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［摘　要］目的：探讨肝癌干细胞标记物ＥｐＣＡＭ和ＣＤ１３在不同肝癌细胞系中的表达及乙型肝炎病毒Ｘ蛋白
（ＨＢｘ）对ＥｐＣＡＭ和ＣＤ１３表达的影响。方法：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测正常肝细胞系（ＬＯ２细胞）和肝癌细胞系（Ｈｕｈ７，
Ｂｅｌ７４０４，Ｈｅｐ３Ｂ，ＱＳＧ７７０１细胞）中肝癌干细胞标记物ＥｐＣＡＭ和ＣＤ１３的表达情况，同时建立稳定转染 ＨＢｘ基
因的Ｂｅｌ７４０４（Ｂｅｌ７４０４／ＨＢｘ）细胞系，用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后 ＥｐＣＡＭ和 ＣＤ１３表达情况。
结果：ＥｐＣＡＭ和ＣＤ１３在不同的肝癌细胞系中表达水平完全不同；转染ＨＢｘ基因后ＥｐＣＡＭ的ｍＲＮＡ和蛋白表
达水平明显上调，分别为对照组的（２０４±０１６）和（２０３±０２５）倍；而 ＣＤ１３的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显下
调，分别为对照组的（６９±８）％和（５５±７）％。结论：肝癌干细胞可能存在多个干细胞亚群，在不同的肝癌细胞
中干细胞标记物的表达水平不同，而ＨＢＸ对不同亚群的影响也不同。
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　　１９９４年 Ｌａｐｉｄｏｔ等［１］通过特异性细胞表面标

志物 ＣＤ３４＋和 ＣＤ３８－首次分离出了白血病干细
胞，随后在恶性肿瘤中也相继发现了类似肿瘤干细

胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）的细胞亚群［２－３］。肿瘤

干细胞的分离及鉴定有赖于其表达的特异性标记

物，如ＣＤ１３３，ＥｐＣＡＭ、ＣＤ４４等［４］。目前已发现多

个肝癌干细胞标记物，其中 ＥｐＣＡＭ和 ＣＤ１３被认
为是最具潜力的标记物［４－５］。目前肝癌的发生机

制尚不清楚，但较为肯定的是乙型肝炎病毒 Ｘ蛋
白（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＢｘ）和其发生、发
展密切相关。ＨＢｘ可以导致裸鼠的恶性转化，致使
抑癌基因Ｐ５３失活，还可与细胞内多个信号通路相
互作用，最终导致了肝癌的发生、发展［６－７］。但

ＨＢｘ和肝癌干细胞的关系目前尚不清楚，为了探讨
ＥｐＣＡＭ和ＣＤ１３在不同肝癌细胞系中的表达及
ＨＢｘ对ＥｐＣＡＭ和 ＣＤ１３表达的影响，进行了以下
研究。

１　材料和方法

１１　材料和试剂　荧光定量 ＰＣＲ仪由 ＡＢＩ公司
生产，ｓｙｂｒＧｒｅｅｎ购于Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，鼠抗人
ＨＢｘ单克隆抗体和鼠抗人βａｃｔｉｎ单克隆抗体购于
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，鼠抗人 ＥｐＣＡＭ单克隆抗体和兔
抗人ＣＤ１３单克隆抗体购于 ａｂｃａｍ公司；脂质体转
染剂ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，Ｇ４１８为美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司产品，逆转录试剂盒购于 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＰＣＲ引
物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，ｐＥＧＦＰＮ１ＨＢｘ由上海
吉凯基因化学技术有限公司构建；正常人肝细胞

Ｌ０２细胞和肝癌细胞系 Ｈｕｈ７、Ｂｅｌ７４０４、Ｈｅｐ３Ｂ、
ＱＳＧ７７０１细胞购自中国科学院上海细胞生物学研
究所。

１２　稳定表达 ＨＢＸ的 Ｂｅｌ７４０４细胞系的建立与
鉴定　将 ＢＥＬ７４０４细胞接种于２４孔板中。在含
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基中生长至 ６０％ ～
７５％融合时，按照试剂说明书将ｐＥＧＦＰＮ１ＨＢｘ和
ｐＥＧＦＰＮ１质粒用脂质体转染 ＢＥＬ７４０４细胞。转
染２４ｈ后，将细胞消化，１传２４分布于２４孔板中。
用含７００ｍｇ／ＬＧ４１８的培养液筛选１４ｄ，得到单克
隆，改用含３５０ｍｇ／ＬＧ４１８的培养液维持至传代，
备份。得到的细胞系命名为 Ｂｅｌ７４０４／ＨＢｘ细胞系

和 Ｂｅｌ７４０４／ｐＥＧＦＰＮ１细胞系。并通过 ＲＴＰＣＲ
和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ对该细胞系进行鉴定。ＲＴＰＣＲ反
应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ、５５℃
退火３０ｓ、７２℃延伸 ４５ｓ，３０次循环，７２℃延伸
１０ｍｉｎ；重复３次。所用引物见表１。
１３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术检测细胞中 ＥｐＣＡＭ和
ＣＤ１３ｍＲＮＡ的表达　收集长满瓶的 Ｂｅｌ７４０４／
ｐＥＧＦＰＮ１细胞和Ｂｅｌ７４０４／ＨＢｘ细胞，提取细胞总
ＲＮＡ，紫外分光光度法测定ＲＮＡ的浓度和纯度，取
２μｇ的ｍＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，每组ｃＤＮＡ均以基
因引物加荧光染料复合物 ｓｙｂｒＧｒｅｅｎＭｉｘ（２×）进
行定量ＰＣＲ反应，每个反应做３个复孔。总反应
体系为 ２０μＬ：ｓｙｂｒＧｒｅｅｎＭｉｘ１０μＬ，ｃＤＮＡ模板
２μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上游引物和１０μｍｏｌ／Ｌ下游引物
各０６μＬ，ｄｄＨ２０６８μＬ。反应条件：９５℃预变性
１０ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ、６０℃退火３０ｓ、７２℃延伸
３０ｓ（４０次循环）。反应完成后在 ＡＢＩ７０００软件
系统中调整基线和阈值，读出各反应孔 Ｃｔ值。Ｃｔ
值代表基因的起始拷贝数，可根据 Ｃｔ值比较基因
的表达量。基因表达水平差异的比较：变化倍率＝
２－△△Ｃｔ，△△Ｃｔ＝（Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ内参基因）／
（Ｃｔ阴性对照 －Ｃｔ内参基因）［８］。所用引物见表
１。
１４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｅｌ７４０４细胞中ＥｐＣＡＭ和
ＣＤ１３蛋白的表达　收获长满瓶的 Ｌ０２、Ｈｕｈ７、Ｂｅｌ
７４０４、Ｈｅｐ３Ｂ、ＱＳＧ７７０１、Ｂｅｌ７４０４／ｐＥＧＦＰＮ１和
Ｂｅｌ７４０４／ＨＢｘ细胞，用三去污裂解液提取细胞总
蛋白，所得总蛋白经１０％、１５％的聚丙烯酰胺凝胶
电泳转移至 ＰＶＤＦ膜上，５％的脱脂奶粉室温封闭
２ｈ。加入鼠抗人ＨＢｘ单克隆抗体（１７ｋＤａ）１∶２５０
稀释；鼠抗人 ＥｐＣＡＭ单克隆抗体（４０ｋＤａ）１∶２００
稀释；兔抗人 ＣＤ１３单克隆抗体，（１１０ｋＤａ）１∶２００
稀释；鼠抗人 βａｃｔｉｎ单克隆抗体（４２ｋＤａ）１∶２００
稀释，４℃孵育过夜。洗膜３次，加入 ＨＲＰ标记的
兔抗鼠二抗、羊抗兔二抗，浓度１∶２０００，３７℃孵育
１ｈ，洗脱二抗，用化学发光法（ＥＣＬ）显色，Ｘ线片
曝光。

１５　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１６０统计软件进行
统计分析。数据用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组
间比较采用ｔ检验，多组间的两两比较采用单因素
方差分析，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
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表１　ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＰＣＲ

基因 引物 ＧｅｎＢａｎｋ号 产物大小（ｂｐ）
ＨＢｘ ５′ＴＣＣＴＴＴＧＴＴＴＡＣＧＴＣＣＣＧＴＣ３′ ＫＣ５１０６５３１ ３７３

５′ＴＧＣＣＴＡＣＡＧＣＣＴＣＣＴＡＡＴＡＣ３′
ＥｐＣＡＭ ５′ＴＡＡＴＣＧＴＣＡＡＴＧＣＣＡＧＴＧＴＡＣＴＴＣ３′ ＮＭ＿００２３５４２ １０１

５′ＡＧＣＣＡＴＴＣＡＴＴＴＣＴＧＣＣＴＴＣＡＴ３′
ＣＤ１３ ５′ＧＣＣＡＣＣＴＣＴＡＣＣＡＴＣＡＴＣＡＧＣ３′ Ｍ２２３２４１ １２０

５′ＧＡＡＧＧＡＧＡＡＣＧＡＧＣＣＡＣＣＡＣ３′
βａｃｔｉｎ ５′ＣＴＡＴＣＣＣＴＧＴＡＣＧＣＣＴＣＴＧ３′ ＸＭ＿００６７１５７６４１ ２１８

５′ＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ３′
βａｃｔｉｎ ５′ＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣＴＴＧＡＣ３′ ＸＭ＿００６７１５７６４１ １７１

５′ＧＣＴＣＧＣＴＣＣＡＡＣＣＧＡＣＴＧＣ３′

２　结果

２１　各肝癌细胞系中 ＥｐＣＡＭ和 ＣＤ１３表达　用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各肝癌细胞系中肝癌干细胞标记
物ＥｐＣＡＭ和ＣＤ１３表达，ＥｐＣＡＭ在Ｈｅｐ３Ｂ细胞中
表达最低，ＱＳＧ７７０１细胞中表达最高；ＣＤ１３在
ＬＯ２细胞中没有表达，而 Ｈｕｈ７、Ｂｅｌ７４０４、Ｈｅｐ３Ｂ、
ＱＳＧ７７０１细胞中均有表达，Ｂｅｌ７４０４细胞中表达
最低，Ｈｅｐ３Ｂ细胞中表达最高，见图１。
２２　稳定表达 ＨＢｘ的 Ｂｅｌ７４０４系的鉴定　通过
ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ可以检测到 Ｂｅｌ７４０４／ＨＢｘ中
有ＨＢｘｍＲＮＡ（图２Ａ）和蛋白（图２Ｂ）的表达，对照

组细胞中未见表达。

１．Ｌ０２细胞，２．Ｈｕｈ７细胞，３．Ｂｅｌ７４０４细胞，
４．Ｈｅｐ３Ｂ细胞，５．ＱＳＧ７７０１细胞

图１　各肝癌细胞系中肝癌干细胞标记物
ＥｐＣＡＭ和ＣＤ１３表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌ
ｍａｒｋｅｒｓＥｐＣＡＭａｎｄＣＤ１３ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｅａｃｈｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅ

１．Ｂｅｌ７４０４／ｐＥＧＦＰＮ１细胞，２．Ｂｅｌ７４０４／ＨＢｘ细胞

图２　Ｂｅｌ７４０４／ｐＥＧＦＰＮ１、Ｂｅｌ７４０４／ＨＢｘ细胞中ＨＢｘｍＲＮＡ和蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＢｘｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＢｅｌ７４０４／ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ａｎｄＢｅｌ７４０４／ＨＢｘｃｅｌｌｓ

２３　转染前后 Ｂｅｌ７４０４中 ＥｐＣＡＭ、ＣＤ１３ｍＲＮＡ
表达　转染 ＨＢｘ基因后 ＥｐＣＡＭ的 ｍＲＮＡ表达水
平为对照组的（２０４±０１６）倍（Ｐ＜００５），而
ＣＤ１３的ｍＲＮＡ表达水平为对照组的（６９±８）％
（Ｐ＜００５），见图３。
２４　转染前后Ｂｅｌ７４０４细胞中 ＥｐＣＡＭ、ＣＤ１３蛋
白的表达　转染 ＨＢｘ基因后 ＥｐＣＡＭ的蛋白表达
水平为对照组的（２０３±０２５）倍（Ｐ＜００５），而
ＣＤ１３蛋白表达水平为对照组的（５５±７）％（Ｐ＜
００５），见图４。

３　讨论

ＥｐＣＡＭ又称为ＣＤ３２６，是一种细胞黏附分子，
表达于各种人类癌症的肿瘤启动细胞，在肝干细

胞、胆管上皮细胞、肝脏恶变前组织和肝癌组织中

高表达，而在正常成人肝脏组织中不表达，Ｋｉｍｕｒａ
等［９］发现肝癌ＥｐＣＡＭ＋亚群具有更强的克隆形成
率，发现最少１００个ＥｐＣＡＭ＋细胞就能形成肿瘤，
而ＥｐＣＡＭ－细胞则不能成瘤。最近的一项前瞻性

９０３

　３期 闫　霞等　ＥｐＣＡＭ和ＣＤ１３在不同肝癌细胞系中的表达和乙型肝炎病毒Ｘ蛋白对其表达的影响



注：１．Ｂｅｌ７４０４／ｐＥＧＦＰＮ１细胞，２．Ｂｅｌ７４０４／ＨＢｘ细胞

图３　转染前后Ｂｅｌ７４０４细胞组中
ＥｐＣＡＭ、ＣＤ１３ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ．３　ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＥｐＣＡＭａｎｄＣＤ１３ｇｅｎｅｉｎ
Ｂｅｌ７４０４ｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

注：１．Ｂｅｌ７４０４／ｐＥＧＦＰＮ１细胞，２．Ｂｅｌ７４０４／ＨＢｘ细胞

图４　转染前后Ｂｅｌ７４０４细胞中ＥｐＣＡＭ、
ＣＤ１３蛋白的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．４　ＰｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥｐＣＡＭａｎｄＣＤ１３ｇｅｎｅｉｎ
Ｂｅ７４０４ｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

地研究显示，７５ｍＬ肝癌患者血液中 ＥｐＣＡＭ＋的
循环肿瘤细胞（ＣＴＣｓ）≥２的患者较（ＣＴＣｓ）＜２的
患者更早出现肿瘤复发［１０］。ＣＳＣｓ在肿瘤内多处
于“休眠”状态，位于细胞周期中的 Ｇ０期，这些细
胞对放疗和化疗均不敏感，而 ＣＤ１３被认为是这种
休眠或半静止期的肝癌干细胞的一种标志物。

ＣＤ１３（＋）细胞在细胞周期中主要存在于 Ｇ１／Ｇ０
期；另外，ＣＤ１３（＋）细胞还具有耐药性，ＣＤ１３（＋）
细胞对阿霉素和５ＦＵ具有明显的耐药性［１１］。

本试验在蛋白水平上分别检测了正常肝细胞

系和肝癌细胞系中肝癌干细胞标记物 ＥｐＣＡＭ和
ＣＤ１３的表达，发现 ＥｐＣＡＭ在正常肝细胞及所检
测的肝癌细胞系中均有表达，强弱不等，Ｈｅｐ３Ｂ细

胞中表达最低，ＱＳＧ７７０１细胞中表达最高；而
ＣＤ１３在正常肝细胞中没有表达，肝癌细胞系中均
有表达，Ｂｅｌ７４０４细胞中表达最低，Ｈｅｐ３Ｂ细胞中
表达最高。由此可见ＥｐＣＡＭ和ＣＤ１３虽均为肝癌
干细胞标记物，但在不同细胞系中表达趋势不同，

两者可能分别代表不同的肝癌干细胞亚群。

ＨＢＶ感染被公认为是肝细胞发生癌变的最主
要的危险因素之一［１２］，在ＨＢＶ的编码产物中 ＨＢｘ
被证明在病毒复制和诱导癌变方面起着重要作用。

ＨＢｘ参与基因的调控，同肝炎、肝癌的发生、发展关
系密切［６－７，１３］。肿瘤干细胞理论认为肿瘤的发生、

发展都源于肿瘤干细胞［１４］，那么 ＨＢｘ同肝癌干细
胞的关系又是怎样的呢？

本研究结果显示ＨＢｘ上调了ＥｐＣＡＭ的表达，
推测 ＨＢｘ可能促进了表达 ＥｐＣＡＭ的肝癌干细胞
亚群的增殖或抑制了其分化使 其“干性”得到了维

持［１５］。但ＨＢｘ下调 ＣＤ１３的表达，基于本实验和
现有的文献报道尚不能较好的解释这一现象，有待

进一步深入研究。
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异性引物进行扩增未见扩增产物，这进一步证实采

集的６条带绦虫为亚洲带绦虫。与此同时，本实验
以幼猪为模型，用采集的虫种的虫卵对其进行感

染，观察幼猪体内囊尾蚴寄生情况，对上述鉴定结

果进行补充证明，结果发现感染幼猪的肝脏有囊尾

蚴寄生，其他组织和肌肉内没有囊尾蚴寄生情况，

这与文献的报道相符［１１－１２］。这充分说明采集的６
条带绦虫是亚洲带绦虫。证明云南大理白族自治

州凤仪镇有亚洲带绦虫分布 ［１］。这可能与白族居

民多数喜食生猪肉、猪皮、生肝等有关，是引起绦虫

病的重要原因。
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