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２０２２．０４．００１．
【基础研究】

缺氧诱导因子１α通过调控蛋白激酶 Ｂ／核因子κＢ信号通路促进
肝癌细胞干细胞标志物 ＣＤ１３３的表达

赵金金１，崔非非１，莫清江１，汪　磊１，林志强１，张海光２，焦路阳１

（１．新乡医学院第一附属医院检验科，河南　卫辉　４５３１００；２．新乡医学院第一附属医院妇产科，河南　卫辉　
４５３１００）

摘要：　目的　探讨缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）诱导肝癌细胞中干细胞标志物 ＣＤ１３３表达的分子机制及意义。
方法　将ＨｅｐＧ２细胞随机分为空白对照组、对照组和实验组，空白对照组 ＨｅｐＧ２细胞不做转染，对照组和实验组
ＨｅｐＧ２细胞分别转染空载体慢病毒 ｐＨＢＬＶＺｓＧｒｅｅｎＰｕｒｏ和 ＨＩＦ１α高表达慢病毒 ｐＨＢＬＶＨＩＦ１Ａ３ｆｌａｇＺｓＧｒｅｅｎＰｕｒｏ。
使用荧光显微镜观察对照组和实验组细胞中绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的表达，并计算转染效率；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
３组细胞中ＨＩＦ１α蛋白及蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）／核因子κＢ（ＮＦκＢ）信号通路蛋白磷酸化蛋白激酶Ｂ（ｐＡｋｔ）、Ａｋｔ、ｐｐ６５、
ｐ６５蛋白的相对表达量，流式细胞术检测对照组和实验组ＣＤ１３３阳性细胞率。另取实验组细胞随机分为ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α
组、Ａｋｔ激酶抑制剂组和ＮＦκＢ信号通路抑制剂组，Ａｋｔ激酶抑制剂组和ＮＦκＢ信号通路抑制剂组细胞分别给予终浓
度为０．４、０．８、１．６、３．２、６．３、１２．５、２５．０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｋｔ激酶抑制剂及终浓度为３．０、６．０、１２．５、２５．０、５０．０、１００．０、２００．０、
４００．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＦκＢ信号通路抑制剂干预；采用四甲基偶氮唑盐法检测Ａｋｔ激酶抑制剂组和ＮＦκＢ信号通路抑制
剂组细胞活力，流式细胞术检测ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α组、Ａｋｔ激酶抑制剂组和ＮＦκＢ信号通路抑制剂组ＣＤ１３３阳性细胞率
的变化。结果　对照组和实验组ＧＦＰ阳性细胞比例显著高于空白对照组（Ｐ＜０．０５）；对照组与实验组ＧＦＰ阳性细胞
比例比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。实验组细胞中 ＨＩＦ１α相对表达量显著高于空白对照组及对照组（Ｐ＜
０．０５）；空白对照组与对照组细胞中ＨＩＦ１α相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。对照组和实验组 ＣＤ１３３
阳性细胞率分别为（４．４２±０．２９）％、（１５．４３±０．４１）％，实验组 ＣＤ１３３阳性细胞率显著高于对照组（ｔ＝２２．１６０，Ｐ＜
０．０５）。实验组细胞中ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐｐ６５／ｐ６５显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。０．４、０．８、１．６、３．２、６．３、１２．５、２５．０μｍｏｌ·Ｌ－１

Ａｋｔ激酶抑制剂组细胞活力比较差异无统计学意义（Ｆ＝１．３０１，Ｐ＞０．０５）；３．０、６．０、１２．５、２５．０、５０．０、１００．０、２００．０、
４００．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＦκＢ信号通路抑制剂组细胞活力比较差异无统计学意义（Ｆ＝２．３００，Ｐ＞０．０５）。Ａｋｔ激酶抑制剂
组和ＮＦκＢ信号通路抑制剂组ＣＤ１３３阳性细胞率低于ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α组（ｔ＝１０．１７０、８．９３２，Ｐ＜０．０５）；Ａｋｔ激酶抑制剂
组与ＮＦκＢ信号通路抑制剂组ＣＤ１３３阳性细胞率比较差异无统计学意义（ｔ＝１．７４５，Ｐ＞０．０５）。结论　ＨＩＦ１α可通
过Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路促进肝癌细胞中干细胞标志物ＣＤ１３３的表达，增加肝癌细胞的干细胞特性。
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ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１ａｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１ａｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｒａｔｅｏｆＣＤ１３３ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ
ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓ（４．４２±０．２９）％ ａｎｄ（１５．４３±０．４１）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｒａｔｅｏｆ
ＣＤ１３３ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｔ＝２２．１６０，Ｐ＜０．０５）．
ＴｈｅｐＡｋｔ／Ａｋｔａｎｄｐｐ６５／ｐ６５ｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．
Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｍｏｎｇｔｈｅ，０．４，０．８，１．６，３．２，６．３，１２．５ａｎｄ２５．０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｋｔ
ｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝１．３０１，Ｐ＞０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｍｏｎｇｔｈｅ３．０，６．０，
１２．５，２５．０，５０．０，１００．０，２００．０，４００．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＦκＢｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝２．３００，Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｒａｔｅ
ｏｆＣＤ１３３ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＡｋｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄＮＦκＢｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎ
ｔｈａｔｉｎｔｈｅＨｅｐＧ２ＨＩＦ１αｇｒｏｕｐ（ｔ＝１０．１７０，８．９３２；Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒａｔｅｏｆＣＤ１３３
ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＡｋｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄＮＦκＢｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ（ｔ＝１７４５，Ｐ＞０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＩＦ１αｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｔｅｍｃｅｌｌｍａｒｋｅｒＣＤ１３３ｉｎｈｅｐａｔｏｍａｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈＡＫＴ／ＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ，ｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｈｅｐａｔｏｍａｓｔｅｍｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｈｅｐａｔｏｍａ；ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α；ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ；ｓｔｅｍｃｅｌｌｍａｒｋｅｒ；ＣＤ１３３

　　肝癌是我国常见的恶性肿瘤［１］，作为实体瘤其

内部通常存在缺氧，而肿瘤组织缺氧时可表达缺氧

诱导因子；缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃ
ｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）是一种主要的缺氧诱导因子，在肿
瘤的发生、发展及治疗中起到关键作用［２５］。近期有

研究报道，ＨＩＦ１α在多种肿瘤细胞中诱导干细胞的
产生［６７］；本课题组先前研究证实，ＨＩＦ１α可促进肝
癌细胞干细胞增多，从而使肝癌细胞对化学治疗药

物表阿霉素耐药［８］。但是 ＨＩＦ１α在肝癌细胞中诱
导干细胞的产生机制仍不清楚。

蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ／Ａｋｔ）／核因
子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）信号通路活化在多
种肿瘤的发生、发展中发挥重要作用，该信号通路与

其他通路相互作用共同参与细胞的增殖、分化和凋

亡等生物学过程［９］。ＮＦκＢ家族成员能两两结合
成同源性或异源性二聚体，最为常见的是 ｐ５０／ｐ６５
异源二聚体，其能迅速被多种刺激激活［１０］。Ａｋｔ为
ＮＦκＢ的上游信号，其活化后诱导 ＮＦκＢ活化，使
ｐ６５蛋白磷酸化并进入细胞核，可诱导细胞周期素
（ｃｙｃｌｉｎｇＤ１）、原癌基因 ｃｍｙｃ、上皮间质转化（ｅｐｉ
ｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关蛋白的

表达，进而促进细胞的增殖、侵袭［１１］。目前，Ａｋｔ／
ＮＦκＢ信号通路在肝癌干细胞中是否发挥作用研究
报道较少。基于此，本研究通过比较ＨＩＦ１α高表达
与低表达肝癌细胞内 Ａｋｔ及 ｐ６５的磷酸化水平，探
讨Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路在 ＨＩＦ１α诱导肝癌干细胞
中发挥的作用，并用Ａｋｔ和ｐ６５抑制剂进行验证，以
期为基于ＨＩＦ１α的肝癌治疗提供更多的实验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞、主要试剂与仪器　肝癌细胞 ＨｅｐＧ２购
自中国科学院细胞库，ＨＩＦ１α高表达慢病毒
ｐＨＢＬＶＨＩＦ１Ａ３ｆｌａｇＺｓＧｒｅｅｎＰｕｒｏ和对照空载体慢
病毒ｐＨＢＬＶＺｓＧｒｅｅｎＰｕｒｏ购自上海汉恒生物科技
有限公司，嘌呤霉素、青霉素链霉素双抗、达尔伯克
改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓ
ｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养液、胎牛血清购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司，磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＢ，ｐＡｋｔ）、ｐｐ６５抗体购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，Ａｋｔ、ｐ６５、甘油醛３磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）
抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司。ＣＤ１３３ＡＰＣ
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流式抗体购自美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ生物科技公司，二喹啉
甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒
购自江苏碧云天生物科技有限公司，四甲基偶氮唑

盐 （ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａ ｚｏｌｙｌｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，
ＭＴＴ）、Ａｋｔ激酶抑制剂及ＮＦκＢ信号通路抑制剂芒
果苷购自美国ＭＣＥ公司，其他所用试剂均为国产分
析纯。ＣＯ２恒温培养箱及全波长扫描酶标仪购自美
国赛默飞世尔科技有限公司，ＢＩＯＲＡＤ Ｍｉｎｉ
ＴｒａｎｓＢｌｏｔ垂直电泳系统购自美国伯乐公司，Ａｘｉｏ
ＯｂｓｅｒｖｅｒＡ１倒置荧光显微镜购自德国卡尔蔡司集
团，ＢＤＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪购自美国碧迪公司，
ＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａｇｅｒ６０００化学发光荧光成像系统购自
美国ＧｅｎｅｒａｌＥｌｅｃｔｒｉｃＣｏｍｐａｎｙ公司，Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ智能
细胞分析仪购自上海睿钰生物科技有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及慢病毒转染　肝癌细胞 ＨｅｐＧ２
用含质量分数 １％青霉素链霉素双抗、体积分数
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液于含体积分数 ５％
ＣＯ２、３７℃恒温培养箱中培养，当细胞达到９０％融
合度时用质量分数０．２５％胰酶消化并计数，按每孔
１×１０６个细胞铺于６孔板，将细胞随机分为空白对
照组、对照组和实验组。按照汉恒生物慢病毒说明

书进行转染，首先从冰箱中取出慢病毒融化，吸去细

胞原有培养基，加入１ｍＬ含４ｍｇ·Ｌ－１聚凝胺的新
鲜培养基；空白对照组不加病毒原液，对照组细胞中

加入２０μＬ病毒滴度为２×１０１１ＴＵ·Ｌ－１的ｐＨＢＬＶ
ＺｓＧｒｅｅｎＰｕｒｏ病毒原液，实验组细胞中加入 ２０μＬ
病毒滴度为 ２×１０１１ＴＵ·Ｌ－１的 ｐＨＢＬＶＨＩＦ１α
３ｆｌａｇＺｓＧｒｅｅｎＰｕｒｏ病毒原液；轻轻混匀，第２天吸去
含有病毒的培养液，换新鲜培养液继续培养。为得

到稳定表达 ＨＩＦ１α的细胞株 ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α，在感
染７２ｈ后将细胞消化，制成单细胞悬液，以每孔１
个细胞的量接种于９６孔板，加入嘌呤霉素，每３ｄ
换液１次，３周后消化细胞并扩大培养。
１．２．２　荧光显微镜下观察细胞绿色荧光蛋白
（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）表达　取空白对
照组、对照组和实验组生长至６０％～８０％融合度的
细胞，于荧光显微镜下观察细胞，并使用化学发光荧

光成像系统采集照片；计数绿色荧光下细胞数量和

同一视野白光下细胞的数量，计算 ＧＦＰ阳性细胞比
例，ＧＦＰ阳性细胞比例＝绿色荧光下细胞的数量／白
光下细胞数量×１００％。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＩＦ１α蛋白相对表达量及
Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路蛋白ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐｐ６５／ｐ６５蛋
白表达　取空白对照组、对照组和实验组细胞贴壁
生长过夜，第２天用冷的ＰＢＳ洗３次，加入细胞裂解

液冰上孵育２０ｍｉｎ，１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，收集上
清得到细胞裂解液。ＢＣＡ试剂盒测定细胞裂解液
中蛋白浓度，用细胞裂解液将３组细胞调至相同浓
度；加入上样缓冲液。每个样品上样量为３０μｇ，采
用变性十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉ
ｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＳＤＳＰＡＧＥ）进行电泳，将蛋白转印至聚偏二氟乙烯
膜，质量分数５％脱脂奶粉封闭２ｈ，加入 ＨＩＦ１α、
ｐＡｋｔ、ｐｐ６５、Ａｋｔ、ｐ６５一抗（滴度均为１１０００）和
ＧＡＰＤＨ一抗（滴度为１１００００），４℃孵育过夜，
Ｔｒｉｓ缓冲生理盐水（ＴｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅａｎｄＴｗｅｅｎ２０，
ＴＢＳＴ）洗涤５次，每次５ｍｉｎ；加入辣根过氧化物酶
标记的抗鼠或抗兔二抗（滴度为１１００００），室温
孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤５次，每次５ｍｉｎ；用增强化学发
光试剂显色，应用ＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａｇｅｒ６００凝胶成像系
统拍照，ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白表达量，ＨＩＦ１α、
ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、ｐｐ６５、ｐ６５蛋白相对表达量以 ＨＩＦ１α、
ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、ｐｐ６５、ｐ６５蛋白灰度值与ＧＡＰＤＨ灰度值
比值表示，计算 ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐｐ６５／ｐ６５的比值。实
验重复３次，取均值。
１．２．４　流式细胞术检测细胞ＣＤ１３３的表达　取对
照组和实验组生长至９０％融合度的细胞，ＰＢＳ冲洗
后，加入质量分数０．２５％的胰酶溶液消化细胞，使
用Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ智能细胞分析仪进行细胞计数，取１×
１０６个细胞 ＰＢＳ洗涤后加入 １００μＬＡＰＣ标记的
ＣＤ１３３抗体（滴度为１１００），避光染色１５ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤，然后加入２００μＬＰＢＳ混匀，应用流式细胞仪
检测ＣＤ１３３表达，应用Ｆｌｏｗｊｏ软件进行分析并计算
ＣＤ１３３阳性细胞率。
１．２．５　Ａｋｔ和 ｐ６５抑制剂干预细胞的细胞活力和
ＣＤ１３３表达的检测　取实验组生长至９０％融合度
的ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α细胞，按照“１．２．４”项方法消化细
胞并计数，按每孔１×１０４个细胞接种于９６孔板，随
机分为 ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α组、Ａｋｔ激酶抑制剂组和
ＮＦκＢ信号通路抑制剂组。第２天，Ａｋｔ激酶抑制剂
组加入终浓度为 ０．４、０．８、１．６、３．２、６．３、１２．５、
２５．０μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ａｋｔ激酶抑制剂，ＮＦκＢ信号通
路抑制剂组分别加入终浓度为 ３．０、６．０、１２．５、
２５．０、５０．０、１００．０、２００．０、４００．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＦκＢ
信号通路抑制剂，设置空白对照组，继续培养２４ｈ；
每孔加入２０μＬ质量浓度为５ｇ·Ｌ－１的ＭＴＴ溶液，
于培养箱中孵育２ｈ，吸弃培养液，加入２００μＬ二甲
基亚砜溶解１０ｍｉｎ，于５７０ｎｍ波长处测定吸光度
值，计算细胞活力，细胞活力＝不同浓度处理组细胞
吸光值／空白对照组细胞吸光值。实验重复３次，取
均值。另取 ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α组、ＡＫＴ激酶抑制剂组
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和ＮＦκＢ信号通路抑制剂组细胞，按“１．２．４”项方
法检测细胞中ＣＤ１３３的表达。
１．３　统计学处理　应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行
数据统计与分析，计数资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，２组间比较采用 ｔ检验；多组间比较采用单因
素方差分析，进一步两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验；
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　空白对照组、对照组和实验组 ＧＦＰ阳性细胞
率及ＨＩＦ１α蛋白相对表达量比较　结果见表１和
图１、图２。对照组和实验组 ＧＦＰ阳性细胞率显著
高于空白对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；对
照组与实验组 ＧＦＰ阳性细胞率比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。实验组细胞中 ＨＩＦ１α蛋白相对
表达量显著高于空白对照组及对照组，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）；空白对照组与对照组细胞
中ＨＩＦ１α蛋白相对表达量比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。
表１　空白对照组、对照组和实验组 ＧＦＰ阳性细胞率及细
胞中ＨＩＦ１α蛋白相对表达量比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒａｔｅｏｆＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｎｄ
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１αｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅ
ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＧＦＰ阳性细胞率／％ ＨＩＦ１α蛋白
空白对照组 ３ ０．００±０．００ ０．４２±０．０２
对照组 ３ ９７．２７±０．８１ａ ０．４０±０．０３ａ

实验组 ３ ９７．４０±０．７０ａ １．２２±０．１２ａｂ

Ｆ ８２．５４０ ４１．４００
Ｐ ０．０００ ０．０００

　　注：与空白对照组比较ａＰ＜０．０５；与对照组比较ｂＰ＜０．０５。

图１　空白对照组、对照组和实验组细胞蛋白 ＧＦＰ蛋白
表达（×２００）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＦＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（×２００）

１：空白对照组；２：对照组；３：实验组。

图２　空白对照组、对照组和实验组细胞中ＨＩＦ１α表达

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１αｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

２．２　对照组和实验组细胞中 ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐｐ６５／

ｐ６５比较　结果见表 ２和图 ３。实验组细胞中 ｐ

Ａｋｔ／Ａｋｔ、ｐｐ６５／ｐ６５蛋白表达水平显著高于对照组，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表２　对照组和实验组细胞中ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐｐ６５／ｐ６５比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐＡｋｔ／Ａｋｔａｎｄｐｐ６５／ｐ６５ｉｎ

ｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｐＡｋｔ／Ａｋｔ ｐｐ６５／ｐ６５

对照组 ３ ０．４６５±０．０１１ ０．５０５±０．１０４

实验组 ３ ０．７８５±０．１５４ １．９５２±０．３８３

ｔ １７．０２０ ３．６００

Ｐ ０．００３ ０．０２３

１：对照组；２：实验组。

图３　对照组和实验组细胞中 ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、ｐｐ６５、ｐ６５蛋白

表达

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＡｋｔ，Ａｋｔ，ｐｐ６５，ｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

２．３　对照组和实验组ＣＤ１３３阳性细胞率比较　结

果见图４。对照组、实验组 ＣＤ１３３阳性细胞率分别

为（４．４２±０．２９）％、（１５．４３±０．４１）％，实验组

ＣＤ１３３阳性细胞率显著高于对照组，差异有统计学

意义（ｔ＝２２．１６０，Ｐ＜０．０５）。
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图４　流式细胞仪检测对照组和实验组细胞中ＣＤ１３３的表达

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ１３３ｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

ａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２．４　Ａｋｔ激酶抑制剂和 ＮＦκＢ信号通路抑制剂干
预细胞的细胞活力和 ＣＤ１３３表达的比较　０．４、
０．８、１．６、３．２、６．３、１２．５、２５．０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｋｔ激酶抑
制剂组细胞活力分别为０．９２０±０．０７６、０．８３３±０．０６６、
０．８５４±０．０８２、０．９１５±０．１５３、０．９１３±０．１１０、０．８４３±
０．０３９、０．９２７±０．０４９，各浓度组间细胞活力比较差
异无统计学意义（Ｆ＝１．３０１，Ｐ＞０．０５）；３．０、６．０、
１２．５、２５．０、５０．０、１００．０、２００．０、４００．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＦκＢ
信号通路抑制剂组细胞活力分别为０．９７８±０．０６５、
０．８９４±０．０５０、０．９９５±０．０２８、０．９８７±０．０４３、０．９８２±
０．０６７、１．０５５±０．１１２、０．９０１±０．０３０、０．９３７±０．０５６，各浓
度组间细胞活力比较差异无统计学意义（Ｆ＝２．３００，
Ｐ＞０．０５）。ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α组、Ａｋｔ激酶抑制剂组和
ＮＦκＢ信号通路抑制剂组ＣＤ１３３阳性细胞率分别为
（１５．４３±０．４１）％、（８．６１±０．５３）％、（９．８６±
０．４７）％，３组ＣＤ１３３阳性细胞率比较差异有统计学
意义（Ｆ＝１７１．９，Ｐ＜０．０５）；Ａｋｔ激酶抑制剂组和
ＮＦκＢ信号通路抑制剂组 ＣＤ１３３阳性细胞率显著
低于ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α组，差异有统计学意义（ｔ＝１０．１７０、
８．９３２，Ｐ＜０．０５）；Ａｋｔ激酶抑制剂组与 ＮＦκＢ信号
通路抑制剂组 ＣＤ１３３阳性细胞率比较差异无统计
学意义（ｔ＝１．７４５，Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

肝癌作为一种实体肿瘤，肿瘤内通常存在缺氧，

此时ＨＩＦ１α的降解过程受到抑制，细胞中大量表达
ＨＩＦ１α［１１１２］。ＨＩＦ１α作为一种转录因子调控细胞

内胰岛素、胰岛素样生长因子、表皮生长因子等多种

蛋白的表达，对细胞的增殖、迁移、凋亡及干细胞特

性等发挥重要调控作用［１３］。研究结果显示，在乳腺

癌中缺氧诱导的ＨＩＦ１α可通过Ａ２ＢＲ／ＰＫＣδ通路诱
导乳腺癌干细胞［１４］。目前，关于 ＨＩＦα对肝癌细胞
的干细胞特性影响的相关研究报道较少。因此，本研

究通过构建ＨＩＦ１α过表达细胞ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α，观察
ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α与ＨｅｐＧ２细胞中ＣＤ１３３的表达差异，
以及细胞中ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐｐ６５／ｐ６５的表达变化，分析
ＨＩＦα对肝癌细胞的干细胞特性的影响及机制。

慢病毒过表达载体是生命科学研究中常用的实

验方法［１５］，通常用于细胞或动物内基因的表达与沉

默。本研究中将含有 ＧＦＰ标签及嘌呤霉素抗性基
因的慢病毒载体经 ＨＩＦ１Ａ基因导入至肝癌细胞
ＨｅｐＧ２中，结果显示，对照组和实验组细胞中 ＧＦＰ
相对表达量显著高于空白对照组；对照组与实验组

细胞中 ＧＦＰ相对表达量比较差异无统计学意义。
实验组细胞中ＨＩＦ１α蛋白相对表达量显著高于空
白对照组及对照组；空白对照组与对照组细胞中

ＨＩＦ１α蛋白相对表达量比较差异无统计学意义。该
结果证明，含有 ＨＩＦ１α基因的慢病毒成功转染至
ＨｅｐＧ２细胞中，并能够正常表达，ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α细
胞构建成功。

肿瘤干细胞是指在肿瘤组织内具有自我更新和

分化增殖潜能的细胞［１６］，在肿瘤的发生、发展及治

疗过程中发挥重要作用［１７］。国内外研究已证实，包

括肝癌在内的多种实体肿瘤中存在肿瘤干细胞，干

细胞的存在可能是肿瘤治疗失败的一个主要原因。

通常用作肝癌干细胞的标志物有 ＣＤ１３、ＣＤ２４、
ＣＤ４４、ＣＤ９０、ＣＤ１３３、ＯＣＴ４、ＥｐＣＡＭ等［１８］。ＣＤ１３３
是一种独特的干细胞标志物［１９２２］，相对分子质量为

１２００００，是一个由大约 ８５０个氨基酸组成的多肽
链，具有５个跨膜结构域和２个巨大的胞外环，胞外
环上具有４个潜在的糖基化位点，这些位点可与靶
分子的结合位点结合而发挥调控作用。ＣＤ１３３在肿
瘤细胞干性及肿瘤耐药方面发挥重要作用，日本学

者 ＷＡＫＩＺＡＫＡ等［１８］研究报道，干细胞标志物

ＣＤ１３３或ＥｐＣＡＭ的高表达与肝癌患者的生存期缩
短相关。ＬＩＵ等［２１］报道，ＣＤ１３３与肝癌细胞的化学
治疗的抵抗性、放射治疗的抵抗性及代谢重编程相

关。本研究结果显示，实验组 ＣＤ１３３阳性细胞率显
著高于对照组，证实 ＨＩＦα蛋白过表达可增加肝癌
细胞系ＨｅｐＧ２的干细胞特性。
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ＣＤ１３３调控机制已成为近年来的研究热点，研
究发现，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ、Ｈｅｄｇｅｈｏｇ及 Ｓｔａｔ３信号通路
均可促进ＣＤ１３３表达，进而导致肝癌细胞持续自我
更新［２３２４］。Ａｋｔ在细胞存活和凋亡中起重要作用，
近年来研究发现，Ａｋｔ信号通路与肝癌细胞的自我
更新及干细胞特性相关；ＣＤＣＡ８可通过抑制Ａｋｔ／β
ａｃｔｅｎｉｎ信号通路抑制肝癌细胞干细胞特性［２５］；

ＨＹＤＰＥＰ０６可通过抑制 Ａｋｔ信号通路抑制肝癌干
细胞特性［２６］；ＫＡＨＲＡＭＡＮ等［２７］研究显示，ＩＬ８可
通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路诱导肝癌干细胞特
性。细胞内多种蛋白及 ｍｉＲＮＡ的异常表达可通过
活化 Ａｋｔ信号通路使肝癌细胞具有干细胞特
性［２８２９］。ＨＥ等［３０］研究发现，在肿瘤细胞中 ＮＦκＢ
信号通路通常异常活化。ＨＵ等［３１］研究证实，ＣＤ１３
可通过ＮＦκＢ信号通路使肝癌细胞具有干细胞的
特性。本研究结果显示，实验组细胞中ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、
ｐｐ６５／ｐ６５显著高于对照组，说明肝癌细胞高表达
ＨＩＦ１α后Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路被激活。此外，本研
究结果显示，不同浓度的 ＡＫＴ激酶抑制剂组和
ＮＦκＢ信号通路抑制剂组 ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α细胞活力
差异均无统计学意义，Ａｋｔ激酶抑制剂组和 ＮＦκＢ
信号通路抑制剂组 ＣＤ１３３阳性细胞率均显著低于
ＨｅｐＧ２ＨＩＦ１α组；该结果提示，Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通
路异常活化对肝癌细胞活力无显著影响，而对肝癌

细胞的干细胞特性发挥重要的调控作用，ＨＩＦ１α通
过促进Ａｋｔ及ＮＦκＢ的磷酸化激活Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号
通路来增加肝癌细胞的干细胞特性。

综上所述，ＨＩＦ１α可通过促进 Ａｋｔ及 ＮＦκＢ
ｐ６５的磷酸化诱导肝癌细胞表面 ＣＤ１３３的表达，增
加肝癌细胞的干细胞特性。但是，本研究未检测

ＡＫＴ／ＮＦκＢ信号通路中的其他信号蛋白，而检测其
他信号蛋白将更有利于阐明 ＨＩＦ１α诱导肝癌干细
胞的特性的机制，后期需进一步研究，以其为以

ＨＩＦ１α为靶点治疗肝癌提供更多理论证据。
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