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BIX-01294对肝癌细胞周期、凋亡及移植瘤的影响 *
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摘要 目的：探究组蛋白甲基转移酶 G9a 抑制剂（BIX-01294）对肝癌细胞周期、凋亡及移植瘤的影响。方法：将 SMMC-7721、

BEL-7402、HL-7702原始细胞株传代培养后，分为空白对照组和不同浓度（1 滋M、5 滋M、10 滋M、20 滋M）BIX-01294处理组。应用
Western-blot法检测 G9a及肝癌细胞内凋亡蛋白 CC3、C-PARP、Bax、Bcl-2表达水平；应用四甲基偶氮唑盐（MTT）比色法检测不

同浓度 BIX-01294 处理 SMMC-7721、BEL-7402 细胞 24、48、72、96 h 后的细胞增殖情况；应用流式细胞术检测不同浓度的

BIX-01294处理肝癌细胞 96h后细胞周期分布情况；移植瘤试验 21 d后测量裸鼠体内肿瘤体积及重量，并检测瘤体内 H3K9me2

的蛋白水平。结果：G9a在肝癌细胞 SMMC-7721、BEL-7402中表达水平高于 HL-7702细胞（P<0.05）。不同浓度的 BIX-01294对

SMMC-7721细胞和 BEL-7402细胞增殖具有抑制作用，且具有时间依赖性和剂量依赖性（均 P<0.05）。不同浓度 BIX-01294处理

细胞 96h后，SMMC-7721细胞和 BEL-7402细胞 G0/G1期细胞比例增加，S和 G2/M期的细胞比例降低(P<0.05)。5 滋M BIX-01294

处理细胞 96h后能明显增加 CC3、Bax、C-PARP表达水平，并降低 Bcl-2的表达水平(P<0.05)，与空白对照组相比，BIX-01294处理
组裸鼠肿瘤体积减小，重量较低，且肿瘤组织内 H3K9me2 的表达水平下降 (P<0.05)。结论：BIX-01294 导致 SMMC-7721、

BEL-7402细胞发生周期阻滞和凋亡，且对肿瘤的生长具有明显的抑制作用，其可能是通过抑制 G9a的表达从而降低 H3K9me2

的表达来抑制肿瘤的生长。
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Effect of BIX-01294 on Cell Cycle, Apoptosis and Transplanted Tumor of
Hepatocarcinoma*

To investigate the effect of Inhibitors of protein methyltransferase G9a（BIX-01294）on the cell cycle, apop-

tosis and transplanted tumor. SMMC-7721, BEL-7402, HL-7702 cell lines were subcultured and divided into blank control

group and BIX-01294 treatment group with different concentrations (1 滋M, 5 滋M，10 滋M，20 滋M). Western blot was used to detect the

expression level of G9a and apoptosis protein CC3, C-PARP, Bax, Bcl-2. The proliferation of SMMC-7721 and BEL-7402 cells treated

with BIX-01294 at different concentrations for 24, 48, 72 and 96 hours was detected by Tetramethylazozolium salt (MTT) colorimetry;

the cell cycle distribution of hepatoma cells treated with different concentrations of BIX-01294 for 96 hours were examined by flow cy-

tometry; the tumor volume, weight, the protein level of H3K9me2 were measured 21 days after tumor transplantation experiment in nude

mice. The expression level of G9a in SMMC-7721 and BEL-7402 cell were higher than HL-7702 cell(P<0.05). Various concen-
trations of BIX-01294 could inhibit SMMC-7721 cell and BEL-7402 cell proliferation in a time-dependent and dose-dependent manner

(P<0.05). There is a significant difference in cell cycle distribution with increased G0/G1 phage cell percentage, reduced S and G2/M

phage cell percentage at 96h by BIX-01294 treated (P<0.05). The expression levels of CC3, Bax, C-PARP were significantly increased,
and the Bcl-2 level were significantly reduced at 96 h by 5 滋M BIX-01294 treated (P<0.05). Compared with the blank control group, the
tumor volume andweight of the bix-01294 treated group decreased, and the expression level of H3K9me2 in tumor tissue decreased(P<0.05).

BIX-01294 leads to cell cycle arrest and apoptosis of SMMC-7721 and BEL-7402 cells, and has a significant inhibitory ef-

fect on tumor growth. It may be through inhibiting the expression of G9a to reduce the expression of H3K9me2 to inhibit tumor growth.

Histone methyl transferase; Liver cancer; Proliferation; Apoptosis; BIX-01294

*基金项目：国家卫生计生委医药卫生科技发展研究中心项目（W2014HB240）；四川省卫生和计划生育委员会基金项目（18PJ342）

作者简介：寇丹（1991-），女，硕士研究生，研究方向：肝炎与肝癌，E-mail: koudan18244364022@163.com

△ 通讯作者：刘冰（1970-），男，硕士，主任医师，研究方向：肝炎与肝癌 E-mail: liubing19700729@126.com

（收稿日期：2020-09-06 接受日期：2020-09-30）

634窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.4 FEB.2021

前言

肝癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一，其死亡率仅次于胃

癌、食管癌[1]。目前，肝癌的治疗主要采取肝移植、外科手术切除

和局部消融疗法，但术后复发率较高[2]，因此，寻找新的肝癌治

疗靶点已刻不容缓。组蛋白甲基化是表观遗传学中一类重要的

分子机制，在转录调控、细胞生长、细胞分化和细胞死亡方面发

挥重要的作用，并与肿瘤的发生过程密切相关[3,4]。G9a是一种

组蛋白甲基转移酶，主要参与催化常染色体组蛋白 H3第 9位

赖氨酸的单甲基化（H3K9me1）和双甲基化（H3K9me2）[5,6]。众

多的研究表明，G9a 在乳腺癌、肺癌、口腔癌中的表达水平增

强[7-9]，但在肝癌中的表达尚少报道，因此本研究中检测了 G9a

在肝癌细胞中的表达情况，并初步探讨 G9a 的抑制剂

BIX-01294对肝癌细胞周期、凋亡及移植瘤的影响，以期为肝

癌的治疗提供新的方向以及一定的理论参考依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株来源、主要试剂及仪器

SMMC-7721、BEL-7402肝癌细胞株及 BIX-01294购于美

国 Sciencell公司，正常肝细胞 HL-7702购于中国科学院上海

细胞库，雄性裸鼠购自中科院上海实验动物中心，G9a一抗、

H3K9me2 一抗、caspase-3 一抗、Bcl-2 一抗、Bax 一抗、PARP

一抗、GAPDH一抗、兔羊二抗、鼠兔二抗购自上海昕浩生物科

技有限公司，DMEM完全培养基、胎牛血清购自上海广锐生物

科技有限公司，胰酶、四甲基偶氮唑盐（MTT）、BCA蛋白试剂

盒购自上海研生生化试剂有限公司，流式细胞仪、酶标仪购自

山东博科科学仪器有限公司。

1.2 细胞培养及分组

将 HL-7702 肝细胞株、SMMC-7721 及 BEL-7402 肝癌细

胞株接种于含有 100 U/mL 青霉素和 100 U/mL 链霉素的

DMEM完全培养基中，培养条件：37℃、5% CO2饱和湿度培养

箱。实验分空白对照组（加入无菌去离子水，浓度为 0）和

BIX-01294不同浓度处理组 (加入 1 滋M、5 滋M、10 滋M、20 滋M
的 BIX-01294)。

1.3 Western-blot检测空白对照组各细胞株 G9a表达水平

取空白对照组的细胞株，以 1× 104/mL的浓度接种于 6孔

板中培养 24 h，然后加入胰酶制成细胞悬液，而后加入蛋白酶

抑制剂和磷酸酶抑制剂的裂解液，于冰上裂解 30 min，离心处

理后收集上清，95℃处理 10 min后变性后将蛋白样品（30 mg/

样品）在 SDS聚丙烯酰胺凝胶中电泳 1.5小时，将蛋白转移到

PVDF膜上，并用 5%脱脂牛奶在 PBS中室温封闭 1 h，加入

G9a一抗（1:1000）于 4℃过夜孵育。TBST清洗 3× 5 min后将

膜与二抗（1:3000）室温孵育 1 h。再次以 TBST清洗 3× 5 min，加

入 ECL发光液，使用 ChemiDoc XRS+系统内的 Image Lab软

件 (Bio-Rad)计算灰度值，以 GDAPH为内参，计算相对表达量。

1.4 细胞增殖检测

取对数期生长良好的 HL-7702、SMMC-7721和 BEL-7402

细胞，按 1× 104/孔接种于 96孔板内。BIX-01294处理组培养

24 h后加入不同浓度的 BIX-01294，空白对照组加入无菌去离

子水，置于 37℃、5% CO2饱和湿度培养箱中。24、48、72、96 h

后，每孔加入 20 滋L MTT (5 mg/mL)培养 4 h，使用酶标仪在

490 nm波长下检测吸光度值(OD值)，并计算细胞增殖率，增殖

率 =（1-目标组 OD值）/空白对照组 OD值× 100%。

1.5 细胞周期检测

将对数期生长的肝癌细胞以 4× 105/孔接种 6 孔培养板

中，加入 5 滋M BIX-01294在 37℃、5% CO2饱和湿度培养箱中

培养 24 h。采用胰蛋白酶消化细胞，PBS冲洗细胞 3次，加入

2.5 滋L Annexin V/FITC和 5 滋L PI孵育 15 min，流式细胞仪分

析细胞周期的分布情况。

1.6 Western-blot 检测 5 滋M BIX-01294 处理的肝癌细胞凋亡

蛋白表达

将用 5 滋M BIX-01294处理完毕的细胞以及对照组细胞弃

去培养基，后续处理除将待测蛋白转移到 PVDF膜上后加入对

应的一抗外，其余操作及计算方式均同 1.3，检测 CC3、Bax、

C-PARP以及 Bcl-2水平。

1.7 体内成瘤及 H3K9me2的检测

胰酶消化并收集处于对数生长期的 SMMC-7721、

BEL-7402细胞，调整细胞密度为 5× 106/mL，在裸鼠的右下胁

部皮下注射 200 滋L，每组 6只。7 d后，裸鼠接受腹腔注射 BIX

（4 mg/kg）或生理盐水，1次 /d，共 7次。每天测量肿瘤的长径以

及短径，并计算体积（体积 =长径× 短径 2× 0.5236），21 d后处

死裸鼠，取肿瘤组织，称重后将组织研磨匀浆后用胰酶消化制

成细胞悬液，而后检测 H3K9me2水平，除将待测蛋白转移到

PVDF膜上后加入对应的一抗外，其余操作及计算方式同 1.3。

1.8 统计分析

采用 SPSS 17.0进行统计分析。计量资料表示为均值± 标

准差(x± s)，均通过正态性检验。比较采用 t检验或重复测量方

差分析。当 P<0.05时，认为有统计学差异。

2 结果

2.1 三种细胞中 G9a表达水平的比较

与正常的肝细胞 HL-7702的 G9a表达水平（0.26± 0.05）

相比，肝癌细胞 SMMC-7721（0.39± 0.11）和 BEL-7402（0.59±

0.13）中 G9a 的表达水平明显升高（t=2.635、5.803，P=0.025、
0.000），见图 1。

2.2 BIX-01294对肝癌细胞增殖的影响

图 1 肝细胞以及肝癌细胞中 G9a的表达

Fig.1 Expression of G9a in hepatocytes and hepatoma cells
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MTT 法检测结果表明，不同浓度的 BIX-01294 对

BEL-7402 细胞和 SMMC-7721细胞的增殖均有抑制作用，总

体而言，随着时间延长和剂量的升高，BIX-01294对细胞的增

殖和抑制作用增强（P＜0.05），不同浓度的 BIX-01294处理肝

癌细胞 96 h后肝癌细胞增殖的改变最为明显，见表 1。

Notes: Compared with control group, *P<0.05; Compared with 24 h after processed, #P<0.05.

表 1 不同浓度 BIX-01294对肝癌细胞增殖的影响（x± s，%）
Table 1 Effects of different concentrations of bix-01294 on the proliferation of hepatoma cells（x± s，%）

Groups
BEL-7402 SMMC-7721

24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h

Control group(n=6)
116.83±

23.17

115.87±

21.62

116.58±

33.11

117.55±

20.36

113.66±

21.52

114.84±

20.37

116.54±

24.06

119.21±

21.43

1 滋M group(n=6)
110.42±

22.17

105.83±

22.72
99.82± 13.56 90.33± 12.52

109.97±

23.19

103.28±

23.34
96.22± 12.48 89.22± 12.48

5 滋M group(n=6)
90.93±

14.15*

86.36±

12.98*

69.37±

11.04*#
57.37±

11.04*#
93.63±

15.13*

85.76±

19.68*

69.37±

11.04*#
59.32±

14.22*#

10 滋M group(n=6)
88.14±

13.63*

82.97±

12.16*

67.88±

10.98*#
54.82±

7.93*#
91.59±

17.38*

82.19±

11.08*

67.49±

0.82*#
56.32±

9.28*#

20 滋M group(n=6)
83.43±

14.62*

78.54±

15.24*

66.56±

10.53*#
52.33±

9.47*#
85.37±

15.02*

79.28±

11.53*

68.19±

8.55*#
54.08±

8.93*#

Holistic analysis (HF coefficient:0.6952) (HF coefficient:0.7341)

Overall comparison(F，P) 19.032，0.000 31.706，0.000

Overall comparison of

time(F，P)
35.941，0.000 48.914，0.000

Overall comparison of

interaction(F，P)
9.068，0.011 8.746，0.017

2.3 BIX-01294对 BEL-7402, SMMC-7721细胞周期的影响

本研究进一步探讨不同浓度的 BIX-01294处理肝癌细胞

96 h后肝癌细胞周期的改变。结果发现，BIX-01294处理后，

G0/G1期细胞比例增加，S和 G2/M期的细胞比例降低，差异具

有统计学意义(P<0.05)，且具有剂量依赖性(P<0.05)。见表 2。

Notes: Compared with control group, *P<0.05; Compared with 1 滋M group, #P<0.05.

表 2 BEL-7402和 SMMC-7721细胞周期（x± s，%）
Table 2 Cell cycle of BEL-7402 and SMMC-7721（x± s，%）

Groups
BEL-7402 SMMC-7721

G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M

Control group(n=6) 37.65± 3.09 38.21± 3.60 19.44± 2.25 35.29± 3.14 37.66± 3.51 18.89± 2.03

1 滋M group(n=6) 40.42± 3.10 35.83± 2.72 17.82± 1.56 39.97± 3.19 33.28± 3.34 16.22± 2.48

5 滋M group(n=6) 60.93± 4.17*# 26.36± 2.98*# 9.37± 1.04*# 59.84± 3.34*# 25.62± 1.79*# 9.12± 1.19*#

10 滋M group(n=6) 62.14± 3.63*# 24.97± 2.16*# 7.88± 0.98*# 61.59± 4.38*# 24.19± 2.08*# 7.49± 0.82*#

20 滋M group(n=6) 63.43± 4.62*# 23.54± 1.94*# 6.56± 0.53*# 62.37± 5.02*# 23.28± 1.53*# 6.19± 0.55*#

2.4 BIX-01294 对 BEL-7402、SMMC-7721 细胞凋亡蛋白的

影响

由以上的结果可知，当 BIX-01294浓度为 5 滋M时，对肝
癌细胞周期的改变最明显。本研究进一步通过Western-blot法

探讨 5 滋M BIX-01294处理肝癌细胞 96 h后，肝癌细胞内凋亡

蛋白水平的改变。本研究发现，5 滋M BIX-01294 处理后，

BEL-7402、SMMC-7721 细胞内 CC3、Bax、C-PARP 表达水平

升高，Bcl-2的表达水平下降(P<0.05)，见图 2和表 3。

2.5 BIX-01294处理对裸鼠移植瘤及 H3K9me2的影响

本研究进一步观察了 BIX-01294对裸鼠移植瘤的影响，与

对照组相比，BIX-01294处理组裸鼠肿瘤体积缩小，肿瘤重量

减轻，肿瘤组织中 H3K9me2的表达水平降低，差异有统计学意

义（P<0.05），见表 4。

3 讨论

众多的研究表明，组蛋白的异常修饰在疾病的发生过程中

发挥重要作用，G9a是一种组蛋白甲基转移酶，其在癌组织的

高表达与肿瘤的预后密切相关[10-12]。研究表明，BIX-01294能引
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Notes: Compared with control group, *P<0.05.

图 2 BIX-01294对 BEL-7402、SMMC-7721细胞凋亡蛋白水平的影响

Fig.2 Effect of BIX-01294 on apoptotic protein level of BEL-7402 and

SMMC-7721 cells

起子宫内膜癌细胞和乳腺癌细胞发生自噬和凋亡[13,14]。由此可

见，BIX-01294对肿瘤细胞的增殖凋亡具有紧密的联系，而其

对肝癌细胞增殖、凋亡及移植瘤的影响的具体机制尚未有统一

定论。

本研究中证实与正常的肝细胞相比，G9a在两类肝癌细胞

株中（BEL-7402和 SMMC-7721）呈高表达状态，这说明肝癌的

发生与 G9a的异常表达密切相关，这是因为在正常生理条件

下，组蛋白的修饰水平在体内呈动态平衡，而组蛋白修饰水平

的稳态主要依赖 G9a 的调节，G9a 介导的 H3K9me1 和

H3K9me2 行使对靶基因的转录抑制 [15-17]，G9a 催化的

H3K9me1和 H3K9me2可通过影响下游基因的表达水平，导致

细胞出现去分化和过度增殖，从而引起癌症的发生[18,19]。恶性肿

瘤的发生与细胞的过度增殖有关，细胞凋亡是细胞的一种程序

性死亡方式，是维持机体内环境稳态的重要机制[20,21]。本研究采

用不同浓度的 BIX-01294处理 BEL-7402和 SMMC-7721肝癌

细胞后发现，随着时间的延长和处理剂量的升高，BIX-01294

对肝癌细胞增殖的抑制作用增强，既往研究表明，抗肿瘤药物

主要依赖线粒体途径诱导肿瘤细胞凋亡[22,23]，在此过程中，药物

引起肿瘤细胞内 DNA损伤，细胞内 p53、p21和 p16的水平升

高，通过蛋白水解作用和脱磷酸作用导致 Bax的水平升高和

Bcl-2的水平下降，引起 Bax/Bcl-2的比例升高，细胞内线粒体

膜的通透性升高，细胞色素 C由线粒体释放至胞浆，导致 CC-3

激活，然后通过蛋白水解作用激活 PARP，导致其水平升高，进

而引起细胞凋亡[24-26]，本研究发现 BIX-01294处理后肝癌细胞

中 CC-3、Bax的表达水平升高，Bcl-2的表达水平下降，说明

BIX-01294也是通过这一机制实现诱导肝癌细胞凋亡的。

表 3 BIX-01294对 BEL-7402、SMMC-7721细胞凋亡蛋白的影响

Table 3 Effect of BIX-01294 on apoptosis protein of BEL-7402 and SMMC-7721 cells

Groups Cells C-PARP CC3 Bax Bcl-2

Control group(n=6)
BEL-7402 0.62± 0.12 0.12± 0.06 0.32± 0.13 0.92± 0.10

SMMC-7721 0.38± 0.14 0.09± 0.04 0.46± 0.12 0.42± 0.13

BIX-01294 group

(n=6)

BEL-7402 0.93± 0.26* 0.53± 0.12* 0.49± 0.11* 0.71± 0.09*

SMMC-7721 0.63± 0.08* 0.95± 0.03* 0.82± 0.07* 0.25± 0.03*

表 4 BIX-01294处理对裸鼠移植瘤及 H3K9me2的影响

Table 4 Effect of BIX-01294 treatment on transplanted tumor and H3K9me2 in nude mice

Groups

BEL-7402 SMMC-7721

Tumor volume

（mm3）
Tumor weight(g) H3K9me2

Tumor volume

（mm3）
Tumor weight(g) H3K9me2

Control group（n=6） 2013.43± 220.37 1.54± 0.63 0.73± 0.18 2137.46± 139.54 1.66± 0.31 0.89± 0.09

BIX-01294 group (n=6) 976.79± 159.28 0.53± 0.22 0.51± 0.11 839.97± 143.19 0.48± 0.14 0.62± 0.06

t 9.339 3.707 2.555 15.896 8.497 6.114

P 0.000 0.004 0.029 0.000 0.000 0.000

临床中化疗药物主要通过影响肿瘤细胞周期来发挥抗肿

瘤作用，阻滞细胞进入分裂期，从而抑制肿瘤的生长[27,28]，本研

究发现不同浓度的 BIX-01294处理 BEL-7402和 SMMC-7721

后，细胞 G0/G1期细胞比例增加，S和 G2/M期的细胞比例降低，

说明 BIX-01294是通过阻滞肝癌细胞周期来抑制肝癌细胞的

增殖，这与既往研究中发现阻碍癌细胞的有丝分裂可抑制细胞

增殖的结论相一致[29,30]。为了进一步验证 BIX-01294对肝癌的

影响，本研究应用体内移植瘤实验，观察 BIX-01294对肿瘤生

长的影响。实验结果表明，与对照组相比，BIX-01294处理组其

肿瘤体积增长缓慢，肿瘤重量明显小于对照组，且肿瘤组织内

H3K9me2的表达水平下降，表明 BIX-01294通过抑制 G9a从

而影响 H3K9me2的表达进而抑制肿瘤的生长。

综上所述，G9a在肝癌细胞中高度表达，通过使用 G9a的抑

制剂 BIX-01294后，肝癌细胞出现细胞周期阻滞，其可能是通

过影响凋亡蛋白 CC-3、Bax、C-PARP及 Bcl-2的表达而影响肝

癌细胞凋亡，其可通过影响 H3K9me2的表达抑制肿瘤的生长。
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