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Abstract
AIM: To observe the inhibi tory ef fect of 
recombinant adenovirus Ad-IκBaM on the 
activation of nuclear factor kappa B (NF-κB) as 
well as the enhancing effect of arsenious acid on 
the apoptosis of hepatocellular carcinoma cells.

METHODS: Hepatocellular carcinoma cell lines 
BEL-7402 and SMMC-7721 were treated with 
different concentrations of arsenious acid, re-
spectively. The recombinant adenoviruses were 
prepared to transfect BEL-7402 and SMMC-7721 
cells received or not received arsenious acid 
treatment. MTT assay and TUNEL method were 
used to observe the growth and apoptosis of the 
cells, respectively. Electrophoretic mobility shift 
assay (EMSA) and Western blot were performed 
to detect the activation of NF-κB and its inhibi-

tion after Ad-IκBaM transfection, respectively.

RESULTS: MTT indicated that the prolifera-
tions of BEL-7402 and SMMC-7721 cells were 
significantly suppressed after treatment of ar-
senious acid with different concentrations (P 
< 0.05). Western blot and EMSA showed that 
arsenious acid markedly inhibited the growth of 
liver cancer cells, and promoted the activation 
of NF-κB. After transfection with Ad-IκBaM, 
the activation of NF-κB induced by arsenious 
acid was dramatically inhibited. The apoptosis 
rates were 66.47% and 36.67% in SMMC-7721 
cells transfected with Ad-IκBaM and Ad-IκBa, 
respectively, and they were 74.5% and 32.37% in 
Bel-7402 cells transfected with Ad-IκBaM and 
Ad-IκBa, respectively.

CONCLUSION: Arsenious acid has obvious ef-
fect in the treatment of hepatocarcinoma, but it 
promotes the activation of NF-κB at the same 
time. Recombinant adenovirus Ad-IκBaM can 
inhibit NF-κB activation while increase the effect 
of Arsenious acid effectively.

Key Words: Nuclear factor kappaB; Hepatocellular 
carcinoma; Arsenious acid; Gene therapy; Recom-
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摘要
目的: 观察感染Ad-IκBaM对NF-κB激活的抑
制及对亚砷酸诱导肝癌细胞凋亡的增强效应, 
探讨亚砷酸对肝癌细胞的治疗作用. 

方法: 选择人肝癌细胞系BEL-7402和SMMC- 
7721, 以不同浓度亚砷酸处理. 制备重组腺病
毒Ad-IκBaM, 用来转染经和未经亚砷酸处理
的肝癌细胞. MTT和TUNEL方法观察各组细
胞生长及凋亡情况; 应用EMSA及Western blot
研究肝癌细胞核内NF-κB的激活情况和感染
Ad-IκBaM对NF-κB激活的抑制效果. 
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■背景资料
肝癌是消化系统
常见的恶性肿瘤, 
大多数患者发现
时已是晚期或一
般状态差, 失去了
手术机会, 被称为
“癌中之王”. 选
择一种适合晚期
肝癌患者的治疗
方法, 提高化疗药
物的效果是临床
医生亟待解决的
问题.



结果: MTT结果表明各浓度亚砷酸对肝癌细
胞的作用较正常肝细胞显著(P <0.01); Western 
b lot和EMSA结果提示亚砷酸可明显抑制肝
癌细胞生长, 使细胞内NF-κB系统活化; 感染
重组腺病毒Ad-IκBaM的肝癌细胞后, 亚砷
酸引起的NF-κB的激活受到明显抑制. 亚砷
酸联合Ad-IκBaM或Ad-IκBa作用于肝癌细
胞SMMC-7721的凋亡指数分别为66.47%和
36.67%; 亚砷酸联合Ad-IκBaM或Ad-IκBa
作用于肝癌细胞Bel-7402的凋亡指数分别为
74.5%和32.37%.

结论: 亚砷酸对肝癌细胞有明显的杀灭作用, 
同时激活了肝癌细胞内的NF-κB; 应用重组腺
病毒Ad-IκBaM可以有效抑制NF-κB的激活, 
并可明显增强亚砷酸对肝癌细胞的作用.
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0  引言

亚砷酸最初用于急性早幼粒细胞白血病(ALP)
的治疗, 取得了极高的临床缓解率, 得到全世界

的普遍认可. 近年来, 国内外学者尝试将砷剂用

于肝癌的治疗, 同样取得了一定的效果[1-4]. 核转

录因子NF-κB[5-7]是调节细胞基因转录的关键因

子, 参与多种凋亡相关基因转录, 在肿瘤的发生

和发展过程中发挥重要作用. 本研究观察了亚

砷酸对肝癌细胞的作用以及肝癌细胞核内转录

因子NF-κB的激活情况; 联合应用NF-κB的超抑

制物Ad-IκBaM, 观察其对NF-κB的激活的抑制

作用及对亚砷酸疗效的增强效果, 探索药物联

合基因治疗肝癌的新途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系BEL-7402和SMMC-7721, 
正常肝细胞系HL-7702, 均购自中科院上海细

胞所细胞库; 人胚肾细胞293细胞由重庆医科

大学肝病研究所惠赠; 第32和36位丝氨酸位点

诱变为丙氨酸的中国人IκBaM重组腺病毒和

未突变的对照腺病毒重组体Ad-IκBa为刘冰熔

博士构建[8-9]; 亚砷酸注射液(哈尔滨伊达药业有

限公司), 使用时用RPMI 1640配制成所需浓度; 
RPMI 1640培养液、HDMEM培养液及胎牛血
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清(Gibco公司产品); MTT试剂(上海华舜生物公

司); TUNEL反应试剂盒(Roche公司); 核蛋白提

取蛋白酶抑制剂及EMSA试剂盒(Promega), ECL
试剂盒(Pharmacia); g-32P-ATP(Perkin Elmer).
1.2 方法 

1.2.1 重组腺病毒Ad-IκBaM和Ad-IκBa的扩增 
将1 mL病毒原液加无血清培养基4-5 mL加入含

有5×106个293细胞的25 cm培养瓶中, 于37℃, 
50 mL/L CO2孵育4-6 h, 弃掉培养液; 加入新鲜

含20 mL/L胎牛血清的DMEM培养基3 mL, 于
37℃, 50 mL/L CO2培养, 感染不同时间后在荧光

显微镜下观察GFP表达情况; 待有大量细胞表达

GFP且有部分细胞漂浮时(约5-10 d), 将293细胞

用细胞刮子刮下, 加DMEM 2 mL, 800 r/min离心

5 min弃上清, 用1 mL冷PBS重悬, 收集细胞于

EP管中-20℃保存; 将收集的293细胞以反复冻

融法(将细胞和上清液收集到塑料离心管中, 密
封后放置液氮中10 s, 在室温下缓慢解冻并震荡, 
反复5次, 离心, 取上清)提取病毒液. 
1.2.2 重组腺病毒Ad-IκBaM和Ad-IκBa的病毒

滴度测定 将293细胞以4×105/孔培养于6孔板

中; 取待测的病毒液0.2 mL加入装有1.8 mL PBS
的EP管中, 混匀后一次做10倍比稀释至第6管; 
取每一稀释度病毒液400 mL稀释液加至293细胞

培养板(6孔板)中, 37℃, 于50 mL/L CO2孵箱中

吸附4-6 h; 换新鲜培养基, 继续培养18-36 h于荧

光显微镜下计数GFP阳性细胞数; 选择70%-80%
细胞被感染的孔内细胞, 按下列公式计算病毒

滴度. 病毒滴度(PFU/mL) = GFP阳性细胞数×

病毒上清稀释倍数/0.4 mL.
1 . 2 . 3  病 毒 感 染 效 率 测 定  将肝癌细胞系

SMMC-7721, BEL-7402以105/孔接种六孔培养

板中, 待24 h后感染病毒; Ad-IκBaM以25, 50, 
100, 200 MOI(病毒感染单位)感染2种肝癌细胞; 
按以下公式计算加入病毒体积, 吸附1 h后追加

培养基, 48 h后倒置荧光显微镜观察计数所有发

绿光细胞, 同时计数该视野所有细胞数. V (加入

病毒体积) = MOI×接种细胞数/(pfu/mL).
1.2.4 不同浓度亚砷酸对肝癌细胞的抑制率 血
球计数板计数后将细胞密度调整为4-5×107/L. 
96孔板每孔加细胞悬液100 μL, 培养液100 μL, 
调零孔加200 μL培养基. 细胞贴壁后按预定计

划分别加入不同浓度的化疗药. 于24, 48, 72 h, 
各取一块96孔板, 除调零孔外, 每孔小心吸弃培

养基110 μL后, 加入新鲜配制的浓度为5 g/L的
MTT 10 μL. 继续培养3 h后取出培养皿, 每孔
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■研发前沿
基因治疗是近年
来随着分子生物
学的发展而发展
起来的一种极具
前途的肿瘤治疗
方法. NF-κB是一
种重要的核转录
因子, 近年来受到
广泛关注, 其具有
重要的生物学功
能, 在多种肿瘤细
胞的抗凋亡机制
中起着十分重要
的作用.
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加DMSO 100 μL, 轻轻晃摇5 min后放入培养箱

30 min后取出, 用酶联仪于570 nm测定吸光度值

(A ). 结果用多因素方差分析进行统计学分析; 抑
制率(%) = (1-加药孔平均A值/对照孔平均A值)
×100%.
1.2.5 实验分组及处理 以常规培养的BEL-7402, 
SMMC-7721以及HL-7702三种细胞为空白对照, 
治疗组以两种肝癌细胞感染腺病毒Ad-IkBaM,  
24 h后加入2 mmol/L亚砷酸, 继续培养24 h后收

取细胞进行进一步实验; 治疗对照组为两种肝

癌细胞感染Ad-IkBa, 24 h后加入2 mmol/L的亚

砷酸, 继续培养24 h. 
1.2.6 Western blot法 按照Sasaki et al [10]方法提取

各组细胞的核蛋白, Bradford方法测定蛋白浓

度. SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳: PAGE胶电泳, 每
孔加入蛋白30 mg与6×加样缓冲液混均, 加热

煮沸5 m in; 立即放于冰上, 待完全冷却后, 加
样. 电泳时用200 V恒定电压, 泳动1 h左右. 转
膜: 剪切与凝胶大小一致的12张Whatman 3 mm
滤纸和1张PVDF膜, 作好标记后, 将其浸泡于甲

醇中3 s, 待完全湿透后, 浸于转移缓冲液中30 
m in; 然后, 按“三明治”法将其安放于电转移

器中, 加入适量转移缓冲液, 30 V, 转移3 h. 封闭: 
将PVDF膜放入含50 g/L脱脂奶粉的TBS-T液中, 
室温下震荡封闭1 h. 杂交: 用TBS-T液漂洗膜3
次, 5 min/次, 加入1∶500稀释的一抗, 室温下杂

交2 h; TBS-T液洗膜3次, 5 min/次, 加入1∶500
稀释的HRP标记的二抗, 室温下杂交1 h, 再用

TBS-T液洗膜3次. 化学发光自显影: 将杂交后的

膜放于一个干净的器皿中. 将ECL的A, B液以1∶
1比例混合并加到膜面上, 暗处反应1 min, 用保

鲜膜包好, 放入暗盒中, 在暗室中压片、发光自

显影2-5 min、洗片. 
1.2.7 凝胶迁移率分析法(EMSA)检测细胞核内

NF-kB的活性 按照Promega公司Gel Shift Assay 
Systems试剂盒说明书进行. g-32P标记NF-kB寡
核苷酸探针, 配制60 g/L聚丙稀酰胺凝胶, 胞核

提取物和NF-kB寡核苷酸探针结合反应37℃水

浴中反应45 min, 1×TBE中, 4℃ 250 V电泳, 直
到溴酚兰距凝胶底部约1/2; 600 mL/L冰醋酸溶

液浸泡15 min取出凝胶并吸干残余水分, 用保鲜

膜覆盖; 将凝胶放入装有X光片的暗盒中, 保鲜

膜面朝向X光片, 于-30℃放射自显影24-48 h. 
1 . 2 . 8  原 位 末 端 脱 氧 核 苷 酸 转 移 酶 标 记 法

(T U N E L)检测凋亡  将细胞进行冷丙酮固定

30 min, 于紫外灯下照射10 min, 荧光显微镜下

观察, 至GFP完全淬灭. 30 g/L过氧化氢室温作

用10 min, PBS冲洗3次, 5 min/次; 1 mL/L Triton 
X-100冰上作用2 min, PBS冲洗3次, 5 min/次; 每
片加入TUNEL反应混合液, 避光37℃作用1 h; 
PBS冲洗3次, 5 min/次后, 荧光显微镜下观察计

数并照相.

2  结果

2.1 腺病毒滴度及感染效率测定 A d-I k B a和

Ad-IkBaM经293细胞扩增滴度分别为8.3×1012 

pfu/L和8.5×1012 pfu/L. 25, 50, 100, 200 MOI对
SMMC-7721的感染效率分别为: 11%, 46%, 95%
和90%; 25, 50, 100, 200 MOI对Bel-7402的感

染效率分别为: 6%, 30%, 74%和95%. 选择100 
MOI为Ad-IkBaM对SMMC-7721的感染剂量; 
200 MOI为Ad-IkBaM对BEL-7402的感染剂量. 
2.2 MTT检测抑制率 不同浓度的亚砷酸(0.5, 1, 
2, 4, 8 mmol/L)处理细胞Bel-7402, SMMC-7721, 
HL-7702, 于24, 48, 72 h观察亚砷酸对肝癌细胞

生长的抑制情况. 亚砷酸可以抑制肝癌细胞及

正常肝细胞增殖, 随着作用时间的延长, 抑制作

用逐渐增强, 呈时间依赖性; 各浓度亚砷酸对肝

癌细胞的作用较正常肝细胞显著(P <0.01), 表明

■相关报道
国内外均有关于
NF-κB相关报道, 
探讨其在炎症、

免疫、细胞增殖
等多种生理、病
理过程的基因调
控, 并把NF-κB抑
制剂应用于基础
及临床研究中.

图   1   不 同 浓 度 的 亚 砷 酸 对 细 胞 生 长 的 抑 制 作 用 .  A : 

SMMC-7721; B: Bel-7402; C: HL-7702.
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亚砷酸的作用有选择性, 对肝癌细胞的作用强

于正常细胞. 选择对肝癌细胞抑制率没有明显

差别的最小亚砷酸浓度为以下实验的浓度, 即
2 mmol/L(图1).
2.3. Western blot免疫印记杂交结果 正常肝细胞

HL-7702细胞核内几乎没有NF-kB表达; 肿瘤细

胞系BEL-7402, SMMC-7721仅有NF-kB的低水

平表达. 感染重组腺病毒Ad-IkBa的细胞经化疗

药物作用后其NF-kB的表达量显著增加; 而感

染Ad-IkBaM后再给予表阿霉素、丝裂霉素处

理后可见NF-kB表达量较Ad-IkBa组明显减低

(图2).
2.4 EMSA的检测结果 肝癌细胞SMMC-7721和

Bel-7402在三氧化二砷的作用下有NF-kB的表

达, 感染了重组腺病毒Ad-IkBa的两种细胞, 其
NF-kB的表达无明显变化. 但感染了重组腺病毒

Ad-IkBaM的两种细胞NF-kB的表达被明显抑制

(图3).
2.5 TUNEL法检测凋亡 以有荧光者为阳性, 选
择细胞分布均匀, 背景清晰的区域, 在高倍镜下

计数同一视野细胞总数, 计算荧光细胞所占百

图  2  Western blot法检测细胞核内NF-kB表达情况. A: 

BEL-7402细胞; 1: HL-7702; 2: BEL-7402; 3: 亚砷酸+Ad-

IkBa; 4: 亚砷酸+Ad-IkBaM; B: SMMC-7721细胞; 1: 

SMMC-7721; 2: 亚砷酸+Ad-IkBa; 3: 亚砷酸+Ad-IkBaM.

1                 2               3                4A

1                       2                      3B

1           2           3A

1          2           3B

图   3   两 种 细 胞
细 胞 核 内 N F - k B
表 达 ( E M S A ) .  A : 

SMMC-7721细胞; 

B: BEL-7402细胞; 

1: 细胞+亚砷酸; 2: 

感染Ad-IkBa的细

胞+亚砷酸; 3: 感染

Ad-IkBaM的细胞

+亚砷酸.

■同行评价
本文研究方法和
技术具有一定创
新性, 实验对照的
设计合理可靠, 统
计学处理方法的
使用恰当, 文章的
科学性、创新性
和可读性较好.

图  4  TUNEL法检测细胞凋亡的结果. A, B: SMMC-7721细

胞; C, D: BEL-7402细胞; A, C: 亚砷酸+Ad-IkBa; B, D: 亚

砷酸+Ad-IkBaM.

A

B

C

D
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分比为凋亡率(AI). 亚砷酸联合Ad-IkBaM或Ad-
IkBa作用于肝癌细胞SMMC-7721的凋亡指数

分别为66.47%和36.67%; 亚砷酸联合Ad-IkBaM
或Ad-IkBa作用于肝癌细胞Bel-7402的凋亡指数

分别为74.5%和32.37%(图4).

3  讨论

低剂量的砷剂作为药物使用在传统中医中药已

有近千年的历史, Science著文称“这是继全反

式维甲酸(ATRA)之后又一令人震惊的发现” [11]. 
几十年来, 亚砷酸在APL的治疗中取得了突破

性进展, 初发的APL患者仅仅依靠单一用药即

可取得70%-90%的完全缓解率, 同时只引起轻

度的骨髓抑制. 表明低剂量砷剂对肿瘤细胞的

治疗作用远远超过了他对正常细胞的毒性作用, 
使其有望成为一种优于其他细胞毒药物的抗肿

瘤制剂. 研究发现, 亚砷酸通过不同的机制影响

细胞的信号传导途径, 最终产生一系列细胞学

效应, 包括诱导细胞的凋亡、生长抑制、促发

或抑制分化和抑制血管形成等. 核转录因子NF-
kB(nuclear factor-kB), 是由Sen和Baltimore[12]于

1986年首先在B细胞中发现的一种结合于免疫

球蛋白k轻链增强子上的核蛋白. 随后他们发现

NF-kB不仅存在于B细胞而且也存在于多种细

胞中. 进一步的研究表明, NF-kB是一种重要的

核转录因子. 他存在于多种细胞, 并参与炎症、

免疫、细胞增殖等多种生理、病理过程的基因

调控. 1996年Hsu et al [13]发现, 当TNF作用于肿

瘤细胞时, 肿瘤细胞通过激活NF-kB而发挥抗凋

亡途径. 随后, 越来越多的研究表明肿瘤细胞的

抗凋亡能力与NF-kB激活直接相关[14-17]. NF-kB
抗凋亡机制的发现, 使人们对肿瘤细胞抗凋亡

作用机制的研究有了突破性进展. 因而如何有

效地抑制肿瘤细胞的NF-kB活性进而将其应用

于抗肿瘤治疗是一个具有重要现实意义的课

题[18-21]. 我们从中国人外周血单核细胞中成功克

隆了中国人IkBa基因, 进而应用定点诱变方法

成功构建了NF-kB超抑制物IkBaM, 并在此基础

上应用最新的腺病毒构建系统构建了重组腺病

毒Ad-IkBaM. 本研究在已有的研究基础上, 以
两株肝癌细胞为对象, 应用三氧化二砷对其进

行治疗研究, 进一步证实了亚砷酸能够明显抑

制肿瘤细胞生长的同时对正常肝细胞影响很小

(P <0.01), 他通过诱导肿瘤细胞凋亡发挥作用, 
同时应用Western blot及EMSA发现应用亚砷酸

后出现肝癌细胞内NF-kB系统活化. 提示肝癌细

胞可能通过NF-kB系统活化使亚砷酸诱导的肿

瘤细胞凋亡机制受阻, 从而影响了亚砷酸治疗

实体肿瘤的效果. 为了提高亚砷酸对肝癌的治

疗效果, 我们进一步联合应用NF-kB超抑制物重

组腺病毒Ad-IkBaM, 观察到肝癌细胞内NF-kB
激活被明显抑制, 观察到联合应用凋亡细胞明

显增多. 本研究结果提示, 化学治疗联合基因治

疗可提高化疗抗肿瘤的治疗效果. 这一治疗模

式有希望成为极有发展前途的治疗方式. 
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第十九届全国中西医结合消化会议征文通知

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2007-08下旬在石家庄市召开第十九届全国中西

医结合消化学术交流会, 并同时举办全国中西医结合消化疾病诊治新进展学习班.

1 征文内容和要求

征文内容: (1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肝、胰等诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢性肝炎

(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)中西医

结合对“淤血症”以及脾胃学说与脾虚证研究进展. 征文要求: 来稿请附800字论文摘要, 并附软盘或发电子邮

件至211zyke@163.com或czs.xiaohua@163.com(尽量以电子邮件发送). 征文请于2007-06-30前邮寄.

2 学习班招收对象

学习班招收对象: 从事中西医结合、中医或西医消化专业医师以上人员. 参加学习班者授予国家继续教育学分

12分；在大会有论文报告者另授继续教育学分6分.

3 联系方式

(1) 黑龙江省哈尔滨市南岗区学府路45号 解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化系统疾病专业

委员会), 邮编: 150080, 联系人: 李春雷, 贾云,  联系电话: 0451-57752440或86632450, 传真: 0451-86603878或

0451-57752440; (2) 河北省石家庄和平西路215号河北医科大学附属第二医院, 邮编: 050000, 联系人: 姚希贤, 

冯志杰, 联系电话: 0311-87222301或13333015658.


