
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２０１１１５２

ＨＢｘ通过Ｎｏｔｃｈ信号通路在正常免疫小鼠体内导致肝癌的作用机制
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　　［摘要］　目的　构建长期携带乙型肝炎病毒Ｘ（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸ，ＨＢｘ）的正常免疫小鼠模型，以
探讨ＨＢｘ在体内导致肝癌发生的机制。方法　将转染ＨＢｘ的肝前体细胞经肝门静脉注射入昆明小鼠
体内构建动物模型，分别于术后３０、９０、１８０、３６０ｄ收取肝脏组织，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴｑＰＣＲ检测 ＨＢｘ的
表达，ＨＥ染色观察组织病理切片，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴｑＰＣＲ检测 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ４、Ｈｅｓ１的表达，然后于
１８０ｄ腹腔注射抑制剂ＤＡＰＴ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴｑＰＣＲ检测肝脏细胞凋亡及细胞周期相关因子的表达
变化。结果　动物模型构建成功且于３６０ｄ发生肝癌，与对照组相比，Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ４、Ｈｅｓ１的基因及蛋
白水平均于３０ｄ呈现显著上调且一直持续至３６０ｄ（Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．００１；Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０５、Ｐ＜
０．０１）；Ｂｃｌ２、ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ、ＣｙｃｌｉｎＤ１的蛋白水平在 ＨＢｘ组上调（Ｐ＜０．００１；Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．００１；Ｐ＜
０．０１），Ｂａｘ呈下调（Ｐ＜０．００１），基因水平与其一致（Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．００１；Ｐ＜０．００１；Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．００１），而
抑制剂ＤＡＰＴ组显著扭转上述趋势。结论　ＨＢｘ在体内通过持续激活Ｎｏｔｃｈ通路引起细胞凋亡及细胞
周期异常变化，最终导致肝癌发生。

　　［关键词］　肝细胞癌；乙型肝炎病毒Ｘ；小鼠模型；Ｎｏｔｃｈ信号通路；ＤＡＰＴ
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１０７１７７０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＦＥＮＧＴａｏ，Ｅｍａｉｌ：１００７３３＠ｃｑｍｕ．
ｅｄｕ．ｃｎ

　　原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＰＬＣ）是世
界上最常见的恶性肿瘤之一，而肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）占９０％以上，它是全球第五大最常见
的癌症，也是导致癌症相关性死亡的第三大主要原

因［１］。此外，乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）慢
性感染在导致ＨＣＣ发生的相关因素中占６０％［２］。由
于ＨＢＶＨＣＣ的发病率和死亡率，它已成为发展中国
家一个困难的公共卫生问题，并且由于其局限的早期

诊断和治疗，情况正逐渐严峻［３］。此外，ＨＢＶ感染还
可以引起一系列其他临床疾病，包括无症状携带者、急

性重症肝炎、慢性肝炎和肝硬化等［１］。研究表明乙型

肝炎病毒Ｘ（ｈｅｐａｔｉｃＢｖｉｒｕｓ，ＨＢｘ）是ＨＢＶ的核心功能
蛋白［４］，并在ＨＢＶＨＣＣ中起重要作用。但是，ＨＢｘ导
致ＨＣＣ的具体机制尚不清楚，因此对 ＨＢｘ功能的研
究显得极为迫切。Ｎｏｔｃｈ信号通路是一条进化中高度
保守的通路。它参与许多发育过程，例如细胞命运确

定、终末分化和增殖［５］。研究表明，Ｎｏｔｃｈ信号通路的
异常激活可以诱导癌细胞增殖、转移和恶化［６－７］，这是

影响ＨＣＣ发生发展中最为重要的因素之一。在对肿
瘤相关通路深入研究的基础上，Ｎｏｔｃｈ信号通路已被
认为是治疗ＨＣＣ的潜在分子靶标［８］。研究表明，ＨＢｘ
可以通过影响 Ｎｏｔｃｈ１和 Ｎｏｔｃｈ４来激活 Ｎｏｔｃｈ信号通
路［９］。

　　因此，我们通过肝门静脉将 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细
胞注射入昆明小鼠体内，以此建立正常免疫下感染

ＨＢｘ的慢性动物模型。我们的目的是监测从 ＨＢｘ感
染到 ＨＣＣ发生过程中，Ｎｏｔｃｈ信号通路的长期动态变
化，并探索ＨＢｘ在小鼠体内的功能，为 ＨＣＣ的早期诊
断和治疗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　　永生化的小鼠肝前体细胞株 １４１９
由美国芝加哥大学分子肿瘤实验室捐赠，慢病毒稳转

细胞系 ＥＧＦＰ１４１９和 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９由课题组前
期构建并保存于实验室［１０］。

１．１．２　动物　　无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，

ＳＰＦ）级的雄性昆明小鼠由重庆医科大学实验动物中
心提供并代养。

１．１．３　主要试剂　　ＤＭＥＭ细胞高糖培养基购自
ＨｙＣｌｏｎｅ公司，ＦＢＳ胎牛血清购自 ＣｅｌｌＢｏｘ公司，抑制
剂ＤＡＰＴ购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司，总 ＲＮＡ提取试剂盒购自
北京康为世纪生物科技有限公司，反转录试剂盒购自

南京诺唯赞生物科技有限公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｍｉｘ实时
荧光定量试剂盒购自 Ｂｉｍａｋｅ公司，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配
置试剂盒购自碧云天生物技术公司，ＧＡＰＤＨ抗体和
Ｎｏｔｃｈ１抗体购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，ＨＢｘ
抗体购自 Ａｂｃａｍ公司，Ｎｏｔｃｈ４抗体和 Ｈｅｓ１抗体购自
爱博泰克生物有限公司，Ｂｃｌ２抗体购自上海泊湾生物
科技有限公司，Ｂａｘ抗体购自南京巴傲得生物科技有
限公司，ＣＤＫ４和ＣｙｃｌｉｎＥ抗体购自万类生物科技有限
公司，ＣｙｃｌｉｎＤ１抗体购自 Ｂｉｍａｋｅ公司，ＥＣＬ发光液购
自Ａｄｖａｎｓｔａ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　将小鼠肝前体细胞１４１９，ＥＧＦＰ
１４１９和ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９复苏后培养在添加 １０％胎
牛血清和 １％双抗的 ＤＭＥＭ（高糖）培养基中，于 ５％
ＣＯ２、３７℃的培养箱中培养。
１．２．２　动物模型构建及抑制剂　　４０只６～８周雄性
昆明小鼠随机分为３组：正常（生理盐水）组（ｎ＝５）、
ＥＧＦＰ１４１９组（ｎ＝５）和 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组（下设
６个时相点，每个时相点 ５只）。手术前将小鼠禁食
１ｄ，麻醉后固定四肢，用酒精消毒腹部，然后按腹中线
切口暴露肝脏。找到肝脏后的肝门静脉，并缓慢注入

生理盐水（每只小鼠 ２００μＬ）、ＥＧＦＰ１４１９或 ＨＢｘ
ＥＧＦＰ１４１９细胞悬液（５×１０５细胞数的 ２００μＬＰＢＳ
悬液），轻压棉球止血，缝合腹腔。分别在 ３０、９０、１８０
和３６０ｄ对小鼠实施安乐死，取肝组织。
　　另取 １８０ｄＨＢｘＥＧＦＰ１４１９小鼠 １５只，随机分
为３组（ｎ＝５）：阴性对照组（ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９）、阳性
对照组（ＤＭＳＯ）和治疗组（ＤＡＰＴ）。ＤＭＳＯ对照组给
予等量４％ＤＭＳＯ，治疗组给予ＤＡＰＴ（１００ｍｇ／ｋｇ），腹
腔注射后７２ｈ，对动物实施安乐死，并切除肝脏组织。
　　将所有肝脏样品切取部分新鲜组织浸泡于４％多

４８８ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



聚甲醛中，其余保存在液氮中，用于后续实验。

１．２．３　ＨＥ染色　　脱蜡后对组织切片行 ＨＥ染色，
并用中性树脂固定载玻片，然后在光学显微镜下观察

并拍照。

１．２．４　ＲＴｑＰＣＲ检测　　用总 ＲＮＡ提取试剂盒提
取每组小鼠的总ＲＮＡ。按照反转录试剂盒的操作说明
将ＲＮＡ转录为ｃＤＮＡ，然后用无酶水将ｃＤＮＡ稀释１０倍。
每个ＲＴｑＰＣＲ反应系统均由 ５μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎ混合
物、２μＬｃＤＮＡ模板、０．５μＬ正向引物和反向引物
（５μｍｏｌ／Ｌ）和无酶水组成，总体积为 １０μＬ，使用
ＧＡＰＤＨ作为内参，引物序列见表１。每组有３个复孔，
实验重复３次。用ＣＦＸＭａｎａｇｅｒ软件系统分析数据。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列

基因 引物序列

ＨＢｘ 上游 ５′ＴＧＣＧＧＡＣＧＡＣＣＣＴＴＣＴＣＧＧＧ３′
下游 ５′ＧＧＧＣＡＡＣＡＴＴＣＧＧＴＧＧＧＣＧＴ３′

Ｎｏｔｃｈ１ 上游 ５′ＧＡＴＧＧＣＣＴＣＡＡＴＧＧＧＴＡＣＡＡＧ３′
下游 ５′ＴＣＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣＡＧＴ３′

Ｎｏｔｃｈ４ 上游 ５′ＧＡＡＣＧＣＧＡＣＡＴＣＡＡＣＧＡＧＴＧ３′
下游 ５′ＧＧＡＡＣＣＣＡＡＧＧＴＧＴＴＡＴＧＧＣＡ３′

Ｈｅｓ１ 上游 ５′ＴＣＡＡＣＡＣＧＡＣＡＣＣＧＧＡＣＡＡＡＣ３′
下游 ５′ＡＴＧＣＣＧＧＧＡＧＣＴＡＴＣＴＴＴＣＴＴ３′

Ｂｃｌ２ 上游 ５′ＴＣＣＡＴＣＴＧＡＣＣＣＴＣＣＧＣＣ３′
下游 ５′ＣＣＣＡＧＴＴＣＡＣＣＣＣＡＴＣＣＣＴ３′

Ｂａｘ 上游 ５′ＴＧＡＡＧＡＣＡＧＧＧＧＣＣＴＴＴＴＴＧ３′
下游 ５′ＡＡＴＴＣＧＣＣＧＧＡＧＡＣＡＣＴＣＧ３′

ＣＤＫ４ 上游 ５′ＴＣＡＧＣＡＣＡＧＴＴＣＧＴＧＡＧＧＴＧ３′
下游 ５′ＴＣＣＡＴＣＡＧＣＣＧＴＡＣＡＡＣＡＴＴＧ３′

ＣｙｃｌｉｎＥ 上游 ５′ＣＴＣＣＧＡＣＣＴＴＴＣＡＧＴＣＣＧＣ３′
下游 ５′ＣＡＣＡＧＴＣＴＴＧＴＣＡＡＴＣＴＴＧＧＣＡ３′

ＣｙｃｌｉｎＤ１ 上游 ５′ＧＣＧＴＡＣＣＣＴＧＡＣＡＣＣＡＡＴＣＴＣ３′
下游 ５′ＡＣＴＴＧＡＡＧＴＡＡＧＡＴＡＣＧＧＡＧＧＧＣ３′

ＧＡＰＤＨ 上游 ５′ＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧＧＴ３′
下游 ５′ＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴＴ３′

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　剪取适量小鼠肝脏组织
于液氮中研磨，加入预先配好的裂解液缓冲液

（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１），于冰上孵育４０ｍｉｎ后在４℃
以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清液作为总蛋白，
使用ＢＣＡ试剂盒测量总蛋白浓度。在上清液中加入
蛋白上样缓冲液，于 １００℃煮沸变性 １５ｍｉｎ。通过
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离总蛋白（４０μｇ），并将其转印至
ＰＶＤＦ膜上。室温下５％脱脂牛奶中封闭２ｈ后，将膜
孵育于一抗，４℃过夜。用ＴＢＳＴ洗掉膜上多余的一抗
后，于二抗中室温孵育２ｈ，然后用ＥＣＬ发光液于自动
凝胶成像系统中显影，ＩｍａｇｅＬａｂ软件测量灰度值，
ＧＡＰＤＨ作为内参。
１．３　统计学分析
　　所有实验数据均以 珋ｘ±ｓ表示，各组间的差异采用
单因素方差分析。使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０进行统计
分析。

２　结果

２．１　ＨＢｘ在小鼠肝前体细胞中的表达鉴定
　　经复苏培养后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴｑＰＣＲ显示与
１４１９和ＥＧＦＰ１４１９细胞相比，ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞
中ＨＢｘ仍呈现显著高表达（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，图１），
说明ＨＢｘ在肝前体细胞中转染成功。
２．２　ＨＢｘ在小鼠肝脏组织中的表达鉴定
　　采用 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测正常、ＥＧＦＰ
１４１９组以及ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９３０、９０、１８０、３６０ｄ等６组
中ＨＢｘ的表达，以鉴定动物模型。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表
明，与 ＥＧＦＰ１４１９组和正常组相比，ＨＢｘ在 ＨＢｘ
ＥＧＦＰ１４１９组中显著过表达（Ｐ＜０．００１，图 ２Ａ、Ｂ），
ＲＴｑＰＣＲ结果一致（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ）。表明 ＨＢｘ在小
鼠模型中能持续性过表达，动物模型构建成功。
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１：１４－１９组；２：ＥＧＦＰ１４１９组；３：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞株中ＨＢｘ的蛋白表达；Ｂ：蛋白表达半定量分析；
Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ检测细胞株中ＨＢｘ的ｍＲＮＡ表达；ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组比较

图１　肝前体细胞株中ＨＢｘ的鉴定　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

５８８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）
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１：正常组；２：ＥＧＦＰ１４１９组；３～６分别为ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９３０、９０、１８０、３６０ｄ组；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠肝脏组织中ＨＢｘ的蛋白表
达；Ｂ：蛋白表达半定量分析；Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ检测小鼠肝脏组织中ＨＢｘ的ｍＲＮＡ表达 　ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．０５，与正常组、
ＥＧＦＰ１４１９组比较

图２　小鼠肝脏组织中ＨＢｘ的鉴定　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

大体标本观察 低倍镜观察 高倍镜观察

正
常
小
鼠
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小
鼠
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图３　正常组与肿瘤组３６０ｄ小鼠肝脏大体标本及ＨＥ染色病理学观察

２．３　小鼠肝肿瘤鉴定
　　本研究在收集 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９３６０ｄ小鼠肝脏
样本时发现部分小鼠肝脏出现肿瘤，且肝脏表面有结

节性病灶突起，直径约为１ｃｍ。ＨＥ染色镜下观显示，
与正常肝组织相比，肿瘤组织中肝小叶结构基本消失

且癌细胞大小不同，异型性明显（图３）。上述结果为
ＨＢｘ可致癌性提供了直接证据。
２．４　Ｎｏｔｃｈ信号通路在感染 ＨＢｘ后不同时间点的动

态变化

　　为了探讨ＨＢｘ对 Ｎｏｔｃｈ信号通路的影响，本研究
使用 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了 ＨＢｘＥＧＦＰ１４
１９组中不同天数的Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ４和下游靶基因Ｈｅｓ１
的表达。结果显示，Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ４和 Ｈｅｓ１在不同天
数ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组中的蛋白表达持续升高，且显

著高于正常组和ＥＧＦＰ１４１９组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，图４Ａ～Ｄ），ｍＲＮＡ水平与此一致（图 ４Ｅ～Ｇ）。
这表明ＨＢｘ在体内通过促进 Ｎｏｔｃｈ１和 Ｎｏｔｃｈ４的表达
持续性激活Ｎｏｔｃｈ信号通路，且Ｎｏｔｃｈ信号通路的持续
激活可能是导致ＨＢｘＨＣＣ发生的最重要的原因之一。
２．５　ＨＢｘ抗凋亡和促进细胞周期进程的作用是依赖

于Ｎｏｔｃｈ信号通路
　　为了进一步证明 ＨＢｘ的抗凋亡和细胞周期加速
作用与 Ｎｏｔｃｈ信号通路之间的关系，我们对 ＨＢｘ
ＥＧＦＰ１４１９１８０ｄ小鼠给予了 Ｎｏｔｃｈ信号通路抑制剂
ＤＡＰＴ，同时以ＤＡＰＴ溶剂（４％的等量ＤＭＳＯ）为阳性对
照。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示给予ＤＡＰＴ后，Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ４
和Ｈｅｓ１的蛋白水平均显著降低（Ｐ＜０．００１，图５Ａ～Ｄ），
ＲＴｑＰＣＲ结果与此一致（Ｐ＜０．００１，图５Ｅ～Ｆ）。
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１：正常组；２：ＥＧＦＰ１４１９组；３～６分别为ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９３０、９０、１８０、３６０ｄ组；Ａ～Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同时间点小鼠肝脏组
织中Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ４、Ｈｅｓ１的蛋白表达及半定量分析；Ｅ～Ｇ：ＲＴｑＰＣＲ检测不同时间点小鼠肝脏组织中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ４、Ｈｅｓ１的
ｍＲＮＡ表达；ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．０５，与正常组、ＥＧＦＰ１４１９组比较

图４　不同时间点Ｎｏｔｃｈ信号通路的动态监测　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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用ＤＡＰＴ后的Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ４和Ｈｅｓ１的蛋白表达及半定量分析；Ｅ～Ｇ：ＲＴｑＰＣＲ检测使用ＤＡＰＴ后的Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ４和Ｈｅｓ１的
ｍＲＮＡ水平；ａ：Ｐ＜０．００１，与ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９１８０ｄＤＡＰＴ组比较

图５　Ｎｏｔｃｈ信号通路在小鼠体内被显著抑制　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

７８８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）



!

"

#

$

%

&
'
(
!
#

的
)
*
+
,

相
对
表
达
量

$ # " ! -

'

.

/.0!

（
"!"$%

"）
!

/1'(234

（
!5"$%

"）
!

/1'(23.$

（
"6"$%

"）
!

7,8.9

（
"5"$%

"）
!

: ; ;

: : ;

.<=>

.,8?

9&@$A%B

&'(!#

（
#6"$%

"）
!

&CD

（
#$"$%

"）
!

7,8.9

（
"5"$%

"）
!

: ; ;

: : ;

.<=>

.,8?

9&@$A%B

#E%

$E-

$E%

%E-

%

&
'
(
!
#

的
蛋
白
相
对
表
达
量

$ # " ! -

&

C

C

"

#

$

%

&
C
D

的
蛋
白
相
对
表
达
量

$ # " ! -

/

C

C

,

"

#

$

%

&
C
D

的
)
*
+
,

相
对
表
达
量

C

$ # " ! -

4

F

#E-

#E%

$E-

$E%

%E-

%

/
.
0
!

的
蛋
白
相
对
表
达
量

$ # " ! -

G

7

G

#E%

$E-

$E%

%E-

%

/
1
'
(
2
3
4

的
蛋
白
相
对
表
达
量

$ # " ! -

C

9

C

!

"

#

$

%

/
1
'
(
2
3
.
$

的
蛋
白
相
对
表
达
量

$ # " ! -

G

H

G

$E-

$E%

%E-

%

/
.
0
!

的
)
*
+
,

相
对
表
达
量

$ # " ! -

C

I

C

#%

$-

$%

-

%

/
1
'
(
2
3
4

的
)
*
+
,

相
对
表
达
量

$ # " ! -

C

0

C

!

"

#

$

%

/
1
'
(
2
3
.
$

的
)
*
+
,

相
对
表
达
量

$ # " ! -

G

J

C

组别 组别
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C

C

１：正常组；２：ＥＧＦＰ１４１９组；３：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９１８０ｄ组；４：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９１８０ｄＤＭＳＯ组；５：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９１８０ｄＤＡＰＴ
组；Ａ～Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴｑＰＣＲ检测抗凋亡指标Ｂｃｌ２和促凋亡指标Ｂａｘ的蛋白表达及ｍＲＮＡ水平　ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０１，
ｃ：Ｐ＜０．０５，与正常组、ＥＧＦＰ１４１９组比较；Ｆ～Ｌ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴｑＰＣＲ检测细胞周期相关指标ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ、ＣｙｃｌｉｎＤ１的蛋白
表达及ｍＲＮＡ水平　ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９１８０ｄ组、ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９１８０ｄＤＭＳＯ组比较

图６　ＨＢｘ在小鼠体内导致肝细胞凋亡和细胞周期相关指标的异常变化与Ｎｏｔｃｈ信号通路间的关系　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

　　抗凋亡因子Ｂｃｌ２的蛋白水平在ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９
１８０ｄ显著增加，而促凋亡因子Ｂａｘ显著降低（Ｐ＜０．００１，
图６Ａ～Ｃ），ｍＲＮＡ水平与蛋白表达一致（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．００１，图６Ｄ、Ｅ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞周期相关因

子的结果显示 ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１在 ＨＢｘ
ＥＧＦＰ１４１９１８０ｄ的蛋白表达均显著上调（Ｐ＜０．０１，
Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０１，图６Ｆ～Ｉ），ＲＴｑＰＣＲ显示其基因水平与
蛋白表达一致（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０１，图６Ｊ～Ｌ）。
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然而上述因子的异常表达均被ＤＡＰＴ显著扭转。基于
以上数据，我们推测ＨＢｘ在小鼠体内可以通过持续激
活Ｎｏｔｃｈ信号通路，以此调节肝细胞凋亡并加速细胞
周期进程，进而促进肝细胞癌的发生。

３　讨论

３．１　ＨＢｘ与ＨＣＣ
　　ＨＣＣ是世界上常见的恶性肿瘤之一，且病死率极高，
严重威胁着人类生命和社会发展［１１］。导致ＨＣＣ发生的
危险因素包括过量饮酒、ＨＢＶ感染、黄曲霉毒素和酒精性
脂肪肝，但６０％的ＨＣＣ病例归因于ＨＢＶ［４］。ＨＢＶ病毒是
一种共价封闭的环状 ＤＮＡ（ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙｃｌｏｓｅｄｃｉｒｃｕｌａｒ
ＤＮＡ，ｃｃｃＤＮＡ），包含一个３．２×１０３的基因组，该基因
组作为转录模板存在于肝细胞核中［１２］。此外，正是其

核心蛋白ＨＢｘ促进了ＨＢＶ病毒基因组的转录［１３］。先

前的研究表明，上述过程的进行取决于 ＨＢｘ与宿主损
伤特异性 ＤＮＡ结合蛋白 １（ｄａｍａｇｅｓｐｅｃｉｆｉｆｉｃＤＮＡ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＤＤＢ１）的结合［１４］。此外，ＨＢｘ还通过
上调去乙酰化酶２（ｓｉｒｔｕｉｎ２，ＳＩＲＴ２）的表达来促进ＨＢＶ
复制和肝癌发生［１５］。

　　尽管目前可接种ＨＢＶ疫苗，但世界上仍有２．４亿
人受到感染，且许多慢性 ＨＢＶ感染者会发展成肝
癌［１６］。而现有的肝癌治疗手段复发率高、预后差，只

能提高生存率。因此，越来越多的研究者将注意力转

向了肝癌的遗传背景和分子机制等方面［１７－１８］，旨在发

现异常变化并尽早进行干预。但是，先前关于 ＨＢｘ
ＨＣＣ的大多数研究均使用传统的免疫缺陷肿瘤模型
或转基因小鼠模型［１９－２０］，由于肿瘤的形成与复杂的免

疫功能障碍有关，因此在某种程度上具有一定的局限

性。在本研究中，我们通过将 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞
注射到正常免疫的昆明小鼠中，构建了长期稳定携带

ＨＢｘ的动物模型，以探索 ＨＢｘ引起 ＨＣＣ的机制。我
们的动物模型是在自然状态下模拟ＨＢｘ感染，因此可
能更接近真实结果。

３．２　Ｎｏｔｃｈ信号通路与ＨＣＣ
　　Ｎｏｔｃｈ信号通路介导的旁分泌信号传导路径是通
过跨膜配体和受体相互作用而实现的，通路激活使相

邻细胞进行通讯传导，从而调节凋亡、增殖和决定细胞

命运等［２１］。Ｎｏｔｃｈ信号通路主要由 Ｎｏｔｃｈ受体、Ｎｏｔｃｈ
配体和细胞内效应分子组成［２２］，其激活需要相邻细胞

的受体和配体结合，然后被 γ分泌酶切割成 Ｎｏｔｃｈ细
胞内结构域（ｎｏｔｃｈｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎ，ＮＩＣＤ），ＮＩＣＤ
进入细胞核并与 ＲＢＰＪ区域（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｆｏｒｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｋａｐｐａＪｒｅｇｉｏｎ）结合，
最终激活下游转录因子 Ｈｅｓ和 Ｈｅｙ家族等。当前，已
经在哺乳动物中发现了Ｎｏｔｃｈ１／２／３／４四个受体和Ｄｅｌｔａ
ｌｉｋｅ１（ＤＬＬ１）、ＤＬＬ３、ＤＬＬ４、Ｊａｇｇｅｄ１（ＪＡＧ１）和ＪＡＧ２五个
配体。

　　近年来，越来越多的研究表明 Ｎｏｔｃｈ信号通路在
肝癌的发生发展中起着重要作用，并逐渐成为肝癌研

究中的热点。研究表明［２３］，Ｎｏｔｃｈ信号通路可以通过
激活下游核受体基因 ＮＲ４Ａ２发挥致癌作用。雄激素
受体（Ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＲ）可以通过下调 Ｎｏｔｃｈ４的
表达，从而抑制 ＨＣＣ血管生成［２４］。基因工程模型研

究表明［２５］，长期表达 ＮＩＣＤ的裸鼠模型在６个月时肿
瘤生长率达到３３％，在９个月达到５０％，而在１２个月
达到１００％，同时在体外阻断Ｎｏｔｃｈ信号通路的表达时
也显著抑制了肝癌细胞的恶性增殖。这些数据表明，

Ｎｏｔｃｈ信号通路不仅影响 ＨＣＣ的进展，而且可能是诱
导ＨＣＣ发生的重要因素，我们的研究结果与此一致。
首次以长期动态方式监测 Ｎｏｔｃｈ信号通路的变化，我
们发现Ｎｏｔｃｈ１和Ｎｏｔｃｈ４在感染ＨＢｘ３０ｄ后显示明显
的高表达，并一直持续到３６０ｄＨＣＣ发生。我们的研
究提供了充分的证据，表明 Ｎｏｔｃｈ信号通路的异常激
活是导致ＨＣＣ发生的重要因素。此外，Ｎｏｔｃｈ还可以
与Ｈｉｐｐｏ信号通路形成正反馈回路，以促进 ＨＣＣ的进
展［２６］。但是，Ｎｏｔｃｈ信号通路、ＨＢｘ和 ＨＣＣ之间的关
系和分子机制尚不清楚。因此，我们的研究基于携带

ＨＢｘ的正常免疫小鼠模型，检测了 Ｎｏｔｃｈ通路特异性
抑制剂ＤＡＰＴ使用前后的细胞周期相关因子和凋亡相
关因子的变化，初步探讨了三者间的关系和机制。

３．３　总结与展望
　　总之，我们构建了一个新的小鼠模型来探讨 ＨＢｘ
的功能和分子机制。不仅首次以长期动态的方式监测

了从ＨＢｘ感染到 ＨＣＣ发生过程中的 Ｎｏｔｃｈ信号通路
的变化，而且在３６０ｄ模型小鼠中发现了肝癌产生，这
首次为ＨＢｘ的可致癌性提供了直接证据。我们的研
究结果表明，ＨＢｘ在体内持续性激活Ｎｏｔｃｈ信号通路，
从而促进细胞周期异常加速并抑制细胞凋亡，最终导

致ＨＣＣ的发生。重要的是，这些数据为肝癌的早期诊
断和治疗奠定了基础。值得注意的是，我们的小鼠模

型是使用肝前体细胞（ｈｅｐａｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＨＰＣｓ）
来构建携带ＨＢｘ的慢病毒，而不是肿瘤细胞或正常肝
细胞。据报道，肝前体细胞可以分化为肝细胞和胆管

上皮细胞，而人类肝细胞癌变可能是基于 ＨＰＣｓ的转
化［２７］。此外，ＨＣＣ细胞的形态主要是细胞谱系中的早

９８８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）



期恶性转化，通常起源于ＨＰＣｓ［２８］。因此，使用不同的
细胞系构建模型更有利于探索肝癌的起源机制。

　　此外，ＨＢｘ还可以通过其他信号通路和因子来调
节Ｎｏｔｃｈ通路，从而促进ＨＣＣ的进程。根据本课题组
前期结果［１０］和ＳＯＫＯＬＯＷＳＫＩ等［２９］的研究，我们推测

ＨＢｘ可以通过调节Ａｋｔ信号通路来激活 Ｎｏｔｃｈ信号通
路。另外，首次发现的ＨＢｘｍｉＲ３１８８ＺＨＸ２Ｎｏｔｃｈ１信
号通路在ＨＢＶＨＣＣ的进展中同样起着重要作用［３０］。

此外，研究表明［３１－３２］，有免疫抑制作用的代表性因子

ＩＬ３５等在 ＨＣＣ患者血清中显著高表达，且在慢性
ＨＢＶ感染环境下，ＩＬ３５可通过抑制抗病毒免疫反应
来维持病毒持久性地发挥功能。因此，我们下一步将

继续关注ＨＢｘ、Ｎｏｔｃｈ信号通路和ＨＣＣ之间的关系，并
结合 ＨＢｘ抑制剂，充分发挥正常免疫小鼠模型的优
势，着重探讨ＨＢｘ导致的免疫环境改变，与Ｎｏｔｃｈ信号
通路异常激活而促使ＨＣＣ发生间的关系，以加深这三
者之间的分子机制研究。然后在我们的小鼠模型基础

上进行药物前期干预，旨在找到新的ＨＣＣ诊断及药物
治疗靶标。
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［３］ＳＡＲＴＯＲＩＵＳＫ，ＭＡＫＡＲＯＶＡＪ，ＳＡＲＴＯＲＩＵＳＢ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｏｆＭｉｃｒｏＲＮＡｉｎｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＢＶＨＣＣ）ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．
Ｃｅｌｌｓ，２０１９，８（１２）：Ｅ１５０４．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｃｅｌｌｓ８１２１５０４．

［４］ＬＡＭＯＮＴＡＧＮＥＲＪ，ＢＡＧＧＡＳ，ＢＯＵＣＨＡＲＤＭＪ．Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ
Ｂｖｉｒｕｓｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｙａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｍａ
Ｒｅｓ，２０１６，２：１６３－１８６．ＤＯＩ：１０．２０５１７／２３９４５０７９．２０１６．０５．

［５］ＬＵＪ，ＸＩＡＹＪ，ＣＨＥＮＫ，ｅｔａｌ．ＯｎｃｏｇｅｎｉｃｒｏｌｅｏｆｔｈｅＮｏｔｃｈ
ｐａｔｈｗａｙｉｎｐｒｉｍａｒｙｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＬｅｔｔ，２０１６，１２
（１）：３－１０．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｏｌ．２０１６．４６０９．

［６］ＨＵＡＮＧＱＦ，ＬＩＪＨ，ＺＨＥＮＧＪＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｃ
ｒｏｌｅｏｆｔｈｅｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｈｅｐ
ａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＪＣａｎｃｅｒ，２０１９，１０（６）：１５７０－

１５７９．ＤＯＩ：１０．７１５０／ｊｃａ．２６８４７．
［７］ＷＡＮＧＸＱ，ＺＨＡＮＧＷ，ＬＵＩＥＬＨ，ｅｔａｌ．Ｎｏｔｃｈ１Ｓｎａｉｌ１

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎｐａｔｈｗａｙｉｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ
［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２０１２，１３１（３）：Ｅ１６３－Ｅ１７２．ＤＯＩ：１０．
１００２／ｉｊｃ．２７３３６．

［８］ＧＩＯＶＡＮＮＩＮＩＣ，ＭＩＮＧＵＺＺＩＭ，ＧＥＮＯＶＥＳＥＦ，ｅｔａｌ．Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒａｎｄｐｒｏｔｅｏｍｉｃｉｎｓｉｇｈｔｉｎｔｏＮｏｔｃｈ１ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｉｎ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１６，７（２６）：
３９６０９－３９６２６．ＤＯＩ：１０．１８６３２／ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ．９２０３．

［９］ＧＡＯＪ，ＸＩＯＮＧＹＭ，ＷＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸ
ｐｒｏｔｅｉｎａｃｔｉｖａｔｅｓＮｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｂｙｉｔｓｅｆｆｅｃｔｓｏｎＮｏｔｃｈ１ａｎｄ
Ｎｏｔｃｈ４ｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，
２０１６，４８（１）：３２９－３３７．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｉｊｏ．２０１５．３２２１．

［１０］王薛，霍本念，刘洁，等．ＨＢｘ基因激活Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号
通路抑制肝脏细胞凋亡［Ｊ］．第三军医大学学报，２０１９，
４１（１０）：９３１－９３８．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１８１１１８５．
ＷＡＮＧＸ，ＨＵＯＢＮ，ＬＩＵＪ，ｅｔａｌ．ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸ
ｇｅｎｅｉｎｈｉｂｉｔｓｈｅｐａｔｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｍｉｃｅｖｉａＡｋｔ／ｍＴＯＲ
ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＴｈｉｒｄＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１９，４１（１０）：９３１－

９３８．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１８１１１８５．
［１１］周煜，薛淑一，李明春．Ｎｏｔｃｈ信号通路及其与肝癌相关

性的研究进展［Ｊ］．实用医药杂志，２０１８，３５（９）：８４２－

８４６．ＤＯＩ：１０．１４１７２／ｊ．ｉｓｓｎ１６７１４００８．２０１８．０９．０２７．
ＺＨＯＵＹ，ＸＵＥＳＹ，ＬＩＭＣ．ＲｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎＮｏｔｃｈ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｌｉｖｅｒｃａｒｃｉｎｏｍａ
［Ｊ］．ＰｒａｃｔＪＭｅｄＰｈａｒｍ，２０１８，３５（９）：８４２－８４６．ＤＯＩ：
１０．１４１７２／ｊ．ｉｓｓｎ１６７１４００８．２０１８．０９．０２７．

［１２］ＳＥＫＩＢＡＫ，ＯＴＳＵＫＡＭ，ＯＨＮＯＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ
ＨＢＶｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆｒｏｍｃｃｃＤＮＡｗｉｔｈｎｉｔａｚｏｘａｎｉｄｅｂｙｔａｒｇｅ
ｔｉｎｇｔｈｅＨＢｘＤＤＢ１ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ
Ｈｅｐａｔｏｌ，２０１９，７（２）：２９７－３１２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｃｍｇｈ．
２０１８．１０．０１０．

［１３］ ＬＵＣＩＦＯＲＡＪ，ＡＲＺＢＥＲＧＥＲＳ，ＤＵＲＡＮＴＥＬＤ，ｅｔａｌ．
ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸｐｒｏｔｅｉｎｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｔｏｉｎｉｔｉａｔｅａｎｄｍａｉｎ
ｔａｉｎｖｉｒｕｓｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＨｅｐａｔｏｌ，２０１１，
５５（５）：９９６－１００３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｈｅｐ．２０１１．０２．０１５．

［１４］ＶＡＮＢＲＥＵＧＥＬＰＣ，ＲＯＢＥＲＴＥＩ，ＭＵＥＬＬＥＲＨ，ｅｔａｌ．
ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸｐｒｏｔｅｉｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｓｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｅｌｅｃ
ｔｉｖｅｌｙｆｒｏｍｅｘｔｒａｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅｓ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏ
ｇｙ，２０１２，５６（６）：２１１６－２１２４．ＤＯＩ：１０．１００２／ｈｅｐ．
２５９２８．

［１５］ＣＨＥＮＧＳＴ，ＲＥＮＪＨ，ＣＡＩＸＦ，ｅｔａｌ．ＨＢｘｅｌｅｖａｔｅｄ
ＳＩＲＴ２ｐｒｏｍｏｔｅｓＨＢＶｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎａｎｄｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ
［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１８，４９６（３）：９０４－

９１０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．２０１８．０１．１２７．
［１６］ＴＡＮＧＬＳＹ，ＣＯＶＥＲＴＥ，ＷＩＬＳＯＮＥ，ｅｔａｌ．Ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐ

ａｔｉｔｉｓＢｉｎｆｅｃｔｉｏｎ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＪＡＭＡ，２０１８，３１９（１７）：
１８０２－１８１３．ＤＯＩ：１０．１００１／ｊａｍａ．２０１８．３７９５．

［１７］ＬＩＹ，ＦＵＹ，ＨＵＸ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＨＢｘＣＴＴＮｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

０９８ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｐｒｏｍｏｔｅｓｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｖｉａＣＲＥＢ１［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１９，１０（６）：
４０５．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４１９０１９１６５０ｘ．

［１８］ＴＡＮＳＹ，ＶＩＳＶＡＮＡＴＨＡＮＳ，ＡＢＵＨＡＳＳＡＮＲ，ｅｔａｌ．
ＡｕｔｏｐｈａｇｉｃｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｍｉｓｆｏｌｄｅｄｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒＣｏ
ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ（ＮＣｏＲ）ｉｓｌｉｎｋｅｄｔｏｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｉｎ
ＨＢＸｐｏｓｉｔｉｖｅｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔ
Ｏｎｃｏｌ，２０１９，９：１３３５．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｏｎｃ．２０１９．０１３３５．

［１９］ＤＵＡＮＬ，ＷＵＲ，ＺＨＡＮＧＸＹ，ｅｔａｌ．ＨＢｘｉｎｄｕｃｅｄＳ１００Ａ９
ｉｎＮＦκＢｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒｐｒｏｍｏｔｅｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
ｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１８，
９（６）：６２９．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４１９０１８０５１２２．

［２０］ＣＨＩＵＡ Ｐ，ＴＳＣＨＩＤＡ ＢＲ，ＳＨＡＭ ＴＴ，ｅｔａｌ．ＨＢｘ
Ｋ１３０Ｍ／Ｖ１３１Ｉｐｒｏｍｏｔｅｓｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅｖｉａ
ＡＫＴ／ＦＯＸＯ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄｍｅｔａｂ
ｏｌｉｓｍ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１９，１７（７）：１５８２－１５９３．
ＤＯＩ：１０．１１５８／１５４１７７８６．ＭＣＲ１８１１２７．

［２１］ＢＲＡＹＳＪ．Ｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｉｎｃｏｎｔｅｘｔ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｏｌＣｅｌｌ
Ｂｉｏｌ，２０１６，１７（１１）：７２２－７３５．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｒｍ．２０１６．９４．

［２２］ＡＤＡＭＳＪＭ，ＪＡＦＡＲＮＥＪＡＤＨ．Ｔｈｅｒｏｌｅｓｏｆｎｏｔｃｈｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇｉｎｌｉｖｅｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，
２０１９，９（１０）：６０８．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｂｉｏｍ９１００６０８．

［２３］ＺＨＵＢ，ＳＵＮＬ，ＬＵＯＷ，ｅｔａｌ．ＡｃｔｉｖａｔｅｄＮｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ａｕｇｍｅｎｔｓｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｖｉａｕｐ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒＮＲ４Ａ２［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，
２０１７，８（１４）：２３２８９－２３３０２．ＤＯＩ：１０．１８６３２／ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ．
１５５７６．

［２４］ＢＡＯＳＸ，ＪＩＮＳ，ＷＡＮＧＣＨ，ｅｔａｌ．Ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｖａｓｃｕｌｏｇｅｎｉｃｍｉｍｉｃｒｙｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｖｉａｃｉｒｃＲＮＡ７／ｍｉＲＮＡ７５ｐ／ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ／Ｎｏｔｃｈ４ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ
［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２０２０，２４（２３）：１４１１０－１４１２０．
ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊｃｍｍ．１６０２２．
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ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｓａｃｔｉｖａｔｅｄｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄ
ｉｎｄｕｃｅｓｔｕｍｏｒｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，
２０１２，１４３（６）：１６６０－１６６９．ｅ７．ＤＯＩ：１０．１０５３／ｊ．ｇａｓｔｒｏ．

２０１２．０９．００２．
［２６］ＫＩＭＷ，ＫＨＡＮＳＫ，ＧＶＯＺＤＥＮＯＶＩＣＪＥＲＥＭＩＣＪ，ｅｔａｌ．

ＨｉｐｐｏｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎａｎｄＮｏｔｃｈ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｒｅｐｒｅｓｓｌｉｖｅｒｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，
２０１７，１２７（１）：１３７－１５２．ＤＯＩ：１０．１１７２／ＪＣＩ８８４８６．

［２７］ＪＩＡＳＱ，ＲＥＮＪＪ，ＤＯＮＧＰＤ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｂｉｎｇｔｈｅｈｅｐａｔｉｃ
ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．
ＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＲｅｓＰｒａｃｔ，２０１３，２０１３：１４５２５３．ＤＯＩ：１０．
１１５５／２０１３／１４５２５３．

［２８］ＷＡＲＤＳＣ，ＴＨＵＮＧＳＮ，ＬＩＭＫＨ，ｅｔａｌ．Ｈｅｐａｔｉｃｐｒｏ
ｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｓｆｒｏｍＡｓｉａｎｃｈｉｌｄｒｅｎ［Ｊ］．Ｌｉｖｅｒ
Ｉｎｔ，２０１０，３０（１）：１０２１１１．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．１４７８３２３１．
２００９．０２１２６．ｘ．

［２９］ＳＯＫＯＬＯＷＳＫＩＫ Ｍ， ＢＡＬＡＭＵＲＵＧＡＮ Ｍ， ＫＵＮＮＩ
ＭＡＬＡＩＹＡＡＮＳ，ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｏｆＡｋｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎＮｏｔｃｈ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ：ｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｆｏｒｄｕ
ａｌｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＡｍＪＳｕｒｇ，２０１６，２１１（４）：７５５－

７６０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｍｊｓｕｒｇ．２０１５．１１．０２９．
［３０］ＺＨＯＵＳＪ，ＤＥＮＧＹＬ，ＬＩＡＮＧＨＦ，ｅｔａｌ．ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢ

ｖｉｒｕｓＸｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｍｏｔｅｓＣＲＥＢｍｅｄｉａｔｅｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ
３１８８ａｎｄＮｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．
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［３１］尹洁，王晓娜．ＩＬ３５调控恶性肿瘤发生发展机制的研究
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