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抗甲胎蛋白单链抗体与阿霉素联合对人肝癌细胞 Ｈｕｈ７
增殖的抑制作用

沈艳丽，姬晓南，高向东


（中国药科大学生命科学与技术学院，南京 ２１０００９）

摘　要　探讨抗人甲胎蛋白（ＡＦＰ）单链抗体和阿霉素（ＤＯＸ）单用或联用对人肝癌细胞Ｈｕｈ７细胞增殖的抑制作用。采用
ＭＴＴ法检测抗ＡＦＰ单链抗体、阿霉素单用及联合作用对Ｈｕｈ７细胞增殖的影响；采用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ荧光双染法检测抗ＡＦＰ
单链抗体、阿霉素单用及联合作用对Ｈｕｈ７细胞凋亡的影响；采用ＰＩ单染法检测抗ＡＦＰ单链抗体、阿霉素单用及联合作用
对Ｈｕｈ７细胞周期分布的影响。结果表明，抗ＡＦＰ单链抗体、阿霉素单药组与联用组均能有效抑制Ｈｕｈ７细胞增殖，呈剂量
依赖性，且两药联用具有协同效应；抗ＡＦＰ单链抗体、阿霉素单用及联用均可诱导细胞凋亡且抗ＡＦＰ单链抗体（４０μｇ／ｍＬ）
与阿霉素（０２５μｇ／ｍＬ）联合组凋亡率明显高于单独给药组，具有统计学意义（Ｐ＜００５）；抗 ＡＦＰ单链抗体（４０μｇ／ｍＬ）单
独作用后，Ｈｕｈ７的细胞周期阻滞于Ｇ０／Ｇ１期，阿霉素（０２５μｇ／ｍＬ）单独作用Ｈｕｈ７的细胞周期阻滞于Ｓ期，而当两种药物
联用时，Ｈｕｈ７的细胞周期被阻滞于Ｇ２／Ｍ期，抑制细胞增殖。
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　　原发性肝癌是一种常见的恶性肿瘤，病死率在
癌症中位居第二［１］，具有易转移、易复发、预后差

等特点，其预防和治疗是世界性难题，至今仍缺乏

有效的防治手段［２］。甲胎蛋白（ＡＦＰ）是肝癌诊断
标志物，被用于预测肝癌的转移和复发，近年来对

ＡＦＰ生物学功能的深入研究证明，肝癌细胞中ＡＦＰ
的高表达与癌细胞耐受ＴＮＦα和ＴＲＡＩＬ等因子相
关，该耐受性的存在是诱导肝癌细胞凋亡困难的主

要原因［３］。因此，调节肝癌细胞内 ＡＦＰ水平成为
抗癌药物研发的新方向。由于肝癌的耐药性非常

明显，已不推荐化疗药物的单独使用，除了与手术、

介入、基因治疗等手段配合使用外，化疗药物与靶

向药物的联合应用逐渐成为肝癌治疗的新方

向［４－５］。本研究将抗 ＡＦＰ单链抗体与阿霉素联合
作用于人Ｈｕｈ７肝癌细胞，考察对肝癌细胞的抗增
殖作用，为其进一步的体内研究提供科学依据。

!

　材　料

１１　试　剂
抗 ＡＦＰ单链抗体由本实验室构建［６］、表达并

纯化得到；阿霉素（大连美仑公司）；ＤＭＥＭ基础
培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清（美国 Ｃｌａｒｋ
公司）；ＭＴＴ（中国 Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司）用 ＰＢＳ配制成
质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ；细胞周期与细胞凋亡试剂
盒和 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒（碧云天生物技
术研究所）。

１２　仪　器
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ分析型流式细胞仪（美国 ＢＤ公

司），全波长酶标仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）。
１３　细胞株

人肝癌Ｈｕｈ７细胞株由江苏省人民医院提供。

'

　方　法

２１　细胞培养与实验分组
Ｈｕｈ７细胞在含１０％胎牛血清，６０Ｕ／ｍＬ青霉

素，１００Ｕ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ完全培养基，３７℃
含５％ＣＯ２的培养箱中培养，取生长良好的对数期

细胞进行实验。实验分成无药对照组和抗 ＡＦＰ单
链抗体组（２５，１０，４０μｇ／ｍＬ）；阿霉素组（０２５，
０５，１０μｇ／ｍＬ）及联合用药组（抗 ＡＦＰ单链抗体
２５μｇ／ｍＬ＋阿霉素０２５μｇ／ｍＬ、抗 ＡＦＰ单链抗
体１０μｇ／ｍＬ＋阿霉素０２５μｇ／ｍＬ、抗ＡＦＰ单链抗
体４０μｇ／ｍＬ＋阿霉素０２５μｇ／ｍＬ），共１０组。
２２　ＭＴＴ法检测抗 ＡＦＰ单链抗体及阿霉素对
Ｈｕｈ７细胞增殖的影响

ＭＴＴ法检测抗ＡＦＰ单链抗体及阿霉素单独及
联合作用对 Ｈｕｈ７细胞增殖的影响。取对数生长
期细胞，以每孔５×１０３个接种于９６孔板，３７℃，
５％ＣＯ２培养１２ｈ后，加入药物。每个剂量设６个
复孔。分别培养２４，４８ｈ后每孔加入 ＭＴＴ２０μＬ，
继续培养 ４ｈ。终止培养，弃上清液，每孔加入
ＤＭＳＯ１５０μＬ，振荡１０ｍｉｎ使结晶物溶解，全波长
酶标仪测定 Ａ５７０和 Ａ６３０，计算细胞抑制率。抑制率
（％）＝（对照组（Ａ５７０ －Ａ６３０）－实验组（Ａ５７０ －
Ａ６３０））／对照组（Ａ５７０－Ａ６３０）×１００。
２３　流式细胞仪检测抗 ＡＦＰ单链抗体及阿霉素
对Ｈｕｈ７细胞周期及细胞凋亡的影响

取对数生长期Ｈｕｈ７细胞，以每孔２×１０５个细
胞的密度接种于６孔板，１２ｈ后加入药物，每组３
个复孔；药物处理 ２４ｈ后，胰酶消化收集全部细
胞，进行细胞周期和细胞凋亡检测。细胞周期检

测：７０％乙醇固定过夜，ＰＢＳ洗涤后进行 ＰＩ染色，
３７℃避光反应３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞周期；
细胞凋亡检测：加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ５μＬ，ＰＩ１０μＬ
室温避光反应 ２０ｍｉｎ，流式细胞仪检测，分析凋
亡率。

２４　统计学处理
采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行数据统计学

分析，对两组样本采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔｔｅｓｔ进行显著性
比较；对两组以上的样本采用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓｔｅｓｔ进
行显著性比较，并在比较事后用 Ｄｕｎｎ′ｓｐｏｓｔｈｏｃ
ｔｅｓｔ进行检验。其中 Ｐ＜００５，表示具有显著性差
异，Ｐ＜００１和Ｐ＜０００１用来表示具有极显著性
差异。
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(

　结　果

３１　抗 ＡＦＰ单链抗体对 Ｈｕｈ７细胞增殖的抑制
作用

单独加入抗 ＡＦＰ单链抗体对 Ｈｕｈ７细胞增殖
具有一定的抑制作用，且细胞抑制率与药物作用

时间，和剂量呈正相关。作用 ４８ｈ后，ｓｃＦｖ
（４０μｇ／ｍＬ）对 Ｈｕｈ７细胞增殖的抑制率最大达
（２９２±１９８）％，如图１所示。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ（ｓｃＦｖＡＦＰ）ｏｎｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｕｈ７ｃｅｌｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３２　阿霉素对Ｈｕｈ７细胞增殖的抑制作用
阿霉素单独作用于 Ｈｕｈ７细胞，对其增殖产生

抑制作用，抑制率也呈时间和剂量依赖性，阿霉素

（１０μｇ／ｍＬ）作用４８ｈ后，抑制率最高达（６０８±
００３）％，如图２所示。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ（ＤＯＸ）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆＨｕｈ７ｃｅｌｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３３　抗ＡＦＰ单链抗体和阿霉素联用对Ｈｕｈ７细胞
增殖的抑制作用

结合前期数据选择 ３个浓度的抗 ＡＦＰ单链
抗体（２５，１０，４０μｇ／ｍＬ）分别与阿霉素（０２５
μｇ／ｍＬ）联合给药。结果表明抗 ＡＦＰ单链抗体和

阿霉素（０２５μｇ／ｍＬ）联用对Ｈｕｈ７细胞增殖的抑
制作用强于两种药物单独作用，抑制率最高达

（４９０８±０３９）％，明显高于阿霉素（０２５μｇ／ｍＬ）
单独用药组的（１９９１±１０２）％，且Ｐ＜００１，具有
极显著性差异，结果如图３所示。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｃＦｖＡＦＰｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＤＯＸｏｎｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｕｈ７ｃｅｌｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ａ：ｓｃＦｖ（４０μｇ／ｍＬ）；Ｂ：ＤＯＸ（０．２５μｇ／ｍＬ）；Ｃ：ｓｃＦｖ（２．５μｇ／ｍＬ）＋
ＤＯＸ（０．２５μｇ／ｍＬ）；Ｄ：ｓｃＦｖ（１０μｇ／ｍＬ）＋ＤＯＸ（０．２５μｇ／ｍＬ）；Ｅ：
ｓｃＦｖ（４０μｇ／ｍＬ）＋ＤＯＸ（０．２５μｇ／ｍＬ）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＤＯＸ（０２５μｇ／ｍＬ）ｇｒｏｕｐ

３４　抗ＡＦＰ单链抗体和阿霉素联用对Ｈｕｈ７细胞
的促凋亡作用

进一步利用流式细胞仪对细胞凋亡效果进行

考察，结果表明抗 ＡＦＰ单链抗体和阿霉素单独用
药及联合用药均表现出了明显的促凋亡作用，与对

照组相比具有极显著性差异；联合组（抗 ＡＦＰ单链
抗体４０μｇ／ｍＬ＋阿霉素 ０２５μｇ／ｍＬ）与阿霉素
（０２５μｇ／ｍＬ）单独用药组相比，细胞凋亡率由
（４０２６±０２７）％增加至（５６８１±０５３）％（Ｐ＜
００５，ｎ＝３），结果如图４所示。
３５　抗ＡＦＰ单链抗体和阿霉素联用对Ｈｕｈ７细胞
周期的影响

对给药后细胞周期的考察结果表明，抗 ＡＦＰ
单链抗体（４０μｇ／ｍＬ）组与对照组相比，Ｇ０／Ｇ１期
细胞比例增加，细胞被阻滞在 Ｇ０／Ｇ１期，Ｐ＜００５，
具有统计学意义；阿霉素（０２５μｇ／ｍＬ）与对照组
相比，Ｓ期细胞比例明显增加，Ｇ０／Ｇ１期细胞比例
减少，细胞被阻滞在 Ｓ期，Ｐ＜００１，具有极显著差
异；联合用药组与对照组相比，Ｇ２／Ｍ期细胞比例
增加，Ｇ０／Ｇ１期细胞比例减少，细胞被阻滞在Ｇ２／Ｍ
期，Ｐ＜００１，具有极显著差异，结果如图 ５、图 ６
所示。
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩａｓｓａｙｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨｕｈ７ｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｂｙｓｃＦｖＡＦＰ，ＤＯＸ，ｏｒｓｃＦｖＡＦＰｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＤＯＸ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｓｃＦｖＡＦＰ，ＤＯＸ，ｏｒｓｃＦｖＡＦＰｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＤＯＸｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＨｕｈ７ｃｅｌｌ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ｓｃＦｖ（４０μｇ／ｍＬ）；Ｃ：ＤＯＸ（０２５μｇ／ｍＬ）；Ｄ：ｓｃＦｖ（２５μｇ／ｍＬ）＋ＤＯＸ（０２５μｇ／ｍＬ）；Ｅ：ｓｃＦｖ（１０μｇ／ｍＬ）＋ＤＯＸ（０２５μｇ／ｍＬ）；
Ｆ：ｓｃＦｖ（４０μｇ／ｍＬ）＋ＤＯＸ（０２５μｇ／ｍＬ）

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＨｕｈ７ｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓｃＦｖＡＦＰ，ＤＯＸ，ｏｒ
ｓｃＦｖＡＦＰｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＤＯＸｆｏｒ２４ｈ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

,

　讨　论

有研究表明，ＡＦＰ的存在可上调 Ｒａｓ的表达，
激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号，促进癌基因 Ｓｒｃ表达，促使
肝细胞发生癌变［７８］。近年来，很多靶向药物在临

床上取得了较好的疗效，其中，单克隆抗体药物也

一直是抗肿瘤蛋白类药物的研究热点。然而以

ＡＦＰ为靶点的抗体药物却并未得到很好的开发，其
原因之一在于肝癌细胞内的 ＡＦＰ主要定位于细胞
质的核周附近，通过结合关键蛋白质参与细胞的生

长或凋亡信号通路，而单克隆抗体由于相对分子质

量大，透过癌细胞膜的效率低下，不能有效中合胞
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内抗原，达不到阻断信号调控的效果。利用基因工

程改造的单链抗体，最大的优势就是对肿瘤的穿透

率高，可以快速到达目的组织和肿瘤部位，并可进

行胞内定位，同时因为其没有Ｆｃ片段，因此免疫原
性较低，能够减少非特异性结合。本研究前期针对

ＡＦＰ靶点设计了抗 ＡＦＰ单链抗体，将其作为一种
辅助治疗药物，与阿霉素联合作用肝癌细胞Ｈｕｈ７，
考察对肝癌细胞增殖的抑制，促进肝癌细胞凋亡的

作用。

阿霉素是临床上常用的广谱化疗药物，但由于

其不良反应较大，常与其他药物联合使用，以降低

化疗使用剂量，达到较好的治疗效果。人肝癌

Ｈｕｈ７细胞是一株高表达 ＡＦＰ的肝癌细胞株，对低
剂量的化疗药物敏感性较弱，本研究将抗 ＡＦＰ单
链抗体与阿霉素联合作用于该细胞，通过抗 ＡＦＰ
单链抗体中和胞内 ＡＦＰ，干扰其抗凋亡信号的传
递，抑制其对细胞生长的调节作用，从而增加Ｈｕｈ７
细胞对低剂量阿霉素的敏感性。

研究结果显示，抗 ＡＦＰ单链抗体及阿霉素单
药均可抑制人肝癌细胞 Ｈｕｈ７细胞的增殖，促进
细胞凋亡；不同浓度的抗 ＡＦＰ单链抗体和低浓度
的阿霉素联用时，可产生相加或协同增强的抑制

作用；联合作用时，抗 ＡＦＰ单链抗体浓度增加，细
胞抑制率有所提高，但并不明显，原因可能是胞

内ＡＦＰ含量是一定的，低剂量的抗ＡＦＰ单链抗体
与 ＡＦＰ结合，对其活性已经产生抑制作用，达到
阻断 ＡＦＰ对信号通路的调控的目的，使得细胞对
化疗药物的敏感性增加，因而两药联用时，增加

抗 ＡＦＰ单链抗体剂量，抑制作用没有显著增强。
有研究表明，ＡＦＰ是肿瘤细胞逃避免疫监视、耐受
化疗药物的因子之一，其可与 ＰＴＥＮ结合并抑制其
活性，从而激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，促进肝癌细
胞耐受凋亡诱导；其亦能选择性与 ｃａｓｐａｓｅ３结合，
阻断凋亡信号通路［９－１０］。本研究研究的抗 ＡＦＰ单
链抗体与胞内ＡＦＰ特异结合，抑制其活性，这可能
是两药联用后对 Ｈｕｈ７细胞增殖抑制作用增强的
原因之一。

细胞周期实验结果显示，抗 ＡＦＰ单链抗体使
细胞周期阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期，Ｓ期细胞比例显著减
少，抑制细胞增殖；阿霉素是周期非特异性药物，对

处于各个周期的细胞都有杀伤作用，使 Ｈｕｈ７细胞

周期阻滞于Ｓ期。细胞停滞于 Ｓ期主要有两个原
因，一方面是 Ｇ１／Ｓ转换加快，如 ｃＭｙｃ，ｃｊｕｎ，ｃｆｏｓ
等转录因子表达上调，或由于周期素及细胞周期素

依赖性激酶的变化等，使更多的细胞进入 Ｓ期；另
一方面，进入分裂期细胞减少，如ＤＮＡ复制不完全
或ＤＮＡ损伤修复等，使大多数细胞不能正常进入
分裂期而停滞于 Ｓ期。阿霉素阻滞细胞周期于 Ｓ
期的原因主要是后者，即是嵌入 ＤＮＡ而抑制核酸
的合成。两药联用后，将 Ｈｕｈ７细胞阻滞于 Ｇ２／Ｍ
期而发挥直接杀伤作用，这与两药联用时增加细胞

凋亡率的结果相吻合。
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Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．

ＴｕｍｏｕｒＢｉｏｌ，２０１４，３５（５）：４０９５－４０９９

［１０］ＬｉＭ，ＬｉＨ，ＬｉＣ，ｅｔａｌ．Ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎｉｓａｎｏｖｅｌｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄ

ｉｎｇｐａｒｔｎｅｒｆｏｒｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｂｌｏｃｋｓｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈ

ｗａｙｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２００９，１２４（１２）：

２８４５－２８５４
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