepG2细胞凋亡比率、较非干预组为高 

(P<0．05)，HepG2细胞 Raf激酶的表达率干预组较非干预组 

为低(P<0．05)，且 2组随着时间延长(1、3、5、7 d)表达逐步 

降低。因此说明 HepG2细胞的增殖、分化和凋亡是一系列协调 

的反应过程，在这些反应中生长因子起重要的调控作用，生长 

因子通过其相应的膜受体触发了一系列的信号转导过程 ，从而 

发挥其功能 J。在这一信号转导过程 中 Raf激酶起着关键作 

用 ，本研究证实索拉非尼对 Raf激酶活性有较强抑制剂的作用 

从而抑制 HepG2细胞生长，促进其凋亡，以便提高肝癌治疗效 

果并改善预后。索拉非尼是一种新型的口服多靶点抗肿瘤药 ， 

通过抑制肿瘤细胞 Raf激酶活性，而起到双重抗肿瘤的作用。 

故索拉非尼治疗肝癌成为一种趋势，以有效减少肿瘤复发、转 

移 ，提高肝癌的治疗效果 。 
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