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超氧化物歧化酶抑制AFP表达对肝癌细胞PLC/PRF/5恶性生物
学行为的影响 Δ
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摘 要 目的 探索超氧化物歧化酶（SOD）给药对肝癌细胞PLC/PRF/5恶性生物学行为的影响，并分析SOD与甲胎蛋白（AFP）表

达量的相关性，以期为将SOD作为肝细胞癌用药靶向至AFP提供新思路。方法 以人正常肝细胞L-02、AFP表达阴性的人肝癌细

胞HLE、AFP表达阳性的人肝癌细胞PLC/PRF/5为实验细胞。采用Western blot法和SOD活性检测试剂盒检测改变AFP表达前后

L-02、HLE、PLC/PRF/5细胞中的 AFP 和 SOD 表达及 SOD 活性；采用细胞划痕实验和 CCK-8实验检测不同浓度 SOD[0（对照）、

0.188、0.375、0.75、1.5、3 U/mL]给药对PLC/PRF/5细胞迁移和增殖的影响；采用Western blot法检测上调SOD表达对PLC/PRF/5细

胞恶性生物学行为相关蛋白AFP、肉瘤病毒蛋白（Src）表达的影响。结果 与L-02组和HLE组比较，PLC/PRF/5组细胞中的SOD1、

SOD2表达量以及 SOD 活性均显著降低（P＜0.05）。下调 PLC/PRF/5细胞中的 AFP 表达后，与 PLC/PRF/5组比较，PLC/PRF/5-

shAFP组（即低表达）细胞中的SOD1、SOD2表达量以及SOD活性均显著升高（P＜0.05）。SOD作用48 h时，与对照组比较，0.375、

0.75、1.5、3 U/mL SOD 组的 PLC/PRF/5细胞划痕愈合率均显著降低（P＜0.05）；SOD 作用 72 h 时，与对照组比较，0.375、0.75、

1.5 U/mL SOD组的PLC/PRF/5细胞划痕愈合率显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。与对照组比较，0.375、0.75、1.5、3 U/mL SOD组的

PLC/PRF/5细胞增殖率显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。与上调SOD1、SOD2表达前的PLC/PRF/5组比较，PLC/PRF/5-oeSOD1组

和PLC/PRF/5-oeSOD2组（即过表达）细胞中的AFP、Src表达量均显著降低（P＜0.05）。结论 一定浓度的SOD可抑制PLC/PRF/5

细胞的迁移和增殖等恶性行为，SOD的表达量和活性与AFP呈负相关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the effect of superoxide dismutase （SOD） administration on the malignant behavior of 

PLC/PRF/5 liver cancer cells， and analyze the correlation between SOD and alpha-fetoprotein （AFP） expression， to provide new 

ideas for targeting AFP with SOD as a drug for hepatocellular carcinoma. METHODS Normal human liver cells L-02， AFP-

negative human liver cancer cells HLE， and AFP-positive human liver cancer cells PLC/PRF/5 were used as experimental cells. 

Western blot assay and SOD activity detection kit were used to detect the expression of AFP， SOD and activity of SOD in cells 

before and after changing AFP expression； the effects of different concentrations of SOD [0 （control）， 0.188， 0.375， 0.75， 1.5， 3 

U/mL] administration on the migration and proliferation of PLC/PRF/5 cells were detected using cell scratch assay and CCK-8 

assay. The effects of SOD overexpression on the expression of 

malignant biological behavior-related proteins AFP and 

sarcoma virus protein （Src） in PLC/PRF/5 cells were detected 

using Western blot. RESULTS Compared with L-02 group and 

HLE group， the expression levels of SOD1 and SOD2， and 

SOD activity in PLC/PRF/5 cells were significantly reduced 

（P＜0.05）. After down-regulating AFP expression in PLC/PRF/

5 cells， compared with PLC/PRF/5 group， the expression 
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levels of SOD1 and SOD2， as well as SOD activity， were significantly increased in the PLC/PRF/5-shAFP group （low-expression） 

（P＜0.05）. After 48 hours of SOD treatment， compared with control group， the scratch healing rates of PLC/PRF/5 cells in the 

0.375， 0.75， 1.5 and 3 U/mL SOD groups were significantly reduced （P＜0.05）； after 72 hours of SOD treatment， compared with 

control group， the scratch healing rates of PLC/PRF/5 cells in the 0.375， 0.75， and 1.5 U/mL SOD groups were significantly 

reduced （P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with control group， proliferation rates of PLC/PRF/5 cells were significantly reduced in 

the 0.375， 0.75， 1.5 and 3 U/mL SOD groups （P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with the PLC/PRF/5 group before up-regulating 

SOD1 and SOD2 expression， the expression levels of AFP and Src in the PLC/PRF/5-oeSOD1 and PLC/PRF/5-oeSOD2 groups 

（over-expression） after up-regulating SOD1 and SOD2 expression were significantly reduced （P＜0.05）. CONCLUSIONS A 

certain concentration of SOD can inhibit malignant behavior such as migration and proliferation of PLC/PRF/5 cells， and the 

expression level and activity of SOD are negatively correlated with AFP.

KEYWORDS superoxide dismutase； alpha fetoprotein； hepatocellular carcinoma； malignant behavior； anti-cancer drugs

超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）是维

持机体活性氧（reactive oxygen species，ROS）动态平衡

的主要抗氧化物，可催化超氧化物转化为H2O和O2，消

耗过量的ROS[1―3]。在自然状态下，ROS和抗氧化物维

持动态平衡，但在发生氧化应激时，大量ROS的产生或

滞留可致DNA过度损伤，进而导致癌症发生[2―3]。因此

SOD被认为具有抗炎、抗肿瘤及免疫调控等功能，在化

妆品、医学等领域得以广泛应用。研究显示，SOD可作

为保健品的主要成分改善身体机能，在化妆品中添加

SOD也被验证是安全、无毒副作用的，SOD还可作为靶

向消炎药物使用[4―6]。此外，国内外学者在SOD预防和

治疗心脑血管疾病、自身免疫疾病以及肿瘤的研究方面

也取得了一定进展，其中Lee等[7]研究以多细胞球体作

为实体瘤模型发现SOD具有抗肿瘤效果，Wang等[8]研究

显示SOD2过表达能够抑制肝癌细胞的转移，还有多项

动物实验证实外源SOD单独或联合使用可用于治疗肠

损伤[9]、肾损伤[10]、肺损伤[11]及多种癌症的治疗[12—13]。然

而，在分子机制层面尚无确凿的证据表明通过服用抗氧

化物能够降低癌症的发病率或抑制肿瘤的恶化程度。

原发性肝癌（primary liver cancer，PLC）是全球高发

的消化系统恶性肿瘤，我国 2022年的 PLC 新发病例和

病死人数分别为 36.765 7万和 31.654 4万，分别位于我

国恶性肿瘤新发病例数和病死人数的第 4 位和第 2

位[10，12]。值得注意的是，我国人口约占全球人口的

17.4%，而PLC新发病例数和病死人数占全球恶性肿瘤

新发病例数和病死人数的 42.45% 和 40.14%[14―17]。因

此，我国构建完善的PLC防控、诊断和治疗体系尤为必

要。肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）作为PLC

中最常见的病理类型，是目前PLC预防和治疗的主要研

究对象。

本 课 题 组 前 期 研 究 显 示 ，甲 胎 蛋 白（alpha-

fetoprotein，AFP）作为 HCC 的临床诊断血清指标，已被

证实具有诱导肝细胞恶性转化并促进肝癌细胞恶性行

为的作用；而SOD在人正常肝细胞L-02和AFP表达阴

性的人肝癌细胞HLE中的表达量相当，在AFP表达阳性

的人肝癌细胞PLC/PRF/5中的表达降低，提示SOD可能

与 AFP 表达阳性的肝癌细胞的恶性行为有关[18―19]。本

研究以AFP表达阳性的人肝癌细胞 PLC/PRF/5为主要

研究对象，探索SOD给药对PLC/PRF/5细胞恶性生物学

行为的影响，并分析SOD与AFP表达量的相关性，以期

为将SOD开发为靶向AFP的抗HCC用药提供新思路。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 IMS-100型制冰机（南京

贝登医疗股份有限公司）、Centrifuge 5417R 型离心机

（德国Eppendorf公司）、hh-2型数显恒温水浴锅（上海力

辰邦西仪器科技有限公司）、PowerPac 型电泳仪（美国

Bio-Rad 公司）、Orbital Shake TS-1和 TS-2型脱色摇床

（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）、SPRING-R20

（i+）型纯水系统（广州誉维生物科技仪器有限公司）、

ZWY-103B和ZWY-100D型恒温摇床（上海智城分析仪

器制造有限公司）、Ⅸ81型荧光共聚焦显微镜（日本

Olympus公司）、Epoch型全波长酶标仪（美国Bio Tek公

司）、Tanon 5200 Multi 型化学发光成像仪（上海天能生

命科学有限公司）、Cryosystem 2000 型液氮罐（美国

Chart-MVE 公司）、UNIVERSAL 320型台式离心机（德

国 Hettich 公司）、LABSELECT 13112A 型细胞培养瓶

（北京兰杰柯科技有限公司）。

1.2　主要药品与试剂

SOD、抗 β -肌动蛋白（β -actin）小鼠单克隆抗体、

QuickBlockᵀᴹ Western二抗稀释液、QuickBlockᵀᴹ Western

一抗稀释液、胰酶细胞消化液（批号分别为 S0088、

AF0003、P0258-100 ml、P0256-100 ml、C0203-100 ml）均

购自上海碧云天生物技术有限公司；高糖DMEM培养

基 、青霉素 - 链霉素溶液（批号分别为 PM150210、

PB180120）均购自武汉普诺赛生命科技有限公司；免疫

染色封闭液、动物全蛋白提取试剂盒、Bradford法蛋白浓

度测定试剂盒、CCK-8试剂、Bis-Tris预制胶（4%～12%，

15孔）、快速封闭液Ⅰ、EZ-Buffers C 10×Western 转膜

液、SOD活性检测试剂盒、辣根过氧化物酶（HRP）标记

的山羊抗兔 IgG二抗、HRP标记的鼠抗兔 IgG二抗、HRP

标记的兔抗鼠 IgG二抗、HRP标记的山羊抗鼠 IgG二抗、
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抗 AFP 小鼠单克隆抗体、抗甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）小鼠单克隆抗体、抗SOD1小鼠单克隆抗体、

抗SOD2小鼠单克隆抗体、嘌呤霉素盐酸盐（批号分别为

E674004、C510003、C503031、E606335-0500、C691103-

0001、C510053-0020、C520003-0001、D799593-0050、

D110058-0025、D110065-0100、D110098-0100、D110087-

0025、D199611-0100、D190090-0200、D199859-0100、

D199597-0100、A610593-0025）均购自生工生物工程（上

海）股份有限公司；抗兔肉瘤病毒蛋白（sarcoma virus 

protein，Src）单克隆抗体（批号 AB109381）购自英国

Abcam公司；带有ZsGreen标签的干扰AFP表达的慢病

毒（滴度 2.0×108 TU/mL）及其对照（仅为带 ZsGreen 标

签 的 慢 病 毒 ，滴 度 1.5×108 TU/mL）（批 号 分 别 为

HH20231109HKZX-LV01、HH20231109HKZX-NC）均购

自汉恒生物科技（上海）有限公司；带有绿色荧光蛋白

（green fluorescent protein，GFP）标签的过表达AFP的慢

病毒（滴度2.5×109 TU/mL）及其对照（仅为带有GFP标

签的慢病毒，滴度 3.5×108 TU/mL）（批号分别为 LV-

AFP22678-1、LV-CON335）均购自上海吉凯基因医学科

技股份有限公司；SOD1过表达质粒 pENTER-SOD1和

SOD2 过 表 达 质 粒 pENTER-SOD2（批 号 分 别 为

NM000454、NM000636）均购自美国 Vigene Biosciences

公司；ECL化学发光底物试剂盒（批号BL520A）购自合

肥白鲨生物科技有限公司；PageRulerᵀᴹ 预染蛋白分子

量标准品、LipofectamineTM 3000 Transfection Reagent（批

号分别为 26616、3219327）均购自美国 Thermo Fisher 

Scientific公司；胎牛血清（批号11011-8611）购自浙江天

杭生物科技股份有限公司；磷酸盐缓冲液为实验室

自配。

1.3　实验细胞

人正常肝细胞 L-02（AFP 表达阴性，批号 SNL-

141）、AFP表达阴性的人肝癌细胞HLE（批号SNL-702）

均购自武汉尚恩生物技术有限公司，AFP表达阳性的人

肝癌细胞 PLC/PRF/5（批号 TCHu119）购自中国科学院

细胞库。

2　方法
2.1　分组与细胞培养

实验分为人正常肝细胞L-02组（L-02组）、AFP表达

阴性的人肝癌细胞HLE组（HLE组）、AFP表达阳性的人

肝癌细胞PLC/PRF/5组（PLC/PRF/5组）。将冻存于液氮

中的L-02、HLE、PLC/PRF/5细胞于37 ℃水浴解冻后，以

800 r/min离心5 min。吸弃上清液后，用1 mL含10%胎

牛血清、1%青霉素-链霉素溶液的高糖 DMEM 培养基

（以下简称“完全培养基”）重悬细胞，移至细胞培养瓶后

加完全培养基至 5 mL，混匀后，于 37 ℃、饱和湿度、5% 

CO2培养箱中培养至细胞汇合率为80%～90%。需传代

或铺板操作的细胞用 1 mL 胰酶细胞消化液消化洗脱，

再用2倍体积的完全培养基终止消化，得细胞悬液用于

后续实验。

2.2　L-02、HLE、PLC/PRF/5 细胞中 AFP 和 SOD 表达

及SOD活性检测

2.2.1　AFP和SOD表达的检测

AFP、SOD 表达采用 Western blot 法检测。根据

“2.1”项下方法进行分组和细胞培养。使用动物全蛋白

提取试剂盒提取各组细胞全蛋白，采用Bradford法检测

全蛋白浓度，用裂解液将不同细胞全蛋白浓度调整至同

一水平后，加入蛋白上样缓冲液，并在 100 ℃下将蛋白

变性 10 min。使用Bis-Tris预制胶以 120 V恒定电压进

行电泳，冰浴下以 150 mA恒定电流进行转膜，5%脱脂

奶粉室温封闭2 h，加入AFP、SOD1、SOD2一抗（稀释度

均为1∶1 000），4 ℃摇床孵育过夜（14～18 h）；加入二抗

（稀释度为 1∶1 000），37 ℃摇床孵育 1 h；于膜上滴加

ECL化学发光底物试剂，显影，采用 Image J软件进行分

析，以目标蛋白与内参蛋白（β-actin）条带灰度值的比值

表示目标蛋白的相对表达量。上述实验重复3次。

2.2.2　SOD活性检测

根据“2.1”项下方法进行分组和细胞培养。每毫升

提取液细胞用量为5×106个，使用酶标仪测定560 nm波

长处的吸光度（A）值，并计算 SOD 活性（U/50 μg 总蛋

白）。具体操作按照SOD活性检测试剂盒说明书进行。

上述实验重复3次。

2.3　改变 AFP 表达后 L-02、HLE、PLC/PRF/5 细胞中

AFP和SOD表达及SOD活性检测

采用慢病毒感染改变各细胞中AFP的表达。慢病

毒感染前 18～24 h，将处于对数生长期的L-02、HLE及 

PLC/PRF/5细胞以每孔2.5×105个接种于6孔板中，次日

细胞汇合率达 30%～40%时即可进行慢病毒感染。L-

02和HLE细胞使用带有GFP标签的过表达AFP的慢病

毒感染以上调 AFP 的表达（L-02-oeAFP 组和 HLE-

oeAFP组），并使用仅带有GFP标签的慢病毒作为对照

以排除后续实验中慢病毒的干扰（L-02-GFP组和HLE-

GFP组）；PLC/PRF/5细胞使用带有ZsGreen标签的干扰

AFP 表达的慢病毒以下调 AFP 的表达（PLC/PRF/5-

shAFP组），并使用仅带有ZsGreen标签的慢病毒作为对

照以排除后续实验中慢病毒的干扰（PLC/PRF/5-Zs‐

Green组）。依据预实验测定的各细胞系最适感染复数

（multiplicity of infection，MOI），按公式计算病毒体积：

病毒体积（μL）＝细胞数×MOI/病毒滴度（TU/mL）×

103。其中，L-02细胞的 MOI＝5，HLE 细胞的 MOI＝8，

PLC/PRF/5细胞的MOI＝10。弃去原培养基，用磷酸盐

缓冲液清洗1次，加入各病毒混合液，37 ℃孵育6 h后补

加等体积完全培养基。继续培养48 h，荧光显微镜下观

察ZsGreen或GFP的绿色荧光阳性率，确认感染效率＞

80%。感染 72 h 后，更换含 2 μg/mL嘌呤霉素盐酸盐的
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完全培养基，每2～3 d换液1次，持续筛选7～10 d，直至

L-02-GFP组、HLE-GFP组、PLC/PRF/5-GFP组细胞全部

死亡，检测 AFP 表达的改变情况以验证感染效率。当

PLC/PRF/5-shAFP 组细胞中的 AFP 表达量低于 PLC/

PRF/5组、PLC/PRF/5-ZsGreen 组，L-02-oeAFP 组、HLE-

oeAFP组细胞中的AFP表达量分别高于L-02组和L-02-

GFP 组、HLE 组和 HLE-GFP 组，表明 AFP 表达改变成

功，抗性克隆继续扩大培养，建立稳定表达株。再以

Western blot法（检测同“2.2.1”项下，以GAPDH为内参）

检测各组细胞中SOD1、SOD2的表达，以SOD活性检测

试剂盒（检测同“2.2.2”项下）检测各组细胞中的SOD活

性。上述实验重复3次。

2.4　SOD 给药对 PLC/PRF/5细胞恶性生物学行为影响

的检测

2.4.1　细胞迁移能力检测

采用细胞划痕实验检测。取“2.1”项下处于对数生

长期的PLC/PRF/5细胞，按照每孔 5×105个接种于 6孔

板中，于细胞培养箱（37 ℃，10%CO2）中培养至细胞汇合

率大于90%，使用10 μL枪头沿孔底中线轻轻制造划痕；

各孔分别加入终浓度为0（对照）、0.188、0.375、0.75、1.5、

3 U/mL的SOD（浓度依据前期预实验结果得出，下同），

每个给药浓度设置2个复孔，放置于细胞培养箱中，并于

0、24、48、72 h时对划痕愈合情况进行拍照记录。使用

Image J软件进行愈合面积分析并计算细胞划痕愈合率。

细胞划痕愈合率（%）＝（0 h时划痕面积－不同时间点划

痕面积）/0 h时划痕面积×100%。上述实验重复3次。

2.4.2　细胞增殖能力检测

采用CCK-8实验检测。取“2.1”项下处于对数生长

期的 PLC/PRF/5细胞按照每孔 2×103个接种于 96孔板

中，于细胞培养箱（37 ℃，10%CO2）中培养至细胞汇合率

约为 60%；各孔分别加入终浓度为 0（对照）、0.188、

0.375、0.75、1.5、3 U/mL的SOD，每个给药浓度设置 5个

复孔，放置于细胞培养箱48 h后，每孔加入100 μL高糖

DMEM培养基和10 μL CCK-8试剂。细胞培养箱孵育，

从孵育后 15 min 开始，每 15 min 用酶标仪测定 450 nm

波长处的A值，根据A值最佳读值范围，选取各孔读值在

0.6～1.0时间点的数值计算细胞增殖率（细胞增殖率＝

A 给药/A 对照×100%）。上述实验重复3次。

2.5　上调SOD表达后PLC/PRF/5细胞恶性生物学行为

相关蛋白AFP、Src表达的检测

　　采用瞬时表达质粒转染上调 PLC/PRF/5细胞中的

SOD表达。取“2.1”项下处于对数生长期的PLC/PRF/5

细胞，按照每孔 2.5×105个接种于 6孔板中，每孔加入 2 

mL 的完全培养基，置于 37 ℃、5%CO ₂培养箱中培养

18～24 h，至细胞汇合率为 70%～90%即可进行瞬时表

达质粒转染。PLC/PRF/5细胞使用 SOD1过表达质粒

pENTER-SOD1和 SOD2过表达质粒 pENTER-SOD2进

行转染以上调 SOD1 和 SOD2 的表达（PLC/PRF/5-oe‐

SOD1组和 PLC/PRF/5-oeSOD2组），并使用质粒 pEN‐

TER进行转染作为对照（PLC/PRF/5-pENTER组），该对

照与目的质粒骨架完全一致，仅缺失SOD1/SOD2编码序

列。管A按高糖DMEM培养基 125 μL、LipofectamineTM 

3000 Transfection Reagent 7.50 μL配制转染复合物，管B

按高糖 DMEM 培养基 125 μL、LipofectamineTM 3000 

Transfection Reagent 3.75 μL配制转染复合物，将上述试

剂轻柔混匀，室温孵育5 min。另取无菌微量离心管，配

制 DNA 稀释液：质粒 DNA 5 μg、高糖 DMEM 培养基

250 μL、LipofectamineTM 3000 Transfection Reagent 10 

μL，轻柔混匀后，室温孵育 5 min。将DNA稀释液等体

积分成 2份，分别加入管A与管B中，轻轻混匀，室温静

置10～15 min，形成 DNA-脂质复合物。转染前，将6孔

板中的培养基更换为每孔 1.5 mL 的完全培养基（含血

清）。将上述 2组DNA-脂质复合物分别均匀滴加至对

应孔中，轻轻摇匀。将细胞置于37 ℃、5%CO2培养箱中

继续培养。转染 6 h后，可根据细胞状态更换为完全培

养基；转染 48～72 h 后，收集细胞进行转染效率分析。

当PLC/PRF/5-oeSOD1组的SOD1表达量和PLC/PRF/5-

oeSOD2组的SOD2表达量均高于PLC/PRF/5组和PLC/

PRF/5-pENTER 组，表明 PLC/PRF/5-oeSOD1组和 PLC/

PRF/5-oeSOD2组 SOD 表达上调成功。再采用 Western 

blot法（检测同“2.2.1”项下，以 β-actin为内参）检测上调

SOD1、SOD2表达后细胞中恶性生物学行为相关蛋白

AFP、Src的表达。上述实验重复3次。

2.6　统计学分析

采用GraphPad Prism 9.5软件进行统计分析。计量

资料满足正态分布以 x±s表示，多组间比较采用单因素

方差分析，进一步两两比较采用LSD-t检验。检验水准

α＝0.05。

3　结果
3.1　L-02、HLE、PLC/PRF/5 细胞中 SOD 表达及 SOD

活性检测结果

Western blot检测结果（图1）显示，与L-02组和HLE

组比较，PLC/PRF/5组细胞中的 SOD1、SOD2表达量均

显著降低（P＜0.05）。此外，L-02组和HLE组中未检测

出AFP，PLC/PRF/5组中有AFP表达。

SOD 活性检测结果显示，PLC/PRF/5组细胞中的

SOD 活性 [（0.05±0.01）U/50 μg 总蛋白]较 L-02 组和

HLE 组 细 胞 中 的 SOD 活 性 [ 分 别 为（0.11±0.02）、

（0.11±0.01））U/50 μg 总 蛋 白] 显 著 降 低（P＜0.05，

n＝3）。

3.2　改变 AFP 表达对 L-02、HLE、PLC/PRF/5 细胞中

SOD表达及SOD活性的影响

Western blot 检测结果（图 2）显示，下调 PLC/PRF/5

细胞中的AFP表达后，与 PLC/PRF/5组比较，PLC/PRF/
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5-shAFP组细胞中的SOD1、SOD2表达量显著升高（P＜

0.05），但上调L-02和HLE细胞中的AFP 表达后，L-02-

oeAFP 组和 HLE-oeAFP 组细胞中的 SOD1、SOD2表达

量并无显著变化（P＞0.05）。

SOD活性检测结果（图 3）显示，下调PLC/PRF/5细

胞中的AFP表达后，PLC/PRF/5-shAFP组细胞中的SOD

活性显著升高（P＜0.05）；值得注意的是，上调HLE细胞

中的 AFP 表达后，HLE-oeAFP 组细胞中的 SOD 活性显

著降低（P＜0.05）。

3.3　SOD 给药对 PLC/PRF/5 细胞恶性生物学行为的

影响

3.3.1　对细胞迁移能力的影响

细胞划痕实验结果（图 4、图 5）显示，与 0 U/mL 比

较，0.375、0.75、1.5、3 U/mL SOD作用48 h时PLC/PRF/5

细胞划痕愈合率显著降低（P＜0.05）；与 0 U/mL 比较，

0.375、0.75、1.5 U/mL SOD 作用 72 h 时 PLC/PRF/5细胞

的划痕愈合率显著降低（P＜0.05或P＜0.01），而3 U/mL

的SOD处理对细胞迁移的抑制作用消失。

3.3.2　对细胞增殖能力的影响

CCK-8细胞增殖检测结果（图 6）显示，与对照组比

较，0.375、0.75、1.5、3.0 U/mL组的 PLC/PRF/5细胞增殖

率 显 著 降 低（P＜0.05 或 P＜0.01），且 SOD 浓 度 在

0.375～1.5 U/mL之间，PLC/PRF/5细胞增殖率有随SOD

给药浓度升高而降低的趋势，而 3 U/mL的SOD处理并

没有使细胞增殖率继续下降。

3.4　上调SOD表达对PLC/PRF/5细胞恶性生物学行为

相关蛋白AFP、Src表达的影响

Western blot 检测结果（图 7）显示，与上调 SOD1、

SOD2表达前的PLC/PRF/5组比较，PLC/PRF/5-oeSOD1

组和PLC/PRF/5-oeSOD2组细胞中的AFP、Src表达量均

显著降低（P＜0.05）。

4　讨论
ROS 和抗氧化物在自然状态下维持动态平衡[2―3]。

而当发生氧化应激时，大量ROS的产生或滞留，与DNA

反应造成 DNA 损伤[20―21]，进而导致癌症的发生。SOD

家族是在进化中较为保守的一个酶家族，是消除细胞

ROS的关键酶。在哺乳动物中，SOD家族有 3个成员：

SOD1在细胞质、细胞核和线粒体内膜上均有表达；

SOD2仅被检测到位于线粒体基质中；SOD3则在细胞外

表达。对临床血清样本检测的统计研究表明，许多癌症

患者血清中的 SOD mRNA 或蛋白表达量均出现改

变[22―23]。其中，Zhang等[24]在检测SOD表达量的同时，还

检测了各组人群血清中的AFP表达量，结果显示，携带

乙型肝炎病毒的肝癌患者血清中AFP表达量显著高于

未携带乙型肝炎病毒的肝癌患者以及健康人，而两组患

者血清中 SOD 的表达趋势与 AFP 相反，即该组试验人

群血清中SOD和AFP表达量呈负相关。此外，Xu等[23]

研究显示，HCC 患者血清中 AFP 表达量升高的同时，

SOD活性呈下降趋势，该趋势与本研究对不同肝癌细胞

中SOD表达量的检测结果一致，表明在肝癌患者的血清

或癌组织以及在肝癌细胞中，SOD 与 AFP 的表达呈负

相关。

作为HCC的临床诊断指标，AFP具有诱导肝细胞恶
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性转化和促进肝癌细胞恶性生物学行为的作用[3]，而

SOD作为在线粒体内膜以及基质中存在的抗氧化物，其

表达量与AFP的负相关性对肝癌细胞 PLC/PRF/5的恶

性生物学行为有一定影响。本研究检测到SOD1、SOD2

在PLC/PRF/5细胞中的表达量较其在L-02和HLE细胞

中的表达量显著降低，且在改变L-02、HLE、PLC/PRF/5

细胞中AFP的表达后，SOD的表达量和活性也与AFP呈

负相关，提示肝癌细胞中 SOD 的表达可能受 AFP 的

调控。

目前临床多将SOD作为癌症诊断的辅助指标，也有

少量动物实验显示外源SOD单独或联合使用对多种脏

器损伤[17―19]及多种癌细胞的恶性生物学行为[13]有缓解或

治疗效果。本研究以 AFP 表达阳性的肝癌细胞 PLC/

PRF/5为研究对象，给予梯度浓度的 SOD，以期确定外

源 SOD对肝癌细胞恶性行为的影响，进一步明确 SOD

与 AFP 在肝癌中的相关性。本研究细胞划痕实验、

CCK-8实验、Western blot检测结果显示，0.375、0.75、1.5 

U/mL的SOD加药处理可抑制PLC/PRF/5细胞的迁移和

增殖，并降低PLC/PRF/5细胞恶性生物学行为相关蛋白

AFP和Src的表达，提示SOD可能对高表达AFP的HCC

有治疗效果。然而在本研究细胞划痕实验中，最高浓度

（3 U/mL）的SOD对PLC/PRF/5细胞的迁移能力未见抑

制作用，可能与高浓度SOD给药使癌细胞从抗氧化剂中

获益高于抑制作用有关[25]，其具体机制和相关结论还需
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要进一步的实验验证。

综上所述，一定浓度的SOD可抑制PLC/PRF/5细胞

的迁移和增殖等恶性生物学行为，SOD的表达量和活性

趋势与AFP呈负相关。
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