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内质网应激对肝癌细胞硼替佐米耐药性的影响
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摘要：　目的　探讨内质网应激对肝癌细胞硼替佐米耐药性的影响。方法　将对数生长期ＨｅｐＧ２和ＨｕＨ７细胞
分别分为０、５、１０、１５、２０、３０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组，采用细胞计数试剂盒（ＣＣＫ８）检测硼替佐米干预２４ｈ时各组细胞
存活率及干预２４、４８、７２、９６ｈ时细胞增殖率。将对数生长期ＨｅｐＧ２和ＨｕＨ７细胞分别分为０、１０、１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐
米组，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＨｅｐＧ２和ＨｕＨ７细胞中凋亡相关蛋白切割片段的半胱氨酸蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）和
内质网应激相关蛋白葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）、磷酸化真核翻译起始因子２α（ｐｅＩＦ２α）、激活转录因子４（ＡＴＦ４）
的表达。构建对硼替佐米耐药的 ＨｅｐＧ２细胞株（ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞），通过抑制生长曲线计算细胞的半抑制浓度
（ＩＣ５０），并计算细胞耐药指数（ＲＩ）。将ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞分为对照组、硼替佐米组（给予１５ｎｍｏｌ·Ｌ

－１硼替佐米干预）、

硼替佐米＋４苯基丁酸（４ＰＢＡ）组（给予１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米和８ｍｍｏｌ·Ｌ－１４ＰＢＡ干预）、硼替佐米＋牛磺脱氧胆
酸（ＴＵＤＣＡ）组（给予１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米和１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴＵＤＣＡ干预），药物作用２４ｈ后，采用 ＣＣＫ８法检测
ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞存活率，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞中凋亡相关蛋白ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和内质网应激相
关蛋白ＧＲＰ７８、ｐｅＩＦ２α、ＡＴＦ４的表达。结果　硼替佐米干预２４ｈ后，５、１０、１５、２０、３０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ＨｅｐＧ２
和ＨｕＨ７细胞存活率均显著低于０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组（Ｐ＜０．０５）。硼替佐米干预０、２４ｈ时，５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米
组与０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组ＨｅｐＧ２和ＨｕＨ７细胞增殖率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；硼替佐米干预４８、７２、
９６ｈ时，５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组ＨｅｐＧ２和ＨｕＨ７细胞增殖率显著低于０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组（Ｐ＜０．０５）。干预２４ｈ
后，１０、１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组ＨｅｐＧ２和ＨｕＨ７细胞内ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达显著高于０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组（Ｐ＜
０．０５）。ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞和ＨｅｐＧ２细胞对硼替佐米的 ＩＣ５０分别为１２２．３６、１３．２３ｎｍｏｌ·Ｌ

－１，ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞对硼替
佐米的ＲＩ为９．２５。ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞中ＧＲＰ７８、ｐｅＩＦ２α、ＡＴＦ４蛋白表达量显著高于ＨｅｐＧ２细胞（Ｐ＜０．０５）。硼替佐
米组ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞存活率显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），硼替佐米 ＋４ＰＢＡ组和硼替佐米 ＋ＴＵＤＣＡ组 ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ
细胞存活率显著低于硼替佐米组（Ｐ＜０．０５）。硼替佐米组ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞中ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３相对表达量显著高于
对照组（Ｐ＜０．０５），硼替佐米＋４ＰＢＡ组和硼替佐米 ＋ＴＵＤＣＡ组 ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞中 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３相对表达量显
著高于硼替佐米组（Ｐ＜０．０５）。结论　硼替佐米可以抑制肝癌细胞增殖，并诱导其凋亡；内质网应激抑制剂可以提高
ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞对硼替佐米的敏感性，本研究为临床克服肝癌耐药提供了新的治疗策略。
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ｔｏｌｅｒａｎｃｅ

　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是我
国常见的恶性肿瘤之一，严重危害人们的身体健康，

目前，ＨＣＣ发病率和病死率呈上升趋势，其主要治
疗手段为手术治疗、放射治疗和化学治疗。随着化

学治疗药物的广泛应用，ＨＣＣ对药物呈现出明显的
耐受，新的治疗方案和联合用药策略的提出迫在眉

睫。细胞内泛素蛋白酶体降解途径的异常与肿瘤等

多种疾病的发生发展密切相关。基于此，研究者开

发了多种靶向蛋白酶体的药物，其中对硼替佐米的

研究最为广泛，其也是第１个应用于临床研究的蛋
白酶体抑制剂。目前临床上硼替佐米主要应用于治

疗难治性、多发性骨髓瘤和套细胞淋巴瘤，其对肝癌

细胞生物学行为的影响以及可能的作用机制尚不清

楚。内质网是一个动态、特化、拉长的膜状网络小管

和扁平圆盘，其以囊状连接横跨细胞质的大部分区

域和分支管［１］。内质网参与细胞的多种生物学过

程，包括生物合成和维持细胞内Ｃａ２＋稳态等［１］。同

时，内质网可以与细胞内其他细胞器协调作用，感知

细胞内外各种因子的作用，维持细胞内稳态［２３］。研

究显示，内质网调控着细胞内蛋白质的折叠与加工，

包括加速适当的蛋白质折叠、未折叠蛋白反应的激

活和通过内质网相关降解或自噬的蛋白质清除过

程［４］，当出现大量的错误折叠或未折叠蛋白在内质

网内聚集会导致内质网应激［５］。近年来研究显示，

内质网应激在肿瘤的发生和发展过程中发挥了重要

作用，特别是在抗肿瘤药物诱导肿瘤细胞凋亡的过
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程中［６７］。内质网应激往往在癌症的发生和发展过

程中发挥着双向调控作用，既可以引起内质网应激

保护机制，也可以通过内质网应激相关凋亡信号

通路诱导细胞凋亡的发生［８］。本研究将内质网应

激引入硼替佐米的作用机制研究中，通过体外实

验明确靶向内质网应激对肝癌细胞的硼替佐米耐

受性的影响，为临床克服肿瘤耐药和寻找可能的

联合用药策略提供一定的方向和理论依据。

１　材料与方法

１．１　细胞、仪器与试剂　人肝癌 ＨｅｐＧ２和 ＨｕＨ７
细胞购自中国科学院细胞库；细胞培养箱购自美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，细胞计数试剂盒（ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）购自南京碧云天生物试剂有
限公司，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳套装购自美国ＢｉｏＲａｄ公司；
胎牛血清、达尔伯克改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司，硼替佐米、内质网抑制剂４苯基丁酸（４ｐｈｅｎｙｌ
ｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，４ＰＢＡ）和牛磺脱氧胆酸（ｔａｕｒｏｕｒｓｏ
ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＴＵＤＣＡ）购自美国 ＭＣＥ公司，切割
片段的半胱氨酸蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）、葡萄糖调节蛋
白７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）、磷酸化
真核翻译起始因子 ２α（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２α，ｐｅＩＦ２α）、激活转录因子 ４
（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）、Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体
购自美国ＣＳＴ公司。
１．２　细胞培养　取 ＨｅｐＧ２和 ＨｕＨ７细胞加入含体
积分数１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养基，置于
３７℃、含体积分数５％ＣＯ２细胞培养箱内培养，细胞
生长至铺满细胞培养瓶底部面积的８０％时利用胰蛋
白酶消化后传代，取对数生长期细胞进行后续实验。

１．３　ＣＣＫ８检测 ＨｅｐＧ２和 ＨｕＨ７细胞的存活率
及增殖率　取对数生长期 ＨｅｐＧ２和 ＨｕＨ７细胞，弃
除原培养液后应用胰蛋白酶消化处理，细胞吹匀后

进行细胞计数，将细胞接种于９６孔板（细胞存活率
检测按照每孔１．２×１０４个细胞，细胞增殖率检测按
照每孔５．０×１０３个细胞），铺板混匀后培养过夜，第
２天细胞完全贴壁后进行实验。细胞存活率检测实
验将细胞分为０、５、１０、１５、２０、３０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐
米组，检测药物干预２４ｈ时细胞存活率；细胞增殖
率检测实验将细胞分为０、５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组，
检测药物干预０．２４、４８、７２、９６ｈ时细胞增殖率；药
物作用完成后，在避光条件下每孔加入１０μＬＣＣＫ８

试剂，加入液面以下，轻轻拍打培养板侧壁，混匀

ＣＣＫ８，置于３７℃孵育箱中孵育３０ｍｉｎ后取出９６
孔板，使用酶联免疫检测仪检测波长４５０ｎｍ处各孔
吸光度值，每组设６个重复孔，取均值。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨｅｐＧ２和ＨｕＨ７细胞中凋
亡相关蛋白ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达　取对数生长
期 ＨｅｐＧ２和 ＨｕＨ７细胞，将细胞随机分为 ０、１０、
１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组；药物作用完成后磷酸盐
缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）清洗细胞 ２
次，每组给予３００μＬ放射免疫沉淀试验细胞裂解液
（含体积分数１％ 苯甲基磺酰氟、１５０蛋白酶抑制
剂和蛋白磷酸酶抑制剂）冰上裂解５ｍｉｎ。使用细
胞刮刮下培养皿内全部细胞，移至提前预冷的 ＥＰ
管中，冰上再次裂解２０ｍｉｎ。将 ＥＰ管放入离心机，
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，离心后吸取上清进行
蛋白浓度测定（二喹啉甲酸法）。根据蛋白浓度计

算上样体积，蛋白中加入加样缓冲液，９５℃煮蛋白
１０ｍｉｎ使其变性后进行丙烯酰胺垂直电泳，电泳结
束后将胶上的蛋白转移至聚偏氟乙烯膜上，转膜结

束放入５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉中封闭１ｈ，加入一抗，室
温孵育３０ｍｉｎ后４℃低温孵育过夜，第２天应用含
Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ洗膜３次，加入二抗，温孵育１ｈ，
应用含Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ洗膜３次，发光显色，拍照，
应用ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰度值。
１．５　硼替佐米耐药的ＨｅｐＧ２细胞株构建　取生长
状态优良的对数生长期ＨｅｐＧ２细胞，加入２ｍＬＰＢＳ
缓慢清洗２遍，加入１ｍＬ胰蛋白酶进行消化，消化
完全后加入４ｍＬＤＭＥＭ培养液中和，混匀，移至离
心管内，２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ，移除上清液，加
入适当的培养液制成细胞悬液，首先加入浓度为

５ｎｍｏｌ·Ｌ－１的硼替佐米，连续作用 ４８ｈ，移除含有
硼替佐米的培养液，加入不含药物的培养液培养，细

胞长至铺满皿面积的９０％时进行消化传代，再次加
入含有硼替佐米的培养液，药物浓度先后使用

１０、５０、１００、５００、１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１与 ＨｅｐＧ２细胞共
培养，ＨｅｐＧ２从 ５ ｎｍｏｌ· Ｌ－１ 逐 渐 增 加 到
１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１，从而建立抗硼替佐米细胞，命名
为ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ。为了排除选择性硼替佐米浓度的干
扰，在实验开始前，将耐硼替佐米细胞在无硼替佐米

培养基中培养至少７２ｈ。细胞耐药后，进入下一浓度
筛选，最后使ＨｅｐＧ２细胞能够耐受１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１。
采用ＣＣＫ８实验，通过抑制生长曲线计算细胞的半抑
制浓度（５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０），并计算
细胞耐药指数（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｄｅｘ，ＲＩ）。ＲＩ＝ＨｅｐＧ２
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细胞ＩＣ５０／ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞ＩＣ５０。
１．６　ＣＣＫ８法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＨｅｐＧ２／
Ｂｏｒｔ细胞存活率和内质网应激相关蛋白的表达　
将ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞分为对照组、硼替佐米组（给予
１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米干预）、硼替佐米 ＋４ＰＢＡ组
（给予１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米和８ｍｍｏｌ·Ｌ－１４ＰＢＡ
干预）、硼替佐米＋ＴＵＤＣＡ组（给予１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼
替佐米和 １ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴＵＤＣＡ干预），药物作用
２４ｈ后，应用 ＣＣＫ８法检测 ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞存活
率，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞中凋
亡相关蛋白ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和内质网应激相关蛋
白ＧＲＰ７８、ｐｅＩＦ２α、ＡＴＦ４的表达。
１．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１５．０软件进行统计
学分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两两
比较采用 ｔ检验，多组间比较采用方差分析，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　硼替佐米对肝癌细胞存活率的影响　结果见表
１。硼替佐米干预２４ｈ后，５、１０、１５、２０、３０ｎｍｏｌ·Ｌ－１

硼替佐米组 ＨｅｐＧ２和 ＨｕＨ７细胞存活率均显著低
于０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。
表１　硼替佐米对肝癌细胞存活率的影响
Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｏｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｈｅｐａｔｏ
ｍａｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＨｅｐＧ２存活率 ＨｕＨ７存活率

０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ６ １．１０２±０．０７９ ０．９５３±０．０４１

５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ６ ０．７８５±０．０７８ａ ０．９２７±０．００６ａ

１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ６ ０．６２９±０．０３０ａ ０．７２６±０．０１０ａ

１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ６ ０．５２０±０．００８ａ ０．５５０±０．０１８ａ

２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ６ ０．３１９±０．０１０ａ ０．３８４±０．０１０ａ

３０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ６ ０．２０５±０．００９ａ ０．１８４±０．０１２ａ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５。

２．２　硼替佐米对肝癌细胞增殖率的影响　结果见
表２和表３。硼替佐米干预０、２４ｈ时，５ｎｍｏｌ·Ｌ－１

硼替佐米组与 ０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ＨｅｐＧ２和
ＨｕＨ７细胞增殖率比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；硼替佐米干预４８、７２、９６ｈ时，５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼
替佐米组 ＨｅｐＧ２和 ＨｕＨ７细胞增殖率显著低于
０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表２　硼替佐米对ＨｅｐＧ２细胞增殖率的影响
Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＨｅｐＧ２细胞增殖率

０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ６ ０．４２２±０．００５ ０．７２３±０．０５３ １．２９０±０．０８０ １．５９１±０．０８５ １．８９０±０．０９６

５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ６ ０．４１９±０．０５０ ０．５１０±０．０５２ ０．６６９±０．０６１ａ ０．８６９±０．０６３ａ １．０６５±０．０９３ａ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５。

表３　硼替佐米对ＨｕＨ７细胞增殖率的影响
Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＨｕＨ７ｃｅｌｌｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＨｕＨ７细胞增殖率

０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ６ ０．３２９±０．００６ ０．６９５±０．０５８ １．０８５±０．０８９ １．７５７±０．０８３ ２．０９７±０．０７０

５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ６ ０．３２７±０．００９ ０．５３７±０．０４４ ０．６２２±０．０４６ａ ０．８２４±０．０９６ａ １．０７７±０．０７５ａ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５。

２．３　硼替佐米对肝癌细胞凋亡相关蛋白 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响　结果见图 １、图 ２和表 ４。
１０、１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ＨｅｐＧ２和 ＨｕＨ７细胞

中ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达显著高于０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替
佐米组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

１：０ｎｍｏｌ· Ｌ－１硼替佐米组；２：１０ｎｍｏｌ· Ｌ－１硼替 佐 米 组；

３：１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组。

图１　ＨｅｐＧ２细胞中ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

１：０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组；２：１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组；３：１５

ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组。

图２　ＨｕＨ７细胞中ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ｉｎＨｕＨ７ｃｅｌｌｓ
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
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表４　３组 ＨｅｐＧ２和 ＨｕＨ７细胞中 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达

比较

Ｔａｂ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

ｉｎＨｅｐＧ２ａｎｄＨｕＨ７ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

ＨｅｐＧ２细胞 ＨｕＨ７细胞

０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ３ ０．２３３±０．０４６ ０．０８６±０．０３９

１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ３ ０．５４３±０．０６９ａ ０．３１０±０．０５９ａ

１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１硼替佐米组 ３ １．３０６±０．２１５ａ １．２１３±０．１１３ａ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５。

２．４　ＨｅｐＧ２细胞和 ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ耐药细胞对

Ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ的ＩＣ５０　ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞和 ＨｅｐＧ２细胞

对硼替佐米的 ＩＣ５０分别为１２２．３６、１３．２３ｎｍｏｌ·Ｌ
－１，

ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞对硼替佐米的ＲＩ为９．２５。

２．５　硼替佐米对内质网应激相关蛋白表达的影

响　结果见图 ３和表 ５。ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞中

ＧＲＰ７８、ｐｅＩＦ２α、ＡＴＦ４蛋白表达显著高于 ＨｅｐＧ２

细胞，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图３　ＨｅｐＧ２细胞和 ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞中质网应激相关蛋

白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｒｅｌａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨｅｐＧ２ａｎｄＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔｃｅｌｌｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

表５　ＨｅｐＧ２细胞和 ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞中内质网应激相关

蛋白表达比较

Ｔａｂ．５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ

ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨｅｐＧ２ ａｎｄ

ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔｃｅｌｌｓ （珋ｘ±ｓ）

细胞类别 ＧＲＰ７８ ｐｅＩＦ２α ＡＴＦ４
ＨｅｐＧ２细胞 １．２６７±０．３３５ ０．１３０±０．０６９ ０．３７７±０．０４８
ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞 ２．４８０±０．５６２ａ ０．５７９±０．１２１ａ ０．９０３±０．１３４ａ

　　注：与ＨｅｐＧ２细胞比较ａＰ＜０．０５。

２．６　抑制内质网应激对 ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞药物敏

感性的影响　对照组、硼替佐米组、硼替佐米 ＋

４ＰＢＡ组、硼替佐米＋ＴＵＤＣＡ组ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞存

活率分别为１．２０１±０．０８５、１．０７６±０．０５５、０．７２３±

０．０４５、０．５７０±０．０６２；硼替佐米组 ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞

存活率显著低于对照组，硼替佐米 ＋４ＰＢＡ组和硼

替佐米＋ＴＵＤＣＡ组ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞存活率显著低

于硼替佐米组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

对照组、硼替佐米组、硼替佐米 ＋４ＰＢＡ组、硼替佐

米＋ＴＵＤＣＡ组ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞内ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

相对表达量分别为０．０７４±０．０２６、０．１０５±０．０４１、

０．４５７±０．１１２、０．８６２±０．１７６；硼替佐米组 ＨｅｐＧ２／

Ｂｏｒｔ细胞内ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３相对表达量显著高于

对照组，硼替佐米 ＋４ＰＢＡ组和硼替佐米 ＋ＴＵＤＣＡ

组ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞内ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３相对表达量

显著高于硼替佐米组，差异均有统计学意义（Ｐ＜

０．０５）；见图４。

１：对照组；２：硼替佐米组；３：硼替佐米 ＋４ＰＢＡ组；４：硼替佐米 ＋

ＴＵＤＣＡ组。

图４　４组 ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞中 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ｉｎＨｅｐＧ２／ｂｏｒｔｃｅｌｌｓ

ｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

３　讨论

肝癌是世界范围内常见的消化系统恶性肿瘤，

在我国，肝癌发病率在所有恶性肿瘤中居第４位；目

前，肝癌的治疗方法仍然以手术治疗、放射治疗和化

学治疗为主，患者５ａ生存率低于１２％［９］。研究显

示，ＨＣＣ由于先天性或后天性耐药的出现，常用的

化学治疗药物对患者生存率的改善效果不明显［１０］。

因此，寻找新的治疗靶点和联合用药策略，提高抗肿

瘤药物的敏感性成为克服耐药和改善患者生存率的

关键。

硼替佐米是一种蛋白酶体抑制剂，２００３年获得

美国食品药品监督管理局批准，是目前唯一被批准

应用于临床的蛋白酶体抑制剂，主要用于治疗难治

性多发性骨髓瘤和套细胞淋巴瘤［１１］。蛋白酶体活

性抑制被认为是硼替佐米的典型功能，是治疗难治

性多发性骨髓瘤的主要作用机制［１２］。硼替佐米干

扰２６Ｓ蛋白酶体，通过增强凋亡相关蛋白ｃａｓｐａｓｅ的

表达促进细胞凋亡的发生［１３］。目前，硼替佐米对肝

癌细胞的影响尚不完全明确。本研究结果显示，硼

替佐米可以显著降低肝癌 ＨｅｐＧ２和 ＨｕＨ７细胞的
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存活率和增殖率，诱导肝癌细胞凋亡相关蛋白

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达升高，提高细胞内 ｃａｓｐａｓｅ３

酶活性；提示硼替佐米可以抑制肝癌细胞的生长、增

殖，并促进肝癌细胞凋亡。为明确肝癌细胞对硼替

佐米耐药的可能机制，本研究建立了对硼替佐米耐

药的 ＨｅｐＧ２细胞株，即 ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞，结果显

示，ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ和 ＨｅｐＧ２细 胞 的 ＩＣ５０分 别 为

１２２．３６、１３．２３ｎｍｏｌ·Ｌ－１，ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞对硼替

佐米的ＲＩ为９．２５。有研究显示，内质网应激可能

参与肿瘤细胞的耐药机制［１４］。细胞在生长过程中

面临各种应激的发生，内质网应激是其中常见的一

种类型。细胞发生内质网应激时通过诱导未折叠蛋

白反应来平衡应激作用。当未折叠蛋白反应达到临

界阈值时，内质网应激相关伴侣分子 ＧＲＰ７８与传感

器分离，被激活的蛋白激酶ＲＮＡ样内质网激酶通过

磷酸化真核翻译起始因子２α亚基的 Ｓｅｒ５１降低其

翻译。ｐｅＩＦ２α会暂时抑制整体蛋白的翻译，以最

大程度地降低内质网中的蛋白质折叠负荷，同时

ｐｅＩＦ２α会在其包含较短的上游开放阅读框的５′非

翻译区中选定 ｍＲＮＡ优先翻译。ＡＴＦ４是翻译上调

的蛋白之一，ＡＴＦ４激活旨在缓解内质激素应激的基

因表达。ＡＴＦ４有助于细胞稳态的多个方面，包括

氨基酸生物合成和抗氧化剂程序［１５］。本研究结果

显示，ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞中内质网应激相关蛋白

ＧＲＰ７８、ｐｅＩＦ２α、ＡＴＦ４的表达显著高于 ＨｅｐＧ２细

胞，而内质网抑制剂４ＰＢＡ和 ＴＵＤＣＡ可以显著降

低ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞存活率，并诱导细胞凋亡相关蛋

白ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达增加；提示抑制内质网应

激可以提高ＨｅｐＧ２／Ｂｏｒｔ细胞对硼替佐米的敏感性。

综上所述，硼替佐米可以抑制肝癌细胞增殖，并

诱导其凋亡；对硼替佐米耐受的ＨｅｐＧ２细胞中内质

网应激水平明显升高，抑制内质网应激可以明显提

高对硼替佐米耐受的 ＨｅｐＧ２细胞的药物敏感性。

本研究为临床克服肝癌耐药性提供了新的方向，也

为临床联合用药提供了理论依据。
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