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摘要 MG132(Z-Leu-leu-leu-CHO)是一种蛋白酶体抑制剂，它可逆地抑制蛋白酶体活性，从而抑制泛素 -蛋白酶体通路所介
导的蛋白质降解，诱导细胞凋亡．实验研究 MG132抑制肝癌细胞 Bel-7404生长的机制．采用不同浓度梯度和时间梯度，通
过荧光显微镜、透射电子显微镜、Hoechst33342染色、MTT检测、Annexin吁/PI流式细胞术、Western blot分别检测 MG132
对 Bel-7404细胞的形态学变化、细胞内质网压力变化、自噬泡形成、凋亡小体形成、细胞存活率、细胞凋亡水平、凋亡及
自噬信号途径中相关蛋白质表达的影响．结果显示，MG132 能明显抑制 Bel-7404 细胞生长．通过增加内质网压力激活
Caspase-12，也可通过线粒体途径调节 Bcl-2/Bax 水平，促进细胞色素 c的释放，两者皆可激活下游效应 Caspase-3，剪切
PARP，诱导细胞凋亡．同时，MG132可诱导 Beclin 1和 LC3B的上调，促使 Bel-7404细胞发生自噬，可在透射电镜下观察
到自噬泡形成．上述结果表明，MG132作用 Bel-7404细胞涉及两类细胞程序性死亡途径：细胞凋亡和自噬．
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细胞生存的关键在于自身蛋白质合成和分解的

平衡．泛素 - 蛋白酶体途径 (ubiquitin proteasome
pathway，UPP)是生物体内蛋白质选择性降解的重
要途径之一[1]，主要作用于细胞内半衰期短的调节

蛋白和部分半衰期较长的蛋白质，以及一些结构异

常、错叠或受损伤的蛋白质[2]．其过程是各种靶蛋

白以共价键形式联结多个泛素( ubiquitin)分子，即
泛素化( ubiquitination)后，再输送到 26 S蛋白酶体
上被消化降解，先被 26 S蛋白酶体 19 S亚单位识
别，随后泛素化靶蛋白去泛素化、打开折叠和移

位，进入 20 S 亚单位的筒状结构内被多次切割，
最后消化底物，释放出 3～22个多肽的短肽片段[3].

UPP与蛋白质质量控制、受体胞吞、细胞凋
亡、细胞周期、DNA修复、转录及免疫应激等密
切相关[4-5]，也与许多人类疾病的发生相关，因此

与 UPP有关的酶被认为是药物设计的分子靶标．
蛋白酶体精确降解细胞内各种靶蛋白，参与调节多

种细胞功能．故应用其特异性抑制剂改变其酶切位

点活性或抑制泛素蛋白酶体通路，已成为抗肿瘤治

疗等医学领域的研究热点[6]．

MG132是一种有效、可逆的醛基肽类特异性

蛋白酶体抑制剂，它能阻止 26 S蛋白酶体对泛素
化靶蛋白的降解，抑制 20 S蛋白酶体中类糜蛋白
酶(chymotrypsin-like, ChTL) 活性，从而阻断 UPP，
抑制泛素 -蛋白酶体通路所介导的蛋白质降解，进
而影响细胞功能，可诱导细胞凋亡或自噬[7-8 ]．

肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，化疗是肝

癌综合治疗中的重要手段．蛋白酶体抑制剂

MG132作为一种潜在的有效抗肿瘤药物，受到越
来越多的关注与研究．本实验以人肝癌 Bel-7404
细胞株为研究对象，观察蛋白酶体抑制剂 MG132
对 Bel-7404细胞生长抑制的影响，并检测 MG132
作用后细胞中凋亡信号通路以及自噬信号通路中蛋

白质的表达．初步探讨 MG132抑制肝癌细胞生长
的作用机制，为蛋白酶体抑制剂应用于肝癌的新型

治疗提供实验依据．



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2010; 37 (6)

1 材料与方法

1援1 材料

MG132(Z-Leu-Leu-Leu-al，Sigma公司)，MTT
(Sigma 公司) ，DMSO(无锡展望化工试剂有限公
司 )，Hoechst33342 (Amresco 公司 )， PARP 一抗
(Santa Cruz), Caspase-3一抗 (Cell signal technology,
CST), Cytochrome c一抗 (CST), LC3B一抗(CST),
Beta-Actin一抗(Apitomics)，Bax 一抗(Apitomics)，
Beclin-1 一 抗 (Apitomics)， Bcl-2 一 抗 (HuaAn
Biotech)，Caspase-12一抗(Abcam)，驴抗兔荧光二
抗(LICOR)，肝癌 Bel-7404 细胞株(购自 ATCC)，
Annexin V-FITC/PI 凋 亡 检 测 试 剂 盒 (Becton
Dickinson 公司 )，DMEM 培养基 (Gibco 公司 )，
FBS(Gibco公司)高速冷冻离心机(Hitachi公司)，纯
水系统(Millipore公司)，倒置荧光显微镜(Olympus
公司)，酶标仪(TECAN公司)，红外激光成像系统
(LICOR 公司 )，电子天平 (赛多利斯公司 )，
FACScan型流式细胞仪( Becton Dickinson公司)等.
1援2 细胞增殖检测

收集对数生长期的细胞用含 10%胎牛血清
(FBS)的 DMEM培养基按 105个 / ml稀释后，将细
胞以 100 滋l/孔接种于 96孔板中．待贴壁培养 12 h
后，将 96 孔板中培养液吸出，换成含不同浓度
MG132(1滋mol/L、3滋mol/L、5滋mol/L、7 滋mol/L、
10 滋mol/L)的 2%FBS DMEM培养基，另设 PBS对
照孔，每个浓度设 6个复孔．作用不同时间：24 h、
48 h、72 h．MG132处理后，每孔加入 20 滋l MTT
(5 g/L)，37℃、5% CO2孵育 4 h，吸去上清，每孔
加入 150 滋l DMSO，在摇床上孵育 20 min后用酶
标仪于 590 nm下检测吸光度(A )并据此绘制细胞存
活率曲线．每组实验重复 3次．
1援3 细胞形态学观察

将 3.5伊105个 /ml Bel-7404细胞接种于 6孔板
中，贴壁培养 12 h 后，加药组加入 5 滋mol/L 的
MG132，对照组加等量的 PBS，37℃、5% CO2培

养，分别作用 12 h、24 h、48 h后，倒置光学显微
镜下观察细胞形态学变化．

1援4 Hoechst33342荧光检测
将 2.5伊105 个 /ml Bel-7404 细胞接种于 12 孔

板中，贴壁培养 12 h后，加药组加入 1 滋mol/L、
3 滋mol/L、5 滋mol/L的 MG132，对照组加等量的
PBS，37℃、5% CO2培养，分别作用 12 h、24 h、
48 h后每孔加入 Hoechst33342(10 g/L)各 1 滋l．避

光孵育 30 min．荧光显微镜下观察细胞核的形态
变化．

1援5 流式细胞术检测细胞凋亡率

在 6 孔板中接种 5伊105个 /ml 的 Bel-7404 细
胞，贴壁培养 12 h后，在加药组中加入 3 滋mol/L
的 MG132，对照组中加入等量的 PBS，37℃、
5% CO2培养．48 h后，吸去培养基，参照 Annexin
吁/PI细胞凋亡检测试剂盒操作说明：用预冷的
PBS洗涤细胞 2遍，加入胰酶小心消化细胞，加入
400 滋l的 1伊结合缓冲液将细胞吹匀悬浮，分别加
入 1.5 滋l Annexin-吁试剂和 1.5 滋l PI，室温避光放
置 15 min后，采用流式细胞仪分析．
1援6 Western blot 检测凋亡信号通路
在 6孔板中接种 5伊105个 /ml Bel-7404细胞，

贴壁培养 12 h 后，在加药组中加入 1 滋mol/L、
3 滋mol/L、5 滋mol/L的 MG132，对照组中加入等
量的 PBS，37℃，5% CO2细胞培养箱中培养 6 h、
12 h、24 h、48 h后，吸去细胞培养基，加入细胞
裂解液(碧云天公司)，冰浴 1 min 后，刮下细胞，
连同细胞裂解液移至 EP 管中，12 000 r/min 离心
10 min，取上清．细胞色素 c 的提取参照 Yang
等[9]的方法，经过实验处理所得的上清即为不含细

胞核和线粒体的胞浆成分．以上蛋白质样品采用

Pierce誖 BCA Protein Assay Kit(Thermo公司)进行蛋
白质定量．

蛋白质样品加入加样缓冲液，煮沸，配置

12%或 15%的 Tris-甘氨酸 SDS-聚丙烯酰胺凝胶，
进行 SDS-PAGE后转膜．用 10%牛血清 4℃封闭过
夜后．一抗结合，37℃摇床孵育 2 h．TBST 洗 2
遍后加入荧光二抗，37℃摇床孵育 1 h．TBST洗 2
次后在红外激光成像系统进行蛋白质分析．

1援7 透射电镜观察细胞内质网压力和自噬泡的

形成

在 10 cm 细胞培养皿中接种 2伊106 个 /ml 的
Bel-7404 细胞，在加药组中加入 3 滋mol/L 的
MG132，对照组中加入等量的 PBS，37℃、5%
CO2培养．48 h后，收集细胞，用 PBS清洗 2次，
细胞沉淀用含有 2.5%戊二醛的 0.1 mol/L PBS缓冲
液(pH 7.2)固定 2 h．PBS清洗，之后用 1%四氧化
锇固定 2 h，浓度梯度(50%～90%)的乙醇中进一步
脱水，再用丙酮脱水，用环氧树脂包埋，浸透过

夜，聚合，用乙酸双氧铀和檬酸铅对超薄切片进行

染色． 在透射电子显微镜 (JEOL，Akishima，
Japan)下观察加药组与对照组细胞内质网压力的变
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Fig. 3 Bel鄄7404 cells were stained with Hoechst 33342
after treated with Mg132 at concentrations (滋mol/L)

of 1, 3 and 5 for 12, 24 and 48 h respectively
(a) Control. Control acted as untreated cells. (b) 1 滋mol/L. (c) 3 滋mol/L.

(d) 5 滋mol/L. Original magnification 伊200.

化以及自噬泡的形成．

2 结 果

2援1 MTT实验
结果显示，不同浓度的 MG132作用不同时间

后，能明显抑制肝癌 Bel-7404细胞生长，呈现时
间依赖性和浓度依赖性．MTT 细胞存活率 /% =
(加药组-空白组)/(对照组-空白组)．通过 SPSS软
件分析，MG132作用 Bel-7404细胞 1天、2天、
3 天， IC50 值分别为 16.3 滋mol/L 、7.0 滋mol/L、
3.5 滋mol/L(图 1)．

2援2 细胞形态变化

Bel-7404细胞用 MG132处理后出现典型凋亡
变化．光学显微镜下观察，蛋白体酶体抑制剂处理

48 h后，Bel-7404细胞生长受到明显抑制，出现典
型的凋亡形态学变化：细胞皱缩、细胞膜出现发泡

现象、细胞核浓缩(图 2)．
Hoechst 染 色 检 测 MG132 以 1 滋mol/L、

3 滋mol/L、5 滋mol/L 的浓度作用 Bel-7404 细胞
12 h、24 h、48 h后的细胞凋亡效应：对照组染色
质均匀、无浓缩、边集现象，荧光显微镜下观察，

细胞核染色均一，无明显亮蓝色．而 MG132处理
组细胞核染色质明显凝集、固缩，并有核碎裂出现

凋亡小体．荧光显微镜下观察，呈现致密浓染或者

碎块状致密浓染(图 3)．

2援3 Western blot检测凋亡相关蛋白的变化
蛋白酶体抑制剂MG132作用肝癌 Bel-7404细

胞 24 h后，一方面通过降低 Bcl-2/Bax比值，进而
改变线粒体膜电位，释放细胞色素 c，进一步激活
Caspase-3，剪切 PARP，另一方面，通过改变内质
网压力，引起内质网应激，激活 Caspase-12，介导

Fig. 2 The size and configuration of MG132 treated
Bel鄄7404 (b,c,d) compared with untreated Bel鄄7404

(a) Untreated cells. (b) Treated with 5 滋mol/L MG132 for 12 h. (c)

5 滋mol/L, 24 h. (d) 5 滋mol/L, 48 h. Original magnification 伊200.

Fig. 1 Cell viability was assayed by MTT test
Hepatoma carcinoma cell (Bel-7404) was treated with MG132 at

concentrations (滋mol/L) of 1, 3, 5, 7 and 10. On days 1, 2 and 3

post-effection, cells were stained with MTT as described in Materials
and methods. Results are presented as x 依 s (error bars) of triplicate

experiments and are expressed as a percentage of untreated control cells.
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Fig. 5 Bel鄄7404 cells was treated with
different鄄concentration of MG132, for 48 h

Western blot to investigate the expression of autophagy pathway related

genes LC3B and Beclin1.

Fig. 6 Apoptosis detection assay after infection
with MG132 by Annexin 吁鄄binding assay

Bel-7404 cells was treated for 48 h at an concentration of 3 滋mol/L with

MG132 or remained untreated as a control. The percentage of apoptotic

cells was calculated with CellQuest software (BD Biosciences). The

Bel-7404 liver cancer cells treated with MG132 were positive for

apoptosis, whereas untreated cells seldom displayed any apoptotic effect.

Control 1 滋mol/L 3 滋mol/L 5 滋mol/L

Control 6 h 12 h 24 h 48 h

(a)

(b)

P19
P17

P19
P17

P85

P85

Bcl-2

Bax

Cytochrome c

Caspase-12

PARP

Cleaved PARP

Beta-actin

PARP

Cleaved PARP

Beta-actin

Cleaved Caspase-3

Cleaved Caspase-3

茁-Actin

LC3B

Beclin 1

Control 1 滋mol/L 3 滋mol/L 5 滋mol/L
LC3-玉
LC3-域

0.5

0

1.0

1.5

0 滋mol/L 3 滋mol/L
c/(滋mol·L-1)

2.0

2.5Fig. 4 Bel鄄7404 cells was treated with
different鄄concentration of MG132, for 48 h (a)

and Bel鄄7404 cells was treated for different鄄time
of MG132, with 5 滋mol/L (b)

Western blot to investigate the expression of mitochondria-mediated

signaling pathway related genes Bcl-2, Bax, cytochrome c and the

endoplasmic reticulum stress pathway related gene Caspase-12, which

induced Bel-7404 cell apoptosis. The activated executive protein

Caspase-3 contributed to apoptosis were detected, also, the downstream

protein poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) of apoptosis has also

done. Result shows remarkably increased the expression of the splicers

of both caspase-3 and PARP. MG132 induced the apoptosis of Bel-7404

cells in a concentration-dependent and time-dependent manner.

细胞凋亡．MG132分别以 1 滋mol/L、3 滋mol/L、
5 滋mol/L的浓度作用 Bel-7404细胞 6 h、12 h、24 h、
48 h．在 24 h时，PARP、Caspase-3、Caspase-12、
Bax、细胞色素 c的蛋白质量均随药物浓度的增加
而增加，呈正相关．Bcl-2蛋白表达相应减少，呈
负相关(图 4a)．时间梯度中，PARP、Caspase-3的
表达量在 24 h达到高峰(图 4b)．

2援4 Western blot检测自噬相关蛋白的变化
细胞凋亡属于玉型程序性死亡，而自噬性死亡

属于域型程序性死亡．近来，越来越多的研究表明
自噬活性与肿瘤的发生、发展密切相关．LC3B和
Beclin 1 均是参与自噬体形成的重要基因 [10-11]．

MG132分别以 1 滋mol/L、3 滋mol/L、5 滋mol/L的
浓度作用 Bel-7404细胞 24 h后，Western blot结果
显示，药物组自噬蛋白的表达水平明显高于对照

组，细胞发生自噬性死亡(图 5)．

2援5 流式细胞术检测细胞凋亡

蛋白酶体抑制剂MG132以 3 滋mol/L作用 Bel-
7404 细胞 48 h，收集细胞经 Annexin 吁 /PI 双染
后，流式细胞仪检测细胞凋亡．在 Annexin 吁高染
而 PI低染区域的细胞为早期细胞凋亡，实验结果
显示，加药组出现了细胞凋亡现象且凋亡率为

2.1%，而对照未加药组的细胞基本无凋亡现象，
凋亡率仅为 0.2% (图 6)．
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1 滋m 1 滋m

2 滋m

(a) (b)

(c)

Fig. 7 Observation of endoplasmic reticulum stress
and autophagic vacuoles by TEM analysis

Bel-7404 cells was treated for 48 h at an concentration of 3 滋mol/L with

MG132 (b and c) or remained untreated as a control (a). :

Endoplasmic reticulum; : Autophagic vacuoles.

2援6 透射电镜观察内质网压力与自噬泡形成

蛋白酶体抑制剂 MG132的作用会使细胞的蛋
白酶体活性发生异常，导致内质网压力变化．此

外，MG132可能会诱导细胞自噬，其中自噬泡的
形成是最直接的证据．实验采用透射电子显微镜观

察加药组和对照组细胞的内质网压力变化以及自噬

泡，这是一种最直观的检测方法．结果显示：对照

组细胞中内质网呈扁平状，形态正常规则；加药组

中细胞内质网腔明显膨胀隆起(红色箭头标注)，推
测是由于 MG132的作用产生了内质网压力，正常
Bel-7404细胞中无此现象．同时在加药组中观察到
大量自噬泡的形成(蓝色箭头标注)，进一步佐证了
MG132可以通过自噬途径抑制细胞生长(图 7)．

3 讨 论

泛素 -蛋白酶体途径是依赖 ATP 的非溶酶体
蛋白降解途径，是机体调节细胞内蛋白质水平与功

能的一个重要机制．此途径可以高效并且高度选择

性降解细胞内蛋白质 [12-13]．负责执行这个调控过

程的组成包括泛素及其启动酶系统和蛋白酶体系

统[14]．当蛋白酶体活性异常时，细胞将不能有效清

除这些异常蛋白质，包括与细胞周期、凋亡等相关

的各种蛋白质，造成细胞内蛋白质异常积聚，形成

内质网压力，这就可能会启动一些相关信号通路，

最终影响细胞功能．近年来，泛素介导的蛋白质降

解途径在肿瘤发生中的重要性越来越受关注，蛋白

酶体已逐渐成为开发新的抗肿瘤药物和肿瘤治疗的

热点．

MG132 是蛋白酶体抑制剂，可以抑制泛素 -
蛋白酶体途径(UPP)中起主要催化作用蛋白酶体的
催化活性，从而阻断了 UPP对异常蛋白的降解. 许
多研究报道，MG132通过抑制 26 S蛋白酶体的活
性，可以影响细胞周期，诱导细胞凋亡，阻滞抗原

递呈，增强药物敏感性等[15-18]．因此，蛋白酶体抑

制剂可以影响多种细胞的生命过程，对不同肿瘤细

胞可能存在不同的分子机制．

本实验研究采用浓度梯度和时间梯度的方式给

药，MG132 作用肝癌细胞 Bel-7404 后，通过
Western blot 检测信号通路中相关蛋白质的表达，
结果分析，MG132诱导 Bel-7404细胞凋亡的方式
可以通过激活线粒体途径，也可以激活内质网应激

途径．此外，细胞自噬途径中相关蛋白也被检测到

呈剂量依赖性表达．这些实验结果都有助于我们进

一步研究蛋白酶体抑制剂 MG132 抑制肝癌细胞
Bel-7404生长的机制．
3.1 MG132对线粒体/细胞色素 c介导的凋亡通路
的影响

本研究中，MG132 作用肝癌 Bel-7404 细胞，
分别以时间梯度和剂量梯度获得蛋白质，进行

Western blot分析．随着药物浓度的增加，细胞内
Bcl-2表达量降低，Bax表达量增高，随之细胞色
素 c释放也相应增加，导致线粒体途径下游的效应
Caspase-3被激活，其剪切体(19 ku，17 ku)也得到
相应表达并增强．Caspase-3的活化在细胞凋亡信
号转导中起核心作用．它是 Caspase级联反应中一
种公共的下游效应分子，凋亡的执行者，激活后可

以引起其下游底物包括多聚 ADP- 核糖聚合酶
(PARP)的降解 [19]．PARP 是早期凋亡过程中
Caspase-3的作用靶点．Caspase-3经激活后能识别
PARP中的 Asp-Glu-Val-Asp(DVCD)序列，从而剪
切 PARP[20]．PARP被剪切后失去正常功能，激活
受 PARP负调控的核酸内切酶活性，最终使核小体
间 DNA 降解．在本研究中，MG132 作用后，
Bcl-2、Bax、细胞色素 c、Caspase-3、PARP 的活
性及表达都发生相应改变，且呈剂量依赖性．因此

可推断在肝癌 Bel-7404细胞中，蛋白酶体抑制剂
MG132可以通过线粒体途径诱导细胞凋亡．
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3援2 MG132对内质网应激途径激活Caspase鄄12凋
亡通路的影响

凋亡是程序性细胞死亡，经典途径包括死亡受

体途径和线粒体途径．目前已发现第三条凋亡

途径———内质网应激凋亡途径，正处于热点研究阶

段[21]．

内质网(endoplasmicreticulum，ER)广泛存在于
真核细胞中，是调节蛋白质合成及合成后折叠、聚

集的场所，是调节细胞的应激反应及细胞钙水平的

场所，也是许多脂质合成的场所．内质网功能的损

伤引起 ER应激(ERS)，在细胞凋亡中发挥重要作
用[22-23]．透射电镜观察对照组和加药组细胞，发现

正常 Bel-7404细胞内质网压力正常，经过 MG132
作用的细胞内质网压力明显增强．此实验现象可能

是由于MG132抑制蛋白酶体活性，致使大量未折
叠或错折叠蛋白质积聚于内质网内所产生的，由此

引起的强烈、持久的内质网应激反应将激活

Caspase-12 诱导细胞凋亡．Caspase-12 定位于 ER
膜上，以前体形式存在，仅在 ERS刺激下活化，
发生自内质网向胞质的移位，是内质网凋亡启动的

标志物 [24]． 激活的 Caspase-12 可进一步剪切
Caspase-3，而引发细胞凋亡,此过程由内质网失常
引起,与以膜或线粒体为靶位点的凋亡途径无关．
在 Western blot 检测中，Caspase-12 的表达随着
MG132剂量的增加而增强，呈正相关性．因此可
推断在肝癌 Bel-7404 细胞中，蛋白酶体抑制剂
MG132可以通过内质网应激途径诱导细胞凋亡．
3援3 MG132对细胞自噬的影响
对于一个细胞来说，要除去随着时间推移所积

累的不合适的蛋白质主要有两个通道：泛素 -蛋白
酶体系统和自噬作用，后者指的是通过一个细胞自

身的溶酶体细胞器来使该细胞自己的组成部分自我

破坏．自噬大部分情况下由细胞饥饿引起，同时与

很多生理现象，包括分化、发育、神经性退行疾病

以及恶性肿瘤的发生、发展有关[25]．微管相关蛋白 1
轻链 3 (LC3， three human LC3 isoforms：LC3A，
LC3B和 LC3C)与 Beclin1均是参与自噬体形成的
重要基因．LC3是酵母自噬相关基因 Atg8的类似
物，LC3前体( ProLC3)形成后，首先加工成胞浆
可溶性形式 LC3-玉，并暴露出其羧基端的甘氨酸
残基．然后，LC3-玉被 Atg7活化，转移并被修饰
成自噬体膜结合形式 LC3-域．LC3-域定位于前自
噬体和自噬体，使之成为自噬体的标志分子[26-27]．

Beclin 1 是自噬的关键分子之一，它与 Class 芋

PI3K结合形成复合物，促进早期自噬泡膜结构的
形成[10]．实验中 MG132以 1 滋mol/L、3 滋mol/L、
5 滋mol/L的浓度梯度作用 Bel-7404 细胞 48 h 后，
收取蛋白质用于 Western blot 检测自噬蛋白的表
达．结果表明，未处理组细胞没有 LC3-域表达，
而加药处理组有表达，且蛋白质表达量与 MG132
作用浓度成正相关．同时，加药组中 Beclin1也得
到大量表达．

此外，透射电子显微镜观察细胞内自噬泡

(autophagic vacuoles，AV)是最直观的细胞自噬检
测方法．在该实验中，仅在加药组细胞中观察到大

量的自噬泡形成．因此我们可以推断，蛋白酶体抑

制剂ＭG132抑制肝癌细胞 Bel-7404的机制不仅可
以从诱导凋亡的方式来解释，也与引起细胞自噬

有关．

综上所述，研究证明，蛋白酶体抑制剂

MG132 可以显著抑制肝癌细胞 Bel-7404 的生长，
并且通过流式细胞术以及Western blot检测结果表
明：MG132可以通过线粒体途径和内质网应激途
径诱导肝癌细胞凋亡，并且可以激活细胞自噬途径

进一步抑制 Bel-7404细胞的生长．以上三种信号
途径共同发挥作用实现对肝癌细胞 Bel-7404的有
效抑制．这种通过诱导肿瘤细胞凋亡或自噬来消除

肿瘤已成为一种肿瘤治疗的有效方法，这将促使人

们对泛素 -蛋白酶体通路在细胞凋亡和自噬等现象
中蛋白质泛素化降解展开进一步深入研究．同时，

MG132引起的细胞凋亡和自噬这两类程序性细胞
死亡之间的相互作用机制也值得继续深入研究与探

讨，相信会取得更好更新的成果．
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A Study on The Mechanism of The Inhibition of Bel鄄7404
Hepatocarcinoma Cell Growth by MG132*
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Abstract MG132(Z-Leu-leu-leu-CHO) is an inhibitor of proteasome, and it can reversibly inhibit the activation
of proteasome, thereby inhibiting the degradation of protein which involved in ubiquitin-proteasome pathway
(UPP), and inducing apoptosis at last. Study demonstrated that MG132 was capable of inhibition the proliferation
of Bel-7404 hepatocarcinoma cell. After treated with different-concentration of MG132 at different-time, the
change of morphological change and endoplasmic reticulum stress, formation of autophagic vacuoles and apoptotic
bodies, cells viability, cell apoptosis, the protein expression of both apoptosis and autophagy signaling pathway
related genes formation of in Bel-7404 cells were assessed by fluorescence microscope, Hoechst33342 staining,
MTT assay, Annexin吁/PI flow cytometry, Western blotting and transmission electron microscopy analysis. The
results suggested that MG132 can inhibit Bel-7404 cells growth remarkably . It was able to activate Caspase-12
through endoplasmic reticulum stress pathway, can also influence the level of Bcl-2/Bax, and consequently
induced releasing of cytochrome c through mitochondrial pathway. Both of the two different signaling pathways
can activate Caspase-3 and PARP. Furthermore, MG132 increased the expression of Beclin1 and LC3B.
Autophagic vacuoles were also detected by transmission electron microscopy analysis. It was confirmed that
MG132 inhibited the growth of Bel-7404 cells not only via apoptosis pathway, but also related with autophagy
pathway.
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