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摘要：目的 探讨氧化苦参碱（oxymatrine，OMT）与HCV NS5A蛋白反式激活基因13（HCV NS5A 
trans-regulated protein 13，NS5ATP13）的关系及对人肝母细胞瘤细胞系HepG2增殖凋亡的影响及其作

用机制。方法 在HepG2细胞中分别加入OMT、转染NS5ATP13过表达载体（pNS5ATP13）和小干扰

RNA（siNS5ATP13）及各自的阴性对照，检测细胞活力、愈合速度、迁移及侵袭程度、Caspase-3/7
表达水平及增殖凋亡相关蛋白的表达。结果 ①OMT能抑制HepG2细胞增殖，促进HepG2细胞凋亡，

下调NS5ATP13；②过表达NS5ATP13能促进HepG2细胞的增殖、迁移；干扰NS5ATP13能促进HepG2
细胞凋亡；③将NS5ATP13干扰后加入OMT能显著抑制细胞增殖、迁移，并抑制AKT/GSK/mTOR信
号转导通路。结论 OMT可能通过下调NS5ATP13抑制AKT/GSK/mTOR信号转导通路，诱导人肝母细

胞瘤HepG2细胞系的凋亡。
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Abstract: Objective To investigate the relationship between oxymatrine (OMT) and HCV NS5A trans-
regulated protein 13 (NS5ATP13) and their effects on proliferation and apoptosis of human hepatoblastoma 
cell line HepG2. Methods OMT, NS5ATP13 overexpression vector (pNS5ATP13), small interfering RNA 
(siNS5ATP13) and their respective negative controls were added to HepG2 cells, respectively, to detect the 
changes in cell viability (CCK-8), healing rate (scratches), migration and invasion (invasion and migration 
experiments), Caspase-3/7 expression levels, and expression of proliferation and apoptosis related genes. 
Results ①OMT could inhibit the proliferation and promote the apoptosis of HepG2 cells, and also down-
regulate NS5ATP13 in HepG2 cells. ②Overxpression of NS5ATP13 could promote the proliferation and 
migration of HepG2 cells; while NS5ATP13 silencing could promote the apoptosis of HepG2 cells. ③After 
NS5ATP13 silencing, OMT could significantly modulate the proliferation, migration and AKT/GSK/mTOR 
signaling pathway in HepG2 cells. Conclusion OMT may induce the apoptosis of human hepatoblastoma 
HepG2 cell line by down-regulating NS5ATP13 and AKT/GSK/mTOR signaling pathway.
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肝癌是世界上六大常见癌症之一[1]，发病率居

癌症第7位，病死率居第3位[2]，是我国＜ 60岁男

性癌症死亡的首要原因[3]。手术和肝移植是治疗肝

癌的主要方法，但仅有少数患者选择且易复发[4]，

而索拉非尼等治疗成本较高，无法广泛推广[5]。因

此，探索和发现有效的肝癌治疗药物十分必要。氧

化苦参碱（oxymatrine，OMT）是豆科植物苦参的

主要成分之一，其化学结构见图1。OMT能够抑制

肝癌细胞的增殖分化，诱导细胞凋亡，多种途径发

挥抗肝癌活性[6-8]，安全性好，不良反应少，但其

作用机制缺乏系统理论，药物靶点有待进一步研

究。HCV NS5A蛋白反式激活基因13（HCV NS5A 
trans-regulated protein 13，NS5ATP13）是利用抑制

性消减杂交技术发现并克隆的新基因，能够促进肝

癌细胞的增殖[9]，是肝癌潜在的治疗新靶点，推测

OMT的抗癌作用与NS5ATP13具有相关性。因此，

本实验旨在探讨OMT与NS5ATP13间的关系及对

HepG2细胞增殖凋亡的影响，为临床用药提供实验

依据。

1 资料与方法

1.1 实验材料  OMT 由江苏正大天晴药业集团股

份有限公司提供；人肝母细胞瘤 HepG2 细胞系、

pNS5ATP13 及其阴性对照（NC）由首都医科大学

附属北京地坛医院传染病研究所提供；siNS5ATP13
及其阴性对照（siNC）由上海吉玛制药技术有限公

司合成；lenti-NS5ATP13 及其阴性对照（lenti-NC）
购自北京靖瑞百康生物技术有限公司。

1.2 实验试剂  DMEM 培养基、胎牛血清（Thermo 
Scientific 公司，美国）；CCK-8 试剂盒（日本同

仁化学公司，日本）；Caspase-Glo®3/7 检测试剂盒

（Promega 公司，美国）；Matrigel 基质胶（BD 公司，

美国）；总 RNA 提取试剂盒（Thermo Scientific 公司，

美国）；逆转录试剂盒 [宝生物工程（大连）有限公司，

中国 ]；实时荧光定量 PCR 试剂盒（ABI 公司，美

国）；BCA 蛋白浓度测定试剂盒（Thermo Scientific

图 1  氧化苦参碱的化学结构

公司，美国）；抗 -NS5ATP13（Santa 公司，美国），

Bax、Bcl-2、AKT、p-AKT、GSK3β、p-GSK3β（Ser9）、
mTOR、p-mTOR、N-Cadherin、GAPDH、actin（CST
公司，美国）；引物合成及测序由苏州鸿迅生物科

技有限公司完成。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞活力检测  将HepG2细胞接种在96孔板上，

12 h后加入不同浓度OMT（0 mg/ml、0.5 mg/ml、          
1 mg/ml、2 mg/ml、4 mg/ml、8 mg/ml）或进行细

胞转染。按照完全培养基∶CCK-8试剂 = 10∶1的
比例配制CCK-8工作液，充分混匀后，每孔加入

100 μl工作液，37 ℃孵育1 h，用酶标仪检测450 nm
的吸光度（A）值。细胞活力 = （A加药 - A空白）/（A对

照 - A空白）× 100%；细胞抑制率 = （1 - A加药/A对照）× 
100%。

1.3.2 细胞划痕实验  将HepG2细胞接种在12孔板上，

12 h后进行加药或转染。待细胞长满后，用枪头在细

胞内做直线划痕，PBS清洗1次，更换为无血清培养

基，观察并拍照记录细胞愈合情况，于24 h、48 h和
72 h后进行对比。

1.3.3 细胞侵袭实验  取Matrigel基质胶加入Transwell
小室中，放入37 ℃孵箱，待其凝固。将细胞制成悬

液，用无血清培养基调整细胞密度为1 × 105/ml，上

室加入100 μl细胞悬液，下室加入600 μl含20%胎牛

血清的培养基，置于37 ℃，5% CO2孵箱中继续培

养。24 h后，PBS清洗、甲醇固定、结晶紫染色，

在显微镜下观察穿膜细胞数，拍照记录。

1.3.4 细胞迁移实验  除未在Transwell小室内加入

Matrigel基质胶外，其余步骤同细胞侵袭实验。

1.3.5 细胞凋亡活性检测  将HepG2细胞接种于96孔板

上，12 h后进行细胞加药或转染。按照Caspase-Glo
试剂∶PBS = 1∶1配制Caspase-3/7工作液，充分混匀

后，每孔加入50 μl工作液，37 ℃避光孵育30 min。
孵育完毕后，300 r/min室温下避光慢摇1 h，取上清

液30 μl，用微孔板发光检测仪检测样品490/525 nm处

的荧光强度。

1.3.6 平板克隆实验  接种适量HepG2细胞于培养皿

中，待细胞完全贴壁后分别感染lenti-NS5ATP13及
lenti-NC慢病毒，孵箱培养72 h并扩增。制备细胞

悬液，取500个细胞接种于培养皿中，当出现肉眼

可见的克隆时，终止培养。然后PBS清洗、甲醛固

定、结晶紫染色，观察细胞克隆数，拍照记录。

1.3.7 Real-Time PCR  按照总RNA提取试剂盒

说明书操作提取细胞R N A，按照逆转录试剂

盒说明书操作合成 c D N A。按照实时荧光定量
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PCR试剂盒说明书操作，检测基因NS5ATP13
（ 5 ’ - T C T C T G C T C C T C C C T G T T C C - 3 ’，
5 ’ - AT C C G T T C A C A C C G A C C T T C - 3 ’）、

β-actin5’-CATCCGCAAAGACCTGTACGC-3’，
5’-AGTACTTGCGCTCAGGAGGAG-3’）。反应结

束后，记录Ct值，以2-ΔΔCt方法分析相对mRNA表达

水平。

1.3.8 Western blot  以蛋白裂解液裂解细胞，提取上

清液即为总蛋白，按照BCA蛋白浓度测定试剂盒

测定蛋白质浓度。99 ℃，10 min加热变性后，进行

10% SDS-PAGE凝胶电泳。然后将蛋白质转移置

PVDF膜上，封闭、孵育一抗、二抗，曝光显色并

保存图像。

1.4 统计学处理  所有数据均采用 SPSS 22.0 软件进

行分析，符合正态分布的计量资料以 x ± s 表示，

组间比较采用配对 t 检验，以 P ＜ 0.05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 OMT 对 HepG2 细胞增殖凋亡的影响  随 OMT
浓度的增加，HepG2 细胞活性逐渐降低，当

OMT ≥ 1 mg/ml 时，与对照组（OMT 0 mg/ml）
相比，差异有统计学意义（P 均＜ 0.05）（图 2）。

当 OMT ≤ 4 mg/ml（15.13 mmol/ml） 时，IC50 ＜ 

50%（表 1），本实验选用 2 mg/ml（7.57 mmol/ml）
为后续实验药物浓度。与对照组相比，OMT 作

用 24 h、48 h 和 72 h 时均可显著降低 HepG2 细

胞活力（t = 4.097，P = 0.0064；t = 42.813，P ＜ 
0.0001；t = 6.335，P = 0.0007）（图 3），减缓细

胞愈合速度（t = 3.012，P = 0.0108；t = 4.800，P = 
0.0004；t = 1.517，P = 0.1552）（图 4），抑制细

胞的侵袭与迁移能力（图 5）。同时，OMT 可上

调 Caspase-3/7 和 Bax 蛋白的表达，下调 Bcl-2 和

N-Cadherin 蛋白的表达（图 6）。

2.2 NS5ATP13 对 HepG2 细胞增殖及凋亡的影响  过
表达 NS5ATP13 后，与对照组相比，48 h 和 72 h 时

细胞活力显著增加，差异有统计学意义（t = 3.397，
P = 0.0146；t = 4.107，P = 0.0063）；24 h、48 h 和

72 h 时愈合速度加快（t = 3.717，P = 0.0099；t = 
3.320，P = 0.016；t = 2.963，P = 0.0252），侵袭与

迁移能力增强，沉默后结果与之相反（图 7、图 8、
图 9）。过表达 NS5ATP13 后 Caspase-3/7 表达显著

降低（t = 2.912，P = 0.0269）；沉默 NS5ATP13 后，

Caspase-3/7表达显著升高（t = 7.486，P = 0.0003）（图

10）。相关蛋白检测结果显示，过表达 NS5ATP13
后 Bax 表达下调、Bcl-2、N-Cadherin 表达上调，

沉默后结果与之相反（图 11）。此外，还构建了

图 2  不同浓度 OMT 作用 24 h 对细胞活性的影响
注：与对照组（OMT 0 mg/ml）相比，OMT 0.5 mg/ml t = 1.398，P = 0.1923；OMT 1 mg/ml t = 2.344，P = 0.0411；OMT 2 mg/ml t = 

2.532，P = 0.0298；OMT 4 mg/ml t = 4.255，P = 0.0017；OMT 8 mg/ml t = 13.86，P = ＜ 0.0001；*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.0001

表 1  不同 OMT 浓度对细胞活性的抑制率

OMT（mg/ml） 复孔1（A） 复孔2（A） 复孔3（A） 复孔4（A） 平均值（A） 抑制率（IC50，%）

0 0.826 0.999 0.998 0.797 0.905 0

0.5 0.947 0.647 0.612 0.607 0.703 22

1 0.794 0.590 0.522 0.613 0.630 30

2 0.541 0.544 0.562 0.556 0.511 39

4 0.589 0.542 0.478 0.504 0.528 41

8 0.059 0.059 0.063 0.558 0.060 93.37
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t = 4.097
P = 0.0064

t = 42.813
P ＜ 0.0001

t = 6.335
P = 0.0007

图 3  OMT 作用不同时间对细胞活性的影响

t =3.012
P = 0.0108

t = 4.800
P = 0.0004

t = 1.517
P = 0.1552

A B

图 4  OMT 对细胞愈合的影响
注：A 为细胞划痕实验（200 ×）；B 为 OMT 作用不同时间对细胞愈合面积的影响

图 5  OMT 对细胞迁移及侵袭的影响（结晶紫染色，200 ×）

A B
t = 1.253
P = 0.2567

图 6  OMT 对 Caspase-3/7 表达量及增殖凋亡相关蛋白的影响
注：A 为 OMT 对 Caspase-3/7 表达量的影响；B 为 OMT 对增殖凋亡相关基因的影响
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t = 0.441
P = 0.6749

t = 3.397
P = 0.0146

t = 4.107
P = 0.0063

t = 8.731
P = 0.0001

t = 12.322
P ＜ 0.0001

tt = 10.250
P ＜ 0.0001

A B

图 7  NS5ATP13 对细胞活性的影响
注：A. 过表达 NS5ATP13 后不同时间段对细胞活性的影响；B. 干扰 NS5ATP13 后不同时间段对细胞活性的影响

t = 3.717
P = 0.0099

t = 3.320
P = 0.016

t = 2.963
P = 0.0252

t = 4.951
P = 0.0026

t = 0.2427
P = 08163

t = 1.622
P = 0.1476

A B C

图 8  NS5ATP13 对细胞愈合的影响
注：A. 显微镜下过表达与干扰 NS5ATP13 后不同时间段细胞愈合情况（200 ×）；B. 过表达 NS5ATP13 后不同时间段细胞愈合面积量

化图；C. 干扰 NS5ATP13 后不同时间段细胞愈合面积量化图

图 9  NS5ATP13 对细胞迁移和侵袭的影响（结晶紫染色，200 ×）

t = 2.912
P = 0.0269

t = 7.486
P = 0.0003

A B C

图 10  NS5ATP13 对 Caspase-3/7 表达量增殖凋亡相关基因的影响
注：A. 过表达 NS5ATP13 后细胞内 Caspase-3/7 含量；B. 干扰 NS5ATP13 后细胞内 Caspase-3/7 含量；C. 过表达与干扰 NS5ATP13 后

细胞内增殖凋亡相关蛋白的变化
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NS5ATP13 的稳转细胞系（图 2F），在平板克隆实

验中进一步证实了过表达 NS5ATP13 能够促进细胞

增殖（图 2G）。

2.3 OMT 与 NS5ATP13 的关系  OMT 能显著抑制

NS5ATP13 mRNA（t = 3.646，P = 0.0218）与蛋白的

表达（图 12A、图 12B），且在沉默 NS5ATP13 后加

入 OMT 可显著降低 HepG2 细胞活性（图 12C）、

抑制细胞迁移和侵袭能力（图 13）、延缓细胞愈合

速度（图 14），但随着时间推移，细胞愈合速度

的组间差异减小，考虑与细胞密度及状态有关（图

14）。同时，沉默 NS5ATP13 后加入 OMT 可显著抑

制 Bcl-2、N-Cadherin 蛋白的表达（图 15）。

2.4 OMT、NS5ATP13 与 AKT/GSK/mTOR 信 号 转

导通路的关系  OMT 可显著降低 p-AKT、p-GSK3β
（Ser9）及 p-mTOR 蛋白的表达（图 16）；过表

达 NS5ATP13 可 增 加 p-AKT、p-GSK3β（Ser9）
和 p-mTOR 蛋白的表达，沉默后结果与之相反（图

17）。沉默 NS5ATP13 后再加入 OMT，p-AKT、
p-GSK3β（Ser9）和 p-mTOR 蛋白表达水平显著低

于对照组（图 18）。

A B

图 11  NS5ATP13 慢病毒载体的构建及克隆增殖能力的检测
注：A. 荧光显微镜下细胞内慢病毒载体图（200 ×）；B. NS5ATP13 及对照单克隆结晶紫染色

t = 3.646
P = 0.0218

t = 9.727
P < 0.0001

t = 9.472
P < 0.0001

t = 8.731
P = 0.0001

t = 5.594
P = 0.0014

t = 20.427
P < 0.0001

t = 12.322
P < 0.0001

t = 19.768
P < 0.0001
t = 9.821
P < 0.0001

t = 11.957
P < 0.0001

t = 9.245
P < 0.0001 t = 3.878

P = 0.0082

t = 2.719
P = 0.0347

A B C

图 12  沉默 NS5TATP13 后加用 OMT 对抑制 NS5ATP13 mRNA 与蛋白的表达
注：A. 加入 OMT 后细胞内 NS5ATP13 在 mRNA 水平的变化；B. 加入 OMT 后细胞内 NS5ATP13 在蛋白水平的变化；C. 沉默

NS5ATP13 后加入 OMT 对细胞活性的影响

图 13  沉默 NS5TATP13 后加用 OMT 对细胞侵袭和迁移的影响（结晶紫染色，200 ×）
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t = 6.348
P = 0.0032

t = 4.285
P = 0.0128 t = 3.930

P = 0.0171

t = 1.183
P = 0.3024

t = 1.589
P = 0.1874

t = 0.711
P = 0.5164

t = 0.693
P = 0.5263
t = 0.132
P = 0.9017

t = 0.177
P = 0.8682

t = 1.037
P = 0.3581

t = 0.070
P = 0.9477

t = 0.372
P = 0.7284

A B

图 14  沉默 NS5TATP13 后加用 OMT 对细胞愈合的影响
注：A. 显微镜下沉默 NS5TATP13 后加用 OMT 后细胞愈合情况的变化（ 200 ×）；B. 沉默 NS5TATP13 后加用 OMT 后细胞愈合情况

的量化图

图 15  沉默 NS5TATP13 后加用 OMT 对增殖凋亡相关蛋白的影响

图 16  OMT 对 AKT/GSK/mTOR 信号转导通路的影响

图 17  NS5ATP13 对 AKT/GSK/mTOR 信号转导通路的影响
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图 18  沉默 NS5TATP13 后加用 OMT 对 AKT/GSK/mTOR 信号转导通路的影响

3 讨论

OMT是临床中广泛应用的抗肿瘤药物，可调

控肿瘤相关基因、抑制肿瘤浸润转移及肿瘤新生

血管生成等，从而诱导肿瘤细胞凋亡[10]。本研究表

明，OMT能够诱导HepG2细胞凋亡，作用机制与

Bax、Bcl-2、Caspase-3/7及N-Cadherin有关。Bax
和Bcl-2是线粒体凋亡途径的主要调控因子，二者

可结合形成异二聚体复合物，影响线粒体膜的通透

性和膜电位，并在胱冬肽酶家族的参与下调控细胞

存亡[11,12]。N-Cadherin可调节上皮细胞-间充质转化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT），介导

细胞间的黏附和迁移，在肿瘤的侵袭和进展中具有

重要作用[13,14]。OMT能够抑制Bax、N-Cadherin，上

调Bcl-2、Caspase-3/7，提示OMT诱导HepG2细胞凋

亡与激活线粒体凋亡途径、抑制EMT活化有关。

NS5ATP13，又称核螺旋体磷酸化蛋白1（nucleolar 
and coiled-body phosphoprotein 1，NOLC1）或核仁

磷酸化蛋白140（nucleolar phosphoprotein 140，
Nopp140），最早作为一种核定位信号（nuclear 
localization signal，NLS）结合蛋白，具有在细胞核与

细胞质中穿梭的功能，可影响细胞的增殖、分化和

生物体的生长、发育[15]，与多种恶性疾病相关[16-20]。

研究表明，NS5ATP13可提高HepG2的细胞活力，

调节Bcl-2、Bax、Caspase-3/7及N-Cadherin，提示

NS5ATP13可能通过抑制线粒体凋亡途径、促进

EMT活化，从而促进HepG2细胞增殖。本研究表明

OMT可下调NS5ATP13，且在NS5ATP13沉默后加

入OMT，细胞活力、迁移和侵袭能力均显著低于

对照组，Bax显著上调，Bcl-2、N-Cadherin显著下

调，表明OMT可能通过抑制NS5ATP13调控线粒体

凋亡途径和EMT活化进而诱导HepG2细胞凋亡。

PI3K/AKT通路是肝癌发生和进展的关键信号

转导通路，在肿瘤细胞的生长、增殖和凋亡中具

有重要作用[21,22]。AKT在PI3K信号转导的枢纽，磷

酸化的AKT可使Bax的Ser184残基磷酸化而失活，

并抑制Bcl-2家族促凋亡蛋白Bad的活性，解聚Bad/
Bcl-2复合体，游离的Bcl-2增多，从而抑制细胞凋

亡[23]；同时，磷酸化的AKT能够磷酸化GSK3β的
Ser9位点而使其活性受抑制，进而减少GSK对细胞

骨架蛋白的降解及对细胞黏附的抑制，从而抑制

细胞凋亡[24,25]。mTOR是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶，受多种细胞信号调节，AKT是mTOR信号转导

通路的重要上游信号分子，活化的AKT可直接活化

mTOR，提高mRNA的翻译效率，增加细胞生长和

分化相关蛋白的表达，加速肿瘤进展[26]。本研究结

果提示，OMT与NS5ATP13及AKT/GSK/mTOR信号

转导通路相关，且在沉默基因后加入OMT，AKT/
GSK/mTOR信号转导通路显著受抑制，提示OMT
可能通过抑制NS5ATP13来抑制AKT/GSK/mTOR信
号转导通路的活化，进而抑制HepG2细胞的增殖并

诱导细胞凋亡，发挥抗癌作用。至于OMT如何调

控NS5ATP13，可能与NS5ATP13本质上是一种无

序的蛋白质，主要通过与其他蛋白质的相互作用

起作用有关
[27]。OMT中可能含有某种蛋白，能与

NS5ATP13竞争性结合，这有待于进一步研究。

综上，本研究提出了抑癌作用的新靶点，对

OMT抑制肝癌的分子机制提出了新见解。但本

实验尚缺乏动物体内实验验证，对OMT如何调

控NS5ATP13及与AKT/GSK/mTOR信号转导通路

的关系需进一步研究。另有文献报道，CK2可使

NS5ATP13发生广泛磷酸化[29]，这为后期研究提供

了思路。
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