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Abstract
AIM: To investigate the impact of intervention of 
nuclear factor-κB (NF-κB) activation with tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) monoclonal antibody 
(TNF-α mab) on the proliferation of human 
hepatocellular carcinoma (HCC) HepG2 cells.

METHODS: HepG2 cells were cultured in vitro 
and incubated with TNF-α mab. The changes in 
cell cycle and apoptosis were detected by flow 
cytometry (FCM) and annexin-V/PI double 
staining assay, respectively. The expression of 
NF-κB and TNF-α in human liver cancer, tumor-

adjacent liver tissue, and HepG2 cells were 
quantitatively analyzed by enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA).

RESULTS: The expression level of NF-κB in 
human HCC was higher than that in tumor-
adjacent liver tissue (P < 0.01). The percentage 
of apoptotic cells in HepG2 cells treated with 
TNF-α mab (5 mg/L) was higher than that in 
untreated HepG2 cells (21.45% ± 4.07% vs 5.63% 
± 0.93%, q = 10.07, P < 0.01). The percentage of 
cells in G0/G1 phase was significantly higher in 
HepG2 cells treated with TNF-α mab than in un-
treated HepG2 cells (q = 10.98, P < 0.01) though 
no significant difference was noted in the per-
centage of cells in S phase between the two 
groups of cells. The level of NF-κB in HepG2 
cells treated with TNF-α mab was lower than 
that in untreated HepG2 cells [59.00 ng/mg ± 1.02 
ng/mg nuclear protein (NP) vs 73.88 ng/mg ± 
7.41 ng/mg NP, q = 18.92, P < 0.01]. Increased 
NF-κB level is correlated with decreased TNF-α 
level in HepG2 cells treated with TNF-α mab (r 
= 0.89, P < 0.01). The inhibitory effect of TNF-α 
mab on TNF-α level is dose-dependent (P < 0.01).

CONCLUSION: Intervention of NF-κB activa-
tion by TNF-α mab inhibits the proliferation of 
HepG2 cells by inducing apoptosis and blocking 
the cells in G0/G1 phase.
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摘要
目的: 分析核转录因子-κB(NF-κB)表达及活
化干预对肝癌细胞HepG2增殖的影响. 

方法: 培养HepG2肝癌细胞并给予抗人肿瘤坏
死因子(TNF)-α单克隆抗体, 以流式细胞术和
Annexin V-FITC/PI双色标记法分别检测细胞

®

■背景资料
NF-κB活化与肝
癌发生发展有关, 
TNF-α的转录受
NF-κB调控, 且他
又以自分泌或旁
分泌方式作用于
细胞, 诱导细胞凋
亡同时也激活NF-
κB, 促使细胞建
立快速防御机制, 
发挥抗凋亡作用.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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周期时相和细胞凋亡的变化; 以酶联免疫吸
附法(ELISA)定量分析肝癌组织及用药前后细
胞培养液中TNF-α和核蛋白NF-κB的变化. 

结果: 人肝癌的癌灶组织中NF-κB表达, 较癌
旁组织明显增强(P <0.01); HepG2细胞培养
给予抗TNF-α单克隆抗体(5 mg/L)后, 肝癌细
胞凋亡率明显高于对照(21.45%±4.07% vs  
5.63%±0.93%, q  = 10.07, P <0.01); G0/G1明显
高于对照(66.23%±1.29% vs  59.00%±1.02%, 
q  = 10.98, P<0.01), 而S期细胞比例无明显改变; 
用药后细胞株NF-κB水平明显低于对照(59.00 
ng/mg±1.02 ng/mg核蛋白 vs  73.88 ng/mg±
7.41 ng/mg核蛋白, q  = 18.92, P <0.01), 与培养
液中明显降低的TNF-α水平呈显著正相关(r  = 
0.89, P <0.01), 抑制效应呈浓度依赖性, 高浓度
时作用最明显(P <0.01).

结论: 以TNF-α抗体干预NF-κB信号通路活
化, 可使肝癌细胞凋亡增加, 细胞周期阻滞在
G0/G1期, 肝癌细胞增殖明显抑制.

关键词: 肝细胞癌; 肿瘤坏死因子-α; 核因子-κB; 

凋亡; HepG2细胞
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是在病

毒、化学致癌物等多种因素的影响下, 因癌基

因或癌相关基因激活、抗癌基因失活或胚胎期

某些酶基因重新复活等诸多因素引起的肝细胞

生长失控而致癌变, 期间经历了启动、促进、

演变的多阶段发病过程, 并与基因调控和表达

等密切相关[1-3]. 核转录因子-κB(nuclear factor-
κB, NF-κB)是具有多向性调节作用的转录因子, 
参与细胞增殖与凋亡的调节, 并且能直接影响

细胞周期或DNA复制. 激活的NF-κB在炎症相

关性HCC的发生发展中高表达, 在肝细胞慢性

炎症和癌变之间起桥梁作用[4-6]. 肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)是一种致炎

性细胞因子, 在慢性肝炎、HCC发生时TNF-α
表达明显升高, 炎症性介质TNF-α如何参与肝细

胞癌变, 其机制有待探讨[6-8]. 我们对人肝癌及癌

旁组织中的NF-κB进行定量分析, 并在体外培养

HepG2细胞株, 给予不同浓度抗TNF-α单克隆抗

体, 动态观察细胞凋亡和周期时相变化、NF-κB

和TNF-α变化, 以探讨经抗TNF-α干预NF-κB活
化通路对HepG2细胞增殖的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人HepG2肝癌细胞株, 由南京凯基生物

科技发展有限公司提供. LEAFTM Purified anti-
human TNF-α单克隆抗体(BioLegend, 美国)购自

达科为生物技术有限公司; RPMI 1640及胎牛血

清购于Hyclone公司; 0.25%胰蛋白酶溶液、青

霉素-链霉素溶液(100×)、L -谷氨酰胺溶液(100
×)、磷酸盐缓冲液、二甲基亚砜、Annexin-V-
FITC凋亡检测试剂盒、碘化丙啶、RNaseA及

Tr i ton X-100、细胞核蛋白与细胞质蛋白抽提

试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒均购自碧云

天生物技术有限公司; 人NF-κB ELISA试剂盒

(Cusabio, 美国)购自武汉华美生物技术有限公

司; 人TNF-α ELISA检测试剂盒(ADL, 美国)购
自上海生物工程技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 人肝癌组织与总RNA制备: 收集2009-03/ 
2009-12手术后新鲜肝癌组织标本, 按自身配

对原则, 留取癌和癌旁组织共30份, 每份约200 
mg, 经病理学检查均为原发性肝癌, 肝组织置

于-85 ℃冰箱保存备用. 取肝组织50 mg置于无

RNA酶匀浆器中, 加入TRIzo l RNA抽提试剂

(Gibco公司)1.0 mL匀浆, 氯仿, 异丙醇, 乙醇等制

备总RNA, 于60 ℃, 10 min. 在UV2201型紫外分

光光度计上测定A 260和A 280值, 比率为1.8-2.0.
1.2.2 肝匀浆制备和核蛋白提取: 在分析天平上

称取肝组织50 mg, 剪成非常细小的组织碎片

置于经高压灭菌的匀浆器中, 再按细胞核蛋白

与细胞质蛋白抽提试剂盒的使用说明进行操

作, 方法主要为: 加入适当量的组织匀浆液, 冰
浴中充分匀浆, 经离心后移去上清, 再加入含有

PMSF的细胞质蛋白抽提试剂A, 震荡和冰浴后

加入试剂B, 再次震荡, 冰浴, 离心后移去上清, 
此时加入含有PMSF的核蛋白提取试剂, 经反复

震荡冰浴共30 min后, 离心吸取上清(即核蛋白), 
置于-85 ℃冰箱保存备用. 以上抽提蛋白的所有

步骤均在冰上或4 ℃进行.
1.2.3 细胞培养及分组: HepG2肝癌细胞常规复

苏后, 以完全培养液(含100 mL/L胎牛血清、100 
kU/L青霉素、100 mg/L链霉素及1% L -谷氨酰

胺的RPMI 1640培养液, 简称完培)在37 ℃, 50 
mL/L CO2及100%湿度的条件下培养. 适时传代, 
取对数生长期的细胞进行实验. 将细胞分为单

■研发前沿
肿瘤坏死因子-α 
(TNF-α)是一种致
炎性细胞因子, 在
慢性肝炎、HCC
发生时TNF-α表达
明显升高, 炎症性
介质TNF-α如何参
与肝细胞癌变, 其
机制有待探讨.
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抗组和对照组, 每组设3个复孔. 抗人TNF-α单克

隆抗体, 稀释成5、0.5、0.05 mg/L 3个浓度, 对
照组不加任何药物. 48 h后收集细胞备用. 
1.2.4 细胞周期时相的变化: 取对数生长期细胞, 
调整细胞密度为105/mL, 以每孔2×105细胞接种

于6孔培养板, 常规培养24 h后弃去培养基, 加入

无血清的RPMI 1640培养24 h使细胞周期同步

化, 然后换用添加药物的完全培养基2 mL进行

培养. 48 h后以0.25%胰蛋白酶消化收集细胞, 离
心1 000 r/min×5 min, 弃上清液, PBS洗涤细胞

2次. 以预冷(-20 ℃)的700 mL/L乙醇2 mL固定

(4 ℃, 72 h). 离心1 000 r/min×5 min, 除去固定

液, PBS洗涤细胞2次. 在细胞沉淀中加入1 mL碘
化丙啶(propidium iodide, PI)混合染液(柠檬酸三

钠0.25 g, Triton X-100 0.75 g, PI 0.025 g, 核糖核

酸酶0.005 g, 双蒸水250 mL), 4 ℃避光放置30 h. 
过300目细胞筛网, 以488 nm波长为激发光上机

检测, Macguit软件分析细胞周期分布.
1.2.5 细胞凋亡检测: 取对数生长期细胞, 调整细

胞密度为105/mL, 以每孔5×104细胞接种于24孔
培养板, 常规培养24 h后弃去培养基, 换用添加

了药物的完培0.5 mL继续培养, 48 h后吸出各孔

培养液至离心管, PBS洗涤细胞2次, 以0.25%胰

蛋白酶消化收集细胞于对应的离心管内, 离心

1 000 r/min×5 min, 弃上清, PBS洗涤细胞2次, 
弃上清. 加入195 μL Annexin V-FITC结合液(1×)
轻轻重悬细胞, 再加入5 μL Annexin V-FITC, 轻
轻混匀, 室温(20 ℃-25 ℃)避光孵育10 min. 离心

1 000 r/min×5 min, 弃上清, 加入190 μL Annexin 
V-FITC结合液(1×)轻轻重悬细胞. 加入10 μL PI
染色液, 轻轻混匀, 冰浴避光放置. 使用流式细

胞仪进行检测分析.
1.2.6 细胞收集: 取对数生长期的细胞, 调整细胞

密度为105/mL, 以每孔2×105细胞接种于6孔培

养板, 常规培养24 h时后弃去培养基, 换用添加

了药物的完培2 mL进行培养. 48 h后吸出各孔内

的培养液, -80 ℃保存备用. 细胞以PBS清洗2次, 
用细胞刮子收集细胞于离心管内, 1 000 r/min×
5 min. 弃上清液, 留下细胞沉淀. 按照细胞核蛋

白与浆蛋白抽提试剂盒说明书提取细胞核蛋白, 
以BCA法测定核蛋白的浓度.
1 .2.7  N F-κ B定量分析 :  N F-κ B活性测定按

TransAM(Active Motif提供)的具体说明进行. 其
方法: 每孔加结合缓冲液30 μL和10 μL细胞核

蛋白提取液, 并加细胞裂解液(cell lysis buffer, 
CLB)20 μL. 阳性对照孔中加2.5 μg Jurkat核提取

物并稀释到20 μL CLB中, 空白孔中只加20 μL 
CLB液体. 标准孔中依次加20 μL重组蛋白质P50
或P65, 封板后置于震荡培养箱中室温孵育1 h. 
每孔以洗涤液200 μL洗3次. 然后加入100 μL稀
释的NF-κB抗体, 封板后置室温孵育1 h, 再以洗

涤液200 μL洗3次. 每孔加100 μL HRP结合的抗

体, 封板后置室温震荡1 h, 以洗涤液200 μL洗4
次. 每孔加100 μL显色剂, 室温置2-10 min, 每孔

加终止液100 μL, 测定A 450nm值, 根据标准曲线计

算出蛋白浓度.
1.2.8 TNF-α浓度测定: 取出浆蛋白提取液中总

浆蛋白浓度以BCA法测定, 临用前试剂A和B以
50∶1配制成适量BCA工作液. 取蛋白标准品10 
μL用9 g/L生理盐水稀释到100 μL. 将标准品按0, 
1, 2, 4, 8, 12, 16和20 μL加到96孔板的标准品孔

中, 除最后1孔外其余加标准品稀释液补足至20 
μL. 根据样品浓度的高低, 加适当体积样品到样

品孔中, 加标准品稀释液到20 μL, 各孔加入200 
μL BCA工作液, 37 ℃放置30 min, 在酶标分析仪

上578 nm处测定其A值, 按标准曲线计算蛋白浓

度. 肝组织匀浆及血清中TNF-α水平测定严格按

操作说明书进行.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 多个样

本均数间的比较先进行方差齐性检验, 方差相

等时采用t检验或者方差分析, 用Stata7.0统计软

件处理数据, 以P <0.05表示差别有统计学意义.

2  结果

2.1 人癌及癌旁组织中总RNA水平和NF-κB浓度

比较 肝癌组织中核酸代谢旺盛, 人HCC组织总

RNA表达水平(比浓度: 每毫克湿质量肝组织中

总RNA微克数)明显低于自身的癌周(non-HCC)
组织(P <0.01, 图1A), 因癌灶组织中存在更多的

坏死组织所致; 而癌周组织中NF-κB表达水平, 
以湿质量肝组织的比浓度计算, 癌组与癌旁组

NF-κB表达差异明显, 癌组NF-κB比浓度大约是

癌旁组的3倍(P <0.01, 图1B); 如以肝微克RNA计

算NF-κB比浓度, 癌组织NF-κB表达水平则十分

显著地高于癌周组织(P <0.01).
2.2 TNF-α单抗干预对HepG2周期的影响 经不

同浓度TNF-α单抗(0.05、0.5、5 mg/L)作用后, 
HepG2细胞周期时相发生了改变(表1, 图2). 单
抗组G0/G1期细胞比例明显高于对照组, 且呈现

剂量依赖性. 随着单抗浓度增加, G0/G1期比例升

高, 以5 mg/L时最高(P <0.01), 而S期比率无明显

改变(P >0.05). 经0.05、0.5和5 mg/L TNF-α单抗

■创新盘点
本研究对人肝癌
及癌旁组织中的
NF -κB进行定量
分析, 并在体外培
养HepG2细胞株, 
给予不同浓度抗
TNF-α单克隆抗
体, 动态观察细胞
凋亡和周期时相
变化、NF -κB和
TNF-α变化, 以探
讨经抗TNF-α干
预NF -κB活化通
路对HepG2细胞
增殖的影响.
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作用后, 在DNA组方图(图2)可见明显的凋亡峰

出现, 且随TNF-α单抗浓度的增加, HepG2细胞

的凋亡比率也随之逐渐增高.
2.3 TNF-α单抗诱导HepG2细胞凋亡 TNF-α单抗

作用后, HepG2细胞凋亡率明显增加, 呈现剂量

依赖性(表2). 随着单抗浓度增加, 凋亡细胞比例

明显上升, 5 mg/L时达到最高(P <0.01), 但中、低

浓度组凋亡率未见统计学意义(P >0.05).
2.4 用药后NF-κB和TNF-α的定量分析 TNF-α单
抗作用后, HepG2细胞表达的NF-κB明显降低, 并
呈明显浓度依赖性(表3). 随着药物浓度增加, NF-
κB水平逐渐降低, 以5 mg/L时最低(P <0.01). 用
药组培养液中TNF-α浓度也明显低于对照组, 并
呈浓度依赖性. 随着药物浓度的增加, 培养液中

TNF-α量逐渐降低, 以5 mg/L时最低(表3). NF-κB
水平与TNF-α呈正相关(r  = 0.89, t  = 9.22, P<0.01).

3  讨论

NF-κB是一种能与免疫球蛋白κ轻链基因的增强

子κB序列特异性结合的蛋白质因子, 具有广泛

生物学活性[9,10]. NF-κB能调节许多细胞因子、

生长因子的转录, 参与细胞增殖与凋亡的调节, 
且能直接作用于细胞周期或DNA复制, 导致肿

瘤的发生发展. 除胚胎细胞外, 正常细胞中NF-
κB表达很少, 且在κB抑制因子(inhibitor κB, IκB)
作用下处于失活状态, 但在肿瘤细胞中NF-κB被
激活. HCC发生发展具有多病因、多中心和多

阶段的特征, 其病原学因素主要为HBV、HCV
感染. 我国HCC患者中90%伴HBV感染, HBV或

HCV的持续感染, 肝细胞长期慢性炎症导致肝

硬化, 最终发展为肝癌[11,12]. 肝癌组织中核酸代

谢旺盛, 肝炎病毒感染能刺激NF-κB表达并使其

DNA结合能力增强, 胞内NF-κB异常与HCC发
生发展密切相关.

正常肝细胞中NF-κB异二聚体在胞质内与

IκB结合, 当他受到细胞因子、有丝分裂原、病

毒等刺激剂激活后, IκB发生磷酸化并降解, NF-
κB核定位信号暴露并转入核内与靶基因的κB
基序结合, 增强其表达, NF-κB在细胞增殖和凋

亡中扮演重要的角色. 在诱癌过程中随着肝细

胞癌变的发生, NF-κB的水平越来越高, 在肝细

胞变性组, 其总体趋势已明显高于正常对照组, 
在肝细胞发生癌变时, 其活性达高峰[13,14], 提示

HCC是NF-κB高表达肿瘤, NF-κB可参与肝细胞

的癌变过程, 浓度的进行性增加可反映肝细胞

的早期癌变, 可见NF-κB在肝癌发生发展中的重

要作用[15,16].

表  1  不同浓度单抗对HepG2细胞周期的影响

     
浓度(mg/L) G0/G1比率(%)         q 值         S期比率(%)       q 值

对照组	 59.00±1.02	         31.11±4.16

0.05	 61.19±1.49         2.75     26.24±1.89     2.68  

0.5	 64.42±0.53b        7.66     26.25±3.17     2.68  

5	 66.23±1.29bd     10.98     25.03±2.95     3.35

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  低浓度组.

表  2  不同浓度单抗作用HepG2细胞凋亡率的变化

     
浓度(mg/L)       早期凋亡率(%)	             q 值	 P 值

对照组	          5.63±0.93	

0.05	          8.93±2.49	           2.10             >0.05       

0.5	        10.27±2.44	           2.96             >0.05    

5	        21.45±4.07b	         10.07             <0.01

bP<0.01 vs  其他组.

表  3  不同浓度单抗作用后细胞分泌TNF-α及NF-κB的变化

     
浓度(mg/L) TNF-α(ng/L)       q 值 NF-κB(mg/g核蛋白)  q 值

对照组	  20.57±7.97                 73.88±7.41

0.05	  15.42±3.22     2.03     41.81±4.08       8.76   

0.5	    7.58±1.08a    5.11     17.24±9.26a    15.47   

5	    1.30±1.53ab   7.58       4.60±1.87ab   18.92

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.01 vs  低浓度组.

图  1   人肝癌与癌周组
织中总RNA及NF-κB浓
度变化. A: 总RNA; B: 

NF-κB. bP<0.01 vs  non-

HCC组.
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■应用要点
在小鼠肝癌模型
中采用TNF-α抗
体干预, 可以阻断
NF-κB活化, 促使
异型肝细胞发生
凋亡, 使肝细胞癌
变进程受到抑制, 
可见TNF-α抗体
能用于炎症相关
性肝癌的治疗.
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HBV和HCV的慢性持续感染与肝癌发生

关系极为密切, HBxAg主要通过ras-raf-map激
酶通路激活NF-κB, 而HCV核心蛋白可能通过

与TNF受体Ⅰ和LTβ受体结合后激活NF-κB, 抑
制携带肝炎病毒的肝细胞的凋亡 ,  促进其增 
生[17,18]. 肝炎病毒利用各种通路激活NF-κB, 促
使病毒复制, 细胞向恶性转变, 抑制癌细胞凋亡. 
病毒感染的癌组织中NF-κB表达均高于正常肝

组织, HBxAg阳性癌组织的胞质及胞核均有NF-
κB表达, 而HBxAg阴性癌组织中, NF-κB仅见胞

质; 若将PCDNA3-1-HBX转导至人HCC细胞株

HCC-9204时, NF-κB可在癌细胞的胞核中出现, 
说明HBxAg能激活NF-κB并使其转移至癌细胞

核[19,20]. 本研究中人肝癌组织及癌旁组织中均能

定量检测到NF-κB活性, 且癌组织明显高于癌旁

组织, 可见肝癌细胞NF-κB增强表达与癌细胞生

长密切相关.
TNF-α为非糖基化蛋白多肽, 主要是由巨

噬细胞产生, 具有多种生理活性. 活化的NF-κB
能抑制细胞的凋亡, 在肝脏发育过程中能保护

胚胎肝细胞免受TNF-α等介导的凋亡. NF-κB
活化与肝癌发生发展有关, TNF-α的转录受NF-
κB调控, 且他又以自分泌或旁分泌方式作用于

细胞, 诱导细胞凋亡同时也激活NF-κB, 促使细

胞建立快速防御机制, 发挥抗凋亡作用[21,22]. 给
予TNF-α单抗后, HepG2细胞培养液中可检出

TNF-α, 其水平明显低于对照组, 浓度越高, 中和

的效果越好; NF-κB水平在单抗组明显低于对照

组, TNF-α与NF-κB水平呈正相关. 提示TNF-α
单抗消耗培养液中TNF-α干预NF-κB活化, 抑制

NF-κB进入细胞核内发挥转录作用.
NF-κB是多种抗凋亡基因表达的主要激活

子, 而TNF-α所介导的NF-κB信号通路的活化是

肝癌细胞抵抗凋亡、耐药的原因之一[23-25]. 给予

TNF-α抗体, HepG2细胞凋亡明显增加, 并呈现

剂量依赖性, TNF-α单抗可间接促进肝癌细胞的

凋亡. 主要是通过抑制NF-κB活化, 影响TNF-α
和NF-κB间正反馈调节机制, 减弱其抗凋亡效应

而发挥作用. 恶性肿瘤发生发展与细胞周期的

紊乱密切相关. NF-κB能直接作用于细胞周期或

DNA复制, 通过促进cyclin D的表达促使细胞周

期从G0/G1期向S期转化, 使细胞增殖失控从而

参与肿瘤的发生发展. TNF-α抗体组G0/G1期比

率明显高于对照组, 而S期无明显改变. 说明单

抗抑制NF-κB活化, HepG2细胞分裂增殖受到抑

制, 细胞周期阻滞在G0/G1期, 表明TNF-α单抗干

预NF-κB活化可抑制癌细胞增殖. 本研究表明

TNF-α单抗能明显抑制NF-κB信号通路的活化, 
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图  2  不同浓度单抗作用后HepG2细胞周期的变化. A: 0 mg/L; B: 0.05 mg/L; C: 0.5 mg/L; D: 5 mg/L.
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诱导癌细胞凋亡, 使细胞周期阻滞在G0/G1期, 其
在肝癌的免疫治疗中具有良好的应用前景[26,27].
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