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【摘 要】目的 比较 Huh7、SMMC一7721细胞系抵抗外源性活性氧类(reactive oxygen species，Ros)物质能力的不同，并初步探 

究肝癌细胞抗 ROS的机制。方法：不同浓度的 H：O：处理 Huh7和 SMMC一7721细胞后，比较两者凋亡、坏死的差异，检测细胞内 

ROS、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)、还原型谷胱甘肽(reduced glutathione，GSH)含量及细胞活性、肿瘤干性分 

子、ROS清除酶基因和DNA修复酶基因的表达变化。结果：同浓度H20：处理后，SMMC一7721细胞凋亡和坏死数目多于Huh7 

细胞，其细胞活性明显低于Huh7细胞，在 1~mol／mL H 0：浓度组，计数 1 500个细胞内SMMC一772 1与Huh7细胞凋亡与坏死 

数目分别为(841．7 4-78．7)个、(169．7 4-76．1)个(t=10．638，P=-O．000)；SMMC一7721与 Huh7细胞活性分别为(0．21-4-0．02)、(0．74± 

0．14)(t=6．478，P=0．022)。肝癌细胞内ROS的水平随 H 0：浓度增加呈升高趋势，但 Huh7细胞内明显低于 SMMC一7721细胞，在 

1~mol／mL H202浓度组，SMMC一7721与 Huh7细胞细胞 内 ROS水平分别为 (128 793 4-1 158)、(103 455±1 665)(t=21．639， 

P=0．ooo)；Huh7细胞比SMMC一7721细胞有更高含量的GSH、SOD，并且在 H202处理后GSH、SOD下降趋势缓于SMMC一7721 

细胞 ，在 1 Ixmol／mL H202浓度组，SMMC一7721与 Huh7细胞内 GSH含量分别为(32．85±4．47)mg／g prot、(106．60±6．83)mg／g 

prot(t=15．655，P=0．000)，SMMC一7721与 Huh7细胞 内 SOD含量分别为(19．22 4-2．93)U／mg prot、(23．57士4．85)U／mg prot( = 

1．332，P=O．254)；整体上肝癌细胞内 GSH、SOD的变化早于细胞内 ROS和细胞活性的变化；Western blot提示 Huh7细胞比 

SMMC一7721细胞高表达肿瘤干性分子 CD133、Bmi一1、ROS清除酶基因 SOD2和 DNA修复基因 Rad51。结论：Huh7比SMMC一 

7721有更强的抗 ROS能力 ，相对高表达 CD133、Bmi一1、SOD2及 Rad51，这些分子可能参与了肝癌细胞抗 ROS的过程 ，且可能 

通过细胞内GSH、SOD直接发挥作用。 
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【Abstract]Objective：To compare the ability to resist exogenous reactive oxygen species(ROS)between Huh7 and SMMC-7721 cell 

lines and to explore the ROS resistance mechanisms in hepatocellular carcinoma(HCC)cell lines preliminary．Methods：After hep- 

atoma cell lines Huh7 and SMMC-7721 being treated with different concentrations of H202，differences in cell apoptosis and necrosis 

were compared，contents and cell activity of ROS，superoxide dismutase(SOD)，reduced glutathione(GSH)were measured，changes in 

expression of CSCs molecules，ROS scavenger enzyme genes，DNA repair gene between the two cell lines were detected．Results：Af- 

ter being treated with the same concentration of H202，cell line SMMC一7721 had more apoptosis and necrosis and lower cell activity 
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than cell line Huh7；the dead cells of SMMC一7721 and Huh7 

in total of 1，500 cells were(841．7±78．7)，(169．7±76．1)(f= 

10．638，P=0．000)and cell activities were(0．21±0．02)，(0．74± 

0．14)(t=6．478，P=0．022)when H2O2 concentration was 1 I~mol／ 

mL；the content of ROS in hepatoma cells increased with the 
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increase of concentration of H202，but Huh7 had less change than that in SMMC一7721；ROS of SMMC一7721 and Huh7 were(128 

793±1 158)；(103 455±1 665)(t=21．639，P=0．000) at the level of 1 Ixmol／mL H202；Huh7，compared with cell line SMMC-7721， 

had higher levels of GSH，SOD and more slowly ROS increasing tendency and decreasing tendency of GSH and SOD after being ex— 

posed to different concentrations of H2O2；GSH of SMMC'7721 and Huh7 were(32．85±4．47)mg／g prot，(106．60±6．83)mg／g pmt 

(t=15．655，P=-O．0oo)and SOD were(19．22±2．93)U／mg prot，(23．57±4．85)U／mg prot(t=1．332，P=O．254)；the changes of the in— 

tracellular GSH and SOD changed earlier than that of ROS in liver cancer cells as a whole；ROS scavenging enzyme genes and DNA 

repair genes expressed in Huh7 cells was relatively higher than that in SMMC-7721 cells． Compared with cell line SMMC一7721，can— 

cer stem cells(CSCs)molecules CD133，bmi一1，ROS scavenger enzyme gene SOD2 and DNA repair gene Rad51 were expressed higher 

in Huh7 than that in SMMC一7721．Conclusion：Cell line Huh7 had stronger ROS resistance ability than cell line SMMC一7721 and 

higher expression of CD133，Bmi-1，SOD2 and Rad51．Those genes may be involved in the process of liver cancer cells’ROS re— 

sistance through regulating intracellular GSH and SOD． 
． 

【Key words]hepatocellular carcinoma；reactive oxygen species；CSCs molecular；DNA repair gene；ROS remove gene 

化疗是肝癌晚期患者的主要疗法．但肿瘤异质 

性的存在使预后评判极为困难【 q；肝癌化疗药物如 

5一氟尿嘧啶、顺铂及索拉非尼能使肿瘤细胞形成活 

性氧类(reactive oxygen species．ROS)物质超载．促 

进肝脏肿瘤细胞凋亡和坏死[3-5]。因此，肝癌患者化 

疗的失败与肿瘤耐药性的形成、肿瘤的异质性及化 

疗过程中建立的ROS抵抗机制有关 。同时肿瘤干细 

胞在该过程中也发挥着重要作用网。Ding论述了肿 

瘤干细胞与肿瘤的发生、复发和转移有重要关系，而 

且肿瘤干细胞内ROS水平较低17l：此外，细胞内的还 

原类物质如超氧化物歧化酶(superoxide dismutase， 

SOD)、还原型谷胱甘肽(reduced glutathione，GSH) 

以及相关的ROS清除酶基因嘲和DNA修复酶基因 

Rad5 1也都参了ROS平衡的维持[9-101。本文旨在对 

比2种肝癌细胞系 Huh7和SMMC一7721抗 ROS能 

力的差异，测定两者细胞内 SOD、GSH的水平变化 

和相关的ROS代谢酶基因SOD2、DNA修复酶基因 

Rad51及肿瘤干性分子 CD133、Bmi一1的表达情况， 

探讨分析肝癌细胞抗 ROS的机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料与设备 

DMEM培养基、胎牛血清(FBS)(Gibco公司)，双抗(青 

霉素／链霉素)(上海普飞生物)，TRIzol~Reagent(Thermo公 

司)，CCK8试剂盒、BSA蛋 白浓度测定试剂盒 、30％过氧化 

氢、GSH、SOD酶联免疫试剂盒(上海翊圣生物)，Bestar qPCR 

RT Kit及 PCR Master Mix(DBI Bioscience)，AO—EB染液(上 

海克拉玛尔)，凝胶图像分析系统 Tanon 5500)，荧光显微镜 

及成像 系统 (OLYMPUS IX71)，酶标仪 (Thermo NanoDrop 

2000)，抗体 Bmi一1、CD133(CST公司)，抗体 Rad51、SOD2、 

二抗 、p16、p21(圣克鲁斯)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 细胞培养 Huh7及 SMMC一7721细胞株来 自上海第 

．二军医大学附属肝胆外科医院肿瘤免疫实验室。培养基配制 

为DMEM培养基中加入 10％的胎牛血清、l％的双抗；细胞复 

苏后培养于 37℃ 5％CO 孵箱中，定期传代培养。 

1．2．2 AO—EB染色观察细胞凋亡与坏死 选择对数期的 2 

种肝癌细胞，消化离心，培养基重悬后，加入到 24孔板培养， 

数量为 1．0 x 105个，孔。细胞贴壁后加入不同浓度的H：O ，加 

入不同浓度的H202，浓度依次为0．5、0．7⋯1 0 2．0、3．0 I~mol／mL； 

培养 12 h后，吸去旧培养基，加入AO—EB染液(A：B=I：1，20 

AO—EB染液／mL培养基)。避光 5 min后，使用荧光显微 

镜观察细胞的凋亡和坏死情况，计数后统计分析。可见4种 

细胞形态：活细胞，核染色质着绿色并呈正常结构；早期凋亡 

细胞，核染色质着绿色呈固缩状或圆珠状；非凋亡的死亡细 

胞，核染色质着橘红色并呈正常结构；晚期凋亡细胞，核染色 

质为橘红色并呈固缩状或圆珠状。 

1．2．3 细胞活性检测 选择对数期的 2种细胞铺 96孔板 ， 

每孔细胞数为 lxl0 个／孑L。待细胞贴壁牢固后，加入不同浓 

度的 H20：，浓度分别为 0．5、0．7、1．0、2．0、3．0 p~mol／mL；培养 

12 h后，吸去原有培养基，加入 CCK8工作液(10 p~LCCK8／ 

100 IxL DMEM培养基)。37℃培养 1 h，多功能酶标仪测定。 

1．2．4 细胞内 ROS检测及荧光显微镜观察 荧光显微镜观 

察 ：选择对数期 的 2种细胞 ，进行 24孔板铺板 ，数量为 

1．0 x 10 个／孔。稳定贴壁后，加入不同浓度的 HzO ，处理 8 h 

后 ．吸去原有培养基，加入含有 DCF—HA的培养基(DCF—HA 

浓度为 10~moYL)，继续培养 1 h。使用荧光显微镜观察细胞 

内ROS变化。酶标仪检测法：96孔板铺板，数量为 1．0xl04 

个／孔，激发波长 488 nm，发射波长525 nm。 

1．2．5 细胞 内氧化还原类物质检测 冰上消化收集不同浓 

度 H20 处理的 2种细胞 。PBS洗净 ，离心加入 RIPA细胞裂 
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解液，一80℃冰{彳i反复冻存 3次 ，4℃离心提收 L}fI『，陋标 

仪榆测细胞 内 SO1)(榆测波长 550 )和 GSH(榆测波 长 

410 II1||) 

1．2．6 卡订父分子 达检测 总 白提取：消化收集 Huh7和 

SMMC一7721两种细胞 ，加入 RII，A裂解液．冰上裂解 30 lnin． 

4 c【：离心提取上浦 ，使』IJ BCA试剂盒榆测蛋f 浓度，Wes[erli 

bhll榆测 卜性分 f及 DNA修复毖 、ROS清除琏 的表达 

蕾婷 

1．3 统计学分析 

小次研究数 采川 sI)SS 21．0统计软什进行处 ，所得 

数f 以均数 ±标准篾(x±s)表永 。使JH蛹独立样本 ，检验进 

行数据统汁分析．愉验水准 =0．05 

MMC-772】 

Huh7 

2 结 果 

2．1 不 同浓度 tt 0 下 Huh7和 SMMC一7721细胞凋亡情况 

2种肝癌细胞系经过不同浓度 H!O：处 后会⋯现不 

程度的凋 或坏死( 1)，J I．凋 和坏死比例随着 H，O 浓度 

的增加 增JJI『，Jt旱现指数形式变化的趋 ( 2B) 存川 · 

t 0 浓度下，}hlh7细胞发乍捌1 祠I坏死的比例低丁SMMC一 

772 1细胞，J 体数值及分析 表 l 结果表IJ』jjJf毗Hq,@flH胞小 

吁 存一定的抗 ROS物质 ． 而有一定的抵抗 ROS的能 J． 

细胞 内的抗 R()S物质消耗掉之后或在 H O 浓度超过细胞 

小身的代偿 ，会f{I观捌r。：和l坏死的急剧增『JI】；同时也表明 

Ituh7细胞比SMMC一7721细胞有更强的抵抗 ROS的能力 、 

橙也或行橙姑色细Jj乜为凋亡歧坏死圳胞 

图 1 不同浓度 H 培养 12 h时的 Huh7和 SMMC一7721细胞凋亡AO—EB荧光图 

Fig．1 AO—EB fluorescence of Huh7 and SMMC一7721 cells apoptosis under different concentrations of H2o2 for 12 hours 
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图 2 不同浓度H 0 处理后 Huh7与 SMMC一7721细胞的凋亡趋势与计数比较 

Fig．2 Comparisons of cell apoptosis trends and counts between Huh7 and SMMC一7721 under different concentrations of H202 
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2．2 Huh7与 SMMC一7721细胞活性 比较 

相同数量的细胞未经 H：0：处理时，Huh7细胞~ESMMC一 

7721的细胞活性(CCK8)略高 ，Huh7与 SMMC一7721细胞活 

性分别为(0．93±0．04)、(0．81±0．04)；但无统计学差异( = 

3．069，P=0．055)。经不同浓度 H 0：处理后 ，Huh7细胞活性的 

下降趋势明显缓于SMMC一7721细胞(图3B)，且在同浓度 

H：0 下，Huh7细胞的活性明显高于 SMMC一7721细胞(图 

3A)，细胞活性值及统计分析见表 2。细胞活性能力检测说 

明，Huh7细胞的抗 ROS抵抗能力强于 SMMC一7721。较低浓 

度 H20：下，Huh7细胞的活性曲线接近水平 ，而 SMMC一7721 

细胞的活性曲线则呈明显下降趋势，由此说明Huh7细胞在 

正常培养条件下ROS抵抗能力储备强于SMMC一7721。 

2．3 不 同浓度 H，0，下 Huh7和 SMMC-7721细胞 内 ROS变化 

胞内ROS水平(DCF—HA荧光)可以直接反映细胞内氧 

化应激状态。肝癌细胞在未经 H20 处理时，细胞内无氧化应 

激超载，细胞荧光显影为暗黑色(图 4A、B)，在 H20：处理后， 

细胞 内ROS激发荧光亮度明显增强 (图 4B～H)。Huh7和 

SMMC一7721两种细胞内ROS水平随 H20 浓度增加而升高， 

但在 0 Ixmol／mL条件下无差异。不同浓度组 Huh7细胞内 

ROS水平低于SMMC一7721(图5A)。且 Huh7组的ROS变化 

更加缓慢(图 5B)，提示 Huh7对 ROS的调控和抵抗能力强 

于SMMC一7721，具体数值及分析见表3。在 H 0 浓度高于2 

I~mol／mL时，Huh7内ROS水平高于SMMC一7721，原因可能 

在于 SMMC一772 1细胞死亡过多，导致外源性 H 0 无法在细 

胞内转化为 ROS，并且在 H20：浓度为 2 I．Lmol／mL时 2组差 

异无统计学意义，而在 3 I~mol／mL时 2组差异有统计学意义， 

说明在此时细胞内ROS水平已经趋于最大极限。此外 ，随着 

H 0：浓度的增加，细胞内ROS水平趋于极限值，组间差异变 

小(图 5)。 

2．4 不 同浓度 H 0 下 Huh7和 SMMC一7721细胞 内 SOD与 

GSH的变化 

未经处理时，与 SMMC一7721相比，Huh7细胞内 SOD、 

表 1 H 各浓度组两细胞系细胞凋亡(i± ，个 ) 

"lab．1 Average necrosis of cell in each group(x± 。cel1) 

1 

l 

烬 

o 

O 

0 O．5 O．7 1 2 3 4 

H20：浓度(txmol／mL) 

1．5 

1．0 

船 
留 
愚 0．5 

O 0．5 O．7 1 2 3 4 

H202浓度(~mol／mL) 

A．Huh7与 SMMC一7721在同浓度 H20 时的对比 B．2组细胞的活性在不同 H 0 浓度下的变化趋势 

a：P<O．05；ns：统计无差异 ’ 

图3 Huh7与SMMC一7721细胞经不同浓度 H2()2作用后的细胞活性对比 

Fig．3 Comparison of cell ativity between Huh7 and SMMC一7721 under different concentrations of H2O2 

表 2 H2o 各浓度组两细胞系细胞活性 (i± ) 

Tab．2 Average cell activity in each group(x± ) 
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( sH略高 1It,l17细J也 受划 t O 刺激后，细胞内SO1)、GSIl 

变化相埘缓慢． 同一 lll O 浓 下，S()I)、GSH 量 Huh7 

高于 SMMC一772l ( 6) 随符细胞内 ROS水平的Yt‘『 、 

细胞活性的下降及i}̂JI ‘比例flg J"iJ'hH，肝癌细胞内SO1)、(；5tt 

相应递减趋势，H细胞活性降低速率及细胞 内ROS的增 

JJl1速 钲均低于SOD、(；Stt的降低速率， 细胞内 ROS的增JJI1 

卡̈细胞活性的降低发，I ：还 炎物质 SOD、GStt消耗之J— 、 

同时， 浓度 H10 条件 卜，}llJh}17细胞内 D、GSt j 

SMMC一7721，表nJj thdl7细胞抗 )s能力强丁 SMMC-7721， 

细胞内 GSI{、SOD禽{ 均ffI及统 'r分析 表4、表 5 

SMM【：-7721 

H ḧ7 

2．5 tt L】l17与SMMC一7721细胞内相关分子表达情况 

肿 细胞十件分 l{l1li一1 仃训控 ROS抵抗的功能 ． 

i(i CDl33高表达~gJfill／J~bl0意味符细胞 f。 特征强、细胞分 

化 度低 、恶性程度尚 Ï{uh7细胞表达 CDI33、Bmi一1 f■r 

SMMC一7721．提示十性分f可能足抗 ROS作用的主要原IN， 

为 CDI 33与 Bmi一1参 肿9南 胞乍长 、分化信号通路的 

州控 )16、p2l作为洲r：促进 子， lluh7与SMMC一772I 

1人】表现明 差异，Huh7 I也I 达 p21，低表达受 Bmi—l州 

控的 【 16，提示肝癌内 』 他的抗搁f_机制 DNA修复肛 

Ra(t5l Huh7内 达尚 j SMMC一772l，Rad51的高表达 

彳『助丁 üh7细胞刈~j4 1 I／ -1)NA的修复( 7) 

厂_  I j ’’’’’’’’’’。。。’。。。。———————] I l 1 

I 

图 4 Huh7与 SMMC一7721细胞在不同浓度 H O 作用后细胞内DCF—HA荧光图 

4 DCF—HA fluorescence intensity of Huh7 and SMMC一7721 cells under different concentratio s of H202 
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图5 SMMC一7721与 Huh7细胞在不同浓度 H O 作用后细胞内ROS变化 

Fig．5 Changes of ROS in Huh7 and SMMC一7721 cells under different concentratiOns of H2O2 

表 3 H O 各浓度组两细胞系ROS水平( ±s) 
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图6 不同浓度 H2O2处理 Huh7与 SMMC一7721细胞内SOD、GSH的变化 

Fig．6 Changes of SOD GSH in Huh7 and SMMC-7721 cells under different concentrations of H O2 

表 4 H20 各浓度组两细胞系GSH含量 ( ± ，mg／g prot) 

Tab．4 Average content of GSH in each group(x± 。mg／g prot) 

图 7 Huh7和 SMMC一7721细胞内相关分子的表达 

Fig．7 Expressions of related moleculars in Huh7 and 

． 
SMMC一7721 

3 讨 论 

许多化疗药物如氟尿嘧啶、顺铂 、索拉非尼可 

通过增加癌细胞内的 ROS来诱导肿瘤细胞的凋亡 

和坏死[3-51。ROS的超载使细胞DNA受损，质膜和细 

胞内重要的酶蛋白氧化，从而导致细胞发生坏死或 

凋亡。如果受损的DNA不能得到及时修复，会诱发 

突变导致正常细胞癌 “】。正常细胞和肿瘤细胞在 

新陈代谢过程中可产生内源性 ROS，且能维持相对 

平衡。细胞内存在的还原类物质 GSH和SOD可主 

动清除累积的ROS[8]。肿瘤细胞普遍存在耐药现象， 

表明肿瘤细胞普遍存在抗 ROS能力。同时，肿瘤细 

胞的 DNA修复能力是细胞抗凋亡和坏死的重要因 

素。临床样本中发现 DNA修复酶基因 Rad51高表 

达，患者预后较差 砌，因此 DNA修复酶基因高表达 

意味着肿瘤细胞较强的抵抗ROS能力和耐药能力。 

不同遗传背景的肿瘤患者，尤其是肿瘤干性分 

子CD133、Bmi一1高表达的患者，预后更差，转移和 

复发率更高[12J。体外实验证明，分离出的高表达干性 

分子 CD133、CD90、EpCAM和 Bmi一1的细胞亚群相 

比于普通肿瘤细胞有更强的侵袭、转移能力；小鼠 

皮下成瘤实验也说明干性分子高表达的细胞亚群 

更容易引起肿瘤的发生[13 4】。在肿瘤分离出来的干 

细胞中发现。肿瘤干细胞内的ROS水平低于普通肿 

3 — 5 一 一 一 
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瘤细胞 ，说明肿瘤患者化疗抵抗的一个主要因素在 

于肿瘤干细胞的存在。化疗过程中出现的短期敏 

感、长期耐药现象，可能是化疗药物诱导了普通肿 

瘤细胞的凋亡和坏死。使得肿瘤干细胞富集，形成 

耐药肿瘤组织。由于肿瘤干细胞有更强的迁移和侵 

袭能力，因而耐药现象往往伴随肿瘤的复发和转移。 

肿瘤干性分子 Bmi一1具备调控 ROS抵抗的能力 ， 

Jin等[ 51的研究表明，敲除 Bmi一1的小鼠．肾间质出 

现明显的氧化应激性损伤 ，同时不同的肿瘤干性分 

子在不同肿瘤组织中普遍表达，表明肿瘤干细胞普 

遍存在。这解释了耐药性普遍存在的原因。 

本研究发现，Huh7细胞比SMMC一7721细胞有 

更强的抗 ROS能力，同时 Huh7细胞高表达 Bmi一1、 

CD133、SOD2和 Rad51，并且 Huh7细胞内 GSH、 

SOD水平相对较高，说明 Huh7细胞抵抗 ROS的能 

力依赖以上因素。肿瘤干细胞作为肿瘤组织中维持 

细胞自我更新的主要细胞，在肿瘤患者术后复发和 

转移中发挥重要作用，而且肿瘤耐药往往伴随复发 

与转移 ，表明肿瘤干细胞是肿瘤组织中发挥药物抵 

抗的主要亚群。此外，在高浓度 H O 下，肝癌细胞仍 

有小部分存活，说明肝癌细胞中存在抗 ROS亚群。这 
一 亚群可能是高表达CD133或 Bmi一1的干细胞亚 

群。调控细胞 ROS代谢的SOD2和DNA修复基因 

Rad5 1，可能是抗 ROS信号通路下游起直接作用的 

分子，但不在基因层面影响细胞的调控。而重要膜 

蛋白分子 CD133可以参与信号通路的调控．核转录 

因子的 Bmi一1更直接参与基因选择性表达的调控 

和细胞的分化、发育『161。 

综上所述．肝癌细胞 Huh7比 SMMC一7721有 

更强的调控 ROS抵抗的能力，有可能是通过高表达 

干性分子 CD133、Bmi一1及相关 的 ROS清除酶、 

DNA修复酶基因，决定了肝癌细胞抗 ROS能力，进 

而决定其耐药性。其中，肿瘤干细胞的存在或肿瘤 

干性分子 CD133、Bmi一1的表达可能是肿瘤细胞耐 

药及 ROS抵抗的根本因素。本研究初步探讨分析了 

肝癌细胞抗 ROS能力的机制，能更好地指导临床用 

药和研发抑制 ROS抵抗的化疗药物，为临床肿瘤治 

疗提供新的策略。临床上“少次大剂量脉冲式”的化 

疗方案有可能更大限度发挥化疗药物的作用，减少 

肿瘤细胞耐药性的产生。新药的研究可以更加关注 

肿瘤干性分子的靶向药，尤其是能同时诱导肿瘤细 

胞凋亡和抑制 ROS抵抗能力的双重作用药物。此 

外，肿瘤药物研发策略的重点也应当从普通的肿瘤 

细胞向肿瘤干细胞亚群方面转移．从肿瘤细胞的杀 

伤效果向抑制肿瘤细胞 ROS抵抗能力转移。 
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