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Abstract:Objective　Theaimofthe presentstud ywastodeterminetherelationshi pbetweentheeffectof

TGF2β1anda poptosisinhumanhe patomacelllines. Methods　Threehumanhe paticcarcinomacelllines,in 2
volvingdifferentstatusofthe p53 generes pectively,wereusedinthisstud y.TGF 2β12induceda poptosisin

hepaticcarcinomacelllineswas quantitatedusin gTUNELassa y. Results　AdditionofTGF 2β1induceda pop2
tosisonl yinHe pG2cells (wildt ype p53) .Itwasindicatedthatthereis positivecorrelationbetweentherateof

apoptosisandstatusof p53inhe paticcarcinomacelllines. Conclusion　HepG2cellsseemedtobehi ghlysus 2
ceptibletoTGF 2β12induceda poptosiscom parewithHe p3BandHuh 27celllines.TGF 2β1inducesa poptosisin

hepaticcarcinomacelllinesthrou gha p532dependent pathwa y.
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摘 　要 :目的 　本研究旨在明确人肝癌细胞系中 TGF2β1 的作用及其与凋亡的关系。方法 　本研究选

用了 3 种含有不同 p53 基因状态的人肝癌细胞系 ,应用 TUNEL 技术对 TGF2β1 诱导的肝癌细胞的凋亡

进行了定量检测。结果 　TGF2β1 仅能诱导 HepG2 细胞 (野生型 p53)凋亡 ,这提示凋亡与 p53 基因的表

达具有明确的联系。结论 　HepG2 细胞系比 Huh27 和 Hep3B 系细胞更易发生 TGF2β1 诱导的凋亡 ,

TGF2β1 通过 p53 依赖性途径诱导肝癌细胞系发生凋亡。
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0 　引言

对 TGF2β1 敏感性的丧失据认为是肝癌的重要

致病因素之一。为了进一步研究 TGF2β1 与肝细胞

癌的发生以及抑癌基因的变化之间的关系 ,我们利

用分子生物学与形态学相结合的研究方法 ———脱氧

核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记技术

( terminal2deoxynucleotid yltransferasemediated

dUTPnickendlabelin g,TUNEL ) 对 3 种肝癌细胞

系进行了凋亡检测。

1 　材料与方法

1.1 　细胞

本实验选用的 HepG2 、Hep3B 和 Huh27 三种肝

癌细胞系均由 UNCLineber gerCom prehensiveCan 2
cerCenter 提供 ,这 3 种肝癌细胞系分别取自 3 名肝

细胞癌 ( HCC)患者 (包括黑人与白人、成人与儿童) ,

其生物学特性均已经过鉴定。

1.2 　主要试剂及仪器

EMEM 细胞培养基 ( Invitro gen,USA ) ,DMEM

细胞培养基 ( Invitro gen,USA ) ,10% 胎牛血清 ( Hy2
cloneCom pan y,USA ) , 0.25% 胰蛋白酶 ( Invitro2
gen,USA ) ,4% 台盼蓝 ( SigmaChemicalCo.,Ger 2
many) ,rhTGF 2β1 ( R&DS ystemsCo.,USA ) ,

TUNELAssa yKit ( RocheA ppliedScience,USA ) ,

ProlongAntifadeRea gentKit ( MolecularProbes,

USA) ,萤光显微镜 (Olympus,Ja pan)

1.3 　合成培养基的准备

本实验中 HepG2 和 Hep3B 这两种肝癌细胞系

的培养采用了 EMEM 合成培养基 ( Eagle’sMini 2
mumEssentialMedium,10%FetalBovineSerum,L 2
glutamine,MEMNon 2EssentialAminoAcidsSolu 2
tion,MEMSodiumP yruvateSolution,Penicillin 2
Streptom ycin) ;Huh27 肝癌细胞系的培养则采用了

DMEM 合成培养基 ( Dulbecco’sModifiedEa gle

Medium,10%FetalBovineSerum,L 2glutamine,

MEMSodiumP yruvateSolution,Penicillin 2Strepto2
mycin) 。

1.4 　肝癌细胞系的活力检测与传代接种

当肝癌细胞系处于对数生长期时 ,用 PBS 洗涤

细胞。加入少量0.25% 的胰蛋白酶 ,置于 37 ℃条件
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下消化 1～3min, 制成细胞悬液。以细胞计数器计

算细胞浓度 ,并用台盼蓝拒染法检测细胞活力。将

HepG2 、Hep3B、Huh27 三种肝癌细胞系 ,各取 1 ×

106 个细胞分别接种于预先置有小盖玻片的 6 孔细

胞培养板中 ,然后在 37 ℃、5%CO 2 及饱和湿度条件

下培养。

1.5 　肝癌细胞系不同 TGF2β1 作用组的制备

当三种肝癌细胞系处于对数生长期时 ,换加无

血清培养基。将细胞分为 3 组 ,每组分别接种 1 种

肝癌细胞系 ,其中每组分为 4 孔 ,2 孔为实验组加含

终浓度为 5ng/mlTGF 2β1 的无血清培养基 ;2 孔为

对照组加不含 TGF2β1 的无血清细胞培养基 ,在

37 ℃、5%CO 2 及饱和湿度条件下培养 48h 后 ,将盖

玻片取出做检测。

1.6 　TdT 介导的 dUTP 缺口末端标记技术

( TUNEL )

吸除培养基 ,用 PBS 漂洗附有培养细胞的盖玻

片。将培养板置于摇床上 ,用固定液在室温下固定

附着于盖玻片上的细胞 30min 。用 PBS 漂洗 ,然后

将样本置于冰上 ,加穿透液作用 2min 。用 PBS 漂

洗 ,加入含 2% 过氧化氢的 PBS, 室温反应 30min 。

用 PBS 漂洗后将载玻片晾干。加 20μlTdT 反应

液 ,置于 37 ℃条件下反应 30min 。用超纯水漂洗晾

干。将附有细胞的盖玻片用 Prolong 封片 ,在荧光

显微镜下观察结果。

1.7 　统计处理

本实验采用自身比较、平行对照的设计方法 ,由

于所获数据属计量资料 ,故采用配对 t 检验进行统

计学处理。

2 　结果

2.1 　倒置相差显微镜下细胞的形态特征

细胞形态学观察可见对照组细胞贴壁生长良

好 ,边界清楚 ,呈上皮样细胞形态。而 TGF2β1 组可

见到较多的细胞悬浮于培养基中 ,有的崩解为碎片 ,

存活细胞显著减少。

2.2 　萤光显微镜下凋亡细胞的形态特征

对照组细胞核呈弥散均匀的淡染绿色荧光 ;实

验组细胞形态呈碎片状 , 不规整 , 大小不等 , 镜下

可观察到细胞核或细胞质呈致密浓缩的绿色荧光或

绿色强荧光团块 , 并可见明显的核染色质固缩、边

聚等凋亡形态特征。HepG2 、Hep3B、Huh27 三种肝

癌细胞系的每个实验组均为双孔培养 , 相同实验至

少重复 5 次 , 取检测结果的平均值。实验中分别计

数正常及凋亡细胞数 , 并计算各率。每张玻片随机

选取 5 个高倍视野 , 在高倍镜下所见细胞符合上述

凋亡细胞形态学特点的为阳性 , 每一个样品均计数

300 个以上细胞 , 计数细胞凋亡率 , 取平均值 , 结

果见表 1、图 1。本实验结果提示在 HepG2 、Huh27、

Hep3B 等肝癌细胞系中 ,He pG2 细胞系实验组的平

均凋亡率低于对照组 ,两者具有明显的差别 ( P <

0.05 ) ;而在 Huh27 和 Hep3B 这两种肝癌细胞系中 ,

实验组与对照组的平均凋亡率则无明显差别 ( P >

0.05 ) 。

表 1 　TGF2β1 诱导的肝癌细胞系的凋亡率

细胞系
平均凋亡率 ( �x ±s)

实验组 对照组
P

Hep3B 0.1739 ±0.0306 0.1496 ±0.0253 >0 .05

HepG2 0.4851 ±0.0821 0.1272 ±0.0218 <0 .05

Huh27 0.1167 ±0.0237 0.0920 ±0.0129 >0 .05

　　注 : P 值为各细胞系实验组与对照组进行比较

图 1 　TGF2β1 诱导的肝癌细胞系的凋亡率

3 　讨论

3.1 　肝癌细胞系的选择

本实验选用的 HepG2 、Hep3B、Huh27 三种肝癌

细胞系 , 分别取自 3 名肝细胞癌患者 , 不仅具备种

族及年龄代表性 , 而且这 3 种肝癌细胞系的生物学

特性均已经过严格鉴定。其中 ,He pG2 是从肝母细

胞瘤分离而来 , 属上皮样肝细胞癌[1] ;He p3B 的细

胞形态为梭型 ;而 Huh27 细胞株需选用与另外两种

细胞株不同的细胞培养基。此外 ,He pG2 、Hep3B、

Huh27 肝癌细胞系的生物学特征各不相同 , 其中

HepG2 细胞系的基因组中含有野生型 p53 基因 ;

Huh27 细胞系含有突变型 p53 基因 , 其 220 位点出

现点突变 ;He p3B 细胞系不携带 p53 基因 , 其基因

组中 p53 基因缺失 ,He p3B 和 Huh27 细胞系均可作

为缺乏正常 p53 活性的肝癌细胞的实验模型[2] 。

3.2 　TGF2β1 诱导的肝癌细胞凋亡与 p53 基因状态

TGF2β1 在肝脏细胞凋亡的启动过程中具有重

要的作用[3] 。TGF2βRI 和 TGF2βRII 通过上调促凋

亡基因野生型 p53 的表达 ,下调突变型 p53 基因 ,使

p53 蛋白表达减少 ,最终抑制细胞生长周期向 G1/S

期过渡 ,导致细胞 DNA 损伤 ,引发细胞凋亡[4] 。本

研究提示含有野生型 p53 的 HepG2 对 TGF2β1 最为

敏感 ;含有缺失型 p53 的 Hep3B 及突变型 p53 的
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Huh27 则对 TGF2β1 耐受 ,提示 TGF2β1 诱导的细胞

凋亡所涉及的信号转导通道依赖于 p53 基因的状

态 ,野生型 p53 基因参与了 TGF2β1 诱导的肝癌细

胞系的凋亡过程。研究表明 ,TGF2β1 能促进抑癌基

因野生型 p53 蛋白的去磷酸化 ,从而发挥其抑制肿

瘤的作用。乙肝病毒 X 基因产物 HBX 蛋白可与

p53 形成复合物 ,能够有效地抑制 p53 介导的细胞

凋亡 ,从而导致肝细胞癌变[5] 。

3.3 　野生型 p53 基因的生物学意义

野生型 p53 基因是重要的抑癌基因之一 , 位于

17 号染色体短臂。野生型 p53 的作用是控制细胞

增殖、生存和分化 , 它通过诱导细胞生长周期停止

而作为细胞周期的负调节因子。在 p53 缺陷的恶性

肿瘤中 , 导入野生型 p53 基因可迅速诱导细胞凋

亡[6] 。在致癌因素作用下 , p53 可发生突变造成其

功能丧失。突变的 p53 具有癌基因的特性 , 导致细

胞生长失控。突变型 p53 基因通过“负显性”效应阻

碍野生型 p53 基因的抑制生长功能 , 其作用机制

是 :突变型和野生型 p53 形成寡聚蛋白复合物后 ,

降低了 p53 蛋白与 DNA 的结合能力 , 从而引起细

胞转化及癌变。p53 活性的缺失与肿瘤的发生密切

相关 , 而 p53 基因缺失小鼠的肿瘤高发率更证实了

这一点[7] 。

综上所述 ,转化生长因子β1 被认为是典型的多

功能细胞因子 ,参与调节重要的细胞功能[8] 。抑癌

基因对细胞凋亡的促进作用也是抑制细胞癌变的作

用方式之一。抑癌基因 p53 与原发性肝细胞癌的发

生有着密切的关系。表明 p53 基因结构的改变与表

达异常可能是肝细胞癌发生的中心环节之一。
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简　　讯

经湖北省民政厅、湖北省卫生厅批准 ,湖北省抗癌协会近 3 年的筹备 ,湖北省抗癌协会肺

癌专业委员会于 2004 年 7 月 31 日在武汉成立 ,大会选举湖北省肿瘤医院宋启斌同志出任主

任委员。学会成立将有利于肺癌专业的学术交流 ,密切学科内的各种横向联系与协作 ,将为该

省的肺癌防治作出巨大贡献。
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