
■背景资料
肝 细 胞 肝 癌 的
死 亡 率 居 所 有
肿 瘤 的 第 3 位 . 
溴 结 构 域 蛋 白
4(bromodomain-
containing protein 
4, BRD4)在肿瘤
发生、发展中起
着重要作用. BET
家族蛋白抑制剂
JQ1已有研究证
明其可抑制多种
肿瘤生长 ,  目前
尚未出现BRD4
抑制剂JQ1对肝
癌发病进程影响
的研究.
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Abstract 
AIM: To explore the effect of bromodomain-
containing protein 4 (BRD4) inhibitor (JQ1) 
on the proliferation and apoptosis of two 
hepatocellular carcinoma cell lines. 

METHODS: We used JQ1 to treat HepG2 and 

B e l - 7 4 0 2 c e l l l i n e s . C e l l v i a b i l i t y w a s 
investigated by sulforhodamine B (SRB) 
staining. EdU incorporation assay and Hoechst 
33342 staining were used to detect cel l 
proliferation. Alteration of cell cycle and cell 
apoptosis were measured by flow cytometry. 
Early apoptosis was detected by Annexin 
V-FITC/propidium iodide double staining 
assay. Western blot was used to observe the 
level change of C-myc protein, because JQ1 
mediates antiproliferative effect mainly by 
lowering its expression. 

RESULTS: JQ1 significantly inhibited the 
viability of HCC cell lines HepG2 and Bel-7402. 
The inhibition was dose-dependent within a 
certain range. JQ1 inhibited cell proliferation as 
revealed by EdU incorporation assay. Annexin 
V-FITC/PI double staining analysis revealed 
that JQ1 can promote the cell apoptosis. JQ1 
treatment significantly suppressed C-myc 
protein expression. Compared with JQ1 or 
sorafenib alone, sorafenib in combination with 
small dose of JQ1 more significantly inhibited 
HCC cell growth and increased apoptosis, 
suggesting that JQ1 and sorafenib have a 
synergistic effect.

CONCLUSION: BRD4 inhibitor JQ1 may be 
a potential new drug to treat hepatocellular 
carcinoma. 

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
虽然目前临床上
甲苯磺酸索拉非
尼 片 ( 索 拉 非 尼
片)对肝癌有一定
的治疗效果 ,  但
尚未达到令人满
意的程度 .  因此
新的更有效的治
疗药物仍然具有
很大的研究和探
索价值. 

viability of hepatocellular carcinoma cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2016; 24(10): 1501-1510  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/24/1501.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v24.i10.1501

摘要

目的: 探讨溴结构域蛋白4(bromodomain-
containing protein 4, BRD4)抑制剂JQ1对两
种不同肝癌细胞系增殖、凋亡的影响. 

方法:  用B R D4抑制剂J Q1处理H e p G2, 
Bel-7402细胞株, 磺酰罗丹明B(sulforhodamine 
B, SRB)染色检测细胞活力; EdU(5-ethynyl-
2'-deoxyuridine)嵌入和Hoechst 33342染色
法检测细胞增殖; 以流式细胞术和Annexin 
V-FITC/PI双染法分别分析细胞周期、细胞
凋亡; 最后用Western blot法观察JQ1介导抗
增殖作用主要下调蛋白C-myc在蛋白水平上
的变化, 进一步验证JQ1抑制肝癌细胞增殖
的作用. 同时探讨JQ1与目前肝癌细胞治疗
药物甲苯磺酸索拉非尼片对肝癌细胞的比
较和联合作用. 

结果: BRD4抑制剂JQ1可以以剂量依赖的
方式显著抑制HCC细胞系: HepG2细胞和 
Bel-7402细胞的活力, 具体表现为: 抑制其
细胞增殖; Annexin V-FITC/PI双染法分析发
现能促进其凋亡; 同时C-myc蛋白表达的也
被显著抑制. 与JQ1、索拉非尼片单药应用
相比, 小剂量的JQ1与索拉非尼片联合应用, 
HCC细胞的生长抑制率增加, 凋亡率也增加, 
提示BRD4抑制剂JQ1联合索拉非尼片对细
胞生长的抑制作用要强于JQ1或索拉非尼片
单独用药. 

结论: BRD4抑制剂JQ1可能是一种潜在的可
治疗肝细胞癌的新型药物. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 溴结构域蛋白4(b r o m o d o m a i n-
containing protein 4)抑制剂JQ1可显著抑制肝癌

细胞活性, 此外与甲苯磺酸索拉非尼片(索拉非

尼片)还具有联合作用, 我们首次发现JQ1可能

是一种潜在的可治疗肝细胞癌的新型药物. 
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0  引言

肝细胞肝癌是原发性肝癌中最常见的类型, 平
均生存期在6-20 mo[1,2]. 虽然人们投入了大量人

力物力对其发生、发展及转移机制进行研究, 
但在世界范围内, 目前肝细胞肝癌的发生率居

第6位, 而死亡率则居所有肿瘤的第3位[3,4]. 
溴结构域蛋白4(bromodomain-containing 

protein 4, BRD4)属于溴化结构和BET家族蛋

白, 与染色质乙酰化有关, 组蛋白乙酰化必须

募集含有一个/多个乙酰基-赖氨酸结合模板/溴
化结构域的蛋白, 即BET蛋白[5,6]. BRD4通过结

合组蛋白诱导细胞的靶基因活化或抑制, 还可

以结合乙酰化的非组蛋白, 来调控DNA复制、

细胞周期及基因转录等其他细胞活动[7]. 因此, 
BRD4在肿瘤发生、发展中起着重要作用. 

JQ1是一种小分子化合物, 是BET家族蛋

白抑制剂, 可以竞争性结合于BRD4溴化结构, 阻
止BRD4与乙酰化的赖氨酸结合. 已有研究[8-12]证

明JQ1可抑制多发性骨髓瘤、卵巢癌、脑胶质

瘤、胶质母细胞瘤、乳腺癌、中线癌等多种

肿瘤生长. C-myc基因与肿瘤的发生、发展密

切相关、他通过易位、扩增和突变、参与许

多肿瘤癌变过程. 如多发性骨髓瘤、结肠癌、

神经细胞瘤等[13,14]. 在淋巴瘤和白血病中, JQ1
介导抗增殖作用的主要机制就是下调C-myc
及其靶基因的表达[15,16]. 有研究[17]表明, 在急

性髓样白血病, 用RNA干扰BRD4表达, 会导致

C-myc表达下降. 因此, 我们想探究在肝癌细胞

中JQ1的抗肿瘤效应是否与C-myc相关.
虽然目前临床上甲苯磺酸索拉非尼片对

肝癌虽有一定的治疗效果, 但尚未达到令人满

意的程度. 而截至目前, 尚未出现BRD4抑制剂

JQ1对肝癌发病进程影响的研究, 因此本研究

拟从JQ1对肝癌细胞的影响入手, 检测其对肝

癌细胞活力的影响, 并观察了下游基因C-myc
表达水平的改变, 同时探讨比较其跟索拉非尼

片的联合和单独使用效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2、Bel-7402购自

中科院上海细胞所; 索拉非尼片、JQ1购自美

国Cayman公司; 小牛、胎牛血清购自南京凯
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■相关报道
JQ1可抑制多发
性骨髓瘤、卵巢
癌、脑胶质瘤、
胶质母细胞瘤、
乳腺癌、中线癌
等多种肿瘤生长. 
C-myc 基因与肿
瘤的发生、发展
密切相关 .  在淋
巴瘤和白血病中, 
JQ1介导抗增殖
作用的主要机制
是下调C-myc及
其靶基因的表达. 

基生物科技有限公司; DMEM液体培养基购自

Hyclone公司; DMSO购自南京凯基生物科技有

限公司; L -谷氨酰胺、磺酰罗丹明B蛋白染色

法(SRB)、Hoechst 33342、TEMED购自Sigma
公司; 胰蛋白酶购自GIBCO公司; 兔来源抗人

C-myc多克隆抗体购自ABcam公司; 鼠来源抗

人Actin抗体、细胞总蛋白抽提试剂盒、细胞

周期与细胞凋亡检测试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司; BCA蛋白浓度测定试剂

盒购自Pierce; PVDF膜购自Bio-Rad; Annexin 
V-FITC/PI凋亡检测试剂盒购自美国Roche公
司; EdU(5-ethynyl-2'-deoxyuridine)增殖检测试

剂购自广州锐博. 
1.2 方法

1.2.1 Western blot检测细胞C-myc蛋白: 按蛋

白抽提试剂盒说明书提取贴壁培养细胞总蛋

白. 用每个样本取1.0×106个细胞提取蛋白, 得
到细胞总蛋白, 然后按照BCA蛋白浓度测定

试剂盒中的操作步骤进行蛋白浓度测定. 配
置10%SDS-PAGE, 上样, 电压积层胶90 V、

分离胶110 V, 电泳. 电泳结束后采用湿转法将

样品转移至PVDF膜, 电压30 V, 4 ℃, 12 h. 转
膜结束后, 将PVDF膜放入含有5%脱脂奶粉的

TBS中室温下封闭2 h. 加入含有5%脱脂奶粉

的TBS配置的加兔抗人C-MYC(1∶1000), 4 ℃
过夜. TBS-T漂洗15 min×3次, TBS漂洗15 min
×1次. 加入用含有5%脱脂奶粉T B S配置的

HRP标记羊抗兔 IgG(1∶1000)的二抗, 室温2 h. 
TBS-T漂洗15 min×3次, TBS漂洗15 min×1次, 
将膜置于ECL显色液中(临用前A、B液等体积

混匀), 室温1 min. 压片、曝光、显影. 
1.2.2 磺酰罗丹明B蛋白染色法(SRB): 将处于

对数生长期的细胞接种到96孔板中. 细胞于细

胞培养箱内稳定培养24 h后, 按下述方案加入

药物孵育: 一组实验加入不同浓度(0、0.05、
0.1、0.2、0.5、1.0和2.0 μmol/L)JQ1处理细胞; 
另一组实验用索拉非尼片(10 μmol/L)、JQ1(1 
μmol/L)、JQ1+索拉非尼片处理细胞; 同时设

空白对照组. 所有处理均设三复孔. 细胞在培

养箱培养72 h后弃去培养液, 每孔加入10%冷

TCA 200 μL固定细胞, 在4 ℃放置1 h, 蒸馏水

洗涤3次, 于空气中自然干燥. 在每孔中加入由

l%冰醋酸配制的SRB溶液100 μL, 室温染色

30 min, 弃去上清, 随后用蒸馏水洗涤3次, 放
置在空气中自然干燥. 加入10 mmol/L Tris水溶

液150 μL/孔, 在酶标仪 = 515 nm波长下测A值. 
计算平均值和标准差, 此实验重复3次以上. 细
胞生长抑制率 = (对照组A值-给药组A值)/对照

组A值×100%. 
1.2.3 细胞增殖: 将HepG2细胞种入96孔板(2.0
×104个/孔), 于培养箱中培养过夜. 实验组用

BRD4抑制剂JQ1(2 μmol/L)处理细胞24 h, 对
照组细胞仅加入0.1% DMSO培养24 h. 药物孵

育结束后, 加入50 μmol/L的EdU在37 ℃继续

孵育2 h. 40 g/L多聚甲醛在室温固定15 min, 使
用0.5%曲拉通打孔15 min, Hoechst 33342染色

10 min. 荧光显微镜观察, 随机计数5个高倍镜

视野中细胞总数及EdU阳性细胞数, EdU(红), 
DNA合成; Hoechst33342(蓝), 核染色. 取平均

值, 计算标记指数(增殖率 = EdU阳性细胞数/
Hoechst33342染色细胞总数×100%). 
1.2.4 流式细胞仪检测细胞周期: 将Bel-7402细
胞分为实验组和对照组, 实验组加入2 μmol/L 
J Q1分别处理24 h、48 h, 对照组只加0.1% 
DMSO培养48 h, 而HepG2细胞实验组(加入2 
μmol/L JQ1)和对照组(0.1% DMSO)均培养24 h. 
倒去培养液, 胰酶适度消化细胞, 加入冰冷的

PBS缓冲液将细胞轻轻吹打成单个细胞. 离心, 
PBS洗2遍, 用PBS重悬细胞, 一边振荡一边加

入预冷的700 mL/L乙醇, 4 ℃固定过夜. 染色

前细胞用PBS洗2遍, 沉淀重悬于PI染液中(50 
μg/mL PI+200 μg/mL RNase A), 37 ℃避光染色

30 min. 细胞经300目尼龙网过滤后, 上机检测; 
样品分析测定及打印. 
1.2.5 Annexin V和PI双染检测细胞凋亡: 取指

数生长期细胞消化计数后按4×105个 /孔接

种于6孔细胞培养板中. 24 h后加入索拉非尼

片(20 μmol/L)、JQ1(2 μmol/L)、索拉非尼片

+JQ1分别处理HepG2细胞, 并设置对照组(0.1% 
DMSO). 72 h后用0.25%胰酶: 0.02%EDTA(1∶1)
消化, 加入冰冷的PBS缓冲液将细胞轻轻吹打

成单个细胞, 与漂浮细胞混合, 离心待用. 用去

离子水以4∶1稀释结合缓冲液, 以结合缓冲液

重悬细胞, 调整细胞浓度为1×106/mL. 用前瞬

时离心Annexin V-FITC. 取100 μL细胞悬液于

流式管中, 加入5 μL Annexin V-FITC和10 μL 
20 μg/mL PI, 混匀. 混匀后于室温避光抚育15 min. 
在反应管中加400 μL PBS, 用流式细胞仪检测, 
Annexin V+/PI-是早期凋亡细胞.

统计学处理 数据主要以mean±SD表示, 
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■创新盘点
本文发现并初步
证实了JQ1可抑
制 肝 癌 细 胞 增
殖 ,  促进细胞凋
亡. JQ1和索拉非
尼片可能存在协
同作用 ,  在肝癌
治疗中也许能获
得更好治疗效果. 
BRD4抑制剂JQ1
可能是一种潜在
的可治疗肝细胞
癌的新型药物. 

使用Graphpad InStat3.0和Graphpad Prism5.01
软件进行统计分析和绘图, 用方差齐性检验进

行样本均数间的比较, 方差相等时则采用t检验

或One-way ANOVA分析. P <0.05表示差异具有

统计学意义.

2  结果

2.1 JQ1对两种HCC细胞系生长的影响 使用不

同浓度的JQ1(0.05、0.1、0.2、0.5、1.0和2.0 
μmol/L)处理HCC细胞72 h后检测细胞活力, 发
现JQ1可以抑制HepG2细胞生长, 当JQ1剂量

达到2 μmol/L时, HepG2细胞的生长抑制率为

48.91%±1.17%, 统计分析显示, 在一定范围内

JQ1对HepG2细胞的抑制作用具有剂量依赖性

(P <0.0001)(图1A); 此外, JQ1对HCC细胞生长

抑制作用也发生在Bel-7402细胞(图1B), JQ1剂
量达到2 μmol/L时, Bel-7402细胞的生长抑制

率为47.77%±2.80%, JQ1对Bel-7402细胞的抑

制作用也具有剂量依赖性(P <0.0001). 
2.2 JQ1对两种HCC细胞系细胞周期分布的

影响  流式细胞仪分析B R D4抑制剂J Q1对
Bel-7402细胞周期分布的影响如图2A. 对照

组G1期细胞占44.01%±4.04%, JQ1处理24 h
后, G1期细胞占53.33%±1.07%, 而JQ1处理
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■同行评价
本文研究了JQ1
对肝癌细胞的生
长、凋亡 ,  细胞
周期的影响 ,  并
初步探究了JQ1
作用的可能机制, 
并结合了临床索
拉非尼片的研究, 
文章实验较为严
谨 ,  图片证据丰
富 ,  论据支持基
本有力 ,  具有一
定的科研意义. 

48 h后则占60.51%±3.18%, JQ1使细胞阻滞

在G1期(P <0.05). 单因素方差分析显示, JQ1对
G1期的阻滞作用具有时间依赖性(P  = 0.0017, 
P <0.01)(图2B). 对照组S期细胞占32.71%±

2.80%, JQ1处理24、48 h后, 分别为26.54%
±0.94%, 21.69%±0.68%, JQ1抑制细胞进入

S期(P <0.05), 且具有时间依赖性(P  = 0.0008, 
P <0.01)(图2C). 
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流式细胞仪分析B R D 4抑制剂 J Q 1对
HepG2细胞周期分布的影响如图3A. 经JQ1处
理24 h后, G1期细胞占60.20%±2.98%, S期细

胞占20.75%±1.94%, 而对照组G1%占53.90%
±3.59%, S%占31.0%±1.65%, JQ1能抑制细

胞进入S期(t  = 6.970, P <0.01)(图3B, C). EdU

能在细胞增殖时期代替胸腺嘧啶(T)渗入正在

复制的DNA分子中, 通过检测EdU标记便能准

确地反映细胞的增殖情况. 与阴性组(增殖率

54.84%)相比, 实验组增殖率为38.42%, JQ1处
理组可以抑制细胞增殖(图3D). 
2.3 J Q1对H C C细胞凋亡的影响  B R D4抑
制剂J Q1对H C C细胞凋亡的影响如图4. 在
JQ1(2 μmol/L)作用于HepG2细胞72 h后, 通
过Annexin V-FITC/PI双染法测定细胞的凋亡

率. 与对照组相比, 凋亡率有明显的增高, 两
两比较差异有显著性意义(P <0.05), 说明JQ1
诱导HepG2细胞凋亡(图4A, B). 选取HepG2和
Bel-7402两种细胞, 用JQ1处理14 d, 显微镜下

观察发现, 未加入JQ1的对照组细胞克隆性增

殖形成细胞球, 而实验组HepG2细胞未形成细

胞球, Bel-7402细胞虽形成细胞球, 但是体积较

小, 且细胞出现变圆、甚至不贴壁而悬浮等凋

亡样形态学改变(图4C). 
2.4 JQ1对HepG2细胞C-myc蛋白表达的影响 
BRD4抑制剂对HepG2细胞C-myc蛋白表达水

平的影响如图5. BRD4抑制剂JQ1化学结构如

图5A所示, 使用2 μmol/L JQ1处理HepG2细胞

不同时间(0、8、12、24 h), 发现JQ1处理8、
12和24 h, 均可以抑制HepG2细胞C-myc蛋白

表达; 并且这种抑制作用表现出时间依赖性, 
JQ1处理24 h后HepG2细胞仅表达极低水平的

C-myc(图5B). 
2.5 JQ1联合索拉非尼片对HCC细胞的效应 
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分别使用索拉非尼片(10 μ m o l/L)、J Q1(1 
μ m o l/L)、J Q1+索拉非尼片处理H C C细胞

72 h后检测细胞活力 ,  发现H e p G2细胞对

应的生长抑制率分别为6 0 . 4 5 %±1 . 9 5 % , 
37.87%±2.81%, 79.49%±1.95%(P <0.05), 
而B e l-7402细胞对应的生长抑制率分别为

61.42%±2.44%, 35.53%±3.54%, 81.83%±

2.28%(P <0.001)(图6), 提示JQ1增强索拉非

尼片对HCC细胞的生长抑制作用; Annexin 
V-FITC/PI双染流式分析显示, JQ1(2 μmol/L)
和索拉非尼片(20 μmol/L)单独用药72 h, HepG2
细胞凋亡率(Annex inV+/PI-)分别为16.8%, 
35.4%, 联合用药凋亡率则为50.3%(图7), 提示

JQ1增强索拉非尼片对HepG2细胞的凋亡作

用. J Q1联合索拉非尼片可以更显著的抑制

HCC细胞生长, 促进其凋亡. 

3  讨论

肝细胞肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一. 手
术、化疗和放疗是目前治疗肝癌的三大常规

方法. 由于肝癌起病隐匿, 早期缺乏特异性症

状, 且病情发展快, 恶性程度高, 确诊时大多数

患者已是局部晚期或已出现了远处转移[18-20], 不
适合手术切除, 因此, 肝癌的药物治疗仍然不可

或缺. 索拉非尼片是一种口服的多靶点、多激

酶抑制剂, 已被临床证实具有明确疗效[18,21,22], 
但总体疗效还不令人满意, 因此新的更有效的

靶向药物仍有待进一步开发. 
BRD4蛋白属于溴化结构和BET家族, 其

结构包含两个溴化结构域, 可识别组蛋白氨基

端(N端)的乙酰化赖氨酸残基, 调控一系列生

物学行为: DNA复制、DNA修复、染色质重

塑和转录调控[23-26]. 最近的研究[26-28]表明BRD4

的表达水平失调或功能紊乱与急性髓系白血

病、黑色素瘤、结肠癌、乳腺癌等肿瘤的发

生有关, BET抑制剂或BRD4 shRNA可以诱导

上述肿瘤发生细胞周期阻滞及凋亡等细胞生

物学行为改变, 显示出强大的抗肿瘤活性. 因
此BET蛋白有望成为上述肿瘤或其他肿瘤的

治疗靶点, 那么, BET蛋白能否成为肝细胞肝

癌的治疗新靶点值得研究. 
J Q1是B R D4溴化结构的小分子抑制剂, 

是一种硫二氮杂草类似物, 可竞争性结合于

BRD4溴化结构域, 使BED4蛋白从乙酰化的

赖氨酸结合位点分离, 抑制染色质活化, 从而

抑制相应基因转录[29]. 有研究[8,10]称, JQ1对血

液系统恶性肿瘤细胞活性有明显的抑制作用, 
如多发性骨髓瘤、急性髓样白血病、Burkitt
淋巴瘤和混合性白血病等. 而JQ1对肝癌的细

胞的影响尚未明确. 在本实验中我们发现并

初步证实了JQ1可抑制肝癌细胞增殖, 促进细

胞凋亡. 
C-myc基因通过易位、扩增和突变参与许

多肿瘤癌变过程, 如多发性骨髓瘤、结肠癌、

神经细胞瘤等[13,14]. 在淋巴瘤和白血病中, JQ1
介导抗增殖作用的主要机制就是下调C-myc及
其靶基因的表达[15,16]. 因此, 我们检测了经JQ1
处理后肝癌细胞C-myc蛋白水平的表达. 本研

究发现, 在肝癌细胞中, JQ1也可以下调C-myc
蛋白及其DNA表达, 我们推测这可能是其抑制

肝癌细胞生长的作用机制之一, 但更多具体机

制还有待进一步研究. 
同时在我们的体外实验可见, 索拉非尼片

亦能显著抑制HepG2和Bel-7402细胞增殖, 促
使其凋亡, 而JQ1联合索拉非尼片能增强这一

抑制效应. 这一研究结果提示我们JQ1和索拉
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非尼片可能存在协同作用, 在肝癌治疗中也许

能获得更好疗效果. 但是本研究只要是在细胞

水平的初步探讨, 在实体瘤中是否有效, 还有

待进一步验证. 另外还需要大量的动物和临床

试验进一步证明. 
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