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DUSP1在药物诱导的肝癌细胞衰老中的表达变化
及其作用研究 *
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(上海交通大学医学院附属仁济医院上海市肿瘤研究所癌基因及相关基因国家重点实验室 上海 200240)

摘要 目的：在肝癌的治疗中，化学疗法是重要的治疗手段，尤其在结合外科手术切除的联合治疗中，化疗被广泛的应用于临床。

而体内试验证实，化疗药物诱导的细胞衰老在治疗肿瘤的过程中，普遍存在并发挥重要作用，我们着重探讨在药物诱导的人肝癌

细胞衰老中，细胞内重要信号途径的变化，发现并利用对细胞衰老有重要意义的蛋白，增强化学治疗肿瘤的效果。在本课题中，我

们利用化疗药物阿霉素（doxorubicin）和蛋白酶体抑制剂 MG132诱导的人衰老肝癌细胞模型，对 MAPK信号途径的负调控因子
DUSP家族的表达变化进行检测，筛选表达水平发生显著变化的双特异性磷酸酶（DUSP）家族成员，并初步探讨其在细胞衰老中

的作用。方法：利用低剂量的阿霉素和蛋白酶体抑制剂 MG132诱导人肝癌细胞衰老；通过 Real time RT-PCR和Western blotting

检测 DUSP家族基因 mRNA和蛋白质水平的变化；利用 siRNA干扰技术敲降 DUSP1，检测药物诱导肝癌细胞衰老水平的变化。

结果：经低剂量的阿霉素和蛋白酶体抑制剂短时间处理后，人肝癌细胞系 Huh7和 SMMC-7721细胞发生明显的细胞衰老；在诱

导的衰老细胞中，DUSP1mRNA和蛋白质水平呈显著升高。在敲降 DUSP1后，MG132诱导的细胞衰老得到显著的缓解。结论：
DUSP1在药物诱导的人肝癌细胞衰老中具有重要的作用，为研究临床治疗中化疗药物引起肿瘤细胞衰老的具体机制带来启发。
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Expression Patterns and Functional Analysis of DUSP1 in Drug-induced
Cellular Senescence in Human Liver Cancer Cells *

Chemotherapy plays an important role and is widely used in clinical by combining with surgical operation

excision in the treatment of HCC. Current research suggests that tumor cellular senescence that induced by Chemotherapy contributes to

treatment outcome . Here, we focused on screening and detecting the changed signaling pathways in human senescent liver cancer

cell induced by chemotherapy drug. In this study, we screened of the DUSP family members which are the cardinal negative regulators of

MAPK with altered expression in doxorubicin-and MG132-induced senescence of human liver cancer cells. The chemotherape-
utic drug doxorubicin and proteasome inhibitor MG132 were used for inducing senescence in human liver cancer cells. The expression

levels of DUSP members in the senescent cells were measured by RT-PCR and Western blotting. The proportion of senescent cells was

detected by SA-茁-gal staining in the cells treated with or without the drug when DUSP1 was knocked down by siRNA.

Doxorubicin and MG132 robustly elicited senescence in human liver cancer cells. DUSP1 was significantly up-regulated in the senescent

Huh7 and SMMC-7721 cells induced by doxorubicin and MG132. The inhibition of DUSP1 by siRNA was able to suppress MG132- but
not doxorubicin-induced cellular senescence. DUSP1 was up-regulated mostly in 10 DUSP members in drug-induced

cellular senescence. The DUSP1 expression has an important function in drug-induced senescence.
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前言

细胞衰老是维持机体稳态的一种重要的机制。细胞衰老是

指细胞不可逆转的生长阻滞，分为复制衰老（Replicative senes-

cence）和提前衰老（Premature senescence）两种，后者通常是由

于癌基因活化、抑癌基因失活、某些化学药物、物理因素作用引
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起[1]。现已知，诱导肿瘤细胞衰老是化疗药物和放射治疗肿瘤的

重要机制[2-4]。诱导细胞衰老的信号分子的机制研究及相关药物

的开发，对于阐明肿瘤的发生机制和肿瘤治疗，均具有十分重

要的意义。

DUSP家族由 10个主要的家族成员组成，它们对 MAPK

蛋白的磷酸化苏氨酸和酪氨酸去磷酸化，从而使MAPK失活[5,6]。

作为 DUSP家族的第一个成员，DUSP1 的表达水平在多种癌

症中都有显著的变化，许多研究表明 DUSP1在肝癌的发生发

展及其预后中有着重要的作用[7-9]。在本课题中，我们在体外建

立了化疗药物阿霉素和蛋白酶体 MG132诱导的人肝癌细胞系
Huh7 和 SMMC-7721 的细胞衰老模型，并利用 real time
RT-PCR和 Western Blotting筛选出在衰老细胞中变化最明显

的 DUSP1。并利用 SiRNA技术对其在药物诱导的细胞衰老中

作用进行了初步探讨。我们的结果显示，在药物诱导肝癌细胞

系 Huh7和 SMMC-7721衰老的过程中，DUSP1的表达水平有

显著的上调，而利用 siRNA 敲降掉 DUSP1后，可缓解 MG132

引起的细胞衰老。

1 材料与方法

1.1 实验仪器和试剂
台式冷冻离心机（美国 Beckman counter）；Real-time 7300

PCR 仪器（美国 Applied Biosystem 公司）；微量移液器（法国
Glison公司）；ChemiDocTM XRS凝胶成像系统（美国 Bio-Rad

公司）；倒置显微镜（德国 Zeiss公司）；高速离心机（美国 Thermo

公司）；酶标仪（美国 BIO-TEK公司）；DMEM培养基（美国
Gibco公司）；胰蛋白酶（美国 Sigma公司）；RNAiso Plus（中国
TaKaRa公司）；PrimeScriptTM RT Reagent Kit（中国 TaKaRa公

司）；SYBR Premix Ex TaqTM（中国 TaKaRa 公司）；阿霉素

（D1515；美国 Sigma 公司）；MG132(474790；美国 Millipore 公

司)；LipofectamineTM 2000（美国 Invitrogen公司）；衰老检测试

剂盒（C0602；中国碧云天公司）；抗人 DUSP1（sc-1102；美国
Santa Cruz 公司）；抗人 DUSP4 (10739-1-AP；美国 Proteintech

Group 公司)；抗人 DUSP6 (sc-8599；美国 Santa Cruz 公司)；抗

人 酌H2AX (2212-1；美国 Epitomics 公司 )；抗人 琢-Tubulin

(sc-69969；美国 Santa Cruz公司)。
1.2 细胞培养及处理

肝癌细胞系 Huh7和 SMMC-7721用完全培养液（含 10 %

胎牛血清、100 滋g/mL 青霉素、100 滋g/mL 链霉素以及 100

滋g/mL HEPES的 DMEM培养液），置于 37℃、5% CO2细胞培

养箱中培养。

1.3 细胞衰老 茁半乳糖苷酶（SA-茁-gal）检测
SA-茁-gal染色根据产品说明书进行操作，具体步骤如下：

（1）将 5× 104的待测细胞接种于 6 孔板中，过夜培养后，吸除

培养板内的培养液，用 PBS洗两遍。（2）加入 1 mL染色固定
液，室温固定 15 min。（3）除去固定液，加入 1 mL PBS，室温放
置 3 min后除去，重复 3次。（4）吸出 PBS后，加入 1 mL染色混
合液（其组成如下：染色液 C 930 滋L，X-gal溶液 50 滋L，染色液
A 10 滋L，染色液 B 10 滋L），置于 37 ℃无 CO2的培养箱中培养

12-16 h。（5）随机选取 5个视野，对其中 SA-茁-gal染色阳性细

胞的数目进行计数并求其平均数。

1.4 Real time-PCR检测基因表达

培养的细胞中加入 RNAiso Plus，按照产品说明书提取总
RNA，并利用 PrimeScriptTM RT Kit反转录为 cDNA，以 cDNA

作为模板，检测样本中目的基因的变化。以 GAPDH为内参照，

以 2-ΔΔ Ct的值表示目的基因 mRNA在不同样本中的相对表达

量，所检测基因的引物序列参见表 1。

表 1 引物序列

Table 1 Sequences of primers ( 5'-3' )

Name Primer Sequences

DUSP1 F:CCCTGAGTACTAGCGTCCCT R:GGCCACCCTGATCGTAGAGT

DUSP2 F:TCCTGTCTACGACCAGGGTG R:CAGGTCTGACGAGTGACTGC

DUSP4 F:TACGACGAGCGCAGCC R:ATAGCCGCCTTTGAGCAGG

DUSP5 F:CCAGCTTATGACCAGGGTGG R:CGAGGAACTCGCACTTGGAT

DUSP6 F: ACTGGAACGAGAATACGGGC R:CTGAAGCCACCTTCCAGGTA

DUSP7 F:ACCTCCAAGGTGGTTTCAACA R:GAAGAGCTGTCCACGTTGGT

DUSP8 F:CTGCCAAGTCATCGTCCACT R:CTTCACGAACCTGTAGGCGT

DUSP9 F: AAGCAGATCCCCATCTCCGA R:CTGGGACAAGGCCTCATCAAT

DUSP10 F:CGAGTGAATGGGGGCTGAAT R:TCAAGAAGAACTCAAGACAGT

DUSP16 F:CAAGTCCGGGAGGCGAG R:CTGAAAGCTTTTGGGGCCG

GAPDH F:TCCTGTTCGACAGTCAGCCGCA R:ACCAGGCGCCCAATACGACCA

Note: F: Forward; R:Reverse.

1.5 免疫印迹

收集的细胞在冰上用裂解液裂解 1 h 后，在低温离心机

中，4 ℃ , 12,000 rpm离心 30 min，收集上清，按比例加入适量

SDS 上样缓冲液，99.9℃变性 5 min。得到的蛋白样品利用
SDS-PAGE胶电泳，分离不同分子量的蛋白，并将膜上的蛋白

转至硝酸纤维膜上，再经 5 %牛血清白蛋白室温下封闭一小
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时，在杂交一抗和相应二抗后，检测目的蛋白的表达。

1.6 MTT

将待测的肝癌细胞消化后，计数并按照每孔 1000个细胞

的密度接种于 96孔板中，培养过夜，测量细胞活性时，在培养

液中加入 5 mg/mL的 MTT溶液，在细胞培养箱中继续培养 3

h后，去掉培养基，加入 150 滋L的 DMSO充分溶解后，放于酶

标仪上于 540 nm波长检查 OD值。
1.7 siRNA转染试验

将需要转染的肝癌细胞以一定的密度接种于 6孔板中，培

养过夜后，用脂质体转染试剂 LipofectamineTM 2000进行 siR-

NA转染。其具体操作按照 LipofectamineTM 2000产品说明书

进行。siRNA-DUSP1的正义链（5’→3’）：GCCUUGAUCAA-

CGUCUCAGCCAAUU，反义链（5’→3’）：AAUUGGCUGAGA-

CGUUGAUCAAGGC。
1.8 统计学分析

计量资料以平均值± 标准差表示，实验获得数据采用
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA)软件进

行统计分析。采用 Student's t-test分析其统计学意义，统计分析

概率 P<0.05认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 化疗药物阿霉素和蛋白酶体抑制剂 MG132诱导的肝癌细

胞衰老模型的建立

为了研究 DUSP家族基因在细胞衰老中的表达变化，我们

利用低浓度的化疗药物阿霉素[10]和蛋白酶抑制剂 MG132来诱

导肝癌细胞系 Huh7和 SMMC-7721细胞的衰老。阿霉素诱导

衰老，将细胞在含 100 nM阿霉素的培养液中培养 24 h，除去培

养液，用 PBS清洗两遍，再用完全培养液继续培养 24 h后，发

现经处理的肝癌细胞出现明显的衰老表型：细胞体积明显变

大、变平，茁半乳糖苷酶（SA-茁-gal）染色呈阳性，其阳性细胞数

占 80 %以上（P <0.001）(如图 1A)，同时，衰老细胞的标志物

酌H2AX蛋白质水平明显升高（图 2B）。在 MG132诱导细胞衰

老时，将细胞在浓度为 10 滋M的 MG132培养液中培养 8 h，除

去培养液，用 PBS清洗两遍，再用完全培养液继续培养 2天
后，细胞开始出现衰老的表型，其中 茁半乳糖苷酶阳性细胞数
占 60%以上（P <0.001）(如图 1B)。以上结果表明，低剂量的阿

霉素和MG132可诱导肝癌细胞发生衰老。

图 1药物诱导的人肝癌细胞衰老模型

Fig. 1 Cellular senescence induced by chemotherapeutic drug doxorubicin and proteasome inhibitor MG132 in human liver cancer cells

(A) Huh7 and SMMC-7721 cells were treated with doxorubicin (100nM) for 24 h to induce cellular senescence. Cells were examined with SA-茁-gal

staining 3 days after doxorubicin treatment. Statistical plots of the percentage of SA-茁-gal staining positive cells in the indicated groups were shown (right

panel) . Scale bars, 0.1 mm; Columns, means; bars, SD (n = 3; *** P<0.001). (B) Huh7 and SMMC-7721 cells were treated with MG132

( 10滋M ) for 8 h to induce cellular senescence. 3 days after MG132 treatment, cells were examined with SA-茁-gal staining and the percentage

of SA-茁-gal-positive cells is presented in the histogram (right panel). Scale bars, 0.1 mm; Columns, means; bars, SD (n = 3; *** P<0.001).

2.2 在药物诱导肝癌细胞衰老过程中 DUSP1表达上调

利用药物诱导的细胞衰老模型，我们比较了衰老细胞和对

照细胞中 DUSP家族成员的表达水平。收集阿霉素处理的、具

衰老表型的肝癌细胞 Huh7和 SMMC-7721及其对照细胞，提

取总 RNA，利用 Real time RT-PCR的方法检测 10个 DUSP家

族成员的 mRNA 丰度，结果显示，DUSP1、DUSP4 和 DUSP6

在细胞衰老过程中表达上调（P <0.001）（如图 2A）。收集同样处

理的细胞的蛋白并检测了上述三个 DUSP蛋白的水平变化，发

现 DUSP1 在蛋白水平上的表达变化最为明显，其中 酌H2AX

为细胞衰老的检测蛋白（如图 2B）。收集 MG132处理的、具有
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衰老表型的肝癌细胞及其对照细胞的蛋白并检测 DUSP1蛋白

的水平变化（如图 2C），结果同样显示 DUSP1在药物诱导的衰
老过程中显著升高。以上结果提示，DUSP1的表达在衰老细胞

中显著升高。

2.3 DUSP1的敲低可一定程度地缓解药物引起的细胞衰老

为探讨 DUSP1在药物诱导衰老过程中的作用，我们利用
siRNA技术敲降细胞中的 DUSP1，再用药物诱导细胞发生衰

老，观察敲降 DUSP1的肝癌细胞和其对照组之间，细胞衰老比

例和衰老相关的生长抑制率的变化。敲降 DUSP1后，肝癌细胞

系 Huh7和 SMMC-7721再用阿霉素处理，干扰组与其对照组

细胞相比，其 茁半乳糖苷酶阳性的细胞的数目并未有显著的变
化（文章中未显示）。收集敲降掉 DUSP1，同时用阿霉素处理 3

天且出现衰老表型的细胞及对照细胞蛋白，检查 DUSP1在各

组中的表达水平（如图 3A），同时检测各组细胞在敲降掉 DUS-

P1并加入阿霉素处理后 3天内的细胞生长增殖水平（P<0.05）

（如图 3B），结果显示敲降 DUSP1可使衰老相关的细胞生长抑

制有轻微水平的缓解。而在 MG132诱导的肝癌细胞衰老过程

中，敲降 DUSP1 后可以降低 MG132 引起的衰老细胞比例

（P<0.01）（如图 3C和 3D）。以上结果显示，DUSP1在药物诱导
的细胞衰老中，起促衰老的作用。

3 讨论

化疗是肝癌治疗的重要手段，而化疗和外科手术切除术的

联合治疗，更可延长病人的生存期，甚至提高肝癌的治愈率[11,12]，

小鼠体内研究结果和临床分析表明，在用化疗药物治疗肝癌的

过程中，药物引起的细胞衰老作为抵抗肿瘤的重要方面[13,14]，广

泛存在并且与病人的预后密切相关[15]。细胞衰老是指不可逆的

生长阻滞，诱导肿瘤细胞衰老疗法是一项越来越受到关注的治

疗方式，衰老的肿瘤细胞可通过活化免疫细胞而被清除，进而

增加肿瘤的治疗效果。所以探讨肿瘤细胞衰老的发生机制对于

治疗肿瘤有重要作用。

在本课题中，我们利用药物诱导的方法在体外建立人肝癌

细胞衰老的模型[10]，从而对参与药物诱导肝癌细胞衰老过程中

的重要蛋白和信号通路进行研究。根据研究表明，DUSP家族

不仅是 MAPK 信号途径主要的负调控因子，而且与 Notch、
STAT和 NF-资B等多条信号通路有广泛的相互作用[16-18]，它对

图 2 DUSP1在药物诱导衰老过程中显著上调

Fig.2 DUSP1 upregulation in drug-induced senescence of liver cancer cells

(A) The mRNA levels of 10 DUSP family members were determined by real-time-RT-PCR in Huh7 and SMMC-7721 cells with or without doxorubicin

treatment at day 3. Columns, means; bars, SD (n = 3; ** P<0.01, *** P<0.001). (B) Huh7 and SMMC-7721 cells treated with or without doxorubicin were

harvested at the indicated time points. The protein levels of DUSP1, DUSP4 and DUSP6 were analyzed by Western blotting. (C) Huh7 and SMMC-7721

cells were treated with MG132 (10滋M ) for 8 h, then washed and cultured in DMEM supplemented with 10 % FBS for 2 days. Cells were harvested to

measure the protein levels of DUSP1 by Western blotting. 琢-tubulin was used as a loading control.
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肿瘤的发生、侵袭转移以及预后都有重要的作用。作为 DUSP

家族中非常重要的一个成员，DUSP1在肝癌中有重要的作用，

它的表达水平与肝癌病人的预后有重要联系 [7-9]，肝癌组织中

DUSP1高表达的病人往往具有较好的预后，在肝癌细胞系中，

DUSP1的高表达可以抑制其生长，并引起凋亡[8]，这些结果提

示，DUSP1在肝癌中是抑制癌症发展的。

在我们的实验中发现，在药物诱导衰老的人肝癌细胞中，

DUSP1的表达显著升高，提示 DUSP1可能与肝癌细胞的衰老

图 3 敲除 DUSP1可缓解药物诱导的衰老

Fig.3 Knock-down of DUSP1 resulted in a slight attenuation of drug-induced senescence in Huh7 and SMMC-7721 cells

(A-C) Cells were transduced with siRNA control (Si Con) or siRNA targeting DUSP1 (Si DUSP1 ). After 24 h of the transfection, these cells were treated

with doxorubicin for 24 h or treated with 10 滋M MG132 for 8 h, then washed and cultured in DMEM supplemented with 10 % FBS for rest time of the

days. (A) The efficiency of DUAP1 specific siRNA was analyzed by Western blotting. (B) Cell proliferation of each group was evaluated by MTT assay

after treatment of doxorubicin for the indicated days. (C) The cells treated with MG132 were harvested for the analysis of DUSP1 by Western blotting.

琢-tubulin was used as a loading control. (D) The cells from each group were examined with SA-茁-gal staining. The percentage of SA-茁-gal-positive cells

is presented in the histogram (right panel). Scale bars, 0.1 mm; Columns, means; bars, SD (n = 3; ** P<0.01).
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有关，因此，我们进一步采用 siRNA干扰 DUSP1的表达，发现

敲降 DUSP1使 MG132诱导的细胞衰老得到缓解，其衰老标志

物 茁半乳糖苷酶染色阳性的细胞比例下降了 20%以上，而阿霉

素诱导的细胞衰老并未明显缓解，但是阿霉素处理引起的衰老

相关的生长抑制得到了一定程度的缓解。这些结果提示

DUSP1在药物诱导的肝癌细胞衰老过程中，起促进衰老的作

用，它的表达升高对药物诱导细胞衰老的发生有重要的促进作

用，这与文献中所报道的 DUSP1在肝癌中是抑癌基因的作用

是相一致的。但是关于 DUSP1在肝癌中是通过和哪些信号途
径相互作用来抑制肝癌的尚未阐明，据文献报道，在非小细胞

性肺癌中，Notch 信号的抑制剂可通过升高 DUSP1 来抑制
MAKP信号通路，进而抑制肿瘤的生长[19]。这提示我们化疗药

物诱导衰老的过程中，DUSP1促进细胞衰老可能与 MAPK信

号途径有密切的关系。另有研究证明，DUSP1是 p53的靶标[20]，

提示 DUSP1在衰老过程中可能是作为 p53的下游效应因子起

作用的，所以，在 p53相关的凋亡和衰老中，DUSP1可能参与

了重要的作用，这对 DUSP1的调节和活化机制提供了重要的

启示。

综上所述，我们的实验结果证实了在 MG132诱导的人肝
癌细胞衰老中，抑制掉 DUSP1的表达可以缓解细胞衰老的发

生，提示 DUSP1在MG132诱导的人肝癌细胞衰老的发生过程

中有重要的促进作用，那么，活化肝癌细胞内 DUSP1的表达能

否通过引起肝癌细胞的衰老来抑制肝癌的发展将是非常有意

义的研究方向。通过化疗药物来诱导肿瘤细胞衰老虽然是抗肿

瘤的重要手段，但是化疗药物对正常细胞强烈的杀伤性却带来

严重的副作用，所以寻找特异针对肿瘤细胞的药物和方法变得

越来越有吸引力。而诱导肿瘤细胞衰老疗法的使人们看到了希

望，例如，小鼠实验中证实，在 p53缺失的肿瘤中，可通过诱导
p53的再次表达来引起肿瘤细胞衰老；在癌基因 MYC活化引

起的肿瘤中，通过 MYC抑制而引起的肿瘤细胞衰老，同时，在

以上的两个例子中均未引起正常细胞的损伤，却抑制了肿瘤的

发展[25,26]。

我们的实验结果提示，在人肝癌细胞中化疗药物诱导使在

人肝癌细胞中表达极低的 DUSP1升高，而其升高对细胞的衰

老有重要的促进作用，所以我们希望在以后的实验中，验证

DUSP1的高表达是否是人肝癌细胞发生衰老的诱导因素，并

进一步研究对肝癌治疗的作用。
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脂质过氧化，抑制细胞膜损伤，抑制细胞凋亡[18]。SOD在生物体

内水平的高低是细胞凋亡和衰老的直观指标。丙二醛（MDA）

是膜脂质过氧化的最重要的产物之一，通过测定 MDA可以间

接测定膜脂过氧化损伤程度[19]。

本研究结果显示：黄芪甲苷可以有效保护缺氧复氧损伤的

心肌细胞，提高细胞存活率，降低细胞凋亡率，升高 SOD水平，

同时降低 MDA 水平，上调抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达并抑制

Caspase-3促凋亡途径，且其保护效果呈浓度依懒性。因此我们

得出：黄芪甲苷可通过增强 Bcl-2的表达、抑制 Caspase-3促凋

亡途径、抑制氧化应激损伤、减轻心肌细胞在 IR/I过程中的凋

亡继而保护心肌组织。本研究为黄芪甲苷在治疗心肌缺血再灌

注领域提供了理论依据。
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