
  doi:10.11816/cn.ni.2020-193214 ·论 著·

开放科学(资源服务)标识码(OSID):

HCV感染患者TGF-β与肝癌的关系

郭丽1,赵虹2,张俊涛2,刘志贞2,董秀山3,于保锋2

(1.临汾职业技术学院基础医学教研室,山西 临汾041000;山西医科大学生物化学与分子生物学教研室,

山西 太原030001;3.山西医科大学附属山西白求恩医院普外科,山西 太原030032)

摘要:目的 探究慢性丙型肝炎病毒(HepatitisCvirus,HCV)感染通过转化生长因子-β(Transforminggrowth
factor-β,TGF-β)对肝癌细胞侵袭性的影响。方法 选取2016年6月-2018年6月于山西医科大学附属山西白

求恩医院就诊的肝癌患者68例,根据其是否被 HCV感染,分为感染组(n=21)和对照组(n=47)。采用实时荧

光定量法对血清TGF-β进行检测;通过体外细胞侵袭实验和迁移实验分别研究TGF-β对HepG2细胞细胞侵袭、

迁移能力的影响。结果 感染组患者血清TGF-β水平为(461.72±24.96)mg/L高于对照组(198.54±18.10)mg/

L(P<0.001);感染组的侵袭细胞个数为(97.69±14.52)个多于对照组(43.28±8.95)个(P<0.001);感染组的迁

移细胞个数为(109.85±13.64)个为多于对照组的(51.30±8.27)个(P<0.001)。结论 HCV病毒感染通过

TGF-β促进肝癌细胞的侵袭性。
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CorrelationbetweenTGF-βandlivercancerofHCVinfectionpatients
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(*LinfenVocationalandTechnicalCollege,Linfen,Shanxi041000,China)
Abstract:OBJECTIVEToexploretheeffectsofchronichepatitisCvirus(HCV)infectiononinvasivenessofliver
cancercellsthroughtransforminggrowthfactor-β(TGF-β).METHODSAtotalof68patientswithhepatocellular
carcinoma(HCC)whoweretreatedinShanxiBethuneHospitalAffiliatedtoShanxiMedicalUniversityfromJun.
2016toJun.2018wereselectedanddividedintoinfectiongroup(n=21)andcontrolgroup(n=47)accordingto

presenceorabsenceofHCVinfection.Theserum TGF-βwasdetectedbyreal-timefluorescencequantification
methods.TheeffectsofTGF-βoninvasionandmigrationofHepG2cellswerestudiedbyinvitrocellinvasionand
migrationexperiments.RESULTSThelevelofserumTGF-βininfectiongroupwas(461.72±24.96)mg/L,sigifi-
centlyhigherthanthatincontrolgroup(198.54±18.10mg/L)(P<0.001).Thenumberofinvadedcellsinthein-
fectiongroupwas(97.69±14.52),sigificentlymorethanthatincontrolgroup(43.28±8.95)(P<0.001).And
thenumberofmigratingcellsintheinfectiongroupwas(109.85±13.64),sigificentlymorethanthatincontrol

group(51.30±8.27)](P<0.001).CONCLUSIONHCVinfectioncanpromoteinvasivenessoflivercancercells
throughTGF-β.
Keywords:ChronichepatitisCvirus;Transforminggrowthfactor-β;Livercancercell;Invasion

  肝细胞肝癌(Hepatocellularcarcinoma,HCC)
简称为肝癌,是国内外临床最常见的恶性肿瘤,每年

约有782500的新发病例,并且该病的病死率较高,
在恶性肿瘤中居第2位,且仍呈上升趋势,严重影响

人们的身体健康和生命安全[1]。引起肝癌的主要原

因是慢性肝炎病毒的感染,而慢性丙型肝炎病毒

(HepatitisCvirus,HCV)感染是其中的一种[2]。
在被HCV感染人群中,仅约20%能自然清除,而剩

下的将会发展成为慢性 HCV感染,更甚者会发展

为慢性进行性肝病,包括肝癌、肝硬化等,严重影响
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人们的生活质量和生命安全[3]。目前,许多学者虽

然在HCV引起肝癌的研究中取得了一定的进展,
但具体的发病机制尚不完全清楚。HCV存在于细

胞基质中,不能引起插入突变,同时也未检测出明确

的致癌基因,有研究[4]表明,HCV可能是通过持续

感染而引起机体慢性炎症反应,进而促进患者发生

肝癌;或是宿主细胞蛋白与 HCV编码产生的蛋白

之间的相互作用,使机体的细胞增殖、凋亡、信号转

导等一系列细胞生命活动发生改变,促进肝癌的发

生与发展。转化生长因子-β(Transforminggrowth
factor-β,TGF-β)又有研究[5-6]显示,TGF-β可促进

癌症的发生与发展。因而,推测HCV病毒与TGF-

β间可能存在一定的相关性,HCV病毒可能是通过

促进TGF-β的表达,进而促进肝癌的发生与发展,
值得深入研究。因此本研究主要是探究 HCV病毒

感染与TGF-β之间的关系,观察其对肝癌细胞侵袭

作用的影响,旨在为肝癌的临床治疗提供新的思路。

1 对象与方法

1.1 对象 选取2016年6月-2018年6月于山

西医科大学附属山西白求恩医院就诊的肝癌患者

68例为研究对象,根据其是否有HCV感染,分为感

染组21例和对照组47例,感染组为 HCV感染的

肝癌患者,对照组为无 HCV感染的肝癌患者。本

研究获得医院伦理委员会批准。

1.2 纳入与排除标准 纳入标准:(1)参照中国抗

癌协会肝癌专业委员会制定的诊断标准[7],两组患

者均确诊为肝癌。(2)经过实验室诊断,感染组为

HCV感染的肝癌患者,对照组为无 HCV感染的肝

癌患者。(3)未进行过相关手术或药物治疗的患者。
(4)患者或其家属签订知情同意书。排除标准:(1)
合并患有其他恶性肿瘤的患者。(2)患有严重感染

性疾病的患者。(3)患有自身免疫缺陷性疾病的患

者。(4)心、肝、肾等功能严重不全的患者。

1.3 方法

1.3.1 两组患者血清TGF-β的检测 在所有患者

被纳入研究后的第1天清晨,分别抽取其空腹肘静

脉血4ml,置于EP管内,在常温下静置1h,然后采

用离心法分离出血清,置于干燥试管内,于-80℃
保存待测。然后使用 TGF-βELISA试剂盒(北京

百奥莱博科技有限公司)对血清TGF-β进行检测。

1.3.2 细胞的培养与转染 选用DMEM 培养基

培养人肝癌细胞系 HepG2(美国Gibco公司),其中

该培养基中含有100U/ml的链霉素、100U/ml的

青霉素和10%的胎牛血清。在6孔板中接种对数

生长期的细胞,然后培养过夜,等到细胞贴壁后即开

始转染。采用ipofeetamine2000转染试剂盒(美国

invitrogen公司)进行转染,操作步骤严格按说明书

进行,并且转染后采用反转录PCR(Reversetran-
scriptionPCR,RT-PCR)评估转染效果。

1.3.3 Transwell小室法检测细胞的侵袭与迁移 
将转染的两组HepG2细胞调整为5×105 个/ml的

细胞悬液,并将其加入到铺好 Matrigel凝胶(美国

BD公司)的Transwell上室中。然后将不含胎牛血

清的RPMI1640完全培养液100μl加入到上室中,
将含10%胎牛血清的RPMI1640完全培养液500

μl加入到下室中(RPMI1640完全培养基:上海圻

明生物科技有限公司),每组均为3个复孔。将其置

于37℃、5% CO2 的恒温培养箱中培养48h,然后

取出小室,采用棉签将小室上层的 Matrigel凝胶和

未迁移细胞轻轻擦除,采用无水乙醇将其固定15
min,采用结晶紫将其固定20min,然后采用PBS清

洗、翻转和晾干,最后在显微镜下(400倍)进行观

察,并且每个小室任选5个视野,计数高倍视野下细

胞数,然后取其平均值。迁移性试验与侵袭性试验

步骤基本相同,不同之处为迁移实验使用的Tran-
swell上室不用铺 Matrigel凝胶。

1.4 统计分析 采用SPSS22.0软件进行数据分

析。符合正态分布的计量资料以(􀭺x±s)表示,采用

t检验;计数资料以例数或百分比表示,采用χ2 检

验;P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 两组患者基本情况 两组患者性别、年龄、肝
癌分期等临床资料,差异无统计学意义,具有可比

性,见表1。

表1 两组肝癌患者临床资料

Table 1 Clinicaldataoftwogroupsofpatientswithliver
cancer

临床资料
感染组

(n=21)

对照组

(n=47)
统计量 P 值

性别(例) 男 14 31 0.003 0.954

女 7 16

年龄(岁) 43.57±5.21 44.02±4.89 0.206 0.837
肝癌分期(例)Ⅰ 4 9

Ⅱ 6 14
3.195 0.202

Ⅲ 8 17
Ⅳ 3 7

2.2 两组患者血清TGF-β水平 感染组患者血

清TGF-β水平为(461.72±24.96)mg/L,对照组患

者血清TGF-β水平为(198.54±18.10)mg/L;感染
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组患者的血清TGFβ水平高于对照组,差异有统计

学意义(t=49.094,P<0.001)。

2.3 TGF-β对HepG2细胞侵袭能力的影响 感

染组的侵袭细胞数为(97.69±14.52)个,对照组的

侵袭细胞数为(43.28±8.95)个;感染组的侵袭细胞

个数显 著 多 于 对 照 组,差 异 有 统 计 学 意 义(t=
18.945,P<0.001),见图1。

图1 两组肝癌患者TGF-β对 HepG2细胞侵袭能力的影响

(×400)

Figure 1 EffectsofTGF-βoninvasionabilityofHepG2
cellsintwogroupsofpatientswithlivercancer
(×400)

2.4 TGF-β对HepG2细胞迁移能力的影响 感

染组的迁移细胞数为(109.85±13.64)个,对照组的

迁移细胞数为(51.30±8.27)个;感染组的迁移细胞

个数多于对照组,差异有统计学意义(t=21.868,P
<0.001),见图2。

图2 两组肝癌患者TGFβ对 HepG2细胞迁移能力的影响

(×400)

Figure 2 EffectsofTGFβonmigrationabilityofHepG2

cellsintwogroupsofpatientswithlivercancer
(×400)

3 讨 论

  肝癌的起病较为隐匿,且进展迅速,在大多数患

者发现并确诊时,已错过最佳治疗时间,并有超过一

半的患者在治疗后会复发,而肝癌细胞的侵袭和迁

移是导致复发和治疗失败的重要原因之一[8]。因此

研究肝癌细胞的侵袭和迁移能力,对临床治疗有一

定的指导意义。HCV感染是导致肝癌发生的重要

原因之一,但 HCV是一种RNA病毒,与DNA病

毒比较,该病毒不与宿主基因整合,也无逆转录酶活

性,其一切生命活动仅在细胞质中进行,自身也未携

带明确致癌基因,因此其对肝癌的作用机制尚不完

全清楚,值得深入研究[9-10]。慢性炎症反应是引发

肝癌的重要因素,而炎症反应则是通过分泌多种炎

症因子加快反应进程,使病情加重,TGF-β是其中

常见的一种炎症因子[11-12]。因此本研究主要探讨

HCV与TGF-β之间的关系,以及其对肝癌细胞侵

袭和迁移的影响,旨在提高临床治疗疗效。
研究[13]发现肝癌患者的血清TGF-β水平高于

健康人,当机体发生肝癌时,其血清TGF-β水平升

高。提示TGF-β水平是引发肝癌的影响因素之一,
其水平越高,则机体发生肝癌的概率越高。而在本

研究中,HCV感染的肝癌患者血清TGF-β水平高

于对照组,该结果提示HCV可能是通过上调TGF-

β水平,使机体发生肝癌。TGF-β是调节细胞生长

和分化的TGF-β超家族中的一员,其生物学功能非

常广泛,参与机体的多种病理反应过程[14-15]。在肿

瘤患者中,TGF-β能刺激肿瘤细胞的生长、分化以

及凋亡,并抑制机体的免疫反应,是一种促癌因

子[16-17]。在发生炎症反应的患者中,机体通过释放

和分泌TGF-β,加快反应进程,因此其水平越高,则
表明患者的炎症反应越严重[18]。而HCV病毒感染

是一种慢性炎症反应,从慢性感染逐渐发展成为肝

癌。其中当机体发生感染时,其血清TGF-β水平将

显著升高;而患者从慢性感染发展成为肝癌,其肿瘤

细胞将会生长、分化和凋亡。因此,HCV感染可能

是通过上调血清TGF-β的表达,导致肝癌发生。因

此在临床治疗时,可通过下调血清TGF-β水平,抑
制机体的炎症反应和肝癌细胞生长,从而达到临床

效果。

HCV感染所引起的肝癌的病因较为复杂,发病

机制不明显,但肝癌细胞的侵袭和迁移是肝癌的必

经过程,有研究[19-20]表明,肝癌细胞的侵袭和迁移等

生物行为是影响肝癌的发生、发展以及预后的重要

因素。在本研究中,HCV感染的肝癌患者的细胞侵

袭和转移数目明显多于对照组,该研究结果表明,

HCV感染的肝癌患者的侵袭和迁移能力高于对照

组,提示TGF-β可能是通过促进肝癌细胞的侵袭和

迁移,进而使患者的病情复发或恶化。因此,在临床

治疗时可通过降低血清TGF-β水平,使临床治疗效
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果更佳,同时在预后过程中,也要密切关注患者血清

TGF-β水平,若其水平发生显著变化,则采取相应

的措施使其水平恢复正常,减少肝癌患者的复发率。
综上所述,HCV感染通过上调TGF-β水平,促

进肝癌细胞的侵袭。因此,对于 HCV病毒感染的

肝癌患者,在临床治疗以及预后中,可通过下调其

TGF-β水平,抑制肝癌细胞的生长、分化、侵袭以及

迁移等,提高临床有效率和改善患者的生存质量。
但本研究仍然存在一些不足之处,本研究检测了侵

袭和迁移的细胞数目,但尚未深入探究影响肝癌细

胞侵袭及迁移的相关机制,在后续的研究中将使用

TGF-β抑制剂作用于癌细胞,并检测侵袭和迁移相

关蛋白的表达相关信号通路表达情况,对HCV病毒

感染后促进肝癌细胞的侵袭的机制深入分析和探讨。
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