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碳水化合物反应元件结合蛋白在肝癌中表达与作用
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摘   要	 目的：探讨碳水化合物反应元件结合蛋白（ChREBP）在肝癌（HCC）中的表达与生物学作用。

方法：分别用 qRT-PCR、免疫组化、Western blot 法检测 73 例 HCC 组织与癌旁组织以及多种 HCC 细

胞系与正常肝细胞系中 ChREBP 的 mRNA 与蛋白表达；观察 siRNA 干扰 ChREBP 表达后，HCC 细胞周期、

凋亡以及增殖的变化。

结果：ChREBP 的 mRNA 与蛋白表达在 HCC 组织中表达均明显高于癌旁组织、在所有 HCC 细胞系中

均明显高于正常肝细胞系（均 P<0.05）。干扰 ChREBP 表达后，HCC 细胞发生明显 G1-S 期阻滞、细

胞增殖明显降低（均 P<0.05），但细胞凋亡未发生明显变化（P>0.05）。

结论：ChREBP 在 HCC 中表达升高，且可能通过调控细胞周期促进 HCC 细胞的增殖，从而在 HCC 的

发展中起了重要的作用。
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hepatocellular carcinoma and its functions
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Abstract	 Objective: To investigate the expression of carbohydrate response element binding protein (ChREBP) and its 

biological actions in hepatocellular carcinoma (HCC).  

Methods: The mRNA and protein expressions of ChREBP in 73 specimens of HCC along with its adjacent tissue, 

as well as different HCC cell lines and normal hepatic cell line were determined by q-PCR, immunohistochemical 

staining and Western blot analysis, respectively. The changes in cell cycle, apoptosis and proliferation in HCC cells 

were observed after the siRNA interference of ChREBP2 expression.

Results: Both mRNA and protein expressions of ChREBP were significantly increased in HCC tissue compared 

with tumor-adjacent tissue, and significantly increased in all studied HCC cell lines compared with normal hepatic 

cell line (all P<0.05). After interference of ChREBP2 expression, HCC cells presented significant G1/S phase 

arrest and inhibition of proliferation (both P<0.05), but apoptosis showed no significant change (P>0.05). 

Conclusion: ChREBP expression is elevated in HCC, which may probably promote proliferation of HCC cells 

through cell cycle regulation, and thereby plays an important role in the progression of HCC.  
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碳水化合物反应元件结合蛋白（carbohydrate 

response element binding protein，ChREBP）是

重 要 的 调 控 细 胞 糖 脂 代 谢 的 转 录 因 子 ， 可 直 接 转

录调控糖酵解与脂肪酸合成关键酶表达 [1-2]。肿瘤

细胞能量代谢发生异常改变，其中糖酵解与脂肪酸

合成均异常增强，促进了肿瘤的生长与转移[3-4]。目

前 ， 多 个 参 与 糖 酵 解 与 脂 肪 酸 合 成 的 关 键 分 子 被

证 实 在 肿 瘤 中 表 达 异 常 增 加 ， 通 过 不 同 机 制 促 进

了肿瘤发生与进展[4]。

考虑到ChREBP是重要的调控糖脂代谢的转录

因子，其在肝癌（HC C ）中表达是否发生异常改

变，在HC C 发生进展中的作用均不清楚。本研究

首先用qRT-PCR，Western blot及免疫组化染色方

法，检测ChREBP在HCC与癌旁组织及HCC细胞系

与正常肝细胞中表达，观察ChREBP在HCC中表达

是否发生异常改变；其次在siRNA干扰ChREBP表

达后，对ChREBP在HCC发生进展中的作用进行初

步研究，分别用MTT及流式细胞分析方法，检测干

扰ChREBP对HCC细胞增殖，周期与凋亡的影响。

1　材料与方法

1.1  HCC 细胞系与临床组织标本

1.1.1  细 胞 系　 人 HCC 细 胞 株 SMMC-7402，

HepG2，MHCC -97L，MHCC -97H，SK -Hep -1，

HUH-7 与人正常肝细胞株 L-O2 均购自中科院上海

细胞库。细胞常规培养采用含 10% 胎牛血清（杭州

四季青）的 DMEM 培养液，细胞置于含 5%CO2 培

养箱中 37 ℃培养。

1.1.2  HCC 患 者 组 织 标 本　 共 收 集 2009 年 1

月—2013 年 1 月在我院行根治性手术切除且临床

资 料 完整的 HCC 患者石蜡标本共 73 例，所有患者

均经病理诊断确诊为 HCC。73 例患者中男 49 例， 

女 24 例； 年 龄 29~78 岁， 平 均 53 岁； 肿 瘤 直 径 

1.2~14.8 cm，平 均 6.7 cm；HbsAg 阳 性 67 例， 阴

性 6 例；TNM I/II 期 51 例，III/IV 期 22 例；高、

中分化 28 例，低分化 45 例；血清 AFP<200 μg/L

者 40 例， ≥ 200 μg/L 者 33 例；8 例 患 者 合 并 门

静脉癌栓。

1.2  实验步骤与方法

1.2.1  免疫组织化学染色操作步骤　石蜡标本切

片厚度为 4 μm，切片依次经二甲苯脱蜡、梯度酒

精水化、柠檬酸热修复、双氧水浸泡与血清封闭后，

加入 ChREBP 抗体（1/250 稀释），于 4 ℃孵育过夜，

弃去一抗并用 PBS 洗涤 5 min×3 次，后滴加即用

型 MaxVisionTM（福州迈新生物公司）试剂并于室温下

孵育 30 min，继续用 PBS 洗涤 5min×3 次，滴加新鲜

配 制 的 DAB 工 作 液， 在 光 镜 下 显 色 3 min， 苏 木

素 复 染 3 min， 自 来 水 涮 洗 5 min×3 次， 切 片 经

脱水透明后用树胶封片。最后，在镜下对 ChREBP

染色结果进行观察与评分。

1.2.2  免 疫 组 织 化 学 染 色 结 果 分 析　ChREBP 染

色强度评分采用半定量法，具体为：分别对显微镜

下 chREBP 阳 性 染 色 细 胞 所 占 百 分 比 和 强 度 给 予

评 分。 阳 性 细 胞 比 率： 每 张 切 片 在 5 个 400 倍 视

野下计数染色阳性细胞所占百分比，<5% 计 0 分，

5%~25% 计 1 分，26%~50% 计 2 分，51%~75%

计 3 分，76%~100% 计 4 分。 阳 性 染 色 强 度： 阴

性计 0 分，淡黄色计 1 分，棕黄色计 2 分，棕褐色

计 3 分。最终阳性等级为阳性细胞比率与阳性染色

强 度 乘 积：0 分 计 为 阴 性（-），1~4 分 计 为 弱 阳

性（+），5~8 分 计 为 阳 性（++），9~12 分 计 为

强阳性（+++）。

1.2.3  siRNA 干 扰 HCC 细 胞 中 ChREBP 表

达　 委 托 上 海 吉 玛 公 司 合 成 2 个 靶 向 ChREBP

的 siRNA 干 扰 片 段， 正 义 链 序 列 分 别 为：

5'-CCAGAUGCGAGACAUGUUUUU-3'（siChREBP 

#1）与 5'-AAGGCTGTTTCACCTGAGTTCCTGTCTC-3'

（siChREBP #1）。无关对照 siRNA 正义链序列为：

5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'（siCtrl）。

siRNA转染细胞：以3×10 5个细胞/孔的密度

接种SK-Hep-1细胞至6孔板中，细胞于常规条件下

过夜培养。利用脂质体lip2000转染试剂为载体进

行转染，操作严格按脂质体lip2000说明书中流程

进行，具体过程为：将靶向ChREBP的siRNA干扰

片 段 与 无 关 对 照 片 段 用 不 含 血 清 的 培 养 基 稀 释 ，

同时，将脂质体lip2000用100 μL不含血清培养基稀

Key words	 Carcinoma, Hepatocellular; Antigens, Tumor-Associated Carbohydrate; proliferation; Cell Cycle; Cell 

Proliferation
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释，分别静置5 min，将稀释好的干扰片段与脂质体

混合，轻柔混匀并静置25 min。用加样器将100 μL的

脂质体与siRNA干扰片段的混合液加入6孔板中，细

胞置于培养箱中常规培养6 h后换液，培养24 h后收

集细胞并进行细胞增殖、周期与凋亡检测。

1.2.4  qRT-PCR　 分 别 提 取 正 常 肝 与 HCC 细 胞

株 中 RNA 并 反 转 录 为 cDNA。 检 测 ChREBP 表 达

的 引 物 序 列 为：GAAGCCACCCTATAGCTCCC，

GAAGCCACCCTATAGCTCCC。actin 作为内参，引

物 序 列 分 别 为：TGTGGGCATCAATGGATTTGG，

ACACCATGTATTCCGGGTCAAT。 用 2- △ △ Ct 计 算

各组 ChREBP 的相对表达水平。

1.2.5  Western blot　 分 别 提 取 正 常 肝 与 HCC 细

胞 中 总 蛋 白，BCA 蛋 白 定 量， 将 蛋 白 与 上 样 缓 冲

液混合后煮沸 10 min，蛋白加入 10% 的凝胶中，

于 80~120V 电 压 下 电 泳 约 90 min。 电 泳 结 束 后

将凝胶中蛋白转移至 PVDF 膜，5%BSA 室温封闭 

1.5 h，后加入 ChREBP 多克隆抗体（13256-1-AP，

武汉三鹰生物公司）于 4 ℃孵育过夜，用含 0.1%

吐温 20 的 PBS 洗涤 5 min×3 次，羊抗兔二抗（北

京中杉金桥生物公司）室温孵育 1.5 h，PBS 洗涤

5 min×3 次。最后，将发光液滴加至 PVDF 膜表面，

用 ECL 发光系统进行图像采集与结果分析。

1.2.6  细胞增殖检测　提前对 SK-Hep-1 细胞进行

ChREBP 干 扰 处 理，24 h 后 收 集 细 胞 并 计 数， 细

胞以 0.8×104 个 /mL 密度接种于 96 孔板，每孔体

积为 200 μL。每天同一时间点对细胞增殖进行检

测， 加 入 事 先 配 置 好 的 MTT 工 作 液 20 μL（ 浓 度

为 5 mg/mL），将板子置于 37 ℃孵箱内孵育 4 h。

吸去上清，每孔加入 150 μL DMSO，置于摇床室

温下振荡 l0 min，用酶标仪检测各孔在 490 nm 波

长下的吸光值，以时间（天数）为横坐标，以吸光

值为纵坐标汇制细胞生长曲线。

1.2.7  细胞周期与凋亡检测　提前对 SK-Hep-1 细

胞 进 行 ChREBP 干 扰 处 理，24 h 后 用 胰 酶 消 化 并

收 集 细 胞（ 胰 酶 不 含 EDTA）， 将 细 胞 用 PBS 洗 

3 次，分别按细胞周期与凋亡试剂盒（晶美生物公

司）操作说明对细胞染色，最后用流式细胞仪对结

果进行分析。

1.3  统计学处理

采 用 S P S S  1 7 . 0 软 件 进 行 统 计 学 分 析 ， 实 验

组与对照组间差异显著性比较采用非配对 t检验分

析，P<0.05为差异有统计学意义。73例HCC组织

与癌旁组织中ChREBP表达差异分析采用χ 2检验

进行比较。

2　结　果

2.1  ChREBP 在 HCC 组织中的表达

用qRT-PCR方法，在mRNA水平检测ChREBP

在 H C C 患 者 癌 与 癌 旁 组 织 中 表 达 ， 结 果 显 示 ，

HCC组织中ChREBP分子mRNA水平明显高于癌旁

组织，差异有统计学意义（P<0.001）（图1）。

进 一 步 用 免 疫 组 化 方 法 ， 在 蛋 白 水 平 检 测

C h R E B P 在 H C C 患 者 癌 与 癌 旁 组 织 中 表 达 ， 结 果

显示，ChREBP在HCC组织中染色阳性率为89.0%

（ 6 5 / 7 3 ） ， 在 癌 旁 组 织 中 染 色 阳 性 率 为 4 9 . 3 %

（36/73）；73例患者中ChREBP在HCC组织染色

强度高于癌旁组织者79.5%（58/73），ChREBP

在 H C C 组 织 染 色 强 度 与 癌 旁 组 织 相 等 者 1 5 . 1 %

（11/73），ChREBP在HCC组织染色强度低于癌

旁组织者5.5%（4/73）。ChREBP在HCC组织与

癌 旁 组 织 中 染 色 ， 阳 性 染 色 定 位 于 细 胞 核 （ 红 色

箭头所示）（图2A）。统计分析发现，ChREBP

在 H C C 癌 组 织 中 染 色 强 度 明 显 高 于 癌 旁 组 织

（P<0.05）（图2B）。

2.2  ChREBP 在 HCC 细胞系中的表达

分别用qRT -PCR和Wes te rn  b l o t方法，比较

HCC细胞株SMMC -7402、HepG2、MHCC97L、

MHCC97H、SK -Hep -1与人正常肝细胞株L0 -2中

C h R E B P 的 表 达 。 结 果 显 示 ， 在 m R N A 与 蛋 白 水

平，ChREBP在HCC细胞株SMMC-7402、HepG2、

MHCC97L、MHCC97H、SK -Hep-1中表达均高于

正常肝细胞系7702（图3）。其中SK -Hep -1细胞

中ChREBP蛋白表达水平最高，后续功能研究采用

siRNA干扰SK -Hep -1细胞中ChREBP表达后，对

ChREBP的生物学功能进行研究。

图 1　 HCC 与癌旁组织中 ChREBP 的 mRNA 表达
Figure 1　ChREBPmRNA expression levelsin HCC and tumor-

adjacent normal tissues
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2.3  干扰效率检测

用 合 成 的 2 个 不 同 的 靶 向 C h R E B P 的 s i R N A

干扰片段（siChREBP #1、siChREBP #2）干扰

S K - H e p - 1 细 胞 ， 并 对 其 干 扰 效 率 进 行 了 鉴 定 。

结果显示：siChREBP #1（片段1）处理SK-Hep-1

细胞后，ChREBP表达明显降低，而siChREBP #2

处理SK -Hep -1细胞后，ChREBP表达降低不明显 

（图4）。故后续实验中，均选用siChREBP #1进

行细胞处理。

2.4  ChREBP 对细胞凋亡与细胞周期的影响

siRNA干扰SK-Hep-1细胞内ChREBP表达后，

用 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 凋 亡 与 周 期 的 改 变 。 结 果

所示，干扰ChREBP后，细胞凋亡未发生明显改变

（P>0.05）（图5A），而细胞周期发生G 1-S期阻

滞（P<0.05）（图5B）。

ChREBP

β-actin

siCtrl siChREBP #1

siChREBP #2

图 4　RNA 干扰效率的 Western blot 鉴定
Figure 4　Western blot analysisof efficiency of RNA interference 

2.5  ChREBP 对 HCC 细胞增殖的影响

前 部 分 研 究 显 示 ， s i R N A 干 扰 C h R E B P 表 达

可使HCC细胞发生G 1-S期阻滞，但不影响细胞周

期。提示ChREBP可能促进HCC细胞增殖。因此，

进一步利用siRNA干扰SK-Hep-1细胞内ChREBP表

达 后 ， 用 M T T 法 对 细 胞 增 殖 进 行 了 检 测 。 结 果 证

实，干扰ChREBP后，SK -Hep -1细胞增殖受到明

显抑制（P<0.05）（图6）。
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图 2　免疫组化检测 ChREBP 蛋白表达　　A：在 HCC 与癌旁组织中 ChREBP 免疫组化染色（×400）；B. ChREBP 在 HCC

与癌旁组织中表达强度比较
Figure 2　Immunohistochemical staining forChREBPprotein expression　A: ChREBP staining in HCC and tumor-adjacenttissues (×400); 

B:Comparison ofChREBPexpression intensities between HCC tissues and their adjacent non-tumor tissues
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图 3　ChREBP 在正常肝细胞与不同 HCC 细胞系中的表达　　A：ChREBPmRNA 表达；B：ChREBP 蛋白表达
Figure 3　ChREBP expressions in normal liver cell line and different HCC cell lines　　A: mRNA expression level; B:protein expression 

level
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图 6　干扰 ChREBP 对 HCC 细胞增殖的影响
Figure 6　Effect of ChREBPinterfere on cell proliferation of HCC 

cells
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3　讨　论

HCC是威胁人类健康的重要疾病 [5-6]，手术切

除仍是最有效的治疗手段[7-8]，此外还包括TACE等

姑息治疗[9]。寻找HCC发生发展的关键驱动因子是

研 究 的 重 点 。 肿 瘤 作 为 一 种 代 谢 性 疾 病 已 被 广 泛

接 受 ， 其 代 谢 异 常 主 要 表 现 为 糖 酵 解 与 脂 肪 酸 合

成活性的增强 [10-13]。ChREBP最初被发现与丙酮酸

酸激酶（LPK）基因启动子区碳水化合物反应元件

相 结 合 的 蛋 白 质 ， 后 将 其 命 名 为 碳 水 化 合 物 反 应

元件结合蛋白 [14-16]。大量研究[17]已证实ChREBP调

控 的 靶 基 因 主 要 集 中 在 糖 酵 解 与 脂 肪 酸 合 成 ， 进

而在糖脂代谢中发挥重要的调控作用。

作 为 糖 酵 解 与 脂 肪 酸 合 成 调 控 的 关 键 分 子 ，

C h R E B P 在 肿 瘤 中 表 达 与 作 用 值 得 肿 瘤 研 究 者 关

注。然而，ChREBP在肿瘤中表达与生物学作用研

究较少。乳腺癌中研究发现ChREBP促进乳腺癌糖

酵 解 表 型 ， C h R E B P 表 达 与 乳 腺 癌 转 移 及 患 者 预

后 显 著 相 关 [ 1 8 ]。 C h R E B P 能 促 进 结 肠 癌 细 胞 糖 酵

解 与 脂 肪 酸 合 成 ， 促 进 结 肠 癌 细 胞 H C T 1 1 6 的 增

殖 [ 1 9 ]。 前 列 腺 癌 中 研 究 证 实 ， C h R E B P 促 进 雄 激

素转录活性[20]。

本研究首次证实：ChREBP在HCC组织与细胞

中表达均异常升高，利用siRNA方法干扰ChREBP

表达后，细胞周期发生G 1-S阻滞，细胞增殖被抑

制，而细胞凋亡无显著变化。提示HCC中ChREBP

高 表 达 可 能 通 过 促 进 糖 酵 解 与 脂 肪 酸 合 成 ， 进 而

80

60

40

20

0

细
胞

百
分

率
（

%
）

G1 S G2/M

10

8

6

4

2

0

凋
亡

率
（

%
）

siCtrl si-ChREBP A

B

103

102

101

100

PI

100          101          102          103

siCtrl si-ChREBP
B1
0.3%

B3
93.3%

B2
4.9%

B4
1.5%

103

102

101

100

100          101          102          103

B1
0.4%

B3
93.1%

B2
2.4%

B4
4.1%

图 5　干扰 ChREBP 对 HCC 细胞凋亡与周期的影响　　A：对细胞凋亡的影响；B：对细胞周期的影响
Figure 5　Eff ect of ChREBPinterference on apoptosis and cell cycle of HCC cells　　A: Eff ect on apoptosis of HCC cells; B. Eff ect on cell 

cycle of HCC cells

N
ub

er

0 
   

 6
0 

  
12

0 
 1

80
  

24
0

siCtrl si-ChREBP

0 
   

 6
0 

  
12

0 
 1

80
  

24
0

FL3 Lin- FL3 Lin

0     40    80    120  160  200

FL3 Lin- FL3 Lin

0     40    80    120  160  200

P<0.05

P<0.05



中国普通外科杂志 第 25 卷1010

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

促进HC C 生长。 糖酵解与脂肪酸合成增强，一方

面可通过增加6-磷酸果糖等糖酵解中间产物及细

胞膜磷脂成份，为HC C 细胞快速增殖所需生物大

分子合成提供原料 [ 21]。另一方面，通过增加脂代

谢 中 间 产 物 与 脂 肪 酸 翻 译 后 修 饰 ， 对 肝 癌 细 胞 增

殖和生长信号通路进行正向调控[22]。

本研究结果提示，ChREBP异常高表达是促进

肝癌恶性进展的主要因素之一，通过siRNA或小分

子药物靶向抑制ChREBP表达或可通过抑制HCC细

胞增殖而用于HCC临床治疗。本研究将为以肿瘤代

谢特征为靶标的HCC靶向治疗提供新的理论支持。
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