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胆管上皮细胞株抑制共培养的肝癌ＨｅｐＧ２细胞株增殖
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　　［摘要］　目的　通过体外共培养肝内胆管上皮细胞株（ｍＩＢＥＣ）与肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２，探讨 ｍＩＢＥＣ对 ＨｅｐＧ２细胞株的
可能作用。方法　体外共培养 ＨｅｐＧ２与ｍＩＢＥＣ，采用ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６Ｒ○ ＡＱｕｅｏｕｓＯｎｅＳｏｌｕｔｉｏｎＣｅｌｌＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎＡｓｓａｙ分别测

定并比较 ＨｅｐＧ２细胞单独培养时以及与ｍＩＢＥＣ共培养后增殖的情况；实时定量ＰＣＲ法分别测定 ＨｅｐＧ２细胞单独培养时以

及与ｍＩＢＥＣ共培养后其Ｋｉ６７及ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达水平；蛋白质免疫印迹法分别测定 ＨｅｐＧ２细胞单独培养时以及与 ｍＩ

ＢＥＣ共培养后其ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平。结果　与ｍＩＢＥＣ共培养后２４～７２ｈ，ＨｅｐＧ２细胞增殖水平低于其单独培养时的
水平（Ｐ＜０．０１），且伴有Ｋｉ６７ｍＲＮＡ表达的下调（Ｐ＜０．０５）；与ｍＩＢＥＣ共培养后，ＨｅｐＧ２细胞ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ及蛋白表达水

平较其单独培养时均上调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍＩＢＥＣ可抑制共培养的 ＨｅｐＧ２细胞增殖；ｃａｓｐａｓｅ３激活
表达上调可能是ｍＩＢＥＣ抑制共培养的 ＨｅｐＧ２细胞增殖的机制之一。

　　［关键词］　肝肿瘤；胆管上皮细胞；ＨｅｐＧ２细胞；共培养；ｃａｓｐａｓｅ３；细胞凋亡
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　　肝脏中存在多种类型的细胞，其中肝细胞及肝
内胆管上皮细胞同为上皮来源的细胞，且均来源于
具有双向分化潜能的同一祖细胞———肝脏祖细胞

（ｈｅｐａｔｏｂｌａｓｔ）［１］，而且该２种细胞在机体需要时可

发生相互转分化以补偿受损减少的细胞［２４］。肝细

胞及胆管上皮细胞除在组织起源及解剖上密切相关

外，在功能上亦是相互作用、相互制约，密不可分，如
胆汁的形成及排泌需要这２类细胞协同作用才能完
成［５］；胆管上皮细胞具有分泌各种细胞／炎性因子的
作用，可通过自分泌或旁分泌方式与包括肝细胞在
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内的肝脏中各种细胞发生相互作用，影响肝脏的发
育［６９］。肝脏内各种细胞间的相互作用对维持肝脏
内环境的稳定起着重要作用。一旦肝脏的内环境遭
到破坏，即可能发生恶性肿瘤，其中肝细胞癌是危害
性最大的恶性肿瘤之一。目前虽然已有较多证据表
明胆管上皮细胞与肝细胞的关系密不可分，但当肝
细胞癌发生时，胆管上皮细胞对癌变肝细胞的作用
如何仍未见报道。因此，本研究拟通过体外共培养
小鼠肝内胆管上皮细胞株（ｍｏｕｓｅｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｂｉｌｉ
ａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ，ｍＩＢＥＣ）及人肝癌细胞株

ＨｅｐＧ２，探讨ｍＩＢＥＣ对 ＨｅｐＧ２细胞株的可能影响。

１　材料和方法

１．１　材料　ＨｅｐＧ２细胞株购自美国ＡＴＣＣ菌种保
藏中心，ｍＩＢＥＣ由美国加利福尼亚洛山矶Ｃｅｄａｒｓ＿

Ｓｉｎａｉ医疗中心惠赠。ＥＭＥＭ 培养液购自Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司（Ｃａｒｓｂａｄ，ＣＡ，美国），所有抗体均购自

ＡｂＤＳｅｒｏｔｅｃ公司（Ｒａｌｅｉｇｈ，ＮＣ，英国）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
非接触共培养系统购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司（ＬｉｆｅＳｃｉ
ｅｎｃｅｓ，ＭＡ，美国）。

１．２　ＨｅｐＧ２及 ｍＩＢＥＣ培养　以含１％ 胎牛血清

的Ｅａｒｌｅ’ｓ极限必需培养液（Ｅａｒｌｅ’ｓｍｉｎｉｍａｌｅｓｓｅｎ
ｔｉａｌｍｅｄｉｕｍ，ＥＭＥＭ）分别培养 ＨｅｐＧ２及 ｍＩＢＥＣ，
加入适量谷氨酰胺及丙酮酸钠，均置于含５％ ＣＯ２
的细胞培养箱内培养，供后续 ＨｅｐＧ２单独培养或

ＨｅｐＧ２与ｍＩＢＥＣ共培养所用。

１．３　体外共培养 ＨｅｐＧ２与 ｍＩＢＥＣ　于６孔或９６
孔培养板中种下 ＨｅｐＧ２细胞，培养过夜使其贴壁。
次日采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ非接触共培养系统，将 ｍＩＢＥＣ
种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ中。该Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ带有０．４μｍ孔径
的聚碳酸酯膜，可将共培养的２种细胞分隔开来，但
不影响各种介质在２种细胞间的交换。分别于共培
养后不同时间点收集 ＨｅｐＧ２细胞，供后续检测细胞
增殖及提取蛋白质、ｍＲＮＡ所需。

１．４　ＨｅｐＧ２细胞增殖检测

１．４．１　细胞增殖实验　采用９６孔板共培养ＨｅｐＧ２
细胞（１０４／孔）与 ｍＩＢＥＣ（１０４／孔）。分别于共培养

０、２４、４８及７２ｈ４个时间点收集 ＨｅｐＧ２细胞，采用

ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６Ｒ○ ＡＱｕｅｏｕｓＯｎｅＳｏｌｕｔｉｏｎＣｅｌｌＰｒｏｌｉｆｅｒ
ａｔｉｏｎＡｓｓａｙ（ＰｒｏｍｅｇａＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ），
以色谱比色法检测细胞数，测定 ＨｅｐＧ２细胞增殖情
况。以 ＨｅｐＧ２单独培养为对照，分别于与共培养相
应的时间点测定 ＨｅｐＧ２单独培养时的增殖情况。

１．４．２　实时定量ＰＣＲ法测定Ｋｉ６７ｍＲＮＡ表达水
平　采用６孔板共培养 ＨｅｐＧ２细胞（５×１０５／孔）与

ｍＩＢＥＣ（５×１０５／孔），分别于共培养２、２４、４８及７２ｈ

４个时间点收集 ＨｅｐＧ２细胞，以实时定量ＰＣＲ方法
检测Ｋｉ６７ｍＲＮＡ的表达。以 ＨｅｐＧ２单独培养为
对照，分别于与共培养相应的时间点收集 ＨｅｐＧ２细
胞，测定其Ｋｉ６７ｍＲＮＡ的表达。

１．５　ＨｅｐＧ２ｃａｓｐａｓｅ３表达水平检测

１．５．１　实时定量ＰＣＲ法检测 ＨｅｐＧ２细胞ｃａｓｐａｓｅ３
ｍＲＮＡ表达水平　采用６孔培养板进行细胞培养。
分别收集单独培养及与 ｍＩＢＥＣ共同培养７２ｈ后的

ＨｅｐＧ２细胞，以实时定量ＰＣＲ方法检测ｃａｓｐａｓｅ３
ｍＲＮＡ的表达。

１．５．２　 蛋白质免疫印迹法检测 ＨｅｐＧ２ 细胞

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平　采用６孔培养板进行细胞
培养。分别收集单独培养及与 ｍＩＢＥＣ共同培养

７２ｈ后的 ＨｅｐＧ２细胞。裂解提取上述细胞的总蛋
白，以２５７００×ｇ４℃离心１０ｍｉｎ，去除细胞碎片后
收集上清，用酚试剂法测蛋白浓度。用凝胶加样缓
冲液调节蛋白浓度至２ｇ／Ｌ，以１２０Ｖ、５０ｍＡ、２ｈ
行聚丙烯酰胺凝胶电泳，以１００Ｖ、１００ｍＡ、２．５ｈ电
转膜。电转完成后，用１×ＴＢＳ漂洗膜１次，置于

５％脱脂奶粉中（１×ＴＢＳ＋１０００１Ｔｗｅｅｎ２０）３７℃
封闭１．５ｈ。分别加入兔抗人ｃａｓｐａｓｅ３抗体（１

１０００，５％牛奶稀释）、小鼠抗人３磷酸甘油醛脱氢
酶 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，

ＧＡＰＤＨ）抗体（１∶２０００，５％牛奶稀释），置摇床上

４℃过夜。ＴＴＢＳ洗３次，１０ｍｉｎ／次。分别加入碱性
磷酸酶标记山羊抗兔或抗鼠ＩｇＧ（１∶３０００），室温震
荡孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ。将膜放在

ＰＡＲＡＦＩＬＭ封口膜上，滴加显色液，显色５ｍｉｎ，纯
水终止显色，晾干。扫描分析条带的光密度值，以

ＧＡＰＤＨ 光 密 度 值 作 为 标 准 进 行 校 正，计 算

ｃａｓｐａｓｅ３光密度。

１．６　实时定量ＰＣＲ　采用 ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ试剂盒
（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）分别自单独培养及与 ｍＩ
ＢＥＣ共培养后的 ＨｅｐＧ２细胞中提取 ＲＮＡ，以５００
ｎｇ所提取ＲＮＡ为模板进行反转录ＰＣＲ获取ｃＤＮＡ
模板。采用 ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ 试剂盒
（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ），ＴａｑＭａｎＡＢＩＰＲＩＳＭ７３００
实时 ＰＣＲ 系统（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，

ＣＡ）对来自不同时间点的 ＨｅｐＧ２细胞ｃＤＮＡ模板
进行定量扩增。所用引物：人 Ｋｉ６７基因（正义：５′
ＣＣＡＡＴＣＣＴＧＴＣＧＣＴＴＡＡＴＣＣ３′，反义：５′
ＴＧＧＣＧＣＡＣＡＴＡＧＡＣＴＡＣＴＣＣ３′；ＧｅｎＢａｎｋ
ＢＣ０２４２３８．２），扩增片段长度１２５ｂｐ；人ｃａｓｐａｓｅ３基
因（正义：５′ＴＧＴＧＡＧＧＣＧＧＴＴＧＴＡＧＡＡＧＡ
３′，反义：５′ＧＧＧＣＴＣＧＣＴＡＡＣＴＣＣＴＣＡＣ３′；

ＧｅｎＢａｎｋＮＭ＿００４３４６．３），扩增片段长度１２１ｂｐ。
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每次进行ＰＣＲ扩增时均采用等量的水替代模板作
为阴性对照，而采用ＧＡＰＤＨ 作为加样对照。所测
目标基因 ｍＲＮＡ 的绝对值可通过以其 ＧＡＰＤＨ
ｍＲＮＡ含量进行校正而获得。每个样本均重复检测

３次。为排除非特异性扩增，对所有样本的扩增产物
均以２％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。

１．７　统计学处理　实验结果以珚ｘ±ｓ表示。采用医
学统计软件（ＭｅｄＣａｌｃ，Ｂｅｌｇｉｕｍ）进行统计分析，采用

ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ试验检验结果的显著水平。检验水
平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ｍＩＢＥＣ抑制共培养的 ＨｅｐＧ２细胞增殖　增
殖实验结果显示，与 ｍＩＢＥＣ共培养后 ＨｅｐＧ２细胞

２４～７２ｈ的增殖水平低于其单独培养时的水平
（Ｐ＜０．０１，图１）。

图１　ＨｅｐＧ２细胞增殖检测

Ｆｉｇ１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
Ｐ＜０．０１ｖｓＨｅｐＧ２ｃｕｌｔｕｒｅｄａｌｏｎｅ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．２　ｍＩＢＥＣ下调共培养 ＨｅｐＧ２细胞中 Ｋｉ６７ｍＲ
ＮＡ的表达　与 ｍＩＢＥＣ共培养后，ＨｅｐＧ２细胞的

Ｋｉ６７ｍＲＮＡ 表达水平低于其单独培养时的水平
（Ｐ＜０．０５，图２）。

图２　ＨｅｐＧ２细胞Ｋｉ６７ｍＲＮＡ表达检测

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７ｍＲＮＡｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

　Ｐ＜０．０５ｖｓＨｅｐＧ２ｃｕｌｔｕｒｅｄａｌｏｎｅ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．３　ｍＩＢＥＣ上调共培养 ＨｅｐＧ２细胞中ｃａｓｐａｓｅ３
ｍＲＮＡ的表达　与 ｍＩＢＥＣ共培养７２ｈ后 ＨｅｐＧ２
细胞ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达水平为１．９８±０．３４，较其
单独培养时的（０．７８±０．１１）上调（Ｐ＜０．０５）。

２．４　ｍＩＢＥＣ上调共培养 ＨｅｐＧ２细胞中ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达水平　蛋白质免疫印迹结果（图３）显示，与

ｍＩＢＥＣ共培养７２ｈ后ＨｅｐＧ２细胞ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表
达Ｄ值为０．１５±０．０２，较其单独培养时的（０．０５±
０．０１）上调（Ｐ＜０．０５）。

图３　ＨｅｐＧ２细胞ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达检测

Ｆｉｇ３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

３　讨　论

　　众多证据已证明肝内胆管上皮细胞及肝细胞间
的关系密不可分。肝内胆管上皮细胞及肝细胞具多
种功能，包括分泌各种细胞因子参与肝脏免疫应答、
调节肝脏内环境及参与细胞间的相互作用［９１１］。尽
管在成熟肝脏中的胆管上皮细胞及肝细胞均为最终

分化的成熟的上皮细胞，但它们均保留着在必要时
相互转化的潜能，当肝细胞受损时，胆管上皮细胞可
转分化为肝细胞以重建丢失的肝实质细胞，而肝细
胞亦同样可分转化为胆管上皮细胞以补偿受损丢失

的胆管上皮细胞［２３，１２］。多种细胞因子参与了调节
及平衡肝细胞及胆管上皮细胞分化及转分化的过

程，如各种趋化因子、β连环蛋白、ＴＧＦβ及与调节
细胞外基质平衡相关的各种因子等［１３１５］。体外研究
发现，在人类生长因子（ＨＧＦ）与表皮生长因子
（ＥＧＦ）联合作用下，ＴＧＦβ的表达增加主要发生于
具转分化为胆管上皮潜能的肝细胞内［１５］，而Ｂｅｒｇ
等［１４］则发现参与细胞间转分化的另一因子———β连
环蛋白主要存在于胆管上皮细胞中。提示不同的细
胞因子可通过作用于肝细胞或胆管上皮细胞促进２
种细胞间转分化的发生。此外Ｌｉｍａｙｅ等［１５］还发现

肝细胞或胆管上皮细胞可同时分泌产生各种趋化因

子，参与 ＨＧＦ与ＥＧＦ联合作用后肝细胞与胆管上
皮细胞间的转分化。

　　由此可见，在生理状态下，肝内胆管上皮细胞与
肝细胞间通过分泌产生各种细胞因子而发生相互作

用。但当肝脏细胞发生病理改变（如肝细胞发生癌
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变）时２种细胞之间的相互作用如何则未见报道。
本实验中我们通过体外共培养ｍＩＢＥＣ及 ＨｅｐＧ２细
胞，直接观察ｍＩＢＥＣ对 ＨｅｐＧ２细胞间的作用，结果
证实ｍＩＢＥＣ可抑制共培养 ＨｅｐＧ２细胞的增殖。这
与研究报道的胆管上皮细胞分泌的多种细胞因子对

促进肝脏细胞成熟起着重要作用的结果相吻

合［１，１１］，提示肝内胆管上皮细胞与肝细胞间的相互
作用在维持肝细胞正常分化、防止肝细胞癌的发生
发展中起着重要的作用。

　　尽管肝内胆管上皮细胞可通过多种途径对肝细
胞的代谢及功能发生不同影响，但 ｍＩＢＥＣ 抑制

ＨｅｐＧ２细胞增殖的确切机制尚未明确。增殖与凋
亡的平衡在维持组织器官正常发育中起着关键作

用，凋亡减少是细胞增殖癌变的最常见机制之一［１６］，
其发生可由多种因素引起，最为主要的因素与２种
蛋白家族有关，即ｃａｓｐａｓｅ酶家族［１７］及 Ｂｃｌ２家
族［１８］。在“凋亡诱导因素→受体→ｃＡＭＰ，Ｃａ２＋等→
死亡信号→凋亡相关基因激活→ｃａｓｐａｓｅ激活，

ＤＮａｓｅ激活→巨噬细胞吞噬分解细胞”这一细胞凋
亡过程中，ｃａｓｐａｓｅ是其中的关键介质之一。而本研
究发现，ｍＩＢＥＣ 可诱导共培养的 ＨｅｐＧ２细胞中

ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ及蛋白表达的上调，提示ＨｅｐＧ２细
胞的凋 亡 过 程 发 生 改 变，结 合 ｍＩＢＥＣ 可 抑 制

ＨｅｐＧ２细胞增殖这一结果，我们推测肝内胆管上皮
细胞对肝癌细胞增殖的抑制可能是通过诱导

ｃａｓｐａｓｅ３激活，使 ＨｅｐＧ２细胞凋亡增加而发挥作
用。

　　综上所述，本实验从体外水平证实了肝内胆管
上皮细胞对肝癌细胞的增殖生长有抑制作用，其机
制可能是通过诱导肝癌细胞的凋亡而实现。
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