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摘  要 

目的：探讨肝癌干细胞对索拉菲尼耐药的作用机制，为肝癌的靶向治疗提供理论依据。方法：采用无血

清培养法分离培养肝癌干细胞，通过Qrt-pcr检测肝癌干细胞表面标志物的表达情况；将肝癌干细胞和亲

本肝癌细胞分别置于含有不同浓度索拉菲尼的培养基中培养，采用CCK8法检测细胞的存活率；利用

Western Blot检测肝癌干细胞中OCT4A、STST3和p-STAT3的表达情况。结果：肝癌干细胞在无血清培

养基中能够形成典型的干细胞球，且干细胞CD133、EpCAM及CD44等标志物的表达水平较亲本肝癌细

胞高；在索拉菲尼作用下，肝癌干细胞的存活率高于亲本肝癌细胞。Western Blot检测发现，肝癌干细

胞中OCT4A、STAT3和p-STAT3的表达水平显著高于亲本肝癌细胞。结论：采用无血清培养法能够从肝

癌细胞中分离出具有肿瘤干细胞特性的肝癌干细胞。肝癌干细胞可能是导致肝癌对索拉菲尼耐药的重要

原因，其机制可能涉及OCT4A通过激活STAT3信号通路来调控肝癌干细胞耐药性。 
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Abstract 
Objective: To investigate the mechanism underlying sorafenib resistance in hepatocellular carci-
noma stem cells (HCSCs) and to provide a theoretical basis for targeted therapy of hepatocellular 
carcinoma (HCC). Methods: HCSCs were isolated and cultured using serum-free medium. Expression 
of HCSC surface markers was determined by quantitative real-time PCR (qRT-PCR). HCSCs and pa-
rental HCC cells were exposed to graded concentrations of sorafenib, and cell viability was assessed 
by CCK-8 assay. Protein levels of OCT4A, STAT3, and phosphorylated STAT3 (p-STAT3) in HCSCs 
were evaluated by Western blot. Results: Under serum-free conditions, HCSCs formed typical sphe-
roids and exhibited significantly higher expression of the stemness markers CD133, EpCAM, and 
CD44 compared with parental HCC cells. Upon sorafenib treatment, HCSCs displayed higher viability 
than their parental counterparts. Western blot analysis revealed markedly elevated expression of 
OCT4A, STAT3, and p-STAT3 in HCSCs. Conclusion: Serum-free culture successfully enriches HCSCs 
with tumor-initiating properties. HCSCs may be a critical driver of sorafenib resistance in HCC, and 
the mechanism may involve OCT4A to regulate HCC stem cell resistance by activating the STAT3 
signaling pathway. 
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1. 引言 

肝癌(Hepatocellular carcinoma, HCC)是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一，其发病率在所有恶性肿瘤

中位居前列，且死亡率极高[1]。在我国，肝癌的发病率和死亡率也居高不下，严重威胁着人民的生命健

康。尽管近年来在肝癌的诊断和治疗方面取得了一定进展，但大部分肝癌患者被发现时一般处于晚期，5
年生存率仍处于较低水平[2] [3]。索拉菲尼(Sorafenib)是目前被批准用于晚期肝癌治疗的靶向药物，能够

显著延长患者的生存期[4]。然而，索拉菲尼在临床应用中仍面临诸多挑战，如耐药现象的出现[5]。肝癌

的高复发率和耐药性是导致治疗失败的主要原因之一[6] [7]。 
有实验研究发现肝癌组织中存在肿瘤干细胞，而肿瘤干细胞的存在可能是导致肿瘤耐药和复发的关键因

素。肿瘤干细胞具有自我更新、多向分化以及耐药等特性，能够抵抗传统化疗药物和靶向治疗药物的杀伤作

用[8]。因此，探讨肝癌干细胞对索拉菲尼耐药的机制，对于提高索拉菲尼在肝癌治疗中的疗效具有重要意义。 
肝癌干细胞具有独特的生物学特性，能够在无血清培养条件下能够形成具有干细胞特性的细胞球，

同时高表达 CD133、EpCAM 及 CD44 等表面标志物[9] [10]。本研究旨在通过无血清培养法分离和鉴定

肝癌干细胞，并分析肝癌干细胞对索拉菲尼耐药的影响及可能的作用机制，以期为索拉菲尼在肝癌治疗

中的应用提供新的见解，并为开发针对肝癌干细胞的靶向治疗策略提供实验依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 肝癌干细胞的分离与培养 

将肝癌细胞 HepG2、Huh7.4 置于含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液中培养，待细胞生长至 80%~90%
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时进行传代。将传代后的肝癌细胞按照 2 × 105 细胞/mL 的浓度接种到含有 EGF (100 μg/mL)和 bFGF (20 
ng/mL)的无血清培养基中，置于 37℃、5%CO2 的培养箱中培养，每 3 天更换半量培养基。培养 1 周后，

观察细胞形成悬浮的干细胞球情况。 

2.2. 肝癌干细胞表面标志物 CD133、EpCAM 及 CD44 的检测 

取对数生长期的 HepG2、Huh7 细胞及其对应的干细胞(HepG2 CSCs, Huh7 CSCs)制备单细胞悬液，以 1 
× 105/孔接种于 6 孔板，过夜贴壁后换无血清 DMEM/F12 (含 B27、EGF、bFGF 等)维持干细胞状态；48 h 后

按 Trizol 法提取总 RNA，逆转录试剂盒合成 cDNA，随后以 SYBR Premix Ex Taq Ⅱ在 ABI 7500 系统上进行

qRT-PCR，20 μL 体系含 cDNA 2 μL、上下游引物各 0.4 μmol/L，程序为 95℃ 30 s → 95℃ 5 s、60℃ 34 s (40
循环)，熔解曲线验证特异性；所用引物为：CD133 F 5'-TTCTATGCTGTGTCCTGGGC-3′、R 5'-TTGTTGGTG-
CAAGCTCTTCAAGGT-3' ， EpCAM F 5'-GTGCTGGTGTGAACACTG-3' 、 R 5'-AGCCACATCAGC-
TATGTCCA-3'，CD44 F 5'-CAGCTACCCAGAAGGAACAGT-3'、R 5'-CTGTTGCTGCTGCTGCTTCT-3'，
内参 GAPDH F 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'、R 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'；每个样品设

三复孔，以 2-ΔΔCt 法计算目的基因相对表达量，以未分选亲本细胞为对照，实验独立重复三次，结果以

Mean ± SD 表示。 

2.3. 肝癌干细胞对索拉菲尼耐药分析 

将肝癌干细胞和亲本肝癌细胞(HepG2 和 Huh7.4 细胞系)分别用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液制

备细胞悬液，计数后按照每孔 1 × 104 个细胞的密度接种到 96 孔板中，分别加入不同浓度的索拉菲尼(2.5, 
5, 10 μmol/L)，每组设置 3 个复孔。培养 48 小时后，采用 CCK8 法检测细胞存活率。 

2.4. Western Blot 检测 OCT4A、STAT3 和 p-STAT3 的表达 

采用 RIPA 裂解液从肝癌细胞系 HepG2、Huh7.4 和肝癌干细胞 HepG2 CSCs、Huh7.4CSCs 提取细胞

总蛋白，并通过 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。使用 10% SDS-PAGE 凝胶进行蛋白分离，并将分离

后的蛋白转移到 PVDF 膜上。膜经 5%脱脂奶粉在 TBST 中封闭 1 小时后，分别加入 OCT4A 抗体、STAT3
抗体、p-STAT3 抗体(Tyr705)和 GAPDH 抗体(作为内参)，4℃孵育过夜。随后，加入相应的一抗对应的二

抗(HRP 标记)，室温孵育 1 小时。最后，使用 ECL 化学发光试剂显色，并通过化学发光成像系统曝光记

录结果。数据分析通过 ImageJ 软件进行条带灰度值分析，以 β-actin 为内参，计算各蛋白的相对表达量。 

3. 结果 

3.1. 肝癌干细胞的分离与鉴定 

 
(a)                    (b) 

Figure 1. Tumor spheres formed by liver cancer cells (a) Cell spheres formed after serum-free culture of HepG2 cells; (b) 
Cytospheres formed after serum-free culture of Huh7.4 cells 
图 1. 肝癌细胞形成的肿瘤球(a) HepG2 细胞无血清培养后形成的细胞球；(b) Huh7.4 细胞无血清培养后形成的细胞球 
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使用肝癌细胞 HepG2 和 Huh7.4，无血清培养 1 周后，肝癌细胞能够形成典型的干细胞球(见图 1(a)，
图 1(b))，表明利用无血清培养法能够获得肝癌干细胞 HepG2 CSCs、Huh7.4CSCs。 

3.2. 肝癌干细胞表面标志物分析 

利用 qRT-PCR 检测 HepG2、Huh7.4 细胞及其相应肝癌干细胞表面标记物 CD133、EpCAM 及 CD44
的表达。结果显示，与亲本的 HepG2、Huh7.4 细胞相比，HepG2 CSCs 及 Huh7.4 CSCs 中干细胞标记物

CD133、EpCAM 及 CD44 的表达显著上调(见表 1)，进一步表明成功分离培养出了肝癌干细胞。 
 

Table 1. Detection of the expression of liver cancer stem cell markers by qRT-PCR 
表 1. qRT-PCR 检测肝癌干细胞标记物的表达 

组别 基因 表达量的比值 

HepG2 细胞系组 a 

CD133 3.86 ± 0.19 

EpCAM 2.37 ± 0.17 

CD44 2.79 ± 0.21 

Huh7.4 细胞系组 b 

CD133 6.21 ± 0.33 

EpCAM 4.32 ± 0.28 

CD44 5.15 ± 0.37 

a：HepG2 CSCs 组与 HepG2 细胞组各基因表达量的比值(p < 0.05)； 
b：Huh7.4 CSCs 组与 Huh7.4 细胞组各基因表达量的比值(p < 0.05)。 

3.3. 肝癌干细胞对索拉菲尼耐药分析 

用 CCK8 实验检测索拉菲尼对肝癌干细胞的毒性。在不同浓度索拉菲尼作用下，肝癌干细胞的存活

率均高于亲本肝癌细胞(p < 0.05) (见图 2)，表明肝癌干细胞对索拉菲尼具有更强的耐药性。 
 

 
Figure 2. Analysis of resistance of liver cancer stem cells to sorafenib 
图 2. 肝癌干细胞对索拉菲尼耐药分析 
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3.4. 肝癌干细胞 OCT4A、STAT3 和 p-STAT3 的表达分析 

为了探讨 OCT4A 调控肝癌干细胞耐药性的分子机制，我们检测了肝癌干细胞中 OCT4A、STAT3 和

p-STAT3 的表达。 
Western Blot 检测显示，肝癌干细胞 HepG2 CSCs、Huh7.4CSCs 中 OCT4A、STAT3 和 p-STAT3 的

表达水平均显著高于亲本肝癌细胞(见图 3)。此外，我们还发现用不同浓度索拉菲尼作用肝癌干细胞后，

OCT4A 在癌干细胞中的表达水平与索拉菲尼的浓度呈正相关。上述结果表明 OCT4A 可能通过 STAT3 信

号通路促进肝癌干细胞耐药。 
 

 
 

 
Figure 3. Expression levels of STAT3 and p-STAT3 in HepG2 CSCs and Huh7.4CSCs of hepatocellular carcinoma stem cells 
图 3. 肝癌干细胞 HepG2 CSCs、Huh7.4CSCs 中 STAT3 和 p-STAT3 的表达水平 

4. 讨论 

肝细胞癌对一线多激酶抑制剂索拉菲尼的先天或获得性耐药，是导致临床疗效受限和患者预后不良

的因素之一。越来越多的证据表明，耐药根源并非源于整块肿瘤，而是源于其中极少数具有自我更新、

强致瘤和多向分化潜能的肝癌干细胞(LCSC) [5] [11]。目前研究报道 LCSC 的表面分子标记物有 EpCAM 
[12]、CD13 (ANPEP) [13]、CD24 [14]、CD44 [15]、CD133 [16]及 CD90 [17]等，这些蛋白都与 LCSC 自

我更新、高度致瘤性及化疗耐药有关。研究认为，肝癌耐药与干细胞转录因子 OCT4A 密切相关，OCT4A
在高度致瘤性的LCSC中异常表达，OCT4A 调控的信号通路可能使LCSC 对化疗药物耐药[18]，但OCT4A
调控肝癌干细胞对索拉菲尼耐药的作用机制尚不明确。 
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本研究中，我们采用无血清培养法从肝癌细胞 HepG2 和 Huh7.4 分离出肝癌干细胞球 HepG2 CSCs
和 Huh7.4 CSCs，并且发现 CD133、CD44 和 EpCAM 等肿瘤标志物在肝癌细胞球的表达水平均较亲本细

胞高，这表明肝癌干细胞球 HepG2 CSCs 和 Huh7.4 CSCs 具有肿瘤干细胞特性。我们的研究结果还发现

在含有不同浓度索拉菲尼的培养基中，肝癌干细胞的存活能力比亲本肝癌细胞更强，说明肝癌干细胞具

有更强的耐药性。 
已有研究表明，STAT3 信号通路参与癌症进展，而 STAT3 基因在人类胚胎干细胞中可被 OCT4 结

合[19]。为了探讨 OCT4A 调控肝癌干细胞耐药性的分子机制，我们检测了肝癌干细胞中 OCT4A、STAT3
和 p-STAT3 的表达水平，结果显示，肝癌干细胞 HepG2 CSCs、Huh7.4CSCs 中 OCT4A、STAT3 和 p-
STAT3 的表达水平均显著高于亲本肝癌细胞(图 3)。此外。我们还发现用不同浓度索拉菲尼作用肝癌干细

胞后，OCT4A 在癌干细胞中的表达水平与索拉菲尼的浓度呈正相关。上述结果提示 OCT4A 可能通过

STAT3 信号通路促进肝癌干细胞耐药。然而肝癌细胞 OCT4A 如何激活 STAT3 分子的具体机制尚需进一

步研究。 
综上所述，本研究结果表明采用无血清培养法能够从肝癌细胞系中分离出具有肿瘤干细胞特性的肝

癌干细胞，证实肝癌干细胞可能是导致肝癌对索拉菲尼耐药的重要原因，其机制可能是 OCT4A 通过激活

STAT3 信号通路调控肝癌干细胞对索拉菲尼耐药。本研究尽管存在仅依赖体外细胞系、机制验证不充分

等局限，但我们的发现不仅拓展了既往对索拉菲尼耐药机制的认知边界，也为未来联合靶向 OCT4A 或

STAT3 的临床策略奠定了理论基础。 
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