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［摘　要］目的：探讨干细胞相关基因Ｗｎｔ５ｂ和Ｎａｎｏｇ在阿霉素（ＡＤＭ）作用下的人低转移性肝癌细胞系ＭＨ
ＣＣ９７Ｌ中的表达。方法：ＭＨＣＣ９７Ｌ细胞常规培养，用四甲基偶氮唑盐比色法（ＭＴＴ）检测 ＡＤＭ作用７２ｈ时
ＭＨＣＣ９７Ｌ的半数致死量（ＬＤ５０）；蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＡＤＭ（ＬＤ５０）作用下，干细胞相关基因
Ｗｎｔ５ｂ和Ｎａｎｏｇ蛋白表达。结果：ＭＴＴ实验结果显示，ＡＤＭ对ＭＨＣＣ９７Ｌ的半数致死量（ＩＤ５０）为０４２３３μｍｏｌ／
Ｌ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，在ＡＤＭ（ＩＤ５０）作用下，随作用时间延长，Ｗｎｔ５ｂ蛋白表达水平逐渐增高，１２ｈ时达最高
峰（Ｐ＜００５），以后则逐渐降低，７２ｈ时降到最低（Ｐ＜００５）；在 ＡＤＭ（ＩＤ５０）作用下，随作用时间延长，Ｎａｎｏｇ蛋
白表达水平逐渐降低，１２ｈ时降到最低，以后则逐渐升高，７２ｈ时达到最高（Ｐ＜００５）。结论：干细胞相关基因
Ｗｎｔ５ｂ、Ｎａｎｏｇ在ＡＤＭ作用下的人肝癌细胞系ＭＨＣＣ９７Ｌ中均有不同程度的表达。
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　　原发性肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）
是成年人中最常见的肝脏恶性肿瘤，在我国发病率

约为０８‰，占全球总发病患者的５５％，其相关死
亡率仅次于肺癌［１，２］。多数肝癌患者化疗效果较

差，手术切除率低，术后复发转移率较高，肝癌复发

转移率高成为引起肝癌患者死亡率居高不下的主

要原因。近年的研究证实，肝癌不仅是一种基因

病，而且是一种成体干细胞疾病，存在至少３种不
同的具有干细胞特性的细胞系，以致于易发生致瘤

性转化，肝癌细胞可由多种不同阶段的肝干细胞分

化而来［３，４］。肝癌干细胞对肝癌的发生、发展、转

移复发及多药耐药具有关键性作用，因此，寻找并

分离出特异性肝癌干细胞表面标志物，将会对肝癌

的诊断和治疗产生重大意义。本实验旨在通过蛋

白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测广谱抗癌药物阿
霉素（ＡＤＭ）影响下的低转移性肝癌细胞系 ＭＨ
ＣＣ９７Ｌ中干细胞相关基因 Ｗｎｔ５ｂ和 Ｎａｎｏｇ的表
达，探讨其表达特点及成为潜在抗癌治疗靶点的可

能性。

１　材料与方法

１１　主要试剂　人肝癌细胞株ＭＨＣＣ９７Ｌ购自上
海艾研生物科技有限公司，ＤＭＥＭ培养基及胎牛
血清（ＦＢＳ）购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，二甲亚枫
（ＤＭＳＯ）购自美国 Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司，四甲基偶氮唑盐
（ＭＴＴ）、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、Ｔｒｉｓ碱、聚丙烯酰
胺购自美国Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ公司，Ｗｎｔ５ｂ抗体、Ｎａｎｏｇ
抗体、免 ＩｇＧ购自美国 Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司，其他试剂均为国产或进口分析纯试剂。

１２　主要仪器　恒温 ＣＯ２培养箱（Ｍｏｄｅｌ３１０，美
国Ｔｈｅｒｍｏ公司），台式高速冷冻离心机（Ａｌｌｅｇｒａ
６４ＲＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ，美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司），ｐＨ计
（ＰＢ１０，德国 Ｓａｔｏｕｒｉｏｕｓ公司），ＭｉｎｉＶＥ电泳设备
（美国ＧＥ公司），ＧＢＯＸｉＣｈｅｍｉＸＲ化学发光及凝
胶成像仪（美国 Ｓｙｎｇｅｎｅ公司）、ｅｐｏｃｈ微孔板阅读
器（美国Ｂｉｏｔｅｋ公司）。
１３　细胞培养　人肝癌细胞株 ＭＨＣＣ９７Ｌ用含
１０％ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍｌ青霉素和链霉素混合液的高糖
ＤＭＥＭ培养基，在３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养。
１４　ＭＴＴ实验　收集处于对数生长期的 ＭＨ
ＣＣ９７Ｌ细胞，按每孔１×１０４个细胞的密度接种于
９６孔板中，常规培养，１２ｈ后加入含有不同浓度
ＡＤＭ的ＤＭＥＭ培养基，继续培养７２ｈ（３６ｈ换液

一次），弃去旧培养基，每孔加入含有 ＭＴＴ溶液的
新鲜培养液２００μｌ，继续培养４ｈ后终止培养，每
孔加入１５０μｌ二甲基亚砜，低速振荡１０ｍｉｎ，微孔
板阅读器读取各孔 ＯＤ４９０ｎｍ的吸光值，计算
ＡＤＭ对细胞株ＭＨＣＣ９７Ｌ的半数致死量。
１５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　将 ＭＨＣＣ９７Ｌ细胞常规
培养，当细胞密度达８０％左右时换液，给予含半数
致死量 ＡＤＭ的新鲜培养基继续培养，分别作用
０ｈ、０５ｈ、１ｈ、４ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后裂解细
胞提取蛋白。Ｂｒａｄｆｏｒｄ法对样品进行蛋白质定量
分析，行１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，通过转印、封闭、孵
育，使抗体与抗原充分结合，加入显影剂通过

ＧＢＯＸｉＣｈｅｍｉＸＲ仪器摄片并保存。以 βａｃｔｉｎ为
内参，ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ软件进行目的条带分析。
１６　统计方法　数据分析采用ＳＰＳＳ１６０软件，利
用回归概率模型计算 ＡＤＭ对细胞的半数致死量，
计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，资料符合正
态分布且方差齐，多组比较采用单因素方差分析，

两两比较用ＳＮＫ法，检验水准为００５。

２　结果

２１　ＡＤＭ对肝癌细胞 ＭＨＣＣ９７Ｌ的抑制作用　
用含有不同稀释浓度的ＡＤＭ培养基培养细胞７２ｈ
后，ＭＴＴ法检测药物对细胞的抑制率，结果显示
ＡＤＭ对人肝癌细胞ＭＨＣＣ９７Ｌ产生了明显的抑制
作用，且ＡＤＭ的作用浓度越高，抑制效应越明显。
（如图１所示）。通过吸光度值计算药物对细胞的
抑制率，根据 ＡＤＭ作用浓度与对应的抑制率，运
用线性回归的概率方法（ＳＰＳＳ）计算 ＡＤＭ对 ＭＨ
ＣＣ９７Ｌ的半数致死量为０４２３３μｍｏｌ／Ｌ。

图１　ＡＤＭ对ＭＨＣＣ９７Ｌ细胞系的抑制曲线
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｕｒｖｅｏｆＡＤＭ

ｔｏＭＨＣＣ９７Ｌｃｅｌｌｌｉｎｅ

６３２

贵 阳 医 学 院 学 报　 ３７卷　



２２　肝癌细胞系 ＭＨＣＣ９７Ｌ中 Ｗｎｔ５ｂ和 Ｎａｎｏｇ
表达 以Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的蛋白 βａｃｔｉｎ条带灰
度值为标准，Ｗｎｔ５ｂ和Ｎａｎｏｇ基因在ＡＤＭ（ＩＤ５０）作
用的人低转移性肝癌细胞系 ＭＨＣＣ９７Ｌ中都有表
达，在 ＡＤＭ（ＩＤ５０）作用下，随作用时间延长，
Ｗｎｔ５ｂ蛋白表达水平逐渐增高，１２ｈ时达最高峰
（Ｐ＜００５），以后则逐渐降低，７２ｈ时降到最低（Ｐ
＜００５）；在ＡＤＭ（ＩＤ５０）作用下，随作用时间延长，
Ｎａｎｏｇ蛋白表达水平逐渐降低，１２ｈ时降到最低，
以后则逐渐升高，７２ｈ时达到最高（Ｐ＜００５）。见
图２。

图２　ＡＤＭ影响下ＭＨＣＣ９７Ｌ中
Ｗｎｔ５ｂ和Ｎａｎｏｇ的表达

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＤＭｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＷｎｔ５ｂａｎｄＮａｎｏｇｉｎＭＨＣＣ９７Ｌ

３　讨论

干细胞是一类具有自我更新、多向分化和无限

增殖能力的原始细胞，通过对干细胞自我更新特性

的研究，发现在干细胞和癌细胞之间存在许多相似

之处，其一是癌细胞可能是由正常干细胞的变异转

化发生的，其二是调控干细胞自我更新能力的信号

途径和调控癌细胞的信号途径可能相同。２００１年
Ｒｅｙａ等［５］提出肿瘤干细胞（ＣＳＣｓ）的概念，ＣＳＣｓ凭
借其自身的特性，对药物有天然的耐药性，可以逃

离药物的杀伤作用，从而在化疗后导致肿瘤的复发

和转移［６］。

阿霉素（ＡＤＭ）作为一种广谱抗肿瘤药物，通
过干扰转录过程诱导肿瘤细胞凋亡［７］，然而目前

包括ＡＤＭ在内的传统化疗药物大多是对处于增
殖期的细胞产生杀灭作用，虽然可以使肿瘤体积缩

小甚至完全缓解，但却不能根除 ＣＳＣｓ；相反当癌细
胞受到ＡＤＭ刺激后，会引起一系列应激性保护反
应，从而使细胞产生耐药性［８］。Ｎａｎｏｇ是 ２００３年
发现的一个新基因，它对维持胚胎干细胞亚全能性

起关键性作用，Ｎａｎｏｇ基因功能的调控涉及 Ｎａｎｏｇ
与Ｓｏｘ、Ｏｃｔ４之间的相互作用和Ｎａｎｏｇ自身的负反
馈调控，Ｎａｎｏｇ还调控一些 ＥＳＣｓ命运的重要分子
效应物。本次研究提示，ＡＤＭ对肝癌细胞具有明
显的抑制作用，当半数抑制量短时间（＜１２ｈ）作用
时，干细胞相关基因 Ｎａｎｏｇ表达量逐渐降低，但当
达到足够长的时间后，基因表达量开始逐渐上升，

并在７２ｈ时达到最高。有研究人员猜想，Ｎａｎｏｇ是
在细胞基因表达调节的动荡时期设定细胞状态的

重要因子［９］，本研究结果提示在 ＡＤＭ作用的过程
中，部分癌细胞可能在受到刺激后发生干细胞样转

化，通过细胞调节机制使细胞处于静止期，从而逃

避了化疗药物的杀伤作用。

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在胚胎发育中影响生
长期细胞的增殖和凋亡。癌基因、抑癌基因或Ｗｎｔ
信号通路成分的突变可使该通路不恰当激活，而这

种异常激活则与肿瘤的发生、发展有关，尤其与消

化道肿瘤的发生、发展密切相关［１０］。Ｗｎｔ信号通
路中多种信号成分如βｃａｔｅｎｉｎ、ＡＰＣ、Ａｘｉｎ、ｓＦＲＰ１、
Ｗｎｔ蛋白等均与肝细胞癌的发生、发展有关。有研
究显示，正常的肝脏组织中 Ｗｎｔ５ｂ的表达比癌旁
组织和肝癌组织要高，而癌旁组织又明显高于癌组

织［１１］。从本实验的结果发现，随着 ＡＤＭ（ＩＤ５０）作
用时间的延长，Ｗｎｔ５ｂ的表达量呈现先升高后降低
的过程，这与周文波等的研究结果存在共通性，由

此推测Ｗｎｔ５ｂ与肝癌细胞的恶性程度呈负相关。
值得注意的是，Ｎａｎｏｇ与Ｗｎｔ５ｂ在肝癌细胞系ＭＨ
ＣＣ９７Ｌ中同时表达，且表达趋势不同，两者之间相
关性有待于进一步的研究证实。
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ＭＴＺＲＣａｇＡ基因扩增片段凝胶电泳结果显示，无
论是ＭＴＺＲ或ＭＴＺＳ都呈一条均一大小的片段，未
能明显区分两者的差异性，说明其耐药机制并非大

片段的插入、置换或缺失，而是只存在小片段点突

变、置换等可能。进一步随机选取ＭＴＺＳ、ＭＴＺＲ各
５株与标准菌株 Ｊ９９ＣａｇＡ基因序列进行同源性比
较，并且就其同源性比较结果再进一步做突变形式

的比较，发现不同株的 ＭＴＺＳ、ＭＴＺＲ在 ＣａｇＡ基因
片段均存在６％左右的突变，且均以点突变形式为
主，其中以置换突变为甚，两组间无统计学差异。

就置换突变的类型进行比较，虽然两组间亦无明显

差异，但发现在 ＣａｇＡ基因位点 ９６３、１０３４上出现
Ｃ—Ｔ的置换在 ＭＴＺＲ５／５次，ＭＴＺＳ５／５次；１０３９
位点上Ｃ—Ｔ的置换在ＭＴＺＲ５／５次，ＭＴＺＳ３／５次；
９７２－９７３位点上出现 Ｔ—Ｃ的置换在 ＭＴＺＲ４／５
次，ＭＴＺＳ４／５次，这可能是本地区 ＣａｇＡ基因型的
特点。

本研究首次报告在贵州地区 ＣａｇＡ与上消化
道疾病有密切关系，但其与疾病的严重程度并无明

显关系，Ｈｐｙｌｏｒｉ对甲硝唑耐药率为５４％，ＣａｇＡ基
因表达及其基因变异与ＭＴＺ耐药性之间无明显的
关系。
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