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CARD10通过活化NF-κB信号进而促进肝癌细胞凋亡抵抗
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[摘 要] 目的：研究半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶招募域家族分子10（caspase recruitment domain family member 10，CARD10）在

肝癌组织中的表达，及其对肝癌进展尤其是凋亡抵抗的作用和机制。方法：采集2008年至2010年海军军医大学东方肝胆外科

医院收治的129例肝癌患者手术切除的肝癌及其癌旁组织标本，采用实时定量PCR法检测癌旁和肝癌组织中CARD10的表达，

以Spearman等级相关统计学分析CARD10表达与肝癌分期的相关性。在CARD10质粒转染过表达以及RNA干扰敲减表达后，

采用流式细胞术Annexin-V/PI标记法检测肝癌细胞株的凋亡，采用Western blotting检测肝癌细胞株中NF-κB信号的活化。结

果：CARD10在肝癌组织中的表达较癌旁组织显著增高（P<0.01），且肝癌组织中CARD10的表达增高与肝癌分期进展呈正相

关（P<0.01）。CARD10过表达可以抑制肝癌细胞株SMMC-7721和BEL-7402的凋亡，而敲减CARD10能够促进肝癌细胞株凋

亡。CARD10过表达能够增强肝癌细胞株中促生存的NF-κB信号的活化，而CARD10敲减能够抑制NF-κB信号活化。结论：
CARD10在肝癌组织中表达显著增高并与肝癌进展呈正相关，CARD10能够通过活化NF-κB信号进而促进肝癌细胞凋亡抵抗。
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CARD10 promotes apoptosis inhibition of hepatocellular carcinoma cells by

activating NF-κB pathway
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of CARD10 in hepatocellular carcinoma (HCC) tissues, and the roles of CARD10

in HCC progression especially apoptosis inhibition. Methods: The expression of CARD10 was examined in pared non-tumor liver

tissues and HCC tissues using qRT-PCR, and their correlation with HCC TNM stage was analyzed using Spearman’s rank correlation

assay in SPSS 17.0. In HCC cells with CARD10 overexpression or knockdown, cytometry using Annexin-V/PI labeling was used to

measure apoptosis, and Western blotting was used to determine the activation of NF- κB pathway. Results: CARD10 expression was

significantly increased in HCC tissues as compared to that in pared non-tumor liver tissues (P<0.01), and the increased CARD10 in

HCC was positively correlated with TNM staging (P<0.01). The apoptosis of HCC cell lines SMMC-7721 and BEL-7402 was inhib‐

ited by CARD10 overexpression while promoted by CARD10 knockdown, and the pro-survival NF-κB pathway was also enhanced

by CARD 10 over-expression while suppressed by CARD10 knockdown. Conclusion: CARD10 expression is increased in HCC tis‐

sues and positively correlated with HCC progression. CARD10 inhibits HCC apoptosis by promoting the activation of NF-κB pathway.
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凋亡抵抗是肿瘤细胞的重要特征，在肿瘤进展

过程中发挥关键作用，也是肿瘤细胞化疗耐药的重

要因素，肿瘤细胞凋亡抵抗的形成机制是其中关键

的科学问题[1]。半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶招募域分

子家族（caspase recruitment domain family，CARD）共

包含十余个成员，其蛋白结构上均包含CARD结构

域，在肿瘤进展过程中发挥重要的调控作用[2]。如

CARD10能够增强肾细胞癌中生长因子效应信号通

路的活化以增强肿瘤增殖[3]；促进胃癌细胞表达促肿
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瘤进展的细胞因子和生长因子[4]；通过调控膀胱癌核

酸代谢以促进肿瘤增殖[5]；促进肺癌细胞的肿瘤干细

胞特性形成以及肿瘤侵袭转移等[6]。如上研究报道

均提示CARD10在肿瘤进展过程中发挥重要的促进

作用。但是，CARD10在肝癌进展和肝癌凋亡抵抗中

的作用目前仍有待研究。本课题探讨了CARD10在

肝癌组织中的表达及其与肿瘤进展的相关性，以及

在促进肝癌细胞凋亡抵抗形成中的作用和机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

RMPI 1640培养基和胎牛血清购自Gibco公司，RNA

提取试剂TRIzol购自Invitrogen公司，RNA反转录试剂

盒和实时荧光定量PCR试剂盒购自Takara公司，Annexin-

V/PI凋亡标记试剂盒购自Calbiochem公司，质粒和RNA

转染试剂购自Polyplus公司，CARD10抗体购自Abcam

公司，p-IKKα/β、p-IκBα、p-p65、β-actin以及HRP酶标二

抗购自CST公司，HRP底物显影液购自Millipore公司。

实时荧光定量PCR仪Light Cycler 2.0购自Roche公司，

流式细胞仪LSRII购自BD公司，垂直电泳和转膜设备

购自Bio-Rad公司。

1.2 人肝癌及配对癌旁组织标本的收集

采集 2008年至 2010年海军军医大学东方肝胆

外科医院收治的 129例肝癌患者手术切除的肝癌及

其配对的癌旁组织标本，癌旁组织距离癌灶边缘5厘

米，组织切除后即至于液氮中保存。肝癌组织经术

后病理检查均为肝细胞癌，患者临床资料如前述[7-8]。

组织标本的采集均经患者知情同意，并经由海军军

医大学医学研究伦理委员会审核通过。

1.3 细胞培养和转染

肝癌细胞株SMMC-7721和BEL-7402购自中国

科学院上海生科院典藏细胞库，细胞培养采用含10%

胎牛血清的RMPI 1640培养基，在 37℃和 5% CO2条

件下培养。低氧凋亡诱导模型采用含 1%O2的低氧

孵箱培养细胞 24 h。细胞质粒转染采用 jetPrime脂

质体转染试剂，细胞小干扰RNA转染采用 Interferin

脂质体转染试剂，细胞转染按脂质体说明书标准操

作流程实施[9]。人CARD10基因的小干扰RNA序列

为 ：5’-GGCUCAAGGAUGAGAACUATT-3’；5’-

UAGUUCUCAUCCUUGAGCCTT-3’。对照小干扰

RNA 序列为：5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-

3’；5’-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3’。

1.4 qPCR检测肝癌细胞中CARD10 mRNA的表达

组织RNA的抽提采用TRIzol试剂，并按说明书

标准操作流程实施。总RNA的反转录采用Takara公

司 PrimeScript 反转录试剂盒，以 Oligo-dT 为反转录

引物，反转录按试剂盒说明书操作。实时荧光定量

PCR采用Takara公司SYBR Premix Ex Taq II试剂盒

和Roche公司Light Cycler 2.0实时荧光定量PCR仪，

具体操作如前述[10]。CARD10检测引物为：5’-GGA

CTGTCGTTTTATGGGGAC-3’；5’-CCTTTGCTC

TCTTGGTTCCATC-3’。 β -actin 检测引物为：5’-

GGCGGCACCACCATGTACCCT-3’；5’-AGGGGC

CGGACTCGTCATACT-3’。

1.5 流式细胞术检测肝癌细胞的凋亡

肝癌细胞株SMMC-7721和BEL-7402的凋亡采

用 Annexin-V/PI 双标法检测，标记采用 Calbiochem

公司Annexin-V-FITC/PI凋亡检测试剂盒，按说明书

标准操作。流式细胞术采用BD公司LSRII流式细胞

仪，Annexin-V阳性的肝癌细胞为凋亡细胞。

1.6 Western blotting检测肝癌细胞中CARD10及凋

亡相关蛋白的表达

肝癌细胞株SMMC-7721和BEL-7402的总蛋白

采用CST公司Cell Lysis Buffer裂解细胞提取，使用

Pierce公司BCA蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度。

每样本加50 μg所提取蛋白至SDS-PAGE胶中进行垂

直电泳，转膜、封闭、一抗二抗孵育及曝光显影操作

如前述[11]。

1.7 统计学处理

采用SPSS v17.0软件进行统计学分析，正态分布

的计量数据以 x̄±s 表示，两组实验数据采用非配对样

本 t 检验，相关性分析采用 Spearman’s 等级变量检

验，以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 CARD10在肝癌组织中呈显著高表达

检测了 129例肝癌患者的肝癌组织和配对癌旁

组织中CARD10 mRNA的表达，以明确CARD10在

肝癌组织中的表达改变。如图1所示，CARD10在肝

癌组织中的表达较配对癌旁组织显著增高（P<0.01），

说明CARD10在肝癌组织中发生了表达增高，表达

增高的CARD10可能参与了肝癌肿瘤生物学特性的

形成和肿瘤进展过程。

2.2 肝癌组织中CARD10的表达增高与患者分期进

展呈正相关

为进一步探索肝癌组织中CARD10的表达增高是

否与患者肝癌临床进展存在相关性，我们进一步分析

了肝癌组织中CARD10的表达与患者肝癌TNM分期

之间的相关性。如图2所示，通过Spearman’s等级变量

相关性分析，肝癌组织中CARD10的表达与患者肝癌

TNM分期进展呈显著正相关（P<0.01），提示肝癌组织

中表达增高的CARD10参与了肝癌的肿瘤进展。
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图1 129例肝癌患者肝癌组织和癌旁组织中

CARD10 mRNA的表达

Fig.1 Expression of CARD10 mRNA in liver cancer tissues

and para-cancer tissues of 129 patients with liver cancer

图2 肝癌组织中CARD10表达与患者肝癌

TNM分期呈显著正相关

Fig.2 Significant positive correlation between CARD10

expression in liver cancer and TNM stage in

patients with liver cancer

2.3 肝癌细胞株中CARD10的高表达促进了凋亡抵抗

凋亡抵抗是肝癌重要的肿瘤生物学特性，在肿

瘤进展和化疗耐药中发挥关键作用。检测了

CARD10在肝癌细胞株SMMC-7721和BEL-7402中，

对肝癌细胞凋亡抵抗的调控作用，结果如图 3所示，

在肝癌细胞株 SMMC-7721 和 BEL-7402 中，转染

CARD10 的表达质粒后，肝癌细胞株中实现了

CARD10的过表达。

图3 通过转染CARD10质粒在肝癌细胞株中实现

CARD10的过表达

Fig.3 CARD10 was overexpressed in hepatocellular carcino‐

ma cell lines by transfection with CARD10 plasmid

采用低氧诱导肝癌细胞株凋亡的细胞凋亡模

型，如图 4 所示，发现在 CARD10 过表达的 SMMC-

7721和BEL-7402肝癌细胞中，低氧诱导的肝癌细胞

凋亡较空载体转染的细胞显著降低（P<0.01），表明肝

癌细胞中CARD10的过表达能够显著促进肝癌细胞

的凋亡抵抗。

图4 肝癌细胞株中CARD10的过表达抑制了低氧诱导的细胞凋亡

Fig.4 The over-expression of CARD10 in hepatocellular carcinoma cell lines inhibited hypoxia-induced apoptosis

2.4 肝癌细胞株中CARD10的敲减抑制了凋亡抵抗

进一步检测在肝癌细胞株中敲减CARD10的表

达是否能够抑制肝癌细胞的凋亡抵抗，结果如图5所

示，在肝癌细胞株SMMC-7721和BEL-7402中，通过

转染CARD10的小干扰RNA，在肝癌细胞株中实现

了CARD10表达的敲减。

通过采用低氧诱导肝癌细胞株凋亡的细胞凋亡

模型，如图 6 所示，发现在 CARD10 敲减的 SMMC-

7721和BEL-7402肝癌细胞中，低氧诱导的肝癌细胞

凋亡较对照小RNA转染的细胞显著增高（P<0.01），
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表明肝癌细胞中CARD10的敲减能够显著抑制肝癌

细胞的凋亡抵抗。

图5 通过转染CARD10小干扰RNA在肝癌细胞株中实现

CARD10表达的敲减

Fig.5 CARD10 expression was down-regulated in hepatocel‐

lular carcinoma cell lines by transfection with CARD10

small interfering RNA

2.5 肝癌细胞株中CARD10增强了促生存信号NF-

κB通路的活化

CARD家族分子在促进NF-κB信号通路的活化

中发挥重要作用，且后者活化能够发挥促进肝癌细

胞生存和增强凋亡抵抗的作用。为研究CARD10促

进肝癌细胞株凋亡抵抗的分子机制，检测了CARD10

是否能够通过促进NF-κB信号通路的活化进而增强

肝癌细胞的凋亡抵抗。结果如图7所示，在CARD10

过表达的 SMMC-7721 和 BEL-7402 肝癌细胞中，

NF-κB 通路中的关键信号分子 IKKα/β、IκBα和 p65

的磷酸化显著增强，表明CARD10过表达能够增强

肝癌细胞中促生存信号NF-κB通路的活化，进而促

进肝癌细胞凋亡抵抗。

图6 肝癌细胞株中CARD10的敲减促进了低氧诱导的细胞凋亡

Fig.6 CARD10 knockdown in hepatocellular carcinoma cell lines promoted hypoxia-induced apoptosis

图7 CARD10过表达促进肝癌细胞株中 IKKα/β、、IκBα和p65的磷酸化

Fig.7 The over-expression of CARD10 promoted the phosphorylation of IKKα/β,

IκBα and p65 in hepatocellular carcinoma cell lines

随后验证CARD10敲减是否能通过抑制NF-κB

信号进而降低肝癌细胞凋亡抵抗。结果如图8所示，

在 CARD10 敲减的 SMMC-7721 和 BEL-7402 细胞

中 ，IKKα/β、IκBα 和 p65 磷酸化活性降低 ，证明

CARD10能通过提高促生存信号NF-κB通路活性进

而促进肝癌细胞凋亡抵抗。

图8 CARD10的敲减抑制肝癌细胞株中 IKKα/β、IκBα和p65的磷酸化

Fig.8 CARD10 knockdown inhibited the phosphorylation of IKKα/β, IκBα and p65 in hepatocellular carcinoma cell lines

3 讨 论

在肿瘤发生发展的过程中，过快增殖的肿瘤细

胞面临局部缺血缺氧的肿瘤微环境，一方面会导致

局部肿瘤细胞的凋亡坏死，另一方面也促进了肿瘤

细胞凋亡抵抗的形成[12]。在肿瘤细胞凋亡抵抗的形

成机制中，具有凋亡抵抗功能的蛋白发生了表达增

高，促生存信号通路发生了活化增强，其中各调控分

子的功能和各信号通路活化的机制是肿瘤凋亡抵抗

研究中的关键科学问题[13]。本研究发现CARD10在

肝癌组织中呈显著高表达，并抑制了缺氧导致的肝

癌细胞凋亡，促进了肝癌细胞的凋亡抵抗，为肝癌细

胞凋亡抵抗的肿瘤生物学特性提出了新的分子

机制。

肿瘤细胞凋亡抵抗是肿瘤的重要生物学特性，

除在肿瘤进展过程中发挥促进作用外，在化疗等肿

瘤治疗的耐药形成过程中也发挥关键的促进作用[14]。

肿瘤细胞中参与凋亡抵抗的调控分子和信号通路，

通常在肿瘤化疗耐药形成过程中能够发挥相似的作

用[15]。本工作发现的在肝癌细胞中高表达并能够促

进肝癌凋亡抵抗的CARD10分子，极有可能在肝癌

细胞化疗抵抗的形成过程中，亦发挥相应的促进作

用。 CARD10 在肝癌化疗抵抗中的作用，以及

CARD10是否能够作为肝癌化疗抵抗的潜在干预靶

标，是肝癌化疗抵抗研究方向中有待解决的重要

问题。

肝癌细胞肿瘤生物学特性形成的分子机制是肝

癌研究中的关键科学问题，介导肝癌细胞中相应基

因表达失调的分子机制目前受广泛关注，如肝癌细

胞中基因表达的表观遗传调控机制紊乱、转录因子

的突变或异常活化/失活、基因组DNA的突变或缺失

以及功能蛋白异常的翻译后修饰和降解等，均在肝

癌细胞中基因表达调控和肿瘤生物学特性形成中发

挥重要作用[16]。就本工作所发现的CARD10在肝癌

中表达增高而言，肝癌细胞中介导CARD10表达增

高的分子机制目前仍然未知，CARD10表达调控的潜

在机制仍有待进一步研究。

CARD家族分子目前已发现在肝脏疾病发生发

展过程中发挥重要的调控作用[17-18]。研究发现在脂

肪肝和脂肪性肝炎进展过程中，CARD6表达发生了

显著的降低，并且促进了ASK1（apoptosis signal-regu‐

lating kinase 1）及下游 JNK和 p38信号通路的活化，

进而促进脂肪肝疾病发展[19]。此外，CARD6还能发

挥抑制肝脏缺血再灌注损伤的功能[20]。结合本工作

所发现的CARD10促进肝癌凋亡抵抗的作用，CARD

家族分子可能在肝脏各个生理和病理过程中均发挥

重要的调控功能。因此，系统研究CARD家族分子

在肝脏疾病发生发展中的功能和相应的分子机制，

是具有广阔前景的研究方向。

综上，本工作发现CARD10在肝癌组织中表达

显著增高，并与患者肝癌进展分期呈显著正相关。

机制研究发现，CARD10能够通过增强肝癌细胞中促

生存NF-κB信号通路的活化，进而促进肝癌细胞的

凋亡抵抗，从而为肝癌肿瘤生物学特性的形成提出

了新的机制。
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图8 CARD10的敲减抑制肝癌细胞株中 IKKα/β、IκBα和p65的磷酸化

Fig.8 CARD10 knockdown inhibited the phosphorylation of IKKα/β, IκBα and p65 in hepatocellular carcinoma cell lines
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家族分子可能在肝脏各个生理和病理过程中均发挥

重要的调控功能。因此，系统研究CARD家族分子

在肝脏疾病发生发展中的功能和相应的分子机制，

是具有广阔前景的研究方向。

综上，本工作发现CARD10在肝癌组织中表达

显著增高，并与患者肝癌进展分期呈显著正相关。

机制研究发现，CARD10能够通过增强肝癌细胞中促

生存NF-κB信号通路的活化，进而促进肝癌细胞的
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