
原发性肝癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一，位居

恶性肿瘤死亡率第3位，我国为原发性肝癌的高发区。

目前原发性肝癌临床仍然以手术治疗为主，辅以放疗和

化疗的综合治疗，但整体效果仍不理想［1-3］。肝癌恶性程

度高，复发转移率高，预后差，如何有效地提高肝癌的治

疗效果，减轻广大肝癌患者的痛苦是目前急需解决的问

题。全反式维甲酸（ATRA）是维生素A的活性代谢产

物，通过其同源核受体对细胞生长，分化和凋亡具有强

大的作用，体内外研究证实，ATRA可抑制肝癌细胞生

长，诱导其凋亡，抑制肿瘤的侵袭和转移，提高化疗药物
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摘要：目的 探讨不同浓度全反式维甲酸（ATRA）对小鼠肝癌细胞Hepa1-6成熟分化及细胞自噬水平的影响。方法 以小鼠肝癌

细胞Hepa1-6为研究对象，分别给予0.1、1、10 μmol/L浓度的ATRA处理，荧光定量PCR和Western blot检测肝细胞相关标志基

因的表达，吲哚菁绿（ICG）及过碘酸-希夫（PAS）染色检测小鼠肝癌细胞Hepa1-6的成熟功能，透射电镜观测细胞连接及自噬小

体，选择最适的ATRA作用浓度；Western blot检测自噬相关标志蛋白的表达，ptfLC3质粒转染细胞后共聚焦观察自噬流变化，

检测自噬流是否通畅。结果 相较于空白对照组，ATRA可呈浓度依赖性抑制肝前体标志蛋白AFP的表达，并促进肝细胞成熟

标志ALB、CK18、TAT和ApoB的表达，ICG及PAS染色提示阳性细胞数明显增多；透射电镜结果显示ATRA诱导组的紧密连接

和细胞骨架明显增多，可见高尔基复合体以及较多的自噬小体和自噬溶酶体。均以10 μmol/L组最为显著，作为最适终浓度。

自噬相关标志蛋白LC3-II、Beclin-1、RAB7、P62的表达不同程度增高，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的比值明显增加（P<0.05），激光共聚焦可

见10 μmol/L ATRA处理组细胞胞浆内绿色亮点的自噬小体及红色亮点的自噬溶酶体均较对照组明显增多。结论 ATRA可诱

导小鼠肝癌细胞Hepa1-6的成熟分化，并促进细胞自噬水平增高。
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Abstract: Objective To investigate the effects of different concentrations of all- trans retinoic acid (ATRA) on the maturation,
differentiation and autophagy of Hepa1-6 cells. Method Hepa1-6 cells were treated with 0.1, 1, and 10 μmol/L ATRA, and the
changes in the expressions of hepatic specific markers were detected using real-time PCR and Western blotting. Indocyanine
green (ICG) and periodic acid-schiff (PAS) staining was used to assess the functional maturation of Hepa1-6 cells, and the cell-
cell junction and autophagy were observed under transmission electron microscopy to determine the optimal concentration of
ATRA for treatment. The expressions of autophagy- related markers in the cells were detected using Western blotting, and
confocal microscopy was used to observe the autophagic flow in the cells transfected with ptfLC3 plasmid. Results Compared
with the control cells, the hepatocytes treated with ATRA showed a concentration-dependent decrease in AFP expression and
increase in the expressions of ALB, CK18, TAT and ApoB. ICG and PAS staining revealed significantly increased number of
positive cells after ATRA treatment. Following ATRA treatment, the cells exhibited obviously increased tight junctions,
cytoskeleton and number of autophagosomes under transmission electron microscopy. ATRA treatment resulted in
significantly increased the expressions of autophagy- related markers LC3- II, Beclin- 1, RAB7 and P62 and also an increased
ratio of LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ (P<0.05). Confocal microscopy revealed obviously increased green and red spots in the cells after ATRA
treatment. Conclusion ATRA can induce the maturation and differentiation and enhance the level of autophagy in Hepa1-6
cells.
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的敏感性［4-5］。本课题组前期研究也发现ATRA可逆转

肝癌细胞上皮间质转化，诱导分化［6-8］，但目前ATRA在

肝癌临床治疗中还未被广泛应用，因此探讨ATRA作用

于肝癌细胞的分子生物学机制很有必要。

自噬即自体吞噬，是一种在真核细胞中保守的细胞

自耗途径，细胞在应激状态可激活这一分解代谢过程，

通过消化自身内部受损、变性及衰老的蛋白质和细胞器

来维持内环境稳定，实现物质循环利用，保持细胞活力［9］。

研究证实自噬可参与多种干细胞的分化及多种化疗药

物抗肿瘤作用［10-11］，而ATRA及其维甲酸信号也可参与

调节细胞的自噬水平，目前已有较多研究发现ATRA可

通过诱导自噬缓解髓系白血病［12-14］，但其对肝脏疾病自

噬的影响尚无报道，本研究以小鼠肝癌细胞Hepa1-6为

对象，探讨ATRA诱导肝癌细胞分化过程中细胞的自噬

水平及自噬流是否通畅，有助于阐明ATRA诱导肝癌细

胞良性转归的分子生物学机制，同时为ATRA应用于临

床肝癌治疗提供重要的理论基础和实验依据。

1 材料和方法

1.1 主要材料与试剂

小鼠肝癌细胞 Hepa1-6；DMEM 完全培养液

（Dulbecco modified Eagle medium）、胰蛋白酶及胎牛

血清（Gibco）；β-actin、ALB、AFP、CK18 抗体（Santa

Cruz），LC3、Beclin-1、RAB7、P62抗体（CST），蛋白裂解

液及除抗体外的Western blot所用试剂（碧云天）；RNA

提取试剂盒及Real-time PCR试剂盒（Bioteck），逆转录

试剂盒（Promega）；PCR引物合成（华大基因），ATRA及

吲哚菁绿（ICG）（Sigma）；过碘酸-希夫（PAS）染色试剂

盒（索莱宝）；ptfLC3双荧光质粒（addgene）。

1.2 细胞培养及分组

将小鼠肝癌细胞Hepa1-6接种于含10%胎牛血清，

100 U/mL青霉素和100 µg/mL链霉素的DMEM完全

培养液中，置于含5% CO2的37 ℃恒温箱中孵育，待贴

壁生长至80%~90%的汇合率时，用胰蛋白酶进行消化、

传代。取对数生长期的细胞进行试验，待细胞贴壁后分

别加入0.1、1、10 μmol/L终浓度的ATRA，同时设置空白

对照组。以下实验均重复至少3次。

1.3 Real-time PCR

ATRA处理7 d后检测肝细胞相关标志蛋白基因水

平的表达情况。试剂盒提取出各组细胞的总RNA，并

逆转录成cDNA。使用Primer3程序设计相关基因的引

物（表1）。cDNA样品稀释10倍后进行Real-time PCR

扩增：72 ℃ 3 min；94 ℃ 3 min；94 ℃ 10 s，55 ℃ 20 s，

72 ℃ 20 s，共40个循环；溶解曲线65 ℃~95 ℃，每5 s增

加0.5 ℃，读板。所有样本通过β-actin的表达水平进行

标准化。

Name of genes

AFP

ALB

CK18

TAT

ApoB

β-actin

Sequences of primers (5'-3')

Forward

ACGAGGAAAGCCCCTCAG

CCAGACATTCCCCAATGC

GCCATTCCCTCACCACAG

ACCTTCAATCCCATCCGA

CATGTGATCCCCACAGCA

AGGGAAATCGTGCGTGAC

Reverse

GCCATTCCCTCACCACAG

CAAGTTCCGCCCTGTCAT

ACAGAGCCACCCCAGACA

TCCCGACTGGATAGGTAG

TCCCAGGACCATGGAAAA

CGCTCGTTGCCAATAGTGA

表1 Real-time PCR引物序列
Tab.1 Sequences of primers for real-time PCR

1.4 PAS染色

ATRA诱导小鼠肝癌细胞Hepa1-6 9 d后，室温下

PBS洗3次，4%多聚甲醛固定10 min，PBS再洗3次，

0.5%高碘酸液处理5 min，流水冲洗5 min，滴加Schiff

染液染色15 min，流水清洗5 min，置于显微镜下观察，

每组选取大于10个非重复视野拍照。

1.5 ICG摄取释放实验

如上ATRA处理细胞9 d，移除培养基后PBS洗3

次，加入1 mg/mL ICG染液200 μL，放回含5% CO2的

37 ℃恒温箱1 h，PBS洗3次，显微镜下观察，每组选取大

于10个非重复视野拍照。随后移除孔内PBS，换回原

来的培养基，置于含5% CO2的37 ℃恒温箱孵育6 h，显

微镜下观察细胞ICG释放情况。

1.6 透射电镜观察细胞自噬水平

ATRA处理3 d后收集贴壁细胞。PBS洗3次，加入

1 mL PBS将细胞刮下，1200 r/min离心10 min，吸弃上

清后加入4%戊二醛固定，送至重庆医科大学生命科学

研究院电镜室进行电镜样品固定、漂洗、脱水、浸透、包

埋，超薄切片后进行透射电镜观察。

1.7 激光共聚焦观察细胞自噬情况

细胞贴壁后即用ptfLC3质粒转染细胞，转染6 h后

诱导组加入10 μmol/L终浓度的ATRA。诱导后48 h和

72 h激光共聚焦显微镜下观察细胞内红色及绿色亮点，

每组随机选取大于10个非重复视野拍照。

1.8 Western blot检测肝细胞标志蛋白及自噬相关标志

蛋白的表达
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ATRA处理后提取细胞总蛋白，BCA法测定蛋白

浓度。12% SDS-PAGE 50 V电泳30 min+100 V电泳

1 h，PVDF膜100 V转膜，5%脱脂牛奶室温封闭1 h，一

抗β-actin（1∶200）、ALB（1∶200）、AFP（1∶200）、CK18（1∶

200）、LC3（1∶1000）、Beclin-1（1∶1000）、RAB7（1∶1000）、

P62（1∶1000）置于 4 ℃孵育过夜，对应二抗室温孵育

1 h。ECL发光显影，Image-J软件分析Western blot 条

带灰度值。

肝细胞标志物的检测时间点是ATRA处理后7 d，

自噬标志物的检测时间点是ATRA处理后3 d，在结果

部分描述。

1.9 统计学分析

所有数据以均数±标准差表达，SPSS13.0软件进行

统计学检验，组间比较采用单因素方差分析，两两比较

采用SNKq检验，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 ATRA诱导小鼠肝癌细胞的成熟分化

Real-time PCR及Western blot结果显示，ATRA诱

导后7 d，肝前体标志蛋白AFP基因水平及蛋白水平的

表达均明显下调，而成熟肝细胞标志蛋白ALB、CK18、

TAT、ApoB表达显著增强，且呈浓度依赖性，以10 μmol/L

组最为明显（图1，2，P<0.05）。

2.2 ATRA促进小鼠肝癌细胞功能成熟

ICG摄取实验及PAS染色可用于检测肝细胞的代

谢解毒及糖原合成功能［15-16］。对照组仅有极少数细胞摄

取吲哚菁绿，而ATRA诱导后10 d摄取吲哚菁绿的细胞

数明显增多，且呈剂量依赖性增高。与 ICG结果相似，

对照组胞浆内几乎没有糖原合成，而ATRA处理组的细

胞胞浆内的紫红色明显增加且呈剂量依赖性（图3）。

2.3 ATRA促进小鼠肝癌细胞内的自噬活性

透射电镜是目前检测细胞自噬水平的金标准［17］，可

直观检测细胞内自噬小体及自噬溶酶体的结构形态和

数量。Control组细胞较幼稚，细胞连接较少，没有自噬

小体及自噬溶酶体的形成，而ATRA诱导组发现有吞噬

了细胞器的双层膜结构的自噬溶酶体，成熟细胞器增

多，出现桥粒，紧密连接等细胞间连接，且随ATRA浓度

增高越多，10 μmol/L的处理组还发现了具有分泌蛋白

功能的高尔基复合体（图4）。

2.4 ATRA上调小鼠肝癌细胞内的自噬蛋白表达，自噬

流通畅

综上所述，ATRA可有效诱导小鼠肝癌细胞Hepa1-6

的成熟分化并促进其成熟肝细胞的代谢解毒和糖原合

成储存功能，且以10 μmol/L作用最为显著，因此选择

10 μmol/L作为最适终浓度。

LC3、Beclin-1、RAB7、P62是细胞自噬的标志蛋

白。Western blot结果显示，10 μmol/L ATRA诱导小鼠

肝癌细胞Hepa1-6 3 d后，LC3-II、Beclin-1以及RAB7

的蛋白表达均有明显上调，LC3-II/LC3-I比值显著增高

（图5），而P62蛋白水平稍有增高。

用ptfLC3双荧光质粒转染细胞，标记及追踪自噬

小体以及自噬流的变化，10 μmol/L ATRA诱导48 h及

72 h后，激光共聚焦扫描显微镜成像后的结果显示如图

6。对照组细胞内呈现部分绿色亮点（代表自噬小体），

而红色亮点（代表自噬溶酶体）较少，提示对照组有部分

自噬小体形成；ATRA诱导48 h后，绿色及红色亮点均

有明显增多，诱导72 h后，部分细胞不见绿色荧光及亮

点，红色亮点仍有明显增多。

3 讨论

全反式维甲酸（ATRA）是目前公认的能有效诱导

图1 Real-time PCR检测不同浓度ATRA诱导后小鼠肝癌
细胞Hepa1-6肝细胞标志mRNA水平的表达
Fig.1 mRNA expressions of hepatic specific markers in
ATRA-induced Hepa1-6 cells detected by real-time PCR
(*P<0.05 vs control group).
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图2 Western blot检测不同浓度ATRA诱导后小鼠
肝癌细胞Hepa1-6肝细胞标志蛋白水平的表达
Fig.2 Protein expression of hepatic specific markers
in ATRA-induced Hepa1-6 cells detected by Western
blotting.

Control 0.1 μmol/L 1 μmol/L 10 μmol/L

ATRA

ALB

CK18

AFP

β-actin
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Control ATRA 0.1 μmol/L ATRA 1 μmol/L ATRA 10 μmol/L

ICG

PAS

图3 不同浓度ATRA诱导小鼠肝癌细胞Hepa1-6的ICG摄取和糖原合成能力
Fig.3 ICG uptake and glycogen storage function of ATRA-induced Hepa1-6 cells (Original magnification: ×100).

图4 透射电镜观察小鼠肝癌细胞Hepa1-6内自噬小体及细胞连接
Fig.4 Autophagosome and cell junction in the cytoplasm of Hepa1-6 cells observed by transmission electron microscopy.

Control ATRA 0.1 μmol/L

ATRA 1 μmol/L ATRA 10 μmol/L

Cell junction

Rough endoplasmic reticulum
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干细胞和肿瘤细胞分化的重要因子［18-19］。我们的前期研

究发现，ATRA可促进小鼠肝癌细胞Hepa1-6的分化［8］，

Orfali等发现，ATRA及其信号通路可提高细胞内自噬

的活性［11，20］，但ATRA促进小鼠肝癌细胞Hepa1-6分化

的作用与自噬的关系目前尚无报道。

本研究结果显示，ATRA诱导后，肝前体标志蛋白

AFP在基因水平和蛋白水平的表达均有明显下调，而成

熟肝细胞的标志蛋白ALB、CK18、TAT、ApoB表达显著

增强，ICG摄取实验及PAS糖原染色发现相较于对照

组，ATRA诱导后细胞分化能力增强，透射电镜下ATRA

诱导组细胞更加成熟，且上述结果均随ATRA作用浓度

的增大越明显。因此，我们证实了ATRA可有效诱导小

鼠肝癌细胞hepa1-6的成熟分化，使其表达一定的成熟

LC3-I
LC3-II

Beclin-1

RAB7

P62

β-actin

Control ATRA

图5 Western blot检测自噬相关标志蛋白的表达
Fig.5 Protein expressions of autophagy-related
markers detected by Western blotting.

48 h

72 h

GFP RFP Merge Enlarge

Control

ATRA

Control

ATRA

图6 ptfLC3双荧光质粒转染48 h和72 h后追踪自噬活性
Fig.6 Autophagy activity in the cells detected 48 and 72 h after ptfLC3 transfection. Scare bar=20μm.

肝细胞功能，10 μmol/L为最适作用浓度。

自噬是一种高度保守的进化过程，它通过降解细胞

内受损的蛋白质及细胞器，将代谢产物从溶酶体再次释

放并循环到代谢及生物合成中，防止细胞废物产生的毒

性积累，以维持细胞内稳态［21-25］。自噬与恶性肿瘤、心脏

疾病和神经退行性变等有着密切关系［26-27］，自噬相关基
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因ATG6/Beclin-1在40%~75%的人类前列腺癌，乳腺

癌和卵巢癌中有丢失，在某些基于细胞的测定中，抑制

自噬可促进癌细胞生长，并且Beclin-1杂合突变的小鼠

有使肝肺肿瘤和淋巴瘤发展的可能［21, 23-24］。在一些模型

中，自噬可抑制癌症起始阶段的组织损伤，慢性炎症，

DNA损伤反应和基因组不稳定性，从而抑制了癌症的

发生［21，24-25］。

ATRA诱导后电镜下观察发现细胞内自噬小体增

多，且随ATRA浓度增高越多。ptfLC3双荧光质粒可以

同时直观地观察细胞的自噬水平及自噬流变化情况，

LC3-I主要在胞质内散在分布，共聚焦扫描显微镜下呈

现片状分布，LC3-II则主要定位于各阶段自噬囊泡的内

外膜上，共聚焦扫描显微镜下呈现出聚集的绿色亮点，

因此绿色亮点即代表细胞内的自噬小体。由于绿色荧

光在自噬小体与溶酶体结合形成自噬溶酶体时会淬灭，

而红色荧光对酸性环境的耐受力较强不易发生降解，因

此红色亮点代表晚期的自噬溶酶体［28-29］。结果显示，对

照组细胞内有部分绿色亮点，而红色亮点较少，提示对

照组细胞有基础的自噬小体形成，处于自噬的早期阶

段；ATRA诱导后48~72 h细胞内红色亮点明显增多，提

示自噬溶酶体形成增多，细胞自噬水平增高，且自噬流

通畅。自噬小体和自噬溶酶体可及时清除细胞内损坏

的细胞器及各种代谢产物，防止有害物质堆积，利于细

胞生存，我们认为ATRA对细胞成熟分化的作用也可能

与自噬小体和自噬溶酶体的这种清除作用有关。

LC3是目前被最广泛应用的自噬标志蛋白，它参与

了自噬小体膜的形成，包括LC3-I和LC3-II两种蛋白形

式，两者之间可相互转化。其中LC3-I广泛分布在胞质

内，经泛素化修饰后与自噬小体膜表面的磷脂酰乙醇胺

结合形成LC3-II，LC3-II/I的比值与自噬小体的数量成

正相关，在一定程度上可反映细胞的自噬活性［30］。

Beclin-1主要定位于高尔基体、内质网及线粒体，通过

Beclin-1与液泡分选蛋白34（Vps34）的复合体募集其他

自噬相关蛋白在自噬小体形成早期发挥了重要作用
［31］。RAB7（Ras相关蛋白7）是自噬小体与溶酶体融合

过程中的一个重要分子，它参与自噬小体的成熟，运输

以及最终与溶酶体的融合，代表自噬的通量［32］。ATRA

诱导后，LC3-II、Beclin-1和RAB7的表达均明显增高，

LC3-II/I 比值增高。P62（也被称为SQSTM1）是自噬流

下游的标志蛋白，它可连接LC3和泛素化的底物，当自

噬小体和溶酶体融合时被降解［33］。ATRA作用后P62的

表达稍有增高。有报道称P62与LC3的变化并不一定

相反，在短期饥饿时，诱发细胞自噬，这会使作为选择

性底物的P62降低，但在长时间（~4~8 h）饥饿后，P62

mRNA转录上调，自噬产生足够的细胞内氨基酸提供原

料，因此细胞通过从头蛋白质合成将P62蛋白水平恢复

到基础水平［34］。Chu等也发现，在急性脊髓损伤并发肺

损伤后24~72 h肺部自噬水平增高，但P62的水平也增

高［35］。

王卓等研究在髓系白血病中 ATRA 通过抑制

mTOR通路并激活Atg1-PI3KC3-Atg5自噬通路来促进

自噬体的形成［36］；Zhong C等则发现，ATRA通过促进细

胞自噬保护肝细胞免受缺血再灌注损伤，其可能分子机

制是依赖于Foxo3/p-Akt/Foxo1信号通路调控［37］；Shi L

等认为全反式维甲酸通过针对keap1/nrf2的信号通路增

强了人体神经胶质瘤细胞的自噬作用［38］。然而对于ATRA

是如何上调肝癌细胞的自噬水平还需进一步研究。

因此，我们初步证实了ATRA诱导后可促进小鼠肝

癌细胞Hepa1-6的成熟分化，并表达一定的成熟肝细胞

功能，并且在此过程中细胞自噬水平明显增加，自噬可

能参与了ATRA诱导小鼠肝癌细胞Hepa1-6成熟分化

的过程。本研究为进一步探讨ATRA诱导肝癌细胞成

熟分化的分子生物学机制奠定了坚实的基础，也为

ATRA用于肝癌的临床治疗提供了重要思路。
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