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ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ细胞中肿瘤干细胞相关标志分子的表达

贾　茜１，高　建１，张小丽１，向　颖１，邓　涛２　　（４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院消化内科１；Ｍ５Ｇ２Ｍ１Ｔｏｒｏｎｔｏ，
Ｏｎｔａｒｉｏ，Ｃａｎａｄａ，ＴｏｒｏｎｔｏＧｅｎｅｒａｌＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｏｒｏｎｔｏ２）

　　［摘要］　目的　富集培养肝癌干细胞，研究肝癌干细胞相关标志物ＣＤ９０、ＣＤ１３３、八聚体４（Ｏｃｔ４）和ＡＴＰ结合盒转运
蛋白ＡＢＣＧ２在肝癌细胞ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ中的表达，并初步分析其意义。方法　使用流式细胞仪从肝癌细胞（检测ＨｅｐＧ２、
Ｈｅｐ３Ｂ两种细胞系）中分选肝癌干细胞并行无血清成球培养。设肝癌细胞组为对照组。单细胞克隆形成实验检测细胞增
殖能力。分别给予肝癌细胞及肝癌干细胞阿霉素处理，ＭＴＴ法测阿霉素处理后各组细胞的存活率，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测各组细胞 ＣＤ９０、ＣＤ１３３、Ｏｃｔ４和 ＡＢＣＧ２ｍＲＮＡ及蛋白水平的表达。结果　肝癌干细胞单个细胞增
殖能力强于肝癌细胞，克隆形成分析显示培养第１４天克隆形成率Ｈｅｐ３Ｂ细胞组低于Ｈｅｐ３ＢＣＳＣｓ组［８／２７（３０％）ｖｓ１２／２３
（５２％），Ｐ＜００５］；ＨｅｐＧ２细胞组克隆形成率也低于ＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ组［７／３８（１８％）ｖｓ９／２６（３５％），Ｐ＜００５］。用阿霉素处
理肝癌细胞及肝癌干细胞４８ｈ后，ＭＴＴ法测定结果显示肝癌干细胞组细胞活性显著高于对照组（Ｐ＜００５）：ＨｅｐＧ２细胞
组细胞活性为（３８．１７±６．９２）％、ＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ组为（６９．８８±５．４３）％；Ｈｅｐ３Ｂ细胞组（５０．１６±４．８９）％，Ｈｅｐ３ＢＣＳＣｓ组为
（７８．５３±７．８６）％。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示肝癌干细胞组中ＣＤ９０、ＣＤ１３３、Ｏｃｔ４及ＡＢＣＧ２基因ｍＲＮＡ表达较亲代细胞组
显著上调（Ｐ＜００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示肝癌干细胞组Ｏｃｔ４及ＡＢＣＧ２蛋白水平显著上调，与亲代细胞组间表达差异
有显著性（Ｐ＜００５）。结论　肝癌干细胞相关标志 ＣＤ９０、ＣＤ１３３、Ｏｃｔ４及 ＡＢＣＧ２均高表达于肝癌干细胞，并且 Ｏｃｔ４及
ＡＢＣＧ２基因的高表达有可能与肝癌干细胞耐药性相关。
　　［关键词］　肝癌干细胞；ＣＤ９０；ＣＤ１３３；Ｏｃｔ４；ＡＢＣＧ２；耐药性
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４．２；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３５．７　　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市医学科研计划重点项目（２０１１１０５５）

［通信作者］　高　建，Ｅｍａｉｌ：ｇ６ｊ６＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓＨｅｐＧ２
ａｎｄＨｅｐ３Ｂ
ＪｉａＱｉａｎ１，ＧａｏＪｉａｎ１，ＺｈａｎｇＸｉａｏｌｉ１，ＸｉａｎｇＹｉｎｇ１，ＤｅｎｇＴａｏ２（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，ＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，
ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１０，Ｃｈｉｎａ；２ＴｏｒｏｎｔｏＧｅｎｅｒａｌＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｏｒｏｎｔｏ，Ｍ５Ｇ２Ｍ１，Ｔｏｒｏｎｔｏ，
Ｏｎｔａｒｉｏ，Ｃａｎａｄａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌ（ＣＳＣ）ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓ
ＣＤ９０，ＣＤ１３３，ｏｃｔａｍｅｒ４（Ｏｃｔ４）ａｎｄＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒＧ２（ＡＢＣＧ２）ｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ
ＨｅｐＧ２ａｎｄＨｅｐ３Ｂ，ａｎｄｔｏｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙａｎａｌｙｚｅｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＬｉｖｅｒＣＳＣｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍ
ｔｈｅＨｅｐＧ２ａｎｄＨｅｐ３Ｂｃｅｌｌｌｉｎｅｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ａｎｄｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｓｅｒｕｍｆｒｅｅｍｅｄｉｕｍｔｏｆｏｒｍｓｐｈｅｒｅｓ．
Ｔｈｅｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｓｓｉｇｎｅｄａｓａｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌ
ｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ．ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＤ９０，ＣＤ１３３，Ｏｃｔ４ａｎｄＡＢＣＧ２ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ｔｉｎｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｏｆｔｈｅｌｉｖｅｒＣＳＣｓｗａｓｓｔｒｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅ
ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｅＨｅｐ３Ｂｃｅｌｌｓ
ｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅＨｅｐ３ＢＣＳＣｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ１４ｄ［８／２７（３０％）ｖｓ１２／２３（５２％），Ｐ＜００５］，
ａｎｄｔｈｅｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｅＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗａｓａｌｓｏｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ［７／３８（１８％）ｖｓ
９／２６（３５％），Ｐ＜００５］．ＭＴＴａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒＣＳＣｓ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｆｏｒ４８ｈ［ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（３８．１７±
６９２）％ ｖｓＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ（６９．８８±５．４３）％，Ｐ＜００５；Ｈｅｐ３Ｂｃｅｌｌｓ（５０．１６±４．８９）％ ｖｓＨｅｐ３ＢＣＳＣｓ
（７８．５３±７．８６）％，Ｐ＜００５］．ＴｈｅＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＤ９０，
ＣＤ１３３，Ｏｃｔ４ａｎｄＡＢＣＧ２ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒＣＳＣｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｐａｒｅｎｔａｌ
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ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００５）．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＯｃｔ４ａｎｄＡＢＣＧ２ｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒＣＳＣｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｐａｒｅｎｔａｌｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅ
ＣＳＣａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓＣＤ９０，ＣＤ１３３，Ｏｃｔ４ａｎｄＡＢＣＧ２ａｒｅｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｌｉｖｅｒＣＳＣｓ，ａｎｄｔｈｅｈｉｇｈ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｃｔ４ａｎｄＡＢＣＧ２ｍａｙｂｅｃｌｏｓｅｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣＳＣｓｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＣＤ９０；ＣＤ１３３；Ｏｃｔ４；ＡＢＣＧ２；ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＫｅｙＰｒｏｊｅｃｔｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（２０１１１０５５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＧａｏＪｉａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｇ６ｊ６＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

　　目前肝癌发病率日益增加，在肝癌治疗的基础研
究中，肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）理论的提
出为肝癌的治疗提供了新的思路［１］。ＣＤ１３３为研究
最多的干细胞（ｓｔｅｍｃｅｌｌ）和多种组织肿瘤干细胞表面
独立表达的特异标记分子［２］。ＣＤ９０为近两年来新发
现的较 ＣＤ１３３更具特异性的肝癌干细胞标志物［３］。

研究证实，ＣＳＣｓ在肿瘤耐药中起重要作用，其耐药机
制包含多方面的协同作用，ＡＴＰ结合盒（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇ
ｃａｓｓｅｔｔｅ，ＡＢＣ）转运蛋白ＡＢＣＧ２对药物的外排作用［４］

即是其中重要的一个耐药机制。八聚体４（Ｏｃｔ４）属于
ＰＯＵ转录因子家族，是调节胚胎干细胞多能性及自我
更新能力的关键的转录因子，高表达于肿瘤干细胞中，

是ＣＳＣｓ自我更新过程的重要调节基因［５］。本实验用

ＣＤ９０及ＣＤ１３３测定肝癌干细胞在肝癌细胞系 Ｈｅｐ３Ｂ
及ＨｅｐＧ２中的表达量，使用目前肿瘤干细胞培养中普
遍使用的无血清悬浮成球（ｓｐｈｅｒｅ）培养的方法富集肝
癌干细胞，并对 Ｏｃｔ４、ＡＢＣＧ２在肝癌细胞及肝癌干细
胞中的表达进行测定，初步研究肝癌干细胞相关标志

分子的表达及其意义。

１　材料与方法

１．１　主要材料
１．１．１　细胞株　　人肝癌细胞株（ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ）购于中科院
上海细胞所。

１．１．２　试剂与器材　　胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），白血病
抑制因子ＬＩＦ（德国ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），重组ＥＧＦ、重组ｂＦＧＦ（ｐｅｐ
ｒｏｔｅｃｈ公司），Ｂ２７（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），流式分选抗体 ＣＤ１３３、
ＣＤ９０（德国Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司），超低黏附培养板（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司），ＭＴＴ试剂盒（南京凯基生物），总 ＲＮＡ抽提试剂盒（北京
Ｂｉｏｔｅｋ公司），ＲＴＰＣＲ试剂盒（大连宝生物工程有限公司），
Ｏｃｔ４、ＡＢＣＧ２、ＡＦＰ、ＣＤ９０、ＣＤ１３３、βａｃｔｉｎ引物（上海英骏生物公
司），ＲＩＰＡ裂解液、ＰＭＳＦ、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒、ＢＣＡ浓
度测定试剂盒、超敏ＥＣＬ化学发光试剂盒（碧云天生物技术研
究所），Ｏｃｔ４鼠抗体（美国 ＣＳＴ公司），鼠抗 ＢＣＲＰ／ＡＢＣＧ２单克
隆抗体（英国Ａｂｃａｍ公司），辣根酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ、鼠抗
βａｃｔｉｎ单克隆抗体（北京中杉金桥生物技术有限公司）。ＧＥＬ
ＤＯＣＸＲ凝胶成像系统，ＣＦＸ９６实时荧光定量 ＰＣＲ检测系统
（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　将 ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ肝癌细胞培养于

ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅＭｅｄｉｕｍ）高糖培养基中（含
１０％灭活胎牛血清，１００Ｕ／ｍｌ青霉素，１００Ｕ／ｍｌ链霉素），于３７℃
恒温，相对湿度９０％，含５％ＣＯ２的培养箱中培养。用０２５％胰
蛋白酶消化传代，取对数生长期的细胞进行实验。无血清培养

液（ｓｅｒｕｍｆｒｅｅｍｅｄｉｕｍ，ＳＦＭ）为含２０ｎｇ／ｍｌＥＧＦ，２０ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦ，
２０ｎｇ／ｍｌＬＩＦ，２％ Ｂ２７，１００Ｕ／ｍｌ青霉素，１００Ｕ／ｍｌ链霉素的未
加血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基。用ＳＦＭ在超低黏附培养板中培
养肝癌细胞，得到悬浮肝癌干细胞球（ｓｐｈｅｒｅ）。纯化后取成球
细胞进行下一步实验。

１．２．２　流式细胞仪分选ＣＤ１３３、ＣＤ９０阳性肝癌细胞　　肝癌
细胞ＨｅｐＧ２及Ｈｅｐ３Ｂ用０．２５％胰酶消化后离心去上清，细胞
计数，每１×１０７细胞中加入１００μｌＰＢＳ缓冲液后加入１０μｌ流
式分选抗体（ＦＩＴＣＣＤ９０，ＰＥＣＤ１３３），充分混匀，４℃避光孵育
３０ｍｉｎ，用流式细胞仪分选ＣＤ１３３及ＣＤ９０阳性肝癌细胞。
１．２．３　单细胞克隆形成性分析　　用移液枪在９６孔板每孔
（除Ａ１孔）中加入１００μｌ培养基，在Ａ１孔中加入２００μｌ细胞
悬液（细胞计数重悬后细胞密度为５×１０４／ｍｌ），再用移液枪快
速从第１个孔中转移１００μｌ细胞悬液 至 Ｂ１孔，轻轻吹打混
匀，避免产生气泡。使用相同的方法，重复１∶２稀释整列，到Ｈ１
孔时弃去１００μｌ使其与以上各孔体积相同。再用移液枪向第
１列每孔中加入１００μｌ培养基使每孔液体体积为２００μｌ。然
后用移液枪快速从第１列各孔向其后每孔转移１００μｌ液体（从
Ａ１到Ａ１２，Ｈ１到 Ｈ１２，以此类推），充分混匀并避免产生气泡。
同样按１∶２稀释整个孔板，弃去Ａ１２到Ｈ１２各孔液体１００μｌ，使
９６孔板每孔细胞悬液体积为１００μｌ。最后每孔加入１００μｌ培
养基使得终体积为２００μｌ。标记含单个细胞的孔，转入６孔板
中培养，每日显微镜下观察细胞。培养１４ｄ后计数细胞数大于
１５０的克隆。
１．２．４　ＭＴＴ法细胞活性测定　　将细胞用０．２５％胰蛋白酶消
化，用培养基将其配制成单细胞悬液，以每孔１０４细胞接种于９６
孔板，每孔体积 ２００μｌ，置 ３７℃，５％ＣＯ２细胞培养箱中培养
２４ｈ后，加入１ｍｇ／Ｌ阿霉素处理，放入培养箱中培养４８ｈ后，
９６孔板中每孔加入５ｍｇ／ｍｌ的ＭＴＴ溶液２０μｌ，３７℃继续孵育
４ｈ使ＭＴＴ还原为甲

!

（ｆｏｒｍａｚａｎ），终止培养，小心吸弃上清，
每孔加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）１５０μｌ，振荡１０ｍｉｎ使甲!

充分

溶解。选择４９０ｎｍ波长，用酶联免疫检测仪测定各孔光密度
值［Ｄ（４９０）］。设置对照细胞组（含细胞，ＭＴＴ溶液，未加阿霉
素）及空白对照组（含培养基，ＭＴＴ溶液而未加细胞），各实验
组设３复孔。
　　细胞存活率 ＝［加药细胞 Ｄ（４９０）－空白对照 Ｄ（４９０）］／
［对照细胞Ｄ（４９０）－空白对照Ｄ（４９０）］×１００％
１．２．５　ＲＴＰＣＲ和实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测各
基因ｍＲＮＡ水平的表达　　使用总ＲＮＡ抽提试剂盒分别提取
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各组细胞的总ＲＮＡ，经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，并测定样品
Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）值和浓度，确保比值介于１．８～２．０。用 Ｏｌｉｇｄ
（Ｔ）引物将抽提的细胞总 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，以两步法行
ＲＴＰＣＲ。扩增引物序列，ＣＤ９０上游引物：５′ＧＡＣＣＣＧＴＧＡＧＡ
ＣＡＡＡＧＡＡＧＣ３′，下游引物：５′ＧＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＴＧＡＣＣＡＧＴＴ３′，
扩增长度为２３５ｂｐ；ＣＤ１３３上游引物：５′ＴＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＣＴＴ
ＧＡＣＡＡＣＧＴ３′，下游引物：５′ＡＴＡＣＣＴＧＣＴＡＣＧＡＣＡＧＴＣＧＴＧＧＴ
３′，扩增长度为１３３ｂｐ；Ｏｃｔ４上游引物：５′ＣＴＴＧＣＴＧＣＡＧＡＡＧＴ
ＧＧＧＴＧＧＡＧＧＡＡ３′，下游引物：５′ＣＴＧＣＡＧＴＧＴＧＧＧＴＴＴＣＧＧＧ
ＣＡ３′，扩增长度为１６９ｂｐ；ＡＢＣＧ２上游引物：５′ＣＡＣＣＴＴＡＴＴＧ
ＧＣＣＴＣＡＧＧＡＡ３′，下游引物：５′ＣＣＴＧＣＴＴＧＧＡＡＧＧＣＴＣＴＡＴＧ
３′，扩增长度为２０６ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＣＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣ
ＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣ３′，下游引物：５′ＧＡＧＣＣＧＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡＣＧ
３′，扩增长度为２１３ｂｐ。扩增条件为９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，
６０℃ ４５ｓ，７２℃ ４５ｓ，４０个循环；最后７２℃延伸 ５ｍｉｎ。取
１５μｌ扩增产物经２％琼脂糖凝胶电泳，ＵＶＰ凝胶成像分析系
统采集荧光信号，并使用系统软件分析光密度值，以 ＰＣＲ产
物／βａｃｔｉｎ的光密度值表示其相对表达量。
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ时在反应液中加入１×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ，扩
增条件为９５℃ １ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环。在
ＢｉｏＲａｄ上进行扩增并采集荧光信号，表达量的比值用以下公
式计算，表示肝癌干细胞 ＣＳＣｓ组基因的 ｍＲＮＡ含量与肝癌细
胞组含量相比较的倍数。以表达量的比值≥２表示基因表达显
著上调。

　　△ＣＴ＝ＣＴ目的基因 －ＣＴβａｃｔｉｎ
　　△△ＣＴ＝△ＣＴ肝癌干细胞组 －△ＣＴ肝癌细胞组
　　表达量的比值＝２－△△ＣＴ

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞中Ｏｃｔ４、ＡＢＣＧ２蛋白含量
　　各组细胞提取蛋白，用ＢＣＡ法测定样品蛋白浓度，变性后
经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ转移至ＰＶＤＦ膜，ＴＢＳＴ稀释的５％脱脂奶粉
作为封闭液，室温封闭３０ｍｉｎ至１ｈ，一抗 Ｏｃｔ４鼠抗体（美国
ＣＳＴ，１∶１０００），鼠抗 ＢＣＲＰ／ＡＢＣＧ２单克隆抗体（英国 Ａｂｃａｍ，
１∶１０００），内参抗体βａｃｔｉｎ鼠抗（北京中杉，１∶１０００），４℃孵
育过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，二抗辣根过氧化物酶标
记山羊抗小鼠ＩｇＧ（北京中杉，１∶３０００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗
膜，采用超敏ＥＣＬ化学发光试剂盒（碧云天）显色，凝胶成像系
统扫描后用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６．２（ＢｉｏＲａｄ）软件进行半定量分
析，目的蛋白灰度值与 βａｃｔｉｎ灰度值的比值表示其相对表
达量。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１２．０统计软件，两样本均数
间比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　细胞表面标志物 ＣＤ９０及 ＣＤ１３３在两种肝癌细
胞系（ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ）中的表达情况

　　以ＣＤ９０及ＣＤ１３３抗体孵育ＨｅｐＧ２及Ｈｅｐ３Ｂ细胞后，通过
流式细胞仪分选测定ＣＤ９０及ＣＤ１３３标记阳性的肝癌干细胞。
流式细胞仪检测结果显示，ＣＤ９０在肝癌细胞 ＨｅｐＧ２中表达阳
性率约为１．３７％，ＣＤ１３３在 ＨｅｐＧ２中表达阳性率约为０．１１％

（图１）。在 Ｈｅｐ３Ｂ细胞中，ＣＤ９０及 ＣＤ１３３表达阳性率分别为
０．５８％和０．２３％（图２）。ＣＤ９０在肝癌细胞中的表达略高于
ＣＤ１３３。检测ＣＤ９０及ＣＤ１３３双阳性细胞含量，Ｈｅｐ３Ｂ细胞中
双阳性表达率约为０．６３％，ＨｅｐＧ２细胞双阳性率约为０４９％
（图３）。ＣＤ９０及ＣＤ１３３作为公认的肝癌干细胞表面标志物，
在肝癌细胞中均低表达，说明肝癌干细胞在肝癌细胞中占有极

小的比例。
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Ａ：ＣＤ９０的表达；Ｂ：ＣＤ１３３的表达
图１　ＣＤ９０及ＣＤ１３３在肝癌细胞ＨｅｐＧ２中的表达
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Ａ：ＣＤ９０的表达；Ｂ：ＣＤ１３３的表达
图２　ＣＤ９０及ＣＤ１３３在肝癌细胞Ｈｅｐ３Ｂ中的表达
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Ａ：Ｈｅｐ３Ｂ细胞系；Ｂ：ＨｅｐＧ２细胞系
图３　两种肝癌细胞系中ＣＤ９０及ＣＤ１３３双阳性细胞的表达

２．２　肝癌干细胞成球培养
　　用无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基培养 Ｈｅｐ３Ｂ细胞，每日倒置
显微镜下观察发现细胞随培养时间的增加开始集中生长，邻近

细胞聚集，周围出现空隙，细胞大量死亡且生长缓慢。培养第８
天左右开始出现细胞球，１４ｄ肿瘤细胞球增大，密度增加
（图４Ａ）。ＨｅｐＧ２细胞于无血清培养２０ｄ左右形成肿瘤干细
胞球（图４Ｂ）。

２．３　ＣＤ９０、ＣＤ１３３在成球细胞与亲代肝癌细胞中的表达
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分析显示，ＣＤ９０及 ＣＤ１３３ｍＲＮＡ的表达在
Ｈｅｐ３ＢＣＳＣｓ组显著高于 Ｈｅｐ３Ｂ细胞组（Ｐ＜００５），在 ＨｅｐＧ２
ＣＳＣｓ组较ＨｅｐＧ２细胞组显著上调（Ｐ＜００５，表１）。
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Ａ：Ｈｅｐ３Ｂ细胞；Ｂ：ＨｅｐＧ２细胞
图４　倒置显微镜观察两种肝癌细胞系无血清培养后形成的干细胞球

表１　肝癌干细胞组与肝癌细胞组中ＣＤ９０及ＣＤ１３３ｍＲＮＡ表达
（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 肝癌干细胞组／肝癌细胞
Ｈｅｐ３Ｂ细胞系　ＣＤ９０ ４．６０±０．１２
　　　　　　 　ＣＤ１３３ ６．２４±０．２３
ＨｅｐＧ２细胞系　ＣＤ９０ ５．３０±０．２７
　　　　　　 　ＣＤ１３３ ３．６０±０．１９

２．４　肝癌干细胞体外增殖能力及耐药性强于亲代肝
癌细胞

　　为验证肝癌干细胞的自我更新及增殖能力，我们采用平板
单细胞克隆形成实验来检测普通肝癌细胞和肝癌干细胞的克

隆形成率。培养第 １４天，计数细胞数大于 １５０个的克隆，
Ｈｅｐ３ＢＣＳＣｓ的克隆形成率为 ５２％（１２／２３），Ｈｅｐ３Ｂ细胞为
３０％（８／２７），二者差异具有显著性（Ｐ＜００５）；ＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ的
克隆形成率为 ３５％（９／２６），ＨｅｐＧ２细胞克隆形成率为 １８％
（７／３８），二者差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。由此看出，肝癌
干细胞的自我更新及增殖能力明显强于普通肝癌细胞，证明了

肿瘤的无限增殖是由肿瘤中极少数的肿瘤干细胞产生。

　　以ＭＴＴ法测定阿霉素处理细胞后的细胞活性。阿霉素处
理Ｈｅｐ３Ｂ细胞及其相应干细胞后 ４８ｈ细胞活性分别为
（５０．１６±４８９）％ 及（７８．５３±７．８６）％，ＨｅｐＧ２细胞组细胞活
性为（３８．１７±６．９２）％，ＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ组为（６９．８８±５．４３）％，结
果显示药物对肝癌干细胞的增殖抑制作用弱于亲代细胞

ＨｅｐＧ２组（Ｐ＜００５）。
２．５　ＲＴＰＣＲ及 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 Ｏｃｔ４、ＡＢＣＧ２基

因在各组细胞中ｍＲＮＡ水平表达
　　ＲＴＰＣＲ（图 ５）及 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（表 ２）结果显示 Ｈｅｐ３Ｂ
ＣＳＣｓ及ＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ细胞组中，Ｏｃｔ４及 ＡＢＣＧ２在 ｍＲＮＡ水平

表达分别高于 Ｈｅｐ３Ｂ细胞及 ＨｅｐＧ２细胞，Ｏｃｔ４及 ＡＢＣＧ２ｍＲ
ＮＡ在Ｈｅｐ３ＢＣＳＣｓ及 ＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ细胞内表达显著上调，具有
统计学意义（Ｐ＜００５）。Ｏｃｔ４及 ＡＢＣＧ２在肝癌干细胞中的高
表达可能间接地反映了肝癌干细胞是肝癌耐药的重要原因。
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１：Ｈｅｐ３Ｂ细胞组；２：Ｈｅｐ３ＢＣＳＣｓ细胞组；３：ＨｅｐＧ２细胞组；
４：ＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ细胞组
图５　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞中Ｏｃｔ４和ＡＢＣＧ２ｍＲＮＡ的表达

表２　肝癌干细胞组与肝癌细胞组相比Ｏｃｔ４及ＡＢＣＧ２的
ｍＲＮＡ水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

基因 表达量的比值

Ｈｅｐ３Ｂ细胞系　Ｏｃｔ４ ４．０５±０．２１
　　　　　　　　ＡＢＣＧ２ ６．９２±０．１９
ＨｅｐＧ２细胞系　Ｏｃｔ４ ２．４６±０．３７

　　　　　　　　ＡＢＣＧ２ ２．８８±０．１５

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞Ｏｃｔ４、ＡＢＣＧ２蛋白的表达
　　Ｈｅｐ３Ｂ细胞组Ｏｃｔ４相对表达量为（０．２３９±０．０１４），Ｈｅｐ３Ｂ
ＣＳＣｓ组Ｏｃｔ４为（５．７９８±０．０３９），在Ｈｅｐ３ＢＣＳＣｓ中表达显著上
调（Ｐ＜００５）。ＡＢＣＧ２蛋白水平检测结果显示Ｈｅｐ３ＢＣＳＣｓ组
（３．２２４±０．０２７），Ｈｅｐ３Ｂ细胞组（０．７２８±０．０１９），有统计学差
异（Ｐ＜００５）。表明在 Ｈｅｐ３ＢＣＳＣｓ中 Ｏｃｔ４及 ＡＢＣＧ２的蛋白
表达量高于 Ｈｅｐ３Ｂ细胞组，Ｏｃｔ４及 ＡＢＣＧ２在肝癌干细胞中高
表达。Ｏｃｔ４相对表达量：ＨｅｐＧ２细胞组中为（０．３８６±００２１），
ＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ组为（６．５２８±０．０２６），两组有统计学差异（Ｐ＜
００５）。ＡＢＣＧ２蛋白水平相对表达量：ＨｅｐＧ２细胞组为（０．６５４±
００１２），ＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ组为（７．９６８±０．０２５），在 ＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ组
中相对表达量显著上调（Ｐ＜００５）。见图６。
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１：Ｈｅｐ３Ｂ细胞组；２：Ｈｅｐ３ＢＣＳＣｓ组；３：ＨｅｐＧ２细胞组；４：ＨｅｐＧ２
ＣＳＣｓ组
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｏｃｔ４及ＡＢＣＧ２蛋白水平的表达

３　讨论

　　近年来肝癌在我国的发病呈显著的上升趋势，针
对目前常规放化疗、手术治疗及生物治疗等常规治疗

手段，肝癌具有显著的耐放疗及抗化疗药性，且具有明

显的复发趋势。研究证实，肝癌的耐药性与肝癌干细

胞密切相关，其耐药性最终导致肝癌晚期治疗的失败。

寻找新的有效的肝癌治疗方法，是当前基础、临床研究

中亟须解决的问题。
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　　ＣＤ９０［６］和 ＣＤ１３３［７］是目前公认的肝癌干细胞表
面标志物，Ｏｃｔ４是胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＥＳＣ）特异性基因［８］，维持干细胞自我更新及全能分化

性［９］，敲除 Ｏｃｔ４基因可诱导胚胎干细胞分化［１０］。

Ｏｃｔ４主要表达于胚胎干细胞与生殖细胞肿瘤，在非生
殖细胞肿瘤如肝癌、乳腺癌、肺癌等中表达较少，有观

点认为Ｏｃｔ４在非生殖细胞肿瘤的细胞系中的表达主
要存在于肿瘤干细胞。ＡＢＣ转运蛋白是一类特殊的
膜转运蛋白，可泵出进入细胞的化疗药物，介导肿瘤细

胞产生多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）［１１］，肿瘤
干细胞的多药耐药与 ＡＢＣ转运蛋白的高表达相
关［１２］，对肿瘤干细胞模型的体外研究证实膜转运蛋白

ＡＢＣＧ２／ＢＣＲＰ１能有效减少阿霉素等抗癌药物的细胞
内浓度，使其产生耐药性。研究发现，Ｏｃｔ４基因在耐
药株中表达上调，耐药细胞株侧群细胞特异性的增加

依赖于药物外排通路 ＡＢＣＧ２／ＢＣＲＰ和 ＭＤＲＩ／Ｐｇｐ的
过表达［１３］，而敲除Ｏｃｔ４基因可降低肿瘤的耐药性［１４］，

说明Ｏｃｔ４与ＡＢＣＧ２在肿瘤的耐药方面有潜在的相互
作用。本研究发现，ＣＤ９０及 ＣＤ１３３表达阳性细胞在
肝癌细胞中占极少比例（ＨｅｐＧ２中 ＣＤ９０比例为
０５１％～１．４８％，ＣＤ１３３为 ０．１１％ ～１．３９％；Ｈｅｐ３Ｂ
中 ＣＤ９０比例为 ０．４９％ ～０．９１％，ＣＤ１３３比例为
０１８％～０．８６％）。ＰＣＲ结果显示 ＣＤ９０及 ＣＤ１３３高
表达于无血清悬浮培养所得肝癌干细胞，Ｈｅｐ３Ｂ细胞
株的肝癌干细胞组 ＣＤ９０及 ＣＤ１３３的 ｍＲＮＡ水平显
著高于Ｈｅｐ３Ｂ细胞组；ＨｅｐＧ２ＣＳＣｓ组与 ＨｅｐＧ２细胞
组中表达亦有统计学差异（Ｐ＜００５）。细胞活性实验
显示在相同的药物浓度、处理时间及培养条件下，肝癌

干细胞组的细胞活性明显高于肝癌细胞组，即肝癌干

细胞对药物的敏感性减弱，耐药性增强。同时本实验

结果表明肝癌干细胞１４ｄ克隆形成率与肝癌细胞比
较具有统计学差异（Ｐ＜００５），ＲＴＰＣＲ及 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ结果显示Ｏｃｔ４及ＡＢＣＧ２基因在肝癌干细胞中高
表达（表达量肝癌干细胞组 ＞亲代肝癌细胞组，Ｐ＜
００５），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ同样提示 Ｏｃｔ４及 ＡＢＣＧ２在蛋白
水平高表达，与其在肝癌细胞组中表达量比较有统计

学差异（Ｐ＜００５）。说明ＣＤ９０、ＣＤ１３３表达阳性的肝
癌干细胞在肿瘤增殖、耐药机制中起重要作用，高表达

于肝癌干细胞的Ｏｃｔ４及ＡＢＣＧ２则可能与肝癌干细胞
的耐药增殖等特性相关，需进一步研究以阐明Ｏｃｔ４及
ＡＢＣＧ２在肝癌干细胞中的作用及机制。
　　Ｏｃｔ４基因使细胞保持多潜能性，ＡＢＣＧ２基因则在
耐药性中起重要作用，本研究发现Ｏｃｔ４基因及ＡＢＣＧ２
基因均在肝癌干细胞中高表达，值得注意的是，Ｏｃｔ４
基因与ＡＢＣＧ２在肝癌干细胞中具体的作用机制是什
么？在维系肝癌干细胞的特性的过程中，是否有共同

的相关联的信号传导通路？我们将进一步实验以研究

证实干扰Ｏｃｔ４基因表达后ＡＢＣＧ２基因的表达是否相
应下调，对肿瘤的增殖及耐药将有何影响；并探讨肝癌

干细胞相关基因在肝癌干细胞的发生发展、侵袭转移

与耐药性中具体的调控机制。本研究将为抑制肝癌自

我更新、增加肝癌药物敏感性寻找有效的治疗靶点，为

肝癌治疗提供新的研究方向。
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［１１］ＨｕＣ，ＬｉＨ，ＬｉＪ，ｅｔａｌ．ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＢＣＧ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｉｄｅｐｏｐ
ｕｌａｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓｉｎｔｒｉｎｓｉｃｄｒｕｇｅｆｆｌｕｘｉｎｔｈｅＨＣＣｃｅｌｌｌｉｎｅＭＨＣＣ９７Ｌ
ａｎｄｉｔｓｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｂｙＡｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，２００８，２９
（１２）：２２８９－２２９７．

［１２］ＤｅａｎＭ，ＦｏｊｏＴ，ＢａｔｅｓＳ．Ｔｕｍｏｕｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＣａｎｃｅｒ，２００５，５（４）：２７５－２８４．

［１３］ＬｉｎｎＤＥ，ＹａｎｇＸ，ＳｕｎＦ，ｅｔａｌ．ＡＲｏｌｅｆｏｒＯＣＴ４ｉｎＴｕｍｏｒＩｎｉｔｉａ
ｔｉｏｎｏｆＤｒｕｇＲｅｓｉｓｔａｎｔＰｒｏｓｔａｔｅＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓ［Ｊ］．ＧｅｎｅｓＣａｎｃｅｒ，
２０１０，１（９）：９０８－９１６．

［１４］ＷａｎｇＸＱ，ＯｎｇｋｅｋｏＷＭ，ＣｈｅｎＬ，ｅｔａｌ．Ｏｃｔａｍｅｒ４（Ｏｃｔ４）ｍｅｄｉ
ａｔｅｓｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈａ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌＯｃｔ４ＡＫＴＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅＧ２ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏ
ｇｙ，２０１０，５２（２）：５２８－５３９．

（收稿：２０１１１２３０；修回：２０１２０２２７）
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