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上调 XB130表达对人肝癌 HepG2
细胞凋亡和增殖的影响

陆林，李东升，白光

（锦州医科大学附属第一医院 普外科，辽宁 锦州 121001）

摘要：目的 观察 XB130表达上调后人肝癌细胞 HepG2增殖和凋亡的变化，并探讨其作用机制。方法

Western blot及实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测肝癌细胞株中XB130表达；构建过表达质粒 pCMV-

EGFP-XB130转染 HepG2 细胞，实验分为 pCMV-EGFP-XB130 组（pCMV-EGFP-XB130 转染），空白对照

组（EGFP转染）。以免疫荧光、Western blot法及 qRT-PCR法检测上调效率。Western blot法检测 PI3K/Akt通

路相关基因表达；采用MTT法检测转染后细胞增殖，流式细胞术检测细胞凋亡。结果 XB130蛋白及其mRNA

在肝癌细胞株 Hep3B、Huh7、HepG2和 MHCC97H中均有表达，在 HepG2细胞株中表达量最低（ =6.342和

5.424，均 =0.001）。与 EGFP组比较，pCMV-EGFP-XB130组中 p-p21、p-p27、p-FOXO3a及 Pro Capase-9

蛋白表达上调（ =4.652，3.558，6.743和 3.021，均 <0.05）；XB130表达上调后在 72及 96 h HepG2细胞增殖

能力增强（ =4.752和 8.542，均 =0.001）；XB130 表达上调后 HepG2细胞凋亡率降低（ =7.467， =0.001）。

结论 XB130表达上调通过 PI3K/Akt信号通路促进肝细胞癌细胞增殖，抑制凋亡。
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Effect of XB130 on human hepatocellular carcinoma HepG2 cells

Lin Lu, Dong-sheng Li, Guang Bai
(Department of General Surgery, the First A ffiliated Hospital of Jinzhou Medical University,

Jinzhou, Liaoning 121001, China)

Abstract: Objective To investigate the effect of XB130 on proliferation and apoptosis of human
hepatocellular carcinoma HepG2 cell lines. Methods Western blot and qRT-PCR were utilized to determine
expression of XB130 in hepatocellular carcinoma cells. Over expressed plasmid pCMV -EGFP -XB130 was
transfected into HepG2 cells. Expression of XB130 was identified by Immunofluorescence, Western blot, and
qRT-PCR. PI3K/Akt pathway related proteins were measured by Western blot; proliferation and apoptosis rate
were measured by MTT assay and Flow cytometry, respectively. Results XB130 protein and mRNA were
detected in different hepatocellular carcinoma cell-lines including Hep3B, Huh7, HepG2 and MHCC97H while
HepG2 showed the lowest concentration of XB130 ( = 0.001). p-p21, p-p27, p-FOXO3a and pro-Caspase 9
protein in pCMV-EGFP-XB130 group was up-regulated significantly when compared with EGFP control group
( = 4.652, 3.021, 3.558 and 6.743, < 0.05); XB130 overexpression increased cellular proliferation ( = 0.001)
while decreased apoptosis at the 72nd and 96th ( = 0.001) in HepG2. Conclusion Up-regulation of XB130
increases proliferation while inhibits apoptosis via modulating PI3K/Akt signal pathway in hepatocellular
carcinoma HepG2.
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以提高早期发现率为目的的筛查手段的改进和

对不能手术切除肝细胞癌的治疗靶点的检测，是目

前肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）研究的

主要方向[1-2]。研究显示，丝裂原活化蛋白激酶（mi-

togenactivated protein kinase，MAPK）、表皮生长因子

受体（epidermal growth factor receptor）、胰岛素样生

长因子受体 （insulin-like growth factor receptor，

IGFR）、磷脂酰肌醇 3 激酶 / 蛋白激酶 B（phos-

phatidylinosital 3-kinase/protein kinase B，PI3K/Akt）、

雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，

mTOR）、NOTCH和 HEDGEHOG等信号通路均与肝

细胞癌形成、进展及预后相关[3-4]。针对某些信号通

路中靶点的分子靶向药物也逐渐在临床得到应用，

更多患者受益[5]。PI3K/Akt对肝癌细胞的增殖及凋亡

等行为具有调控作用，是目前肝癌中已知的信号通

路中最为重要的之一[6]，而 XB130位于 PI3K/Akt上

游，在甲状腺癌及结直肠癌等恶性肿瘤中对 PI3K/

Akt信号通路具有调控作用[7]，但在肝细胞癌中没有

相关研究。本研究采用 XB130过表达质粒转染肝细

胞癌细胞，上调 XB130表达，目的在于观察肝细胞

癌细胞增殖及凋亡变化，并探讨其机制。

1 材料与方法

1.1 材料

肝细胞癌细胞株 Huh7、Hep3B、MHCC97H、

HepG2（由锦州医科大学基础外科实验室惠赠）采用

贴壁细胞培养法进行培养及传代。XB130多克隆抗

体 、p21、p-p21、p-p27、p-FOXO3a、Pro Capase-8、

Cleaved Capase-8、Pro Capase-9及 Cleaved Capase-

9抗体（购自北京中杉金桥生物制品有限公司），BCA

蛋白定量试剂盒及 ECL发光液（购自日本 TaKaRa公

司），pCMV-EGFP-XB130质粒及空载 EGFP质粒（江

苏浩博生物技术有限公司），实时荧光定量聚合酶链

反应（quantitative real-time polymerase chain reac-

tion，qRT-PCR）逆转录试剂盒（购自美国 Sigma公

司），MTT及 Annexin V-FITC/PI试剂盒（购自美国

Invitrogen公司），qPCR Mix 试剂盒及 Lipofectamine

2000 TM试剂盒（购自武汉默沙克生物技术有限公

司），miRNA提取试剂盒（购自哈尔滨海基生物科技

有限公司），引物由江苏浩博生物技术有限公司。实验

分为 pCMV-EGFP-XB130 组（pCMV-EGFP-XB130

转染），空白对照组（EGFP转染）。

1.2 方法

1.2.1 Western blot 采用裂解液裂解贴壁细胞，按

蛋白抽提试剂盒步骤进行蛋白抽提，收集蛋白样

品，对蛋白浓度进行定量，采用商用 SDS-PAGE凝

胶试剂盒步骤进行蛋白上样，采用普通的电泳仪电压

设置为 100 V，时间 100 min，选用PVDF膜在冰浴中

进行转膜。转膜后立即进行蛋白膜漂洗 1～2 min，封

膜后室温封闭 60 min，按一抗说明书步骤稀释一抗，

吸尽封闭液，加入稀释的一抗，4℃在摇床上并孵育

1 h，回收一抗后并洗涤。加二抗，4℃在摇床上孵育

1 h，回收二抗并洗涤 10 min后使用 Beyo ECL检测

蛋白及发光，对灰度值进行定量分析。

1.2.2 qRT-PCR检测 经 Trizol试剂裂解的细胞

在室温下放置 5 min使其完全溶解，然后进行 RNA

抽提。采用紫外吸收法测定 RNA液浓度及纯度，采

用变性琼脂糖凝胶电泳进行 RNA完整性测定。然

后进行样品 cDNA合成、梯度稀释标准品及待测样

品管家基因（β-actin）的 qRT-PCR、制备用来绘制

梯度稀释标准曲线的 DNA模板，然后对待测基因进

行 qRT-PCR检测，反应体系如下：①SYBR Green 1

染料 10μl；②正向引物 1μl；③反向引物 1μl；④

dNTP 1 μl；⑤Taq聚合酶 2 μl；⑥待测样品 cDNA

5μl；⑦ddH2O 30μl，⑧总体积 50μl，将配制好的

PCR反应溶液置于 Real time PCR仪上进行 PCR扩

增反应。反应条件：93℃预变性 2 min，然后按 94℃

1 min，56℃ 1 min，73℃ 1 min，共 40个循环，最后

73℃ 7min延伸。2-△△Ct法对扩增曲线进行分析。

1.2.3 pCMV-EGFP-XB130 及 EGFP 转染 转染

前 24 h用胰酶将对数生长期细胞消化成为单细胞

悬液于 24孔板进行接种，70%以上融合度细胞株按

照试剂盒步骤进行转染，转染后继续培养 48 h，以荧

光倒置显微镜、Western blot及 qRT-PCR进行转染效

率检测。

1.2.4 MTT（methyl-thiazolyl-tetrazolium）检测转染

HepG2细胞增殖 对转染后细胞依据 MTT试剂盒

操作步骤，4×104～6×104个 /ml 细胞密度接种于

96孔板，设立 3个复孔，继续在培养基中培养 96 h，

在 24、48、72及 96 h 时，加入 MTT液，于 37℃温箱

继续孵育 4 h，弃上清液，加 150 μl DMSO，震荡后

上酶标定量仪测定并记录光密度值，实验重复 3次，

取平均值进行对照分析。

1.2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡 取转染 48 h的

对数期 HepG2细胞，依照 Annexin V-FITC/PI双染色
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图 2 pCMV-EGFP-XB130转染细胞系的构建情况

图 1 肝癌细胞株 XB130表达情况

B Western blot

XB130

茁-actin

Hep3B Huh7 HepG2 MHCC97H

A qRT-PCR

Hep3B Huh7 HepG2 MHCC97H

A 免疫荧光

B qRT-PCR与Western blot

XB130

茁-actin

pCMV-EGFP-XB130组EGFP组

pCMV-EGFP-XB130组EGFP组

图 3 转染后 I3 / 相关基因的表达 （Western blot）

EGFP组 pCMV-EGFP-XB130组

p-p21

p21

p-p27

p27
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凋亡检测试剂盒说明书进行操作，通过流式细胞仪检

测凋亡，检测结果通过 Cell Quest软件分析，区分细

胞早期调亡、晚期调亡及继发坏死区，早期凋亡及晚

期凋亡阳性细胞百分比例和为凋亡率，实验重复 3

次，对平均值进行对照分析。

1.3 统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，率的比较采用χ2检验，

多组间比较进行单因素方差分析，采用 LSD- 检验

进行两两比较， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 XB130在肝癌细胞中的表达情况

Western blot 及 qRT-PCR 显示，肝癌细胞株

Hep3B、HepG2、Huh7、MHCC97H中 XB130在蛋白及

其 mRNA水平均有表达，与其他细胞株比较，HepG2

细胞中 XB130 mRNA的表达量最低，差异有统计学

意义（ =5.424， =0.028），见图 1A；HepG2细胞中

XB130蛋白表达最低，差异有统计学意义（ =6.342，

=0.006），见图 1B。

2.2 转染效率情况

采用荧光倒置显微镜进行免疫荧光检测，转染

成功荧光现象细胞数占转染总细胞数的百分率为

70%～90%，转染效率满意，见图 2A。qRT-PCR及

Western blot 显示，EGFP 组 XB130 在 mRNA 及蛋

白水平表达均低于 pCMV-EGFP-XB130转染组，差

异有统计学意义（ =12.634 和 13.642， =0.002 和

0.001）。见图 2B。

2.3 转染后 PI3K/Akt信号通路相关基因表达

Western blot 显示，与 EGFP 组比较，pCMV-

EGFP-XB130 组中 p-p21、p-p27、p-FOXO3a 及 Pro

Capase-9 蛋白表达上调（ =4.652、3.021、3.558 及

6.743， =0.031、0.042、0.039及 0.027），p27蛋白表达

下调（ =3.057， =0.041），p21、FOXO3a、Pro Capase-

8、Cleaved Capase-8 及 Cleaved Capase-9 蛋白表达

无变化（ =0.983、1.007、1.201、1.104及 1.052， =

0.746、0.563、0.685、0.339及 0.438）。见图 3。4
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图 5 转染后 HepG2细胞凋亡 （流式细胞仪）

EGFP组 pCMV-EGFP-XB130组

Annexin V-FITC Annexin V-FITC

2.4 转染后 HepG2细胞增殖率

MTT显示，通过采集 HepG2细胞培养 0、24、48、

72及 96 h的生存率，EGFP组及 pCMV-EGFP-XB130

组细胞生存率在 72 h：（52.47±1.09）%vs（67.18±

3.67）%及 96 h：（58.36±0.16）%vs（79.72±0.19）%，

差异有统计学意义（ =4.752 和 8.542， =0.025和

0.0164），XB130 表达上调后 HepG2 细胞增殖能力

增强，见图 4。

2.5 转染后 HepG2细胞株凋亡率

EGFP 组与 pCMV-EGFP-XB130 组 HepG2 细

胞凋亡率分别为（45.75±9.38）%和（27.83±7.26）%，

差异有统计学意义（ =7.467， =0.005），XB130表达

上调后 HepG2细胞凋亡率降低。见图 5。

3 讨论

肝细胞癌的以恶性度高、肿瘤增殖活跃、早期转

移率高、复发率高及预后差为特点[8]。肝细胞癌对放

疗及化疗敏感性差，肿瘤进展迅速，大部分患者不能

手术或者进行射频消融等介入手段治疗[9-10]。索拉非

尼、舒尼替尼、布立尼布、依维莫司及利尼伐尼是目

前临床已经应用的靶向药物，达到延长或者生存期

或将不可切除肿瘤转化为可切除肿瘤的目的[11]。但

应用靶向药物的近远期分析结果表明，靶向药物的

有效率低于 40%[12]，其原因在于肝细胞癌是多因素

及多基因共同作用的结果，针对单一靶点的治疗可

能不能达到控制肿瘤发展的目的，对新的治疗靶点

的探索是肝细胞癌治疗的方向[13]。PI3K/Akt通路对

肝细胞癌细胞生物学行为具有调控作用，尤其在增

殖及凋亡方面 [14]，在 PI3K/Akt 通路中，XB130 位于

上游，对该通路具有调控作用，p21磷酸化 PI3K/Akt

信号通路调控的主要形式之一，而 XB130在多种肿

瘤中通过在上游调节 PI3K/Akt 通路进而调控 p21

磷酸化而改变细胞行为[7，15]。

本研究首先通过检测 Hep3B、Huh7、HepG2 及

MHCC97H 4个肝细胞癌细胞株中 XB130表达，筛

检出表达量最低的 HepG2细胞进行 XB130表达的

上调，成功构建 XB130过表达细胞株，进一步检测

PI3K/Akt信号通路下游基因表达，结果显示，p-p21、

p-p27、p-FOXO3a及 Pro Capase-9蛋白水平表达上

调，p27蛋白表达下调。XB130表达上调后在 72及

96h HepG2细胞增殖能力增强，XB130表达上调后

HepG2细胞凋亡率降低。有研究显示，PI3K/Akt通

过 p21、p27及 FOXO3a磷酸化调控细胞增殖，通过

Cleaved Capase-8及 Cleaved Capase-9调控细胞凋

亡 [16]，本研究结果提示，在蛋白水平，p21、p27及

FOXO3a 磷酸化水平升高，PI3K/Akt 信号通路可能

作为 XB130的下游信号通路调控以上基因的磷酸

化水平而影响细胞增殖行为，通过下游提高 Pro Ca-

pase-9表达引起细胞凋亡率降低。WANG[17]研究认

为，在肝细胞癌中，P13K/Akt信号通路对调节下游基

因转录及翻译从而从表观上改变细胞的增殖及凋亡

行为，这种调控作用即受到上游效应因子的调控，又

会将调控效应作用于下游的效应因子，影响细胞的

分子生物学行为。XB130通过与 p85α形成复合物

激活 Akt，Akt上的丝氨酸及苏氨酸位点通过磷酸化

改变激活 Akt，激活后的 Akt对下游通路上的 21及

27等基因进行磷酸化调节，导致细胞增殖及凋亡

行为改变[18]。p21表达缺失或下调可引起细胞过度增

殖[19]。XB130在 HCG中可能作为靶点控制 PI3K/Akt

下游基因磷酸化水平，p21、p27 及 FOXO3a 磷酸化

增加后 HepG2细胞增殖能力增强。Pro Capase-9水

平升高后 HepG2细胞凋亡减少。

本研究通过上调 XB130表达，观察 PICK/Akt通

路基因 p21、p27 及 Pro Capase-9 等表达水平的改

变，并观察其磷酸化后蛋白水平的变化，从肝癌离体

细胞株凋亡及增殖表观对 XB130 上调后细胞分子

生物学行为改变进行实验研究，发现 XB130过表达

图 4 转染后 HepG2细胞增殖情况 （MTT）

0 h 24 h 48 h 72 h 96 h

时间

1.0

0.8

0.6

0.4
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pCMV-EGFP-XB130组

EGFP组
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（王荣兵 编辑）

可能通过改变 p21、p27 及 Pro Capase-9 等的磷酸

化水平而影响 PI3K/Akt信号通路，从而对肝癌细胞

的增殖及凋亡进行调控，肝癌细胞的增殖活性减弱，

凋亡率增加。通过进一步的实验研究可以探讨

XB130是否可以作为肝癌靶向治疗的靶点或候选

基因。
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