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［摘　要］目的：观察Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２和Ｏｃｔ４干细胞相关基因在四株不同迁移能力肝癌细胞系中的表达。方法：
常规细胞培养无迁移能力的ＨｅｐＧ２细胞、低迁移能力的ＭＨＣＣ９７Ｌ细胞、中迁移能力的ＬＭ３细胞及高迁移能力
的ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞，采用免疫荧光组织化学方法观察四株肝癌细胞系中肝癌干细胞相关基因 Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２和
Ｏｃｔ４的表达。结果：干细胞相关基因Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４和Ｓｏｘ２在四株迁移能力不同的肝癌细胞系中不同程度表达，
且在细胞膜、细胞核、细胞浆中的表达量亦不同；Ｎａｎｏｇ在细胞核表达，并随着细胞迁移能力增强而呈递增趋势；
Ｓｏｘ２在不同迁移能力肿瘤细胞中表达无明显规律，而 Ｏｃｔ４在高迁移能力肝癌细胞的细胞浆及核中高表达。结
论：Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２和Ｏｃｔ４在不同迁移能力肝癌细胞系中均有表达，但无明显规律，推测肝癌干细胞与肝癌的发生
可能有密切关系。

［关键词］干细胞基因；肝癌细胞；肝癌干细胞；Ｎａｎｏｇ；Ｓｏｘ２；Ｏｃｔ
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４ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｓｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］Ｓｔｅｍｃｅｌｌｇｅｎｅ；ｈｅｐａｔｏｍａｃｅｌｌｓ；ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；Ｎａｎｏｇ；Ｓｏｘ２；Ｏｃｔ４

　　原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ，ＰＬＣ）在我
国发病人数约为全球的５５％，死亡数位居第二位，
仅次于肺癌［１－２］。研究证明肝癌干细胞起源于肝

干细胞［３］，肝癌可由多种不同阶段的肝干细胞分

化而来［４］，它被认为不仅是一种基因病，还可能是

一种成体干细胞疾病，提示肝癌干细胞在肝癌的发

生发展、转移复发、多药耐药等方面发挥着关键性

作用。本实验于２０１２年１０月 ～２０１３年５月通过
对干细胞相关基因 Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２和 Ｏｃｔ４在肝癌细
胞系中的表达进行研究，为肝癌发生的分子机制提

供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料与设备　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２、ＭＨ
ＣＣ９７Ｌ、ＬＭ３、ＭＨＣＣ９７Ｈ购自中国博慧斯生物医
药科技有限公司，ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清（ＦＢＳ）
购自美国 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，尼氏染色剂购自上海碧
云天公司，Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２和 Ｏｃｔ４抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，其他试剂均为国产货进
口分析纯试剂。激光共聚焦显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司），倒置显微镜（ＣＫＸ４１，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）
超净工作台（ＳＷＣＪ２ＦＤ，苏州净化设备有限公
司），恒温ＣＯ２培养箱（Ｍｏｄｅｌ３１０，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司），超低温冰箱（ＭＤＦ３８２Ｅ，日本ＳＡＮＹＯ公司）。
１．２　细胞培养　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２、ＭＨＣＣ９７
Ｌ、ＬＭ３、ＭＨＣＣ９７Ｈ用１０％胎牛血清（ＦＢＳ）＋１‰
青霉素 ＋ＤＭＥＭ培养基混合液，置于 ３７℃、５％
ＣＯ２孵箱中培养。用０２５％胰酶消化液消化并吹
打制成单细胞悬液适当稀释，枪头吸取少量滴在计

数板边缘，静置２～３ｍｉｎ，显微镜下观察并计算１６
格×２５格内的细胞数。
１．３　免疫荧光细胞化学方法　将四株肝癌细胞按
５×１０５个细胞种植到激光共聚焦专用皿中，细胞
贴壁后 ４％多聚甲醛溶液室温固定 ２０ｍｉｎ，冷
０１％ ＮａＢＨ４处理１０ｍｉｎ消除荧光背景，进行第１
轮标记检测 Ｎａｎｏｇ基因表达，加入 Ｉ抗 Ｎａｎｏｇ
（Ｄ７３Ｇ４）ＸＰ ＲａｂｂｉｔｍＡｂ４℃孵育过夜后，ＩＩ抗
ＤｙＬｉｇｈｔ６４９标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）室温孵育
２ｈ，ＤＡＰＩ染核，孵箱内３７℃孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清
洗后激光共聚焦显微镜下观察。按上述方法检测

Ｓｏｘ２及Ｏｃｔ４基因表达，分别加入Ｓｏｘ２相关抗体：Ｉ
抗为 Ｓｏｘ２（Ｄ６Ｄ９）ＸＰ ＲａｂｂｉｔｍＡｂ，ＩＩ抗为
ＤｙＬｉｇｈｔ５４９标记山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）。Ｏｃｔ４相关
抗体：Ｉ抗为Ｏｃｔ４Ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＩＩ抗为 ＤｙＬｉｇｈｔ６４９标
记山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）。
１．４　统计学处理　实验重复３次，每次扫描１０个
视野，利用激光共聚焦扫描显微镜专用分析软件

（ＦＶ１０ＡＳＷ３．１Ｖｉｅｗｅｒ）进行荧光强度（ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＦＩ）计数，分别检测细胞膜、细胞质
和细胞核内的标记荧光强度，以ＨｅｐＧ２细胞的标记
荧光强度作为分母，计算相对荧光强度（ｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＲＦＩ），绘制柱状图，ＳＰＳＳ１６．０进
行方差统计分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｎａｎｏｇ表达　如图１所示，在无迁移能力的
ＨｅｐＧ２细胞膜、细胞浆中 Ｎａｎｏｇ基因几乎未见表
达，在细胞核中仅有少量表达。在低迁移力 ＭＨ
ＣＣ９７Ｌ中，Ｎａｎｏｇ基因在细胞膜、细胞浆、细胞核
中表达较ＨｅｐＧ２稍增强；在ＬＭ３细胞中，Ｎａｎｏｇ基
因在细胞膜及细胞浆中少量表达，在细胞核中表达

较前两种细胞增强；在迁移能力最高的ＭＨＣＣ９７Ｈ
细胞中可见Ｎａｎｏｇ基因在细胞膜、细胞浆及细胞核
中的表达较前三种细胞明显增强，在细胞核中表现

最显著。经分析Ｎａｎｏｇ在四株肝癌细胞浆、核中相
对的荧光强度（ＲＦＩ）提示 Ｎａｎｏｇ在细胞浆中无明
显趋势，在细胞核中表达随着细胞迁移能力增强而

呈递增趋势。

２．２　Ｓｏｘ２表达　如图 ２所示，在无迁移能力的
ＨｅｐＧ２细胞膜、细胞浆中Ｓｏｘ２基因呈强阳性表达，
在细胞核中表达亦较强。在低迁移力细胞 ＭＨ
ＣＣ９７Ｌ中，Ｓｏｘ２基因在细胞膜、细胞浆、细胞核中
几乎未见表达。在 ＬＭ３细胞中，Ｓｏｘ２基因在细胞
膜及细胞浆中表达较强，但较ＨｅｐＧ２较弱，在细胞
核中可见少量表达。在迁移能力最高的 ＭＨＣＣ９７
Ｈ细胞中可见 Ｓｏｘ２基因在细胞膜、细胞浆中表达
较ＨｅｐＧ２及ＬＭ３减弱，但在细胞核中表达较 ＬＭ３
增强。分析Ｓｏｘ２在细胞膜、浆、核中的相对荧光强
度（ＲＦＩ），Ｓｏｘ２在不同迁移能力肝癌细胞中表达无
明显规律。
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图１　Ｎａｎｏｇ在不同转移能力肝癌细胞中的表达
Ｆｉｇ．１　Ｎａｎｏｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓ

图２　Ｓｏｘ２在不同转移能力肝癌细胞中的表达
Ｆｉｇ．２　Ｓｏｘ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓ
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２．３　Ｏｃｔ４表达　如图 ３所示，在无迁移能力的
ＨｅｐＧ２细胞膜和细胞浆中 Ｏｃｔ４基因少量表达，在
细胞核中未见明显表达。在低迁移力 ＭＨＣＣ９７Ｌ
中，Ｏｃｔ４基因在细胞膜、细胞浆及细胞核中均未见
明显表达。在 ＬＭ３细胞中，Ｏｃｔ４基因在细胞膜及

细胞浆中表达增强，在细胞核中少量表达。在迁移

能力最高的ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞中可见Ｏｃｔ４基因在细
胞核、细胞膜、细胞浆中表达均明显增强。分析

Ｏｃｔ４在细胞浆、核中相对荧光强度显示其在高迁
移能力肝癌细胞中高表达。

图３　Ｏｃｔ４在不同转移能力肝癌细胞中的表达
Ｆｉｇ．３　Ｏｃｔ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓ

３　讨论

干细胞是存在于胚胎和成体中的一类具有自

我更新、增殖分化能力的原始细胞。１９８３年Ｍａｃｋ
ｉｌｌｏｐ［５］等提出“肿瘤干细胞假说”，即在所有的肿瘤
中都可能存在着一小部分细胞具有类似干细胞的

特殊功能，这部分肿瘤细胞具有自我更新、无限增

殖能力、多向分化潜能且高致瘤性特点，在肿瘤形

成、生长和转移中起决定性作用，被称作肿瘤干细

胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ），肝干细胞的突变可能
产生肝癌干细胞。许多实体瘤中也相继鉴定出肿

瘤干细胞的存在，如乳腺癌、结肠癌、胰腺癌

等［６－７］，进一步证实了肿瘤干细胞假说。

目前尚未有公认的肝癌干细胞标志物，因此对

肝癌干细胞的研究主要集中在干细胞标记物的研

究上，其中有三个代表性的基因 Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４和
Ｓｏｘ２对干细胞多潜能性和自我更新的能力具有关

键性调控作用。Ｎａｎｏｇ基因是２００３年由 Ｃｈａｍｂｅｒｓ
和Ｍｉｔｓｕｉ等［８］在胚胎细胞内发现新的转录因子，它

是维持干细胞自我增殖和多向分化的关键性基因，

在神经胶质瘤、乳腺癌、膀胱癌等实体肿瘤中也可

以表达，且表达强度与肿瘤级别呈正相关。在本实

验中观察到Ｎａｎｏｇ基因虽然在不同迁移能力肝癌
细胞膜的表达没有显示出明显的规律，但是就

Ｎａｎｏｇ基因在细胞核的表达随着迁移能力增强而
出现增加的趋势。Ｏｃｔ４基因主要表达于胚胎干细
胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳＣ）和生殖细胞肿瘤，能
维持 ＥＳＣ正常的未分化状态并促进其增殖，若细
胞发生分化，Ｏｃｔ４表达通常会降低或消失［９］。近

来在人乳腺癌的研究中发现Ｏｃｔ４基因异常表达可
能会使正常细胞向恶性转化，Ｏｃｔ４基因还可能通
过激活和上调其下游靶基因的表达，导致多种肿瘤

的发生，可以说是干细胞致癌的证据之一。本研究

显示Ｓｏｘ２基因在四株肝癌细胞细胞膜、细胞浆、细
胞核中表达的差异提示，肝癌迁移能力是一个与多
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种因素、多基因参与的复杂过程，Ｓｏｘ２基因在肝癌
细胞的迁移过程中的作用还值得商榷。Ｓｏｘ２基因
在早期胚胎发生中有关键作用，其异常表达和许多

肿瘤的发生发展有密切关系，在部分分化程度低的

乳腺癌细胞中，可见 Ｓｏｘ２表达，胃癌中 Ｓｏｘ２表达
下调，结肠癌中表达则上调［１０－１２］。本研究显示，虽

然Ｏｃｔ４在不同迁移能力肝癌细胞膜的表达没有显
示出明显的规律，但是就 Ｏｃｔ４在细胞核的表达随
着迁移能力增强而出现增加的趋势。

本实验观察到干细胞相关基因Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４和
Ｓｏｘ２在４株迁移能力不同的肝癌细胞系中不同程
度表达，且在细胞膜、细胞核、细胞浆中的表达量亦

不同。Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４在细胞膜、细胞浆中的表达与
迁移能力增强无明显规律，但在细胞核的表达随着

迁移能力增强而出现增加的趋势。但Ｓｏｘ２基因无
论是在细胞膜、细胞浆、细胞核中的表达均与肝癌

细胞迁移能力无明显相关性，就其表达调控的差异

可能与生物学特性不同有关。

综上所述，Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４和 Ｓｏｘ２三个干细胞基
因在肝癌细胞中的表达，支持了“肿瘤干细胞理

论”，推测其可能与肝癌的发生发展有关，有可能

成为评价肝癌临床生物学行为的有用指标。干细

胞相关基因为指导肝癌临床诊断及靶向治疗提供

了新的策略，但就其具体作用机制还有待进一步研

究。
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