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榭皮黄酮通过抑制Traf6/NF-κB信号
转导通路增强5-氟尿嘧啶
对HepG2的化疗作用

顾文燕1, 吴敏2, 李丽2（1.恩施土家族苗族自治州中心医院 消毒供应中心，湖北 恩施 445000；2.恩施土家

族苗族自治州中心医院 手术室，湖北 恩施 445000）

摘要：目的  研究榭皮黄酮（quercetin，Qu）影响肝癌细胞HepG2对5-氟尿嘧啶

（5-fluorouracil，5-FU）的敏感性及Traf6/NF-κB信号转导通路。方法 体外培养HepG2
细胞，取对数期细胞进行后续实验，将细胞分为对照组（不含任何药物的培养基孵

育细胞24 h）、单独Qu组（含40 μg/ml Qu的培养基孵育细胞24 h）、单独5-FU组（含

50 μmol/L 5-FU的培养基孵育细胞24 h）、Qu + 5-FU联合处理组（含40 μg/ml Qu和                           
50 μmol/L 5-FU的培养基共同孵育细胞24 h）、单独Traf6抑制剂C25-140组（2 μmol/L 
C25-140的培养基孵育细胞8 h）、C25-140 + Qu + 5-FU组（C25-140预处理细胞8 h，
然后含40 μg/ml Qu和50 μmol/L 5-FU的培养基共同处理细胞24 h）。采用CCK8法检测

细胞活力，采用倒置显微镜记录细胞克隆数，采用流式细胞术检测细胞凋亡率，采用

Western blot检测剪切的半胱氨酸蛋白酶-7（cleaved-caspase 7，Cle-caspase 7）、Cle-
caspase 3、剪切的聚腺苷二磷酸-核糖聚合酶（cleaved poly ADP-ribose polymerase，
Cle-PARP）、肿瘤坏死因子受体相关蛋白6（tumor necrosis factor receptor-associated 
factor-6，Traf6）、磷酸化转化生长因子-β活化激酶1（phosphorylation transforming 
growth factor-β-activated kinase 1，p-TAK1）和磷酸化核转录因子（phosphorylation nuclear 
factor kappa-B，p-NF-κB）蛋白的表达水平。结果 Qu（40 μg/ml）、5-FU（50 μmol/L）
和Qu + 5-FU组细胞相对活力分别为（82.3 ± 3.1）%、（53.7 ± 4.1）%和（42.4 ± 
4.4）%，均显著低于对照组的（100.0 ± 3.4）%，差异有统计学意义（t = 5.83、9.54、
14.65，P均＜ 0.05）；Qu（40 μg/ml）组、5-FU（50 μmol/L）组和Qu + 5-FU组HepG2
细胞克隆数分别为534 ± 26、236 ± 25、115 ± 42，均显著低于对照组的701 ± 32（P
均＜ 0.05），且Qu + 5-FU组显著低于Qu（40 μg/ml）组和5-FU（50 μmol/L）组（t = 
31.74，P ＜ 0.001；t = 11.34，P = 0.008）。Qu（40 μg/ml）组、5-FU（50 μmol/L）组

和Qu + 5-FU组HepG2细胞凋亡率 [（18.9 ± 4.2）% vs（21.4 ± 4.1）% vs（35.7 ± 3.6）% 
vs（4.6 ± 1.5）%]、Cle-caspase 7（0.11 ± 0.02 vs 0.22 ± 0.03 vs 0.32 ± 0.03 vs 0.05 ± 0.02）、

Cle-caspase 3（0.13 ± 0.02 vs 0.18 ± 0.03 vs 0.28 ± 0.03）和Cle-PARP（0.15 ± 0.02 vs 0.24 ± 
0.03 vs 0.41 ± 0.03 vs 0.08 ± 0.02）表达水平均显著高于对照组，且Qu + 5-FU组显著高

于Qu（40 μg/ml）组和5-FU（50 μmol/L）组（P均＜ 0.05）。Qu（40 μg/ml）组、5-FU            
（50 μmol/L）组、Qu + 5-FU组HepG2细胞Traf6（0.28 ± 0.02 vs 0.19 ± 0.03 vs 0.11 ± 0.03 
vs 0.38 ± 0.02）、p-TAK1（0.23 ± 0.02 vs 0.11 ± 0.03 vs 0.04 ± 0.03 vs 0.38 ± 0.02）和

p-NF-κB（0.28 ± 0.02 vs 0.13 ± 0.03 vs 0.05 ± 0.02 vs 0.44 ± 0.03）蛋白相对表达量均显著

低于对照组，且Qu + 5-FU组均显著低于Qu（40 μg/ml）组和5-FU（50 μmol/L）组（P
均＜ 0.05）。与对照组相比，C25-140组、Qu + 5-FU组和Qu + 5-FU + C25-140组HepG2细
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胞相对活力 [（73.4 ± 4.1）% vs（65.8 ± 3.6）% vs（47.7 ± 3.9）% vs（100 ± 3.1）%] 和
细胞克隆数（456 ± 26 vs 413 ± 25 vs 305 ± 42 vs 763 ± 32）显著降低，细胞凋亡率 [（24.4 ± 
4.1）% vs（29.9 ± 3.7）% vs（51.2 ± 3.7）% vs（3.9 ± 5.2）%] 显著升高（P均＜ 0.05）；

与Qu + 5-FU组比较，Qu + 5-FU + C25-140组HepG2细胞活力和克隆数显著降低，细胞

凋亡率显著升高（P均＜ 0.05）。与对照组相比，Traf6 mimics组HepG2细胞相对活力 
[（152.4 ± 6.3）% vs（100 ± 3.5）%]、细胞凋亡率 [（5.3 ± 3.2）% vs（3.8 ± 2.1）%] 和
细胞克隆数（978 ± 26 vs 783 ± 32）均显著升高（P均＜ 0.05），Qu + 5-FU组和Traf6 
mimics + Qu + 5-FU组HepG2细胞相对活力 [（65.8 ± 4.3）% vs（100 ± 3.5）%；（79.4 ± 
4.9）% vs（100 ± 3.5）%] 和细胞克隆数（454 ± 25 vs 783 ± 32；623 ± 42 vs 783 ± 32）
显著降低，细胞凋亡率 [（34.7 ± 4.4）% vs（3.8 ± 2.1）%；（24.4 ± 3.5）% vs（3.8 ± 
2.1）%] 显著升高（P均＜ 0.05）。与Qu + 5-FU组相比，Traf6 mimics + Qu + 5-FU组

HepG2细胞活力和克隆数显著升高，细胞凋亡率显著降低（P均＜ 0.05）。结论 Qu通
过抑制Traf6/NF-κB信号转导通路协同诱导5-FU对肝细胞癌的化学治疗作用。

关键词：榭皮黄酮；肝细胞癌；5-氟尿嘧啶；Traf6/NF-κB信号转导通路

Quercetin enhances the chemotherapeutic effect of 5-fluorouracil on HepG2 by 
suppressing Traf6/NF-κB signaling transduction pathway
Gu Wenyan1, Wu Min2, Li Li2 (1.Sterile Supply Centre, the Central Hospital of Enshi Tujia 
and Miao Autonomous Prefecture, Enshi 445000, Hubei Province, China; 2.Operating Room, 
the Central Hospital of Enshi Tujia and Miao Autonomous Prefecture, Enshi 445000, Hubei 
Province, China)
Abstract: Objective To observe the effects of quercetin (Qu) on the chemotherapeutic 
sensitivity of 5-fluorouracil (5-FU) and Traf6/NF-κB signaling transduction pathway in 
HepG2. Methods HepG2 cells were cultured in vitro and log-phase cells were harvested for 
subsequent experiments. Cells were divided into control group (cells were incubated in a 
drug-free medium for 24 h), Qu group (cells were incubated in a medium containing 40 μg/ml 
of Qu for 24 h), 5-FU group (cells were incubated in a medium containing 50 μmol/L of 5-FU 
for 24 h), Qu + 5-FU group (cells were incubated in a medium containing 40 μg/ml of Qu and 
50 μmol/L of 5-FU for 24 h), C25-140 group (cells were incubated in a medium containing 
2 μmol/L of C25-140 for 8 h) and C25-140 + Qu + 5-FU group (cells were firstly incubated 
in a medium containing 2 μmol/L of C25-140 for 8 h, then treated with 40 μg/ml of Qu and 
50 μmol/L of 5-FU for 24 h). CCK8 assay was performed to detect the cell viability. Cell 
colonies were measured by inverted microscope. HepG2 cell apoptotic rate was determined 
by flow cytometry. The expression levels of cleaved-caspase 7 (Cle-caspase 7), Cle-caspase 3, 
cleaved poly ADP-ribose polymerase (Cle-PARP), tumor necrosis factor receptor-associated 
factor-6 (Traf6), phosphorylation transforming growth factor-β-activated kinase 1 (p-TAK1) 
and phosphorylation nuclear factor kappa-B (p-NF-κB) protein were detected by Western blot. 
Results The relative cell viability in Qu (40 μg/ml) group, 5-FU (50 μmol/L) group and Qu + 
5-FU group were (82.3 ± 3.1)%, (53.7 ± 4.1)% and (42.4 ± 4.4)%, respectively, which were 
significantly lower than that in control group [(100.0 ± 3.4)%, t = 5.83, 9.54, 14.65, all P ＜ 
0.05]. The HepG2 cell colonies number in Qu (40 μg/ml) group, 5-FU (50 μmol/L) group and Qu + 5-FU 
group were 534 ± 26, 236 ± 25 and 115 ± 42, respectively, which were significantly lower 
than that in control group (701 ± 32; all P ＜ 0.05). The HepG2 cell colonies number in Qu + 
5-FU group was significantly lower than that in Qu (40 μg/ml) group and 5-FU (50 μmol/L) 
group (t = 31.74, P ＜ 0.001; t = 11.34, P = 0.008). The HepG2 cell apoptotic rates [(18.9 ± 
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4.2)% vs (21.4 ± 4.1)% vs (35.7 ± 3.6)% vs (4.6 ± 1.5)%], Cle-caspase 7 (0.11 ± 0.02 vs 0.22 ± 0.03 
vs 0.32 ± 0.03 vs 0.05 ± 0.02), Cle-caspase 3 (0.13 ± 0.02 vs 0.18 ± 0.03 vs 0.28 ± 0.03) and 
Cle-PARP (0.15 ± 0.02 vs 0.24 ± 0.03 vs 0.41 ± 0.03 vs 0.08 ± 0.02) in Qu (40 μg/ml) group, 
5-FU (50 μmol/L) group and Qu + 5-FU group were significantly higher than those in control 
group, and the above indexes in Qu + 5-FU group were significantly higher than those in Qu 
(40 μg/ml) group and 5-FU (50 μmol/L) group (all P ＜ 0.05). The relative expression levels 
of Traf6 (0.28 ± 0.02 vs 0.19 ± 0.03 vs 0.11 ± 0.03 vs 0.38 ± 0.02), p-TAK1 (0.23 ± 0.02 vs 0.11 ±
0.03 vs 0.04 ± 0.03 vs 0.38 ± 0.02) and p-NF-κB (0.28 ± 0.02 vs 0.13 ± 0.03 vs 0.05 ± 0.02 
vs 0.44 ± 0.03) in Qu (40 μg/ml) group, 5-FU (50 μmol/L) group and Qu + 5-FU group were 
significantly lower than those in control group, and the above indexes in Qu + 5-FU group 
were significantly lower than those in Qu (40 μg/ml) group and 5-FU (50 μmol/L) group (all 
P ＜ 0.05). Compared with control group, the cell viability [(73.4 ± 4.1)% vs (65.8 ± 3.6)% 
vs (47.7 ± 3.9)% vs (100 ± 3.1)%] and colonies number (456 ± 26 vs 413 ± 25 vs 305 ± 42 vs 
763 ± 32) in C25-140 group, Qu + 5-FU group and Qu + 5-FU + C25-140 group decreased 
significantly and the apoptosis rate [(24.4 ± 4.1)% vs (29.9 ± 3.7)% vs (51.2 ± 3.7)% vs (3.9 ± 5.2)%] 
increased significantly (all P ＜ 0.05); compared with Qu + 5-FU group, the cell viability and 
colonies number in Qu + 5-FU + C25-140 group decreased significantly and the apoptosis 
rate increased significantly (all P ＜ 0.05). Compared with control group, the cell viability [(152.4 ± 
6.3)% vs (100 ± 3.5)%], apoptosis rate [(5.3 ± 3.2)% vs (3.8 ± 2.1)%] and colonies number 
(978 ± 26 vs 783 ± 32) in Traf6 mimics group increased significantly, the cell viability [(65.8 ± 
4.3)% vs (100 ± 3.5)%; (79.4 ± 4.9)% vs (100 ± 3.5)%] and colonies number (454 ± 25 vs 
783 ± 32; 623 ± 42 vs 783 ± 32) in Qu + 5-FU group and Traf6 mimics + Qu + 5-FU group 
decreased significantly and the apoptosis rate [(34.7 ± 4.4)% vs (3.8 ± 2.1)%; (24.4 ± 3.5)% 
vs (3.8 ± 2.1)%] increased significantly (all P ＜ 0.05). Compared with Qu + 5-FU group, the 
cell viability and colonies number in Traf6 mimics + Qu + 5-FU group increased significantly, 
and the apoptosis rate decreased significantly (all P ＜ 0.05). Conclusions Qu synergized 
the chemotherapeutic effect of 5-FU on hepatocellular carcinoma through the suppression of 
Traf6/NF-κB signaling transduction pathway. 
Key words: Quercetin; Hepatocellular carcinoma; 5-fluorouracil; Traf6/NF-κB signaling 
transduction pathway

肝细胞癌（hepatocellular carcinom，HCC）是

世界范围内最常见的恶性肿瘤之一，也是导致癌症

相关死亡的主要原因
[1]。尽管化学治疗药物和新疗

法已有所改进，但在过去几十年中HCC预后并未得

到显著提升。肿瘤的晚期诊断和细胞对化学治疗药

物的耐药性是导致预后不良的关键因素[2]。5-氟尿

嘧啶（5-fluorouracil，5-FU）是目前治疗肝癌的主

流化学治疗药物，其作用机制主要是诱导细胞周期

阻滞和细胞凋亡[3,4]。大多数患者在治疗初期表现出

对5-FU的敏感性，但后期肿瘤细胞对5-FU的耐药性

和严重不良反应阻碍了其应用。因此，开发高效、

低毒的逆转耐药的化合物是临床迫切需要解决的问

题。已有研究指出，传统中药在较多类型的癌症中

可提高化学治疗药物的疗效并降低耐药性[5,6]。榭皮

黄酮（quercetin，Qu）是一种天然黄酮类化合物，

存在于多种水果、种子和蔬菜中。较多研究证实，

Qu可能通过诱导凋亡细胞，抑制增殖、血管生成和

肿瘤发生等途径对包括肝癌在内的各种癌症具有预

防和抗肿瘤作用[7,8]。本研究主要探讨Qu抗肝癌细

胞增殖机制及其与5-FU协同作用对HCC的影响。

1 资料与方法

1.1 主要材料及试剂  榭皮黄酮购自Sigma公司，批

号：554-43-15；DMEM培养基、胎牛血清（FBS）
购自英国Gibco公司；CCK8试剂盒购买于北京智杰

方远科技有限公司；Annexin V-FITC细胞凋亡检测

试剂盒购买于武汉巴菲尔生物有限公司，剪切的半

胱氨酸蛋白酶-7（cleaved-caspase 7，Cle-caspase 7）、                                                    
Cle-caspase 3、剪切的聚腺苷二磷酸-核糖聚合
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酶（cleaved poly ADP-ribose polymerase，Cle-
PARP）、肿瘤坏死因子受体相关蛋白6（tumor 
necrosis factor receptor-associated factor-6，Traf6）、

转化生长因子-β活化激酶1（transforming growth 
factor-β-activated kinase 1，TAK1）、磷酸化转化生

长因子-β活化激酶1（phosphorylation transforming 
growth factor-β-activated kinase 1，p-TAK1）、核因

子κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB）和磷酸化核

转录因子（phosphorylation nuclear factor kappa-B，
p-NF-κB）抗体购自英国Abcam公司。

1.2 细胞培养及药物处理  肝癌HepG2细胞来自武汉

巴菲尔生物有限公司，采用DMEM完全培养液（含

10% FBS、1% 100 U/ml青霉素和100 g/ml链霉素）

孵育细胞，培养温度为37 ℃、CO2浓度为5%。待细

胞生长至瓶底的90%左右进行传代培养。取对数期

细胞进行后续实验，Qu处理细胞浓度为10 μg/ml、
20 μg/ml、30 μg/ml、40 μg/ml，5-FU处理细胞浓度

为25 μmol/L、50 μmol/L、100 μmol/L、150 μmol/L，
Qu和5-FU联合处理浓度分别为40 μg/ml和50 μmol/L
（该浓度时细胞活性已降至50%左右），干预细胞

时长为24 h。
1.3 细胞活性试验  收集各组细胞，PBS清洗细胞1遍，

每孔加入10 μl的CCK8试剂，继续培养2 h后，在450 nm
波长处检测每孔吸光度（A）值，并计算细胞相对活

力。细胞相对活力（%）= A药物组/A对照组 × 100%。

1.4 细胞克隆实验  收集各组细胞，采用倒置显微镜

观察细胞形态。随机选择十个视野进行细胞计数，

计算平均数即为细胞克隆数。

1.5 细胞凋亡检测   收集各组细胞，PBS清洗2次，

PBS重悬后，分别加入Annexin-V FITC和PI处理细

胞（按照试剂盒操作说明书进行），最后采用流式

细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.6 Western blot实验  收集各组细胞，PBS清洗细胞

3次，裂解、超声破碎、12000 r/min离心12 min（离

心半径为15 cm）后收集上清，采用BCA试剂盒测

定上清蛋白浓度。每个样本上样50 μg进行凝胶电

泳，待蛋白完全分离后进行转膜实验。结束后加入

5%脱脂奶粉封闭液于摇床上室温封闭1 h后，分别

加入对应一抗抗体（体积稀释比例均为1∶1000）
4 ℃反应过夜。次日TBST洗膜3次后加入HRP标记

的山羊抗兔IgG（体积稀释比例为1∶3000），室温

反应1 h。再用TBST洗膜3次，每次10 min，以ECL
试剂显影后进行蛋白条带灰度值分析。

1.7 Traf6抑制剂C25-140对HepG2细胞生长的影响  
取对数期细胞接种于6孔板，将细胞分为对照组、

C25-140（2 μmol/L）组、Qu + 5-FU组和C25-140 + 
Qu + 5-FU组。首先采用C25-140预处理HepG2细胞

8 h，然后采用40 μg/ml的Qu和50 μmol/L的5-FU处理

细胞24 h，最后检测细胞活力、克隆数及凋亡率。

1.8 Traf6过表达对HepG2细胞生长的影响  取对数

期细胞接种于6孔板，将细胞分为对照组、Traf6 
mimics组、Qu + 5-FU组和Traf6 mimics + Qu + 5-FU
组。将Traf6 mimics质粒转染HepG2细胞16 h，然后

采用40 μg/ml的Qu和50 μmol/L的5-FU处理细胞

24 h，最后检测细胞活力、克隆数及凋亡率。

1.9 统计学处理  采用SPSS 20.0软件进行统计学分

析，细胞相对活力、细胞凋亡率、细胞克隆数及各

蛋白相对表达量均为计量资料，符合正态分布，以 
x ± s表示，多组间比较采用方差分析，两两比较采

用LSD-t检验，以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Qu协同5-FU抑制HepG2细胞增殖  0 μg/ml（对照

组）、10 μg/ml、20 μg/ml、30 μg/ml、40 μg/ml Qu
处理HepG2细胞24 h后，细胞相对活力分别为（100 ±                                                
3.4）%、（93.8 ± 4.5）%、（83.4 ± 4.1）%、

（80.2 ± 5.1）%、（76.4 ± 5.2）%，差异有统计学

意义（F = 34.64，P ＜ 0.001），与对照组相比，各

浓度Qu均能显著抑制细胞活力（t = 5.64，P = 0.03；
t = 7.59，P = 0.02；t = 8.41，P = 0.01；t = 14.27，P = 
0.003）。采用不同浓度5-FU（25 μmol/L、50 μmol/L、
100 μmol/L、150 μmol/L）与40 μg/ml Qu共同处理

HepG2细胞24 h，与单独5-FU处理组比较，不同浓度

5-FU + Qu组中HepG2细胞相对活力均显著降低（P
均＜ 0.05），见表1。HepG2细胞克隆检测表明，对

照组、Qu（40 μg/ml）组、5-FU（50 μmol/L）组

和Qu + 5-FU组HepG2细胞克隆数分别为701 ± 32、

表 1    Qu 与 5-FU 联合处理后 HepG2 细胞相对活力（ x ± s，%）

Qu
5-FU

0 μmol/L 25 μmol/L 50 μmol/L 100 μmol/L 150 μmol/L
0 μg/ml  100 ± 3.4 77.4 ± 4.2 53.7 ± 4.1 33.5 ± 4.2 21.5 ± 3.4
40 μg/ml 82.3 ± 3.1 61.2 ± 3.6 42.4 ± 4.4 21.7 ± 3.8 14.9 ± 3.6
t值 5.83 7.83 6.12 7.03 8.24
P值 0.03 0.01 0.02 0.01 0.006
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534 ± 26、236 ± 25、115 ± 42，差异有统计学意义

（F = 34.62，P ＜ 0.001），各处理组HepG2细胞克

隆数均显著低于对照组（t = 7.45，P = 0.02；t = 9.67，
P = 0.003；t = 16.54，P ＜ 0.001），且Qu + 5-FU组

显著低于Qu组和5-FU组（t = 31.74，P ＜ 0.001；t = 
11.34，P = 0.008），见图1。
2.2 Qu增强5-FU对HepG2细胞凋亡的诱导作用  对照

组、Qu（40 μg/ml）组、5-FU（50 μmol/L）组和

Qu + 5-FU组HepG2细胞凋亡率差异有统计学意义                                                            
（F = 27.61，P ＜ 0.001），各处理组细胞凋亡率均显

著高于对照组，Qu + 5-FU组显著高于Qu（40 μg/ml）
组和5-FU（50 μmol/L）组（P均＜ 0.05），见图2、
表2。与对照组相比，Qu（40 μg/ml）组、5-FU
（50 μmol/L）和Qu + 5-FU组凋亡相关蛋白Cle-
caspase 7、Cle-caspase 3和Cle-PARP表达水平显

著升高（P均＜ 0.05）；与Qu + 5-FU组相比，Qu                                                              
（40 μg/ml）组和5-FU（50 μmol/L）组则显著降低

（P均＜ 0.05），见图3、表2。
2.3 Qu和5-FU联合处理对HepG2细胞中Traf6/NF-κB
信号通路的影响  与对照组相比，Qu（40 μg/ml）
组、5-FU（50 μmol/L）组、Qu + 5-FU组HepG2细
胞中Traf6、p-TAK1和p-NF-κB蛋白相对表达量显

著降低（P均＜ 0.05）；与Qu + 5-FU组比较，Qu
（40 μg/ml）组和5-FU（50 μmol/L）组HepG2细胞

中Traf6、p-TAK1和p-NF-κB蛋白相对表达量显著升

高（P均＜ 0.05），见图3、表3。
2.4 Traf6抑制剂C25-140对HepG2细胞生长的影响  
采用Traf6抑制剂C25-140处理HepG2细胞后，抑制

剂处理组Traf6蛋白相对表达量为0.04 ± 0.02，显著

低于对照组的0.36 ± 0.03，差异有统计学意义（t = 
13.06，P ＜ 0.001）。与对照组比较，C25-140组、

Qu + 5-FU组和Qu + 5-FU + C25-140组HepG2细胞活

力和克隆数显著降低，细胞凋亡率显著升高（P
均＜ 0.05）；与Qu + 5-FU组比较，Qu + 5-FU + C25-
140组HepG2细胞活力和克隆数显著降低，细胞凋

亡率显著升高（P均＜ 0.05），见表4。
2.5 Traf6过表达对HepG2细胞生长的影响  与对照组

表 2    Qu 和 5-FU 对细胞凋亡率和细胞凋亡相关蛋白相对表达的影响（ x ± s）

组别 细胞凋亡率（%） Cle-caspase 7 Cle-caspase 3 Cle-PARP

对照组   4.6 ± 1.5 0.05 ± 0.02 0.07 ± 0.03 0.08 ± 0.02

Qu（40 μg/ml）组 18.9 ± 4.2 0.11 ± 0.02 0.13 ± 0.02 0.15 ± 0.02

5-FU（50 μmol/L）组 21.4 ± 4.1 0.22 ± 0.03 0.18 ± 0.03 0.24 ± 0.03

Qu + 5-FU组 35.7 ± 3.6 0.32 ± 0.03 0.28 ± 0.03 0.41 ± 0.03

F值  27.61  31.73  24.16  29.04

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：与对照组相比，Qu（40 μg/ml）组、5-FU（50 μmol/L）组、Qu + 5-FU 组细胞凋亡率 t 值分别为 6.32、10.63、21.47，P 值分别为 0.03、
0.002、＜ 0.001，Cle-caspase 7 t 值分别为 4.51、7.54、11.31，P 值分别为 0.03、0.01、0.007，Cle-caspase 3 t 值分别为 4.32、5.63、13.37，P 值
分别为 0.03、0.02、0.005，Cle-PARP t 值分别为 5.76、8.25、16.31，P 值分别为 0.02、0.008、0.004；与 Qu + 5-FU 组相比，Qu（40 μg/ml）组                              
和 5-FU（50 μmol/L）组细胞凋亡率 t 值分别为 31.74、11.34，P 值分别为 0.002、0.006，Cle-caspase 3 t 值分别为 9.56、4.86，P 值分别
为 0.009、0.041，Cle-caspase 7 t 值分别为 6.54、3.27，P 值分别为 0.016、0.042，Cle-PARP 3 t 值分别为 10.24、5.16，P 值分别为 0.001、
0.024。

对照 Qu 5-Fu Qu + 5-Fu

图 1    Qu（40 μg/ml）和 5-FU（50 μmol/L）联合处理
HepG2 细胞克隆实验图

对照 Qu 5-Fu Qu + 5-Fu

图 2    流式细胞术检测 HepG2 细胞凋亡
注：Qu 浓度为 40 μg/ml，5-FU 浓度为 50 μmol/L。
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相比，Traf6 mimics组HepG2细胞相对活力、细胞凋

亡率和细胞克隆数均显著升高（P均＜ 0.05），

Qu + 5-FU组和Traf6 mimics + Qu + 5-FU组HepG2细
胞活力和克隆数显著降低，细胞凋亡率显著升高（P
均＜ 0.05）。与Qu + 5-FU组比较，Traf6 mimics + 
Qu + 5-FU组HepG2细胞活力和克隆数显著升高，细

胞凋亡率显著降低（P均＜ 0.05），见表5。

表 4    C25-140 处理对 HepG2 细胞生长的影响（ x ± s）

组别 细胞相对活力（%） 细胞凋亡率（%） 细胞克隆数

对照组  100 ± 3.1   3.9 ± 5.2 763 ± 32

C25-140组 73.4 ± 4.1 24.4 ± 4.1 456 ± 26

Qu + 5-FU组 65.8 ± 3.6 29.9 ± 3.7 413 ± 25

C25-140 + Qu + 5-FU组 47.7 ± 3.9 51.2 ± 3.7 305 ± 42

F值  45.69  48.32  36.71

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：Qu 浓度为 40 μg/ml，5-FU 浓度为 50 μmol/L；与对照组相比，C25-140 组、Qu + 5-FU 组、C25-140 + Qu + 5-FU 组细胞相对活
力 t 值分别为 8.92、23.52、42.46，P 值分别为 0.008、＜ 0.001、＜ 0.001，细胞凋亡率 t 值分别为 15.27、19.21、51.23，P 值分别为 0.005、＜ 
0.001、＜ 0.001，细胞克隆数 t 值分别为 11.15、14.52、32.28，P 值分别为 0.008、0.006、＜ 0.001；与 C25-140 + Qu + 5-FU 组相比，C25-
140 组和 Qu + 5-FU 组细胞相对活力 t 值分别为 16.23、12.73，P 均＜ 0.001，细胞凋亡率 t 值分别为 15.99、11.91，P 均＜ 0.001，细胞克
隆数 t 值分别为 26.32、18.64，P 均＜ 0.001。

表 5    Traf6 过表达对 HepG2 细胞生长的影响（ x ± s）

组别 细胞相对活力（%） 细胞凋亡率（%） 细胞克隆数

对照组    100 ± 3.5   3.8 ± 2.1 783 ± 32

Traf6 mimics组 152.4 ± 6.3   5.3 ± 3.2 978 ± 26

Qu + 5-FU组   65.8 ± 4.3 34.7 ± 4.4 454 ± 25

Traf6 mimics + Qu + 5-FU组   79.4 ± 4.9 24.4 ± 3.5 623 ± 42

F值  34.95  31.99  16.74

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：Qu 浓度为 40 μg/ml，5-FU 浓度为 50 μmol/L 与对照组相比，Traf6 mimics 组、Qu + 5-FU 组、Traf6 mimics + Qu + 5-FU 组细胞
相对活力 t 值分别为 13.25、17.82、12.51，P 值分别为 0.007、＜ 0.001、0.008，细胞凋亡率 t 值分别为 4.83、22.54、14.76，P 值分别为
0.04、＜ 0.001、＜ 0.001，细胞克隆数 t 值分别为 6.79、8.16、5.14，P 值分别 0.04、0.03、0.04；与 Traf6 mimics + Qu + 5-FU 组相比，
Traf6 mimics 组和 Qu + 5-FU 组细胞相对活力 t 值分别为 10.52、12.73，P 均＜ 0.001，细胞凋亡率 t 值分别为 18.26、9.45，P 均＜ 0.001，
细胞克隆数 t 值分别为 4.21、6.99，P 值分别为 0.018、0.009。

对照 Qu 5-Fu Qu + 5-Fu

图 3    Western blot 检测细胞凋亡相关蛋白的表达
注：Qu 浓度为 40 μg/ml，5-FU 浓度为 50 μmol/L。

表 3    Traf6、p-TAK1 和 p-NF-κB 蛋白的相对表达量（ x ± s）

组别 Traf6/β-actin p-TAK1/TAK1 p-NF-κB/NF-κB

对照组 0.38 ± 0.02 0.38 ± 0.02 0.44 ± 0.03

Qu（40 μg/ml）组 0.28 ± 0.02 0.23 ± 0.02 0.28 ± 0.02

5-FU（50 μmol/L）组 0.19 ± 0.03 0.11 ± 0.03 0.13 ± 0.03

Qu + 5-FU组 0.11 ± 0.03 0.04 ± 0.03 0.05 ± 0.02

F值  25.16  19.57  35.81

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：与对照组相比，Qu（40 μg/ml）组、5-FU（50 μmol/L）组、Qu + 5-FU 组的 Traf6 t 值分别为 4.12、7.32、15.33，P 值分别为
0.04、0.01、0.006，p-TAK1 t 值分别为 5.17、9.15、18.37，P 值分别为 0.03、0.006、0.002，p-NF-κB t 值分别为 6.37、10.09、19.42，P 值
分别为 0.02、0.005、0.001；与 Qu + 5-FU 组相比，Qu（40 μg/ml）组和 5-FU（50 μmol/L）组 Traf6 t 值分别为 8.26、3.94，P 值分别为
0.008、0.039，p-TAK1 t 值分别为 9.31、6.11，P 值分别为 0.007、0.013，p-NF-κB t 值分别为 10.51、5.37，P 值分别为 0.002、0.018。
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3 讨论

5-FU作为肝癌临床化学治疗的一线药物，有效

提高了患者的总体生存率，但也存在较大局限性，

如广泛的肿瘤耐药和毒性使其应用受到限制。尽管

如此，5-FU仍是治疗肝肠癌最常见、使用最广泛的

药物，因此迫切需要提高其治疗效果。Qu对多种

肿瘤可表现出抑制作用，包括胰腺癌、肝癌及前列

腺癌等[9]。以往研究表明，Qu具有抗肝癌细胞增殖

和促凋亡作用，还可通过靶向多条信号转导通路诱

导肿瘤细胞凋亡[10-12]。大量研究已证实，5-FU和Qu
均可分别抑制肿瘤细胞的生长[13,14]，但其联合作用

抗肝癌的活性尚未明确。本研究表明，Qu和5-FU
增强对肝癌细胞生长的抑制作用是通过同时调节

Caspase/PARP和Traf6/NF-κB信号转导通路实现的，

Qu可增强肝癌细胞对5-FU的敏感性。本研究提示

Qu可作为天然化合物辅助治疗提高肿瘤化学治疗药

物疗效的依据，可作为Qu和5-FU协同作用的支撑

证据。

流式细胞术分析表明，Qu和5-FU对HepG2细
胞毒性的增强作用与诱导细胞凋亡相关。细胞凋亡

或细胞程序性死亡是肝癌发生发展和组织内环境稳

定的重要生物学过程[15]。Caspase信号转导途径的

激活是细胞凋亡的基础，其中细胞色素c从线粒体

膜间隙释放至细胞质中是caspase依赖性凋亡通路

的前提。释放的细胞色素c可与ATP结合，并与pro-
caspase 7结合形成凋亡小体，从而切断caspase 7前
体，激活效应因子caspase 3[16,17]。本研究表明，Qu
显著增强5-FU介导的半胱氨酸蛋白酶Cle-caspase 7、
Cle-caspase 3和Cle-PARP的激活，提示5-FU和Qu联
合抑制肝癌细胞增殖与caspase依赖性凋亡通路的激

活有关。

Traf6/NF-κB信号转导通路与多种肿瘤的增殖、

凋亡、迁移和侵袭等生物学行为密切相关，抑制其

激活可阻断生存信号通路，加速肿瘤细胞死亡[18,19]。

研究表明，Traf6/NF-κB信号转导通路的激活与肝癌

恶化有关[20-22]，针对Traf6/NF-κB信号转导通路及其

相关关键信号分子的有效靶向作用有望成为肿瘤治

疗的重要方式[23-26]。本研究表明，Qu和5-FU联合处

理可抑制肝癌细胞中Traf6/NF-κB信号转导通路，

Traf6抑制剂干预可部分促进Qu和5-FU介导的肝癌

细胞凋亡，而Traf6基因过表达则部分降低它们对肿

瘤细胞增殖的抑制作用。

综上，Qu通过增强化学治疗药物抗肿瘤细胞

增殖及促凋亡活性协同5-FU抑制肝癌细胞的生长。

Qu协同5-FU对肝癌HepG2细胞的抑制作用是通过同

时靶向caspase/PARP和Traf6/NF-κB信号转导通路实

现的。这为Qu协同5-FU治疗肝癌的分子机制提供

了新见解，这种组合干预可能成为肝癌治疗的一种

更有效的方法。
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