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摘要 蒽贝素(Embelin)是一种 X连锁凋亡抑制蛋白(X-linked inhibitor of apoptosis protein， XIAP)的小分子抑制剂，可以抑制
XIAP的生成和活性，从而解除 XIAP的抗凋亡作用，使凋亡顺利进行．研究了 Embelin 抑制肝癌细胞 Bel-7404 增殖的机
制．采用不同浓度梯度，通过荧光显微镜、Hochest33342染色、MTT检测、Annexin吁/PI流式细胞术和Western blot分别检
测 Embelin对 Bel-7404细胞的形态学变化、凋亡小体形成、细胞存活率、细胞凋亡水平、凋亡信号转导相关蛋白表达的影
响．结果显示，Embelin能明显抑制 Bel-7404细胞增殖，并通过激活 caspase通路以及阻断 NF-资B信号通路诱导 Bel-7404细
胞凋亡，为进一步利用 Embelin进行肝癌治疗的研究打下一定的基础．
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凋亡抑制蛋白 (inhibitor of apoptosis protein，
IAPs)是近年来备受瞩目的一类蛋白质家族，是一
类独立于 Bcl-2的抗凋亡蛋白．某些 IAPs成员异
常高表达常引起细胞凋亡受阻，与肿瘤的发生发展

密切相关．X连锁凋亡抑制蛋白(X-linked inhibitor
of apoptosis protein， XIAP)是凋亡抑制基因(IAP)家
族中最有效力的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶(caspase)
抑制物，也是分子结构研究得最清楚的 IAP家族
成员．XIAP 能够选择性与 caspase-3、caspase-7、
caspase-9直接结合，抑制其活性，从而抑制细胞
凋亡的发生[1]．

蒽贝素(Embelin)是一种 XIAP 的小分子抑制
剂，能与 XIAP蛋白分子中 BIR3结构域结合，从
而阻止 XIAP分子与 caspase-3、caspase-7、caspase-9
结合，进而诱导细胞凋亡[2]．

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．XIAP 小分子抑制剂
Embelin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 XIAP 小分子抑制剂
Embelin对 Bel-7404细胞生长抑制的影响，并检测

Embelin 作用后，细胞中 caspase 信号通路以及
NF-资B信号通路中蛋白质的表达，初步探讨 XIAP
小分子抑制剂 Embelin抑制肝癌细胞生长的作用
机制．

1 材料与方法

1.1 材料

肝癌细胞株 Bel-7404、Huh-7、PLC及肝正常
细胞 QSG-7701由本实验室保存，所有细胞在体积
分数为 5% CO2、37℃培养箱中培养，培养液为含
10% FBS 的 DMEM (Dulbecco忆 s modified Eagle忆 s
medium)．DMEM 购自 GIBCO 公司．Embelin、
MTT 和 Hoechst 33342 购自 Sigma 公司．BCA 蛋
白定量试剂盒购自 Thermo Fisher 公司．茁-Actin、
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Fig. 1 The expression of XIAP of Bel鄄7404,
Huh鄄7, PLC, QSG鄄7701 cells was detected
by Quantitative real鄄time PCR (qRT鄄PCR)

caspase-3、NF-资B P65、PARP、荧光二抗等抗体分
别 购 自 Beyotime、 Abcam、 Santa Cruz
Biotechnology、Cell Signaling公司．
1.2 方法

1.2.1 RT-PCR检测 XIAP的 mRNA水平表达．肝
癌细胞 Bel-7404、 Huh-7、 PLC 和正常肝细胞
QSG-7701培养于含 10%胎牛血清的 DMEM培养
基，37℃、5% CO2条件下培养．按 TRIZOL法提
取细胞总 RNA，以抽提的总 RNA为模板逆转录成
cDNA，应用 Primer5.0软件设计引物． cDNA通过
SYBR qPCR Mix进行荧光定量 PCR，扩增体系为
20 滋l，扩增参数为：95℃ 1 min，95℃ 15 s，60℃
1 min， 40 个循环．结果由 Applied Biosystems
7300 real-time PCR仪软件分析．
1.2.2 MTT染色检测细胞增殖．收集对数生长期
细胞，调整细胞悬液浓度，将细胞以 100 滋l/孔接
种于 96孔板，使待测细胞密度为 1伊104/ 孔．5%
CO2，37℃孵育 12 h后加药，实验组及对照组分别
设 5 个复孔．孵育 24～96 h 后，每孔加入 20 滋l
MTT溶液(5 g/L，即 0.5%MTT)，继续培养 4 h．小
心地吸去孔内培养液．每孔加入 150 滋l二甲基亚
砜，置摇床上低速振荡 10 min，使结晶物充分
溶解．用酶联免疫检测仪于 490 nm 处测量各孔
的吸光值．细胞生存率=(A 药物作用孔-A 调零孔)/(A 对照孔-
A 调零孔)伊100%
1.2.3 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 10 滋mol/L的 Embelin，对照组加等量的 PBS，
37℃、5% CO2培养，分别作用 24、48、72 h 后，
倒置光学显微镜下，观察细胞形态学变化．

1.2.4 Hochest33342染色观察肿瘤细胞的凋亡．对
数期肿瘤细胞 Bel-7404按 5伊105个 /ml接种至 6孔
板中，过夜培养．以 10 滋mol/L的 Embelin处理细
胞，5% CO2、37 ℃培养箱培养 24～48 h后，加入
1 g/L的 Hochest 33342染料 5 滋l至每个孔中．37℃
染色 30 min后荧光倒置显微镜观察，然后置于共
聚焦显微镜下拍照．

1.2.5 流式细胞术检测细胞凋亡率．6孔板中接种
5伊105个 /ml的 Bel-7404细胞，贴壁培养 12 h后，
在加药组中分别加入 1、5、10 滋mol/L的 Embelin，
对照组中加入等量的 PBS，37℃、5% CO2培养箱

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，收集细胞，用预冷的

PBS洗涤细胞 2遍，用 100 滋l的 1伊结合缓冲液重

悬细胞，加入 5 滋l的 Annexin-吁和 1 滋l的 PI，冰
上避光 15 min后，加入 400 滋l 1伊结合缓冲液，采
用流式细胞仪分析．

1.2.6 Western blot检测凋亡信号通路关键蛋白的
表达．

收集对数生长期肿瘤细胞，按 5伊105个 /ml接
种至 60 mm细胞培养皿，过夜培养．分别用不同
浓度的药物处理细胞，5% CO2、37 ℃培养箱培养
48 h后，按照标准Western blot操作方法，用蛋白
裂解液预处理细胞，并收集细胞及其上清于 1.5 ml
离心管中．-20℃保存或定量后直接使用．
将蛋白质样品用 BCA蛋白定量试剂盒定量后，

每孔加入 10 滋g总蛋白进行 SDS-PAGE，电泳结束
后按半干法将电泳产物转印到 NC膜上．5% BSA
室温封闭 3 h,加一抗(1∶1 000稀释)，室温孵育 2 h,
TBST洗膜 10 min伊3次后，加荧光二抗(1∶15 000
稀释)，室温孵育 1 h，TBST洗膜 10 min 伊 3次后，
红外扫描仪(odessay infrared imaging syetem)扫描目
的蛋白的表达．

1.2.7 统计分析．所有数据均采用 SPSS11.0统计
软件进行方差分析．全部结果用(x 依 s)表示．

2 结 果

2.1 XIAP在不同肝癌细胞中 mRNA水平的表达
Real time PCR结果显示，XIAP在肝癌细胞系

Bel-7404、Huh-7和 PLC中的表达量相对于肝正常
细胞系 QSG-7701明显偏高，并且 3种肝癌细胞系
中 Bel-7404 的 XIAP 表达量最高，其表达水平是
QSG-7701细胞的 7.6倍(图 1)．
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Fig. 4 The size and configuration of Bel鄄7404 cells treated with Embelin, compared with untreated Bel鄄7404 cells
Original magnification 伊200.

Fig. 2 Structure of Embelin

2.2 MTT 分析检测 Embelin 对 Bel鄄7404 细胞的
抑制作用

本实验所用的 XIAP小分子抑制剂 Embelin分
子结构如图 2所示．结果显示，不同浓度的 XIAP
小分子抑制剂 Embelin作用不同时间后，能明显抑
制肝癌细胞 Bel-7404生长，呈现时间依赖性和浓
度依赖性．40 滋mol/L Embelin作用 Bel-7404细胞
24、48、72、96 h 的抑制率分别为 20%、40%、
50%、58%．通过 SPSS 软件分析，Embelin 作用
Bel-7404 细胞 24、48、72、96 h， IC50 值分别为

299.6、51.1、37.7、18.9 滋mol/L(图 3)．

2.3 细胞形态学变化

Bel-7404细胞用 Embelin处理后出现典型凋亡
变化．光学显微镜下观察，XIAP 小分子抑制剂
Embelin 以 10 滋mol/L的浓度处理 24～72 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 4)．

Hoechst33342染色检测 Embelin 以 10 滋mol/L
的浓度作用于 Bel-7404细胞 12、24、36、48 h后，
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 Embelin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 5)．
2.4 流式细胞术检测细胞凋亡率

XIAP小分子抑制剂分别以 1、5和 10 滋mol/L
的浓度作用于 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．
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Fig. 3 Cell viability was assayed by MTT test
Hepatoma carcinoma cell (Bel-7404) was treated with Embelin at
concentrations (滋mol/L) of 1, 5, 10, 20 and 40. On days 1, 2, 3 and 4
posteffection, 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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2.5 Western blot检测凋亡相关蛋白的变化
XIAP小分子抑制剂 Embelin以不同浓度作用

于肝癌 Bel-7404细胞 24 h后，Western blot检测凋
亡信号途径中相关蛋白的表达． 结果表明，

Embelin可以促使 caspase-3的活化, 产生 caspase-3

的剪切体，并且呈剂量依赖性，随着 Embelin浓度
的增大，caspase-3 活化增强．同时，caspase-3的
活化继而剪切凋亡底物 PARP，并与 Embelin的浓
度呈正相关(图 7)．

在 Annexin吁高染而 PI低染区域的细胞为早期凋
亡细胞，结果显示，随着 Embelin 浓度的增加，
Bel-7404 凋亡率明显升高， 1、5 和 10 滋mol/L

Embelin 作用于 Bel-7404细胞 48 h后，其凋亡率
分别为 2.1%、12.4%和 21.9%(图 6).

Fig. 5 Bel鄄7404 cells were stained with Hoechst 33342 after treated with Embelin at concentrations
of 10 滋mol/L for 12, 24, 36 and 48 hours respectively

Control acted as untreated cells. Original magnification 伊200.

12 h 24 h 36 h 48 h

10 滋mol/L Embelin

Control

Fig. 6 Apoptosis detection assay by Annexin 吁鄄binding assay
Bel-7404 cells were treated for 48 h at concentration of 1, 5, 10 滋mol/L with Embelin, or remained PBS-treated as a control.
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多数恶性程度高的肿瘤细胞系都有较高的

NF-资B表达水平，NF-资B对肿瘤的发生起重要作
用[3]．有研究报道，肿瘤坏死因子 琢可以通过激活
NF-资B信号通路，诱导 cyclinD1表达，加快肝细
胞周期进程，促进肿瘤的发生发展[4]．本实验探究

Embelin在抑制肝癌细胞 Bel-7404增殖的过程中，
NF-资B信号通路的变化． Embelin以不同浓度作用
于 Bel-7404细胞, 24 h后, Western blot分析 NF-资B
亚基 P65蛋白表达，结果显示，随着 Embelin的浓
度升高，P65蛋白的表达量降低(图 8)．

3 讨 论

XIAP(X-linked inhibitor of apoptosis protein)是
人类凋亡抑制蛋白 (inhibitor of apoptosis protein，

IAPs)家族的重要成员，是一种具有抑制细胞凋亡
作用的蛋白质，在 IAP家族中，XIAP是最具成效
的内源性 caspase抑制因子，能够通过多种途径影
响细胞凋亡[5]．XIAP基因作为一种具有潜在价值
的肿瘤标记物，在肿瘤的早期诊断以及研究肿瘤耐

药中具有重要意义．体外实验发现，XIAP在很多
恶性程度高的肿瘤细胞系中均过表达，而且肿瘤对

化疗耐药与 XIAP的过表达密切相关[6]．研究发现，

在肝癌细胞和肝癌组织中 XIAP的表达量升高，而
在正常肝细胞和肝组织中 XIAP低表达．XIAP的
过表达与肿瘤的凋亡下调相关，与肿瘤的增殖无

关[7]．目前针对 XIAP开展的肿瘤治疗技术包括反
义寡核苷酸技术、RNA干扰技术以及 XIAP小分子
抑制剂[8-11]．

NF-资B(nuclear factor-资B)是转录因子家族成员，
是细胞内重要的核转录因子，NF-资B在许多细胞刺
激介导的细胞信息的转录调控中起核心作用，参与

多种基因的表达和调控，是细胞激活的标志 [12]．

NF-资B能够上调一些凋亡抑制蛋白，如 XIAP的表
达，阻断 caspase的激活以及引起的凋亡[13]．

Embelin是 XIAP的小分子抑制剂，可以抑制
XIAP的生成及活性，从而阻断了 XIAP对凋亡过
程的抑制作用，使凋亡顺利进行．本研究中，

Embelin作用于肝癌 Bel-7404细胞，以时间梯度获
得蛋白质，进行Western blot分析，随着药物浓度
的增加，导致 caspase-3的激活，其剪切体也得到
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 [14]．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[15]．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影响，最终使核
小体间 DNA 降解．因此，在肝癌 Bel-7404 细胞
中，XIAP的小分子抑制剂 Embelin可以通过激活
caspase通路诱导细胞凋亡．

本研究中，我们探究了 XIAP的小分子抑制剂
Embelin在抑制 XIAP的过程中，NF-资B信号通路
中 P65蛋白的表达情况，结果显示，随着 Embelin
药物浓度的增加，P65 蛋白表达量逐渐减少．
NF-资B 参与多种细胞活动，发挥其生物学功能．
NF-资B最重要的一个功能为调节细胞增殖及凋亡，

Fig. 7 Embelin activates caspase鄄mediated
apoptosis signaling pathway

Bel-7404 cells were treated with different-concentration of Embelin, for

24 h. Western blot analysis apoptosis-related protein in Bel-7404 cells

treated with Embelin. 茁-Actin was used as a loading control.

Mock Embelin(滋mol/L)

1 3 5 10

茁-Actin

Cleaved PARP

PARP

Cleaved caspase-3

Pro-caspase-3

Fig. 8 Embelin blocks NF鄄资B signaling pathway
Western blot to investigate the expression of NF-资B subunit
P65. The results suggest that Embelin inhibits NF-资B activity in
a concentration-dependent manner.
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抑制 NF-资B活性可以促进细胞凋亡，活化 NF-资B
可以抑制促凋亡基因和肿瘤抑制基因[3, 16]．研究证

明了 NF-资B在细胞增殖和胚胎发育中的作用，缺
乏 P65基因的大鼠在胚胎发育过程中，胚胎会发生
坏死 [17]．在肿瘤细胞中，NF-资B活性增强，抑制
NF-资B的活性可以抑制肿瘤细胞的增殖，并诱导肿
瘤细胞的凋亡[3]．

综上所述，XIAP的小分子抑制剂 Embelin可
以显著抑制肝癌细胞 Bel-7404的生长，并且研究
显示，Embelin 可能通过激活 caspase 通路以及阻
断 NF-资B通路诱导肝癌细胞凋亡，为进一步利用
Embelin进行抗癌研究打下一定的基础．
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Suppression of Hepatoma Carcinoma Cell Bel鄄7404 by Small Molecule
XIAP Inhibitor Embelin Through Blocking NF鄄资B Signaling Pathway*

WANG Shi-Bing, LEI Wen, XU Yan-Hua, GUO Ke-Ni, WANG Yi-Gang**

(School of Life Sciences, Xinyuan Institute of Medicine and Biotechnology, Zhejiang Sci-Tech University, Hangzhou 310018, China)

Abstract Embelin, a small molecule XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) inhibitor, can inhibit the
expression and activation of XIAP, thereby removing the antiapoptotic ability of XIAP and resulting in apoptosis
process smoothly. This study is attempt to explore the mechanism of the inhibition to hepatocarcinoma cell
Bel-7404 growth by Embelin. After treated with different-concentration of Embelin, the morphological change,
formation of apoptotic bodies, cells viability, cell apoptosis and the apoptosis-related protein expression in
Bel-7404 cells were assessed by fluorescence microscope, Hochest33342 staining, MTT assay, Annexin 吁/PI flow
cytometry and Western blotting et al. The results indicated that Embelin remarkably inhibited human
hepatocarcinoma cell Bel-7404 growth. Further experiments found that the mechanism of tumor cell growth
inhibition by Embelin was due to the cell apoptosis with the activation of caspase apoptotic pathway and blockage
of NF-资B signal pathway. The studies laid a base on the further treatment of human hepatoma carcinoma by using
Embelin.
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