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■背景资料
肿瘤的复发与转
移, 其主要原因在
于肿瘤细胞侵袭
及迁移性的生物
学 行 为 ,  降 低 肿
瘤细胞侵袭及迁
移能力可抑制肿
瘤的复发与转移, 
ATRA是目前为止
最重要的一种分
化剂, 已成功应用
于诱导白血病分
化, 目前的研究表
明, 他在一些实体
肿瘤中也起着非
常重要的作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of all-trans retinoic 
acid (ATRA) on the differentiation, invasion and 
metastasis of liver cancer HepG2 cells. 

METHODS: After HepG2 cells were treated with 
different concentrations of ATRA, the prolifera-
tion of HepG2 cells was evaluated by MTT assay; 
anchorage-dependent growth was evaluated 
by colony formation assay; AFP secretion was 
determined by ELISA; the transcription levels of 
Nanog and MMP-9 were assessed by RT-PCR, 
and their protein levels were assessed by Western 
blot; and cell invasion and migration were evalu-
ated by scratch test and transwell assay.

RESULTS: ATRA suppressed the proliferation 
and anchorage-dependent growth of HepG2 in 
a dose- and time-dependent manner. ATRA in-
duced cell differentiation and decreased AFP se-
cretion in HepG2 cells (both P < 0.05). Treatment 
with ATRA down-regulated the mRNA and 

protein levels of Nanog and MMP-9 (within 24 
hours) in a dose- and time-dependent manner. 
In addition, ATRA could inhibit the invasion 
and metastasis of HepG2 cells.

CONCLUSION: ATRA may induce cell differen-
tiation, reduce cell invasion and migration and 
down-regulate the levels of Nanog in HepG2 cells.
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摘要

目的: 探讨全反式维甲酸(ATRA)对肝癌细胞
HepG2的诱导分化作用及侵袭迁移的影响.

方法: MTT法测定ATRA对肝癌细胞HepG2
的抑制作用; 平皿集落形成法检测ATRA对
HepG2细胞锚定依赖性生长作用; ELISA法检
测ATRA作用前后HepG2 AFP分泌量的变化; 
RT-PCR检测ATRA对HepG2细胞MMP-9及
Nanog的mRNA表达的影响; Western blot检测
ATRA对HepG2细胞MMP-9及Nanog蛋白表达
的影响; Transwell及划痕实验检测其对侵袭及
迁移能力的影响.

结果: MTT法显示ATRA抑制体外培养人肝
癌细胞HepG2细胞生长, 呈剂量和时间依赖
性; ELISA显示ATRA诱导HepG2细胞分化和
凋亡, 使代表肝细胞恶变的AFP分泌量明显下
降(P <0.05); 平皿克隆形成实验结果表明未经
ATRA处理的HepG2可形成克隆, 但经ATRA
刺激后 ,  其形成克隆变小且数目明显减少 ;  
ATRA呈时间及浓度依赖性下调Nanog mRNA
及蛋白的表达, 并在24 h呈浓度依赖性下调
MMP-9 mRNA及蛋白表达; Transwell实验和
划痕实验结果显示ATRA能抑制HepG2细胞的
侵袭和迁移能力.

结论: ATRA可诱导HepG2细胞分化, 降低
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■研发前沿
通 过 研 究 AT R A
对肿瘤干细胞分
化基因Nanog的
影 响 ,  进 一 步 阐
明 AT R A 是 否 通
过下调肿瘤干细
胞分化调节基因
达到治疗肿瘤的
目的, 将对ATRA
抗肿瘤作用机制
起到推动作用.

HepG2的侵袭迁移能力, 并可下调肿瘤干细胞
分化调节基因Nanog的表达从而达到治疗肿
瘤的目的.
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0  引言

原发性肝细胞癌是我国常见恶性肿瘤之一, 其
死亡率在所有恶性肿瘤中居第3位, 全球每年约

600 000人死于肝癌[1], 恶性肿瘤细胞丧失了正常

分化的能力, 表现为分化障碍及失控性增殖. 利
用分化诱导剂可使肿瘤细胞部分或全部恢复分

化潜能, 转变为正常细胞或导致细胞凋亡, 从而

达到治疗肿瘤的目的. 肿瘤的复发与转移, 其主

要原因在于肿瘤细胞侵袭及迁移性的生物学行

为, 降低肿瘤细胞侵袭及迁移能力可抑制肿瘤

的复发与转移. ATRA是目前为止最重要的一种

分化剂, 已成功应用于诱导白血病分化, 目前的

研究表明, 他在一些实体肿瘤中也起着非常重

要的作用[2-5].  

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞由中南大学肿瘤所

引进; ATRA购自Sigma公司; RPMI-1640培养基

购自Gibco公司; 小牛血清购自杭州四季青公司; 
人肝癌细胞AFP ELISA试剂盒购自于上海申科

生物公司; RNA引物设计由康为生物试剂公司

合成; RNA提取试剂盒购自北京康为试剂公司; 
Nanog抗体及MMP-9抗体购自EP-Tom ic公司; 
Transwell小室购自于Corning公司; Matrigel基质

胶购自于BD公司.  
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 用含100 mL/L新生牛血清的

RPMI-1640培养液培养于37 ℃, 含50 mL/L CO2

的恒温培养箱中.  
1.2.2 MTT法: 取对数生长期细胞, 胰酶消化贴

壁细胞, 吹打成单细胞悬液, 调整细胞浓度为4
×104/mL, 以每孔200 μL接种于96孔板, 待6 h细
胞贴壁后分别加入不同浓度的ATRA, 终浓度为

(1 μmol/L、10 μmol/L、100 μmol/L), 溶媒对照

组加入相同体积0 .1%的D M S O, 空白对照组

加入相同体积完全培养基, 每浓度设5个复孔, 
分别培养24、48和72 h, 培养终止前每孔加入

20 μL MTT, 孵育4 h, 取出96孔板, 弃除培养基, 
每孔加入100 μL DMSO, 置于摇床上摇10 min, 酶
标仪上570 nm检测吸光度(A )值.  
1.2.3 平皿集落形成法: 取对数生长期细胞, 胰酶

消化贴壁细胞, 吹打成单细胞悬液, 调整细胞浓

度为4×102/mL,每孔加入1 mL细胞悬液, 待6 h
细胞贴壁后分别加入不同浓度的ATRA, 终浓度

为(1 μmol/L、10 μmol/L、100 μmol/L), 空白对

照组加入相同体积完全培养基, 每浓度设3个复

孔, 置37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱中继续培养, 对
照组形成50个以上细胞团即集落时结束培养, 
约6 d, 在倒置荧光显微镜下观察拍照.   
1.2.4 ELISA法检测ATRA对HepG2表达AFP的

影响: 按试剂盒说明书操作: 收集各组细胞上清, 
将标准品分别稀释为8 μg/L、4 μg/L、2 μg/L、
1 μg/L、0.5 μg/L, 分别设空白孔, 标准品孔和待

测样品孔, 空白孔加样品稀释液50 μL, 标准品孔

加稀释好的标准品50 μL, 待测样品孔先加入样

品稀释液40 μL, 再加待测样品10 μL; 待测样品

每孔设3个复孔, 上样完成后, 将酶标板加盖, 置
于垫有湿纱布的铝盒中, 再将铝盒放于37 ℃恒

温生化箱孵育30 min; 弃去液体, 每孔加满稀释

后洗涤液振荡30 s, 甩干洗涤液, 用滤纸拍干, 重
复5次, 拍干; 每孔加入酶标试剂50 μL, 空白孔除

外, 轻轻晃动混匀, 37 ℃恒温生化箱孵育30 min; 
弃去液体, 每孔加满稀释后洗涤液振荡30 s, 甩
干洗涤液, 用滤纸拍干, 重复5次, 拍干; 每孔先

加入显色剂A50 μL, 再加入显色剂B50 μL, 轻轻

振荡混匀, 37 ℃避光显色10 m in; 取出酶标板, 
每孔加入终止液50 μL, 终止反应(此时蓝色立刻

转为黄色); 以空白孔调零, 于酶标仪上在450 nm
波长下测量各孔的A值.
1.2.5 RT-PCR: Nanog实验分组: 溶媒对照组(含
0.1%DMSO的培养基); 空白组(完全培养基); 
24 h组(终浓度为1 μmol/L、10 μmol/L、100 
μmol/L); 48 h组(终浓度为1 μmol/L、10 μmol/
L、100 μmol/L); 72 h组(终浓度为1 μmol/L、
10 μmol/L、100 μmol/L). MMP-9实验分组: 24 h: 
空白组、溶媒对照组、1 μmol/L组、10 μmol/L
组、100 μmol/L组. 

引物设计参照GenBank基因序列设计, 设计

好后Blast, 比对结果与目的基因相符(表1); 抽提

RNA; 逆转录; PCR扩增; 20 μL反应体系, Master 
mix 10 μL, ddH2O 6 μL, 10 μmol/L的PCR特异

上下游引物各1 μL, cDNA 2 μL; 各反应条件如

下: β-actin: 94 ℃, 5 min; 30个PCR循环(94 ℃, 
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■相关报道
研究已发现ATRA
对 胃 癌 、 乳 腺
癌、结肠癌等恶
性肿瘤有一定的
抑制肿瘤细胞增
殖和诱导肿瘤细
胞 凋 亡 ,  降 低 其
侵袭迁移能力的
作用.

30 s; 54.8 ℃, 30 s; 72 ℃, 60 s); 72 ℃, 5 min. 
Nanog: 94 ℃, 5 min; 30个PCR循环(94 ℃, 30 s; 
51.9 ℃, 30 s; 72 ℃, 60 s); 72 ℃, 5 min. mmp-9: 
94 ℃, 5 min; 30个PCR循环(94 ℃, 30 s; 48.8 ℃, 
30 s; 72 ℃, 60 s); 72 ℃, 5 min. 电泳后的产物用

自动电泳凝胶成像分析仪(Bio-Rad, USA)及Im-
age-2200分析软件(Bio-Rad, USA)进行图像分析, 
与β-actin灰度值的比值作为Nanog、MMP-9的
相对含量.  
1.2.6 Western blot: Nanog实验分组: 溶媒对照组

(含0.1%D M S O的培养基); 空白组(完全培养

基组); 24 h组(终浓度为1 μmol/L、10 μmol/
L、100 μmol/L); 48 h组(终浓度为1 μmol/L、
10 μmol/L、100 μmol/L); 72 h组(终浓度为1 
μmol/L、10 μmol/L、100 μmol/L). MMP-9实
验分组: 24 h: 空白组、1 μmol/L组、10 μmol/L
组、100 μmol/L组. 

提取蛋白后进行蛋白定量, 定量后加入上

样缓冲液并行SDS-PAGE, 将蛋白转移到PVDF
膜, 丽春红染色观察条带, 自来水冲洗后加5%脱

脂奶粉封闭2 h, 分别加入抗Nanog、MMP-9及
β-actin抗体, 4 ℃孵育过夜, PBS洗膜后加HRP标
记的IgG, 室温孵育3 h, 洗膜后加入ECL发光试

剂, X线胶片上曝光, 显影, 定影[6].  Image-2200分
析软件测定Western blot条带的灰度值, 与β-actin
灰度值的比值作为Nanog、MMP-9的相对含量.  
1.2.7 划痕实验: 按每孔2×106个HepG2细胞接

种在6孔板, 常规培养至90%的融合状态. 用无血

清培养液洗细胞3次, 加入新鲜的无血清培养基. 
用10 μL Eppendorf Tip在细胞板上划痕[7], 用含

1%血清培养基洗细胞3次, 加入新鲜的含1%血

清培养基. 加入不同浓度(0 μmol/L、1 μmol/L、
10 μmol/L、100 μmol/L)的ATRA, 放入37 ℃, 
50 mL/L CO2培养箱按0 h、24 h取样, 拍照. 计算

划痕的距离, 以未加ATRA组为对照, 进行组间

比较.  
1.2.8 体外细胞侵袭实验: 体外细胞侵袭实验采

用Transwell培养板, 迁移孔上下槽间为直径6.3 
mm, 孔径8.0 μm的多聚碳酸膜. 具体的步骤为: 
于4 ℃融解Matrigel, 每孔50 μL加入预冷的Tran-
swell侵袭小室各孔的上室中, 将培养板置于37 ℃
孵育过夜. 少量PBS清洗各孔, 用含不同浓度(0 
μmol/L、1 μmol/L、10 μmol/L、100 μmol/L)ATRA
的无血清培养液制备HepG2细胞悬液, 使细胞浓

度为1.0×105/mL, 分别加入各孔的上室中, 每孔

100 μL, 在下室加入含有100 mL/L FBS条件培养

基500 μL. 每个孔重复3次, 37 ℃, 50 mL/L CO2

孵育24 h. 取出带微孔滤膜的小室, PBS洗涤数

次, 4%多聚甲醛固定10 m in, 用棉棒擦去微孔

滤膜上的Matrigel和未侵袭的细胞, 加入结晶紫

(0.1%)染色20 min, PBS洗2遍, 显微镜下观察. 以
200倍高倍视野侵袭至滤膜下表面的细胞数目

多少反映肿瘤细胞侵袭能力的高低. 随机计数

10个视野内的细胞数, 计算平均值进行统计学

分析, 以未加ATRA组为对照, 进行组间比较, 实
验重复3次.  

统计学处理 采用SPSS13.0统计学软件进行

结果处理. 实验所得数据采用mean±SD, 实验组

与对照组的区别用t检验, P<0.05为差异有显著性.  

2  结果

2.1 MTT ATRA 1 μmol/L、10 μmol/L、100 μmol/
L分别作用于肝癌HepG2细胞24 h、48 h、72 h
后, 其A 570值均较空白对照组明显下降(P <0.05, 
表2). 溶媒组与空白对照组比较差异无统计学意

义(P>0.05). 其中100 μmol/L的ATRA作用HepG2
细胞72 h A 570值下降明显, 1 μmol/L在24 h A 570值

下降不明显. 说明高浓度ATRA能有效抑制肝癌

HepG2细胞的增殖能力.  
2.2 平皿克隆实验 肝癌HepG2细胞在平皿中6 d
可以形成克隆, 但ATRA作用后能抑制其克隆

形成 ,  且AT R A的抑制程度与作用的浓度相

关, 100 μ m o l/L AT R A作用后几乎无克隆生

长, 1 μmol/L及10 μmol/L ATRA作用后仍可见

表  1  RT-PCR引物

     基因 引物序列 退火温度(℃) 产物长度(bp)

β-actin F 5'-ATCTGGCACCACACCT-3'

R 5'-CGTATACTCCTGCTT-3'      54.8      837

nanog F 5'-ATGCCTCACACGGAGACTG-3'

R 5'-CTGCGTCACACCATTGCTA-3'      51.9      369

mmp-9 F 5'-TGGGCTACGTGACCTATGACAT-3'

R 5'-CACCTCCACTCCTCCCTTTC-3'      48.8      165
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■创新盘点
本 研 究 发 现
AT R A 可 诱 导 肝
癌HepG2细胞分
化, 抑制其增殖、
侵 袭 及 迁 移 能
力. Nanog作为肝
癌HepG2分化的
一个指标, ATRA
可降低其在肝癌
HepG2中的表达.

少量克隆(图1). 表明ATRA可抑制HepG2细胞锚

定依赖性生长能力.   
2.3 ELISA ATRA在诱导肝癌细胞分化过程中, 
AFP分泌量均随处理天数的延长而呈降低趋势, 
且组内不同浓度之间有显著性差异(P <0.05, 表
3), 且无浓度-时间交互效应, 说明ATRA有诱导

HepG2细胞分化的作用.   
2.4 Nanog表达水平 ATRA作用于HepG2细胞后, 
与空白对照组比较, Nanog的mRNA及蛋白表达

呈时间及浓度依赖性下降(P<0.05, 图2, 3), 无时

间-浓度交叉效应.  
2.5 MMP-9表达水平 ATRA作用于HepG2细胞24 
h后, 与空白对照组比较, MMP-9的mRNA及蛋

白表达呈浓度依赖性下降(P<0.05, 图4, 5).  
2.6 划痕实验 细胞划痕24 h后, ATRA处理的

HepG2细胞组分别较各自空白对照组划痕距离

明显增宽(P <0.05, 图6), 表明ATRA可抑制人肝

癌HepG2细胞迁移能力.  

表  2  ATRA对HepG2细胞增殖能力的影响 (mean±SD, A 570值)

     分组   空白对照组      溶媒组 1 μmol/L  ATRA 10 μmol/L ATRA 100 μmol/L ATRA

24 h 0.769±0.009 0.769±0.010 0.767±0.006a 0.683±0.007b 0.384±0.007b

48 h 0.970±0.008 0.957±0.010 0.813±0.007b 0.693±0.008b 0.341±0.006b

72 h 1.099±0.005 1.094±0.009 0.877±0.023b 0.713±0.006b 0.274±0.011b

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组.

A B

C D

图  1  ATRA对HepG2细胞锚定依赖性生长能力的影响(×100). A: 空白对照组; B: 1 μmol/L ATRA组; C: 10 μmol/L ATRA组; 

D: 100 μmol/L ATRA组.

表  3  ATRA对HepG2细胞AFP分泌的影响 (mean±SD, μg/L)

     分组   空白对照组   1 μmol/L ATRA 10 μmol/L ATRA 100 μmol/L ATRA

24 h 24.075±0.009 24.022±0.006a 23.616±0.007a 16.951±0.007b

48 h 24.311±0.008 22.606±0.007b 20.455±0.008b 16.646±0.006b

72 h 22.317±0.005 17.920±0.023b 15.062±0.006b 16.468±0.011b

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组.
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2.7 侵袭小室实验 ATRA作用HepG2细胞24 h后, 
侵袭至滤膜下表面的细胞数目较空白对照组明

显减少(P <0.05, 图7), 表明ATRA可抑制人肝癌

HepG2细胞的体外侵袭能力.

3  讨论

维甲酸(RA)类药物包括维生素A的天然及人工

合成的衍生物. 维生素A(视黄醇)进入人体后转

变成视黄醛, 再经氧化变成RA. RA是维持生长

发育不可缺少的一种脂溶性维生素, 尤其在促

进上皮组织分化生长及维持其正常功能方面起

重要作用[8]. RA结构式由环状末端、多烯肽侧

链和极性末端基团3部分组成, 当这3部分结构

各自由不同基团取代时, 可得到生物活性不同

的化合物. 目前RA类化合物根据结构不同分为

3代: 第1代为极性末端被不同基团取代; 第2代

为环状末端基团的改变; 第3代RA则是多烯肽侧

链的改变, 并由于羧基方向不同分为2种异构体, 
即顺式维甲酸及全反式维甲酸(all trans retinoic 
acid, ATRA), 其中全反式构型最为稳定和常见.  

RA的生物活性是通过核内可被配体饱和的

维甲酸受体(retinoic acid receptor, RAR)和维A类

化合物X受体(retinoic X receptor, RXR)激活而介

导的[9]. RA诱导细胞分化的机制上不明确, 但是

大量研究表明ATRA诱导肿瘤细胞分化的作用

可用于治疗肿瘤. 其可能的机制有: (1)RA受体

的作用. RA受体包括RAR和RXA两种, 各有α、

β、γ、δ 4种构体, 他们有不同的调节功能, 可通

过与特异的RA结合发挥作用[10]; (2)对细胞周期

的影响. 大量研究表明, RA可抑制肝癌细胞生

长, 使细胞周期G0-G1延长, 影响DNA合成, 最终

产生增殖抑制, 诱导细胞凋亡[11]; (3)调控基因和
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图  3  ATRA对HepG2细胞Nanog蛋白表达的影响. A: 空白对照组24 h; B: 1 μmol/L ATRA组24 h; C: 10 μmol/L ATRA组24 

h; D: 100 μmol/L ATRA组24 h; E: 空白对照组48 h; F: 1 μmol/L ATRA组48 h; G: 10 μmol/L ATRA组48 h; H: 100 μmol/L 

ATRA组48 h; I: 空白对照组72 h; J: 1 μmol/L ATRA组72 h; K: 10 μmol/L ATRA组72 h ; L: 100 μmol/L ATRA组72 h. 

bP<0.01 vs  空白对照组.

■应用要点
探 讨 AT R A 对 肝
癌细胞系HepG2
的诱导分化作用
及侵袭迁移的影
响 ,  并 且 探 讨 了
ATRA与肿瘤干细
胞分化调节基因
Nanog的关系, 为
ATRA治疗肝癌进
一步提供了临床
依据.
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图  2  ATRA对HepG2细胞Nanog mRNA表达的影响. A: 空白对照组24 h; B: 溶媒组24 h; C: 1 μmol/L ATRA组24 h; D: 

10 μmol/L ATRA组24 h; E: 100 μmol/L ATRA组24 h; F: 空白对照组48 h; G: 溶媒组48 h; H: 1 μmol/L ATRA组48 h; I: 

10 μmol/L ATRA组48 h; J: 100 μmol/L ATRA组48 h; K: 空白对照组72 h; L: 溶媒组72 h; M: 1 μmol/L ATRA组72 h; N: 

10 μmol/L ATRA组72 h; O: 100 μmol/L ATRA组72 h. aP <0.05, bP <0.01 vs  空白对照组.
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细胞因子的表达. Feng等[12]也报道ATRA能够提

高肝癌细胞株SMMC27721细胞表面整合素α5β
的表达, 抑制细胞生长并引起凋亡, 使肝癌细胞

凋亡相关基因Fas和P53的蛋白表达增高, 并抑制

bcl-2的表达, 从而诱导肝癌细胞凋亡. 有研究表

明, TGF-β1是一重要的多功能的生长因子, 并已

发现TGF-β1与ATRA的功能有一定关系[13]. Ma-
saki等[14]表明ATRA通过诱导C/EBPβ-LIP的产生

来降低人白蛋白的产生, 而白蛋白是诊断肝脏

疾病的一项可靠的依据[15,16].  
肿瘤细胞的锚定依赖性生长特性是肿瘤细

胞区别于正常细胞的重要标志, 与肿瘤在体内

图  6  ATRA作用于HepG2细胞24 h划痕实验(×100). A: 空白对照组0 h; B: 1 μmol/L ATRA组0 h; C: 10 μmol/L ATRA组

0 h; D: 100 μmol/L ATRA组0 h; E: 空白对照组24 h; F: 1 μmol/L ATRA组24 h; G: 10 μmol/L ATRA组24 h; H: 100 μmol/L 

ATRA组24 h. aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组.

■同行评价
本研究采用肿瘤
细胞诱导分化剂
ATRA体外诱导人
肝癌细胞, 采用分
子生物学方法检
测 AT R A 对 人 肝
癌细胞HepG2的
生长、分化、侵
袭和迁移能力的
影响, 研究内容翔
实, 对临床肝癌的
治疗具有一定的
参考价值.

图  4  ATRA对HepG2细胞MMP-9 mRNA表达的影响. A: 空

白对照组; B: 溶媒组; C: 1 μmol/L ATRA组; D: 10 μmol/L 

ATRA组; E: 100 μmol/L ATRA组. bP<0.01 vs  空白对照组.
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图  5  ATRA对HepG2细胞MMP-9蛋白表达的影响. A: 空白

对照组; B: 1 μmol/L ATRA组; C: 10 μmol/L ATRA组; D: 

100 μmol/L ATRA组. bP<0.01 vs  空白对照组.
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的生长能力高度相关[17]. 在体外培养条件下, 细
胞生长和锚定依赖等恶性特征消失, 可以代表

肿瘤细胞的去恶化表现, 因此, 我们应用MTT及
平皿集落形成法检测ATRA对体外培养肝脏细

胞的生长及增殖能力的影响. 结果表明, ATRA
能抑制肝癌HepG2的增殖及锚定依赖生长能力.  

AFP是一种胚胎性蛋白, 主要由胚肝产生, 
在早期胎肝组织中高表达而分化成熟肝细胞不

表达. 随着肝细胞的分化, 抗原会逐渐消失, 在
肝癌中分泌量增高, 而在正常成人肝中则无分

泌[18]. 因此AFP是肝谱系的早期表面分子, 与肝

癌的恶性程度密切相关[19], 可阻止肝癌细胞分

化、凋亡, 促进肝癌细胞增殖, 起生长调节作用. 
许多分化诱导剂可下调AFP的表达, 因此, AFP
是肝癌细胞诱导分化的一个重要鉴定指标, 并
被认为是诊断肝癌的标志蛋白[20-22].  因此本实

验通过ELISA法检测ATRA对肝癌HepG2的诱导

分化作用, 结果表明, ATRA在诱导肝癌细胞分

化过程中, AFP分泌量均随处理天数的延长而呈

降低趋势, 且组内不同浓度之间有显著性差异

(P<0.05), 无浓度-时间交互效应. 说明ATRA有诱

导HepG2细胞分化的作用.  
近年来, 随着“干细胞”的概念被引入肿瘤

学研究, 以及多种肿瘤干细胞得到分离和鉴定, 
肿瘤干细胞(cancer stem cells, CSCs)学说逐渐

形成. 具有自我更新和无限增殖能力以及多向

分化潜能, 是肿瘤形成的起始细胞并维持肿瘤

的持续生长, 也称为“肿瘤起始细胞”(tumor-
initiating cells, TICs), 在肿瘤的发生、进展、

转移、复发中起关键作用[23,24]. 越来越多的研

究表明原发性肝癌来源于肝癌干细胞, 肝癌可

能来源于肝干细胞的分化成熟受阻. 肿瘤干细

胞生物学作用的物质基础是表达于肿瘤干细胞

膜表面的蛋白分子, 即肿瘤干细胞表面标志. 这
些表面标志犹如肿瘤干细胞的“指纹”, 研究

者可以通过识别和利用这些表面标志来准确
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图  7  ATRA作用于HepG2细胞24 h侵袭实验(×200). A: 空白对照组; B: 1 μmol/L ATRA组; C: 10 μmol/L ATRA组; D: 100 

μmol/L ATRA组. aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组.
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地筛选与分离肿瘤干细胞. 肿瘤干细胞的存在

最早是从急性髓细胞白血病(AML)中得到证实

的. Bonnet和Dick[25]在研究中发现, 只有表面标

志为CD34+CD38-的白血病细胞能在其他小鼠

体内重建AML. Oct4、Sox2、Nanog、SMO、

β-Catenin、Wnt5b是近年来发现的干细胞相关

基因. Nanog、Oct4和Sox2位于维持干细胞全

能性调控网络的顶端, 共同调控与自我更新、

分化有关的下游基因[26]. Nanog在维持胚胎干细

胞的全能性中是必须的[27,28], 研究表明, Nanog在
早期胚胎发育中表达, 而在已分化的细胞及成

体组织中不再表达[29], 因此Nanog可作为肿瘤干

细胞分化的指标. Nanog不仅与生殖系统肿瘤关

系密切, 在胃肠道及肝癌中也存在表达, 且与实

体瘤分化状态密切相关[30-32]. 肝癌细胞系HepG2
细胞是一种来源于人肝母细胞瘤且被国际公认

的细胞株, 具有典型的肝干细胞特性[33], 有研究

表明, ATRA在诱导P19胚胎癌性干细胞分化过

程中分化调节基因Nanog、oct4、coAA表达均

下降[34], 表明ATRA诱导肿瘤分化与肿瘤干细胞

分化调节基因有关.  因此本实验通过RT-PCR及
Western blot检测ATRA作用于肝癌HepG2前后

Nanog的mRNA及蛋白表达的变化, 结果显示, 肝
癌HepG2细胞表达Nanog, 反式RA作用于HepG2
细胞后, Nanog的mRNA表达及蛋白表达呈时间

及浓度依赖性下降. 说明肝癌HepG2细胞中存在

肝癌干细胞, Nanog不仅可作为肝癌干细胞的表

面标记, 还可作为肝癌HepG2分化的一个指标.  
肿瘤细胞和机体的协调关系被打破, 细胞间

的黏附, 以及细胞基质的黏附, 基质金属蛋白酶

(Mmps)的异常表达与活性都与肿瘤的侵袭及迁

移行为有关[35].  Mmps是近年来发现的一组锌离

子依赖性内肽酶, 为重要的细胞外基质降解酶, 
他通过对细胞外基质不同成分的降解在肿瘤侵

袭、转移中起关键作用[36]. Mmps家族包括多

种, 已发现的有22个[37], 其中MMP-9是Mmps家
族中最主要的成员之一, 研究表明ATRA可以增

加甲状腺癌细胞对细胞外基质的黏附能力, 从
而降低甲状腺癌细胞的侵袭能力; 也有研究表

明ATRA可通过RA受体机制降低耐酸肠癌细胞

的MMP-9及MMP2水平, 从而降低这种细胞的

侵袭迁移能力; 最近研究表明, ATRA是抑制胃

癌GIST细胞侵袭及能力的一种潜在试剂[38]. 因
此本实验通过检测ATRA对肝癌HepG2 MMP-9 
mRNA及蛋白的表达的影响, 侵袭小室及划痕实

验检测ATRA对其侵袭及迁移能力的影响, 实验

结果表明, 肝癌HepG2细胞可分泌MMP-9, 其分

泌量随ATRA的浓度升高而下降; 侵袭实验表明, 
ATRA可呈浓度依赖性降低人肝癌细胞HepG2
的体外侵袭能力; 划痕实验表明ATRA可成时间-
浓度依赖性降低人肝癌细胞的迁移能力.  
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