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siRNA抑制NF-κB p65对Bcl-2及肝癌细胞凋亡的影响

赵心恺, 宁巧明, 孙晓宁, 田德安

®

■背景资料
肝癌的发生、发
展过程均与肝癌
细胞的增殖与凋
亡失衡有关, 其中
较为重要的是核
因子-κB(NF-κB)
�因和细胞凋亡
相关�因bcl-2 表
达的改变. NF-κB
是重要的转录调
节因子, NF-κB的
活化在肿瘤的抗
凋亡机制中起了
关键作用. bcl-2是
最早发现的参与
细胞凋亡的癌�
因之一, 其表达产
物具有抗凋亡的
重要作用.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of small interfer-
ing RNA (siRNA)-mediated inhibition of nuclear 
factor-κB P65 (NF-κB p65) on Bcl-2 expression 
and apoptosis in human hepatocellular carci-
noma (HCC) cell lines. 

METHODS: HCC cell lines HepG2, SMMC7721 
and human fetal liver cell line LO2 were used 
in the study. The expression of NF-κB p65 and 
Bcl-2 in the above three cell lines was detected 
by Western blot. SiRNA technology was then 

used to inhibit NF-κB p65 to observe the effect of 
NF-κB p65 knockdown on Bcl-2 expression and 
cell apoptosis.

RESULTS: The expression levels of NF-κB p65 
and Bcl-2 in HepG2 and SMMC7721 cells were 
significantly higher than those in LO2 cells (2.14 
± 0.19, 2.09 ± 0.27 vs 0.54 ± 0.11; 1.42 ± 0.15, 1.47 
± 0.14 vs 0.60 ± 0.08, all P < 0.05). No significant 
difference was detected in the expression levels 
of NF-κB p65 and Bcl-2 between HepG2 and 
SMMC7721 cells. SiRNA transfection signifi-
cantly down-regulated NF-κB p65 expression in 
HepG2 and SMMC7721 cells compared to non-
transfected cells (2.08 ± 0.19 vs 0.99 ± 0.12; 2.03 ± 
0.17 vs 0.94 ± 0.14, both P < 0.05). SiRNA-medi-
ated NF-κB p65 knockdown significantly down-
regulated Bcl-2 expression (1.37 ± 0.05 vs 0.72 ± 
0.02; 1.44 ± 0.03 vs 0.69 ± 0.03, both P < 0.05) and 
increased apoptosis (5.12% ± 0.61% vs 37.87% ± 
4.10%; 5.80% ± 0.71% vs 40.19% ± 3.78%, both P < 
0.05) in HepG2 and SMMC7721 cells compared 
to non-transfected cells.

CONCLUSION: SiRNA-mediated NF-κB p65 
knockdown significantly down-regulates Bcl-2 
expression and promotes apoptosis in HepG2 
and SMMC7721 cells.

Key Words: Nuclear factor-κB P65; Bcl-2; Hepato-
cellular carcinoma
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摘要
目的: 研究siRNA抑制NF-κB p65后Bcl-2在肝
癌细胞中的变化及对肝癌细胞凋亡的影响. 

方法: 选择肝癌细胞HepG2、SMMC7721和人
胚胎肝细胞LO2细胞株, 应用Western blot法分
别检测NF-κB p65、Bcl-2在不同细胞中的表
达; 应用siRNA方法抑制NF-κB p65在肝癌细
胞中的表达, 观察NF-κB p65、Bcl-2在肝癌细
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■研发前沿
RNA干扰(RNAi), 
即用20多个核苷 
酸组成的短的双
链RNA(siRNA)代
替传统反义核酸
进行转录后�因
沉默, 已经迅速而
广泛地应用到�
因功能, �因表达
调控机制研究等
热门领域, 并为�
因治疗开辟了新
的途径.

胞中的变化及应用流式细胞仪观察肝癌细胞
的凋亡情况. 

结果: Western blot法检测显示NF-κB p65、
Bcl-2在肝癌细胞HepG2、SMMC7721中的
表达明显高于人胚胎肝细胞LO2(2.14±0.19, 
2.09±0.27 vs  0.54±0.11; 1.42±0.15, 1.47±
0.14 vs  0.60±0.08, 均P <0.05), 而NF-κB p65、
Bcl-2在肝癌细胞HepG2、SMMC7721中的
表达差异无统计学意义; 应用siRNA抑制NF-
κB p65的表达后, 应用Western blot法检测显
示NF-κB p65在肝癌细胞HepG2、SMMC7721
中的表达较未转染组明显下降(2.08±0.19 
vs  0.99±0.12; 2.03±0.17 vs  0.94±0.14, 均
P <0.05), 说明转染成功. 随后应用Weste rn 
b lo t法检测显示Bcl-2在肝癌细胞HepG2、
S M M C7721中的表达较未转染组明显下降
(1.37±0.05 vs  0.72±0.02; 1.44±0.03 vs  0.69
±0.03, 均P <0.05), 且肝癌细胞凋亡较未转
染组明显增加(5.12%±0.61% vs  37.87%±

4.10%; 5.80%±0.71% vs  40.19%±3.78%, 均
P <0.05). 

结论: siRNA可以成功抑制NF-κB p65在肝癌
细胞中的活性, 进一步证实NF-κB p65对Bcl-2
具有调控作用, 他们共同参与了肝癌的发生发
展过程. 

关键词: 核因子κB p65; Bcl-2; 肝细胞癌
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0  引言

肝癌的发生、发展过程均与肝癌细胞的增殖

与凋亡失衡有关 ,  其中较为重要的是核因子

-κB(nuclearfactor-κB, NF-κB)基因和细胞凋亡相

关基因bcl-2表达的改变. NF-κB是重要的转录调

节因子, NF-κB的活化在肿瘤的抗凋亡机制中起

了关键作用. bcl-2是最早发现的参与细胞凋亡

的癌基因之一, 其表达产物具有抗凋亡的重要

作用. 我们通过以下实验深入研究NF-κB p65与
Bcl-2信号通路间的联系, 了解二者在肝癌发生

发展中的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基购自美国Gibco公
司; RIPA裂解液购自美国Pierce公司; 鼠抗人

p65(sc-8008)购自美国Santa Cruz公司; 鼠抗人

Bcl-2(sc-7382)购自美国Santa Cruz公司; 羊抗兔

IgG-HRP购自美国Fermentas公司; Lipofectamine 
2000购自美国Invitrogen公司; NF-κB p65小分子

干扰核糖核酸购自美国Thermo Scientific Dhar-
macon公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人肝癌细胞株HepG2、SMMC 
7721、人胚胎肝细胞株LO2购自中国科学院上

海生物所细胞库. 细胞培养在RPMI 1640培养基

中, 常规加入100 mL/L胎牛血清(FBS), 在50 mL/
L CO2培养箱中37 ℃培养, 每3 d传代1次. 
1.2.2 核蛋白提取及Western blot: NE-PER® Nu-
clear and Cytoplasmic Extraction Kit (PIERCE)参
照说明书进行操作. Western blot采用化学发光

法(PIERCE Bitecnology)和放射自显影进行检测. 
1.2.3 N F-κ B p65的R N A干扰:  N F-κ B p65
小分子干扰核糖核酸 ( s i R N A:  5 'G C C C U-
A U C C C U U U A C G U C A3')转染入肝癌细胞

HepG2、SMMC7721中[1], 首先将处于对数生长

期的细胞以3.0×106个/孔铺于6孔板中, 待到细

胞融合至80%-90%时进行转染. 转染时取10 μL
的Lipofectamine 2000与4 μg siRNA寡聚物分别

加入到250 μL的OPTI-MEM中, 混匀后室温孵

育30 min, 再将混合液加入每个孔中, 37 ℃、50 
mL/L CO2孵育4 h后换用含有100 mL/L胎牛血

清的培养基培养. 转染后24 h提取细胞核蛋白,  
Western blot的方法检测NF-κB p65的表达. 
1.2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡: 取对数生长期

的细胞以3×105个/孔接种6孔板, 待细胞汇合率

达到80%-90%时, 胰酶消化收集细胞. 进行细胞

凋亡检测时, PBS细胞洗3次, 加入10 μL的An-
nexin V混匀后避光保存30 min, 再加入5 μL的
PI, 立即上机检测. 

统计学处理 用SPSS11.0进行数据处理, 采
用mean±SD表示, 同一组变量比较采用单因素

方差分析(One-Way ANOVA), 组间两两比较采

用SNK法, P <0.05为差异有显著性. 

2  结果

2.1 NF-κB p65、Bcl-2在3种细胞中的表达

2.1.1 NF-κB p65在3种细胞中的表达: NF-κB p65
在HepG2和SMMC7721细胞核中的蛋白表达水

平明显高于LO2细胞(2.14±0.19, 2.09±0.27 vs  
0.54±0.11, 均均P <0.05), 在HepG2、SMMC7721
细胞中表达无明显差异(2.14±0.19 vs  2.09±
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■应用要点
本 文 通 过 研 究
s iRNA成功抑制
NF-κB p65在肝癌
细胞中的表达及
引起肝癌细胞凋
亡明显增加, 进一
步证实NF-κB p65
对Bcl-2具有调控
作用, 为肝癌的靶
向治疗提供更好
的理论依据. 

0.27, P >0.05, 图1).
2.1.2 Bcl-2蛋白在3种细胞中的表达: Bcl-2蛋白在

HepG2、SMMC7721细胞中表达明显高于LO2
细胞(1.42±0.15, 1.47±0.14 vs  0.60±0.08, 均均
P<0.05), 在HepG2、SMMC7721细胞中表达无明

显差异(1.42±0.15 vs  1.47±0.14, P>0.05, 图2).
2.2 siRNA抑制NF-κB p65后, Bcl-2在肝癌细胞

中的表达及细胞的凋亡状况

2.2.1 Western blot检测NF-κB p65蛋白的表达: 
SiRNA转染HepG2和SMMC7721细胞24 h后NF-
κB p65蛋白的表达明显下调(2.08±0.19 vs  0.99
±0.12; 2.03±0.17 vs  0.94±0.14, 均均P<0.05, 图3).
2.2.2 Western blot检测HepG2、SMMC7721细胞

核中蛋白的表达: 沉默NF-κB p65后, Bcl-2在肝

癌细胞HepG2、SMMC7721细胞核中蛋白的表

达水平明显降低(1.37±0.05 vs  0.72±0.02; 1.44
±0.03 vs  0.69±0.03, 均均P<0.05, 图4). 
2.3 siRNA NF-κB p65对HepG2、SMMC7721细

胞凋亡的影响 siRNA转染HepG2、SMMC7721
细胞后24 h, SiRNA转染组细胞凋亡率显著增加, 
明显高于未转染组细胞的凋亡率(5.12%±0.61% 
vs  37.87%±4.10%; 5.80%±0.71% vs  40.19%±

3.78%, 均均P <0.05). 未转染组细胞之间的凋亡率

差异无统计学意义(5.12%±0.61% vs  5.80%±

0.71%, P >0.05, 图5). 

3  讨论

细胞凋亡相关基因bcl-2和NF-κB基因表达的改变

是肝癌的发生、发展过程中重要的调节因素[2]. 
NF-κB是一种广泛存在于体内多种细胞的

核转录因子, 在细胞的癌变及凋亡调控等方面

发挥着重要作用, 目前有研究表明, NF-κB信号

转导途径参与了肝脏中原癌基因和抑癌基因的

转录表达可通过抑制细胞凋亡参与肝癌的发生

发展[3-6]. bcl-2也是一种原癌基因, 由其编码的蛋

白产物Bcl-2蛋白, 定位于细胞线粒体外膜、核

膜及内质网膜上, 是一种膜定位蛋白, 促进细胞

由G1期向S期转化并修复染色体损伤, 与肿瘤的

早期形成有关[7]. 
首先, 我们检测了肝癌细胞和人胚胎肝细

胞中NF-κB p65、Bcl-2的表达, 结果显示在肝

癌细胞系(HepG2、SMMC7721)中二者均高表

达, 明显高于正常人胚胎肝细胞中的表达. 这同

国内外的研究结果相符[8,9]. 为了进一步揭示二

者是否存在调控关系, 我们应用基因沉默的方

法下调NF-κB p65的表达, 本实验显示转染p65实验显示转染p65显示转染p65 
siRNA阻断NF-κB信号通路后, 可使肝癌细胞凋

亡明显增加, 同时Bcl-2的表达受到影响, 在实验

组中Bcl-2的表达明显降低. 这些结果表明: 在肝

癌的发生发展中可能存在NF-κB调控Bcl-2的表

达, 通过抑制各种凋亡刺激信号从而抑制细胞

凋亡, 在肝癌的发生中具有重要的作用. 
大量研究[10,11]提示, NF-κB与Bcl-2可能在促

进肝癌形成中具有协同作用, 可能的机制为NF-
κB基因的持续存在激活了原癌基因bcl-2 , 进一

步合成Bcl-2蛋白, 后者又反馈性刺激NF-κB基

图� �� ������������������������  1 HepG 2、SMMC7721和LO2细胞中NF-κB亚单位p65的
表达.
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图� �� ������������������������������  2 HepG 2、SMMC7721和LO2细胞中Bcl-2的表达.
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图� �� �������������������������  3 siRNA对HepG 2、SMMC7721细胞NF-κB p65表达的
抑制作用. 1: HepG2未转染组; 2: SMMC7721未转染组; 3: 

HepG2转染组; 4: SMMC7721转染组.

图� �� ������������������������������ 4   Bcl-2蛋白在HepG2、SMMC7721细胞及转染组中的
表达. 1: HepG2未转染组; 2: SMMC7721未转染组; 3: HepG2

转染组; 4: SMMC7721转染组.

1            2            3           4

Bcl-2

β-actin

26 000

19 000

Da



www.wjgnet.com

赵心恺, 等. siRNA抑制NF-κB p65对Bcl-2及肝癌细胞凋亡的影响					               2361

因的增殖, 形成环路状的级联放大, 使增殖信号

不断加强. 这与我们的实验结果相符[12,13], 当使

用p65 siRNA阻断肝癌细胞中NF-κB信号通路

时, Bcl-2的表达下调, 细胞凋亡数增加, 可以得

出Bcl-2位于NF-κB基因下游的结论. NF-κB作为

一种抑制凋亡的转录因子, 通过对bcl-2等下游

抗凋亡基因的表达, 对癌细胞的正常程序化死

亡产生抑制作用[14,15]. 我们的研究揭示NF-κB是
Bcl-2的上游调控基因. siRNA可以成功抑制NF-
κB p65在肝癌细胞中的活性, 进一步证实NF-κB 
p65对Bcl-2具有调控作用, 他们共同参与了肝癌

的发生发展过程. 他们之间是直接调控还是间

接调控及其具体调控机制还有待于进一步研究. 
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图� �� ������ ���  5 siRNA  NF-κB p65对HepG2、SMMC7721细胞调亡的影响. A: HepG2未转染组; B: SMMC7721未转染组; C: HepG2转

染组; D: SMMC7721转染组.

■同行评价
本文方法得当, 结
论 可 靠 ,  对 于 了
解NF-κB p65与
Bcl-2在肝癌细胞
发生相互关系及
作用机制有研究有研究
意义.
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