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Abstract
AIM: To observe differentiation and apoptosis 
of Walker-256 hepatocarcinoma cells induced by 
all trans-retinoitc acid (ATRA), and to explore its 
possible mechanism.

METHODS: Walker-256 hepatocarcinoma cell 
lines were treated with ATRA at various concen-
trations (100, 10, 5 and 1 μmol/L, respectively). 
Forty-eight hours later, morphological changes 
were measured using inverted microscopy; The 
proliferation effect of Walker-256 cell lines treat-
ed with ATRA was determined using MTT as-

say; cellular distribution of DNA content and the 
apoptotic incidence of cells treated with ATRA 
was measured using flow cytometry (FCM); the 
changes of Fas and bcl-2 mRNA expression were 
determined using RT-PCR, and Caspase 3 and 
Caspase 8 protein expressions were determined 
using Western blot.  

RESULTS: With the increasing concentration of 
ATRA, Walker-256 cells showed morphological 
changes in cell differentiation and apoptosis. 
ATRA inhibited cell proliferation of Walker-256, 
with the maximum inhibitory effects at con-
centrations of 5 and 10 μmol/L. Proliferation 
rates at 24, 48 and 72 h at concentrations of 5 
and 10 μmol/L were 21.86%, 57.39%, 68.17%, 
and 27.23%, 80.09%, 92.15%, respectively, show-
ing a concentration- and time-dependent rela-
tionship. There was significance in apoptosis 
incidence among 5, 10 μmol/L groups and the 
control group(t = 9.61, t = 11.38, all P <0.05); For 
Walker-256 cells treated with ATRA, the Fas ex-
pression mRNA was significantly up-regulated 
and the bcl-2 mRNA was significantly down-reg-
ulated at the concentration of 10 μmol/L ATRA, 
compared with the control group (t = 12.33, t = 
10.78, P < 0.05). After treatment with 10 μmol/L 
ATRA for 48 h, the Caspase 3 and Caspase 8 zy-
mogen were significantly activated, compared 
with the control group (t = 9.76, t = 10.21, P < 
0.05). 

CONCLUSION: ATRA induces Walker-256 he-
patocarcinoma cell differentiation and apoptosis. 
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摘要
目的: 观察ATRA对Walker-256肝癌细胞的分
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■背景资料
原发性肝癌细胞
异型性明显, 而肝
动脉化疗栓塞术
后残存肝癌细胞
恶性程度明显提
高 ,  成 为 复 发 的
根源, 严重影响了
化疗栓塞治疗肿
瘤的远期疗效. 因
此, 如何诱导肿瘤
细胞向正常的细
胞转化或诱导肿
瘤细胞凋亡, 从而
控制残存肿瘤细
胞, 减少和延缓肿
瘤的复发及转移
成为介入化疗栓
塞治疗肝癌所面
临的难题. 

■同行评议者
沈柏用 ,  副教授 , 
上海市交通大学
医学院瑞金医院
肝胆胰外科中心



化诱导及促进凋亡作用, 探讨其作用机制.  

方法: 在肝癌细胞Walker-256细胞株中加入不
同浓度的ATRA(100、10、5、1 μmol/L), 培
养2 d, 荧光倒置显微镜观察细胞形态学变化; 
MTT比色法检测Walker-256细胞的增殖抑制; 
流式细胞术分析不同DNA含量的细胞分布, 
计算细胞凋亡百分率; RT-PCR检测凋亡相关
基因Fas、bcl-2  mRNA的表达; Western blot检
测Caspase 3、8蛋白的表达.  

结果: 随着ATRA浓度的递增, Walker-256细
胞表现出细胞分化及凋亡的形态学上的改
变. ATRA可明显抑制细胞增殖, 5和10 μmol/L 
ATRA对细胞增殖抑制最为明显, 24、48、
72 h的增殖抑制率分别为21.86%、57.39%、

68.17%和27.23%、80.09%、92.15%, 呈浓度
及时间依赖性. 5和10 μmol/L ATRA对细胞的
凋亡诱导率与对照组相比, 差异有统计学意
义(t  = 9.61, 11.38, P <0.05, 0.01). ATRA作用
Walker-256细胞后上调Fas表达, 下调bcl-2 的
表达, 10 μmol/L ATRA对Fas及bcl-2的调节与
对照组相比，差异有统计学意义(t  = 12.33, 
10.78, 均P <0.05). 与对照组相比, 10 μmol/L 
ATRA作用48 h后对Caspase 3及Caspase 8酶原
剪切活化明显(t  = 9.76, 10.21, 均P <0.05). 

结论: ATRA对Walker-256肝癌细胞具有分化
诱导及促进其凋亡的作用. 

关键词: 全反式维甲酸; Walker-256肝癌细胞; 分

化诱导; 凋亡
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0  引言

恶性肿瘤细胞丧失了正常分化的能力, 表现为

分化障碍及失控性增殖. 利用分化诱导剂可使

肿瘤细胞部分或全部恢复分化潜能, 转变为正

常细胞或导致细胞凋亡, 从而达到治疗肿瘤的

目的. 与传统的细胞毒疗法相比, 其目的不在于

杀伤肿瘤细胞, 因而具有较小的细胞毒性. 本实

验观察全反式维甲酸(ATRA)对Walker-256肝癌

细胞诱导分化及凋亡作用, 为全反式维甲酸通

过介入途径治疗肝癌打下理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 Walker-256细胞由上海医药研究所提
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供. ATRA为Sigma公司产品, 50 mg/支. 兔抗鼠

Caspase pAb均为Santa cruz公司产品,  Beta-actin 
mAb为Proteintech公司产品, 辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔IgG为北京中杉生物技术有限公司产

品. TRIzol试剂及RT-PCR试剂盒购于晶美, 各引

物由上海生工合成. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养与实验分组: 取1只幼龄小鼠, 腹
部消毒, 用注射器将Walker-256复苏瘤株注入小

鼠腹腔, 7-10 d腹水形成后, 取1只大鼠麻醉后, 
用注射器取传代腹水1 mL分成2部分. 一部分无

菌条件下注射至健康大鼠皮下, 约10 d后长出直

径约1.5 cm左右的肿瘤结节. 取出瘤结节, 选择

新鲜鱼肉样活组织置于无菌器皿中, 植入Wistar
大鼠肝左外叶, 用于ATRA对大鼠Walker-256肝
癌的介入性分化诱导实验研究. 另一部分接种

于含50 mL/L小牛血清RPMI 1640培养液培养

瓶内, 培养条件为37℃ 50 mL/L CO2培养箱, 相
对湿度950 mL/L, 每2天传代1次,  取对数生长

期的细胞用于实验. 根据实验需要, ATRA作用

于实验细胞, 作用终浓度设定4个: 大剂量100 
μmol/L, 中剂量10 μmol/L和5 μmol/L, 小剂量1 
μmol/L, 药物作用时间点均设3个: 24、48、72 
h. 各浓度各时间点分别设加细胞悬液不加药物

组作为对照, 同时设仅加等量培养液组作为调

零孔. 为减少误差, 各药物作用孔设4个复孔, 取
其各孔A平均值.  
1.2.2 形态观察: ATRA作用于处于对数生长期的

细胞, 荧光倒置显微镜观察细胞形态变化.  
1.2.3 MTT比色法检测药物对Walk-256细胞的增

殖抑制情况: 根据实验需要, ATRA作用于实验

细胞, 作用终浓度设定4个: 大剂量100 μmol/L, 
中剂量10 μmol/L和5 μmol/L, 小剂量1 μmol/L, 
药物作用时间点均设3个: 24、48、72 h. 各浓度

各时间点分别设加细胞悬液不加药物组作为对

照, 同时设仅加等量培养液组作为调零孔. 为减

少误差, 各药物作用孔设4个复孔, 取其各孔A平

均值. 根据实验所得值, 计算各浓度各时间点药

物对细胞的增殖抑制率, 公式: 细胞增殖抑制率

IC = (A对照孔-A实验孔均值)/A对照孔×100%. 
并以时间为横轴, 对应细胞增殖抑制率为纵轴, 
绘制曲线. 
1.2.4 F C M检测药物处理后细胞分化及凋亡: 
作用终浓度设定3个: 10 μmol/L、5 μmol/L
及1 μmol/L, 药物作用时间点设为48 h. 传代

Walk-256细胞培养至对数生长期, 计数板计数, 

www.wjgnet.com

■相关报道
分化诱导剂被广
泛应用于肿瘤的
研究, 在肿瘤的预
防和治疗方面取
得一定的进展, 其
中以维甲酸类药
物效果肯定. 全反
式维甲酸(ATRA)
是迄今为止最重
要的一类诱导分
化剂, 是维生素A
衍生物. 其生物学
活性主要是由细
胞核内的维甲酸
受体和视黄素Ｘ

受体介导, 使肝癌
细胞凋亡相关基
因Fas和P53的蛋
白表达增高, 并抑
制bcl-2 的表达, 从
而诱导肝癌细胞
分化及凋亡. 

■研发前沿
目前分化诱导剂
已经成功应用于
多种血液肿瘤诱
导分化的临床治
疗, 在实体瘤的治
疗中也发挥了一
定的作用 .  但是 , 
临床全身用药存
在一定的缺点, 如
易复发、出现对
药物的耐受且大
剂量使用毒副反
应明显增强, 从而
限制了其对实体
瘤分化诱导的临
床治疗. 将常规化
疗栓塞治疗与分
化诱导相结合治
疗肝癌成为分化
诱导剂治疗实体
瘤的突破口, 其在
临床应用有待进
一步研究. 
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细胞密度达到109/L符合实验要求. 每孔1 mL细
胞悬液接种于24孔板中, 实验组分别加入不同

剂量ATRA, 每孔达到实验所需终浓度. 离心去

培养基, PBS洗涤后, 采用Annexin-V/PI双标记的

流式细胞术避光室温标记30 min, 上流式细胞仪

检测.  
1.2.5 RT-PCR检测ATRA作用Walker-256细胞后

Fas及bcl-2  mRNA表达变化: 提取各样本组总

RNA, 测量RNA的浓度和纯度. 反应引物设计与

合成如下: bcl-2 (482 bp)上游: 5'-TTCAAACAA
GACGCCAACAT-3', 下游序列5'-GAATAGAAT
TTCAACTGACTCCCT-3'; Fas(454 bp)上游序列  
5'-GGATGCCATGCTCACCGATTC-3', 下游序列 
5'-CACAGGCTACAAGTGGGAGACA-3', 内参

物GAPDH(788 bp)上游序列: 5'-GGTCGGAGTC
AACGGATTTGGTCG-3', 下游5'-CCTCCGACG
CCTGCTTCACCAC-3'. 扩增条件为37℃逆转录1 
h, 94℃预变性5 min, 然后冰上骤冷5 min, 再35个
循环(94℃ 1 min, 57℃ 1 min, 72℃ 1 min),  72℃
充分延伸10 min. 反应结束后取10 µL PCR产物

加2 µL溴酚蓝后, 于20 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 用
紫外透射仪观察结果并拍照, 结果用Leica Q Win
图像分析软件进行条带光密度积分值分析.  
1.2.6 Western blot法分析Caspase 3、Caspase 8蛋

白水平的表达: 三去污裂解液分别提取未加药

细胞及各加药组细胞总蛋白, 变性后每孔50 µg
进行SDS-PAGE电泳, 电转移至PVDF膜上, 含有

50 g/L脱脂牛奶的1% TBS-T室温封闭2 h, 加一

抗4℃孵育过夜, TBS-T洗膜, 加HRP连接的羊抗

兔或羊抗鼠IgG室温振摇2 h, DAB显色液显色. 
结果用Leica Q Win图像分析软件进行光密度积

分值进行分析. 
统计学处理 统计学分析使用SPSS10.0统计

软件包,两组间比较采用t检验, 多组间比较采用

单因素方差分析, 以P <0.05为差异有显著性. 

 2  结果

2.1 ATRA对Walker-256细胞形态学的影响 Walk-
er-256细胞异型性明显, 其细胞大小形态很不一

致, 细胞核大小形状不一, 胞核与胞质比例增大, 
出现双核和多核. ATRA作用48 h后, 1 µmol/L 
ATRA诱导分化的作用比较明显, 表现为细胞及

大小逐渐趋于一致, 胞核与胞质比例逐渐趋于

正常, 双核和多核少见, 而凋亡的细胞相对较少. 
随着ATRA浓度的递增, 凋亡细胞逐渐增多, 在
10 µmol/L ATRA浓度作用下细胞基本凋亡, 可

见大量的圆形和卵圆形的凋亡小体, 大小不等, 
细胞质浓缩, 并可见深染的核碎片 (图1).
2.2 ATRA对Walker-256细胞的增殖抑制率 选
择波长570 nm, 以调零孔调零, 酶联免疫检测

仪依次测各孔A值, 记录结果, 根据实验所得值, 
计算各浓度各时间点药物对细胞的增殖抑制

率, 公式: 细胞增殖抑制率IC = (A对照孔-A实

验孔均值)/A对照孔×100%. ATRA可明显抑制

Walker-256细胞增殖, 1 µmol/L ATRA仅轻度抑

制细胞增殖, 100 µmol/L ATRA对细胞毒性过强, 
以5和10 µmol/L ATRA对细胞增殖抑制最为理

想, 并显示一定的时间浓度依赖性(表1). 
2.3 FCM检测ATRA对Walker-256细胞凋亡诱导

率 选择系列浓度的ATRA作用肿瘤细胞48 h, PI
染色后F C M作各组D N A细胞周期分析, 发现

Walker-256细胞增殖被明显抑制, S期细胞明显

减少, 细胞被阻止于G0/G1期, 部分细胞发生凋

亡, 可见在G1期峰前出现一个亚二倍体峰(图
2), 并发现ATRA处理与细胞凋亡百分率存在明

显的剂量效应关系(1 µmol/L 8.58%, 5 µmol/L 
16.51%, 10 µmol/L 28.05%), 5和10 µmol/LATRA
对细胞的凋亡诱导率与对照组相比, 差异有统

计学意义(t  = 9.61, P <0.05; t = 11.38, P <0.01); 此
数据表明ATRA在10 µmol/L浓度时具有最佳的

诱导肿瘤细胞凋亡的能力. 
2.4 ATRA作用Walker-256细胞对蛋白凋亡酶

Caspases的剪切活化作用 细胞内半胱氨酸蛋白

酶Caspases系列的激活为细胞凋亡的关键, 本
实验发现, 小剂量ATRA(5 µmol/L)作用细胞48 
h后, Caspase 3及Caspase 8剪切活化不明显, 而
大剂量的ATRA作用48 h后Caspase 3及Caspase 
8酶原水解, 剪切活化明显. 提示ATRA作用于

Walker-256肿瘤细胞后, 通过剪切活化Caspases
级联包括Caspase 3及Caspase 8, 进而诱导肿瘤

细胞凋亡(图 3, 表2). 
2.5 ATRA作用Walker-256细胞后对凋亡相关基

因Fas及bcl-2 表达的调节 本实验在RNA水平检

测了ATRA作用Walker-256细胞48 h后Fas及bcl-2
的表达变化, 结果显示, ATRA作用后在基因水

表  1  ATRA作用后对细胞的增殖抑制率 (%)

     
	 IC1 μmol/L 	       IC5 μmol/L          IC10 μmol/L        IC100 μmol/L

24 h 	 15.36	        21.86	           27.23           90.31

48 h	 20.27	        57.39	           80.09         100

72 h	 27.44	        68.17            92.15         100

■创新盘点
本 研 究 用 显 微
镜 进 行 细 胞 形
态学观察,  MTT
比色法检测药物
对Walker-256细
胞的增殖抑制情
况 ;  流 式 细 胞 术
分析不同ＤＮＡ

含量的细胞分布, 
计算细胞凋亡百
分率; RT-PCR检
测 AT R A 作 用 后
对凋亡相关基因 
Fas、bcl-2 在RNA
表达水平的调节; 
Western blot在蛋
白水平检测ATRA
作用后对凋亡蛋
白酶Caspase 3、
8 的 剪 切 活 化 作
用, 说明ATRA对
Walker-256肝癌
细胞具有分化诱
导及促进其凋亡
作用. 



www.wjgnet.com

平增加了Fas的表达, 同时抑制了凋亡抑制基因

bcl-2的表达, 这种表达变化为ATRA诱导肿瘤细

胞凋亡提供了有力依据(图4, 表3). 

3  讨论

目前分化诱导剂被广泛应用于肿瘤的研究, 在
肿瘤的预防和治疗方面取得一定的进展, 其中

以维甲酸类药物效果肯定[1-2]. ATRA是迄今为止

最重要的一类诱导分化剂, 是维生素A衍生物. 
其生物学活性主要是由细胞核内的维甲酸受体

和视黄素Ｘ受体介导, 使肝癌细胞凋亡相关基

因Fas和P53的蛋白表达增高, 并抑制bcl-2的表

达, 从而诱导肝癌细胞凋亡[3-4]. 
本实验结果表明AT R A对体外培养的

2932                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年9月18日    第16卷   第26期

图  1  ATRA对Walker-256细胞诱导分化及凋亡的形态学观察. A: 对照组; B: ATRA 1 µmol/L作用48 h; C: ATRA 5 µmol/L

作用48 h组; D: ATRA 10 µmol/L作用48 h组.

A B

C D

图  2  FCM检测ATRA
对Walker-256细胞凋
亡诱导率. A: 对照组; 

B: ATRA 1 μmol/L

作用组; C: ATRA 5 

μmol/L作用组; D : 

ATRA 10 μmol/L作

用组. 
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■应用要点
本 研 究 通 过 观
察 全 反 式 维 甲
酸 ( A T R A ) 对
Walker-256肝癌
细胞诱导分化及
凋亡作用, 为全反
式维甲酸通过介
入途径治疗肝癌
打下理论基础. 
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Walker-256细胞具有明显的诱导分化作用和诱

导其凋亡作用, 在一定的浓度范围内, 其作用

也不尽相同. 从形态学上观察, ATRA作用前的

Walker-256细胞异型性明显, 其细胞大小形态很

不一致, 细胞核大小形状不一, 胞核与胞质比例

增大, 出现双核和多核. 1 µmol/L ATRA诱导分

化的作用比较明显, 表现为细胞及大小逐渐趋

于一致, 胞核与胞质比例逐渐趋于正常, 双核和

多核少见; 而凋亡的细胞相对较少. 随着ATRA
浓度的递增, 凋亡细胞逐渐增多, 在10 µmol/L 
ATRA浓度作用下细胞基本凋亡, 可见大量的圆

形和卵圆形的凋亡小体, 大小不等, 细胞质浓缩, 
并可见深染的核碎片. 本实验结果显示, ATRA
以浓度及时间依赖的方式抑制细胞增殖, 说明

Walker-256细胞对ATRA敏感. 
研究表明 ,  肿瘤细胞不仅增殖和分化异

常,  同时凋亡也异常, 而这些异常的根本在于

肿瘤细胞存在基因及蛋白的异常表达[5-6]. 抗肿

瘤药物杀灭肿瘤细胞作用机制有多种, 其中诱

发肿瘤细胞凋亡是最多见的形式[7]. 本组实验

中ATRA作用肝癌细胞后, PI染色流式技术作各

组细胞DNA周期及凋亡分析, 发现Walker-256
细胞增殖被明显抑制, S期细胞明显减少, 细胞

被阻止于G0/G1期, 呈剂量依赖性. 部分细胞发

生凋亡, 可见在G1期峰前出现一个亚二倍体峰

(xub-G1峰, 即apoptotic-peak AP峰), 代表凋亡细

胞. G0/G1期是细胞进入分裂期的重要阶段, G0/
G1期增加则进入分裂期的细胞减少, S期是细胞

DNA合成期, S期减少则影响DNA合成. 实验分

析结果提示, ATRA作用肝癌细胞后显著抑制细

胞增殖并促进癌细胞分化及凋亡. 
引起凋亡的信号以及随后的反应途径多样, 

但细胞内凋亡蛋白酶Caspases的激活为细胞凋

亡关键[8]. TNF受体家族成员Fas与其配体FasL结
合后, 激活上游启动凋亡的Caspase 8, 进而启动

Caspases级联诱导细胞凋亡[9]. 因而高表达的Fas
有利于凋亡, 与此相反, 另一重要的凋亡调控基

因bcl-2是一种凋亡抑制基因, Vaux et al证实了

bcl-2高表达与恶性肿瘤的发生有关, 且发现他

可以明显延长细胞的生长期[10]. 各种致癌因子

引发细胞内bcl-2基因活化, 导致基因产物的过

度表达, 抑制细胞凋亡, 进而促进肿瘤的发生与

发展[11]. 因此在基因水平抑制bcl-2的表达将有

表  2  不同剂量ATRA作用细胞后Caspase 8、Caspase 3
蛋白相对表达量

     
分组               Caspase 8/β-actin           Caspase 3/β-actin

t  = 8.64, aP<0.05; t  = 10.21, cP<0.05; t  = 8.14, eP<0.05; t  = 9.76, 
gP<0.05 vs 对照组.

5 μmol/L

10 μmol/L

对照组

0.88±0.20a

0.32±0.16c

1.25±0.22

1.21±0.19e

0.71±0.11g

1.96±0.25
表  3  不同剂量ATRA作用细胞后Fas及bcl-2  mRNA相对
表达量

     
分组                      Fas/GAPDH	                  bcl-2 /GAPDH

5 μmol/L

10 μmol/L

对照组

0.86±0.18a 

1.07±0.21c 

0.29±0.10

0.41±0.12e

0.23±0.09g 

0.95±0.18

t = 10.79, aP<0.05; t  = 12.33, cP<0.05; t  = 9.13, eP<0.05; t  = 10.78, 
gP<0.05 vs 对照组.

图  3  Western blot检测Caspase 3、Caspase 8蛋白酶原
剪切活化. A: Caspase 8; B: Caspase 3; 1: 对照组; 2: 5 μmol/L 

ATRA; 3: 10 μmol/L ATRA.
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图   4   A T R A 作
用Walker-256细
胞48 h后Fas及
bc l-2 的表达变
化. 1: 对照组; 2: 

5 μmol/L; 3: 10 
μmol/L.
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■名词解释
1 分化诱导: 应用
某些化学物质可
使不成熟的恶性
细胞逆转, 向正常
分化. 这些物质称
为分化诱导剂. 在
分化诱导剂的作
用下, 去分化的肿
瘤细胞也可被诱
导而重新向正常
细胞分化, 表现为
生物学特性均向
正常细胞接近, 甚
至转变成正常细
胞, 这种现象称为
重分化或再分化. 
采用这一策略进
行恶性肿瘤的治
疗称为诱导分化
治疗. 
2 Walker-256肝癌
细 胞 :  来 源 于 大
鼠自发性乳腺癌, 
AFP(-), 具有部分
肉瘤性质, 将他植
入肝内, 能较好地
模拟人肝癌的膨
胀性和浸润性生
长方式. 该模型的
肿瘤血供特点: 直
径<3 mm时, 主要
由门静脉供血; 直
径 3-5 mm时, 少
数由门静脉供血, 
大部分由肝动脉
供血; 直径>5 mm
时, 除肿瘤边缘可
见 门 静 脉 外 ,  其
余均由肝动脉供
血. 模型动物一般
选用雄性Wistar
大鼠. 该模型性质
稳定、制作方法
简 单 ,  成 功 率 高
(>95%)、周期短
(7-10 d), 自然生
存时间为3-4 wk. 
目前广泛地应用
于肝癌影像学诊
断实验及肝癌介
入治疗. 
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助于肿瘤细胞凋亡. 本实验在RNA水平检测了

ATRA作用Walker-256细胞48 h后Fas及bcl-2的表

达变化, 结果显示, ATRA作用后在基因水平增

加了Fas的表达, 同时抑制了凋亡抑制基因bcl-2
的表达, 且ATRA作用于Walker-256细胞后, 通过

剪切活化Caspases级联包括Caspase 3及Caspase 
8, 进而诱导肿瘤细胞凋亡 .  这种表达变化为

ATRA诱导肿瘤细胞凋亡提供了有力依据. 
总之, ATRA对体外培养的Walker-256肝癌

细胞的分化诱导作用及促进其凋亡作用在本实

验中得到充分体现, 这对我们进一步通过体内

实验, 从整体水平, 从形态学、生物化学和分子

生物学方向研究ATRA通过介入途径局部靶向

给药的治疗作用和机制以及与介入化疗栓塞的

协同作用治疗肝癌奠定了坚实的基础. 
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