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过表达 Tg737 基因对肝癌细胞周期和凋亡的影响

谭烨，尤楠，郑璐，黄小兵，王梁，吴柯，邓昌林，李靖

（第三军医大学新桥医院 肝胆外科，重庆 400037）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨 Tg737 基因过表达对人肝癌细胞株细胞周期和凋亡的影响及可能的机制。

方法：将肝癌 HepG2 和 MHCC97-H 细胞分别用脂质体法转染 pcDNA3.1-Tg737 质粒（Tg737 过表达组）

或 pcDNA3.1 空载体（空载体组），或单纯脂质体孵育（脂质体组），以各自未处理的细胞为空白对照。

48 h 后分别用流式细胞仪检测细胞周期与凋亡，Hoechst33342 染料法检测细胞核形态，Western blot

法检测 cyclin A、Bax、Bcl-2 表达。

结果：与各自的空白对照组比较，Tg737 过表达组 HepG2 和 MHCC97-H 细胞的 S 期细胞数量与细胞凋

亡率均明显增加（均 P<0.05），且细胞核均出现明显凋亡形态学改变，同时伴随 cyclin A、Bax 的表

达上调和 Bcl-2 的下调（均 P<0.05）；空载体组、脂质体组 HepG2 和 MHCC97-H 细胞镜下未见明显

的凋亡形态学变化，且上述指标差异均无统计学意义（均 P>0.05）。

结论：Tg737 基因过表达可以抑制肝癌细胞周期进程、促进其凋亡，机制可能与 Tg737 参与调节 cyclin A、

Bax、Bcl-2 有关的信号通路有关。
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Influence of Tg737 gene overexpression on cell cycle and apoptosis 
of hepatocellular carcinoma cells
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Abstract Objective: To investigate the influence of Tg737 gene overexpression on cell cycle and apoptosis in human 

hepatocellular carcinoma cell lines and the possible mechanism.

Methods: Human hepatocellular carcinoma HepG2 and MHCC97-H cells were transfected with pcDNA3.1-

Tg737 plasmid (Tg737 overexpression group) or empty pcDNA3.1 vector (empty vector group) mediated by 

liposome delivery, or cultured with liposomes alone (liposome group), respectively, with corresponding untreated 

cells as blank controls. Forty-eight hours later, the cell cycle status and apoptosis were analyzed by fl ow cytometry, 

nuclear morphological changes were examined by Hoechst 33342 assay, and the expression levels of cyclin A, Bax 

and Bcl-2 were detected by Western blot analysis.

Results: Compared with corresponding blank controls, in Tg737 overexpression group of either HepG2 or 
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肝 细 胞 癌 （ 肝 癌 ） 在 全 球 范 围 内 发 病 率 位 居

癌症第5位，病死率位居第3位。大量证据表明，

肝 癌 的 病 理 发 生 是 肝 细 胞 内 致 癌 、 抑 癌 、 细 胞 周

期调控等基因不断活化、失活后出现的结果 [1-2]，

所以这些基因理论上都能成为肝癌治疗的靶点[3-5]。

抑 癌 基 因 在 维 持 基 因 完 整 性 ， 调 节 增 殖 、 分 化 、

凋亡、细胞周期等方面起到了重要作用 [6-7]，其丧

失功能的突变可直接导致肿瘤发生 [8]。Tg737是一

个 可 能 在 人 的 肝 脏 肿 瘤 细 胞 系 中 有 功 能 的 抑 癌 基

因[9]，有研究[10]表明，在59%的肝癌组织中发现了

Tg737基因的明显表达下调，并且它还能影响细胞

周期进程，在凋亡和增殖过程中发挥关键作用[11]。

基于上述研究结果，笔者认为Tg737在肝癌发生中

具 有 重 要 地 位 ， 它 能 通 过 介 导 肿 瘤 细 胞 发 生 周 期

阻 滞 及 凋 亡 从 而 抑 制 其 增 殖 ， 十 分 有 望 成 为 肝 癌

治疗的新靶点。

本研究检测了Tg737过表达对细胞周期、凋亡

的影响，以及Tg737的抑制增殖作用与cycl in  A、

Bax、Bcl-2表达的关系。

1　材料与方法

1.1  细胞与试剂

人 的 肝 癌 细 胞 株 H e p G 2 和 M H C C 9 7 - H 购

于 中 国 科 学 院 细 胞 库 ， 达 氏 修 正 依 氏 培 养 基

（ D M E M ） 、 胰 蛋 白 酶 购 自 美 国 G i b c o 公 司 ， 胎

牛 血 清 、 l i p o f e c t a m i n e  2 0 0 0  r e a g e n t 购 自 美 国

Invitrogen公司，Annexin V/PI细胞凋亡检测试剂

盒购自法国Immuno tech公司，Hoechs t  33342购

自美国Sigma公司，氨苄青霉素、链霉素购自华北

制药有限公司，Western blot实验所用检测抗体：

Tg737多克隆抗体、GAPDH多克隆抗体，cyclin A

多克隆抗体、Bax多克隆抗体、Bcl-2多克隆抗体以

及二抗均购自美国Cell  Signaling Technology试剂

公司、美国Abnova试剂公司和美国 Santa  Cruz试

剂公司。

1.2  方法

1.2.1  构 建 pcDNA3.1-Tg737 质 粒　pcDNA3.1-
Tg737 质粒的构建按课题组成员先前报道 [12] 完成。

1.2.2  细胞培养与转染　细胞培养于含有 10% 胎

牛血清、100 IU/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素的

DMEM 高糖培养基中，接种于 75 cm2 培养皿上，

在 37 ℃、5% CO2、95% 湿 度 的 培 养 箱 中 孵 育， 

每 2 天 更 换 1 次 培 养 基。 待 细 胞 长 至 80% 左 右

时 进 行 转 染。 用 脂 质 体 介 导 转 染 法， 将 重 组 质

粒 pcDNA3.1-Tg737、 空 载 体 pcDNA3.1（-） 

分 别 转 染 HepG2、MHCC97-H 细 胞。 细 胞 分 为 

4 组：pcDNA3.1-Tg737 转染组（Tg737 过表达组）， 

pcDNA3.1（-） 转 染 组（ 空 载 体 组 ）、

LipofectamineTM 2000 孵育组（脂质体组）和空白

对照组。

1.2.3  Tg737 基 因 过 表 达 分 析　 转 染 48 h 后，

根 据 文 献 [13] 中 所 述 方 法 提 取 蛋 白 质 进 行 Western 

blot 检测 Tg737 蛋白表达，一抗为 anti-Tg737（稀

释比例 1:600) 及 anti-GAPDH（稀释比例 1:400）。

1.2.4  Tg737 在细胞周期与细胞凋亡中的作用　

⑴ 流式细胞仪细胞周期检测：转染后 48 h，加入

70% 冷 乙 醇 4 ℃ 固 定 细 胞 48 h，PBS 洗 涤 1 次，

200 g 离心 10 min，1 mg/mL 的 RNase A 37 ℃处

理 30 min，加入 40 μL 浓度为 0.1 mg/L 的 PI 染色，

流式细胞仪检测处于 G0/G1，S 和 G2/M 期的细胞比

例。⑵ Annexin V/PI 双染法测定细胞凋亡：按照

凋 亡 检 测 试 剂 盒 说 明 书 进 行 Annexin V 法 检 测：

转染后 48 h 收集细胞，预冷 PBS 洗涤，加入标记

有 FITC 的 Annexin V，PI， 混 匀 后 室 温 避 光 孵 育

15 min，上流式细胞仪检测。⑶ Hoechst 33342 染

MHCC97-H cells, the number of cells in the S stage and apoptosis rate were significantly increased (all P<0.05), 

and presented with the typical nuclear morphological changes of apoptosis, with significant upregulation of cyclin 

A and Bax and downregulation of Bcl-2 (all P<0.05); both HepG2 or MHCC97-H cells in empty vector group or 

liposome group showed no evident morphological changes of apoptosis, and the difference in all above indexes 

showed no statistical significance (all P>0.05).

Conclusion: Tg737 gene overexpression can inhibit the cell-cycle progression and promote apoptosis of 
hepatocellular carcinoma cells, and the mechanism may be associated with the participation of Tg737 in regulating 
the signaling pathways involving cyclin A, Bax and Bcl-2. 

Key words Carcinoma, Hepatocellular; Genes, Tumor Suppressor; Cell Cycle; Apoptosis
CLC number: R735.7
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料法检测细胞核形态：转染后 48 h，PBS 洗涤细胞，

70% 乙醇 4 ℃固定 2 h，加入 5 μg/mL 的 Hoechst 

33342 对 细 胞 核 进 行 染 色，37 ℃ 染 色 30 min，

PBS 洗涤 1 遍，使用荧光显微镜观察细胞核形态。

⑷ 光学显微镜法观察凋亡形态：转染后 48 h，光

学显微镜下观察细胞形态。

1.2.5  Western blot 检测 cyclin A、Bax、Bcl-2 表

达　 转 染 后 48 h， 收 集 细 胞， 提 取 蛋 白， 采 用 先

前 描 述 的 实 验 方 法 进 行 Western blot 分 析 cyclin 

A、Bax、Bcl-2 蛋白表达，一抗使用 1:500 稀释的

cyclin A 抗 体、1:300 稀 释 的 Bax 抗 体、1:300 稀

释的 Bcl-2 抗体。

1.3  统计学处理

数 据 以 均 数 ± 标 准 差 （x± s） 形 式 表 示 ， 用

SPSS 14.0统计软件分析处理。数据分析方法为单因

素方差分析及t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  pcDNA3.1-Tg737 瞬时转染可提高肝癌细

胞中 Tg737 的表达

p c D N A 3 . 1 - T g 7 3 7 转 染 H e p G 2 和 M H C C 9 7 - H

细 胞 后 ， W e s t e r n  b l o t 确 认 T g 7 3 7 表 达 增 加 （ 均

P< 0 . 0 5 ） 。 为 排 除 脂 质 体 / 载 体 的 影 响 ， 对 分 别

用Lipofectamine TM 2000和质粒载体孵育的HepG2

和 M H C C 9 7 - H 细 胞 检 测 T g 7 3 7 的 表 达 量 ， 结 果 表

明 ， 与 未 转 染 细 胞 相 比 ， 两 种 方 法 处 理 后 的 细

胞 内 T g 7 3 7 蛋 白 水 平 无 明 显 变 化 （ 均 P > 0 . 0 5 ）

（ 图 1 ） ， 显 示 脂 质 体 / 载 体 并 不 会 对 H e p G 2 和

MHCC97-H细胞内Tg737水平造成影响。

2.2  Tg737 对细胞周期和细胞凋亡的影响

2.2.1  Tg737 过表达可诱导周期阻滞　 使 用 流 式

细 胞 仪 分 析 转 染 后 各 细 胞 周 期 中 细 胞 数 量 比 例。

同 未 转 染 细 胞 相 比， 转 染 后 处 于 S 期 的 细 胞 明 显

增多，G0/G1 期细胞数量减少，提示发生了 S 期阻

滞；同时处于 G2/M 期的细胞比例也明显下降（均

P<0.05）。 同 样 采 用 前 文 所 述 的 方 法 排 除 了 脂 质

体 / 载体对实验的影响（图 2）（表 1）。

2.2.2  Tg737 过表达可诱导细胞凋亡　Annexin V/

PI 双染法结果显示，未转染时可见正常细胞及较

少 的 凋 亡、 坏 死 细 胞， 转 染 后 48 h， 正 常 细 胞 比

例 下 降， 凋 亡 细 胞 比 例 增 加（ 均 P<0.05）。 但 在

比较坏死时发现，转染组与对照组坏死细胞比例无

明 显 改 变（ 均 P>0.05）。 脂 质 体 / 载 体 对 实 验 的

影响可排除（图 3）（表 2）。

A

B

图 1　Western blot 检测 Tg737 蛋白表达　　A：各组细胞 Tg737 蛋白情况；B：各组细胞 Tg737 蛋白相对表达量比较
Figure 1　Western blot analysis for Tg737 protein expression　　A: Tg737 protein expression in each group of cells; B: Comparison of 

relative levels of Tg737 protein among groups of cells　　
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图 2　流式细胞仪检测细胞周期
Figure 2　Cell cycle analysis by fl ow cytometry

表 1　各组细胞周期分布情况（%）
Table 1　Cell cycle distributions in each group of cells (%)

　组别
G0/G1 S G2/M

HepG2 MHCC97-H HepG2 MHCC97-H HepG2 MHCC97-H
空白对照组 70.38±1.91 61.45±1.15 19.91±1.54 25.24±1.09 9.71±1.69 13.31±0.74
空载体组 69.41±1.09 61.73±1.55 20.82±1.32 25.13±1.38 9.77±1.88 13.14±1.09
脂质体组 69.79±2.37 61.18±1.38 20.37±2.17 25.01±0.98 9.84±0.88 13.81±1.77
Tg737 过表达组 54.16±2.331) 42.18±1.191) 41.81±2.611) 53.11±1.941) 4.03±0.871)   4.71±0.341)

注：1）与空白对照组比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. blank control group
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图 3　Annexin V/PI 双染法分析细胞凋亡
Figure 3　Annexin V/PI double staining assay for apoptosis
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2.2.3  Tg737 过 表 达 可 导 致 细 胞 形 态 学 改 变　

HepG2 和 MHCC97-H 细胞转染质粒后 48 h，可观

察到细胞形态发生变化。光镜下观察显示，转染后

HepG2 和 MHCC97-H 细胞皱缩、变圆，并且从培

养瓶壁脱离（图 4A）。通过 Hoechst33342 染料法，

发现转染后细胞荧光强度增大，细胞核呈现致密浓

染，或碎块状致密浓染和半月形凝聚等特征性的凋

亡 形 态 学 改 变（ 图 4B）。 已 排 除 脂 质 体 / 载 体 对

实验的影响。

表 2　各组细胞凋亡情况（%）
Table 2　Comparison of apoptosis among groups of cells (%)

　组别
正常 早期凋亡 晚期凋亡 坏死

HepG2 MHCC97-H HepG2 MHCC97-H HepG2 MHCC97-H HepG2 MHCC97-H
空白对照组 98.34±0.13 97.36±0.10 0.85±0.04 1.43±0.00 0.71±0.01 0.99±0.01 0.10±0.00 0.22±0.00
空载体组 98.33±0.21 97.37±0.13 0.81±0.01 1.45±0.04 0.73±0.03 0.94±0.05 0.13±0.02 0.24±0.04
脂质体组 98.30±0.08 97.32±0.02 0.88±0.03 1.41±0.01 0.70±0.00 1.02±0.04 0.12±0.01 0.25±0.01
Tg737 过表达组 58.97±3.171) 74.80±1.151) 25.13±1.361) 16.98±1.021) 15.76±2.171) 7.96±0.381) 0.14±0.04 0.26±0.05

注：1）与空白对照组比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. blank control group

图 4　细胞形态学观察　　A：光镜观察（×100）；B：Hoechst33342 核染色（×200）
Figure 4　Morphological observations of the cells　　A: light microscopic examination (×100); B: Hoechst33342 nuclei staining （×200）

A

B

空载体组空白对照组 脂质体组 Tg737 过表达组

H
ep

G
2

H
ep

G
2

M
H

C
C

97
- H

M
H

C
C

97
- H



中国普通外科杂志 第 26 卷338

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

2.3  Tg737 过表达对 cyclin A、Bax、Bcl-2 表

达水平的影响

W e s t e r n  b l o t 结 果 显 示 ， c y c l i n  A 的 水 平 随

T g 7 3 7 的 过 表 达 而 明 显 增 高 ， 同 S 期 阻 滞 结 论 一

致 ； 而 B c l - 2 表 达 减 少 的 同 时 B a x 表 达 增 加 （ 均

P < 0 . 0 5 ） 。 脂 质 体 / 载 体 对 实 验 的 影 响 可 排 除 

（图5）。

3　讨　论

肝 癌 是 世 界 范 围 内 最 为 致 命 的 肿 瘤 之 一 。

现 有 治 疗 方 法 对 肝 癌 疗 效 甚 微 ， 晚 期 患 者 预 后 较

差，临床上已开始积极探寻新的治疗手段 [ 14]。近

年 来 的 研 究 正 逐 渐 加 强 人 们 对 分 子 生 物 学 在 肝 脏

肿 瘤 形 成 和 发 展 中 的 认 识 。 目 前 有 证 据 表 明 ， 成

熟 肝 细 胞 内 长 期 、 重 复 发 生 的 损 伤 、 修 复 过 程 ，

会 导 致 致 癌 基 因 的 累 积 和 抑 癌 基 因 的 突 变 ， 从 而

诱 发 肝 癌 的 发 生 。 对 基 因 层 面 改 变 的 认 识 将 为 肝

癌 治 疗 带 来 可 观 前 景 ， 如 果 将 治 疗 重 心 转 移 到 基

因，很有可能推迟、逆转甚至预防肿瘤发生[15-17]。

肝 癌 的 新 型 分 子 治 疗 需 要 筛 选 出 合 适 的 靶 点

基 因 。 目 前 已 有 的 证 据 表 明 在 一 些 肿 瘤 中 恢 复 抑

癌 基 因 的 表 达 水 平 能 在 治 疗 中 发 挥 一 定 作 用 ， 而

抑 癌 基 因 能 够 直 接 介 导 肿 瘤 细 胞 周 期 阻 滞 及 凋 亡

的 发 生 ， 是 基 因 靶 点 治 疗 的 理 想 方 案 。 多 项 研 究

表 明 抑 癌 基 因 疗 法 不 仅 对 正 常 细 胞 没 有 毒 性 ， 还

能增加常规治疗的疗效 [ 18]。潜在的能作为临床上

控 制 癌 细 胞 增 殖 、 促 进 癌 细 胞 凋 亡 的 抑 癌 基 因 正

不 断 被 发 掘 出 ， 例 如 ： p 5 3 [ 1 9 ]， R b [ 2 0 ]， p 2 1 [ 2 1 ]，

p16[22]，p27[23]，BRCA1[24]以及APC[25]等，其中一些

已经进入临床试验阶段。尽管已有显著进展，但总

体来说抑癌基因靶向治疗的作用仍然局限，若要提

高该疗法对肝癌治疗的可行性，则有赖于新分子标

志或治疗靶点的发现及对其作用机制的清晰认识。

Tg737在肝脏肿瘤形成过程中可能起到了重要

的作用[9]，有报道[11]称Tg737参与了细胞周期、凋亡

的调节过程，并且能介导细胞周期与凋亡的改变以

抑制肿瘤细胞的增殖，从而实现对肿瘤的治疗。综

合以上因素，Tg737有望成为肝癌治疗的新位点。

细 胞 的 增 殖 由 细 胞 周 期 把 控 ， 而 许 多 致 癌 、

图 5　Western blot 检测凋亡相关蛋白表达　　A：相关蛋白在各组细胞中的表达情况；B：相关蛋白在各组细胞中相对表达

量比较

Figure 5　Western blot analysis for apoptosis-associated proteins　　A: Expressions of the apoptosis-associated proteins in each group of 
cells; B: Comparison of the relative expression levels of the apoptosis-associated proteins among groups of cells
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抑癌基因都直接参与了细胞周期的调节过程 [ 26]。

本 研 究 发 现 T g 7 3 7 的 过 表 达 可 以 阻 碍 H e p G 2 和

MHCC97 -H的细胞进程。使用流式细胞仪检测发

现，停留在S期的细胞明显增多，而G 0/G 1、G 2/M

期细胞减少。S期细胞增加即说明细胞周期进程的

减 缓 ， 进 而 导 致 增 殖 受 到 抑 制 。 然 而 本 研 究 的 数

据与Robert等[11]所观察到的结果并不一致，其研究

结果显示Tg737的过表达使细胞周期于G 1到S期过

程被阻断从而诱导凋亡，数据上的差异说明Tg737

在不同细胞中可能存在不同的周期阻滞机制。

凋 亡 与 细 胞 增 殖 的 关 系 同 样 密 切 。 坏 死 与

凋 亡 是 细 胞 主 要 的 死 亡 方 式 ， 坏 死 时 细 胞 膨 胀 ，

细 胞 器 丧 失 功 能 ， 线 粒 体 崩 解 ， 最 终 细 胞 破 裂 。

坏 死 发 生 后 细 胞 内 容 物 大 量 排 放 至 内 环 境 ， 产 生

严 重 的 宿 主 炎 症 反 应 ， 相 比 而 言 ， 凋 亡 时 产 生 的

炎 症 反 应 则 轻 很 多 。 凋 亡 对 于 生 物 体 存 在 有 利 的

作 用 ， 而 坏 死 通 常 是 无 益 的 ， 严 重 时 甚 至 致 命 。

所 以 ， 最 理 想 的 肝 癌 治 疗 情 形 是 增 加 凋 亡 水 平 而

不激发坏死的发 生 [ 27]。另外，有越来越多的证据

表 明 肿 瘤 的 发 生 可 能 与 凋 亡 机 制 不 能 正 常 运 作 有

关 ， 而 肿瘤细胞逃避凋亡的能力也是它得以对抗

传统疗法的重要手段。因此，将治疗方法转向特异

性诱导凋亡的分子可能会有较好疗效[28]。在本研究

中，Annexin V法显示Tg737过表达能明显增加凋

亡 、 抑 制 非 必 要 的 坏 死 ； 形 态 学 分 析 同 样 表 明 了

HepG2和MHCC97-H在过表达Tg737后，细胞内发生

了典型的凋亡改变。因为Tg737本身并不会诱导坏死

的发生，所以在临床治疗上比其他疗法更显安全。

在 诸 多 肿 瘤 中 ， 细 胞 周 期 调 节 因 子 及 相 关 蛋

白 的 表 达 是 不 断 变 化 的 ， 据 文 献 [ 2 9 - 3 0 ]报 道 ， 针 对

这 些 因 子 进 行 治 疗 已 取 得 一 定 疗 效 。 本 研 究 分 析

了 由 T g 7 3 7 过 表 达 引 起 的 S 期 阻 滞 和 凋 亡 与 其 相

应调节蛋白的关系。cycl in  A在细胞S期的作用已

被 广 泛 认 可 [ 3 1 ]， 一 些 化 疗 药 物 通 过 降 低 c y c l i n  A

的 表 达 从 而 使 细 胞 发 生 S 期 阻 滞 [ 3 2 ]， 同 时 还 有 其

他 研 究 提 示 如 果 发 生 S 期 阻 滞 ， c y c l i n  A 的 表 达

量升高 [ 3 3 ]。在本研究中，细胞周期分析表明细胞

转 染 后 出 现 明 显 的 S 期 阻 滞 以 及 c y c l i n  A 表 达 的

上 调 。 细 胞 周 期 不 仅 受 到 c y c l i n 、 周 期 蛋 白 依 赖

性激酶（CDK）及CDK抑制因子共同构成的复合

调 控 系 统 的 影 响 ， 反 馈 机 制 也 在 周 期 调 节 中 起 作 

用[34]，笔者认为，cyclin A表达的增加可能就是一

种基于Tg737过表达引起S期阻滞的负反馈调节。 

cyc l in  A在Tg737介导的S期阻滞过程中究竟起到

何种作用，还有待进一步研究。除了S期阻滞，细

胞 还 能 进 入 凋 亡 进 程 ， 数 据 显 示 转 染 后 的 肝 癌 细

胞中Bax表达升高、Bcl -2表达下降，Bax/Bcl -2比

例增大，因此，在Tg737介导的细胞凋亡过程中，

Bcl-2家族也发挥了一定作用。

综上所述，在人肝癌细胞系中过表达Tg737基

因能通过介导S期阻滞和诱导凋亡作用进而抑制肿

瘤细胞生长，cyclin A、Bax、Bcl-2信号通路可能

参与了该过程。然而，诸如Tg737如何与另外的细

胞 周 期 、 凋 亡 基 因 相 互 影 响 等 详 细 机 制 需 要 进 行

更加深入的研究。进一步对Tg737作为潜在治疗靶

点 的 鉴 别 研 究 ， 会 逐 渐 将 它 在 细 胞 周 期 及 凋 亡 方

面所起到的作用解释清楚。如果能将Tg737抑制细

胞 增 殖 、 介 导 周 期 停 滞 、 发 生 凋 亡 等 机 制 阐 明 ，

该 基 因 在 肿 瘤 治 疗 中 的 地 位 必 将 显 著 提 高 。 对

Tg737进一步的研究将会让人们对肝脏肿瘤发生的

机理及治疗策略产生更为深刻的理解与认识。
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