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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects of 
sirolimus on cell proliferation and mammalian 
target of rapamycin (mTOR) and hypoxia 
inducible factor-1α (HIF-1α) expression in human 
hepatic carcionoma HepG2 cells, and explore the 
potential mechanisms involved in the therapeutic 
effects of sirolimus against hepatic carcinoma.

METHODS: HepG2 cells were cultured under 
hypoxic conditions. Different concentrations 
of sirolimus (0.1-1000 nmol/L) were incubated 

with HepG2 cells for 24 hours. Cell proliferation 
was measured by methyl thiazolyl tetrazolium 
(MTT) assay. The expression of mTOR and HIF-
1α proteins was determined by Western blot. 

RESULTS: Sirolimus could significantly inhibit 
the proliferation of HepG2 cells in a concentra-
tion-dependent manner (all P < 0.05). The expres-
sion levels of mTOR and HIF-1α proteins were 
significantly lower in sirolimus-treated HepG2 
cells than in untreated cells (both P < 0.05). 

CONCLUSION: Sirolimus exerts anticancer 
activity possibly by downregulating HIF-1α 
expression and inducing apoptosis in HepG2 
cells under hypoxia conditions via a mechanim 
dependent on the mTOR signaling pathway. 

Key Words: Sirolimus; Hepatic carcinooma; Mamma-
lian target of rapamycin; hypoxia inducible factor-1α
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摘要
目的: 观察西罗莫司对体外培养的肝癌HepG2
细胞增殖及mTOR、HIF-1α基因的抑制作用, 
探讨以mTOR为靶点治疗肝癌可能的细胞内
信号转导机制.

方法: 缺氧培养HepG2细胞, 外源性给予不同
浓度的西罗莫司(0.1-1000 nmol/L)刺激细胞24 
h, MTT法检测不同浓度药物对肝癌细胞增殖的
影响. Western blot法检测药物刺激后HepG2细胞
内mTOR和HIF-1α蛋白的表达. 

结果: 西罗莫司可显著抑制肝癌细胞HepG2
的增殖, 其抑制率随药物浓度的增加而上升
(均P <0.05). 在西罗莫司的干预下, HepG2细
胞中mTOR和HIF-1α蛋白的表达水平显著下
降, 实验组与对照组比较, 差异有统计学意义
(P <0.05).
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■背景资料
西罗莫司, 原称雷
帕霉素, 是从吸水
性链霉菌发酵液
中提取出的一种
大环内酯类抗生
素 ,  是哺乳动物
雷帕霉素靶蛋白
(mTOR)特异性抑
制剂, 起初作为一
种器官移植抗排
斥的新型高效免
疫抑制剂, 新近研
究发现他还具有
良好的抗肿瘤活
性, 但其抗肿瘤分
子机制尚待进一
步研究.

■同行评议者
党双锁, 教授, 西
安交通大学第二
医院感染科



结论: 在缺氧条件下, 西罗莫司可通过mTOR
信号转导途径下调肝癌HepG2细胞内HIF-1α
蛋白表达, 诱导细胞凋亡, 这可能是西罗莫司
发挥抗肿瘤效应的机制之一.

关键词: 西罗莫司; 肝癌; 哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白; 缺氧诱导因子-1α

王渝, 熊晶, 程恒辉, 周晟, 赵秋. 西罗莫司对肝癌HepG2细胞的

增殖及mTOR、HIF-1α的抑制作用.  世界华人消化杂志  2009; 

17(31): 3241-3243

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/3241.asp

0  引言

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of 
rapamycin, mTOR)是一种高度保守的蛋白质, 具
有蛋白激活酶的活性, 在许多人类肿瘤中高表

达; 与肿瘤的发生、发展, 正常细胞向癌细胞转

化以及癌细胞的生长增殖密切相关[1]. 西罗莫司, 
是mTOR特异性抑制剂, 起初作为一种器官移植

抗排斥新型高效免疫抑制剂. 近年来, 有研究发

现他具有良好的抗肿瘤活性. 本研究拟选取人

肝癌HepG2细胞系, 观察不同浓度的西罗莫司对

HepG2细胞增殖及mTOR和HIF-1α基因表达的

影响, 探讨以mTOR为靶点治疗肝癌的可行性及

分子生物学基础.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞株由本所冻存. 西罗

莫司购自福建科瑞药业, 兔抗人mTOR多克隆抗

体购自Santa Cruz, 鼠抗人HIF-1α mAb购自RnD.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 常氧培养: 细胞置于37℃、50 
mL/L CO2的普通CO2培养箱内培养. 缺氧培养: 
细胞置于37℃、10 mL/L O2、50 mL/L CO2、

940 mL/L N2的三气培养箱中培养. 
1.2.2 分组: 将细胞随机分为4组: (1)常氧对照组, 
不添加任何药物; (2)缺氧对照组, 不添加任何药

物; (3)低剂量药物组(10 nmol/L西罗莫司); (4)高
剂量药物组(1000 nmol/L西罗莫司). 细胞常氧培

养24 h后, 将后3组细胞转置于缺氧培养箱中缺

氧培养24 h. 
1.2.3 MTT法检测西罗莫司对HepG2细胞增殖
的抑制作用: 取对数生长期的细胞制成单细胞

悬液, 按每孔1×104个细胞接种进96孔板中, 常
氧培养24 h后, 分别加入终浓度为0.1、1、10、
100、1000 nmol/L的西罗莫司, 每浓度设4个复

孔, 以不含西罗莫司培养基的细胞作为阴性对
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照, 空白孔调零. 继续培养24 h后, 每孔加MTT 
20 µL, 4 h后弃上清, 每孔加DMSO 150 µL, 振荡

10 min, 492 nm测定各孔的吸光值(A值). 按以下

公式计算抑制率: 抑制率(%) = (1-试验组平均A
值/对照组平均A值)×100%
1.2.4 Western blot法检测各组细胞内mTOR、HIF-
1α蛋白的表达: 提取各组细胞总蛋白, 测定蛋白含

量. 蛋白经SDS-PAGE电泳分离, 电转至NC膜上, 
50 g/L的脱脂奶粉37℃封闭2 h. 分别加入兔抗人

mTOR一抗(1∶200)、兔抗人HIF-1α一抗(1∶200)
和鼠抗人β-actin一抗(1∶100)4℃孵育过夜, TBST
洗3次, 1∶3000加入HRP标记的羊抗兔IgG或羊抗

鼠IgG, 37℃孵育1 h, ECL显色, 压片曝光, 洗片.
统计学处理 所有实验数据均以mean±SD, 以

SPSS13.0统计软件进行数据分析, 多组间比较采用

单因素方差分析, 两组间比较采用S-N-K检验.

2  结果

2.1 西罗莫司对SW1990细胞增殖的影响 MTT
结果显示, 不同浓度的西罗莫司均能有效抑制

HepG2细胞的增殖, 且其抑制率随药物浓度的增

加而上升. 在0.1、1、10、100、1000 nmol/L药物

梯度, 细胞生长的抑制率分别为39.35%±3.47%、

43.47%±4.25%、51.12%±2.31%、60.23%±

1.76%、69.52%±2.60%. 随着药物作用浓度的增

大, 细胞生长抑制率呈显著上升趋势(均均P<0.05). 
2.2 西罗莫司对mTOR、HIF-1α蛋白表达的影响 
Western blot结果显示(图1), mTOR蛋白在缺氧对

照组细胞内的表达与空白对照组相比无明显差

异; 空白对照组细胞内HIF-1α蛋白的表达较弱, 
缺氧对照组HIF-1α蛋白的表达明显增强, 2组间

存在显著性差异(P <0.05). 在不同药物浓度组, 
西罗莫司均可明显抑制HepG2细胞内mTOR、
HIF-1α蛋白的表达, 并且这种抑制作用与药物

作用浓度密切相关(均均P <0.05).

3  讨论

西罗莫司(sirolimus), 原称雷帕霉素(rapamycin), 
是Ayerst研究所从太平洋Easter岛土壤样品中分

离的大环内酯类抗生素. 起初作为一种器官移

植抗排斥的新型高效免疫抑制剂, 近年来研究

发现他还具有良好的抗肿瘤活性. 西罗莫司在

哺乳动物细胞内的靶点是mTOR, 他进入细胞

后与FKBP12结合, 形成一种“功能获得性”复

合物-rapamycin/FKBP12, 强烈抑制mTOR的蛋

白激酶催化活性, 使之对其下游底物的磷酸化

调节作用减弱或消失[2-4]. 目前, 西罗莫司对肿

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文通过外源性
给予不同浓度的
西罗莫司, 观察缺
氧条件下药物对
肝癌细胞增殖及
mTOR、HIF-1α
基因表达的影响, 
探讨以mTOR为
靶点治疗肝癌的
可行性及分子生
物学基础.

■应用要点
本研究结果提示, 
mTOR信号转导
通路有望成为癌
症分子治疗中又
一极具潜力的靶
点 ,  为恶性肿瘤
的靶向治疗提供
新的途径.
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瘤细胞生长的抑制作用和促进凋亡的作用已经

在多种肿瘤中得到证实[5-7]. mTOR作为一种重

要的调节基因, 不仅在正常细胞的生长增殖中

起着极其重要的作用, 而且与正常细胞向癌细

胞转化以及癌细胞的生长增殖密切相关, 是细

胞生长、分化的中心调控者[8-9]. 因此深入研究

mTOR基因及其信号通路, 可能为肿瘤的靶向治

疗提供新的思路和方法. 本研究通过给予不同

浓度的西罗莫司干预人肝癌HepG2细胞, 采用

Western blot法检测各组中mTOR的表达水平, 发
现西罗莫司对mTOR的表达有明显抑制作用, 且
西罗莫司作用浓度越高, 其抑制作用越强. 

HIF-1α是目前发现的氧依赖的信号传递途

径当中极其重要的一个转录因子, 其高水平表达

与肿瘤的发生、发展和转移密切相关[10-12]. HIF-
1α能激活多种缺氧适应性基因如VEGF、EPO、

NOS等的表达, 对维持肿瘤细胞的能量代谢、刺

激新血管生成、促进肿瘤增殖和转移起重要作

用[13-15]. 有研究提示[16]西罗莫司作为一种高度特

异的mTOR抑制剂, 既能抑制HIF-1α的合成, 又
能增加其降解, 并能调节HIF-1α基因调控的其他

基因的表达. 本研究结果显示, 不同浓度的药物

均可显著抑制HIF-1α蛋白的表达. 此外, 随着药

物作用浓度的增高, HIF-1α蛋白的表达水平呈下

降趋势, 进一步表明西罗莫司可通过mTOR信号

途径在蛋白水平上调控HIF-1α基因的表达. 
总之, 西罗莫司对肝癌HepG2细胞的增殖有

明显的抑制作用. 在缺氧条件下, 西罗莫司可显

著抑制HepG2细胞中mTOR、HIF-1α的表达, 表
明西罗莫司可能通过抑制mTOR信号转导途径

下调HepG2细胞内HIF-1α的表达, 进而抑制肿

瘤的增殖. 本研究结果提示mTOR信号转导通路

有望成为癌症分子治疗中又一极具潜力的靶点, 
为恶性肿瘤的靶向治疗提供新的途径.
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图  1  西罗莫司对肝癌细胞mTOR、HIF-1α蛋白表达的影响. 
1: 常氧对照组; 2: 缺氧对照组; 3: 低剂量药物组(10 nmol/L

西罗莫司);  4: 高剂量药物组(1000 nmol/L西罗莫司).

■同行评价
本研究设计合理, 
结论对于阐述西
罗莫司发挥抗肿
瘤效应的机制有
一定的意义.


