
 中南大学学报（医学版）
J Cent South Univ (Med Sci)

2023, 48(7)    http://xbyxb.csu.edu.cn

©Journal of Central South University (Medical Science). All rights reserved. 

过表达PAX6抑制肝癌细胞生长和促进自然杀伤细胞

杀伤能力的机制
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[摘 要]  目的：配对盒基因6(paired box gene 6，PAX6)主要在胚胎发育中发挥调控作用，其异常表达与多种肿瘤

的发生、发展有关，在不同肿瘤中可发挥促癌或抑癌的作用。本研究旨在观察过表达PAX6对肝癌细胞生长及自然杀

伤(natural killer，NK)细胞对肝癌细胞杀伤能力的影响及其分子机制。方法： 采用 ELISA 技术检测 68 例肝细胞癌

(hepatocellular carcinoma，HCC)患者和 10 例健康人外周血的 PAX6、可溶性主要组织相容性复合体 I 类样蛋白 A

(soluble major histocompatibility complex class I-like protein A，sMICA)和可溶性UL16结合蛋白2(soluble UL16 binding 

protein 2，sULBP2)的表达水平；体外培养肝癌细胞HepG2和LM3及人正常肝细胞LO2，将PAX6过表达质粒(PAX6-

OE)和空载体(NC)转入HepG2和LM3细胞中构建稳定细胞株，分别采用 real-time PCR、蛋白质印迹法、免疫荧光等

方法检测HepG2和LM3细胞中PAX6的表达水平；在HepG2和LM3细胞中过表达PAX6，采用CCK-8法和细胞划痕实

验检测细胞生长和迁移能力，ELISA法检测其上清液中 sMICA和 sULBP2的分泌水平，蛋白质印迹法检测基质金属

蛋白酶2(matrix metalloproteinase 2，MMP2)、基质金属蛋白酶9(matrix metalloproteinase 9，MMP9)、去整合素样金属

蛋白酶 10(disintegrin and metalloproteinase 10，ADAM10)的蛋白质表达水平；采用流式细胞术检测NK细胞对 2种肝

癌细胞的杀伤能力。结果： 与健康人相比较，HCC 患者血清中 PAX6 表达水平显著降低(P=0.002)，而 sMICA 和

sULBP2的表达水平显著增高(P=0.004和P<0.001)。Real-time PCR、蛋白质印迹法结果显示：与正常肝细胞LO2相

比，HepG2 和 LM3 细胞 PAX6 的 mRNA 和蛋白质表达水平均显著降低(均 P<0.05)。免疫荧光结果亦可见肝癌细胞

HepG2和LM3中PAX6的表达均低于正常肝细胞LO2。与NC组比较，PAX6-OE组肝癌细胞HepG2和LM3的增殖及

迁移能力下降(均P<0.05)；PAX6-OE组的HepG2和LM3细胞中MMP2、MMP9、ADAM10的蛋白质表达水平均显著

降低(均P<0.05)，且PAX6-OE组的HepG2和LM3细胞上清液中 sMICA和 sULBP2的分泌水平均显著低于NC组(均P<

0.05)。流式细胞术显示：与NC组比较，PAX6-OE组NK细胞对HepG2和LM3细胞的杀伤率显著增高(均P<0.05)。 

结论： PAX6在HCC患者血清及肝癌细胞系中表达降低，过表达PAX6可抑制肝癌细胞生长，增强NK细胞对肝癌细

胞的杀伤效率，其机制与PAX6抑制金属蛋白酶的表达、降低 sMICA和 sULBP2的分泌水平有关。
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ABSTRACT     Objective: Paired box gene 6 (PAX6) plays a major role in the regulation of embryonic 

development. Abnormal expression of PAX6 is associated with the development of various 

tumors. PAX6 can play a role in promoting or suppressing cancer in different tumors. This 

study aim to observe the effect of overexpression of PAX6 on the growth of hepatocellular 

carcinoma cells, and the killing of hepatocellular carcinoma cells via natural killer (NK) 

cell and the possible mechanism.

Methods: The protein levels of PAX6, soluble major histocompatibility complex class I-

like protein A (sMICA) and soluble UL16 binding protein 2 (sULBP2) in peripheral blood 

from 68 cases of hepatocellular carcinoma (HCC) patients and 10 healthy volunteers were 

detected by ELISA. Hepatocellular carcinoma cell line (HepG2, LM3) and human normal 

liver cells (LO2) were cultured at 37 ℃ and 5% CO2 condition in vitro. The PAX6 

overexpressed plasmid (PAX6-OE) and empty vector (NC) were transferred into HepG2 

and LM3 cells to construct stable cell lines. The mRNA and protein expression levels of 

PAX6 in HepG2 and LM3 cells were detected by real-time PCR, Western blotting and 

immunofluorescence, respectively. PAX6 was overexpressed in HepG2 and LM3 cells, the 

cell growth and migration ability were detected by CCK-8 method and cell scratch assay, 

and the levels of sMICA and sULBP2 in the supernatant were detected by ELISA. Matrix 

metalloproteinase 2 (MMP2), matrix metalloproteinase 9 (MMP9) and disintegrin and 

metalloproteinase 10 (ADAM10) in HepG2 and LM3 cells were detected by Western 

blotting. The killing ability of NK cells against these 2 HCC cells was detected by flow 

cytometry.

Results: Compared with the healthy volunteers, the expressions of PAX6 in the HCC 

patients were significantly decreased (P=0.002), while the expression of sMICA and 

sULBP2 were significantly increased (P=0.004 and P<0.001, respectively). Real-time PCR 

and Western blotting results showed that compared with LO2 cells, mRNA and protein 

expressions of PAX6 in HepG2 and LM3 cells were significantly decreased (all P<0.05). 

Immunofluorescence results also showed that the expressions of PAX6 in HepG2 and LM3 

were lower than those of LO2 cells. Compared with the NC group, the ability of 

proliferation and migration of HepG2 and LM3 cells were decreased (both P<0.05). The 

protein expressions of MMP2, MMP9 and ADAM10 in HepG2 and LM3 cells in the PAX6-

OE group were significantly decreased, and the levels of sMICA and sULBP2 in 

superneant of HepG2 and LM3 cells in the PAX6-OE group were significantly lower than 

those in the NC group (all P<0.05). Flow cytometry results showed that compared with the 

NC group, the proportion of NK cells killing HepG2 and LM3 cells in PAX6-OE group 

was significantly increased (both P<0.05).

Conclusion: The expression of PAX6 is decreased in serum of HCC patients and 

hepatocellular carcinoma cell lines. Overexpression of PAX6 can inhibit the growth of 

hepatocellular carcinoma cells, enhance the killing efficiency of NK cells against hepatoma 

cells. The mechanism is related to the inhibition of the expression of metalloproteinase via 

PAX6 and the decrease of the secretion levels of sMICA and sULBP2.
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肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是高度

恶性实体瘤，具有很强的生长侵袭和转移能力，对

大多数化学治疗药物不敏感，全球 HCC 患者整体 5

年生存率不足 5%[1]。肝移植是一种治疗肝癌的有效

手段，但肝移植后终身使用的免疫抑制剂使得肿瘤

复发率更高[2]。此外，HCC还具有非常复杂的免疫逃

逸机制，固有免疫系统是体内抗HCC的主要机制之

一，执行此过程的主要是自然杀伤 (natural killer，

NK)细胞[3]，NK 细胞杀伤靶细胞的作用依赖于其表

面的自然杀伤细胞活化性受体 2D(natural killer group 

2 member D，NKG2D)的激活，NKG2D 结合相应的

配体分子后活化，NKG2D的配体包括主要组织相容

性 复 合 体 I 类 样 蛋 白 A/B(major histocompatibility 

complex class I-like protein A/B， MICA/MICB) 和

UL16结合蛋白1-6(UL16 binding protein 1-6，ULBP1-

6)等[4]。本课题组在前期研究[5]中发现HCC患者体内

可分泌可溶性MICA(solube MICA，sMICA)，它可与

NKG2D 结合但不能活化 NKG2D 分子通路，同时还

阻碍NKG2D受体与靶细胞上的配体分子结合，抑制

NK细胞发挥细胞毒作用，从而有利于肿瘤细胞逃避

机体免疫监视得以生长和转移。虽然近年来治疗

HCC取得了一定的进展[6]，但目前临床上尚无能彻底

治愈HCC的治疗方式，HCC依然是严重威胁人类健

康与生命的疾病之一。

HCC发病机制非常复杂，涉及多种基因表达水

平的改变。配对盒基因6(paired box gene 6，PAX6)是

人类进化过程中高度保守的基因，定位于人类 11号

染色体[7]，主要调控胚胎发育和肿瘤发生、发展，在

不同肿瘤中发挥抑癌基因或促癌基因的作用。Huang

等[8]研究发现PAX6在胶质瘤组织和细胞中的表达降

低，过表达PAX6抑制胶质瘤细胞的生长侵袭。Zhao

等[9]报道PAX6在肺癌中的表达水平与肺癌细胞恶性

程度呈高度正相关。Shih等[10]对肝癌细胞进行高通量

测序后发现PAX6基因启动子在肝癌中存在高度甲基

化，但未能阐明该甲基化的生物学意义。目前国内

外关于 PAX6 在 HCC 中的生物学功能尚未见报道，

对 PAX6 在 HCC 中的作用尚缺乏了解。因此，本研

究拟探讨过表达PAX6对肝癌细胞生长及NK细胞对

肝癌细胞杀伤能力的影响，并初步探索其可能的分

子机制，以期为深入阐明HCC发病机制和临床治疗

HCC手段的改进提供有价值的参考数据。

1 材料与方法 

1.1　材料　

HepG2 细胞、LM3 细胞、LO2 细胞、293FT 细

胞、NK细胞均购自中科院上海生化细胞所；DMEM

培养基和 RPMI 1640 培养基购自美国 Hyclone 公司；

胎牛血清(fetal bovine serum，FBS)购自美国Gibco公

司；RNA提取试剂盒购自美国Eco-top公司，反转录

试剂盒购自美国AG公司；抗PAX6、抗基质金属蛋

白 酶 2(matrix metalloproteinase 2， MMP2)、 抗

MMP9、抗去整合素样金属蛋白酶 10(disintegrin and 

metalloproteinase 10，ADAM10)、抗 GAPDH 抗体、

辣根过氧化物酶(horseradish perxidase，HRP)标记的

羊抗兔 IgG、FITC标记的羊抗兔 IgG购自广州华美生

物科技有限公司；人外周血 PAX6、MICA、ULBP2

的ELISA试剂盒购自江苏盐城市晶美生物有限公司；

BCA试剂和人源化白细胞介素-2(interleukin-12，IL-2)

购自美国 Thermo 公司；PLVX 质粒及其辅助质粒购

自长沙快迈生物科技有限公司；real-time PCR试剂盒

购自美国 Eco-top 公司；细胞计数试剂盒 -8(cell 

counting kit-8，CCK-8)、羧基荧光素二醋酸盐琥珀酰

亚胺脂(carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester，

CFSE)、7-氨基放线菌素 D(7-amino-actinomycin D，

7-AAD)购自美国 Invitrogen公司，慢病毒浓缩液购自

长沙HonorGene公司；ECL超敏化学发光液购自上海

雅酶公司。

1.2　方法　

1.2.1　ELISA 检测 HCC 患者外周血中 PAX6、sMICA

及 sULBP2的表达水平　

本研究从湖南省肿瘤医院收集 68例经病理学确

诊的HCC患者和10例健康人的抗凝外周血标本，所

有临床标本都经过中南大学基础医学院伦理委员会

批准(审批号：2022-KT16)。样本经 1 000 r/min 离心

10 min后收集血清，吸取 10 μL血清和 40 μL稀释液

(由ELISA试剂盒提供)混合后，每孔分别加入100 μL 

HRP标记的抗PAX6抗体，于37 ℃下孵育1 h后弃掉

上清液，用洗涤液洗涤 5次后加入底物，于 37 ℃下

避光孵育15 min后每孔加入50 μL终止液，在450 nm

波长条件下测定各孔的吸光度值并绘制标准曲线计

算相应物质的浓度。外周血 sMICA和可溶性UL16结

合蛋白 2(soluble UL16 binding protein 2，sULBP2)表
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达水平的检测方法与上述步骤完全相同。

1.2.2　细胞培养　

从液氮中取出冻存的待培养细胞并迅速置于

37 ℃恒温水浴箱中解冻复苏，随后加入终浓度为

10% FBS的DMEM培养基于肝癌细胞(HepG2、LM3)

和 293FT 细胞中，而正常肝细胞(LO2)和 NK 细胞则

加入终浓度为 10% FBS 的 RPMI 1640 培养基，其中

NK细胞还需要加入终浓度为 2 μg/mL的 IL-2；将上

述各细胞置于37 ℃、5% CO2的培养箱内培养，待细

胞贴壁生长达 80%~90% 融合时，使用 0.25%胰酶消

化，进行细胞传代培养。

1.2.3　构建肝癌细胞PAX6过表达的稳定细胞模型　

用 PLVX 慢病毒质粒系统构建过表达 PAX6

(PAX6-OE)及空载体(NC)的肝癌HepG2、LM3细胞稳

定细胞株。首先将合成好的过表达PAX6质粒组成重

组质粒，取 9 μg目的质粒、3 μg psPAX2质粒和 3 μg 

pMD2.G质粒，加入 500 μL无血清的DMEM培养基

中混合，再将 50 μL 体积的辅助转染剂聚乙烯亚胺

(polyethylenimine， PEI) 加 入 到 500 μL 无 血 清 的

DMEM 培养基中，随后将 2 种溶液混合，于室温下

避光静置 15 min 后，缓慢加入 293FT 细胞中，培养  

6 h后更换含有 10% FBS的DMEM培养基，3种质粒

在 293FT细胞内将组装成具有感染能力的慢病毒(其

中 psPAX2质粒组装成病毒的外壳，pMD2.G组装成

病毒的刺突蛋白)。48 h后收集上清液，用0.45 μm滤

器过滤后加入病毒浓缩液(上清液与浓缩液的体积比

为 3꞉1)浓缩病毒并用浓缩后的病毒液分别感染已铺于

6孔板中的HepG2和LM3细胞，每孔加入 2 mL病毒

液和2 μL的聚凝胺，48~72 h后在荧光显微镜下检测

细胞的荧光强度，并用0.5 μg/mL的嘌呤霉素筛选4~

8 d，剩余存活的细胞为稳定细胞株。

1.2.4　Real-time PCR 检测细胞中 PAX6 的 mRNA 表达

水平　

利用RNA提取试剂盒抽提HepG2、LM3和LO2

细胞的总RNA，所有步骤严格按说明书操作。收集

细胞用无菌 PBS溶液重悬，裂解细胞，用反转录试

剂盒将总 RNA 反转录成为 cDNA，再用 real-time 

PCR Mix在人源PAX6引物作用下经荧光定量PCR仪

反应后得到扩增阈值(Ct值)，按公式N=2−ΔΔCt(N为表

达量)计算PAX6的mRNA表达水平。相应引物序列如

表1所示。

1.2.5　蛋白质印迹法检测PAX6和金属蛋白酶的蛋白质

表达水平　

收集各处理组肝癌细胞，采用细胞蛋白质提取

试剂盒提取细胞总蛋白质，BCA试剂盒对蛋白质进

行定量。每组取上述蛋白质样本35 μg并用PBS补齐到  

30 μL，再加入 7.5 μL 的 5×上样缓冲液并煮沸 5 min

后进行 SDS-PAGE(100 V，1.5 h)，随后在 200 mA恒

定电流条件下将凝胶中的蛋白质转移至PVDF膜上，

用 5%脱脂奶粉在 37 ℃条件下封闭 1.5 h后分别加入

兔 抗 PAX6、 兔 抗 MMP2、 兔 抗 MMP9、 兔 抗

ADAM10及兔抗GAPDH一抗，在4 ℃条件下反应过

夜后用含有0.1% PBST溶液洗涤3次，每次10 min；再

按1 ꞉6 000的比例加入 HRP 标记的羊抗兔 IgG，在

37 ℃条件下反应 1 h 后用 PBST 洗涤 3 次，每次       

10 min；随后使用ECL试剂检测蛋白质的表达水平。

1.2.6　免疫荧光检测细胞中PAX6的表达水平　

将胰蛋白酶消化下来的NC组、PAX6-OE组肝癌

细胞均匀铺在预先放置细胞爬片的 24孔板上，待细

胞融合度达到80%时用PBS清洗，加入4%多聚甲醛

在4 ℃环境下固定20 min，用预冷的PBS洗涤后加入

0.3% 曲拉通进行细胞破膜，随后用 5% BSA 溶液在

37 ℃封闭 40 min，再加入按 1꞉400 比例稀释的兔抗

PAX6抗体于 4 ℃过夜，随后用PBS洗涤后分别加入

用 FITC 标记的羊抗兔 IgG 在 37 ℃条件下避光孵育   

1 h，随后直接加入 4’ ,6-二脒基 -2-苯基吲哚 (4’ ,6-

diamidino-2-phenylindole，DAPI)染色液对细胞核进

行染色15 min，最后在荧光显微镜下观察各组细胞的

荧光强度。

1.2.7　CCK-8实验检测肝癌细胞增殖　

将 HepG2 和 LM3 细胞各自分成 2 组，PAX6-OE

组和 NC 组，用含有 10% FBS 的 DMEM 培养基将各

组细胞调整密度为 5×104个/mL，各组细胞在 96孔板

中都设置4个复孔，每孔加入100 μL细胞悬液，待细

胞贴壁后每孔更换 100 μL新鲜的DMEM完全培养基

并开始计时，在0~7 d内，每天于相同时间点抽取一

块 96 孔板，用无菌 PBS 洗涤后加入 20 μL CCK-8 试

剂，继续置于 37 ℃、5% CO2培养箱中孵育 4 h，最

后用酶标仪检测450 nm波长处每孔的吸光度值。

1.2.8　细胞划痕实验检测肝癌细胞迁移能力　

将 NC 组、PAX6-OE 组的 HepG2 和 LM3 细胞均

匀铺在 6孔板中，待细胞密度达 100%时，用直径为

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences

引物名称

PAX6

PAX6

GAPDH

GAPDH

              序列(5'-3')

F: TCTTTGCTTGGGAAATCCG

R: CTGCCCGTTCAACATCCTTAG

F: GGCACTGAGAAGCGGGGCCG

R: GAAGATGGTGATGGGATTTC
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0.5 mm的无菌划痕棒从6孔板中间划出一片无细胞区

域，并更换为无血清的DMEM培养基，分别于0 h和

24 h在显微镜下记录无细胞区域的宽度并拍照保存，

采用 ImageJ软件测量划痕的宽度并计算迁移率，计

算公式为：迁移率=(0 h划痕宽度−24 h划痕宽度)/0 h

划痕宽度×100%。

1.2.9　流式细胞术检测NK细胞对肝癌细胞的杀伤率　

培养 NC 组、PAX6-OE 组的 HepG2 和 LM3 细胞

至对数生长期时，收集细胞并将细胞浓度调整为 5×

106 个/mL，这些细胞预先用终浓度为 0.2 μmol/L 的

CFSE 染色，然后分别按 NK 细胞꞉靶细胞(HepG2 或

LM3)为0꞉1、1꞉1、5꞉1、10꞉1、20꞉1、40꞉1的比例在培

养箱中共同孵育 4 h，收集细胞后用 PBS 洗涤 3 次，

随后加入 5 μL的 7-AAD染料，室温避光孵育 10 min

后用流式细胞仪检测活细胞比例以代表NK细胞对靶

细胞的杀伤率，其计算公式为：杀伤率=CFSE阳性

细胞数/(CFSE 阳性细胞数+7-AAD 阳性细胞数) ×

100%。

1.3　统计学处理　

采用 SPSS 18.0 软件和 GraphPad 8.0 软件对数据

进行统计学分析；所有计量数据采用3次实验取平均

值，采用均数±标准差(x̄±s)表示；不同组间数据分析

采用独立样本 t检验；P<0.05为差异有统计学意义。

2 结   果 

2.1　PAX6在肝癌中的表达水平　

ELISA 检测结果显示：与健康人相比，HCC 患

者外周血 PAX6 水平显著低于健康人 (t=3.267，P=

0.002，图1A)；real-time PCR结果显示：与LO2细胞

比较，HepG2和LM3细胞中PAX6的mRNA表达水平

均显著降低(均 P<0.05，图 1B)；蛋白质印迹法和免

疫荧光实验结果显示：与 LO2 细胞比较，HepG2 和

LM3细胞中 PAX6的蛋白质表达水平均显著降低(均 

P<0.05，图1C、1D)。

图1   PAX6在HCC患者和肝癌细胞系中的表达水平

Figure 1   Expression of PAX6 in HCC patients and HCC cell lines

A: Concentration of PAX6 in the serum of HCC patients detected by ELISA; B: Relative expression levels of PAX6 in HCC cell 

lines detected by real-time PCR; C: Expression levels of PAX6 in HCC cell lines detected by Western blotting; D: Expression of 

PAX6 in HCC cell lines detected by immunofluorescence (×200). **P<0.01 vs the healthy group; †P<0.05 vs the LO2 cell. HCC: 

Hepatocellular carcinoma; PAX6: Paired box gene 6; DAPI: 4’ ,6-diamidino-2-phenylindole.
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2.2　过表达PAX6对肝癌细胞增殖及迁移的影响　

CCK-8 结果显示：与 NC 组相比，PAX6-OE 组

HepG2和LM3细胞的生长速度均显著低于NC组细胞

(均 P<0.05，图 2A、2B)。细胞划痕实验结果显示：

PAX6-OE组的HepG2和LM3稳定细胞株在24 h的划

痕间距均显著大于NC组(均P<0.05，图2C、2D)。

2.3　过表达 PAX6对肝癌细胞金属蛋白酶表达水平的

影响　

蛋白质印迹法结果显示：与NC组相比，过表达

PAX6-OE 组 可 显 著 抑 制 HepG2 和 LM3 细 胞 的

ADAM10、MMP2和MMP9蛋白质表达水平(图3)。

2.4　过表达 PAX6对 sMICA 和 sULBP2分泌水平的

影响

ELISA 结果显示：与健康人相比，HCC 患者外

周血中 sMICA和 sULBP2的分泌水平显著高于健康人

(均 P<0.05，图 4A、4C)；与 NC 组相比，PAX6-OE

组 HepG2 和 LM3 细胞的 sMICA 和 sULBP2 分泌量均

显著降低(均P<0.05，图4B、4D)。

2.5　过表达PAX6对NK细胞体外杀伤肝癌细胞效率的

影响　

流式细胞术结果显示：与NC组相比，NK细胞

对 PAX6-OE 组的 HepG2(5.48% vs 40.60%)和 LM3 细

胞 (6.94% vs 48.30%) 杀 伤 率 均 显 著 增 高 ( 均 P<

0.05，图5)。

图2   过表达PAX6对肝癌细胞系生长迁移的影响

Figure 2   Effects of PAX6 overexpression on growth and migration of HCC cell lines

A and B: Growth curves of HCC cell lines under different treatments; C and D: Migration capacity of HCC cell lines under different 

treatments. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs the NC group. HCC: Hepatocellular carcinoma; PAX6: Paired box gene 6.

图3   过表达PAX6对肝癌细胞金属蛋白酶表达水平的影响

Figure 3   Effect of PAX6 overexpression on 

metalloproteinase expression in HCC cell lines

HCC: Hepatocellular carcinoma; PAX6: Paired box gene 6.
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图5   过表达PAX6对NK细胞杀伤肝癌细胞效率的影响

Figure 5   Effect of PAX6 overexpression on the killing efficiency of NK cells against HCC cell lines

PAX6: Paired box gene 6; NK: Natural killer; 7-ADD: 7-Amino-actinomycin D; SSC: Side scatter.

图4   过表达PAX6对肝癌细胞系分泌 sMICA和 sULBP2的影响

Figure 4   Effects on secretion of sMICA and sULBP2 from HCC cell lines under PAX6 overexpression

A: Concentration of sMICA in the serum of HCC patients and healthy volunteers detected by ELISA; B: Concentration of sMICA in 

HCC cell lines; C: Concentration of sULBP2 in the serum of HCC patients and healthy volunteers detected by ELISA; D: 

Concentration of sULBP2 in HCC cell lines. **P<0.01, ***P<0.001 vs the healthy group; † P<0.05 vs the NC group. sMICA: 

Soluble major histocompatibility complex class I-like protein A; sULBP2: Soluble UL16 binding protein 2; HCC: Hepatocellular 

carcinoma; PAX6: Paired box gene 6.
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3 讨   论 

随着环境污染和人们生活压力不断加剧，HCC

的发病率逐年增高，根据国际癌症研究机构

(International Agency for Research on Cancer， IARC)

全球癌症统计数据库 GLOBOCAN 统计 (https://gco.

iarc.fr)，2020 年全球 HCC 发病率为 8.7 人/10 万人，

中国HCC发病率为17.2人/10万人，约为全球平均水

平的2倍。随着分子生物学技术的不断进步，近年来

HCC的免疫治疗和靶向治疗，尤其是针对HCC特异

性抗原的嵌合抗原受体T细胞疗法在很大程度上延长

了患者的生存时间[11-12]，但这些治疗手段存在不良反

应大、无法彻底清除肿瘤细胞和不能阻止肝癌复发

等弊端。因此，进一步探索HCC发生、发展的分子

机制，阐明HCC中异常表达基因的生物学功能，对

深入认识 HCC 发病机制和改进治疗手段具有重要

意义。

HCC等多种肿瘤细胞基因表达谱通常表现为原

癌基因表达上调而抑癌基因表达受抑制，使得肿瘤

细胞具有生长迅速、侵袭性强、逃避机体免疫监视

等特征，由于存在一系列基因表达失调，从而促进

HCC 生长转移[13-15]。本研究发现 PAX6 在肝癌细胞

HepG2、LM3 中的表达显著低于正常肝细胞 LO2，

过表达 PAX6抑制肝癌细胞增殖及迁移，即PAX6基

因的功能之一是可抑制肝癌细胞的生长，这是抑癌

基因的重要特征之一，因此笔者推测 PAX6 可能是

HCC中一种潜在的抑癌基因，但PAX6究竟通过何种

方式和途径发挥抑制肝癌细胞生长的作用，有待更

深入的研究。

抑癌基因能抑制肿瘤细胞增殖，同时抑制肿瘤

细胞逃避机体免疫监视也是抑癌基因的重要功能之

一。肝癌细胞不仅具有很强的增殖能力，也存在复

杂而高效的逃避机体免疫监视的能力；机体执行免

疫监视的 NK 细胞是人体免疫系统抵抗 HCC 的主要

免疫细胞，NK细胞通过其表面NKG2D结合肝癌细

胞表面的MICA或ULBP2等配体分子后，启动细胞

毒效应杀伤肝癌细胞[16-17]。肝癌细胞为逃避NK细胞

的杀伤作用，细胞内的基质金属蛋白酶和去整合素

样金属蛋白酶的表达水平显著升高，与HCC和多种

恶性肿瘤免疫逃逸有关的金属蛋白酶包括 MMP2、

MMP9和ADAM10[18-20]，这 3种金属蛋白酶的表达水

平与非小细胞肺癌、胶质瘤、胃癌等多种肿瘤的生

存率呈显著负相关[21-23]。MMP2和MMP9可将MICA

分子的跨膜区氨基酸水解，从而形成 sMICA，MICA

与 NKG2D 结合的区域为胞外的 α1 和 α2 结构域[24]，

MMP2 和 MMP9 水解的位点位于跨膜区，因此

sMICA 包含了与 NKG2D 结合的结构域，也能与

NKG2D 结合，但由于缺乏跨膜区结构域，不能在

NK 细胞表面形成类似于免疫突触的 MICA-NKG2D

集群，因此不能触发NKG2D下游的信号通路，不能

活化 NK 细胞以杀伤肝癌细胞，相反由于 sMICA 与

NKG2D 结合后占据了 NKG2D 的识别位点，从而导

致NKG2D不能与肝癌细胞表面的膜MICA结合，使

得肝癌细胞逃避了NK细胞的杀伤作用。本课题组在

前期研究[5]中发现肝癌细胞可分泌大量的 sMICA，且

sMICA在HCC患者体内的水平与患者的生存时间呈

负相关。本研究发现过表达PAX6可显著抑制肝癌细

胞 HepG2 和 LM3 的 sMICA 分泌水平；同时过表达

PAX6 可显著抑制肝癌细胞 sULBP2 的分泌水平。

ULBP2 与 MICA 一样，也是 NKG2D 的重要配体分

子，ADAM10可特异性水解肿瘤细胞表面的ULBP2

生成 sULBP2，后者与 sMICA类似，能与NKG2D结

合但不能活化 NKG2D 信号通路，并且阻碍 NKG2D

识别肝癌细胞表面的ULBP2等配体分子，也是HCC

逃避 NK 细胞杀伤的重要原因之一[25]。本研究还发

现：NK细胞对过表达PAX6的HepG2和LM3细胞杀

伤效率显著高于对照组细胞，其原因可能是由于过

表达PAX6抑制了 sMICA和/或 sULBP2的分泌，解除

了 sMICA和/或 sULBP2对NKG2D信号通路活化的抑

制作用。

本研究通过在肝癌细胞 HepG2、LM3 中导入外

源性PAX6基因，提高了肝癌细胞中 PAX6的表达水

平，结果发现 PAX6 可抑制 HepG2 和 LM3 细胞的生

长和迁移，推测PAX6可能是肝癌中的抑癌基因。进

一步研究发现PAX6可显著抑制 sMICA和 sULBP2的

分泌，增强 NK 细胞对 HepG2 和 LM3 细胞的杀伤能

力，最后发现PAX6抑制 sMICA和/或 sULBP2分泌的

分子机制之一可能是过表达 PAX6 抑制了 MMP2、

MMP9和ADAM10的表达水平。因此，笔者推测在

肝癌细胞中过表达 PAX6 可能是临床治疗 HCC 的一

条潜在新途径；然而，PAX6的功能十分复杂且尚未

完全明确，其在HCC中是否还有其他的生物学作用，

下游的分子通路有哪些，以及基因治疗技术尚未完

全成熟和普及等，过表达 PAX6 治疗 HCC 这项技术

广泛应用于临床还有待进一步研究。
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