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摘要 目的 观察 CuSO4 对肝细胞癌(HCC)细胞株 HepG2
细胞核因子-κB(NF-κB)等相关炎症指标的影响。方法 用
含不同浓度 CuSO4 的 ＲPMI-1640 培养液孵育 HepG2 细胞，
四甲基偶氮唑盐(MTT)比色法检测其对细胞增殖的抑制作
用;Western blot法检测不同浓度的 CuSO4 对 HepG2 细胞炎
症指标 NF-κBp65、白细胞介素-1β( IL-1β)、白细胞介素-4
(IL-4)、白细胞介素-5( IL-5)、白细胞介素-6( IL-6)和 γ 干扰
素( IFN-γ)等表达水平的影响。结果 CuSO4 在一定浓度范

围内可抑制 HepG2 细胞的增殖;CuSO4 呈一定浓度依赖性

地下调 HepG2 细胞中 NF-κB、IFN-γ 和 IL-5 蛋白的表达，上
调 IL-1β、IL-4 和 IL-6 蛋白的表达。结论 CuSO4 能抑制

HepG2 细胞的增殖，并可通过下调 NF-κBp65、IFN-γ 和 IL-5

蛋白的表达并上调 IL-1β、IL-4 和 IL-6 蛋白的表达来抑制
HepG2 细胞的炎症反应。
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肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是全
球最常见的肿瘤之一，其致死率极高

［1］。据统计，
在发展中国家，肝癌在男性中是仅次于肺癌的第二

大癌症，其中感染因素占 77%［2］。肿瘤与炎症关系
的研究越来越多，研究

［3］
表明白细胞介素-6( inter-

leukin-6，IL-6)和核因子-κB( nuclear factor-κB，NF-
κB)在炎症性肠病向大肠癌进展的过程中表达水平
不断升高。由于染色体 13q14. 3 区 ATP7B 基因突
变引起以铜代谢障碍为特点的 Wilson 病(Wilson' s
disease，WD)患者肝脏铜含量常增高，造成肝脏慢性
炎症、肝硬化，但较病毒性和酒精性的癌变率
低
［4 － 5］。Liggi et al［6］发现WD患者病毒性肝炎发生
率低于对照者，并认为与 IL-1、IL-4、IL-5 和 IL-6 等

参与体液免疫和细胞免疫的细胞因子有关。铜与肝
癌、炎症方面的研究甚少。该实验对人 HCC 细胞株
HepG2 细胞进行了研究，观察 CuSO4 对 HepG2 细胞
炎症指标 NF-κB 等的影响，初步分析铜与肝癌、炎
症的关系。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 细胞 人 HCC 细胞株 HepG2 细胞购自中
国科学院上海细胞库。
1． 1． 2 主要试剂 CuSO4·5H2O(AＲ)购自大连美
仑生物技术有限公司;ＲPMI-1640 培养基干粉购自
美国 Gibco 公司;四甲基偶氮唑盐(methyl thiazolyl
tetrazolium，MTT)和二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，
DMSO)购自美国 Amresco公司;优级胎牛血清( fetal
bovine serum，FBS)购自杭州四季青公司;0. 25%胰
蛋白酶购自美国 Hyclone 公司;脱脂奶粉购自上海
光明食品有限公司;抗 NF-κB p65、IFN-γ、IL-1β、IL-
4、IL-5、IL-6 以及内参 β-actin 和辣根过氧化物酶标
记山羊抗兔 IgG(HＲP)抗体购自英国 Abcam 公司;
一抗稀释液购自上海碧云天生物技术公司;4 ×
SDS /PAGE蛋白上样缓冲液(含 β-巯基乙醇)购自
北京索莱宝科技有限公司;预染蛋白 marker(10 ～
180 ku)购自北京中科恒壹科技有限公司。
1． 1． 3 主要仪器 恒温培养箱(日本 Sanyo公司);
倒置显微镜(日本 Olympus公司);6 孔和 96 孔平底
培养板(美国 Corning costar 公司);酶标仪:(美国
Molecular Devices公司);JW2520 电子天平(上海精
密科学仪器有限公司);WD-9405B 型水平摇床(北
京市六一仪器厂);LD4-8 低速离心机(北京医用离
心机厂);电泳仪、垂直电泳槽(美国 Bio-Ｒad公司);
Fine-do-x6 凝胶成像系统(上海天能科技有限公
司)。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 HepG2 细胞接种于玻璃培养瓶
中，呈单层贴壁生长，培养基为含 10% FBS、80 万
U /ml青霉素和 100 万 U /ml 链霉素的完全 ＲPMI-
1640，置于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。隔日
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换液，当细胞长至约 90%密度时，用 0. 25%胰蛋白
酶消化传代，2 ～ 3 d传代 1 次。
1． 2． 2 MTT法检测 CuSO4 对 HepG2 细胞增殖的抑
制作用 将 HepG2 细胞接种于 96 孔培养板中，密
度为 5 × 103

个 /孔，此时的培养基为完全 ＲPMI-
1640。待细胞融合度达 30%时，实验组换成含 Cu-
SO4 终浓度分别为 100、150、200、300、400 μmol /L
的 ＲPMI-1640，对照组换成新的完全 ＲPMI-1640，上
述各组均设 6 个复孔。在培养箱中孵育 24 h 后，每
孔避光加入 5 mg /ml的 MTT溶液 20 μl。置培养箱
中 4 h后，排枪吸完所有培养液，加入 150 μl DMSO，
置于水平摇床上至蓝紫色结晶全部溶解，酶标仪检

测 490 nm光密度值(optical density，OD)，实验重复
3 次。细胞存活率(% ) =实验组 OD值 /对照组 OD
值 × 100%，运用 SPSS 19. 0 软件计算平均半数抑制
浓度(median inhibitory concentration，IC50)。
1． 2． 3 Western blot 法检测 NF-κBp65、IFN-γ、IL-
1β、IL-4、IL-5 和 IL-6 蛋白表达水平的变化 取对数
生长期的 HepG2 细胞接种于玻璃培养瓶中，当细胞
长至约 90%密度时，弃旧培养液，每瓶分别加入含
CuSO4 终浓度为 0、100、150、200 μmol /L 的 ＲPMI-
1640 5 ml，继续培养 24 h 后提取各组细胞总蛋白，
Bradford法测定蛋白含量。分离胶浓度为 12%，浓
缩胶浓度为 5%，电泳时取 20 μg 蛋白，将蛋白样品
转移至硝酸纤维素膜( nitrocellulose membrane，NC
膜)上，根据预染蛋白 marker 剪切 NC 膜，并用含
5%脱脂奶粉的封闭液封闭 4 h，后用含 Tween 20 的
磷酸盐缓冲液在水平摇床上洗涤 3 次，每次 5 min。
将 NC 膜置于分别含抗 NF-κBp65 抗体 ( 1 ∶
1 000)、抗 IFN-γ 抗体(1 ∶ 1 000)、抗 IL-1β 抗体
(1 ∶ 1 000)、抗 IL-4 抗体(1 ∶ 300)、抗 IL-5 抗体
(1 ∶ 500)、抗 IL-6 抗体(1 ∶ 500)和抗 β-actin 抗体
(1 ∶ 5 000)的一抗稀释液中，4 ℃过夜。置于含辣
根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG ( HＲP ) 抗体
(1 ∶ 10 000)的封闭液中，水平摇床上摇晃 1. 5 h。
涂适量 ECL显影剂于 NC膜上，凝胶成像系统拍照，
选取条带，以 β-actin为对照分析上述目标蛋白的灰
度值。实验重复 3 次。
1． 3 统计学处理 运用 SPSS 19. 0 软件进行分析，
计量资料以 珋x ± s 表示。各组间比较采用 One Way
ANOVA分析，方差齐时用 LSD 法，方差不齐时用
Dunnett's法。检验水准 α = 0. 05。

2 结果

2． 1 CuSO4 对 HepG2 细胞增殖的抑制作用 100

～400 μmol /L CuSO4 可抑制 HepG2 细胞的增殖，呈
一定的浓度依赖性。CuSO4 作用于 HepG2 细胞 24
h的 IC50是 177. 76 μmol /L。见图 1。

图 1 MTT法检测不同浓度 CuSO4

对 HepG2 细胞增殖的抑制作用

与 0 μmol /L CuSO4 比较:
＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 CuSO4 对 HepG2 细胞的 NF-κBp65、IFN-γ、
IL-1β、IL-4、IL-5 和 IL-6 蛋白表达水平影响
Western blot所获得的图像用天能 GIS 图像分析软
件进行分析，算出不同浓度 CuSO4 时各目标蛋白灰

度值与对应的内参 β-actin 灰度值的比值。结果实
验组 NF-κBp65、IFN-γ和 IL-5 蛋白表达水平较对照
组明显降低 ( F = 534. 78、897. 45、124. 08，P ＜
0. 01);但 IL-1β和 IL-4 蛋白的表达水平明显高于对
照组(F = 677. 90、204. 42，P ＜ 0. 01)，IL-6 蛋白的表
达水平高于对照组(F = 48. 53，P ＜ 0. 05)。实验组
NF-κBp65、IFN-γ、IL-1β、IL-4 和 IL-5 蛋白表达水平
各组间两两比较差异均有统计学意义(P ＜ 0. 01);
随着 CuSO4 浓度从 100 μmol /L 升高到 150 μmol /L
和 200 μmol /L，NF-κBp65、IFN-γ 和 IL-5 蛋白表达
水平逐渐下降，IL-1β 和 IL-4 蛋白的表达水平逐渐
升高。实验组 IL-6 蛋白的表达水平仅 100 μmol /L
与 200 μmol /L 组比较差异有统计学意义( F =
48. 53，P ＜ 0. 05)。见图 2。

3 讨论

HCC是很常见的消化系统肿瘤，目前对癌症研
究的热潮仍在，特别是病因病机和治疗(靶向治疗、
免疫治疗)等方面。炎症与肿瘤的关系是近年研究
的“新宠”。与急性炎症相比，似乎慢性炎症与癌症
关系更为密切。流行病学调查结果表明 HBV 携带
者发生肝癌比例是无HBV感染史的24倍［7］。而
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图 2 不同浓度 CuSO4 对 HepG2 细胞 NF-κBp65、IFN-γ、IL-1β、IL-4、IL-5 和 IL-6 蛋白表达水平的影响

A:0 μmol /L CuSO4(对照组);B:100 μmol /L CuSO4;C:150 μmol /L CuSO4;D:200 μmol /L CuSO4;与 0 μmol /L CuSO4 比较:
* P ＜ 0. 05，

＊＊P ＜ 0. 01;与 100 μmol /L CuSO4 比较:
##P ＜ 0. 01;与 150 μmol /L CuSO4 比较:

△△P ＜ 0. 01

且，研究
［8］
还显示 α-硫辛酸可以通过抑制大鼠炎症

反应来抑制硫代乙酰胺诱导的肝癌生长。但是，并
非所有的慢性炎症都和癌症风险相关，并不一定导

致癌症。像风湿热就没有表现与肿瘤存在相关
性
［9］。有趣的是，WD 患者尽管铜会长期沉积于肝
脏，造成肝功能损害、肝脏慢性无菌性炎症、肝硬化
等，但是 van Meer et al［5］对临床确诊的 130 例 WD

患者随访 15 年，发现仅 2 例 HCC，1 例是长期排铜
治疗后发展成 HCC，另一例是诊断为 WD 时即发现
有 HCC，WD 中 HCC 年发生率 0. 09% (其随后的
Meta分析结果为 0. 04% )。WD 肝癌发生率低的原
因目前尚未见详细解释。

WD 是遗传性铜代谢障碍性疾病，铜可以引起
肝脏慢性炎症，HCC 发生率却很低，这或许与铜有
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一定的关系。本实验表明 CuSO4 能下调 HepG2 细
胞的 NF-κBp65、IFN-γ和 IL-5 蛋白的表达水平并上
调 IL-1β、IL-4 和 IL-6 蛋白的表达水平，从而抑制
HepG2 细胞的炎症反应，且随着铜浓度的增高，抑
制作用越明显。诚然，用 CuSO4 孵育 HepG2 细胞 24
h即观察上述指标的变化，很可能反映的是急性炎
症。NF-κB是一种存在于多种细胞中的核转录因
子，也是各炎症反应的枢纽，在炎症反应与肿瘤的联

系中起重要作用。左清平［10］发现地塞米松可抑制
HepG2 细胞的增殖，可能与抑制 NF-κBp65 对人端
粒酶逆转录基因 ( human telomerase reverse tran-
scriptase gene，hTEＲT)的转录与表达的调控，从而下
调端粒酶活性有关。宫琳［11］运用免疫组化法分析
了 224 例行根治性手术治疗的 HCC 患者的炎症信
号通路 NF-κB(p65、IKK 和 CUEDC2)等，发现 HCC
患者 NF-κBp65 表达增高，提示炎症对 HCC 发生发
展的重要作用。上述实验表明 HCC 患者和细胞模
型的 NF-κBp65 表达增高，然而本实验显示当 CuSO4

浓度增高时，HepG2 细胞的增殖被抑制，NF-κBp65
表达水平也下降。单纯从这一指标来看，可以说铜
抑制了肝癌细胞的炎症反应。

NF-κB炎症通路的下游包括 IFN-γ、白细胞介
素等细胞因子。IFN-γ 是一种促炎因子，可以促进
小鼠肥大细胞产生组织蛋白酶 S ( cathepsin S，
CTSS)等［12］。实验组 IFN-γ 表达水平随 CuSO4 浓

度增高而下降，促进炎症的作用逐渐减弱。IL-4 是
一种多功能的细胞因子，可抑制炎症反应，调节细胞

增殖、凋亡、多种基因的表达等［13］。慢性肝脏疾病
时 IL-4 表达水平升高［14］。本研究中 CuSO4 作用于

HepG2 细胞 24 h后也可引起细胞内 IL-4 表达水平
增加。IFN-γ / IL-4 数值减小，表明 HepG2 细胞的炎
症反应程度随着铜浓度增加而减少。IL-5 是重要的
细胞因子之一，然而 IL-5 在肿瘤中的报道极少，本
实验发现随着 CuSO4 浓度的增高，IL-5 表达水平逐
渐降低。IL-1 在细胞因子网络中扮演着极其重要的
角色，IL-1 家族成员包括 IL-1α、IL-1β 等，IL-1β 在
肥胖相关的炎症中起重要作用，阻断 IL-1β 是阻止
炎症的关键

［15］。本实验结果表明，CuSO4 可呈浓度

依赖性地增加 IL-1β的表达水平。IL-6 是介导发热
和急性期反应的重要分子，在炎症反应中起重要作

用。另外，IL-6 还是肝细胞刺激因子，与肝细胞表面
受体结合，可以促发肝癌

［3］。本实验显示随着 Cu-
SO4 浓度的增高，HepG2 细胞 IL-6 表达水平稍增高。
促炎因子 IL-1β、IL-6 随着 CuSO4 浓度的增高，表达

水平也增高。但是综合上述所有炎症指标，铜抑制
肝癌细胞的炎症反应。
综上所述，CuSO4 作用于 HepG2 细胞 24 h 后，

可以抑制细胞的增殖。并通过抑制 NF-κBp65、IFN-
γ和 IL-5 蛋白的表达，促进 IL-4 蛋白的表达来抑制
肝癌细胞的炎症反应。简言之，慢性炎症可以促进
肿瘤的产生，但是铜又可以抑制肝细胞癌的炎症反

应;这可能与临床 WD 患者肝癌发生率较低存在一
定的联系，具体机制有待更深入地研究。
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Influences of copper sulfate on
related inflammatory markers of HepG2 cells

Zhang Liangliang1，Dong Jianjian2，Xu Chenchen1，et al
( 1Grduate Division of Anhui University of Chinese Medicine，Hefei 230038;2Dept of Neurology，
Affiliated Hospital of Neurology Institute，Anhui University of Chinese Medicine，Hefei 230061)

Abstract Objective To observe the influences of copper sulfate on related inflammatory markers such as nuclear
factor-κB(NF-κB) of HepG2 cells，the cell lines of hepatocellular carcinoma(HCC) ． Methods HepG2 cells were
cultured by ＲPMI-1640 contained various concentrations of copper sulfate in vitro． MTT colorimetric assay was used
to detect the growth inhibitory effect of copper sulfate on HepG2 cell． Western blot was used to estimate the effect
of copper sulfate on changes of related inflammatory markers，for instance，NF-κBp65，interleukin-1β( IL-1β)，
interleukin -4 ( IL-4)，interleukin-5( IL-5)，interleukin-6( IL-6) and γ-interferon( IFN-γ) ． Ｒesults The growth
of HepG2 cells was inhibited by copper sulfate in certain concentrations． The expression levels of NF-κB，IFN-γ
and IL-5 were reduced and IL-1β，IL-4 and IL-6 were up-regulated in HepG2 cells by copper sulfate with a dose-
dependent manner． Conclusion Copper sulfate may inhibit the proliferation of HepG2 cells． And the inflammatory
reaction in HepG2 cells can be suppressed by copper sulfate through lowering the levels of NF-κB，IFN-γ and IL-
5 and increasing the levels of IL-1β，IL-4 and IL-6．
Key words copper sulfate; HepG2 cells; hepatocellular carcinoma; inflammation;nuclear factor-κB
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耐受型 DC /TGF-β联合诱导的
iTreg细胞能有效抑制自身免疫性关节炎
杨 洁
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3，孙 娟
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摘要 目的 初步探讨通过成熟耐受型 DC(mtDC)与转化
生长因子-β(TGF-β)联合诱导的诱导型调节性 T细胞( iTreg
细胞)对自身免疫性关节炎的抑制作用。方法 在体外，对
CD4 + CD25 － T细胞进行 TGF-β诱导和 mtDC细胞扩增，获得
iTregmtDC细胞。通过流式细胞术、细胞计数、CBA等方法检测
iTregmtDC细胞的表型、对 CD4 + T 效应细胞增殖的抑制作用。

在体内实验中，iTregmtDC细胞以 1 × 106
个细胞 /ml 的剂量过

继性输注入胶原诱导性关节炎(CIA)小鼠体内，并通过关节
病变评分、病理组织病变评分、血清中细胞因子、总 anti-CⅡ
IgG的分泌情况来评价 iTregmtDC细胞对 CIA的抑制作用。结
果 在体外，通过 TGF-β 和 mtDC 细胞两轮诱导 /扩增后，
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TregmtDC细胞得以大量扩增，并能持续表达高水平的 Foxp3。
在体外，与 iTreg细胞相比，TregmtDC细胞有更强的抑制效应 T
细胞增殖的能力。在体内，与 iTreg 细胞相比，TregmtDC细胞
的过继性输注能更有效地减少发病关节处的炎性浸润，进一

步改善 CIA的症状;对 CIA小鼠体内细胞因子的分泌有更强
的调节能力，能更显著地减少炎性因子肿瘤坏死因子-α
(TNF-α)、白介素-6( IL-6)、白介素-17( IL-17)的分泌，并促
进大量 TGF-β 产生;更明显地降低总 anti-CⅡ IgG 的分泌
量;进而更有效地抑制 CIA 病程的发展。结论 与 iTreg 相
比，iTregmtDC细胞能通过调节体内细胞因子和抗 CⅡ IgG 的
分泌更有效地抑制 CIA病程发展。
关键词 iTreg细胞;耐受型树突状细胞;胶原诱导型关节炎
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类风湿性关节炎( rheumatoid arthritis，ＲA)是一
类发病率高、致残率高的自身免疫性疾病，其病理机
制不明，临床治疗效果欠佳。调节性 T细胞( regula-
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