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沉默ＣＤ１３３基因对ＣＤ１３３＋肝癌干细胞放射敏感性的影响
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　　［摘要］　目的　研究沉默ＣＤ１３３基因对人肝癌 ＣＤ１３３＋ＨｅｐＧ２干细胞放射敏感性的影响。方法 　免疫磁珠分选
ＨｅｐＧ２细胞；流式细胞术检测分选前后ＣＤ１３３表达率；ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠成瘤实验验证其干性；靶向沉默ＣＤ１３３基因并分组
（空白组、阴性感染组、阳性感染组）；ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＣＤ１３３基因ｍＲＮＡ和蛋白表达；克隆形成实验检测
各组细胞经不同剂量照射后的克隆形成率及存活率，绘制存活曲线并计算各组细胞放射生物学参数 Ｄ０、Ｄｑ、Ｎ及放射增
敏比（ＳＥＲ）；流式细胞术检测各组细胞周期及凋亡情况。结果　 流式细胞术检测结果显示，分选前后ＣＤ１３３表达率分别
为（１．３６±０．２０）％和（８７６２±１．９２）％。ＣＤ１３３＋细胞在细胞数为１×１０３／ｍｌ时即可形成皮下移植瘤。ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示，阳性感染组ＣＤ１３３ｍＲＮＡ和蛋白表达均受到明显抑制。流式细胞术检测结果显示：阳性感染组 Ｇ１、Ｓ
期减少Ｇ２期增加，细胞凋亡率明显增加。克隆形成实验显示阳性感染组Ｄ０、Ｄｑ、Ｎ值与ＳＦ２均减小，放射敏感性明显增强，
其ＳＥＲ为（１．３７±０．０２），差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＣＤ１３３作为肝癌干细胞的表面标志物之一，可能成
为肝癌干细胞放射治疗增敏的靶点。
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　　肝癌生长迅速，恶性程度高，常伴有肝硬化且对放
化疗耐受性差，因此预后极差。随着精确放疗的开展

和普及，肝细胞的耐受剂量低于肝癌细胞的根治剂量

得到很大程度的解决，放射治疗已经成为肝癌的重要

治疗手段［１］，但是肝癌干细胞（ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＬＣＳＣｓ）对射线的抵抗导致了放疗效果不满意。肿瘤
干细胞是肿瘤细胞中少部分具有自我更新、无限增殖

能力和多分化潜能的细胞亚群，是肿瘤的复发和转移

的根源并表现出对常规放化疗的抵抗性［２－５］。最近的

研究［６］发现在多种实体肿瘤中存在肿瘤干细胞，它们

分别有各自不同的肿瘤干细胞表面标志物，其中人

ＣＤ１３３是由ＰＲＯＭ１基因编码的５次跨膜糖蛋白，其基
因定位于人类的４号和２号染色体上。ＣＤ１３３在脑胶
质瘤、结肠癌、恶性黑色素瘤、前列腺癌、胰腺癌、肝癌、

肾癌等多种肿瘤的干细胞中表达［７－１３］。结合本课题

的前期实验成果，我们选择ＣＤ１３３作为肝癌干细胞的
分选标志物。ＲＮＡ干扰技术主要是利用具有同源性
的双链 ＲＮＡ诱导靶基因转录后沉默，具有特异、高效
等特点，是基因功能学研究的重要手段［１４］。本课题靶

向沉默肝癌干细胞ＣＤ１３３基因并进行Ｘ线照射，观察
细胞生物特性及放射生物学参数的变化，评价其是否

具有放射增敏作用。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂
　　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２（购自中科院上海细胞库）；ＲＰＭＩ
１６４０培养基、新生胎牛血清（ＧｉｂｃｏＢＲＬ，美国）；非肥胖糖尿病／
重症联合免疫缺陷小鼠（ＮＯＤ／ＳＣＩＤ）由重庆医科大学实验动物
中心提供；ＭＡＣＳ系统、ＣＤ１３３／２ＰＥ流式抗体、ＣＤ１３３ＭｉｃｒｏＢｅａｄ
Ｋｉｔ分离抗体、ＣＤ１３３／１（Ｗ６Ｂ３Ｃ１）ｐｕｒｅＷｅｓｔｅｒｎ抗体、ＦｃＲＢｌｏｃ
ｋｉｎｇ阻断剂、ＭｏｕｓｅｌｇＧ２ｂＰＥ同型对照、碱性成纤维细胞生长因
子（ｂＦＧＦ）、表皮生长因子（ＥＧＦ）及人白血病抑制因子（ＬＩＦ）均
购自德国 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司；总 ＲＮＡ提取及 ＲＴＰＣＲ试剂盒
购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＣＤ１３３和 ＧＡＤＰＨ引物、ＣＤ１３３干扰
慢病毒构建由长沙赢润生物技术有限公司完成。

１．２　方法
１．２．１　ＨｅｐＧ２细胞株的培养与传代　　ＨｅｐＧ２细胞置于含
１２％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，５％ＣＯ２、３７℃、饱和湿度的
孵箱中培养，选取对数生长期细胞进行后续实验。

１．２．２　ＣＤ１３３＋ＨｅｐＧ２肝癌干细胞的分离与纯化培养　　取
对数生长期细胞１０８数量级，进行免疫磁珠分选，分选步骤严格

按照ＭＡＣＳ说明书操作：①细胞经ＰＢＳ洗涤后，适量胰酶消化，
ｂｕｆｆｅｒ洗涤，重悬，３００×ｇ离心１０ｍｉｎ，充分去上清。②３００μｌ
ｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，加入 １００μｌ受体阻断剂（ＦｃＲＢｌｏｃｋｉｎｇ
Ｒｅａｇｅｎｔ），紧接着加入１００μｌＣＤ１３３免疫磁珠（ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ），充
分混匀后４℃孵育３０ｍｉｎ。③加入１～２ｍｌｂｕｆｆｅｒ清洗细胞，
３００×ｇ离心１０ｍｉｎ，充分去除上清液。④用ｂｕｆｆｅｒ重悬细胞至
５００μｌ。⑤放置好分选架、分选器、ＭＳ柱及滤器，向滤器中加入
５００μｌｂｕｆｆｅｒ润洗分选柱。⑥将先前准备好的细胞过柱，分别
收集 ＣＤ１３３－细胞与 ＣＤ１３３＋细胞并计数。将分选得到的
ＣＤ１３３＋细胞培养在含有 ＥＧＦ４０ｎｇ／ｍｌ、ＦＧＦ２０ｎｇ／ｍｌ、ＬＩＦ
２０ｎｇ／ｍｌ的ＤＭＥＭ培养基中。
１．２．３　流式检测分选前后 ＨｅｐＧ２的 ＣＤ１３３表达率　　取分
选前的 ＨｅｐＧ２细胞、分选后的 ＣＤ１３３＋细胞，重悬细胞到１×
１０７／８０μｌｂｕｆｆｅｒ。加入 ２０μｌＦＣＲＢｌｏｃｋｉｎｇＲｅａｇｅｎｔ；加 １０μｌ
ＣＤ１３３／２抗体，充分混匀，避光冻存２０ｍｉｎ（４～８℃）；加入１～
２ｍｌｂｕｆｆｅｒ／１０７个细胞，３００×ｇ离心１０ｍｉｎ，用适量 ｂｕｆｆｅｒ液重
悬细胞，用于流式检测。

１．２．４　克隆形成实验对比 ＣＤ１３３＋细胞与 ＣＤ１３－细胞克隆形
成能力　　采用梯度倍数稀释法将 ＣＤ１３３＋细胞与 ＣＤ１３３－细
胞稀释至１×１０４／ｍｌ，以１０００个细胞每孔分别接种于６孔板
中，以后每３天换液，１０～１４ｄ后终止培养。弃去上清液，用
ＰＢＳ小心浸洗２次。加入快速 Ｇｉｅｍｓａ染液试剂一４００μｌ／孔，
固定 ２ｍｉｎ。然后加入 Ｇｉｅｍｓａ染液试剂二 ８００μｌ／孔，染色
８ｍｉｎ，然后用流水缓慢洗去染色液，空气干燥。最后于普通光
学显微镜下计数≥５０个细胞的集落，并计算克隆形成率（ｐｌａｔ
ｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＰＥ）。ＰＥ＝集落数目／接种细胞数×１００％。
１．２．５　ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠成瘤实验　　将分选后的 ＣＤ１３３－、
ＣＤ１３３＋细胞调整成１×１０２／２００μｌ、１×１０３／２００μｌ、１×１０４／２００μｌ，
３个浓度分别接种到９只ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠两侧皮下。每个浓度
３只，左侧接种 ＣＤ１３３－细胞，右侧种植 ＣＤ１３３＋细胞。观察
５周，每周观察两组小鼠的成瘤和生长情况，测量肿瘤长轴，以直
径≥０．５ｃｍ为种植瘤成功。如果小鼠死亡或肿瘤直径＜０．５ｃｍ
则认为种植失败。

１．２．６　慢病毒感染ＣＤ１３３＋细胞　　取无血清培养的ＣＤ１３３＋
ＨｅｐＧ２细胞接种于６孔板中，每孔约１．０×１０５个，此时将其分
为空白组、阴性感染组、阳性感染组，其中阴性感染组与阳性感

染组按预实验得出的感染复数（ＭＯＩ值）２０分别接种携带无关
序列（ＮＣ）组和 ＣＤ１３３ｓｈＲＮＡ序列的慢病毒２×１０６ＵＴ／孔，空
白组不做任何处理。２４ｈ后换液，培养４ｄ后在倒置荧光显微
镜下绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的表达。
１．２．７　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞 ＣＤ１３３基因的表达　　分别收
集３组细胞１×１０６个细胞，并提取总ＲＮＡ，取２μｌ总ＲＮＡ为模
板逆转录为ｃＤＮＡ再进行 ＰＣＲ扩增。ＣＤ１３３上游引物：５′ＧＡ
ＴＴＣＡＴＡＣＴＧＧＴＧＧＣＴＧＧＧＴＧＧ３′，下游引物：５′ＧＣＡＧＧＴＧＡＡ
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ＧＡＧＴＧＣＣＧＴＡＡＧＴ３′，产物长度为４３６ｂｐ。内参 ＧＡＰＤＨ上游
引物：５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，下游引物：５′ＴＣＣＡＣ
ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′，产物长度为４５２ｂｐ。扩增条件为预变
性９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ共３０个循环；
７２℃ ５ｍｉｎ。扩增产物经２％琼脂糖凝胶电泳，结果通过凝胶
成像系统进行分析。

１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ＣＤ１３３蛋白表达　　收集
两组细胞１０６个，加入细胞裂解液提取细胞总蛋白，取４０μｇ总
蛋白进行变性ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，然后电转至ＰＶＤＦ膜，加入
ＣＤ１３３一抗封闭过夜，将辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠／兔ＩｇＧ
（１∶１０００）作为第二抗加入封闭剂３７℃孵育１ｈ，用ＴＢＳ缓冲液
洗膜４次。取ＥＣＬ试剂盒 Ａ液、Ｂ液等体积混合，均匀滴于膜
上，作用５ｍｉｎ。在暗室中曝光、显影、定影，βａｃｔｉｎ作为内参。
１．２．９　克隆形成实验检测各组细胞放射敏感性　　采用梯度
倍数稀释法将ＣＤ１３３＋细胞稀释至１×１０４／ｍｌ，根据照射剂量的
增加接种不同的细胞数，继续置于孵箱内无菌孵育。过夜后感

染，感染后２４ｈ各组给予不同放射剂量（０、２、４、６、８、１０Ｇｙ）照
射。照射条件：采用医用直线加速器（Ｖａｒｉａｎ２３ＥＸ），６ＭＶＸ射
线，源皮距照射 ＳＳＤ＝１００ｃｍ，剂量率 ３００ｃＧｙ／ｍｉｎ，机架角
１８０°，６孔板下垫１ｃｍ厚组织垫（以消减建成效应影响），照射
野２０ｃｍ×２０ｃｍ。以后每３天换液，１０～１４ｄ后终止培养。弃
去上清液，用ＰＢＳ小心浸洗２次。加入快速 Ｇｉｅｍｓａ染液试剂
一４００μｌ／孔，固定 ２ｍｉｎ。然后加入 Ｇｉｅｍｓａ染液试剂二
８００μｌ／孔，染色８ｍｉｎ，然后用流水缓慢洗去染色液，空气干燥。
最后于普通光学显微镜下计数≥５０个细胞的集落，并计算 ＰＥ
（ＰＥ＝克隆数目／接种细胞数 ×１００％）以及存活分数（ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＳＦ），ＳＦ＝受照射细胞ＰＥ／对照组细胞ＰＥ×１００％。
１．２．１０　计算放射生物学参数　　以３次照射的存活分数均
值进行分析，应用Ｅｘｃｅｌ绘制出各组细胞的剂量存活曲线。根
据多靶单击模型ＳＦ＝１－（１－ｅ－Ｄ／Ｄ０）Ｎ，运用ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１１．０软
件求出Ｄ０、Ｄｑ、Ｎ和ＳＦ２（ｓｕｒｖｉｖａｌｆｒａｃｔｉｏｎａｔ２Ｇｙ），其中Ｄｑ＝Ｄ０×
ｌｎ（Ｎ）。计算放射增敏比（ｓｅｎｓｉｔｉｚｉｎｇｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｒａｔｉｏ，ＳＥＲ），
ＳＥＲ＝干扰前组Ｄ０／干扰后组Ｄ０。
１．２．１１　流式检测感染前后细胞周期及凋亡变化　　取无血
清培养的各组细胞０．２５％胰酶消化离心制成单细胞悬液后流
式检测细胞凋亡，或经７０％无水乙醇固定，４℃过夜，流式细胞
仪检测细胞周期。

１．３　统计学分析
　　实验数据均以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件，组间
比较行单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＨｅｐＧ２细胞分选前后的ＣＤ１３３的表达率
　　流式细胞术检测未分选的 ＨｅｐＧ２细胞中 ＣＤ１３３＋的表达
率为（１．３６±０．２０）％，通过免疫磁珠分选后 ＣＤ１３３＋表达率上
升到（８７．６２±１．９２）％。

２．２　无血清纯化培养分选得到的ＣＤ１３３＋ＨｅｐＧ２细胞
　　ＣＤ１３３＋细胞在含生长因子的无血清培养基中成球生长，

而ＣＤ１３３细胞在相同条件下出现形态异常最后逐渐死亡，以此

纯化分选得到的ＣＤ１３３＋ＨｅｐＧ２细胞。见图１。
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图１　ＣＤ１３３＋ＨｅｐＧ２细胞（Ａ）和ＣＤ１３３－ＨｅｐＧ２细胞（Ｂ）在无
血清培养液中生长情况　（×１００）

２．３　ＣＤ１３３＋细胞与ＣＤ１３－细胞克隆形成能力
　　ＣＤ１３３＋细胞比ＣＤ１３３－细胞具有更强的克隆形成能力，其
克隆形成率为（３５．０３±２．３５）％，而ＣＤ１３３－细胞克隆形成率仅
为（６．４±０．７２）％。两者差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．４　ＣＤ１３３＋细胞与 ＣＤ１３－细胞 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠体
内成瘤能力

　　为了验证ＣＤ１３３＋细胞的干性特点，我们对比了ＣＤ１３３＋细
胞与ＣＤ１３３－细胞在６周龄ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠皮下成瘤能力，结
果显示ＣＤ１３３＋细胞在１×１０３／ｍｌ细胞浓度下即有１只小鼠形
成皮下移植瘤，１×１０４／ｍｌ细胞浓度下３只小鼠均可形成移植
瘤，而在相同情况下ＣＤ１３３－细胞均不能形成移植瘤。见图２。
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Ａ：成瘤小鼠大体观察；Ｂ：移植瘤组织病理学观察　（ＨＥ×２００）

图２　ＣＤ１３３＋ＨｅｐＧ２细胞在ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠皮下成瘤实验观察

２．５　倒置荧光显微镜观察慢病毒的感染效率
　　接种慢病毒后３ｄ，在倒置荧光显微镜观察到ＧＦＰ的表达，
第５天达到高峰，其感染阳性效率达８０％以上。见图３。
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Ａ：普通光学显微镜；Ｂ：倒置荧光显微镜
图３　不同显微镜观察感染慢病毒５ｄ后ＣＤ１３３＋ＨｅｐＧ２细胞

慢病毒感染情况　（×４０）

２．６　感染后各组ＣＤ１３３ｍＲＮＡ及ＣＤ１３３蛋白的表达
　　为了验证其沉默效率，我们对感染后各组进行了ＲＴＰＣＲ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果发现阳性感染组ＣＤ１３３ｍＲＮＡ及ＣＤ１３３
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表１　各组细胞克隆形成率及存活分数（ｎ＝３）

空白组 阴性感染组 阳性感染组
照射剂量（Ｇｙ） 接种细胞数（孔）

ＰＥ（％） ＳＦ（％） ＰＥ（％） ＳＦ（％） ＰＥ（％） ＳＦ（％）
０ ２００ ３６．００±１．３２ １００．００±３．６７ ３６．１７±４．０７ １００．００±１１．３１ １７．００±３．１２ １００．００±１８．３７
２ ３００ ３３．００±０．８８ ９１．６７±２．４５ ３２．１１±３．０１ ８９．２０±８．３５ １２．６７±１．３３ ７４．５１±７．８４ａ

４ ４００ ２６．０８±０．１４ ７２．４５±０．４０ ２５．８３±２．５２ ７１．７６±６．９９ ８．１６±１．０４ ４８．０４±６．１２ｂ

６ ５００ １９．３３±０．４２ ５３．７０±１．１６ １９．００±０．６０ ５２．７８±１．６７ ４．２７±１．３６ ２５．１０±８．０１ｂ

８ ６００ １２．２８±０．６７ ３４．１０±１．８７ １１．９４±１．５０ ３３．１８±４．１８ １．５６±０．５９ ９．１５±３．４４ｂ

１０ ７００ ５．３３±０．６８ １４．８１±１．８８ ４．９０±１．１５ １３．６２±３．２１ ０．３８±０．２２ ２．２４±１．２８ｂ

ＰＥ：克隆形成率；ＳＦ：细胞存活分数；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白组和阴性感染组比较

蛋白表达量均明显下调。阳性感染组 ＣＤ１３３ｍＲＮＡ／ＧＡＰＤＨ
（０．５３１７±０．１５２７）明显低于空白组（１．１３４２±０．４０５７）与阴性
感染组（１．０６５５±０．３４３４）（Ｐ＜００１）。阳性感染组ＣＤ１３３蛋
白表达量／βａｃｔｉｎ（０．２４９７±０．０７７５）亦明显低于空白组
（０４０９４±０．２５２９）与阴性感染组（０．４９３２±０．２２０１）（Ｐ＜
００１）。见图４、５。
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１，５：空白组；２，６：阴性感染组；３，７：阳性感染组；４：标准
图４　ＲＴＰＣＲ检测各组ＣＤ１３３ｍＲＮＡ的表达

! " #

!$%!##!!"&!!&

#

"

!!"'()*+!,#!!&

#

"

１：空白组；２：阴性感染组；３：阳性感染组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＣＤ１３３蛋白的表达

２．７　各组放射生物学参数的变化
　　各组细胞克隆形成率及存活分数见表１。根据多靶单击模
型计算出各组 ＳＦ２、Ｄ０、Ｄｑ及 Ｎ值，结果表明，阳性感染组的
ＰＥ、ＳＦ、ＳＦ２、Ｄ０、Ｄｑ及Ｎ值均较空白组和阴性感染组明显减小，
其放射增敏比（ＳＥＲ）为（１．３７±０．０２），差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　各组细胞放射生物学参数比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＳＦ２ Ｄ０（Ｇｙ） Ｄｑ（Ｇｙ） Ｎ

空白组 ０．９１６７±０．０２４５３．６８１７±０．０８１１４．３４０４±０．０６５６３．２５１３±０．０２６８

阴性感染组０．８９２０±０．０８３５３．７５１７±０．４９８３４．０４７８±０．９６８０３．２１００±１．２４７８

阳性感染组０．７４５１±０．０７８４ａ２．７１０３±０．１０２８ｂ２．２４９６±０．５９５３ｂ２．３１３０±０．４３３０ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白组和阴性感染组比较

２．８　沉默ＣＤ１３３后细胞周期及凋亡的变化
　　为了探讨其增敏的可能机制，我们使用流式细胞术检测了
沉默ＣＤ１３３后周期及凋亡的变化，结果发现阳性感染组其Ｓ期

明显减少Ｇ２期增多，细胞凋亡也明显增加（Ｐ＜０．０５）。见图６、７。
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Ａ：空白组；Ｂ：阴性感染组；Ｃ：阳性感染组
图６　流式细胞术检测各组细胞周期的变化
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Ａ：空白组；Ｂ：阴性感染组；Ｃ：阳性感染组
图７　流式细胞术检测各组细胞凋亡情况

３　讨论

　　肝癌由于其发病隐匿，对常规放化疗耐受性差等
原因导致其预后极差，素有“癌中之王”的称号。而我

国正是肝癌的高发国家，全球一半的肝癌患者分布在

中国，在肿瘤相关死亡中位居第二［１５］。因此寻求积极

有效的治疗手段非常重要。放射治疗是恶性肿瘤治疗

的重要组成部分，以往由于正常肝脏组织对射线的耐

受极差，放射治疗容易导致急性肝坏死等严重并发症

的发生，导致选择放疗的肝癌患者相对较少。随着三

维适形放射治疗、调强放射治疗、立体定向放射治疗等

精确放射治疗的广泛开展和普及，使正常肝脏组织受

到射线照射的剂量大大减少，肝癌的放射治疗日益重

要。但由于 ＣＳＣｓ具有对常规放化疗抵抗的特点，常
常导致治疗后局部复发和远处转移［１６－１８］，因此如何克

服ＬＣＳＣｓ对射线的抵抗成为肝癌放射治疗的一个重
要突破口。那么作为肿瘤干细胞的表面标志物，

ＣＤ１３３能否作为肿瘤干细胞治疗的靶点，是否对肿瘤干
细胞放射敏感性产生影响？Ｒａｐｐａ等［１９］通过ｓｈＲＮＡ下
调ＣＤ１３３及针对ＣＤ１３３蛋白两个不同表位的单抗，证
实ＣＤ１３３影响转移性黑色素瘤肿瘤干细胞的重要生
物学特性，是其重要的分子治疗靶点。Ｓｍｉｔｈ等［２０］利
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用ＣＤ１３３抗体偶联细胞毒性药物治疗白血病和胃癌；
这些都为针对 ＣＤ１３３靶向治疗的方法提供了有力的
支持，也为肝癌干细胞靶向ＣＤ１３３的治疗打下了良好
的基础。

　　本实验以肝癌干细胞表面标志物 ＣＤ１３３为沉默
靶点，观察沉默ＣＤ１３３后其放射敏感性的变化。首先
通过免疫磁珠分选我们得到纯度较高的 ＣＤ１３３＋细
胞，流式细胞术鉴定其阳性表达率为（８７．６２±
１９２）％。随后我们通过 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠成瘤实验及
克隆形成实验验证了 ＣＤ１３３＋细胞的干性特点。然后
分别感染携带干扰序列的阳性慢病毒及无关序列的阴

性慢病毒。５ｄ后倒置荧光显微镜下观察到绿色荧光
蛋白（ＧＦＰ）的表达，其阳性感染效率达 ８０％以上。
ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示阳性感染组能显著
下调ＣＤ１３３的表达。随后我们对各实验组进行不同
剂量放射后的平板克隆实验，结果发现阳性感染组的

细胞存活曲线明显下移，且放射生物学参数 Ｄ０、Ｄｑ及
Ｎ值也明显减小，其ＳＥＲ为（１．３７±０．０２）。最后我们
对其可能的增敏机制进行了初步探讨，通过流式细胞

术检测各组细胞周期及凋亡的变化，我们发现阳性感

染组Ｇ１其及Ｓ期减少Ｇ２期明显增多，细胞凋亡率也明
显增加。大量的研究表明细胞周期及凋亡与放射敏感

性具有重要关系：Ｓ期尤其是晚 Ｓ期细胞对射线是最
耐受的而Ｇ２／Ｍ期对射线是最敏感的

［２１－２２］，而随着细

胞凋亡的增加放射敏感性也随之增加［２３］。这也对沉

默ＣＤ１３３增强放射敏感性作出了合理的解释。
　　综上所述，ＣＤ１３３作为肝癌干细胞表面标志物之
一，对肝癌干细胞干性的维持起着至关重要的作用。

沉默ＣＤ１３３基因后显著提高了肝癌干细胞对射线的
敏感性，提示ＣＤ１３３可作为肝癌干细胞放射治疗增敏
的有效靶点。
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