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白藜芦醇通过下调PRMT5表达抑制肝胆管癌SMMC-7721细胞的增殖、

侵袭和细胞周期

沈兴艳，孙象军（广州中医药大学附属临沂人民医院  普外科，山东  临沂  276000）

[摘  要]  目的：探究白藜芦醇（Res）通过调控PRMT5表达对肝胆管癌SMMC-7721细胞增殖、侵袭、细胞周期的影响及其机

制。方法：常规培养正常肝细胞LO2和SMMC-7721细胞，用0、20、40、80 μmol/L的Res进行处理，用qPCR法、MTT法、Transwell

实验、流式细胞术和WB法分别检测Res处理后PRMT5 mRNA在LO2和SMMC-7721细胞中的表达，Res对SMMC-7721细胞增

殖能力、侵袭能力、细胞周期和凋亡，以及 PRMT5、cyclin D1和 cyclin E1蛋白表达的影响。结果：PRMT5在SMMC-7721细

胞中呈高表达（P<0.01）；20、40、80 μmol/L Res均能明显抑制PRMT5 mRNA和蛋白在SMMC-7721细胞中的表达（均P<0.01），抑

制SMMC-7721细胞的增殖能力（P<0.01）和侵袭能力（P<0.05），阻滞SMMC-7721细胞周期于G0/G1期并促进其凋亡（P<0.01），

明显抑制SMMC-7721细胞中周期蛋白 cyclin D1、cyclin E1蛋白的表达（P<0.01）。结论：PRMT5在SMMC7721细胞中呈高表

达，Res可有效抑制SMMC-7721细胞的增殖和侵袭能力并诱导其凋亡，其机制可能与抑制PRMT5表达相关。
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Resveratrol inhibits proliferation, invasion and cell cycle of hepatobiliary 
carcinoma SMMC-7721 cells by downregulating the expression of PRMT5

SHEN Xingyan1, SUN Xiangjun1 (Department of General Surgery, Linyi People's Hospital Affiliated to Guangzhou University of 

Traditional Chinese Medicine, Linyi 276000, Shandong, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the effects of resveratrol (Res) on the proliferation, invasion, and cell cycle of hepatobiliary carcinoma 

SMMC-7721 cells by regulating protein arginine methyltransferase 5 (PRMT5) expression and its underlying mechanism. Methods: Normal 

hepatocytes LO2 and hepatobiliary carcinoma SMMC-7721 cells were routinely cultured and treated with 20, 40, 80 μmol/L Res. qPCR assay 

was used to detect the mRNA expression of PRMT5 in LO2 cells, SMMC-7721 cells and Res-treated SMMC-7721 cells, respectively. The 

effects of Res on the proliferation, invasion, and cell cycle and apoptosis were examined using MTT assay, Transwell assay, and flow 

cytometry, respectively. WB assay was used to detect the protein expression of PRMT5, cyclin D1 and cyclin E1 in SMMC-7721 cells. 

Results: PRMT5 was highly expressed in SMMC-7721 cells (P<0.01). 20, 40, and 80 μmol/L Res significantly inhibited the mRNA and 

protein expression of PRMT5 in SMMC-7721 cells (all P<0.01), suppressed the proliferation (P<0.01) and invasion (P<0.05) abilities of 

SMMC-7721 cells, and blocked SMMC-7721 cell cycle in G2/M phase as well as promoted its apoptosis (all P<0.01); Besides, Res 

significantly inhibited the protein expression levels of cyclin D1 and cyclin E1 in SMMC-7721 cells (all P<0.01). Conclusion: PRMT5 

is highly expressed in SMMC7721 cells. Res can effectively inhibit the proliferation and invasion abilities of SMMC-7721 cells and induce 

cell apoptosis, and its possible mechanism is related to the inhibition of PRMT5 expression. 
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肝癌是中国常见的恶性肿瘤，世界上一半左右

的肝癌发生在中国，其发病率和病死率一直高居不

下[1]。肝癌治疗手段主要有手术、化疗、放疗、分子靶

向治疗和免疫治疗等，治疗效果都不尽如人意，寻找

新的治疗手段以及解析肝癌发生机制仍然是当今急

需解决的问题。白藜芦醇（resveratrol，Res）广泛存在

于虎杖、葡萄等自然界植物中，且有多种药理活性，

包括抗炎、抗肿瘤、保护心血管和神经系统等[2-3]。

TONG等[4]发现，Res可能通过下调Rab27a的表达抑
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制外泌体的分泌从而抑制肝癌细胞的增殖、迁移等

恶性生物学行为。ALKHARASHI等[5]通过基础实验

证明Res能够诱导肝癌HepG2细胞凋亡，是一种有潜

力的抗肝癌治疗药物。DELARAM 等[6]研究发现，

Res可上调肝癌细胞中hTERT基因的表达，诱导激活

SIRT1/Nrf2信号通路，通过该途径增强芪三酚的抗癌

作用。以上研究表明，Res对于治疗肝癌具有巨大的

潜能，研究其抗肝癌机制对临床应用具有重大意义。

蛋 白 质 精 氨 酸 甲 基 转 移 酶 5（protein arginine 

methyltransferase，PRMT5）是 PRMT 家族成员之一，

而PRMT的异常表达参与了多种癌症的发生，是重要

的预防和治疗癌症的作用靶点[7]。PRMT5作为重要

的Ⅱ型精氨酸甲基转移酶，在调控肝癌细胞增殖中

发挥着关键的作用。多项研究[8-9]表明，PRMT5的表

达水平与肝癌的发生发展、疗效以及预后有重要的

关系，已经成为新的肝癌预后标志以及潜在的治疗

靶点。本实验主要探讨 Res 对于肝胆管癌细胞

SMMC-7721增殖、侵袭、细胞周期和凋亡的影响，以

及Res通过调控 PRMT5的表达影响 SMMC-7721细

胞恶性生物学行为的可能的分子机制，为肝胆管癌

治疗提供新的潜在治疗靶点。

1  材料与方法

1.1  主要实验材料与试剂

正常人肝细胞LO2、人胆管癌细胞 SMMC-7721

购自上海富衡生物科技有限公司，RPMI 1640 培养

基、DMEM高糖培养基、胰酶均购自Gibco公司，胎牛

血清购自 Hyclone 公司 ，二甲基亚砜（DMSO）、

0.5%MTT 溶液、RIPA 强裂解液、Bradford 蛋白定量

试剂盒、细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒均购自碧

云天生物技术研究所，Annexin Ⅴ-FITC/PI双染细胞

凋亡检测试剂盒购自贝博生物技术研究所，兔抗人

PRMT5单克隆抗体、兔抗人cyclin D1抗体、β-actin兔

多克隆抗体、HRP标记山羊抗兔 IgG均购自CST公

司 ，Matrigel 基质胶以及 Transwell 小室均购自

Corning公司，Res购自索莱宝公司（取2.282 4 mg Res

溶于100 μL DMSO，配制成100 mmol/L的储存液，使

用时稀释至所需浓度）。

1.2  细胞培养、Res处理和分组

LO2 用含 10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基、

SMMC-7721细胞用含10%胎牛血清的DMEM高糖培

养基，置于37 ℃、5% CO2的培养箱中培养，待细胞汇合

度达80%时进行细胞传代。分别用0、20、40、80 μmol/L的

Res处理SMMC-7721 细胞 24、48、72 h，实验分为Res 

0 μmol/L组（培养基中含0.1% DMSO）、Res 20 μmol/L

组、Res 40 μmol/L组和Res 80 μmol/L组。

1.3  qPCR 法 检 测 Res 对 SMMC-7721 细 胞 中

PRMT5 mRNA表达的影响

TRIzol 法提取 LO2、SMMC-7721 细胞以及 Res

处理的 SMMC-7721 细胞中的总 RNA，用试剂盒将

RNA反转录为 cDNA，然后进行qPCR检测，qPCR反

应参数：预变性，95 ℃10 min，循环次数 1；变性，

95 ℃ 15 s，循环次数40；退火延伸，60 ℃ 60 s，循环次

数 40；溶解曲线采集，95 ℃ 15 s， 60 ℃ 60 s，循环次数1。

以GAPDH为内参基因，用2-ΔΔCt法计算 PRMT5 mRNA

的相对表达量。PRMT5上游引物序列为 5'-TGATTG 

ACAACAACCGCTAT-3'，下游引物序列为 5'-GGG 

AAGAGGATGGGAAAC-3'；GAPDH 上游引物序列

为5'-TCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG-3'，下游引物

序列为5'-TCAAAGGTGGAGGAGTGGGT-3'。

1.4  MTT法检测Res对 SMMC-7721细胞增殖能力

的影响

取对数生长期细胞，消化、离心后制成细胞悬

液，计数后稀释悬液，细胞密度为1×105个/mL。铺于

96孔板中，每孔含1×104个细胞，细胞贴壁后按1.2中

方法用Res处理SMMC-7721细胞，24、48和72 h后在

各孔中加入 20 μL的 0.5% MTT溶液，继续培养 4 h，

用酶标仪在 490 nm处检测光密度（D）值，以D值代

表细胞的增殖能力。细胞存活率=（实验组D值-空

白组D值）/（对照组D值-空白组D值）×100%。

1.5  Transwell 实验检测 Res 对 SMMC-7721 细胞侵

袭能力的影响

将Matrigel基质胶用基础培养基 1∶8稀释后，取

100 μL均匀涂抹于Transwell小室上室底，37 ℃培养

箱中放置 1 h。用基础培养基重悬对数生长期细胞，

调整细胞密度为1×105个/mL，上室每孔加入2×104个

细胞，按 1.2中方法用Res处理SMMC-7721细胞，在

下室加入 650 μL含 10%胎牛血清的完全培养基，处

理 48 h后用 0.5%结晶紫染色，清除上室中未侵袭的

细胞，于显微镜下观察、拍照和计数。

1.6  流式细胞术检测 Res 对 SMMC-7721 细胞周期

及凋亡的影响

取对数生长期 SMMC-7721细胞接种于 60 mm2

培养皿中，每皿加入 2×104个细胞，按 1.2中方法，用

Res处理SMMC-7721细胞后，收集细胞，按照细胞周

期与细胞凋亡检测试剂盒及Annexin Ⅴ-FITC/PI双

染细胞凋亡检测试剂盒步骤进行细胞染色，于流式

细胞仪上检测细胞周期及凋亡情况。

1.7  WB法检测Res对SMMC-7721细胞中PRMT5、

cyclin D1蛋白表达的影响

SMMC-7721细胞接种于6孔板，每组设立3个复

孔，按 1.2中方法用Res处理SMMC-7721细胞后，提
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取各组细胞中的总蛋白，使用BCA蛋白浓度检测试

盒检测蛋白浓度后配平，根据检测蛋白分子量大小

配制相应的分离胶及浓缩胶，样品上样量为40 μg，恒

压 80 V下进行电泳，待预染蛋白条带到达分离胶处

后改用恒压180 V电泳至凝胶底部，以恒流300 mA转膜

120 min。1%的BSA室温摇床封闭 PVDF膜 2 h，加

入 PRMT5（1∶1 000）、cyclin D1（1∶1 000）、cyclin E1

（1∶1 000）、GAPDH（1∶1 000）于 4 ℃下处理过夜，洗

膜后室温下加入二抗处理 2 h，洗去二抗后加入ECL

显影液显影。用 ImageJ软件分析胶片灰度值。

1.8  统计学处理

用SPSS23.0软件对数据进行处理。符合正态分

布的计量数据用 x̄±s 表示，组间比较采用 t检验，多组

间比较采用单因素方差分析。以P<0.05或P<0.01表

示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  PRMT5在 SMMC-7721细胞中呈高表达且Res

能明显降低其在细胞中的表达

qPCR法检测结果（图1A）显示，与LO2细胞比较，

PRMT5在SMMC-7721细胞中呈高表达（P<0.01）；各Res

处理组SMMC-7721细胞中PRMT5 mRNA的表达水平

均明显下降（均P<0.01）。

2.2  Res明显抑制SMMC-7721细胞的增殖能力

MTT法检测结果（图 2A）显示，与对照组比较，

Res 处理后各组 LO2 细胞的存活率均无明显变化

（均P>0.05），表明Res对正常肝细胞LO2无明显细胞

毒性；与对照组比较，Res处理后各组SMMC-7721细

胞存活率均显著下降（图2B，均P<0.01），且存活率呈

浓度和时间依赖性趋势。

A：PRMT5 mRNA在LO2和SMMC-7721细胞中的表达；B：不

同浓度Res处理SMMC-7721细胞后PRMT5 mRNA的表达。
*P<0.05，**P<0.01。

图1  PRMT5在SMMC-7721细胞中呈高表达且Res明显抑

制其在SMMC-772细胞中的表达

2.3  Res可明显抑制SMMC-7721细胞的侵袭能力

Transwell实验检测结果（图3）显示，与对照组（709±

47.30）个比较，Res处理SMMC-7721细胞48 h后，各组

的侵袭细胞数[20 μmol/L组（330.67±47.29）个、40 μmol/

L组（111±11.37）个、80 μmol/L组（80.33±5.24）个]均明

显降低（均P<0.05）。实验结果说明，Res能明显抑制

SMMC-7721细胞的侵袭能力。

2.4  Res可阻滞SMMC-7721细胞周期于G2/M期并

促进其凋亡

流式细胞术检测结果显示，与对照组比较，Res

处理各组 SMMC-7721 细胞中 G0/G1 的细胞数量均

明显增多（图4A，P<0.05）；与对照组比较，Res处理各

组 SMMC-7721 细胞的凋亡细胞数均明显增加（图

4B，P<0.05），实验结果说明，Res可使SMMC-7721细

胞阻滞于G0/G1期，且促进其凋亡。

A、B：不同浓度Res对LO2（A）和SMMC-7721细胞（B）增殖活力的影响。**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1。

图2  Res对LO2和SMMC-7721细胞增殖能力的影响

图3    Res对SMMC-7721细胞侵袭能力的影响（×200）
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*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1。

图4    流式细胞术检测Res对SMMC-7721细胞周期（A）和凋亡（B）的影响

2.4  Res 明显降低 SMMC-7721 细胞中 PRMT5、

cyclin D1、cyclin E1蛋白的表达水平

WB法检测结果（图5）显示，与对照组比较，Res处

理48 h后各组SMMC-7721细胞中PRMT5、cyclin D1和

cyclin E1蛋白表达水平均显著降低（均P<0.01）。结果说

明，Res可能通过抑制PRMT5、cyclin D1和cyclin E1蛋

白的表达，进而影响SMMC-7721细胞的周期。

图5    Res对SMMC-7721细胞中PRMT5、cyclin D1、cyclin 

E1蛋白表达的影响

3  讨  论

肝癌是常见恶性肿瘤之一，居全球癌症发病数第

6位，癌症病死数的第3位[10]，据统计，全球的新发肝癌

病例占总癌症病例的4.69%，肝癌疾病负担总体仍较严

重[11]。晚期恶性肝癌患者的生存率低，靶向治疗是其治

疗的新方法，寻找更多与肝癌相关的特异性靶点对肝

癌临床治疗具有重要意义[12]。研究[13]发现，PRMT5参

与了肝癌的发生发展过程，与肝癌细胞的增殖、周期、

侵袭、凋亡有关。PRMT5是一种重要的Ⅱ型PRMT，主

要通过以下几种方式参与肿瘤的发生发展：（1）作为甲

基化修饰酶通过甲基化修饰影响肿瘤细胞的生物活性

或影响相关基因的转录调控；（2）作为转录辅助因子影

响下游基因的表达调控；（3）作为剪切因子影响癌细胞

全基因组水平的RNA剪切图谱[14]。有研究[15]发现，在

肝癌细胞中，PRMT5的表达显著上调，在肝癌组织中，

PRMT5表达与患者肿瘤大小呈正相关，与患者生存率

呈负相关，与高复发率呈正相关，且PRMT5的过表达与

肝癌分期高和不良预后有关，提示PRMT5可能是肝癌

不良预后的肿瘤标志物和潜在的分子治疗的生物靶点。

周健等[16]研究发现，敲低PRMT5的表达可以促进肝癌

细胞的凋亡。张尤历等[15]研究证明，敲减PRMT5的表

达能明显抑制肝癌细胞的增殖能力，诱导细胞发生凋

亡。相关研究结果[17-18]显示，PRMT5在肝癌细胞中高表

达与肝癌的恶性程度以及侵袭和发展预后密切相关，

PRMT5在肝癌细胞中高水平表达同样可以作为肝癌预

后的潜在风险预测重要指标。LI等[19]的研究发现，在Res

处理后，PRMT5的抑制或下调进一步降低了AKT/GSK3β

磷酸化和下游靶标细胞周期蛋白cyclin D1和cyclin E1

的表达。在本研究中，SMMC-7721细胞中PRMT5表达

显著高于正常肝细胞，说明PRMT5可能在肝胆管癌的

发生发展中发挥作用。Res处理SMMC-7721细胞后，

PRMT5表达显著降低，同时抑制了其下游靶标细胞周

期蛋白（cyclin D1和cyclin E1）的表达，此时细胞的增殖、

周期及侵袭能力受到明显抑制，推测Res可通过调控

PRMT5表达抑制SMMC-7721细胞的增殖及侵袭，促进

细胞的凋亡。
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Res是一种天然的多酚类化合物，其抗肿瘤作用

备受关注，Res的抗肿瘤机制可能是促进肿瘤凋亡及

抑制肿瘤细胞的侵袭等，以往的研究[20-21]发现，Res对

肺癌、肝癌、肠癌、胃癌、乳腺癌等多种肿瘤具有明显

的抑制作用。本研究结果表明，不同浓度的Res作用

于SMMC-7721细胞后，均对细胞增殖及侵袭能力表

现出明显的抑制作用，而且随着Res浓度增加，抑制

细胞的效果显著增加。此外，不同浓度的Res处理

SMMC-7721细胞后，使其细胞周期阻滞于G0/G1期，

且细胞凋亡率显著增加，发挥了抑制SMMC-7721细

胞增殖及促进凋亡的作用，与吴虹杰等[22]在膀胱癌细

胞中进行的研究结果基本一致。另外，本研究结果

还显示，不同浓度的Res处理SMMC-7721细胞后，细

胞侵袭能力下降。

综上所述，Res可抑制SMMC-7721细胞的增殖、

侵袭能力，诱导其凋亡，其作用机制可能与下调

PRMT5的表达相关，说明PRMT5可能是治疗肝胆管

癌的潜在靶点。
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