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摘 要:目的 该实验旨在研究AFP和AFB1对人源性肝癌细胞 HepG2和Bel-7404细胞增殖、迁移及侵袭的影响。方

法 选取未做任何处理的 HepG2和Bel-7404细胞作为空白对照组(NC组),以AFP药物处理组即为AFP组,以AFB1
药物处理组即为AFB1组,以联合用药组为AFP+AFB1组。采用CCK8试剂盒检测各组细胞增殖能力的变化,划痕实

验检测各组细胞迁移能力的改变,Transwell实验检测各组细胞侵袭能力的变化。结果 与空白组比较,自第4天开始,
在 HepG2细胞的增殖、迁移及侵袭实验中均表现为NC组<AFP组<AFB1组<AFP+AFB1组(P<0.05);而侵袭实

验12h后表现为NC组<AFP组<AFB1组<AFP+AFB1组(P<0.05);与空白组比较,第4天开始,在Bel-7404细

胞的增殖、迁移及侵袭实验中均表现为NC组<AFB1组<AFP组<AFP+AFB1组(P<0.05)。而侵袭实验12h后

表现为NC组<AFB1组<AFP组<AFP+AFB1组(P<0.05)。结论 AFP和 AFB1单独或联合作用对 HepG2和

Bel-7404细胞增殖、迁移及侵袭均具有促进作用,且二者具有协同作用,联合作用更明显。
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EffectsofAFPandAFB1ontheproliferation,migration
andinvasionofHepG2andBel-7404cells
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectsofAFPandAFB1ontheproliferation,migrationandin-
vasionofhuman-derivedhepatocellularcarcinomacellsHepG2andBel-7404. Methods HepG2andBel-7404
cellswithoutanytreatmentwereselectedasblankcontrolgroup(NCgroup);thosetreatedwithAFPdrugas
AFPgroup;thosetreatedwithAFB1asAFB1group;andthosewithcombineddrugsasAFP+AFB1group.
CCK8kitwasusedtodetectthechangesofcellproliferationcapacityofeachgroup;scratchassaywasusedto
detectthechangesofcellmigrationcapacityofeachgroup;Transwellassaywasemployedtodetectthechanges
ofcellinvasioncapacityofeachgroup. Results Incomparisonwiththeblankgroup,theproliferation,migra-
tionandinvasionofHepG2cellswereshownasNCgroup<AFPgroup<AFB1group<AFP+AFB1group(P
<0.05)sincethefourthday,whileafter12hofinvasionexperiment,theresultsshowedthatNCgroup<AFP
group<AFB1group<AFP+AFB1group(P <0.05).Incomparisonwiththeblankgroup,theprolifera-
tion,migrationandinvasionofBel-7404cellsinassayswereshownasNCgroup<AFB1group<AFPgroup<
AFP+AFB1group(P <0.05)sincethefourthday,whileafter12hofinvasionexperiment,theresults
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showedthatNCgroup<AFB1group<AFPgroup<AFP+AFB1group(P<0.05). Conclusion AFPand
AFB1aloneorincombinationcanpromotetheproliferation,migrationandinvasionofHepG2andBel-7404
cells,andthetwohaveasynergisticeffectandthecombinedeffectismoreobvious.
  Keywords: alpha-fetoprotein;aflatoxinB1;livertumor

  肝癌是全球第六大常见癌症,也是目前全世界第

三大癌症死亡原因[1]。肝癌具有发病隐匿、预后差、病
死率高的特点。我国肝癌发病和死亡人数约占全球一

半,肝癌位居我国恶性肿瘤致死率第2~3位,5年生

存率仅为14.1%[2]。目前,手术、放疗、化疗和移植是

肝癌治疗的主要策略。接受移植的肝癌患者5年生存

率约80%,而接受切除手术的肝癌患者5年生存率仅

约为50%[3]。因此,筛选肝癌有效的诊断标志物和治

疗靶点至关重要。
甲胎蛋白(alpha-fetoprotein,AFP)是肝癌的一种

分泌蛋白,也是目前临床应用最广泛的肝癌辅助诊断

血清标志物。近年来研究发现,AFP不仅是诊断肝癌

的肿瘤生物标志物,而且在调节细胞增殖、凋亡、自噬

和抑制细胞的免疫反应方面起着非常复杂的作用[4-5]。
黄曲霉毒素暴露是全球原发性肝癌发生的重要危险因

素,其中黄曲霉毒素B1(aflatoxinB1,AFB1)是毒性最

强的黄曲霉毒素之一,具有致癌性[6]。目前研究表明

AFP与AFB1均可导致肝癌的发生及发展,但这两种

危险因素在肝癌的发生发展中是否具有协同作用尚不

清楚。因此,本实验旨在探究AFP及AFB1对人源性

肝癌细胞的增殖、迁移及侵袭的影响,进一步研究二者

在肝癌的发生发展中是否具有协同作用。
1 材料和方法

1.1 细胞株 人肝癌细胞 HepG2、Bel-7404均来自

右江民族医学院生命科学研究院细胞库。
1.2 药物与试剂 AFP[货号:D111404,厂家:生工

生物工程(上海)股份有限公司],AFB1粉剂[5毫克/
瓶,货号:A606874,厂家:生工生物工程(上海)股份有

限公司],DMEM 高糖培养基、PBS无菌磷酸盐缓冲

液、FBS胎牛血清(上海雅酶生物科技有限公司),12
孔板、24孔板、96孔板、35mm培养皿[康宁(上海)有
限公 司 生 命 科 学 部],CCK-8 试 剂 盒(产 品 编 号:
40203ES60*,厂家:上海翊圣生物技术有限公司),
Transwell小室[康宁(上海)有限公司生命科学部],
Matrigel基质胶(产品编号:356234,厂家:碧迪医疗),
4%多聚甲醛固定液(产品编号:P0099,厂家:碧云天

生物 技 术 有 限 公 司),结 晶 紫 染 色 液(产 品 编 号:
C0121,厂家:碧云天生物技术有限公司)。
1.3 仪器 CO2 细胞培养箱(型号:MCO-18AIC;厂
家:三洋),倒置荧光显微镜(型号:IX53+DP73;厂家:
奥林巴斯),小型台式离心机(型号:SORVALLLeg-
endMicro17;厂家:ThermoFisher),恒温水浴锅(型
号:DK-8AXX;厂 家:一 恒),多 功 能 酶 标 仪(型 号:
SpactraMaxi3x;厂家:MolecularDevices)。

1.4 方法

1.4.1 细胞培养及分组 人源性肝癌细胞(HepG2、
Bel-7404)培养于含10%胎牛血清的DMEM 完全培

养基,并放置于37℃、5%CO2 及饱和湿度的细胞培

养箱中孵育。待显微镜下两种细胞密度达80%~
90%时进行传代培养,并取对数生长期细胞进行研究。
以未做AFP和 AFB1处理的 HepG2和Bel-7404细

胞均作为空白对照组即为 NC组,以 AFP药物处理

HepG2和Bel-7404细胞组即为AFP组,以 AFB1药

物处理 HepG2和Bel-7404细胞组即为 AFB1组,以
AFP+AFB1联合用药处理 HepG2和Bel-7404细胞

组即为AFP+AFB1组。
1.4.2 CCK-8法检测细胞增殖 将处于对数生长期

的HepG2和Bel-7404细胞以1×105 个/孔接种于无

菌12孔板,放置于37℃、5%CO2 细胞培养箱培养过

夜让 其 贴 壁,第2天 对 贴 壁 细 胞 进 行 药 物(AFP、
AFB1)处理,每隔24h进行OD值检测时弃去旧的培

养基,然后每孔加入500μL检测试剂(完全培养基∶
CCK-8=9∶1),37℃恒温细胞培养箱中培养2h后用

排枪将12孔板中各组的培养基转移至96孔板,每孔

100μL体积,每组细胞做3个复孔,用酶标仪测定每

孔在450nm波长处的吸光度(A)值,根据A值判定

药物对细胞增殖的影响,并计算细胞增殖活力。细胞

增殖活力=[A(加药)-A(空白)]/[A(0加药)-A
(空白)]×100% 。实验重复3次,取平均值。
1.4.3 划痕实验检测细胞的迁移能力 将处于对数

生长期的HepG2和Bel-7404细胞以2×106 个/孔接

种于无菌6孔板,放置于37℃、5%CO2 细胞培养箱

培养过夜让其贴壁,待细胞密度达80%~90%时用10
μL移液枪头垂直与6孔板底面由上至下画3直线,画
线结束后用PBS轻柔清洗6孔板内细胞2~3次,以
保证被刮下来的悬浮细胞被完全清洗掉,然后每孔加

入2mL2.5%含胎牛血清的完全培养基,实验组再进

行药物(AFP、AFB1)处理,每隔24h镜下观察各组同

一位置的细胞向划痕线中心迁移的情况并拍照记录。
使用ImageJ软件计算划痕面积。
1.4.4 Transwell小室实验检测细胞侵袭能力 用

DMEM高糖培养液将 Matrigel基质胶稀释(1∶8)后
用预冷的枪头均匀地滴加在 Transwell小室上室膜

上,每个小室加 Matrigel基质胶45μL,并放置培养箱

至少孵育1h或过夜孵育。取处于对数生长期的

HepG2、Bel-7404细胞调整细胞浓度为1×104 个/毫

升。Transwell小室上室部都加入不含血清的细胞悬

液200μL,下 室 部 每 孔 加 入 含 20% 胎 牛 血 清 的
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DMEM培养基600μL及AFP、AFB1,并放置在培养

箱中孵育12h后用1次性棉签轻柔地拭去上室未侵

袭的细胞。用4%多聚甲醛固定液固定膜下的细胞20
~30min,用PBS漂洗2次,再用1%结晶紫染液按比

例稀释后染色20min,并用流动水冲洗小室中残留的

结晶紫染液。结束后用1次性棉签轻柔地擦除残留的

结晶紫染液,并放置于阴凉处晾干。最后用荧光倒置

显微镜将穿透细胞在3个随机选取的区域进行拍照记

录并使用ImageJ软件计数。
1.5 统计学方法 应用SPSS24.0软件对结果进行

统计学分析,检测数据以(췍x±s)表示。组间比较采用

单因素方差分析,P <0.05表示差异具有统计学意

义。
2 结果

2.1 AFP和 AFB1单独或联合对 HepG2和 Bel-
7404细胞增殖的影响 与空白组比较,AFP和AFB1
单独或联合用药对 HepG2和Bel-7404细胞增殖能力

均有促进作用,但第1天至第3天差异无统计学意义。
第4天 开 始 对 HepG2细 胞 增 殖 能 力 的 促 进 作 用

AFB1强于 AFP(P <0.05),对Bel-7404细胞增殖

能力的促进作用 AFP强于 AFB1(P <0.05),AFP
和AFB1联合用药组对 HepG2和Bel-7404细胞增殖

能力的促进作用更明显(P<0.05),且差异均具有统

计学意义。见图1。

注:*代表与其它组比较P<0.05。
图1 增殖实验检测AFP和AFB1单独或联合对 HepG2和Bel-7404细胞增殖的影响

2.2 AFP和AFB1单独或联合对HepG2和Bel-7404
细胞迁移的影响 与空白组比较,AFP和AFB1单独

或联合用药对HepG2和Bel-7404细胞迁移能力均有

促进作用,划痕面积愈合均增强,但第1天至第3天差

异无统计学意义。第4天开始对 HepG2细胞迁移能

力促进作用AFB1强于AFP(P<0.05),对Bel-7404
细胞迁移能力促进作用AFP强于AFB1(P<0.05),
AFP和AFB1联合用药组对 HepG2和Bel-7404细胞

迁移能力促进作用更明显,划痕面积愈合更明显(P
<0.05),差异均具有统计学意义 。见图2和图3。

注:*代表与其它组比较P<0.05。
图2 划痕实验检测AFP和AFB1单独或联合对 HepG2细胞迁移能力的影响

注:*代表与其它组比较P<0.05。
图3 划痕实验检测AFP和AFB1单独或联合对Bel-7404细胞迁移能力的影响
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2.3 AFP和AFB1单独或联合对HepG2和Bel-7404
细胞侵袭的影响 与空白组比较,AFP和AFB1单独

用药对HepG2和Bel-7404细胞穿过 Matrigel基质胶

的细胞数量增加,但AFB1对HepG2细胞穿过 Matri-
gel基质胶的细胞数量较AFP多(P<0.05),差异具

有统计学意义;AFP对Bel-7404细胞穿过 Matrigel基

质胶的细胞数量较AFB1多,AFP和AFB1联合用药

对HepG2和Bel-7404细胞穿过 Matrigel基质胶的细

胞数量明显增多(P<0.05),差异具有统计学意义 。
见图4和图5。

注:*代表与其它组比较P<0.05。
图4 侵袭实验检测AFP和AFB1单独或联合对 HepG2细胞迁移能力的影响

注:*代表与其它组比较P<0.05。
图5 侵袭实验检测AFP和AFB1单独或联合对Bel-7404细胞迁移能力的影响

3 讨论

肝癌是全球最常见的恶性肿瘤之一,其相关的高

死亡率是由于其具有易迁移、侵袭性强的特点。在过

去的20年中,AFP被认为是肝癌的诊断和预后的肿

瘤标志物,高达70%的肝癌患者显示血清中的AFP水

平升高。近年来研究表明 AFP不仅能促进肝癌细胞

增殖,还抑制肿瘤细胞凋亡和逃避机体的免疫监视,在
肝癌发 生 发 展 进 程 中 发 挥 重 要 作 用[7]。YANG Y
等[8]研究发现,AFP在肝细胞恶性转化的早期阶段,
抑制了免疫细胞对将成为恶性的肝细胞的攻击,使这

些肝 细 胞 在 体 内 存 活,成 为 癌 细 胞 后 分 泌 更 多 的

AFP,抑制细胞免疫和体液免疫,且在转移过程中逃避

免疫监视,促进疾病的发生和发展。AFP可以激活

PI3K/AKT信号通路,从而刺激增殖相关的致癌基因

的表达,促进转移相关基因 MMP2/9、CK19、EpCAM
和CXCR4的表达,在癌细胞增殖、侵袭和远处转移中

起关键作用[9-10]。本实验选用的 HepG2和Bel-7404

人肝源性癌细胞具有与原代肝癌细胞相似的生物学特

性,特性稳定,无限制传代,且具有易于获得、操作简

单、条件可控和可重复等优点,是肝癌研究理想的体外

模型,是除动物实验外肝癌疾病研究的常用替代物。
本研究通过细胞增殖实验观察到AFP能增加 HepG2
和Bel-7404细胞细胞的增殖。通过细胞划痕实验发

现,AFP可使 HepG2和Bel-7404细胞的迁移能力增

强。经 Transwell实验证实,AFP也可使 HepG2和

Bel-7404细胞的侵袭能力得到增强。这些发现表明,
AFP可能作为一种新的治疗靶点,用于对抗肝癌的增

殖、侵袭和转移。
在中国,广西西南部为黄曲霉毒素高污染区,加上

乙型 肝 炎 病 毒 的 高 感 染,造 成 地 区 性 肝 癌 异 常 高

发[11]。黄曲霉毒素主要由黄曲霉和寄生曲霉产生,其
中AFB1是致癌性最强的黄曲霉毒素,被世界卫生组

织和国际癌症研究机构确定为最有力的天然1A类致

癌物之一[12]。经证实 AFB1是一种重要的肝癌致病
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原[13],全球4.6%~28.2%的肝癌病例归因于接触

AFB1[14]。一方面,AFB1可以通过靶向ROS、COX2、
Nrf2和其他信号通路诱导氧化应激、炎症和线粒体功

能障碍,从而诱发肝损伤甚至肝癌[15-17]。另一方面,
AFB1在肝脏中代谢,释放出中间代谢物AFB1-exo-8,
9epoxide(AFBO)诱导p53基因突变,增加肝癌的发

生风险[18-19]。p53基因是一种肿瘤抑制因子,突变后

通过 抑 制 细 胞 凋 亡 和 增 加 增 殖 率 促 进 肿 瘤 的 发

展[20-21]。本研究结果表明,AFB1对 HepG2和 Bel-
7404细胞增殖、迁移及侵袭能力也具有促进作用。

肿瘤的发展除了表现为增殖能力的增强,还有最

重要的生物学特征是具有侵袭和转移的能力,这是造

成恶性肿瘤患者预后不良和死亡的主要原因。本研究

证实AFP和 AFB1均对 HepG2和Bel-7404细胞增

殖、迁移及侵袭均具有促进作用。进一步研究发现,
AFP和AFB1二者合用对 HepG2和Bel-7404细胞增

殖、迁移及侵袭能力促进作用更明显,表明二者在肝癌

的发生发展中具有协同作用,但这种协同作用的机制

仍然不清楚,值得进一步深入研究。
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