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引言

聚腺苷酸二磷酸核糖转移酶 -1 (poly (ADP-ribose) poly-

merase-1，PARP-1)是催化聚 ADP核糖化的细胞核酶，广泛存

在于哺乳动物的真核细胞中，其参与的聚 ADP核糖化是蛋白

质翻译后的重要修饰方式，在 DNA损伤修复、细胞凋亡和增殖
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摘要 目的：探讨 PARP-1抑制剂 3-AB对肝癌细胞系MHCC97-H和 SMMC7721及正常肝细胞系 L02的增殖与凋亡的影响。方

法：细胞增殖试验观察不同浓度 3-AB对三种不同细胞系细胞的增殖作用。Annexin V荧光探针标记，流式细胞学检查观察不同

浓度 3-AB对不同细胞系细胞凋亡的影响。结果：当 3-AB浓度分别为 5 mM、10 mM与 20 mM时，与对照组（0 mM）相比，在培养

第 6天时开始出现增殖明显减慢，出现统计学差异（p<0.05），第九天差异明显（p<0.05）。随着浓度增加，其对肿瘤细胞系

MHCC97-H和 SMMC7721细胞增殖的抑制程度增加，细胞数均逐渐减少；而同样浓度梯度 3-AB对人类肝细胞系 L02生长则无

明显的抑制作用。进一步实验发现，当 3-AB浓度为 5mM、10 mM与 20 mM时，均可诱导肝癌细胞株MHCC97-H和 SMMC7721

凋亡，与对照组（0 mM）比较均有统计学差异（p<0.05），且细胞凋亡率与 3-AB的药物浓度相关：浓度越高，凋亡越明显。而同等浓

度 3-AB对肝脏细胞系 L02无明显的促进凋亡作用。结论：3-AB可以抑制肝癌肿瘤细胞的增殖，促进肿瘤细胞的凋亡，对正常肝

脏细胞无明显毒害作用，具有治疗肝癌的的潜在应用价值。
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The Effect of PARP-1 Inhibitor 3-AB on Hepatocellular Carcinoma

Cell Lines*

To study the effect of parp-1 inhibitor 3-AB on the proliferation and apoptosis of the hepatocellular

carcinoma cell lines of MHCC97-H, SMMC7721 and hepatocellular cell line L02. Cell proliferation assay was conducted to

observe the effects of 3-AB on L02, MHCC97-H and SMMC7721 cell growth. FACS was used to evaluate the apoptosis ratio of different

cell lines of human liver cancer cell lines and hepatocellular cell line L02 with different 3-AB dosage. 3-AB can significantly

inhibit the growth rate of MHCC97-H and SMMC7721 cell lines. As the concentration increased, the suppressive effects of 3-AB were

increasing. The growth inhibition was significant on the 6th and 9th day of culture. Compared with the control group (0 mM), the growth

rate of MHCC97-H and SMMC7721 cell lines with different concentrations of 3-AB (5 mM, 10 mM and 20 mM)(p<0.05) were lower on

the 6th day and from then on; 3-AB did not affect the growth rate of L02 cell line in the same concentration (p>0.05). Compared with the

control group (0 mM), the apoptosis ratio of MHCC97-H and SMMC7721 cell lines were higher than the other 3 groups with different

concentration of 3-AB (5 mM, 10 mM and 20 mM) (p<0.05). Yet it has no effect on the apoptosis of L02 cell line in the same concentration

(p>0.05). 3-AB can inhibit the growth rate of MHCC97-H and SMMC7721 cell lines and induce the cells apoptosis. And the

apoptosis ratio was variable with the different 3-AB concentrations. But different concentrations had no effect on the growth or apoptosis

of L02 cell line. 3-AB can be a potential good choice for liver cancer therapy and maybe improve the patients life quality.
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分化中发挥着重要作用，因此在 DNA损伤和修复活跃的某些

肿瘤中高表达，如胃癌、肝癌、多形性胶质细胞瘤等 [1]。鉴于

PARP-1在细胞损伤修复中的重要作用，对于高表达 PARP-1

的恶性肿瘤，采取抑制 PARP-1的生物学活性，减少肿瘤细胞

内 DNA的修复，可促进肿瘤细胞的凋亡。PARP-1抑制剂联合

化学药物治疗、放射治疗，已经成为新兴的治疗手段[2-5]。抑制剂

的药物亦不断在发展[6]。然而不论是化疗还是放疗对机体各个

系统可能会产生严重的影响，导致严重的并发症，如能减少或

者避免应用，将对肿瘤患者带来福音。因此，如单用抑制剂即可

达到抑制增殖、促进凋亡的作用，则具有重要临床意义。3-氨基

苯甲酰胺（3-aminobenzamide,3-AB）作为第一代 PARP-1 抑制

剂，30年前即被鉴定出，其可抑制 96%的 PARP-1的活性[7]。目

前，单纯应用 PARP-1抑制剂 3-氨基苯甲酰胺是否可以增强抑

制肿瘤增殖的体外和体内研究，尚没有深入。故本实验旨在探

讨单独运用 PARP-1抑制剂 3-AB对肝癌细胞及正常肝细胞增

殖、凋亡的影响。

1 材料方法

1.1 材料

3-AB（3- 氨基苯甲酰胺，3-aminobenzamide）购自美国

SANTA CRUZ公司；高糖 DMEM购自 HYCLONE公司；胎牛

血清为美国 GIBCO公司生产；细胞凋亡检测试剂盒购自凯基

生物（KEYGENE）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 SMMC7721细胞和 L02细胞均为华中科技

大学同济医学院附属同济医院肝脏外科中心实验室提供；

MHCC97-H细胞来源于复旦大学上海医学院肝脏外科中心；

用含有 10%的胎牛血清的 DMEM培养液置于二十四孔板培养

皿, 37℃，5%（体积分数）CO2培养箱中培养。黄色 3-AB干粉溶

解于 D-HANK`S液制备成 3-AB母液，按不同比例加入培养液

中。细胞培养过程的操作超净台为苏州净化设备厂生产。

1.2.2 细胞增殖试验 不同浓度的 3-AB对不同肝脏细胞系

增殖的影响：将处于对数生长期的 MHCC97-H、SMMC7721、

L02细胞消化后制成单细胞悬液, 计数后取 0.5× 104个细胞数

接种于含 10%的胎牛血清的 DMEM培养液的培养孔中培养，

接种 24小时使其进入对数生长期后换液，培养液中加入不同

比例的 3-AB 母液。分为空白对照组，5 mM 3-AB 组，10 mM

3-AB组，20 mM 3-AB组。每组 9个培养孔，以后每组细胞取

培养第 3、第 6、第 9天的细胞进行收集计数，每次每组计数 3

个孔，剩余的培养孔同时换液，至第 9天计数完成后，计数结果

绘制成生长曲线。

1.2.3 细胞凋亡试验 将处于对数生长期的 MHCC97-H、

SMMC7721、L02细胞消化后制成单细胞悬液，计数后取 2×

105个细胞数接种于含 DMEM培养液的六孔板培养孔中培养，

接种 24小时后使其进入对数生长期后换液，培养液中加入不

同比列的 3-AB母液。分为空白对照组，5 mM 3-AB组，10 mM

3-AB组 20 mM 3-AB组，每组三个孔为相同浓度，48小时后用

不含 EDTA的胰酶消化收集细胞，之后 500 滋L Bingding Buffer

悬浮细胞，而后 5 滋L加入 Annexin Ⅴ -FITC混匀后，加入 5 滋L

Propidium Iodide混匀。避光 19分钟，应用流式细胞仪分析。用

流式细胞仪检测时，激发波长 Ex=488nm；发射波长

Em=530nm。AnnexinⅤ -FITC通过 FITC通道检测，PI通过 FL2

通道检测。

1.3 统计学分析

数据采用 SPSS12.0软件进行分析，Sigma Plot 10.0 绘图，

数据均采用均数± 标准差表示，组间比较采用方差分析，两两

比较用 t检验，p值 <0.05为有统计学意义。

2 结果

2.1 3-AB抑制人肝癌细胞系的生长，而对正常肝细胞无明显

抑制作用

2.1.1 3-AB对人正常肝细胞株 L02的作用 不同浓度及不同

时间作用对 L02均无明显抑制作用，3-AB组与对照组相比，在

培养第 3、6、9天细胞计数无统计学差异（图 1A）（p >0.05）。

2.1.2 3-AB 对 人 类 肝 癌 细 胞 株 MHCC-97H 的 作 用

MHCC-97H细胞在生长至第 6天时，与对照组相比，出现统计

学差异（p<0.05），第九天差异明显（p<0.01）。随着 3-AB浓度增

加，其对肝癌细胞株 SMMC7721的抑制作用增强(图 1B)。

2.1.3 3-AB对人类肝癌细胞株 SMMC7721的作用 当 3-AB

浓度分别为 5 mM、10 mM与 20 mM时，与对照组（0 mM）相

比，在培养第 6天时开始出现增殖明显减慢，出现统计学差异

（p<0.05），第九天差异明显（p<0.05）。随着浓度增加，细胞增殖

的抑制程度增加，SMMC7721细胞数逐渐减少(图 1C)。

2.2 3-AB可促进肝癌细胞的凋亡，而对正常肝细胞无明显作用

分别给予 L02细胞、MHCC97-H细胞、SMMC7721细胞不

同浓度的 3-AB培养，根据细胞凋亡 Annexin Ⅴ -FITC、Propidi-

um Iodide荧光双染色，观察细胞凋亡情况。3-AB对人类正常

肝细胞株 L02的细胞凋亡影响小，无统计学差异（p>0.05），

MHCC97-H细胞、SMMC7721细胞的凋亡率具有统计学差异

（p<0.01）（见图 2）。

3 讨论

聚腺苷二磷酸核糖聚合酶 PARP（Poly(ADP-ribose)poly-

merases , PARPs)），广泛存在于真核细胞的细胞核内，其中，

PARP-1是最主要的 PARPs家族成员，由 1014个氨基酸残基

组成，包括 3个结构域，分子量为 113kDa。在十七个 PARP家

族成员中，PARP-1可感受 DNA链的损伤变化，特定识别 DNA

损伤位点并与之结合，利用本身的催化亚基，将 NAD+的腺苷

二磷酸核糖（ADP-ribose），结合至 DNA损伤部位，从而实现断

裂 DNA的修补作用[4]。肿瘤在发生发展过程中，由于肿瘤细胞

能够激活自身 DNA损伤修复体系进行修复，从而对此类抗肿

瘤治疗产生抵抗，因此肿瘤治疗的一个重要方向即为阻断

DNA修复通路。而 PARP在介导 DNA损伤修复和维持基因组

稳定等方面发挥重要作用，如抑制其修复，可诱导肿瘤细胞走

向凋亡。鉴于其关键作用，近年来，研发 PARP抑制剂尤其是

PARP-1抑制剂成为热点[6，8]。目前 PARP-1抑制剂作用机制包

括对 DNA-PARP的捕获、合成致死[4]及其他与 DNA修复无关

的抗癌机制如 PARP参与的各种生物进程如染色质重塑、转录

调控和肿瘤转移等[6]。其中合成致死是 PARP -1抑制剂作为单

药杀伤细胞的直接作用机制。
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图 2 L02细胞、MHCC97-H细胞和 SMMC7721细胞的凋亡率变化。

柱状图代表不同浓度下三组数据的平均值± 标准差，*代表与空白对

照组比较，不同浓度 3-AB下MHCC97-H细胞凋亡率显著升高，具有

统计学差异（p<0.05）。#代表与空白对照组比较，不同浓度 3-AB下

SMMC7721细胞凋亡率显著升高，其差异具有统计学意义（p<0.05）。

Fig.2 The apoptosis ratio of L02 , MHCC97-H and SMMC7721 cells

treated with different concentration of 3-AB. * means compared with

control group (0 mM), the apoptosis ratio of MHCC97-H cell line was

higher than other 3 groups with different concentration of 3-AB（p<0.05）;

# means compared with control group (0 mM), the apoptosis ratio of

SMMC7721 cell line was higher than other 3 groups with different

concentration of 3-AB（p<0.05）.

PARP-1抑制剂最早联合甲基化广谱抗肿瘤药物替莫唑胺

（TMZ）和氮烯唑胺（dacarbazine），应用于脑部肿瘤和转移性黑

色素瘤的研究[9]。在 TMZ的作用下，DNA上的多样核糖核酸发

生甲基化，形成 N-7甲基鸟嘌呤(N7-methylguanine),N-3甲基腺

嘌呤(N3-methyladenine)，O6-甲基鸟嘌呤(O6-methylguanine).由

于甲基化的存在 DNA结构发生内收，因此 DNA增加损伤的

机会，引起肿瘤细胞的核酸结构破坏性死亡。由于肿瘤细胞内

PARP-1的激活,加强了 DNA损伤的修复，产生在 TMZ等抗肿

瘤药物作用下的药物耐受。联合 PARP-1抑制剂，可以降低肿

瘤对药物的耐受[10]。随后越来越多的研究发现，PARP抑制剂在

多种肿瘤中均具有重要的协同或者增敏作用，同时在某些肿瘤

中，其可以作为单药应用即可达到抗肿瘤的疗效。铂类抗肿瘤

药物可以使 DNA 发生内收，并且产生双链间的交叉现象，

DNA处于相对损伤状态。联合 PARP-1抑制剂和铂类药物，已

经广泛应用于卵巢癌，肺癌，膀胱癌，直肠癌,前列腺癌等肿瘤
[11-15]。最近的临床实验证明 PARP抑制剂可延长铂类敏感卵巢

癌的无瘤生存期，改善预后，可作为维持治疗的选择[16]。

除了联合用药外，单独用药亦有相关研究，尤其在乳腺癌、

卵巢癌治疗方面，单独应用 PARP-1抑制剂已经取得一定的进

展。部分乳腺癌患者为家族遗传性，如合并有 BRCA1/2基因

(breast cancer susceptibility genes, BRCA) 突变，DNA修复途径

将依赖于 PARP-1，则 PARP-1抑制剂可利用其合成致死机制

导致肿瘤细胞凋亡[17，18]。关于进展期的实体瘤及黑色素瘤的临

床实验研究亦在进行中[7]。

我们实验室前期研究发现人肝癌组织中 PARP-1表达水

平比癌旁组织表达水平明显增高而且活性明显增强，PARP-1

的高表达可能与肝癌分化程度和恶性生物学特征相关[19]。Li等

[20]研究发现 PAPR-1可作为南方壮族人群中肝癌的新的分子标

志物，提示其与肝癌的发生发展紧密相关。因此本实验的目的

是探讨单纯应用 PARP-1抑制剂 3-AB，是否可以实现对肿瘤

细胞恶性生物学行为的遏制。研究证实，在不同浓度下，PARP-

图 1不同 3-AB浓度下人类正常肝细胞株 L02细胞，肝癌细胞株MHCC97-H，与 SMMC7721的生长曲线图

Fig.1 L02, MHCC97-H and SMMC7721 cells growth curves with different concentrations of 3-AB
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抑制剂 3-AB,可以明显抑制肿瘤细胞的增殖，并且促进肿瘤细

胞的凋亡但对人类正常肝细胞系 L02无影响。并且这种影响与

呈剂量与时间依赖性。这与Mao等[20]研究结果一致，该研究探

讨了三种 PAPR-1抑制剂对肝脏肿瘤细胞系 HepG2增殖及凋

亡的影响，结果提示此三种抑制剂均可抑制该肿瘤细胞系的增

殖与侵袭，促进其凋亡。目前关于该抑制剂在肝癌中治疗的机

制研究认为，其肿瘤的治疗作用可能与 ALC1 (amplified in liver

cancer 1，ALC1) 蛋白有关。 ALC1基因在 50%的肝癌组织的

染色体上有比较明显的扩增[21]，被认为是一个候选的肝癌癌基

因，激活或者募集该基因的活性需 PARP1的参与。因此抑制该

基因的活化，可能对肝癌的治疗具有重要意义。本实验中 3-AB

对肝癌细胞系增殖的抑制作用是否通过该机制发挥作用，有待

进一步研究。

目前，随着对 PARP抑制剂研究的逐渐深入，其在肿瘤治

疗中的地位亦逐渐明晰，但是随之而来的是耐药的产生。目前

研究发现其产生耐药的机制包括多方面：包括药物脱敏作用、

DNA修复能力的增强或凋亡途径的失效等因素[22]。因此为避

免耐药的产生，在肿瘤的早期应用需慎重。除此外，长期应用带

来的副作用即安全问题亦需关注[23]。动物实验研究发现，在 p53

基因敲除小鼠中，消除 PARP1的表达增加肿瘤的几率[24，25]，因

此 PARP1在特定情况下可能为肿瘤抑制蛋白。当该蛋白与遗

传毒性药物联合应用时，抑制该蛋白的表达可能增加继发肿瘤

的风险。故联合应用治疗肿瘤时需更加慎重，监测更加细心，尤

其与具有遗传毒性药物联合应用时。但无论如何，该药物为肿

瘤患者仍然带来新的希望与契机。

总之，PARP抑制剂 3-AB对正常肝细胞系无明显作用，但

对肿瘤细胞系既有抑制增殖、又有促进凋亡的作用。该研究为

PARP抑制剂治疗肝脏肿瘤提供实验基础，但其具体机制尚需

进一步探讨。
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