
www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年5月18日; 20(14): 1204-1209
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

肝衰竭患者血浆对HepG2细胞增殖的抑制及表皮生长因
子的调控作用
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■背景资料
我国慢性乙型肝
炎病毒携带者近
1.2亿人 ,  部分患
者病情加重发展
肝衰竭, 其死亡率
高达50%-80%. 因
而, 探讨肝衰竭患
者的发病机制及
提高其内科治疗
效果非常必要, 并
一直是国内外学
者的研究热点. 
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Abstract
AIM: To explore the mechanisms by which 
plasma from patients with liver failure inhibits 
the proliferation of HepG2 cells and to evaluate 
whether epidermal growth factor (EGF) can re-
verse this inhibitory effect. 

METHODS: Plasma samples were collected from 
three patients with acute-on-chronic liver failure 
during plasma exchange therapy and treated 
with heparin. After HepG2 cells were cultured 
in medium containing 50% plasma from patients 
with liver failure with or without EGF stimula-
tion, cell proliferation and apoptosis were de-
tected by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) 
assay and Hoechst staining, respectively. The 
expression of intracellular cyclin D1 and cyclin-

dependent kinase 4 (CDK4) in HepG2 cells was 
examined by Western blotting. 

RESULTS: Treatment with 50% plasma from 
patients with liver failure for 12 to 72 hours sig-
nificantly inhibited the proliferation of HepG2 
cells in a time-dependent manner when com-
pared to cells cultured with 50% normal control 
plasma (NCP). EGF at a concentration of 5, 10 or 
20 μg/L significantly induced the proliferation 
of HepG2 cells cultured with NCP, while only 
high-dose EGF (20 μg/L) showed a transient 
promotion to the proliferation of HepG2 cells 
cultured with plasma from patients with liver 
failure. After stimulation with 20 μg/L EGF, the 
proliferation was still significantly inhibited in 
cells cultured with patient plasma compared 
to those cultured with NCP. The presence of 
50% patient plasma did not significantly alter 
apoptosis index of HepG2 cells (P > 0.05). The 
expression of intracellular cyclin D1 and CDK4 
in HepG2 cells was obviously inhibited after 
treatment with patient plasma for 12 to 72 hours. 

CONCLUSION: Plasma from patients with liver 
failure inhibits the proliferation of HepG2 cells 
possibly by down-regulating the expression of 
intracellular cyclin D1 and CDK4. EGF can not 
reverse this inhibitory effect.
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摘要

目的: 探讨肝衰竭患者血浆(l i v e r f a i l u r e 
plasma, LFP)抑制HepG2细胞生长、增殖的
机制及表皮生长因子(epidermal growth factor, 
EGF)对其抑制作用的调控作用.

方法: 通过用50%LFP与HepG2细胞共同培
养(肝衰竭组), 以相同浓度正常人血浆(正常
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■相关报道
A l a d j e m 等研究
显示在小鼠2/3肝
切除后的DNA合
成前, Cyclin D1
的mRNA和蛋白
量 达 到 最 高 水
平 ;  H i r s c h 等通
过在G 1期给纤维
母细胞株进行抗
Cyclin D1抗体细
胞内微注射, 则S
期的启动被阻止. 

对照组)作对照. 采用四甲基偶氮唑盐(methyl 
thiazolyl tetrazolium, MTT)、Hoechst法分
别观察不同时间点细胞增殖率及凋亡率 , 
并用Western b lott ing法检测细胞周期蛋白
Cyclin D1、细胞周期蛋白依赖激酶4(cyclin-
dependent kinase 4, CDK4)表达. 进一步观察
不同浓度EGF对LFP培养的HepG2细胞生长及
增殖的刺激作用. 

结果: 50%LFP对HepG2细胞生长及增殖有明
显的抑制作用, 且呈时间依赖性. EGF对正常
对照组HepG2细胞的生长及增殖有明显促进
作用, 但仅大剂量EGF对肝衰竭组HepG2细胞
生长和增殖有一过性刺激作用. 与EGF刺激
正常对照组比较, 肝衰竭组各时间点细胞增
殖仍受到明显抑制. LFP与HepG2细胞培养后, 
细胞凋亡率无明显增加(P >0.05). 随着作用时
间的延长, LFP抑制HepG2细胞内Cyclin D1、
CDK4的表达.

结论: LFP对HepG2细胞生长及增殖具有较强
的抑制作用, 但并不明显诱导其凋亡. 大剂量
EGF对LFP培养的HepG2细胞增殖虽有一过性
刺激作用, 但并不能逆转其抑制作用. LFP抑
制HepG2细胞生长和增殖的机制可能与其抑
制细胞内Cyclin D1、CDK4的表达有关.

关键词: 肝衰竭; 血浆; HepG2细胞株; 生长; 增殖
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0  引言

我国有1.3亿慢性乙型肝炎病毒感染者, 部分慢

性乙型肝炎患者病情恶化发展为慢加急性肝衰

竭[1,2]. 目前国内外对肝衰竭的内科治疗缺乏有

效手段, 其死亡率高达50%-80%[3]. 越来越多的

研究表明, 肝衰竭患者存在肝再生障碍是其死

亡率高的一个主要因素[4-6]. 因此, 探讨肝衰竭

患者肝再生障碍的原因及提高肝再生能力的

可能性对提高肝衰竭患者生存率有重要临床

意义. 
目前国内外对肝衰竭患者肝再生障碍的

机制尚未阐明, 有研究提示肝衰竭患者血清抑

制肝细胞生长和增殖, 但对其机制缺乏深入了

解; 另外有研究提示肝衰竭患者外周血肝再生

刺激因子与肝再生抑制因子的不平衡升高可能

是其肝再生迟缓的原因之一, 但临床上广泛使

用促肝细胞生长素治疗肝衰竭的疗效有限, 肝
再生刺激因子能不能促进肝衰竭患者肝细胞增

殖尚缺乏实验依据. 在本研究中, 我们通过观

察肝衰竭患者血浆(liver failure plasma, LFP)
对HepG2细胞生长和增殖、细胞增殖相关蛋白

Cyclin D1及其辅助激酶(cyclin-dependent ki-
nase 4, CDK4)表达的影响, 初步探讨LFP抑制

肝细胞生长和增殖的机制. 并进一步探讨不同

浓度表皮细胞生长因子(epidermal growth fac-
tor, EGF)对LFP抑制肝细胞生长和增殖的调控

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2购自上海细胞库

(ATCC); DMEM高糖培养基购自Gibco公司; 新
生小牛血清购自杭州四季清公司; 四甲基偶氮

唑盐(methyl thiazolyl tetrazolium, MTT)细胞增

殖试剂盒购自上海凯基生物有限公司; Hoechst
细胞凋亡染色试剂盒购自碧云天生物有限公司; 
表皮生长因子购自R&D公司; 鼠抗人Cyclin D1
多克隆抗体、兔抗人CDK4多克隆抗体及内参

β-actin抗体购自美国Santa cruz公司; 辣根过氧

化物酶标记羊抗鼠或羊抗兔IgG抗体购自碧云

天生物有限公司. 
实验所用血浆来自本科室3例慢加急性LFP

置换时分离血浆, 实验前血浆未经过任何处理. 
诊断参照中华医学会感染病学分会和肝病学分

会修订的《肝衰竭诊疗指南》诊断标准[7]. 患者

均为乙型肝炎病毒感染, 并除外甲型、丙型、

戊型肝炎病毒感染. 血浆置换前, 3例患者均未

使用过促肝细胞生长素、糖皮质激素、胰岛素

等已知对肝细胞生长和增殖有影响的药物治

疗. 3例患者凝血功能和生化等检查如下: 凝血酶

原时间23.7 s±10.6 s, 总胆红素680.1 μmol/L±
153.1 μmol/L, 总蛋白28.7 g/L±2.0 g/L. HBsAg均
阳性, HBV-DNA都在106 copies/mL以上. 用50%
正常人血浆(normal control plasma, NCP)作对

照, 正常对照血浆来自3例肝功能正常的本院职

工, 除外肝炎病毒感染, 年龄及性别与肝衰竭患

者无统计学差异. 根据预实验采用10%、20%、

30%、40%、50%浓度LFP与HepG2细胞培养, 发
现50%LFP抑制作用最明显, 因此, 本实验选择

50%LFP进行. 所有实验都采用3例LFP并重复2
次进行, 最后取平均值. 
1.2 方法

1.2.1 MTT法检测细胞增殖实验: 以含100 mL/L
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■创新盘点
本研究发现大剂
量EGF对肝衰竭
患者血浆(LFP)培
养的HepG2细胞增
殖虽有一过性刺
激作用, 但并不能
逆转其抑制作用; 
LFP抑制HepG2细
胞生长和增殖的
机制可能与其抑
制细胞内Cyc l in 
D1、CDK4的表达
有关.

小牛血清的DMEM培养基调整HepG2细胞至1
×104/mL浓度, 接种于96孔板中培养6 h, 去除

培养基, 用无血清培养基同步后, 磷酸盐缓冲

液(PBS)冲洗3遍, 分别加入含50%LFP(肝衰竭

组)、50%NCP(正常对照组)和100 mL/L小牛血清

的DMEM培养继续培养6、12、24、48、72 h后, 
用MTT法检测细胞增殖, 在490 nm波长下, 酶标

仪测吸光度(A )值. 
1.2.2 EGF对HepG2细胞生长与增殖的影响: 在
肝衰竭组及正常对照组培养基中加入EGF, 使
EGF浓度分别达到5、10、20 μg/L, 同上述实验

方法培养细胞, 并用MTT法观察细胞生长及增

殖情况. 
1.2.3 Hoechst法检查细胞凋亡: 取对数期生长

的HepG2细胞, 制成细胞悬液, 调整细胞浓度

为1×104/mL, 取适量细胞悬液进行爬片, 加入

50%LFP或50%NCP培养6、12、24、48、72 h
后, 用Hoechst33258试剂进行染色, 荧光显微镜

下观察细胞核变化(×200), 每个时间点在任意

视野下选取100个细胞计算细胞凋亡率, 实验重

复3次, 结果取平均值. 
1.2.4 Western blot检测HepG2细胞内Cyclin D1、
CDK4蛋白表达: 首先观察50%NCP对HepG2细
胞Cyclin D1的调节, 再观察50%LFP对HepG2
细胞Cyclin D1及CDK4的调节. 方法如下: 加入

50%NCP或50%LFP培养细胞6、12、24、48、
72 h后, 用全细胞蛋白质抽提试剂盒提取各组

HepG2细胞蛋白质, 用BCA蛋白浓度测定试剂盒

测定蛋白浓度. 取40 μg蛋白质样品加上样缓冲

液煮沸变性后, 8%SDS-PAGE分离蛋白, 转移至

硝酸纤维素膜, 用含5%脱脂奶粉的TBST封闭1 h, 
分别加入鼠抗人Cyclin D1多抗, 兔抗人CDK4多
抗, 摇匀后, 4 ℃冰箱过夜; TBST洗膜3次, 每次

10 min, 分别加入兔抗鼠及羊抗兔二抗室温下反

应1 h, TBST洗膜3次, 每次10 min, 以化学发光法

特异性检测膜上Cyclin D1或CDK4的表达. 
统计学处理 实验所得数据以mean±SD表

示, 采用SPSS13.0统计分析软件包对数据进行分

析, 利用单因素方差分析, 独立样本t检验进行差

异比较, P <0.05为差异有统计学意义, P <0.01为
差异有显著统计学意义. 

2  结果

2.1 肝衰竭患者血浆抑制HepG2细胞生长和增殖

与正常对照组相比, 在所有时间段LFP培养的

HepG2细胞生长与增殖均受到抑制, A值有不同

程度下降, 血浆作用时间越长, 下降越明显. 12 h
时明显低于正常对照组(P<0.05), 24 h时与正常对

照组比较有显著差异(P <0.01, 图1). 
2.2 肝衰竭患者血浆不诱导HepG2凋亡 LFP培养

HepG2细胞后, 6、12、24、48、72 h的凋亡率

分别为14%±3%、13%±4%、13%±5%、11%
±6%及13%±7%, 与正常对照组比较无统计学

意义(P >0.05). 
2.3 EGF不能逆转肝衰竭患者血浆对HepG2细胞

生长和增殖的抑制作用 不同浓度EGF对正常对

照组HepG2细胞生长均有刺激作用, 呈浓度依赖

性, 在24 h时, 20 μg/L浓度组与10 μg/L、20 μg/L
浓度组有显著差异(P <0.01, 图2). 然而, 仅大剂

量EGF对肝衰竭组HepG2细胞生长与增殖有一

过性刺激作用, 在48 h时, 20 μg/L EGF浓度组细

胞数明显多于5 μg/LEGF浓度组(P <0.05), 72 h
时, 20 μg/L浓度组与5 μg/L浓度组差异无统计学

意义(图3). 进一步比较20 μg/L EGF对正常对照

组及肝衰竭组HepG2细胞的刺激作用发现, 肝衰

竭组HepG2细胞各时间点仍明显低于正常对照

组(P <0.01, 图4). 提示大剂量EGF虽然对LFP培
养HepG2细胞增殖有一过性刺激作用, 但仍然不

能逆转LFP对HepG2细胞的抑制作用.  
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图  1  肝衰竭患者血浆抑制HepG2细胞的生长与增殖.  
aP<0.05, bP<0.01 vs 正常对照组.

图  2  EGF刺激正常对照组HepG2细胞生长与增殖. aP<0.05, 
bP<0.01 vs  EGF(5 μg/L)组.
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■应用要点
了解Cyclin D1、
C D K 4 在 肝 衰 竭
患者肝再生障碍
中的作用, 有助于
阐明肝衰竭患者
肝再生障碍的机
制, 为肝衰竭患者
的治疗提供理论
基础.

2.4 肝衰竭患者血浆下调HepG2细胞内Cyc l in 
D1及CDK4表达 HepG2细胞经正常对照血浆培

养后, Cyclin D1表达增加(图5), 经LFP培养后, 细
胞内Cyclin D1和CDK4表达受到抑制, 其中以

Cyclin D1变化明显, 当LFP作用12 h时, Cyclin D1
的表达明显下降, 同时CDK4表达也有所降低, 并
且随作用时间的延长, LFP对HepG2细胞内Cyclin 
D1、CDK4表达的抑制作用越明显(图6). 

3  讨论

急性或亚急性(包括慢加急性或亚急性)肝衰竭

患者预后主要和肝脏炎症坏死程度和肝再生

能力有关[8,9], 部分肝衰竭患者通过合理治疗后, 
可以通过肝脏再生恢复肝脏功能. 但多数肝衰

竭患者肝脏损伤后迟迟不能再生, 存在肝再生

障碍, 肝脏功能得不到恢复, 最后出现各种并

发症而死亡[10,11]. 国内外学者对肝衰竭患者肝

再生障碍的机制作了初步探索[12-14], 可能与很

多因素有关, 包括肝损害程度过重、促肝细胞

生长因子浓度相对不足及其信号传导通路障

碍、肝细胞增殖相关基因表达和蛋白水平低下

等[15-18].  
既往研究证实肝衰竭患者血清或血浆抑

制肝细胞增殖[19,20], 但对其抑制机制尚缺乏了

解. 在本研究中, LFP与HepG2细胞共同培养

后, MTT法检测发现其活力逐渐下降, 并且这种

作用随着时间的延长而增强, 细胞凋亡无明显

增加, 提示LFP抑制HepG2细胞生长与增殖, 与
既往研究结果一致. 肝癌细胞株虽然与正常肝

细胞在其生长、增殖及增殖信号的传递等方

面可能存在差异, 但由于肝癌细胞株是一种生

长、繁殖较快的细胞株, 对生长抑制信号更为

敏感[20]. 因而, 我们在本研究中采用肝癌细胞株

HepG2细胞初步探讨LFP抑制肝细胞生长和增

殖的机制. 
肝细胞增殖是一个复杂的过程[21], 他需要

通过几个关键周期. 细胞周期蛋白在细胞周期

中起到非常重要的作用, 其中CyclinD1及CDK4
是调控细胞从G1期进入S期的关键蛋白[22-24]. 通
过本实验我们发现LFP下调HepG2细胞内Cy-
clin D1、CDK4的表达, 其中以CyclinD1较明

显, 提示LFP抑制HepG2细胞生长与增殖的机制

可能与其抑制细胞内Cyclin D1、CDK4的表达

有关. 
既往研究中我们及其他学者均发现肝衰竭

患者外周血肝再生促进因子和肝再生抑制因子

都有不同程度升高[25], 因而, 有学者认为肝再生

促进因子与肝再生抑制因子的不平衡升高可能

是肝衰竭患者肝再生障碍的原因之一. 本实验

中我们进一步用外源性EGF刺激HepG2细胞, 通
过改变LFP中肝再生促进因子水平及肝再生促

进因子与肝再生抑制因子的平衡, 观察LFP对
HepG2细胞生长与增殖的作用. 发现在正常对

照组EGF对HepG2细胞的生长与增殖有较强的

刺激作用; 但在肝衰竭组, 仅大剂量EGF有一过

性刺激作用, 持续时间明显缩短, 说明大剂量

EGF不能逆转LFP对HepG2细胞的抑制, 提示

Cyclin D1

β-actin

  0 h    6 h   12 h   24 h   48 h   72 h

图  5  正常对照组血浆诱导HepG2细胞Cyclin D1表达. 

Cyclin D1

  CDK4

β-actin

图  6  肝衰竭患者血浆抑制HepG2细胞Cyclin D1和CDK4表达. 
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图  3  EGF不能逆转肝衰竭患者血浆对HepG2细胞的抑制作
用. aP<0.05 vs  EGF(5 μg/L)组.

图  4  EGF(20 μg/L)对正常对照组及肝衰竭组HepG2细胞的
作用. bP<0.01 vs  肝衰竭组.
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LFP抑制HepG2细胞生长及增殖的原因, 可能与

肝再生促进因子与肝再生抑制因子的平衡失调

无明显关系. 
EGF虽被认为是强有力的促进细胞生长因

子, 但其必须与其受体EGFR结合, 使EGFR磷酸

化, 并通过细胞内一系列信号传递, 才能发挥刺

激细胞生长的作用[26-29]. LFP是否会引起HepG2
细胞EGFR表达下降及细胞内信号传递障碍值

得进一步研究. 有报道肝衰竭小鼠肝细胞存在

内质网应激反应[30], 而内质网应激反应会降低

EGFR的表达[31]. 另外, 通过增加其他肝再生促

进因子如HGF能不能逆转LFP对正常肝细胞的

抑制作用有待今后做进一步研究.  
总之, 我们的研究结果提示肝衰竭患者肝再

生障碍的原因之一可能与其血浆抑制肝细胞增

殖有关, 增加血浆中肝再生促进因子EGF并不能

明显改善肝衰竭患者肝细胞增殖能力. 
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