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Abstract: Objective  To screen the genes which are related to stress response closely in the malignant 
proliferation of hepatocellular carcinoma cells SMMC-7721 against different stressors in vitro.  Methods  We 
conventionally cultured SMMC-7721 cells in vitro, grouping the cells in log phase into normal group, G418 
group and calcium group. Each treatment group was given the corresponding drug respectively. After 72h and 
4h treatment, we collected the cells and extracted total RNA. The GeneAtlas microarray system was used to 
make Affymetrix Human Gene 1.1 ST Array Strip genechip. iterPlier was used for calculating gene expression, 
to work out preliminary statistical processing. We observed the characteristics of genes expression related to 
stress response in hepatocellular carcinoma cells. Then, qRT-PCR was used to detect the relative expression 
of each gene. Results  Eventually we screened 53 genes which had a large quantity of expression and the 
change were consistent with those under the effect of G418 and calcium chloride, moreover, 17 genes had 
relatively consistent trend with genechips verified by qRT-PCR. Conclusion  In the process of hepatocellular 
carcinoma cells SMMC-7721 resisting G418 and calcium chloride stress, 17 genes are important and verified 
relatively consistent trend by genechips and qRT-PCR. 
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摘  要：目的  筛选体外培养的肝癌SMMC-7721细胞在抵御不同应激原而恶性增殖的过程中，与应

激反应密切相关的基因。方法  常规体外培养肝癌SMMC-7721细胞，将处于对数生长期的细胞分为

正常组、G418组和氯化钙组，除正常组外，其余两组分别采用G418、氯化钙加以干预，于72和4 h
后收集各组肝癌细胞，抽提总RNA，使用GeneAtlas基因芯片系统，制作Affymetrix Human Gene 1.1 
ST Array Strip表达谱芯片，采用iterPlier法计算基因表达读数计算值，并进行统计学处理，观察与肝

癌细胞应激反应相关的基因群的差异性表达特征，通过qRT-PCR检测各基因的相对表达量，对芯片

结果加以验证。结果  芯片检测筛选到53个表达量大、且在G418和氯化钙作用下表达量变化较一致

的基因；qRT-PCR验证的53个应激相关基因中，17个基因与基因芯片结果完全吻合。结论  在肝癌

SMMC-7721细胞抵御G418和氯化钙应激的过程中，作用较关键且在基因芯片和qRT-PCR检测中变化

趋势较一致的应激相关基因共有17个。
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0  引言
肝癌细胞抵御应激而恶性增殖是其难治的主

要机制之一。研究表明，在各种应激因子，如低

氧微环境、手术刺激、化疗药物治疗等作用下，

肿瘤细胞能够通过调整一系列基因的表达抵御应

激并保证其继续恶性增殖。

项目组前期研究结果表明，体外细胞培养中某

些试剂（G418/氯化钙）作为应激原，会诱导肝癌

SMMC-7721细胞处于不同的应激状态，除细胞增

殖更加活跃以外，基因芯片检测及qRT-PCR检测均

发现细胞中热休克蛋白家族、金属硫蛋白家族等

一些已知应激基因高表达；将含MT2A（金属硫蛋

白家族中表达量最大的基因）RNAi片段的质粒转
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染入SMMC-7721细胞后，发现细胞的增殖得到明

显抑制[1]；此时的肝癌细胞周期停滞在S期[2]。由此

我们推测：某些应激相关基因群的高表达，可能

对肝癌细胞抵御应激而恶性增殖具有一定积极意

义。然而，是不是还有一些独特的参与细胞应激的

基因尚不明了，为此本研究对不同应激原作用下

肝癌SMMC-7721细胞基因的表达谱进行了芯片检

测及分析，并结合各个基因的国内外研究进展，寻

找那些在不同应激原作用下表达趋势具有一致性

且与肿瘤应激反应密切相关的基因，初步筛选可

能在肝癌细胞抵御应激反应中发挥关键作用的基

因群，并通过qRT-PCR检测验证基因芯片结果。

1  材料和方法
1.1  材料

1.1.1  主要实验仪器   垂直式无菌无尘操作台

（中国造鑫企业有限公司）、二氧化碳培养箱

（美国Thermo Fisher公司）、GeneAtlas™ System
（美国Affymetrix Company）、ECO实时定量PCR
系统（美国Illumina公司）。

1.1.2  主要实验试剂  新生小牛血清（浙江天杭

生物科技有限公司）、0.25%胰酶（上海吉泰生

物）、双抗（上海吉泰生物）、G418粉剂（美

国Invitrogen公司）、无水氯化钙（国药集团）、

TRIzol（美国Invitrogen公司）。

1.1.3  细胞株  人肝癌细胞系SMMC-7721为本实

验室冻存的细胞，购自中科院上海细胞所。

1.2  方法

1.2.1  常规细胞复苏及培养  细胞复苏及培养参

照文献[3]。
1.2.2  G418和氯化钙母液的制备  RPMI 1640培养

液10 ml充分混匀溶解G418粉剂96 mg或氯化钙粉剂

3.552 g，分别使用一次性注射器和直径为0.20 μm
的滤膜抽滤灭菌，锡箔纸包裹后于4℃冰箱保存。

1.2.3  G418、氯化钙干预后SMMC7721肝癌细胞

基因芯片表达谱检测

1 . 2 . 3 . 1   6 孔 板 铺 板 及 用 药   人 肝 癌 细 胞

SMMC-7721在含10%胎牛血清的RPMI 1640培养液

中置于37℃、5%CO2的培养箱中培养，将对数生

长期的细胞制成细胞悬液，以5×105个/孔的密度，

接种于6孔板，放入培养箱中培养12 h，G418组：

吸弃培养液，加入RPMI 1640培养液1.6 ml及25 μl 
G418（终浓度为0.3 mg/ml），加液完毕，轻轻水

平移动混匀，放入培养箱，培养68 h，氯化钙组：

吸弃培养液，加入RPMI 1640培养液1.6 ml及50 μl

氯化钙（终浓度为0.1 mol/L），设置常规培养的

肝癌细胞为阴性对照，继续培养4 h。
1.2.3.2  TRIzol一步法抽提各孔总RNA  吸弃各孔

培养液，每孔加入1 ml TRIzol，提取各组肝癌细胞

的总RNA，RNeasy Mini Kit（美国天根公司）抽

提和纯化以上各组RNA，RNA Nano LabChip检测

RNA质量和定量。

1.2.3.3  Affymetrix Human Gene 1.1 ST Array Strip
表达谱芯片检测  采用Affymetrix Human Gene 1.1 
ST Array Strip表达谱芯片及Ambion WT Expression 
Kit（含Control RNA）、GeneChip® WT Terminal 
Labeling Kit、GeneAtlas™ Hybridization，Wash，
and Stain Kit、GeneChip R Poly-A RNA Control 
Kit、GeneChip Hybridization Control Kit等试剂盒，

按Affymetrix具体操作手册说明，使用GeneAtlas基
因芯片系统有关设备开展探针标记、质量检测、

杂交、洗涤，以及扫描等检测工作，采用iterPlier
法计算基因表达读数计算值，并进行统计学处

理，观察与细胞应激反应相关的基因群的差异性

表达特征。

1.2.4  芯片数据处理  依据检测结果和Affymetrix
所建议的方法，iterPlier计算核心基因表达读数

计算值（芯片读数计算值），以常规培养的正常

SMMC-7721细胞组的芯片读数为基准，G418组和

氯化钙组分别与之比较，ratio以≥1.1倍为上调，

≤0.91倍为下调，0.91~1.1倍为无显著变化。

1.2.5  PCR引物设计  根据基因芯片分析结果选取

进一步研究所需的目的基因，采用Primer3（v.0.4.0）
在线软件设计PCR引物，Real-time Quantitative PCR 
内参以GAPDH为参照（GAPDH-F：5'-GAGTCAAC
GGATTTGGTCGT-3'；GAPDH-R：5'-GATCTCGCT
CCTGGAAGATG-3'）。

1.2.6  G418、氯化钙干预后肝癌SMMC-7721细
胞基因qRT-PCR检测  铺6孔板，方法同上。72 h
后，TRIzol一步法抽提各孔细胞总RNA，按照反

转录试剂盒说明，常规反转录为cDNA，进而按照

“SYBR Premix Ex Taq”试剂盒说明配制PCR反应

混合物，使用ECO荧光定量PCR系统进行扩增，

扩增产物进行凝胶电泳，最后采用∆∆CT法分析目

的基因的相对表达量，内参基因使用GAPDH。

1.3  统计学方法

采用SPSS12.0统计软件进行数据统计分析。

所有计量资料均采用（x±s）表示，多组样本间比

较采用单因素方差分析。P<0.05为差异有统计学

意义。
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2  结果    
2.1  基因芯片检测结果

一共检测3张基因芯片，将均数校正至100，淘

汰各组芯片读数计算值一致小于500者，共得到116
个基因，结合各基因的文献研究，最终筛选出53个
基因。其中，G418 0.3 mg/ml、氯化钙0.1 mol/L用

药后表达一致上调者18个，见表1；一致下调者14
个，见表2；互有上下调者16个，见表3；无显著

变化者5个，见表4。

2.2  17个基因的qRT-PCR检测结果 

根据基因芯片的分析结果，通过qRT-PCR技

术对筛选出的53个基因进行验证，结果显示，共

有17个基因的结果与芯片结果完全吻合。其中，

与正常的SMMC-7721细胞相比，5个基因在G418/
CaCl2应激下，表现出显著的下调，余下的12个基

因则表现出显著的上调，见表5。

3  讨论 
“细胞应激”是细胞对环境因素导致损伤的

一种防御反应，目的是对抗伤害、修复损伤、增

加对损伤的耐受性，以最终保护细胞；当难以抵

御应激原，则通过诱导细胞死亡去除损伤后无法

修复的细胞。研究发现，肿瘤的发生和发展与细

胞应答各种应激的不同反应密切相关。譬如，长

期性的病毒感染、负面精神情绪、不良生活行为

等形成的慢性应激，往往促进肿瘤的发生[4-5]；在

实体瘤快速生长的过程中，由于肿瘤细胞增殖失

控引起的大量氧气消耗及瘤内血管增长滞后，往

往导致瘤内局部供氧不足，当氧浓度低于21%时，

可激活各种各样的应激反应通路，诱导细胞出现

自我保护、抗凋亡的表型[6]。

表1  芯片读数计算值一致上调的18个基因
Table1  18 genes with consistently up-regulated expression 
in genechip readings calculated value

Genes Normal 
SMMC-7721 G418 CaCl2

G418/
Normal

CaCl2/
Normal

ATF1   6681   7363   6870 1.10 1.03
ATP13A3   3432   3735   4558 1.09 1.33
ATPIF1   8915   8847 10581 0.99 1.19
CASP1   4208   5192   4229 1.23 1.00
CTNNB1   8773   9699   9212 1.11 1.05
EIF2S2 21038 28218 20899 1.34 0.99
EIF5B   7290   8015   9176 1.10 1.26
EIF6   5402   6912   7348 1.28 1.36
GPX1 20484 21064 23122 1.03 1.13
HSP90AA1 40022 47562 43644 1.19 1.09
HSPA1A 18815 48799 22395 2.59 1.19
HSPA9 21940 27160 22644 1.24 1.03
HSPB1   2176    7083   3319 3.25 1.53
HSPD1 37783 51198 38973 1.36 1.03
NCL 21432 22261 25446 1.04 1.19
PDIA4   5325 22590   6273 4.24 1.18
PTBP1 12730 14282 13084 1.12 1.03
MAPK6   8964 11153   8745 1.24 0.98

表2  芯片读数计算值一致下调的14个基因
Table2  14 genes with consistently down-regulated 
expression in genechip readings calculated value

Genes Normal
 SMMC-7721 G418 CaCl2

G418/
Normal

CaCl2/
Normal

ATP5E 50450 45667 44691 0.91 0.89
CASP2   7345   5684   5722 0.77 0.78
CAT   9675   4898   5777 0.51 0.60
CXCR4 15515   8411 11132 0.54 0.72
EIF3L 39842 32202 34564 0.81 0.87
EIF4A2 28738 24942 21319 0.87 0.74
HNRNPH1 28238 23007 19292 0.81 0.68
IFNGR2   5379   4095   4088 0.76 0.76
NFKB1   1191    777    926 0.65 0.78
PABPC1 33497 26883 31474 0.80 0.94
PDK1   1256    816    546 0.65 0.43
PGK1 36389 31602 33343 0.87 0.92
RPL11 37349 32585 34594 0.87 0.93
RPL5 51036 49452 44118 0.97 0.86

表3  芯片读数计算值互有上下调的16个基因
Table3  16 genes with inconsistently regulated expression 
in genechip readings calculated value

Genes Normal
 SMMC-7721 G418 CaCl2

G418/
Normal

CaCl2/
Normal

ATF2   1917   2655   1333 1.39 0.70
ATF4 26250 26841 21589 1.02 0.82
ATP2B1   4207   4645   3193 1.10 0.76
CDC25A   1330   2876    848 2.16 0.64
CUGBP1 10027 13626   8526 1.36 0.85
EIF4G2 32487 29869 36426 0.92 1.12
GSK3B   4100   4565   3370 1.11 0.82
LDHA 36922 24270 39044 0.66 1.06
MAPK14   2189   2613   1771 1.19 0.81
MCL1   8900 12125   8756 1.36 0.98
MSH6 11205 14281 10802 1.27 0.96
MYC   9329 19169   5556 2.05 0.60
PDIA5   1169   1446    854 1.24 0.73
PDIA6 14882 24135 14558 1.62 0.98
SGK1 13725 19003 12662 1.38 0.92
SHMT2 12274 14102 11176 1.15 0.91

表4  芯片读数计算值无显著变化的5个基因
Table4  Five genes without significantly changed 
expression in genechip readings calculated value

Genes Normal 
SMMC-7721 G418 CaCl2

G418/
Normal

CaCl2/
Normal

EIF1 40807 40621 42105 1.00 1.03
HIF1A 15949 15959 17102 1.00 1.07
NPM1 38844 35162 37808 0.91 0.97
RHEB 30345 29585 29370 0.97 0.97
RPS6 47324 43534 43700 0.92 0.92
Notes: for space limitations, microarray date of only 53 genes were 
presented
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国内外研究陆续发现，在应激个体和对照组之

间存在一些基因的差异表达[7]，尤其是与细胞应激反

应关系最为密切的关键基因表达都发生了显著的改

变；不同的应激反应还会选择性地激发应激反应所

必需的基因表达。缺氧应激常激活肿瘤细胞内HIF-
lα及其下游的血管内皮生成因子（VEGF）等、能量

代谢因子（GIUT-1）等、细胞周期因子（cyclin-D1）
等表达，促进瘤内新生血管的生成及肿瘤细胞的增

殖[8]；临床研究发现，患者体内高水平的HIF-lα往往

预示着肿瘤侵袭性强而预后差。氧化应激常激活肿

瘤细胞内谷胱甘肽（GSH）、谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH-Px）、超氧化物歧化酶（SODs）、金属硫蛋

白（metallothioneins, MTs）等[9-10]。

本次基因芯片检测结果显示，在G418和氯化

钙的刺激下，共有53个基因的表达量发生了显著变

化；qRT-PCR验证中，共有17个基因与芯片结果完

全一致。其中，除了研究较充分的与细胞应激相关

的热休克家族以外，还包括与细胞生长、mRNA剪

切、蛋白合成、凋亡等密切相关的基因等。

3.1  热休克蛋白家族（HSP90AA1、HSPA9、HSPA1A、

HSPD1、HSPB1）  HSPB1，编码热休克蛋白HSP27，
研究表明，其参与了肿瘤细胞的氧化应激反应，过表

达能增加肿瘤发生、转移及对化疗的抵御能力[11]。

HSP90AA1，编码热休克蛋白HSP90，在一种新

型铜络合物2-24a/Cu治疗肿瘤的实验研究中发现，

在2-24a/Cu能够诱导HeLa细胞发生氧化应激反应，

且RNA-seq检测发现HSP90AA1的转录增强[12]。

HSPA1A和HSPA9，编码热休克蛋白HSP70，在

硫链丝菌素削弱人类黑色素瘤细胞生存能力的研究

中发现，硫链丝菌素用药早期能够诱导转移性黑色

素瘤A375细胞出现蛋白毒性应激，并且大规模的上

调包括HSPA1A在内的热休克蛋白家族成员[13]。

HSPD1，编码热休克蛋白HSP60。热休克蛋白

是一种在进化上高度保守的蛋白质，广泛存在于各

种生物体内，起“分子伴侣”的作用，面对各类应激

原，HSPs和其他应激蛋白被大量合成以提高生物

体对应激的耐受性，故又被称为应激蛋白。本次检

测结果筛选到的热休克蛋白的5个编码基因中，在

G418和氯化钙的作用下均出现上调，其中HSPB1上
调趋势最明显，提示它们可能对肝癌细胞抵御应激

反应起到一定促进作用。

3.2   促进肿瘤细胞生长、增殖、分化、侵袭的基

因  CTNNB1，编码β-环连蛋白，在许多肿瘤组织中

都能检测到该基因的缺失或突变，CTNNB1突变导致

的Wnt信号转导通路的异常激活被认为是恶性肿瘤

发生的重要环节。咖啡酸苯乙酯（CAPE）通过减少氧

化应激反应能够实现治疗胃癌的目的，在CAPE干预

的两个胃癌细胞株23132/87中，均出现CTNNB1表达

减少[14]。检测结果显示该基因表达略有上调，提示其

可能对肝癌细胞抵御应激反应起到一定促进作用。

3.3  氧化应激相关基因  CAT，编码过氧化氢酶，

常参与肿瘤的氧化应激反应，在嗜铬细胞瘤PC12细
胞中，在连翘酯苷能够保护细胞免受H2O2诱导的氧

化应激，其抗氧化功能就体现在其能够提高抗氧化

剂CAT的表达水平[15]。检测结果显示该基因表达一

致下调，提示其抗氧化能力减弱。

3.4  蛋白质合成相关的基因  RPL11，编码核糖

体蛋白L11，在核糖体应激条件下，该基因上调后

可通过激活P53基因、抑制myc基因的活性来抑制

肿瘤细胞增殖[16]。该基因表达下调提示可能有助

于肝癌细胞的增殖。

3.5  真核细胞翻译起始因子（EIF2S2、EIF5B、

EIF6）  真核细胞翻译起始因子是真核细胞蛋白质

翻译所必需的、能够保证正确的mRNA-核糖体复合

物形成的蛋白质。芯片所显示的这几个真核翻译起

始因子从不同方面影响了翻译复合物的合成，是真

核细胞翻译起始阶段的重要调控因子。然而，它们

与肿瘤细胞应激反应之间的联系未见报道。本研究

结果表明，EIF2S2、EIF5B、EIF6表达一致上调；表

明应激可能会影响肝癌细胞中蛋白质的合成。

3.6  多聚腺苷酸结合蛋白（PABPC1）  PABPC1，
编码多聚腺苷酸结合蛋白1，它是一种能够与mRNA
的Poly（A）尾结合的高度保守的蛋白质，通过这

表5  17个基因的qRT-PCR检测结果
Table5  qRT-PCR test results of 17 genes

Genes Normal
 SMMC7721 G418 CaCl2

HSP90AA1 1 3.41±0.44* 3.14±0.08#

HSPA1A 1 5.35±0.04*       3.24±0.11*#

HSPA9 1 5.74±0.16*  6.89±0.19*#

HSPB1 1 2.02±0.19* 2.23±0.12*

HSPD1 1 3.56±0.11* 3.32±0.09*

CTNNB1 1 1.49±0.14*  2.20±0.18*#

CAT 1 0.41±0.07*  0.77±0.12*#

RPL11 1 0.80±0.08*       0.90±0.08
EIF2S2 1 0.41±0.02* 0.60±0.05*

EIF5B 1 2.25±0.08* 1.95±0.07*#

EIF6 1 1.05±0.08* 1.50±0.05*#

PABPC1 1       1.38±0.15      1.15±0.09
PDIA5 1 0.63±0.08* 0.79±0.03*

CASP1 1 1.65±0.11* 3.14±0.17*

IFNGR2 1 0.35±0.05* 0.19±0.04#

PTBP1 1 1.99±0.18*  4.29±0.45*#

Notes: *: P＜0.05, compared with normal group; #: P＜0.05, compared 

with G418 group
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种结合方式参与mRNA的翻译并调节其稳定性。

PABPC1是目前研究最为清楚的一类细胞质多聚腺

苷酸结合蛋白。该基因与肿瘤的关系目前尚不清

楚。PABPC1在G418作用下表达下调，提示G418可
能影响了肝癌细胞mRNA的翻译。

3.7  与蛋白质的折叠相关的基因  PDIA5编码蛋

白质二硫键异构酶5，是一类在内质网中起作用

的巯基-二硫键氧化还原酶。它通常含有CXXC
（Cys-Xaa-Xaa-Cys, CXXC）活性位点，活性位点

的两个半胱氨酸残基可催化底物二硫键的形成、

异构及还原，主要职能是催化内质网中新生肽链

的氧化折叠，另外在内质网相关的蛋白质降解途径

（ERAD）、蛋白质转运、钙稳态、抗原提呈及病毒

入侵等方面也起重要作用。在G418作用下，PDIA5
的表达一致上调；在氯化钙应激下，PDIA5表达下

调；提示G418能够有效地催化肝癌细胞内质网中新

生肽链的折叠，而氯化钙的作用则可能相反。

3.8  促细胞凋亡的基因  CASP1，编码半胱氨酸天

冬氨酸特异性蛋白酶1，其参与的炎性反应及程序性

细胞死亡能有效提高机体抵抗内源和外源各种刺激

的能力，达到保护宿主的目的。然而它在肿瘤细胞

应激反应中的作用，尚未见相关报道。检测结果显

示在应激原作用下，CASP1表达一致上调。

3.9  干扰素γ受体（IFNGR2）  IFNGR2，是Ⅱ型干

扰素的受体，几乎在所有细胞中都有表达，其活化

能够诱导肿瘤细胞凋亡。该基因表达一致下调，提

示应激未能促进IFNGR2的活化。

3.10  与mRNA剪切相关的基因  PTBP1，编码多嘧

啶序列结合蛋白1，能够与mRNA前体结合从而对某

些外显子选择性剪切以发挥负调控作用。在人乳腺癌

MDA-MD-468细胞中，低浓度的H2O2能够选择性的下

调PTBP1以调节RNA的剪切，从而诱导抗氧化剂sGC
的表达[17]。检测结果显示该基因表达略上调，提示应

激未对细胞内众多基因的剪切事件产生明显影响。

由此可知，在肝癌细胞SMMC-7721抵御应激

而恶性增殖的过程中，有一系列基因群的表达发

生了改变，揭示这些基因在肝癌细胞抵御应激反

应过程中所扮演的角色，有助于加深对肝癌应激

反应发生机制的认识，这对原发性肝癌的防治可

能起到一定的积极作用。
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