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摘要： 目的　 探究 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对肝癌耐药细胞 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 生长的抑制作用。 方法 　 ＣＣＫ⁃８ 法筛选 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 干预浓

度， 同时检测阿霉素、 ５⁃氟尿嘧啶、 顺铂、 长春新碱的抑制作用。 将 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞分为对照组和 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ ２０、
３０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组， ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力， 流式细胞术检测细胞凋亡率和细胞周期， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＢＣＲＰ、
ＭＤＲ１、 ＭＲＰ１ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＢＣＲＰ、 ＭＤＲ１、 ＭＲＰ１、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＲＡＦ６、 ＴＡＫ１、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、
ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达。 同时验证 ＴＮＦ⁃α 对 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 的逆转作用。 结果　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 可以抑制 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞

增殖活力， ＩＣ５０值为 （３１􀆰 ５２±２􀆰 ７６） μｍｏｌ ／ Ｌ。 与对照组比较， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ ２０、 ３０、 ４０μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞凋亡

率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞周期阻滞在 Ｇ２ ／ Ｍ 期， ＢＣＲＰ、 ＭＤＲ１、 ＭＲＰ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）；
Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ ３０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＴＲＡＦ６、 ＴＡＫ１、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈浓度依赖性。 使用 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 处理细胞 ４８ ｈ 后可以有效逆转 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 的

作用。 结论Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞生长的抑制作用可能与抑制耐药基因表达和 ＴＮＦ⁃α ／ ＴＲＡＦ６ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路

有关。
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　 　 肝细胞癌是男性恶性肿瘤的第二大死因， 我国的发病

和死亡例数约占全球总数的 ５０％ 。 目前， 顺铂、 阿霉素、
５⁃氟尿嘧啶、 长春新碱是临床上治疗原发性肝癌的主要化

疗药物， 但肝癌细胞容易产生耐药性， 致使化疗失败［１］ 。
因此， 如何有效降低肝癌耐药性已成为肝癌治疗的研究

热点。
Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 最初是从云南省的一种可食用蘑菇莲座革菌

中分离得到的小分子化合物， 通过光谱研究及化学方法发

现， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 是肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，
ＴＮＦ⁃α） 抑制剂［２］ ， 也是一种半选择性的泛素特异性蛋白

酶抑制剂， 对泛素特异性肽酶 （ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄａｓｅ
４， ＵＳＰ４）、 ＵＳＰ５ ／异肽酶 Ｔ、 泛素 Ｃ 末端水解酶 Ｌ１ 去泛素

化酶的半数抑制浓度 （ｈａｌｆ ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＩＣ５０） 值分别为 １􀆰 ５、 ５􀆰 ９、 ２２􀆰 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ［３］ 。 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 具有

抗肿瘤活性， Ｎｏｒｉｋｕｒａ 等［４］ 研究表明， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 可抑制人

肝癌、 结肠癌细胞的活力， 且对正常肝细胞没有毒性。 此

外 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 浓度依赖性阻止血管内皮生长因子 （ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＶＥＧＦ） 诱导的人脐静脉内皮细胞

生长， 抑制 ＶＥＧＦ 诱导核因子 κＢ （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，
ＮＦ⁃κＢ） 核转位以及 ＤＮＡ 结合活性［５］ 。 为验证 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ
对耐药肝癌细胞的活性， 本实验通过检验 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对

ＨｅｐＧ２ ／阿霉素 （ ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ， ＡＤＭ） 细胞的生长活力、 迁

移能力、 细胞凋亡和周期影响， 以期为开发使用 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ
提供科学数据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２、 耐药细胞株 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ
均购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ （货号 １００１０５１９， 纯度≥
９８％ ） 购自美国 Ｃａｙｍａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ 公司； ＡＤＭ （国药准字

Ｈ４４０２４３５９） 购自深圳万乐药业有限公司； ５⁃氟尿嘧啶

（国药准字 Ｈ３１０２０５９３） 购自上海旭东海普药业有限公司；
顺铂 （国药准字 Ｈ２００４６３７５） 购自山东罗欣药业集团股份
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有限公司； 长春新碱 （ＣＡＳ 号 ２０６８⁃７８⁃２） 购自上海易恩化

学技术有限公司； ＴＮＦ⁃α （货号 ＡＦ⁃３１５⁃０１Ａ） 购自美国

Ｐｅｐｒｏ Ｔｅｃｈ 公司； 胎牛血清 （货号 Ａ５２５６７０１） 购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公 司； ＣＣＫ⁃８ （ 货 号 ＨＹ⁃Ｋ０３０１ ） 购 自 美 国

ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司； 凋亡试剂盒、 周期试剂盒 （货号

ＢＤ５５９７６３、 ＢＤ５５６５４７） 均购自美国 ＢＤ 公司； ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒、 蛋白上样缓冲液、 ＲＩＰＡ 裂解液、 蛋白酶抑

制剂 （货号 ＰＣ００２０、 Ｐ１０４０、 Ｒ００１０、 Ａ８２６０） 均购自北京

索莱宝科技有限公司； ＥＣＬ 化学发光试剂盒、 ０􀆰 ２２ μｍ
ＰＶＤＦ 膜 （货号 １７０５０６０、 １６２０１７７） 均购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司； 乳 腺 癌 耐 药 蛋 白 （ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＢＣＲＰ）、 多耐药基因 １ （ｍｕｌｔｉ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ １， ＭＤＲ１）、
药耐药相关蛋白 １ （ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １，
ＭＲＰ１）、 受体相关蛋白 ６ （ＴＮＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ６，
ＴＲＡＦ６）、 ＴＧＦ⁃β⁃活 化 蛋 白 激 酶 １ （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ⁃β⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ １， ＴＡＫ１）、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＧＡＰＤＨ 抗

体、 二 抗 （ 货 号 ２７２８６⁃１⁃ＡＰ、 ２２３３６⁃１⁃ＡＰ、 ２７８２５⁃１⁃ＡＰ、
ＫＨＣ１１５７、 １２３３０⁃２⁃ＡＰ、 １０７４５⁃１⁃ＡＰ、 １０４９４⁃１⁃ＡＰ、
ＳＡ００００１⁃２） 均购自武汉三鹰生物技术有限公司。
１􀆰 ３　 仪 器 　 Ｇａｌａｘｙ４８Ｒ 型 ＣＯ２ 恒 温 培 养 箱 购 自 德 国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司； Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ ２０ ／ ２０Ｒ 型低温离心机购自广州

吉迪仪器有限公司； ＢＧ⁃ｐｏｗｅｒ３００ 型电泳仪购自四川贝斯

恩生物科技有限公司； ５１１１９１８０ＥＴ 型酶标仪购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司； ＣＹＴＴＯＭＩＴＳＦＣ５００ 型流式细胞仪购自

贝克曼库尔特国际贸易 （上海） 有限公司。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养 　 ＨｅｐＧ２、 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞使用含 １０％ 胎

牛血清、 １００ ＩＵ ／ ｍＬ 青霉素、 １００ ｍｇ ／ Ｌ 链霉素的高糖

ＤＭＥＭ 完全培养基， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱内培养。
ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞培养基中加入 １ μｇ ／ ｍＬ ＡＤＭ 保持细胞耐

药性。
２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力 　 将 ＨｅｐＧ２、 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细

胞以 ５×１０４ ／ ｍＬ 的密度接种于 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ， 于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ， 待细胞贴壁后弃去培

养液， 分别加入含 ０、 ４、 ８、 １６、 ３２、 ６４ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｖｉａｌｉｎｉｎ
Ａ、 ＡＤＭ、 ５⁃氟尿嘧啶、 顺铂、 长春新碱的 ＤＭＥＭ 培养基

继续培养 ４８ ｈ， 每组设置 ３ 个复孔， 弃去培养基， 加入含

１０％ ＣＣＫ⁃８ 的 ＤＭＥＭ 培养基培养 １ ｈ， 以仅有 ＤＭＥＭ 培养

基为空白组， 在 ４５０ ｎｍ 波长处检测光密度 （ＯＤ） 值， 计

算细胞抑制率， 公式为细胞抑制率＝ （１－ＯＤ药物组 ／ ＯＤ空白组） ×
１００％ 。 利用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 软件计算 ＩＣ５０值。
２􀆰 ３　 流式细胞术检测细胞周期 　 将对数生长期的 ＨｅｐＧ２ ／
ＡＤＭ 细胞以 ５×１０４ ／ ｍＬ 的密度接种于 ６ 孔板中， 每孔 １００
μＬ， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ。 设置对照组和

Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ ２０、 ３０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组， 对照组不加任何溶液，
Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 各剂量组加入含相应药物的 ０􀆰 １％ ＤＭＳＯ， 每组

设置 ３ 个复孔， 培养 ２４ ｈ。 收集各组细胞， 加入 ５ μＬ ＰＩ 和
５００ μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液重悬细胞， ３７ ℃培养箱孵育

２５ ｍｉｎ， 用流式细胞仪检测细胞周期。
２􀆰 ４　 流式细胞术检测细胞凋亡率 　 取对数生长期 ＨｅｐＧ２ ／
ＡＤＭ 细胞， 按 “２􀆰 ３” 项下方法分组培养 ２４ ｈ 后收集各组

细胞， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ， 加入 ５００ μＬ
Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液重悬细胞， 加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ
和 ５ μＬ ＰＩ 混合均匀， 充分吹打散开， 放入 ３７ ℃培养箱中

培养 １５～３０ ｍｉｎ， 用流式细胞仪检测细胞凋亡率。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＢＣＲＰ、 ＭＤＲ１、 ＭＲＰ１ ｍＲＮＡ 表

达　 收集各组细胞， 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取细胞总 ＲＮＡ， 检测

总 ＲＮＡ 浓度。 采用反转录试剂盒进行逆转录反应， ｑＰＣＲ
试剂盒进行扩增反应， 反应条件为 ９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ，
９５ ℃变性 １０ ｓ， ５８ ℃退火 ３０ ｓ， ９５ ℃延伸 ３０ ｓ， 共 ４０ 个

循环， ６８ ℃终延伸 １ ｍｉｎ， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 引物由生工

生物工程 （上海） 股份有限公司合成， 序列见表 １。 使用

２－ΔΔＣＴ法进行相对定量分析。
表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ
ＢＣＲＰ 正向 ＴＣＡＧＣＡＧＣＴＣＴＴＣＧＧＣＴＴＧＣ １１２

反向 ＴＴＣＣＡＡＣＣＴＴＧＧＡＧＴＣＴＧＣＣＡＣＴ
ＭＤＲ１ 正向 ＡＡＧＣＴＴＡＧＴＡＣＣＡＡＡＧＡＧＧＣＴＣＴＧ ２４３

反向 ＧＧＣＴＡＧＡＡＡＣＡＡＴＡＧＴＧＡＡＡＡＣＡＡ
ＭＲＰ１ 正向 ＡＧＧＴＣＡＡＧＣＴＴＴＣＣＧＴＧＴＡＣＴＧ １７４

反向 ＧＧＡＣＴＴＴＣＧＴＧＴＧＣＴＣＣＴＧＡ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣ １１６

反向 ＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣ

２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＢＣＲＰ、 ＭＤＲ１、 ＭＲＰ１、 ＴＮＦ⁃
α、 ＴＲＡＦ６、 ＴＡＫ１、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表

达　 收集各组细胞， 用含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 缓冲液裂

解， 每孔加入 ２００ μＬ。 将裂解后的细胞转移至 ＥＰ 管中，
４ ℃冰上裂解 ４０ ｍｉｎ 提取蛋白， ＢＣＡ 法检测蛋白含量， 取

等质量蛋白进行变性， 加入蛋白上样缓冲液后冷冻保存备

用。 制备聚丙烯酰胺凝胶， 上样， 电泳， 湿转法转移至

ＰＶＤＦ 膜， ５％ ＢＳＡ 室温封闭 １ ｈ， 加入一抗 ４ ℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 次日加入二抗室温孵育 ７０ ｍｉｎ， ＥＣＬ 发光

显影， 凝胶分析成像仪进行条带显影， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参，
通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算蛋白条带灰度值。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行处理，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组

间两两比较采用 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 与化疗药物对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞增殖的影

响　 由表 ２ 可知， 干预 ４８ ｈ 后， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ
细胞的 ＩＣ５０ 值为 （３１􀆰 ５２ ± ２􀆰 ７６） μｍｏｌ ／ Ｌ， 抑制效果强于

ＡＤＭ、 ５⁃氟尿嘧啶、 顺铂、 长春新碱。
３􀆰 ２　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞凋亡率的影响　 由图 １
可知， 与对照组比较， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ ２０、 ３０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组

ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞凋亡率升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 并呈浓度依

赖性。
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞凋亡

率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

表 ２　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 与化疗药物对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞增殖的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

药物
ＩＣ５０值 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＨｅｐＧ２ 细胞 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞

ＡＤＭ ２􀆰 ５７±０􀆰 ３６ ８４􀆰 ４７±６􀆰 ５６
５⁃氟尿嘧啶 １２􀆰 ８５±２􀆰 ４３ ７２􀆰 ５２±５􀆰 ４３

顺铂 ６４􀆰 ２３±５􀆰 ４９ ２９３􀆰 ３４±１０􀆰 ８７
长春新碱 １８􀆰 ７５±２􀆰 ６９ ９６􀆰 ２６±８􀆰 ９４
Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ ９􀆰 ３４±１􀆰 ５６ ３１􀆰 ５２±２􀆰 ７６

３􀆰 ３　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞周期的影响 　 由图 ２、
表 ３ 可知， 随着 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 浓度的增加， ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞

被阻滞在 Ｇ２ ／ Ｍ 期， 并呈浓度依赖性。

图 ２　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞周期数目比例分布图

３􀆰 ４　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞 ＢＣＲＰ、 ＭＤＲ１、 ＭＲＰ１
ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响 　 由图 ３ ～ ４ 可知， 与对照组比

　 　 　 　表 ３　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞周期的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期 ／ ％ Ｓ 期 ／ ％ Ｇ２ ／ Ｍ 期 ／ ％

对照组 ６５􀆰 ３５±２􀆰 ４５ １９􀆰 ８６±２􀆰 ７５ １４􀆰 ８８±１􀆰 ６８
Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ５６􀆰 ３８±３􀆰 ９４∗∗ ２２􀆰 ５７±２􀆰 ６９ ２０􀆰 ４５±２􀆰 ３８∗∗

Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ４１􀆰 ６４±３􀆰 ５８∗∗ ２８􀆰 ２１±２􀆰 ７９∗∗ ３０􀆰 １５±１􀆰 ５９∗∗

Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ３３􀆰 ２９±３􀆰 ８２∗∗ ３１􀆰 ２６±２􀆰 ２９∗∗ ３５􀆰 ３２±３􀆰 ４８∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞 ＢＣＲＰ、 ＭＤＲ１、
ＭＲＰ１ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

较， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ ２０、 ３０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细 胞

ＢＣＲＰ、 ＭＤＲ１、 ＭＲＰ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈浓度依赖性。

３􀆰 ５ 　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细 胞 ＴＮＦ⁃α、 ＴＲＡＦ６、
ＴＡＫ１、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达的影响 　 由

图 ５ 可知， 与对照组比较， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ ３０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组

ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＴＲＡＦ６、 ＴＡＫ１、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 并呈浓度依赖性。
３􀆰 ６　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 通过 ＴＮＦ⁃α 对 ＴＲＡＦ６ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影

响　 由图 ６ ～ ７ 可知， 干预 ４８ ｈ 后， 与 ＴＮＦ⁃α 组比较，
Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 组和 ＴＮＦ⁃α＋Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 组 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞增殖

率升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＴＲＡＦ６、 ＴＡＫ１、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明 ＴＮＦ⁃α 能逆转 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／
ＡＤＭ 细胞生长的抑制效应， 并能促进 ＴＲＡＦ６ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号

通路的激活。
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞 ＢＣＲＰ、 ＭＤＲ１、 ＭＲＰ１ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＴＲＡＦ６、 ＴＡＫ１、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＴＮＦ⁃α 组比较，＃＃Ｐ＜

０􀆰 ０１； 与 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 ＴＮＦ⁃α能逆转 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ
细胞生长抑制作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

肝细胞癌患者可受益于 ＡＤＭ、 ５⁃氟尿嘧啶、 长春新碱、
铂类、 索拉非尼等药物［６］ 。 然而， 肝癌细胞容易产生多重

耐药性［７］ ， 因此， 探索具有抑制肝细胞癌耐药功能的化合

物对肝癌治疗具有重要意义。 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 是对三苯化合物，
具有抗氧化作用， 是 ＴＮＦ⁃α、 ＵＳＰ４、 ＵＳＰ５ 等的有效抑制

剂， 还可以通过抑制 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路影响， 阻止瘢

痕细胞增殖［８］ ， 促进大鼠脂肪干细胞内 ＡＬＰ、 ＯＰＮ ｍＲＮＡ
表达［９］ 。 在高糖条件下， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 可抑制人视网膜微血管

内皮细胞存活［１０］ 。 此外， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 还通过抑制 ＵＳＰ４ 介导

的去泛素化来加速 Ｋｅａｐ１ 的降解， 从而缓解缺血性卒中后

的氧化应激和神经元损伤［１１］ 。 在动物体内， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 可减

少卵清蛋白诱导的小鼠肺部的炎性细胞浸润［１２］ 。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＴＮＦ⁃α 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 ＴＮＦ⁃α能逆转 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对 ＴＲＡＦ６ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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　 　 本实验发现， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 能抑制 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞生长，
其抑制效果强于 ＡＤＭ、 ５⁃氟尿嘧啶、 顺铂、 长春新碱， 而

且还能诱导 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞凋亡， 使细胞周期阻滞在 Ｇ２ ／
Ｍ 期无法进行后续有丝分裂。 耐药主要由磷酸腺苷结合盒

转运蛋白介导， 包括 ＭＤＲ１ 和 ＭＲＰ 家族成员［１３］ 。 Ｖｉａｌｉｎｉｎ
Ａ 能抑制 ＢＣＲＰ、 ＭＤＲ１、 ＭＲＰ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达， 提示

Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 具有逆转 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 耐药的潜力， 可能这是

ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 对 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 比其他化疗药物更敏感的原因

之一。
ＴＲＡＦ６ 是 Ｅ３ 泛素连接酶激活 ＩκＢ 激酶， 可导致 ＩκＢα

降解和 ｐ６５ 核转位， 表明 ＴＲＡＦ６ 在 ＮＦ⁃κＢ 激活中发挥重要

作用［１４⁃１５］ 。 此外， ＴＲＡＦ６ 下游信号传导的激活， 在介导的

肿瘤发生中具有重要作用［１６⁃１７］ 。 本实验发现， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 能

能抑 制 ＴＲＡＦ６ ／ ＮＦ⁃κＢ 信 号 通 路 相 关 蛋 白 表 达， 升 高

ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达。 同时， 考虑到 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 是

ＴＮＦ⁃α 的抑制剂， 本实验结果表明， ＴＮＦ⁃α 能逆转 Ｖｉａｌｉｎｉｎ
Ａ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ 细胞生长抑制作用， 及对 ＲＡＦ６ ／ ＮＦ⁃κＢ 信

号通路的抑制， 提示 Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 可能是通过抑制 ＴＮＦ⁃α ／
ＴＲＡＦ６ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路来抑制细胞生长。

ＴＮＦ⁃α 在肝细胞癌中的表达高于正常肝组织。 研究发

现， 肾细胞癌中 ＴＮＦ⁃α 的高表达与舒尼替尼的耐药性有

关［１８］ ， 提示 ＴＮＦ⁃α 可能是肝细胞癌患者索拉非尼敏感性的

一个新的预测因子。 索拉非尼联合乌司他丁可提高 ＴＮＦ⁃α
高表达患者肝细胞癌的治疗效果［１９⁃２０］ 。 但肝癌细胞中 ＴＮＦ⁃
α 与耐药基因的关系还需要进一步确定。 同样， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ
是否通过抑制 ＴＮＦ⁃α 而减低耐药基因表达也有待进一步

研究。
综上所述， Ｖｉａｌｉｎｉｎ Ａ 对肝癌耐药细胞株 ＨｅｐＧ２ ／ ＡＤＭ

具有一定的抑制作用， 其机制可能与抑制 ＴＮＦ⁃α ／ ＴＲＡＦ６ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路有关。
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