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NS5ATP9对饥饿诱导的肝母细胞瘤
HepG2细胞凋亡的作用

全敏1, 刘顺爱2.3, 成军2.3（1.首都医科大学附属北京地坛医院肝病中心 肝病三科，北京 100015；2.首都医

科大学附属北京地坛医院 传染病研究所，北京 100015；3.新发突发传染病研究北京市重点实验室，北京 

100015）

摘要：目的 观察NS5ATP9对饥饿诱导肝母细胞瘤HepG2细胞凋亡的作用随时间的变化。方法 将
NS5ATP9的表达载体、siRNA小分子干扰及其各自的对照分别转染HepG2细胞48小时后，分别用

EBSS饥饿细胞12小时、24小时、36小时和48小时后，利用Annexin V/7-AAD流式细胞术检测细胞凋亡

率的变化。同时利用化学发光法检测胱冬肽酶-3/7（caspase-3/7）的活性变化，观察饥饿不同时间点

NS5ATP9对细胞凋亡的作用变化。结果 ①与对照组相比，NS5ATP9过表达组在HepG2饥饿24小时、

36小时和48小时后，总凋亡率显著减低（t = 17.132、9.138、17.318，P = 0.003、0.012、0.003）；

12小时、36小时和48小时caspase-3/7酶活性显著减低（t = 7.637、6.944、13.490，P = 0.017、0.02、
0.005），二者均以48小时最显著。②与对照组相比，si-NS5APT9转染组在HepG2饥饿36小时和48小
时总凋亡率显著增加（t = -5.064、-4.342，P = 0.034、0.049），12小时、36小时和48小时caspase-3/7
酶活性显著增加（t = -8.837、-7.469、-18.630，P = 0.013、0.017、0.003），二者均以48小时最显著。

结论 在HepG2细胞中NS5ATP9能显著抑制饥饿诱导的细胞凋亡，随着饥饿时间的延长，NS5ATP9对
细胞凋亡率的抑制越明显，以48小时最为显著。
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Abstract: Objective To observe the effects of NS5ATP9 on cell apoptosis of HepG2 cells changes with 
the different starvation time. Methods NS5ATP9 expression vector, small molecules of NS5ATP9 siRNA 
interference and their respective control were transiently transfected into HepG2 cells for 48 hours, 
respectively. The cells were then starvated with EBSS for 12, 24, 36 and 48 hours. Part cells were used to 
observe cell apoptosis changes staining by Annexin V / 7-AAD. Part cells were used to detected caspase-3/7 
activities. Results ①Compared with control group, the apoptosis rate of HepG2 in NS5ATP9 overexpressed 
group reduced at 24, 36 and 48 hours (t = 17.132, 9.138, 17.318; P = 0.003, 012, 0.003), and the caspase-3/7 
activities reduced at 12, 36 and 48 hours (t = 7.637, 6.944, 13.490; P = 0.017, 0.02, 0.005). The differences 
were most significant at 48 hours. ②Compared with control group, the apoptosis rate of HepG2 in si-
NS5APT9 transfected group increased at 36 and 48 hours (t = -5.064, -4.342; P = 0.034, 0.049), and the 
caspase-3/7 activities increased at 12, 36, and 48 hours (t = -8.837, -7.469, -18.630; P = 0.013, 0.017, 0.003). 
The differences were most significant at 48 hours. Conclusion NS5ATP9 in HepG2 cells can significantly 
inhibit the apoptosis induced by starvation; with the starvated time prolonged, the effect of NS5ATP9 
inhibiting cell apoptosis becomes more obvious and the difference was most significant at 48 hours. 
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NS5ATP9是利用抑制性消减杂交技术筛选出

的HCV非结构蛋白5A（NS5A）反式激活的新基

因[1]，目前已发现NS5ATP9在多种恶性肿瘤中高表

达，其功能主要与细胞增殖、细胞周期及DNA损伤

后修复有关，关于NS5ATP9作为NS5A反式激活基

因参与NS5A的哪些致病过程的报道较少。近年来

发现NS5ATP9介导了NS5A诱导的肝癌细胞自噬，

同时还发现饥饿时NS5ATP9的表达增加，并且参与

了饥饿诱导的细胞自噬的发生。饥饿时NS5ATP9表
达的增加除了参与细胞自噬外，是否也参与饥饿诱

导的细胞凋亡过程？这与其在多种肿瘤中高表达有

无相关性？本实验旨在探讨NS5ATP9对肝母细胞

瘤细胞饥饿不同时间后细胞凋亡作用的变化，明确

NS5ATP9在饥饿时高表达的另一作用，以深入了解

NS5ATP9的功能。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞系   肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞及

pcDNA3.1/myc-His(-)-NS5ATP9（pNS5ATP9）表

达载体及对照空载体pcDNA3.1/myc-His(-)（p3.1-
NC）均为本实验室保存。NS5ATP9 siRNA（si-
NS5ATP9）及对照空载体（si-NC）的引物由上海

吉玛公司合成，序列见表1。
1.1.2试剂 DMEM细胞培养基和胎牛血清均购自美

国Gibco公司；转染试剂盒jetPRIMETM（Cat.#：
114-07）购自Polyplus Transfection公司；流式细

胞术检测凋亡所用试剂Annexin V-Alexa fluor 647
及7-AAD Viability Staining Solution购自Biolegend
公司；caspase-Glo® 3/7检测试剂盒购自Promega公
司。

1.2方法

1.2.1 细胞培养及重组质粒转染  用含10%胎牛血

清的DMEM培养液，于5% CO2孵箱中培养HepG2
细胞；待细胞铺满培养瓶底后，将细胞传代种植

于6孔板中，待细胞达60%～70%融合度时按转染

试剂说明书进行重组质粒及siRNA的转染，并设

立阴性对照。通过Western blot验证NS5ATP9表
达载体在HepG2细胞中的表达以及siNS5ATP9对
NS5ATP9蛋白表达抑制，此部分结果本课题组已

进行了验证[2]。

1.2.2 饥饿诱导细胞凋亡  应用不含血清的平衡盐

溶液（earle’s balanced salt solution，EBSS）培养

细胞。分别培养12小时、24小时、36小时和48小
时后收集细胞，部分细胞用Annexin-V和7-AAD染

色，流式细胞仪检测细胞凋亡发生率，部分细胞用

caspase-3/7试剂盒检测活性。

1.2.3 Annexin V检测细胞凋亡  正常细胞中，磷脂酰

丝氨酸（phosphatidylserine，PS）一般位于细胞膜

脂质双层的内侧，但在细胞凋亡的早期，PS可从细

胞膜的内侧翻转到细胞膜表面，暴露在细胞外环境

中。Annexin-V是一种分子量为35～36 kD的Ca2+依

赖性磷脂结合蛋白，与PS有高度亲和力，故可通

过细胞外侧暴露的磷脂酰丝氨酸与调亡早期细胞的

胞膜结合。将Annexin-V进行突光素（FITC、PE）
标记，以标记了的Annexin V作为荧光探针，利用

流式细胞仪或荧光显微镜可检测细胞凋亡的发生。

Annexin V可被作为检测细胞早期凋亡的灵敏指标

之一。

7-AAD（7-amino-actinomycin D）是一种核酸

染料，它不能通过正常质膜，随着细胞凋亡和死

亡，质膜对7-AAD的通透性增加，通过标记及流式

细胞仪检测可间接反映细胞凋亡情况。重组表达载

体或siRNA转染HepG2细胞48小时，在不同的饥饿

时间点收集细胞，按照Annexin V/7-AAD检测试剂

说明书处理细胞后利用流式细胞仪检测细胞凋亡的

情况。Annexin V-7-AAD-为正常细胞；Annexin V+7-
AAD-为早期凋亡细胞；Annexin V+7-AAD+为晚期

凋亡细胞。

1.2.3 胱冬肽酶-3/7酶活性检测  caspase家族在介

导细胞凋亡的过程中起着非常重要的作用，其中

caspase-3为关键的执行分子，在凋亡信号转导的许

多途径中发挥功能，caspase-3/7的活性可反映凋亡

的程度。将HepG2细胞以每孔1 × 104个细胞的密度

接种于96孔板中，转染重组质粒或siRNA后48小时

开始饥饿不同时间，按照caspase-3/7化学发光试剂

盒的操作流程处理细胞后检测细胞内caspase-3/7的
活性。

1.3 统计学方法  采用SPSS 16.0统计软件进行统计学

分析，组间凋亡率的比较采用χ2检验，以P ＜ 0.05
为差异有统计学意义。

表 1  si-RNA 引物序列

检测基因 上游引物（5’-3’） 下游引物（5’-3’）

si-NS5ATP9 GUGUCUAGUUCUUGCUAAATT UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

si-NC UUCUCCGAACGUGUCACGUTT ACGUGACACGUUCGGAGAATT
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2 结果

2.1 NS5ATP9过表达对饥饿诱导细胞凋亡率的影响  
HepG2细胞过表达NS5ATP9后，在饥饿的不同时间

点检测细胞凋亡发生率。与对照组相比，饥饿诱导

细胞凋亡12小时后，pNS5ATP9转染组细胞总凋亡

率呈减低趋势，但差异无统计学意义（χ2 = 2.247，
P = 0.154），饥饿24小时、36小时及48小时后，

pNS5ATP9转染组细胞总凋亡率显著降低，差异有

统计学意义（χ2值分别为17.132、9.138和17.318，P
值分别为0.003、0.012和0.003），见图1、图2。饥

饿12小时、36小时及48小时后，caspase-3/7活性显

著减低（t值分别为7.637，6.944和13.490，P值分别

为0.017，0.02和0.005），以48小时最显著，24小
时呈减低趋势，差异无统计学差异（t = 2.993，P = 
0.096），见图3。
2.2 NS5ATP表达被抑制后对饥饿诱导细胞凋亡率的

影响 在HepG2细胞中转染si-NS5ATP9抑制NS5ATP9
蛋白表达后，在饥饿的不同时间点检测细胞凋亡

发生率；与对照组相比，在饥饿诱导细胞凋亡36

小时和48小时后，si-NS5ATP9转染组细胞发生总

凋亡率显著增加（t = -5.064、-4.342，P = 0.034、
0.049），12小时和24小时呈增加趋势，但差异

无统计学意义（t = -0.961，-1.534，P = 0.438，
0.265），见图4、图5。12小时、36小时和48小
时caspase-3/7活性显著增加（t = -8.837、-7.469
和-18.630，P = 0.013、0.017和0.003），以48小时

最显著；24小时呈增加趋势，差异无统计学意义

（t = -2.418，P = 0.137），见图6。
3 讨论

NS5ATP9蛋白是通过酵母双杂交技术筛选出

来的与增殖细胞核抗原（proliferation cell nuclear 
antigen，PCNA）相结合的蛋白[3]，因其蛋白分子

量为15 kDa故命名为p15（PAF）。李强等[4]利用抑

制性消减杂交技术筛选NS5A反式激活的新基因，

发现长度为336 bp的基因与GeneBank中注册的已知

功能的基因无同源序列，命名为NS5ATP9。关于

NS5ATP9的功能学研究已有很多，主要与细胞增

殖、细胞周期和DNA损伤后修复等相关[5-8]，近年

图 1  NS5ATP9 过表达后饥饿不同时间的 HepG2 细胞流式图
注：在 HepG2 细胞中转染 pNS5ATP9 及对照空载体 48 小时后更换培养基为 EBSS，分别在 12 小时、24 小时、36 小时和 48 小时后

收集细胞，用 Annexin-V/7-AAD 双染后，流式细胞仪检测细胞凋亡数量
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图 2  NS5ATP9 过表达后饥饿不同时间的 HepG2 细胞
总凋亡率
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图 3  NS5ATP9 基因过表达对饥饿不同时间的 HepG2 细胞
caspase-3/7 活性的影响
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来较多文献报道NS5ATP9在多种肿瘤中高表达，成

为多种肿瘤的预后标记基因[9]。Mizutani等[10]发现

NS5ATP9/OEATC-1在间质性甲状腺癌中高表达，

在正常组织中无高表达现象。Hosokawa等[11]研究结

果显示在胰腺癌细胞中NS5ATP9被沉默后，细胞增

殖速度减慢。Yuan等[12]研究结果显示，NS5ATP9/
KIAA0101是独立的危险因子，在肝细胞癌中的高

表达能够预测癌症的不良预后和肿瘤的早期复发，

其他的研究也得出类似结论[13]。Jain等[14]也发现在

肾上腺癌中NS5ATP9的高表达能促进细胞增殖和侵

袭，在原发性肺癌中NS5ATP9同样高表达，可以

作为评估预后的独立因子[15]，在食管癌中的高表达

同样也提示了不良的预后[16]。NS5ATP9在肿瘤中的

高表达可能与其在肿瘤发生、发展中的作用有关。

具体的作用机制目前尚未清晰，Simpson等[17]发现

NS5ATP9与潜在的肿瘤抑制剂产物p33ING1b相伴存

在，可能涉及调节DNA的修复、凋亡及细胞周期进

程。Liu等[18]发现，在肝癌细胞中NS5ATP9可通过抑

制p53的乙酰化，抑制多柔比星诱导的细胞凋亡。而

护肝药水飞蓟宾可能抑制NS5ATP9的表达[19]。从已

有的文献可看出NS5ATP9参与肿瘤发展的可能机

制，近期的研究发现NS5ATP9随着HepG2细胞被饥

饿其表达逐渐增加，以48小时最为显著[20]。为明确

NS5ATP9在饥饿时高表达的作用，我们推测肿瘤细

胞在快速生长时由于营养物质相对缺乏出现饥饿状

态，而饥饿会诱发细胞自噬及细胞凋亡的发生。我

们已明确NS5ATP9参与了饥饿诱导的细胞自噬的

发生，为了明确其是否参与了饥饿诱导细胞凋亡的

发生，本研究采用不同时间点饥饿细胞的方法，检

测NS5ATP9过表达及干扰后细胞凋亡的变化，因

HepG2细胞不能耐受更长时间的饥饿，故选用了12
小时、24小时、36小时和48小时为观察点。结果表

明，随着饥饿时间的延长，NS5ATP9对饥饿诱导

细胞凋亡的抑制作用越来越明显，以48小时最为显

著。这一结果提示NS5ATP9在HepG2细胞饥饿时高

表达的其中一个重要作用是抑制细胞凋亡的发生，

具体作用机制尚需进一步研究。因细胞自噬与肿

瘤的发生发展密切相关，而NS5ATP9在饥饿时可

图 4  NS5ATP9 基因敲降后饥饿不同时间 HepG2 的流式细胞图
注：在 HepG2 细胞中转染 si-NS5ATP9 及对照 si-NC，48 小时后更换培养基为 EBSS，分别在 12 小时、24 小时、36 小时和 48 小时

后收集细胞，用 Annexin-V/7-AAD 双染后，流式细胞仪检测细胞凋亡数量。
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图 5  NS5ATP9 基因敲降后饥饿不同时间的 HepG2 细胞
总凋亡率

HepG2 细胞

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

*
*

**
si-NC si-NS5ATP9

*P=0.013

*P=0.017

**P=0.003

    饥饿时 间  12h      24h     36h     48h

c
a
s
p
a
s
e
-
3
/
7
活

性
相

对
水

平
（

倍
数
）

图 6  NS5ATP9 基因敲降对饥饿不同时间的 HepG2 细胞
caspase-3/7 活性的影响
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参与细胞自噬的发生，推测HepG2细胞在饥饿时，

NS5ATP9对细胞自噬的诱导参与了其对细胞凋亡的

抑制作用，这一推测尚需实验验证。目前已在体外

水平验证了NS5ATP9的抗HepG2细胞凋亡的作用，

同时也提示了体内水平NS5ATP9在多种肿瘤中的高

表达可能的作用机制。
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