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ＬＩＧＨＴ基因和干扰素γ转染诱导肝癌
ＨｅｐＧ２细胞凋亡的研究
李金朋　吴力群　韩冰　卢云　吕振华　刘相萍　杨　隋爱华

　　【摘要】　目的　探讨脂质体介导 ＬＩＧＨＴ基因和 ＩＦＮγ转染诱导肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的促凋亡作用。
方法　以脂质体介导ＬＩＧＨＴ基因和ＩＦＮγ转染肝癌 ＨｅｐＧ２细胞，设立转染组（单转、联合转染组）和对照
组（未转染组）。分别于转染后１２、２４、４８ｈ检测肝癌ＨｅｐＧ２细胞的凋亡率、Ｂｃｌ２及Ｃａｓｐａｓｅ８的表达量，并
采用方差分析。结果　（１）细胞凋亡率：单转组转染后１２、２４、４８ｈ为１８．８％ ±３．５％、２５．７％ ±２．８％、
３６．４％±３．６％；联合转染组为２３．８％ ±２．４％、３１．１％ ±２．１％、４２．５％ ±４．５％；对照组为８．７％ ±２．１％、
９．３％±１．６％、１０．９％±１．２％。３组比较差异有统计学意义（Ｆ＝１５．６９，５３．３３，４８．２８，Ｐ＜０．０１）。（２）
Ｂｃｌ２表达量：单转组在转染后１２、２４、４８ｈ为１６．４％ ±５．０％、１３．４％ ±３．５％、８．６％ ±２．３％；联合转染组
为１４．７％±３．８％、９．１％ ±２．０％、４．６％ ±２．０％；对照组为 ２５．３％ ±６．３％、１９．８％ ±４．４％、１０．１％ ±
３．８％。３组比较差异有统计学意义（Ｆ＝６．１９，１２．２９，５．８１，Ｐ＜０．０５）。（３）Ｃａｓｐａｓｅ８表达量：单转组在转
染后１２、２４、４８ｈ为１９．３％±２．４％、２７．２％±１．９％、３３．７％±３．０％；联合转染组为２２．７％±２．２％、３０．９％±
３．１％、３８．２％±３．２％；对照组为１．２％±０．８％、１．８％ ±０．６％、３．２％ ±１．５％。３组比较差异有统计学意
义（Ｆ＝７１．５４，１１２．７８，１０１．６１，Ｐ＜０．０１）。结论　ＬＩＧＨＴ基因转染肝癌 ＨｅｐＧ２细胞后通过调节 Ｂｃｌ２及
Ｃａｓｐａｓｅ８的表达来发挥促凋亡作用，ＩＦＮγ能增强ＬＩＧＨＴ基因诱导肝癌ＨｅｐＧ２细胞的凋亡。
　　【关键词】　癌，肝细胞；　ＨｅｐＧ２细胞；　ＬＩＧＨＴ基因；　干扰素γ；　凋亡
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ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＬＩＧＨＴｇｅｎｅａｎｄｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｂｙｌｉｐｏｓｏｍｅｍｅｄｉａｔｅｄ
ｍｅｔｈｏｄ．ＴｈｅＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｇｒｏｕｐＡ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＬＩＧＨＴｇｅｎｅｏｒｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ），ｇｒｏｕｐＢ
（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＬＩＧＨＴｇｅｎｅａｎｄｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ）ａｎｄｇｒｏｕｐＣ（ｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ）．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｔｈｅ
ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ａｎｄＣａｓｐａｓｅ８ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ１２，２４，４８ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ
（１）ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓａｔｈｏｕｒ１２，２４ａｎｄ４８ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅ１８．８％±３．５％，２５．７％±
２．８％ ａｎｄ３６．４％±３．６％ ｉｎｇｒｏｕｐＡ，２３．８％±２．４％，３１．１％±２．１％ ａｎｄ４２．５％±４．５％ ｉｎｇｒｏｕｐＢ，ａｎｄ
８．７％±２．１％，９．３％±１．６％ ａｎｄ１０．９％ ±１．２％ ｉｎｇｒｏｕｐＣ．Ｔｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅａｍｏｎｇｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝１５．６９，５３．３３，４８．２８，Ｐ＜０．０１）．（２）ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓａｔ
ｈｏｕｒ１２，２４ａｎｄ４８ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗａｓ１６．４％ ±５．０％，１３．４％ ±３．５％ ａｎｄ８．６％ ±２．３％ ｉｎｇｒｏｕｐＡ，
１４．７％±３．８％，９．１％ ±２．０％ ａｎｄ４．６％ ±２．０％ ｉｎｇｒｏｕｐＢ，ａｎｄ２５．３％ ±６．３％，１９．８％ ±４．４％ ａｎｄ
１０．１％±３．８％ ｉｎｇｒｏｕｐＣ．ＴｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ａｍｏｎｇｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓ
（Ｆ＝６．１９，１２．２９，５．８１，Ｐ＜０．０５）．（３）ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ８ａｔｈｏｕｒ１２，２４ａｎｄ４８ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｗｅｒｅ１９．３％±２．４％，２７．２％±１．９％ ａｎｄ３３．７％±３．０％ ｉｎｇｒｏｕｐＡ，２２．７％±２．２％，３０．９％±３．１％ ａｎｄ
３８．２％±３．２％ ｉｎｇｒｏｕｐＢ，ａｎｄ１．２％ ±０．８％，１．８％ ±０．６％ ａｎｄ３．２％ ±１．５％ ｉｎｇｒｏｕｐＣ．Ｔｈｅｒｅｗａｓａ
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　　肝细胞癌居恶性肿瘤死亡原因的第 ３位，
全身化疗无效，部分原因是由于肝癌细胞的凋亡受

阻［１－２］。本研究将 ＬＩＧＨＴ基因和 ＩＦＮγ配比转染
人肝癌ＨｅｐＧ２细胞，并检测细胞凋亡情况。

１　材料与方法
１．１　材料
　　人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞购自南京凯基生物科技有
限公司；超纯质粒抽提试剂盒及脂质体转染试剂购

自德国 ＱＩＡＧＥＮ公司；细胞凋亡检测试剂盒、Ｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ１ＩｓｏｔｙｐｅＣｏｎｔｒｏｌ／ＰＥ同型标记抗体、固定液和破
膜剂均购自北京市晶美基因谷科技有限公司；Ｂｃｌ２、
Ｃａｓｐａｓｅ８鼠抗人单克隆抗体分别购自美国 Ｓａｎｔａ
ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ和ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；
Ｃａｓｐａｓｅ８的二抗ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８Ｆ（ａｂ′）２Ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｏｆｇｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）２ＭｏｕｓｅＩｇＧ１Ｉｓｏｔｙｐｅ
Ｃｏｎｔｒｏｌ／ＰＥ标记抗体购自美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅ公司；
ＬＩＧＨＴ基因和 ＩＦＮγ真核细胞表达质粒 ｐｃＤＮＡ４Ｃ
ＬＩＧＨＴｃＤＮＡ、ｐｃＤＮＡ４／ＨｉｓＭａｘｈＩＦＮγ为本实验室
自行构建。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养：用含 １０％新生牛血清的 ＲＰＭＩ
１６４０培养基在３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内培养人肝癌
ＨｅｐＧ２细胞至对数生长期、８０％细胞汇合时进行实
验，２～３ｄ传代１次。
１．２．２　细胞转染：以脂质体介导ＬＩＧＨＴ基因、ＩＦＮγ
转染肝癌ＨｅｐＧ２细胞接种６孔板，每孔接种细胞数
为２×１０５，设定转染组（单转、联合转染组）和对照
组（未转染组，加等量 ＰＢＳ）各５个平行孔。转染步
骤按ＱＩＡＧＥＮ公司脂质体转染试剂盒说明书进行。
分别于转染后１２、２４、４８ｈ收集细胞备用。
１．３　细胞凋亡测定
　　将收集的细胞用流式细胞分析仪按试剂盒说明
检测细胞凋亡率，测定凋亡因子 Ｂｃｌ２和 Ｃａｓｐａｓｅ８
的表达量。

１．４　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，实验结果
以 珋ｘ±ｓ表示，采用方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ法
检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　肝癌ＨｅｐＧ２细胞的凋亡情况
　　转染２４ｈ后收集肝癌ＨｅｐＧ２细胞，处理后加入
膜联蛋白Ｖ／异硫氰酸酯及碘化丙啶荧光抗体，荧光
倒置显微镜观察可见早期凋亡的细胞膜上有绿色荧

光表达（图１），凋亡晚期或死亡的细胞核上有红色
荧光表达（图２）。

图１　凋亡早期的肝癌 ＨｅｐＧ２细胞膜　膜联蛋白 Ｖ／异硫氰酸酯

染色×２００　　图２　转染后凋亡晚期的肝癌 ＨｅｐＧ２细胞核　碘

化丙啶染色×２００

　　单转组转染后１２、２４、４８ｈ细胞凋亡率分别为
１８．８％ ±３．５％、２５．７％ ±２．８％、３６．４％ ±３．６％；
联合转染组为 ２３．８％ ±２．４％、３１．１％ ±２．１％、
４２．５％±４．５％；对照组为８．７％ ±２．１％、９．３％ ±
１．６％、１０．９％ ±１．２％。３组比较差异有统计学意
义（Ｆ＝１５．６９，５３．３３，４８．２８，Ｐ＜０．０１）。两两比
较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．２　凋亡因子Ｂｃｌ２的表达情况
　　单转组和联合转染组均可见肝癌 ＨｅｐＧ２细胞
Ｂｃｌ２表达下调，与对照组比较差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。联合转染组与单转组比较，在 ２４、
４８ｈ差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　各组凋亡因子Ｂｃｌ２表达水平（珋ｘ±ｓ，％）
Ｂｃｌ２

组别
１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

对照组 ２５．３±６．３ １９．８±４．４ １０．１±３．８

单转组 １６．４±５．０ａ １３．４±３．５ａ ８．６±２．３ａ

联合转染组 １４．７±３．８ａ ９．１±２．０ａｂ ４．６±２．０ａｂ

Ｆ值 ６．１９ １２．２９ ５．８１

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０１ ＜０．０５

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与单转组比较，ｂＰ＜０．０５

２．３　凋亡因子Ｃａｓｐａｓｅ８的表达情况
　　单转组和联合转染组均检测到凋亡因子
Ｃａｓｐａｓｅ８表达的上调，与对照组比较差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。联合转染组与单转组 Ｃａｓｐａｓｅ８
１２ｈ比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表２。

３　讨论
　　ＬＩＧＨＴ基因是１９９８年由 Ｍａｕｒｉ发现的 ＴＮＦ超
家族成员（ＴＮＦＳＦ１４），在其生物效应中最重要的是
抗肿瘤作用。ＬＩＧＨＴ基因联合ＩＦＮγ对体外肿瘤细
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表２　各组凋亡因子Ｃａｓｐａｓｅ８表达水平（珋ｘ±ｓ，％）

Ｃａｓｐａｓｅ８
组别

１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
对照组 １．２±０．８ １．８±０．６ ３．２±１．５

单转组 １９．３±２．４ａ ２７．２±１．９ａ ３３．７±３．０ａ

联合转染组 ２２．７±２．２ａｂ ３０．９±３．１ａ ３８．２±３．２ａ

Ｆ值 ７１．５４ １１２．７８ １０１．６１

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与单转组比较，ｂＰ＜０．０５

胞抑制作用的研究报道较少。熊刚等［３］在研究

ＬＩＧＨＴ对食管癌细胞株 Ｅｃａ１０９的抑制作用时发现
ＬＩＧＨＴ通过其下游分子来实现其生物学效应需要一
个较长的时间过程，认为单独转染 ＬＩＧＨＴ基因来对
肿瘤进行免疫治疗的效果可能是有限的。

　　本实验将 ＬＩＧＨＴ基因和 ＩＦＮγ联合转染人肝
癌细胞ＨｅｐＧ２，应用流式细胞仪来检测细胞凋亡，结
果显示联合转染组各时段肝癌 ＨｅｐＧ２细胞凋亡率
均较对照组和单转组增高，且随时间的延长凋亡越

来越明显，表明ＩＦＮγ能增强 ＬＩＧＨＴ基因诱导肝癌
ＨｅｐＧ２细胞凋亡的效果。
　　Ｂｃｌ２是滤泡性Ｂ细胞淋巴瘤的癌基因，它可延
长细胞的存活时间，但对细胞增殖无促进作用，主要

是通过抑制依赖于线粒体的凋亡途径来发挥作用。

本研究结果表明，无论 ＬＩＧＨＴ基因单独转染还是
ＬＩＧＨＴ基因与ＩＦＮγ联合转染均通过下调 Ｂｃｌ２的
表达来促进肝癌细胞的凋亡，以联合转染组最为显

著，进一步证实ＩＦＮγ能增强 ＬＩＧＨＴ基因诱导肝癌
ＨｅｐＧ２细胞凋亡作用。Ｃａｓｐａｓｅ８蛋白属于半胱氨
酸天冬氨酸蛋白酶家族成员，是死亡受体介导的凋
亡途径中关键的启动子。我们检测到联合转染组和

单转组Ｃａｓｐａｓｅ８明显上调，但两组比较仅１２ｈ差
异有统计学意义，２４、４８ｈ差异不大。表明ＩＦＮγ的
参与在上调Ｃａｓｐａｓｅ８表达中的作用不大。
　　从凋亡因子的检测结果看，ＬＩＧＨＴ基因单独转
染促进肝癌 ＨｅｐＧ２细胞凋亡可能主要通过上调
Ｃａｓｐａｓｅ８的表达来实现。其促进肝癌细胞凋亡的
机制可能为与受体ＬＴβＲ结合，通过募集活化
ＴＲＡＦ３，传递死亡信号，包括下调 ＢｃｌＸＬ，诱导凋亡
信号调节激酶１活化，发挥直接的细胞毒作用并通
过Ｃａｓｐａｓｅ途径诱导肿瘤细胞凋亡［４］。ＬＩＧＨＴ基因
与 ＩＦＮγ联合转染诱导凋亡的作用更为明显。
ＬＩＧＨＴ基因与ＩＦＮγ联合可协同激活 Ｃａｓｅｐａｓｅ３来
使Ｂｃｌ２从抗凋亡的形式转变为亲凋亡的状态，并
通过线粒体途径放大效应。此可能为其促凋亡的机

制之一［５］。
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２００９中国普通外科焦点问题学术论坛会议通知

　　为了促进国内与国际普通外科学术交流，加快普通外科中青年学术交流的国际化进程，由《中华医学杂志英文版》、《中华
医学杂志》、中山大学附属第三医院和兰州大学第二医院共同主办的“２００９中国普通外科焦点问题学术论坛”定于２００９年
５月２２－２５日在广东省广州市召开。会议主要就肿瘤的综合治疗、普通外科微创手术、外科感染与外科营养等热点话题进行
学术探讨，学术交流形式包括大会演讲、论文展板、典型病例讨论、中青年优秀论文评比、手术录像展示等。

　　欢迎国内的普通外科医生参与学术交流，参会代表将获得国家级继续教育学分８分。参会论文请寄８００字以内的中英文
摘要，参加论文竞赛单元的作者请同时寄论文全文（中英文均可）。会议将选择参会的中英文优秀论文分别在《中华医学杂

志》和《中华医学杂志英文版》上刊登。参会论文请寄至：北京市东城区东四西大街４２号，中华医学会《中华医学杂志英文版》
季媛媛 收，邮编：１００７１０。信封上注明“普外论坛征文”。欢迎通过 Ｅｍａｉｌ投稿：２００９ｆｉｓ＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ。会议注册费８００元／人。
会议详细信息请访问：ｗｗｗ．ｃｍｊ．ｏｒｇ。
　　论文投稿截止日期：２００９年４月３０日
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