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下调 CD133 表达对肝癌细胞恶性生物学行为的影响

牛坚，朱乐乐，王月，刘斌

（江苏省徐州医学院附属医院 普通外科，江苏 徐州 221002）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要	 目的：探讨下调 CDl33 基因的表达对肝癌细胞生物学行为的影响。

方法：将合成的 CDl33 小干扰核糖核酸分子（siRNA）转染至肝癌 SMMC7721 细胞并检测转染效率；

分别以无转染与转染随机 siRNA 序列的 SMMC7721 细胞为空白对照和阴性对照，观察 CDl33 siRNA 转

染后 CDl33 基因沉默效果，以及 SMMC7721 细胞主要生物学行为的变化。

结果：转染 24 h 后，转染效率可达到（80.8±9.1）%；与空白对照组比较，CDl33 siRNA 转染后的

SMMC7721 细胞 CD133 mRNA 及蛋白表达量分别降至空白对照组的 10% 与 35%、细胞增殖活性明显

降低、细胞凋亡率明显增加（41.3% vs. 25.3%）并出现明显的 S 期阻滞，集落形成能力明显降低（均

P<0.05）。阴性对照组与空白对照组各指标无统计学差异（均 P>0.05）。

结论：CDl33 在肝癌细胞中可能起了癌基因作用，下调其表达能抑制肝癌的恶性生物学行为。
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Impact of CDl33 expression down-regulation on malignant 
biological behaviors of liver cancer cells
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Abstract	 Objective: To investigate the influence of downregulating CDl33 gene expression on biological behaviors of 

human liver cancer cells.

Methods: Liver cancer SMMC7721 cells were transfected with the synthesized CDl33 siRNA and then 

transfection efficiency was determined. Using SMMC7721 cells without transfection or transfected with 

scrambled siRNA sequence as blank control and negative control respectively, the effect of CD133 gene silencing, 

and changes in the main biological behaviors in SMMC7721 cells after CDl33 siRNA transfection were observed.

Results: The transfection efficiency reached (80.8±9.1) % at 24 h after transfection. Compared with blank control 

group, in SMMC7721 cells after CDl33 siRNA transfection, the expression level of CDl33 mRNA and protein was 

reduced to 10% and 35% of the level in blank control group respectively, the proliferative activity was significantly 

decreased, apoptosis rate was significantly increased with a marked S-phase arrest, and colony-forming ability was 

significantly decreased (all P<0.05). All indexes did not show any significant difference between negative control 
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肝癌是一种恶性肿瘤，在全球和我国都有着

极高的发病率和病死率。但是，其发病原因和发

病机制目前仍不清楚，肿瘤干细胞（cancer  s tem 

ce l l s，CSC）学说为研究肝癌病因和机制提供了

一个全新的研究方向[1-2]。CD133作为肿瘤干细胞

特征性的表面标志物之一，在肝癌的发生和发展

上有重要意义，在研究中已得到初步证实[3-5]。本

研究为了探讨CDl33与肝癌细胞生物学特性之间的

关系，通过小干扰RNA（small interfering RNA，

siRNA）抑制SMMC7721肝癌细胞CDl33的表达，

来观察其对细胞增殖、凋亡和细胞周期等影响。

1　材料与方法

1.1  主要试剂  

鼠抗人单克隆抗体CD133购自于Sigma公司；

脂质体（Lipofectamin2000）、AnnexinV/PI试剂

盒：Inv i t r o gen公司；CCK -8试剂盒：DOJINDO�

公司。

1.2  CD133 小干扰 RNAsiRNA 的设计与合成

通过siDES IGN  Cen t e r网站的siRNA设计软

件，设计针对CD133的特异性siRNA片段，正义链

为5'-GUC CUU CCU AUA GAA CAA U-3'，反义

链：为5'-CAG GAA GGA UAC UUG UUA-3'。同

时设计并合成阴性对照siRNA序列，正义链为ATA 

CGG ATC ATA AGT TGAG -3'，反义链：为5'-CTC 

AAC TTA TGA TCC GTA T-3'。由上海吉玛生物工

程公司合成。

1.3  实验方法 

1.3.1  siRNA 片 段 转 染 效 率 的 测 定　 通 过

Lipofectamine 2000 将相应的 siRNA 转染至细胞

内，24 h 后撤离转染液，换为无血清的 DMEM 培

养基。利用荧光标记的 siRNA（FAM-siRNA）对

细胞进行转染，通过共聚焦显微镜荧光记数检测其

转染效率。

1.3.2  RNA 干 扰 CD133 效 率 的 评 估　 ⑴ RT-

PCR 检测 CD133 mRNA 水平的变化：TRIzol 法提

取各组细胞的总 RNA，逆转录反应使用随机引物

OligdTs 合成第一链（严格按照厂家说明书进行），

在 20 μL 反应体系中加入 2 μg 总 RNA。PCR 引物

序列为：CD133 上游 5'-TGC CAG AAC TTC ATC 

ACA AAC AAT-3'， 下 游 5'-TAG GAC AAT ACT 

GTT CGG GTA GTGT-3'， 扩 增 产 物 为 425 bp；

内参照 β-actin 上游 5'-GTG AAG GTG ACA GCA 

GTC GGT T-3'，下游 5'-CAG TGT ACA GGT AAG 

CCC TG-3'。退火温度均为 55 ℃。在同一条件

下，每次 PCR 以 β-actin 为内参照，PCR 产物经

2% 琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪扫描成像，表达

丰度以特异基因条带亮度与内参照的比值表示。�

⑵ Western blot 检测 CD133 蛋白水平的变化：取

40 μg 细胞裂解液与上样缓冲液混合，煮沸 10 min

后上样，进行 SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳。电泳条

件：60 V，30 min；160 V，1.5 h。电泳结束后转膜，

甲醇固定，用含 5% 脱脂奶粉的封闭液 4 ℃孵育过

夜。一抗 10 mL（1:1 500 稀释）室温孵育 2 h，二

抗 10 mL（1:5 000 稀释）室温孵育 2 h 后，PVDF

膜用 ECL 化学发光试剂盒处理并在暗室显影。

1.3.3  细胞培养及分组　细胞用含 10% 的小牛血

清 DMEM 常规培养，实验所用细胞均处在对数生

长期。根据实验要求分为：⑴ 空白对照组，无处

理 SMMC7721 细胞；⑵ 阴性对照组，SMMC7721

细胞转染 CD133 随机序列；⑶ CD133 干扰组，

SMMC7721 细胞转染 CD133 siRNA。

1.3.4  CD133 对 SMMC7721 细 胞 增 殖 的 影 响　

参照 DOJINDO 的 Cell Counting Kit-8，具体操作

见参考文献 [6]。每孔设 3 个复孔。

1.3.5  细胞凋亡检测　转染 24 h 后，收集各组细

胞 后 加 入 20 ng/mL EGF 及 10 ng/mL bFGF 的 无

血清 DMEM 培养液，培养 96 h 后，用 AnnexinV/

FITC 和 PI 染色，样品用流式细胞仪分析检测细胞

凋亡情况。

1.3.6  细胞周期检测　各组细胞经 PBS 离心冲洗

group and blank control group (all P>0.05). 

Conclusion: CDl33 gene may play an oncogene role in liver cancer cells and down-regulating its expression can 

suppress the malignant activity of liver cancer.

Key words	 Carcinoma, Hepatocellular; Neoplastic Stem Cells; CDl33

CLC number: R735.7
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2 次，以 70% 乙醇固定 30 min，离心去固定液，

PBS 洗 1 次，1×PBS 重悬细胞，加入碘化丙咤染

液和 Rnase，37 ℃避光 30 min，流式细胞仪分析

细胞周期。数据分析用 Multicycles 软件分析结果。

1.3.7  平板集落形成实验　转染 24 h 后，各组细

胞经 G418（800 μg/mL）筛选培养 3 周后得到抗

药性克隆。经考马斯亮兰染色拍照。

1.4  统计学处理  

使用SAS 6 .12软件进行统计学分析，实验数

据以均数±标准差（x±s）表示，采用单因素方差

分析及LSD- t检验进行多组间均数的比较，P<0.05

为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  转染效率

用Lipofectamin2000转染siRNA片段于细胞24 h

后，大部分细胞带有绿色荧光，转染效率可达到

（80.8±9.1）%（图l）。

2.2  RT-PCR 结果  

R T - P C R 产 物 经 2 % 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 可

见一特异性条带，定量分析显示，CD1 3 3干扰

组CD13 3  mRNA的表达量为空白对照组的10%

（P =0.001）、阴性对照组的12%（P =0.001）；

阴性对照组与空白对照组间CD133 mRNA表达量

差异无统计学意义（P>0.05）（图2）

CD133

β-actin

Marker CD1
33 干扰组

空白对照组
阴性对照组

图 2　RT-PCR 检测 CD133 mRNA 表达
Figure 2　RT-PCR detection of CD133 mRNA expression

2.3  Western blot 结果 

CD133干扰组CD133蛋白的表达明显低于空白

对照组和阴性对照组（图3），经灰度扫描分析，

其蛋白表达量为空白对照组的35%（P=0.002）和

阴性对照组的33%（P =0 . 0 01）；阴性对照组与

空白对照间CD133蛋白表达量差异无统计学意义

（P>0.05）。

CD133 干扰组空白对照组 阴性对照组

图 3　Western blot 检测 CD133 蛋白表达
Figure 3　Western blot analysis of CD133 protein expression 

CD133

β-actin

133 kD

42 kD

2.4  细胞增殖检测结果

实验结果显示，CD133干扰组在3、4、5、

6、7 d时OD值均低于各自时间点的空白对照组与

阴性对照组，并随时间推移差异逐渐增大，均有

统计学意义（均P <0 .05），而阴性对照组与空白

对照组在各时间点的细胞增殖能力没有明显差异

（均P>0.05）（图4）。

A B

图 1　荧光标记 siRNA 转染（×100）　　A：明视野；B：暗视野
Figure 1　Immunofluorescence staining for siRNA transfection (×100)　　A: Bright field; B: Dark field
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图 4　细胞生长曲线
Figure 4　Cell growth curves

2.5  细胞凋亡检测结果

采用AnnexinV/PI染色分析细胞凋亡情况，结

果显示，CD133干扰组细胞AnnexinV阳性凋亡细

胞比例（41.3%）比例较空白对照组（25.3%）、

阴性对照组（24.3%）明显增加（均P<0.05）；后

两组间差异无统计学意义（P>0.05）（图5）。

2.6  细胞周期分布检测结果

CD133干扰组G0~G 1期比例较空白对照组、

阴 性 对 照 组 降 低 ， 但 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 均

P >0 . 05）；CD133干扰组S期比例较空白对照组

（P =0.002）、阴性对照组（P =0.002）增高，差

异有统计学意义（表1）。

表 1　各组细胞周期分布（%）
Table1　Cell cycle distributions in each group of cells (%)
组别 G0/G1 G2/M S

空白对照组 65.43 17.19 17.38
阴性对照组 64.59 18.24 17.17

CD133 干扰组 60.12 12.14 29.74

2.7  集落形成实验   

以直径>1 mm细胞团算一个集落形成，结果显

示，CD133干扰组其集落密度明显低于空白对照组

和阴性对照组（126  vs .  349），差异有统计学意义

（P <0 .05）；阴性对照组与空白对照组间无明显

差异（367  vs.  349）（P>0.05）（图6）。

图 5　AnnexinV/PI 检测细胞凋亡
Figure 5　AnnexinV/PI analysis of cell apoptosis

图 6　集落形成实验  
Figure 6　Colony formation assay

空白对照组 阴性对照组 CD133 干扰组
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3　讨　论

肿瘤干细胞学说的观点是：肿瘤的形成、发

展、转移及复发的关键是由少数具有自我更新，

无限增殖及多向分化潜能的细胞导致的。在乳腺

癌、脑胶质瘤、结肠癌等实体瘤中都发现了肿

瘤干细胞，实验室中已经成功分离这些肿瘤干细

胞，研究这些分离得到的肿瘤干细胞的体外和体

内的生物学性状都进一步证实了肿瘤干细胞学说

的可靠性[7-9]。

CDl33是1997年发现于人胚胎、骨髓及外周

血中的造血干细胞的特异性表面标记物，是最重

要的肿瘤干细胞标记物，CDl33分子作为肿瘤干细

胞的标记已在胰腺癌[10-11]、肝细胞肝癌[12-13]及结直

肠癌[14-15 ]等肿瘤组织中得到证实，研究[16-19 ]认为

CDl33参与形成和维持细胞膜突起部的不同形态，

通过细胞膜突起的改变，可能影响细胞的极性、

迁移及其与相邻细胞的作用。

研究[4, 20-21]发现，CDl33+细胞存在于肝癌细胞

系SMMC7721、肝硬化组织和原发性肝癌组织中，

并且CDl33+肝癌细胞系在裸鼠中具有高成瘤性。

很多研究支持CD133信号和肿瘤发展有密切联系，

使人们对肿瘤治疗靶位CD133的研究产生更加浓厚

的兴趣。

本 研 究 通 过 利 用 R N A 干 扰 封 闭 肝 癌

SMMC7721细胞的CD133的表达，发现表达CD133

低表达时，CD133干扰组细胞生长曲线比空白对

照组、阴性对照组明显下降；用流式细胞术分析

细胞周期发现，CD133干扰组与空白对照组、阴

性对照组比较，G0~G 1期比例均降低，但差异无

统计学意义（P >0 . 05）；而CD133干扰组S期比

例明显增高，差异有统计学意义（P <0 .05）；通

过Annex i nV /P I染色分析发现CD133干扰组细胞

AnnexinV阳性凋亡细胞比例比空白对照组、阴性

对照组显著增加，这与其他恶性肿瘤的研究结果

相符[22]。

肿瘤干细胞的另一个显著特性是具有较强的

细胞集落形成能力。本研究发现，抑制肝癌细胞

CDl33表达时细胞集落形成率能力显著降低。而在

结肠癌研究中发现[23-24]，CDl33阳性结肠癌细胞的

细胞集落形成能力显著高于CDl33阴性细胞，进一

步说明了CDl33具有促进细胞集落形成的能力。

细胞周期是细胞生命活动的基本过程，细

胞在周期时相的变迁中进入增殖、分化、衰老

和死亡等生理状态。肿瘤干细胞具有和干细胞

相似的特性，干细胞是处于相对静止的一群细

胞，具有慢周期的特点[25]，干细胞的这种特点虽

有利于防止体内未成熟细胞的消耗，也可能是传

统治疗无法彻底杀灭肿瘤干细胞，成为复发转移

的根源。本研究结果显示，CD133干扰组细胞中�

S期细胞占29.74%，而对空白照组和阴性对照组

S期细胞占17.38%和17.17%，差异有统计学意义

（P<0.05）。CD133干扰组的G0~G1期比例有所下

降，虽然与对照组比较差异不具统计学意义，但

需要注意，该结果仅能说明CD133干扰组对整体

SMMC7721细胞群的影响。众所周知，肿瘤干细胞

常处于G0~G1期，笔者推测，CD133功能可能并非

与细胞周期直接相关，但抑制CD133表达却可能影

响到SMMC7721细胞中肿瘤干细胞的状态，导致其

细胞周期分布产生变化，从G0~G1期进入S期，而

由于肿瘤干细胞在恶性肿瘤中只占少部分，因此

这样的变化对整体CD133干扰组细胞群的细胞周期

分布影响并不很明显。而且由于G0~G1期细胞总数

比S期多，因此这部分细胞从G0~G1期进入S期仅引

起了S期比例变化。若将研究对象从全部肝癌细胞

变为其中的肿瘤干细胞，分析CD133对这部分肿瘤

干细胞细胞周期的影响，应该能得到更为显著的

结果。

综上所述，CD13 3  s i RNA成功转染并抑制

SMMC7721细胞CDl33基因的表达，CDl33基因表

达被抑制以后，细胞的增殖活性和细胞集落球形

成能力等恶性表型显著降低，其机制有待深入研

究。针对CD133靶向治疗是肝癌生物治疗是一个值

得关注的研究方向。
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