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Apelin-13 对肝细胞癌 HepG2 细胞增殖的影响
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[摘　 要] 　 目的　 探讨 Apelin-13 对肝细胞癌 HepG2 细胞增殖的影响。 方法　 将 HepG2 细胞按 Apelin-13 不同浓

度分组:10%胎牛血清组(对照组)、0. 000 1、0. 001、0. 01、0. 1 μmol / L Apelin-13 组,处理时间为 24 h;按 Apelin-13 时

效关系分组:0、6、12、18、24 h 组,处理浓度为 0. 1 μmol / L。 细胞增殖实验检测各组处理后细胞水平。 蛋白质印迹

法检测细胞增殖相关蛋白细胞周期蛋白 D1(CyclinD1)和细胞凋亡相关蛋白半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3(Caspase-
3)的表达水平。 结果　 HepG2 细胞增殖程度随 Apelin-13 浓度增加及作用时间延长而增强(P<0. 05)。 CyclinD1 蛋

白表达水平随 Apelin-13 处理浓度的升高及处理时间延长而升高(P<0. 05);Caspase-3 蛋白表达水平随 Apelin-13
处理浓度的升高及处理时间延长而降低(P<0. 05)。 结论　 Apelin-13 在一定范围内促进肝细胞癌 HepG2 细胞增

殖,抑制 Caspase-3 蛋白的表达,抑制效果随着处理时间延长和浓度的升高而增强。
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The effect of Apelin-13 on the proliferation of HepG2 cells
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of Apelin-13 on proliferation of HepG2 cells. 　 　 Methods　 HepG2
cells were divided into different concentrations of Apelin-13: 10% FBS (control), 0. 000 1, 0. 001, 0. 01, 0. 1 μmol / L.
And the different durations were 0 h (control), 6 h, 12 h, 18 h, 24 h. 　 The number of cells in each group was calculated
by MTT method. 　 Western blot was used to detect the expressions of cell cycle protein D1 (CyclinD1) and cysteine aspar-
tate protease 3 (Caspase-3). 　 　 Results　 The proliferation of HepG2 cells was increased with the increase of Apelin-13
concentration, and the prolongation of the Apelin-13 treatment time ( P < 0. 05). 　 The expression of CyclinD1 was
increased with the increase of Apelin-13 concentration and treatment time, while the expression of Caspase-3 decreased with
the increase of Apelin-13 concentration and treatment time. 　 　 Conclusion　 Apelin-13 promoted the proliferation of hepa-
tocellular carcinoma HepG2 cells and inhibited the expression of Caspase-3 protein within a certain range, and the inhibito-
ry effect was enhanced with prolongation of treatment time and the increase of treatment concentration.

　 　 原发性肝癌是全球发病率第六位及癌症相关

死亡率第四位的癌症[1]。 Apelin 在体内分布广泛,
在右心房、左心室、脑、肺、肝和肾上腺中均可检测

到 Apelin 的表达,尤其在血管内皮细胞中高表

达[2]。 Apelin 可通过旁分泌的形式介导肿瘤新生血

管的生成,Picault 等[3]报道了 Apelin 信号通过激活

自分泌参与结肠腺癌的生长。 Apelin 家族包括多种

亚型,焦谷氨酸修饰形式的 Apelin-13 是其中生物活

性最强的一种。 Apelin-13 与部分肿瘤的生长侵袭

转移密切相关[4-5]。 Apelin 在肝癌中表达上调,以自

分泌的形式通过 PI3K / Akt 通路促进肝癌的进

展[6]。 本研究以不同浓度 Apelin-13 处理肝细胞癌

HepG2 细胞不同时间,观察其对 HepG2 细胞增殖的

影响,以研究其在肝癌发展中的影响及作用机制。
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1　 材料和方法

1. 1　 材料

人肝癌细胞 HepG2 购自中科院上海细胞研究

所;Aeplin-13 购自 Santa 公司;抗-CyclinD1 抗体、抗-
Caspase-3 抗体购自 ABZOOM 公司;MTT 试剂盒购

自康为世纪生物科技有限公司;十二烷基硫酸钠-聚
丙酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)凝胶试剂盒购自博士

德生物科技有限公司。
1. 2　 细胞培养

人肝癌 HepG2 细胞 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养,显微镜下观察到约 90% 细胞覆盖培养板后,用
胰酶消化并吹打成悬液。 接种于 96 孔板中,约 5×
103 / 孔。 待细胞覆盖率约 50% 时,予细胞换液,加
入不含 10% FBS 的培养基,放入培养箱继续培养

12 h 备用。
1. 3　 细胞分组

根据本课题组前期的研究[7],按不同浓度的

Aeplin-13 分为 5 组:10% FBS(对照组)、0. 000 1、
0. 001、0. 01、0. 1 μmol / L 组,处理时间为 24 h;每组

设 3 个复孔。 再根据初步的实验结果,选用差异最

大的 Apelin-13 浓度(0. 1 μmol / L)处理不同时间:
0 h(对照组)、6、12、18、24 h 组。 具体方法:将上述

处理后的各组细胞加入 0. 1 mL 含 10% FBS 的培养

基,24 h 组加入 0. 1 μmol / L Apelin-13,开始计时,
6 h 后 18 h 组加入 0. 1 μmol / L Apelin-13,以此类

推,对照组不加入 Apelin-13,37 ℃ 培养箱中培养

24 h。
1. 4　 MTT 检测 HepG2 细胞增殖

细胞分组后,每个孔各加入 20 μL 0. 5%MTT(5
g / L),培养箱内放置 4 h,然后吸取丢弃原培养液加

入 150 μL DMSO,振荡 10 min 后在酶联免疫检测仪

上测量各孔在 490 nm 处的吸光值。 每组设 5 个

复孔。
1. 5　 Western blot 法检测蛋白表达

各组细胞裂解30 min,4 ℃离心8 min(12000 r / min),
收集上清液。 采用 BCA 试剂盒进行 HepG2 细胞蛋白

定量,将蛋白量调制等量后,加入上样缓冲液,加热

至 99 ℃ 10 min,冷却至 4 ℃ 4 min,然后置于-20 ℃
冰箱内保存备用。 将制备好的 1. 0 mm 厚度的 10%
SDS- PAGE 凝胶置于电泳缓冲液中上样 (每孔

20 μL 蛋白样品),电转移至硝酸纤维素膜后使用

5%封闭液封闭 2 h。 封闭结束后,加入稀释号的一

抗孵育过夜(抗体效价为 1 ∶ 250),TBST 洗膜 3 次,

10 min / 次,加入辣根过氧化物酶标记的二抗(抗体

效价为 1 ∶ 1 000),摇床上孵育 60 min,TBST 洗膜 3
次,10 min / 次。 将增强剂、稳定剂、背景抑制剂按照

20 ∶ 20 ∶ 1 的比例混合,加至聚偏二氟乙烯(PVDF)
膜上,孵育 5 min 后显影。 Mias 图像分析系统测定

各条带灰度值,与 β 微管蛋白(β-Tubulin)条带光密

度值之比反映蛋白的表达。
1. 6　 统计学处理

采用 SPSS 23. 0 软件进行分析,所有数据均采

用 x±s 表示。 P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 不同浓度 Apelin-13 在不同时间对 HepG2 细

胞增殖的影响

与对照组比较,0. 000 1、0. 001、0. 01、0. 1 μmol / L
组的 OD 值增加(P<0. 05;图 1),且 OD 值随着 Apelin-
13 浓度增加而增加,Apelin-13 呈浓度依赖性促进细

胞增殖。 用 0. 1 μmol / L Apelin-13 处理 HepG2 细胞

不同时间后,OD 值随着 Apelin-13 处理时间的增加

而增加(P<0. 05;图 2),Apelin-13 呈时间依赖性促

进细胞增殖。

图 1　 不同浓度 Apelin-13 对 HepG2 细胞增殖的影响

a 为 P<0. 05,与对照组(0 μmol / L)比较。

图 2　 0. 1 μmol / L 的 Apelin-13 处理不同时间

对 HepG2 细胞增殖的影响

a 为 P<0. 05,与 0 h 组比较。
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2. 2　 不同浓度 Apelin-13 及不同时间对 HepG2 细

胞中 CyclinD1 表达的影响

与对照组比较,0. 000 1、0. 001、0. 01、0. 1 μmol / L
组的 CyclinD1 表达升高,且随浓度升高呈递增趋势

(P<0. 05;图 3)。 用 0. 1 μmol / L 的 Apelin-13 处理

HepG2 细胞不同时间后,CyclinD1 表达随 Apelin-13
处理时间延长呈递增趋势(P<0. 05;图 4)。

图 3　 不同浓度 Apelin-13 对 HepG2 细胞中

CyclinD1 表达的影响

a 为 P<0. 05,与对照组(0 μmol / L)比较。

图 4　 0. 1 μmol / L Apelin-13 处理不同时间对

HepG2 细胞中 CyclinD1 表达的影响

a 为 P<0. 05,与 0 h 组比较。

2. 3　 不同浓度 Apelin-13 及不同时间对 HepG2 细

胞中 Caspase-3 表达的影响

与对照组比较,0. 000 1、0. 001、0. 01、0. 1 μmol / L
组的 Caspase-3 表达降低,且 Caspase-3 表达随浓度

的增高而降低(P<0. 05;图 5)。 用 0. 1 μmol / L Ape-
lin-13 处理 HepG2 细胞不同时间后,Caspase-3 的表

达随处理时间延长而降低(P<0. 05;图 6)。

图 5　 不同浓度 Apelin-13 对 HepG2 细胞中

Caspase-3表达的影响

a 为 P<0. 05,与对照组(0 μmol / L)比较。

图 6　 0. 1 μmol / L Apelin-13 处理不同时间对

HepG2 细胞中 Caspase-3表达的影响

a 为 P<0. 05,与 0 h 组比较。

3　 讨　 论

Apelin 是从牛胃分泌物中提取的孤儿 G 蛋白

偶联受体的天然配体。 Apelin / APJ 在体内分布广

泛,作为血管活性肽的 Apelin 以内分泌、旁 /自分泌

等方式在调节心血管系统稳态方面的生物学效应

成为了研究热点[8]。 Apelin-13 作为具有最高的生

物学活性的 Apelin 亚型,参与了多种重要的生物学

过程。 Peng 等[5] 发现 Apelin-13 可通过 ERK1 / 2 /
AIB1 信号通路促进乳腺癌 MCF-7 细胞增殖和侵

袭。 Apelin-13 能促进肺腺癌细胞增殖,同时通过

PAK1-cofilin 磷酸化机制介导了 Apelin-13 促进肺腺

癌细胞迁移[4]。
笔者通过体外培养肝癌 HepG2 细胞,研究不同

浓度及不同作用时间的 Apelin-13 对 HepG2 细胞增

殖的影响。 结果表明,在一定范围内随着 Apelin-13
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浓度增加和处理时间的延长,HepG2 细胞增殖能力

增加,证实外源性 Apelin-13 可促进 HepG2 细胞增

殖,这与 Chen 等[9] 在结肠癌中 Apelin-13 对结肠癌

细胞作用结果一致。 同时本文利用 Western blot 检
测 Apelin-13 作用下 HepG2 细胞增殖相关蛋白 Cy-
clinD1 的表达水平。 细胞在正常生理状态下由 G1
期进入 S 期后,细胞内的 CyclinD1 会迅速分解,一
旦 CyclinD1 持续高表达,就会使细胞的 G1 期缩短,
使细胞周期变化,提前进入 S 期,导致细胞增殖失

控,这也是肿瘤的发生机制之一。 本研究结果显

示,随着 Apelin-13 浓度升高和作用时间延长,Cy-
clinD1 表达也随之增高。 Caspase-3 是包括凋亡在

内的多种生物学过程中的关键酶。 本研究结果显

示,随着 Apelin-13 浓度的增高和处理时间的延长,
Caspase-3 的表达也随之降低,提示 Apelin-13 可呈

浓度和时间依赖性抑制 HepG2 细胞 Caspase-3 的表

达,从蛋白水平进一步证实其能抑制 HepG2 细胞凋

亡。 有研究表明,Caspase-3 在肝癌组织中表达增

高,并与肝癌细胞凋亡有关[10]。 结合本研究结果,
Apelin-13 可能通过抑制肝癌细胞的凋亡而促进肿

瘤进展。 Lu 等[11] 发现 Apelin-13 可通过相应的机

制来促进视网膜胶质细胞的增殖,并能抑制其凋

亡。 前期研究发现 Apelin-13 可通过激活 ERK1 / 2
信号通路,上调 HepG2 细胞 Beclin1 的表达促进细

胞自噬[7],该机制是否与增殖和凋亡有关有待进一

步证实。
本实验研究表明,Apelin-13 是参与肝癌细胞增

殖的新分子,且可抑制 Caspase-3 蛋白的表达,对探

寻肝癌发生发展机制具有重要意义,有望成为肝癌

一个新的分子治疗靶点。
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