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肝癌细胞通过 ｅＮＡＭＰＴ-ＩＮＳＲ轴促进人脐静脉
内皮细胞血管生成
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摘要　目的　探究肝癌细胞分泌的胞外烟酰胺磷酸核糖基转移酶（ｅＮＡＭＰＴ）对人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）血管生成的影响
及潜在机制。方法　通过低氧刺激肝癌细胞分泌ｅＮＡＭＰＴ，并通过血管生成实验探究ｅＮＡＭＰＴ对ＨＵＶＥＣ血管形成的影响；利
用ｅＮＡＭＰＴ刺激后的ＨＵＶＥＣ转录组测序探究ｅＮＡＭＰＴ-胰岛素受体（ＩＮＳＲ）轴影响ＨＵＶＥＣ血管生成的分子机制；通过 Ｗｅｓｔ-
ｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｅＮＡＭＰＴ-ＩＮＳＲ轴影响 ＨＵＶＥＣ胞内相关节点分子的蛋白表达变化；通过 ｑＲＴ-ＰＣＲ检测 ｅＮＡＭＰＴ-ＩＮＳＲ轴影响
ＨＵＶＥＣ胞内相关靶基因的表达变化。结果　ＥＬＩＳＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示低氧刺激后肝癌细胞培养上清中 ｅＮＡＭＰＴ蛋白
水平显著升高，体外血管生成实验结果显示ｅＮＡＭＰＴ显著增加ＨＵＶＥＣ的血管生成结节数与总长度；ＨＵＶＥＣ的转录组测序结
果显示ｅＮＡＭＰＴ能够作为胰岛素类似物参与调控ＨＵＶＥＣ的细胞迁移、血管生成等生物学过程并可能通过激活类胰岛素相关
信号通路促进血管生成；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ｅＮＡＭＰＴ-ＩＮＳＲ轴影响 ＨＵＶＥＣ内 ＰＩ３Ｋ-ＡＫＴ和 ＭＡＰＫ-ＥＲＫ１／２信号通路中 ｐ-
ＡＫＴ、ｐ-ＥＲＫ１／２的蛋白水平变化；ｑＲＴ-ＰＣＲ结果显示 ｅＮＡＭＰＴ-ＩＮＳＲ轴影响 ＨＵＶＥＣ内血管生成相关靶基因 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、
ＶＥＧＦ的表达变化。结论　肝癌细胞分泌的ｅＮＡＭＰＴ通过与ＩＮＳＲ结合激活ＰＩ３Ｋ-ＡＫＴ和ＭＡＰＫ-ＥＲＫ１／２信号通路促进血管生
成。
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ｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＮＡＭＰＴ）是一种磷酸核糖基转
移酶，分为细胞内 ＮＡＭＰＴ（ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＮｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ｉＮＡＭＰＴ）和 细 胞 外
ＮＡＭＰＴ（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＮｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ｅＮＡＭＰＴ）两种形式［１-２］。ｉＮＡＭＰＴ是烟
酰胺腺嘌呤二核苷酸（Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅ-
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ｏｔｉｄｅ，ＮＡＤ）合成的限速酶，参与能量代谢、细胞存活
以及死亡等重要生物学事件［３］。除了以酶的形式

在胞内发挥作用外，胞外形式的 ｅＮＡＭＰＴ被发现与
许多疾病进展有关。多项临床研究［４－５］表明，在前

列腺癌和乳腺癌患者血液中 ｅＮＡＭＰＴ水平越高，肿
瘤恶性程度越高。另外，体内实验［６］表明，ｅＮＡＭＰＴ
在肺血管重塑中发挥重要作用。然而，关于 ｅＮＡＭ-
ＰＴ促进血管生成的研究却很少被报道。

肝脏是 ｅＮＡＭＰＴ的主要分泌器官，但 ｅＮＡＭＰＴ
在肝癌发生发展中的功能和作用机制知之甚少。因

此该研究旨在探索肝癌细胞分泌来源的 ｅＮＡＭＰＴ
对血管生成的影响，并初步揭示其潜在的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验细胞　人脐静脉内皮细胞 ＨＵＶＥＣ，人
肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、ＪＨＨ-７、Ｈｕｈ-７、ＭＨＣＣ-ＬＭ３和
ＳＵＮ-４７５均保存于课题组实验室细胞库。
１．１．２　主要试剂　ＤＭＥＭ培养基（货号：Ｍ１８０５）、
０.２５％胰蛋白酶（货号：ＶＣＭ３０１２）、青 －链霉素（货
号：１５１４０１２２）购自北京细工生物科技公司；胎牛血
清（货号：ＳＰＣ５００Ｖ）购自澳洲 ＡｕｓｇｅｎｅＸ公司；Ｄ-葡
萄糖（货号：Ｇ８１５０）、Ｌ-谷氨酰胺（货号：Ｇ０２００）购
自北京索莱宝科技有限公司；ＮＡＭＰＴ抗体（１∶
１０００，货号：１１７７６-１-ＡＰ）和 ＩＮＳＲ抗体（１∶２０００，
货号：２０４３３-１-ＡＰ）抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；
ｐ-ＩＮＳＲ（１∶５００，货号：３０２３Ｓ）、蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ或ＡＫＴ）（１∶１０００，货号：４６９１Ｓ）、磷
酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐｈｏｓｐｈｏ-ＡＫＴ，ｐ-ＡＫＴ）抗体（１∶
１０００，货号：４０６０Ｓ）、细胞外调节蛋白激酶１／２（ｅｘ-
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ１／２，ＥＲＫ１／２）抗
体（１∶１０００，货号：４６９６Ｓ）和磷酸化细胞外调节蛋
白激酶 １／２（ｐｈｏｓｐｈｏ-ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅｓ１／２，ｐ-ＥＲＫ１／２）抗体（１∶１０００，货号：
５７２６Ｓ）均购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；
ＧＡＰＤＨ抗体（１∶１０００，货号：ＡＢＬ１０２０）购自武汉
亚科因生物技术有限公司；细胞／组织 ＲＮＡ抽提试
剂盒（货号：ＣＷ０５９９Ｓ）、ＲＩＰＡ细胞裂解液（货号：
ＣＷ２３３３Ｓ）、兔源二抗（１∶２０００，货号：ＣＷ０１０３）和
鼠源二抗（１∶２０００，货号：ＣＷ０１０２）均购自江苏康
为世纪生物科技有限公司；外源性 ｅＮＡＭＰＴ蛋白
（货号：Ｐ４３４９０）购自美国 ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ公司；ａｎｔｉ-
ＮＡＭＰＴ中和性抗体（货号：ａｂ２４０５８９）购自英国 Ａｂ-
ｃａｍ公司；胰岛素受体（ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＮＳＲ）抑制

剂（货号：ＢＭＳ-７５４８０７）购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；ｓｉＲ-
ＮＡ转染试剂盒（货号：Ｒ１００３５.７）购自广州锐博生
物科技有限公司；基质胶（货号：３５４２３０）购自美国
Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；逆转录试剂盒 （货号：００００５１０３-
１４０６０３）购自武汉莫纳生物科技有限公司；人内脂
素／内脏脂肪素（Ｖｉｓｆａｔｉｎ）酶联免疫吸附实验（ｅｎｚｙｍｅ
ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒（货号：
ＣＳＢ-Ｅ０８９４０）购自武汉华美生物工程有限公司；ＫＡ-
ＰＡＳＹＢＲＦＡＳＴｑＰＣＲ试剂盒（货号：００００１３８６７４）购
自美国ＫＡＰＡＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司。
１．１．３　主要仪器　ＣＯ２恒温培养箱（型号：Ｆｏｒｍａ

ＴＭ

３１１１）、三气恒温培养箱（型号：ＦｏｒｍａＴＭ３１３１）购自美
国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；实时荧光定量 ＰＣＲ
仪（型号：ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ３）购自美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ-
ｔｅｍｓ公司；酶标仪（型号：Ｓｐａｒｋ）购自瑞士 ＴＥＣＡＮ
公司；光学显微镜（型号：ＥＣＬＩＰＳＥＴｉ２）购自日本Ｎｉ-
ｋｏｎ公司；全自动化学发光图像分析系统（型号：
Ｔａｎｏｎ５２００）购自上海 Ｔａｎｏｎ公司；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳
仪（型号：１６５８００４）、电转仪（型号：Ｍ１７０３９３０）购自
美国Ｂｉｏ-Ｒａｄ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　人脐静脉内皮细胞 ＨＵＶＥＣ，人
肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、ＪＨＨ-７、Ｈｕｈ-７、ＭＨＣＣ-ＬＭ３和
ＳＮＵ-４７５使用ＤＭＥＭ培养基进行培养，培养基中含
有１０％胎牛血清及青-链霉素（１００μｇ／ｍｌ）双抗，所
有细胞均置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，并保
持一定的湿度。

１．２．２　低氧处理　将人肝癌细胞按照１０５个／孔接
种于２４孔板中并在含有 １０％血清、１１ｍｍｏｌ／Ｌ的
Ｄ-葡萄糖、２ｍｍｏｌ／ＬＬ-谷氨酰胺的ＤＭＥＭ培养基中
进行培养，置于３７℃、３％ Ｏ２的气氛中培养２４～７２
ｈ，收集细胞培养上清液用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＥＬＩＳＡ
检测上清中ｅＮＡＭＰＴ含量。
１．２．３　ｓｉＲＮＡ转染　采用 ｓｉＲＮＡ转染试剂盒进行
ｓｉＲＮＡ转染。将ｓｉＲＮＡ和转染试剂共同孵育１５ｍｉｎ
后，滴加至目的细胞培养基中，在３７℃、５％ ＣＯ２的
气氛中培养４８ｈ后用于后续实验。靶向 ＩＮＳＲ的
ｓｉＲＮＡ由锐博生物科技有限公司合成，ｓｉＲＮＡ序列
见表１。
１．２．４　细胞分组及药物处理　将预转染 ｓｉＩＮＳＲ以
及对照组（ｓｉＮＣ）的 ＨＵＶＥＣ细胞按照 １０５个／孔接
种于２４孔板中并在含有１０％血清的ＤＭＥＭ培养基
中进行培养，待细胞完全贴壁后，更换为不含血清、

双抗的培养基，对照组添加等体积药物的ＰＢＳ，实验
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表１　ｓｉＲＮＡ序列

Ｔａｂ．１　ｓｉＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｇｅｎｅｎａｍｅ ｓｉＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′-３′）
ｓｉＮＣ ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ
ｓｉＩＮＳＲ ＴＧＣＴＴＣＡＣＡＧＡＡＧＡＣＣＡＴＧＣ

组分别添加外源性 ｅＮＡＭＰＴ蛋白（１００ｎｇ／ｍｌ）组、
ａｎｔｉ-ＮＡＭＰＴ中和性抗体（１０μｍｏｌ／ｍｌ）组、ＩＮＳＲ抑
制剂ＢＭＳ-７５４８０７（１０μｍｏｌ／ｍｌ）组处理细胞，２０ｍｉｎ
后收集细胞总蛋白用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白
的表达情况。

１．２．５　细胞总蛋白提取及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　收集
等量目的细胞并向沉淀中加入 ＲＩＰＡ细胞裂解液，
震荡混匀后置于冰上裂解３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心１５ｍｉｎ后收集上清液并加入２×蛋白上样缓冲
液，煮沸１０ｍｉｎ，于－２０℃保存备用；上清液中的蛋
白是通过收集等量的细胞培养上清液并 ３０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取离心后的上清液并加入５×蛋白
上样缓冲液，置于冰上孵育１５ｍｉｎ，煮沸１０ｍｉｎ，于
－２０℃保存备用。根据目的蛋白分子量配置合适
浓度的聚丙烯酰胺凝胶，依次进行上样、电泳、转膜、

５％脱脂乳封闭１ｈ、一抗４℃过夜孵育、二抗室温孵
育１ｈ，最后在凝胶成像仪中进行显影。
１．２．６　ＥＬＩＳＡ实验　分别向人内脂素／内脏脂肪素
酶联免疫吸附试剂盒提供的酶标板相应孔中加入待

测样本及标准品各１００μｌ，每组设置３个复孔，３７
℃孵育２ｈ；弃去液体，然后向每孔中加入生物素标
记抗体１００μｌ，用封板膜封板后，置３７℃孵育１ｈ；
小心揭开封板膜，弃废液，用洗涤液洗涤每孔３遍，
每次浸泡２ｍｉｎ；向每孔中加入试剂盒提供的辣根过
氧化物酶标记１００μｌ，３７℃孵育１ｈ。洗板５次后
向每孔加显色剂９０μｌ，轻轻震荡混匀，３７℃避光显
色１５～３０ｍｉｎ后每孔加入终止液５０μｌ，５ｍｉｎ内使
用酶标仪在４５０ｎｍ波长处测定结果并分析。
１．２．７　ＲＮＡ提取及实时荧光定量ＰＣＲ实验　收集
各组细胞，按照说明书使用细胞ＲＮＡ抽提试剂盒提
取总ＲＮＡ，测定浓度并逆转录为ｃＤＮＡ。根据ＫＡＰＡ
ＳＹＢＲＦＡＳＴｑＰＣＲ试剂盒说明书进行 ｑＲＴ-ＰＣＲ体
系配置。将反应体系在９６孔板中充分混匀，置于
ｑＰＣＲ仪上进行反应，每组设置３个复孔，以ＧＡＰＤＨ
为内参进行定量分析。使用２－ΔΔＣＴ对ｍＲＮＡ的定量
结果进行归一化处理。所有 ｑＲＴ-ＰＣＲ实验均进行
熔解曲线分析，以排除非特异性扩增。引物序列见

表２。
１．２．８　转录组测序及通路富集分析　提取ｅＮＡＭ-

表２　ｑＲＴ-ＰＣＲ的引物序列
Ｔａｂ．２　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｑＲＴ-ＰＣＲ

Ｇｅｎｅｎａｍｅ 　　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′-３′）
ＮＡＭＰＴ Ｆ：ＧＣＡＧＡＡＧＣＣＧＡＧＴＴＣＡＡＣＡＴＣ

Ｒ：ＴＧＣＴＴＧＴＧＴＴＧＧＧＴＧＧＡＴＡＴＴＧ
ＭＭＰ２ Ｆ：ＣＴＴＴＧＣＡＧＧＧＡＡＴＧＡＡＴＡＣＴＧＧＡ

Ｒ：ＧＡＣＧＧＣＡＴＣＣＡＧＧＴＴＡＴＣＧＧ
ＭＭＰ９ Ｆ：ＴＧＣＧＣＴＡＣＣＡＣＣＴＣＧＡＡＣＴＴ

Ｒ：ＧＡＴＧＣＣＡＴＴＧＡＣＧＴＣＧＴＣＣＴ
ＶＥＧＦ Ｆ：ＣＧＧＣＧＡＡＧＡＧＡＡＧＡＧＡＣＡＣＡ

Ｒ：ＧＧＡＧＧＡＡＧＧＴＣＡＡＣＣＡＣＴＣＡ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴ

Ｒ：ＴＣＴＣＡＧＣＣＴＴＧＡＣＧＧＴＧＣＣＡ

ＰＴ蛋白刺激及对照组的ＨＵＶＥＣ中的总 ＲＮＡ，由北
京贝瑞和康生物技术有限公司在 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＸ
Ｔｅｎ平台上采用１５０ｂｐ的双端配对策略进行转录组
测序（ＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＮＡ-ｓｅｑ）。随后，采用 Ｆａｓｔｐ
（ｖ０.２３.４）软件对测序数据进行质量评价，并去除
低质量的数据和接头序列。以 ＧｅｎｏｍｅＲｅｆｅｒｅｎｃｅ
ＣｏｎｓｏｒｔｉｕｍＨｕｍａｎＢｕｉｌｄ３８（ＧＲＣｈ３８／ｈｇ３８）基因组
序列为参考，采用ＨＩＳＡＴ２（ｖ２.２.１）对通过质量评
估的测序数据进行序列比对，使用 ＦｅａｔｕｒｅＣｏｕｎｔｓ（ｖ
２.０.６）对基因表达进行定量分析和计算基因数量
值，并计算每百万次映射读取的外显子每千碱基的

片段数（ｆｒａｇｍｅｎｔｓｐｅｒｋｉｌｏｂａｓｅｏｆｅｘｏｎｐｅｒｍｉｌｌｉｏｎ
ｍａｐｐｅｄｒｅａｄｓ，ＦＰＫＭ）值。进一步利用 Ｒ语言软件
包中的 ＤＥＳｅｑ２（ｖ１.３８.３）进行基因差异表达分
析，采用 Ｂｅｎｊａｍｉｎ-Ｈｏｃｈｂｅｒｇ（ＢＨ）方法对其进行多
重检验校正，将添加 ｅＮＡＭＰＴ蛋白处理与否的 ＨＵ-
ＶＥＣ细胞中的 ｌｏｇ２（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）＞０.３及 Ｐ＜０.０５
的基因定义为差异表达的基因。使用在线网站

Ｍｅｔａｓｃａｐｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｍｅｔａｓｃａｐｅ.ｏｒｇ／）对差异表达基
因进行功能富集分析。最后，基因组富集分析

（Ｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ）使用软件
ＧＳＥＡ（ｖ４.３.２）以配对组（ｅＮＡＭＰＴ蛋白刺激组与
对照组）为基础，按信噪比对基因进行排序。然后

通过加权 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ-Ｓｍｉｒｎｏｖ检验从 ＭｓｉｇＤＢ中确
定显著富集的基因集。显著性错误发现率（ｆａｌｓｅ
ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，ＦＤＲ）以基因集被置换１０００次进行
计算。

１．２．９　体外血管生成实验　提前将基质胶在４℃
解冻，用预冷的枪头吸取１５０μｌ融解的基质胶铺于
４８孔板中，避免产生气泡，３７℃孵育３０ｍｉｎ，将５×
１０４个ＨＵＶＥＣ重悬于２００μｌ不含酚红的培养基中
并铺于基质胶上，在３７℃、５％ ＣＯ２的条件下培养８
～１０ｈ，用显微镜拍摄ＨＵＶＥＣ在３个随机视野中的

·３４１２·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）



血管网络，利用 ＩｍａｇｅＪ（ｖ１.８.０.１１２）分析软件统
计血管分支结节数和分支总长度。

１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９.５.０软
件进行统计分析与绘图，所有数据均以 �ｘ±ｓ表示。
两组间比较使用独立样本 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，多组间
比较采用单因素方差分析，相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性分析，Ｐ＜０.０５为有统计学意义。

２　结果

２．１　ｉＮＡＭＰＴ和 ｅＮＡＭＰＴ在多种肝癌细胞中均
有表达　为探究 ＮＡＭＰＴ与肝癌进展间的关系，通
过ｑＲＴ-ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｉＮＡＭＰＴ在肝癌细
胞中的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结果显示，ｉＮ-
ＡＭＰＴ在各肝癌细胞内（ＨｅｐＧ２、ＪＨＨ-７、Ｈｕｈ-７、ＭＨ-
ＣＣ-ＬＭ３和 ＳＵＮ-４７５）均有表达，且各细胞间 ｉＮ-
ＡＭＰＴ的ｍＲＮＡ水平（Ｆ＝２７.８７，Ｐ＜０.００１）（见图
１Ａ）和蛋白水平（Ｆ＝４１８.４，Ｐ＜０.００１）（见图１Ｂ）
均存在差异。其中 ｉＮＡＭＰＴ在 ＨｅｐＧ２细胞中表达
量最低，在ＳＮＵ-４７５细胞中表达量最高。
　　为进一步确定各肝癌细胞能否向胞外分泌
ｅＮＡＭＰＴ，以及ｉＮＡＭＰＴ表达水平与ｅＮＡＭＰＴ分泌水
平间的相关性，收集低氧处理４８ｈ后的各肝癌细胞
培养上清液以及胞内蛋白并检测其中的 ＮＡＭＰＴ蛋
白水平。结果显示，低氧处理４８ｈ后，ＥＬＩＳＡ（Ｆ＝
１０３.１，Ｐ＜０.００１）（图２Ａ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ＦｉＮＡＭＰＴ＝
４７８７.０，ＦｅＮＡＭＰＴ＝２１７.７，均Ｐ＜０.００１）（图２Ｂ）均能
检测到各肝癌细胞培养上清中 ｅＮＡＭＰＴ和胞内 ｉＮ-
ＡＭＰＴ的表达，并且胞外 ｅＮＡＭＰＴ的分泌水平与胞
内ｉＮＡＭＰＴ表达水平呈正相关（ｒ＝０.９８５，Ｐ＜０.０１）
（图２Ｄ）。同时Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，随着低

氧处理时间的增加，培养上清中 ｅＮＡＭＰＴ的水平也
随之升高（图２Ｃ）。
２．２　肝癌细胞来源的ｅＮＡＭＰＴ促进ＨＵＶＥＣ的血
管生成能力　血管生成在肿瘤的进展和转移中至关
重要，体外血管生成实验结果显示，与对照组相比，

外源性ｅＮＡＭＰＴ蛋白（１００ｎｇ／ｍｌ）刺激后的ＨＵＶＥＣ
细胞的成管结节数（ｔ＝１０.６９，Ｐ＜０.００１）与管长度
（ｔ＝３.０３，Ｐ＜０.０５）均增多（见图３Ａ、３Ｂ）。为进一
步验证肝癌细胞来源的ｅＮＡＭＰＴ对 ＨＵＶＥＣ细胞成
管的影响，收集低氧处理７２ｈ后的 ＨｅｐＧ２和 ＳＵＮ-
４７５细胞培养上清液，与ＨＵＶＥＣ细胞共培养进行血
管生成实验。结果显示，与空白对照组（Ｍｏｃｋ）相
比，肝癌细胞培养上清液处理的 ＨＵＶＥＣ细胞成管
结节数（ｔ＝３.８３、７.０２，均 Ｐ＜０.０５）与管长度（ｔ＝
３.６６、４.７６，均Ｐ＜０.０５）均增多（见图３Ｃ、３Ｄ）；对于
分泌水平较低的 ＨｅｐＧ２细胞，ｅＮＡＭＰＴ分泌水平较
高的ＳＮＵ-４７５细胞培养上清液促进ＨＵＶＥＣ的管结
节数（ｔ＝４.５１，Ｐ＜０.０５）与管长度（ｔ＝３.０２，Ｐ＜
０.０５）形成能力更强。
２．３　ｅＮＭＡＰＴ参与调控细胞迁移、血管生成等信
号通路　差异表达基因的鉴定和功能富集分析结果
显示，与对照组相比，ｅＮＡＭＰＴ处理后 ＨＵＶＥＣ中有
６３个基因显著上调，７２个基因显著下调（图４Ａ）。
对这些基因进行功能富集分析，结果显示上调的差

异表达基因富集于细胞迁移、血管生成、生长调节等

相关生物学过程和通路；下调的差异表达基因富集

于有机磷生物合成等过程（图４Ｂ）。除此之外，基于
整个基因表达谱的 ＧＳＥＡ分析结果也一致地显示，
血管生成、血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）信号通路和类胰岛素相关通路

图１　ｉＮＡＭＰＴ在各肝癌细胞中的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平

Ｆｉｇ．１　ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉＮＡＭＰＴｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ

Ａ：ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆｉＮＡＭＰＴｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＲＴ-ＰＣＲ；Ｂ：ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｉＮＡＭＰＴｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕ-

ｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｇｒａｙｖａｌｕｅ；ａ：ＨｅｐＧ２；ｂ：ＪＨＨ-７；ｃ：Ｈｕｈ-７；ｄ：ＭＨＣＣ-ＬＭ３；ｅ：ＳＮＵ-４７５；
*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１ｖｓＨｅｐＧ２．
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图２　低氧应激诱导肝癌细胞持续分泌ｅＮＡＭＰＴ
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图３　肝癌细胞来源的ｅＮＡＭＰＴ促进ＨＵＶＥＣ体外血管形成
Ｆｉｇ．３　ｅＮＡＭＰＴｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｐｒｏｍｏｔｅｄｉｎｖｉｔｒｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣ

Ａ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｖｉｓｕａｌｓｈｏｗｅｄｔｈｅｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏｏｆＨＵＶＥＣｂｙｅＮＡＭＰＴｐｒｏｔｅｉｎ（０ｎｇ／ｍｌ，１００ｎｇ／ｍｌ）×１００；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉ-
ｃａｌｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｏｄｕｌｅｓｆｏｒｍｅｄｂｙＨＵＶＥＣｔｕｂｅｓａｎｄｔｈｅｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈｏｆｔｕｂｅｓ；Ｃ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｖｉｓｕａｌｄｉａｇｒａｍ×１００ｓｈｏｗｅｄｔｈｅｐｒｏｍｏ-
ｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｖｉｔｒｏｂｙｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ（ＨｅｐＧ２，ＳＮＵ-４７５）ａｆｔｅｒ７２ｈｈｙｐｏｘｉａｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｄ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｏｄｕｌｅｓｆｏｒｍｅｄｂｙＨＵＶＥＣｔｕｂｅｓａｎｄｔｈｅｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈｏｆｖｅｓｓｅｌｓ；ａ：０ｎｇ／ｍｌ；ｂ：１００ｎｇ／ｍｌ；ｃ：Ｍｏｃｋ；ｄ：ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ
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在ｅＮＡＭＰＴ处理的ＨＵＶＥＣ中富集（见图４Ｃ－４Ｅ）。
这些结果提示 ｅＮＡＭＰＴ促进血管生成可能通过激
活类胰岛素相关信号通路。

２．４　ｅＮＡＭＰＴ通过激活 ＩＮＳＲ信号通路促进 ＨＵ-
ＶＥＣ的血管形成　上述的表达谱数据分析显示，
ｅＮＡＭＰＴ可能通过类胰岛素相关通路参与调控 ＨＵ-
ＶＥＣ细胞的迁移和血管生成。为验证 ｅＮＡＭＰＴ对
ＨＵＶＥＣ细胞ＩＮＳＲ通路的影响，利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测 ＩＮＳＲ及下游节点分子的表达及活性水平变化。
结果显示，与对照组相比，ＨｅｐＧ２细胞来源的
ｅＮＡＭＰＴ处理虽然不影响 ＨＵＶＥＣ细胞中 ＩＮＳＲ、
ＡＫＴ和ＥＲＫ１／２的蛋白整体水平，但是促进 ＩＮＳＲ、
ＡＫＴ和 ＥＲＫ１／２的磷酸化水平（ｐ-ＩＮＳＲ、ｐ-ＡＫＴ和
ｐ-ＥＲＫ１／２）（见图５Ａ，１～２电泳道）；而此种效应在
中和性抗体 ａｎｔｉ-ＮＡＭＰＴ处理后得到了消除（见图
５Ａ，第３电泳道）。为进一步验证 ｅＮＡＭＰＴ介导的
ＨＵＶＥＣ细胞中下游通路变化是否依赖于 ＩＮＳＲ，采
用ＩＮＳＲ抑制剂ＢＭＳ-７５４８０７（见图５Ａ，第４泳道）或

靶向ＩＮＳＲ的ｓｉＲＮＡ（见图５Ａ，第５泳道）处理 ＨＵ-
ＶＥＣ。结果显示，两种处理均可以抑制ＩＮＳＲ的磷酸
化水平，从而导致其下游 ＡＫＴ和 ＥＲＫ１／２的磷酸化
水平下降。

体外血管生成实验显示，使用ａｎｔｉ-ＮＡＭＰＴ中和
性抗体（ｔ结节数 ＝１８.１９，ｔ管长度 ＝１０.８１，均 Ｐ＜０.００１）
能够减弱肝癌细胞来源的ｅＮＡＭＰＴ对 ＨＵＶＥＣ血管
形成能力的促进作用；同样地，ＩＮＳＲ抑制剂（ｔ结节数
＝３０.７５，ｔ管长度 ＝２０.４６，均 Ｐ＜０.００１）或敲低 ＩＮＳＲ
（ｔ结节数 ＝４０.４６，ｔ管长度 ＝３２.１８，均 Ｐ＜０.００１）均能消
除肝癌细胞来源的ｅＮＡＭＰＴ对ＨＵＶＥＣ血管形成能
力的促进作用（图５Ｂ、５Ｃ）
２．５　ｅＮＡＭＰＴ促进ＨＵＶＥＣ细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
和ＶＥＧＦ的表达　前期表达谱数据以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验证明ｅＮＡＭＰＴ通过发挥类胰岛素的作用与
ＩＮＳＲ结合，激活下游 ＰＩ３Ｋ-ＡＫＴ和 ＭＡＰＫ-ＥＲＫ１／２
的级联反应。因此，利用 ｑＲＴ-ＰＣＲ进一步检测
ｅＮＡＭＰＴ对下游相关靶基因表达水平的影响。结果

图４　ｅＮＡＭＰＴ蛋白刺激与对照组间相关基因差异表达分析
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ｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｂｅｔｗｅｅｎｅＮＡＭＰＴｐｒｏｔｅｉｎｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
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图５　ｅＮＡＭＰＴ通过ＩＮＳＲ-ＰＩ３Ｋ-ＡＫＴ／ＭＡＰＫ-ＥＲＫ１／２轴调控ＨＵＶＥＣ的血管形成能力

Ｆｉｇ．５　ｅＮＡＭＰＴｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅａｎｇｉｏｇｅｎｉｃａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｖｉａｔｈｅＩＮＳＲ-ＰＩ３Ｋ-ＡＫＴ／ＭＡＰＫ-ＥＲＫ１／２ａｘｉｓ

Ａ：ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＮＳＲ，ＡＫＴ，ＥＲＫ１／２ａｎｄｔｈｅｉｒｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＨＵＶＥＣｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｖｉｓｕａｌｍａｐ

ｏｆｅＮＡＭＰＴｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｔｉ-ＮＡＭＰＴｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙ，ＩＮＳＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＢＭＳ-７５４８０７）ａｎｄｓｉＩＮＳＲｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇＨＵＶＥＣａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ×１００；Ｃ：Ｓｔａｔｉｓｔｉ-

ｃａｌｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｏｄｕｌｅｓｆｏｒｍｅｄｉｎｖｉｔｒｏｂｙＨＵＶＥＣａｎｄｔｈｅｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈｏｆｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓ；ａ：ｓｉＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｉＣｔｒｌ＋ｅＮＡＭＰＴｇｒｏｕｐ；ｃ：

ｓｉＣｔｒｌ＋ｅＮＡＭＰＴ＋ａｎｔｉ-ＮＡＭＰＴｇｒｏｕｐ；ｄ：ｓｉＣｔｒｌ＋ｅＮＡＭＰＴ＋ＢＭＳ-７５４８０７ｇｒｏｕｐ；ｅ：ｓｉＩＮＳＲ＋ｅＮＡＭＰＴｇｒｏｕｐ；***Ｐ＜０.００１ｖｓｓｉＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜

０.００１ｖｓｅＮＡＭＰＴｇｒｏｕｐ．

显示，与对照组相比，肝癌细胞来源的 ｅＮＡＭＰＴ刺
激后，ＨＵＶＥＣ细胞中基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌ-
ｌｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９和 ＶＥＧＦ的 ｍＲＮＡ水平上
调（ｔ＝４.０７、４.２１、１２.５８，均 Ｐ＜０.０５）；而 ａｎｔｉ-
ＮＡＭＰＴ中和性抗体、ＩＮＳＲ抑制剂以及敲低ＩＮＳＲ均
能抑制ＭＭＰ２（ｔ＝２５.３８、６.２４、１３.３９，均Ｐ＜０.０１）、
ＭＭＰ９（ｔ＝５.０７、６.２２、７.８５，均 Ｐ＜０.０１）、ＶＥＧＦ（ｔ
＝１１.４７、１４.５３、１７.９３，均 Ｐ＜０.００１）的表达（见图
６Ａ－６Ｃ）。综上提示肝癌细胞来源的ｅＮＡＭＰＴ通过
发挥类胰岛素的作用结合 ＩＮＳＲ，促进 ＩＮＳＲ的磷酸
化，激活下游 ＰＩ３Ｋ-ＡＫＴ、ＭＡＰＫ-ＥＲＫ１／２的级联反
应，促进转移和血管生成相关靶基因表达，进而促进

血管生成。

３　讨论

　　ＮＡＭＰＴ作为一种磷酸核糖基转移酶参与 ＮＡＤ
合成的挽救途径，在细胞生物能学和代谢中起着重

要作用，因此ＮＡＭＰＴ被认为是一种具有生长因子、
脂肪细胞因子和酶特性的多功能蛋白。ｉＮＡＭＰＴ在

多种恶性肿瘤中表达上调，包括与肥胖相关的疾病，

并与较差的预后、晚期和分期相关［７-８］。血清中

ｅＮＡＭＰＴ也被报道是潜在的恶性肿瘤、恶性肿瘤分
期进展和预后的良好生物标志物，并有助于监测某

些恶性肿瘤［９］。肝脏是 ｅＮＡＭＰＴ主要分泌器官之
一，在本研究中发现肝癌细胞在低氧条件下会促进

ｅＮＡＭＰＴ向胞外分泌，而这与肿瘤微环境中的营养
剥夺相类似。除此之外，缺氧及氧化应激也会增加

ｅＮＡＭＰＴ的释放［１０］，这些条件都与癌症高度相关。

另有研究［１１］报道，ｅＮＡＭＰＴ能够促进血管生成，进
一步加快癌症进展，严重降低癌症患者的生存期。

血管生成由多种促血管生成信号诱导，在癌症

的进展和转移中至关重要。本研究通过 ｑＲＴ-ＰＣＲ
及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现 ｉＮＡＭＰＴ在多种肝癌细胞
中高表达，且低氧处理能够刺激肝癌细胞持续向胞

外分泌ｅＮＡＭＰＴ；同时，肝癌细胞来源的ｅＮＡＭＰＴ能
够促进ＨＵＶＥＣ细胞的成管能力；对机制的探索发
现，ｅＮＡＭＰＴ通过发挥类胰岛素的作用结合 ＩＮＳＲ，
促进ＩＮＳＲ的磷酸化，激活下游ＰＩ３Ｋ-ＡＫＴ、ＭＡＰＫ-
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图６　ｅＮＡＭＰＴ促进ＨＵＶＥＣ细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ基因表达上调

Ｆｉｇ．６　ｅＮＡＭＰＴｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｕｐ-ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＭＭＰ２，ＭＭＰ９ａｎｄＶＥＧＦｇｅｎｅｓｉｎＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓ

Ａ－Ｃ：ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ２，ＭＭＰ９ａｎｄＶＥＧＦｉｎＨＵＶＥＣｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＲＴ-ＰＣＲ；ａ：ｓｉＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｉＣｔｒｌ＋ｅＮＡＭＰＴｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｉＣｔｒｌ＋

ｅＮＡＭＰＴ＋ａｎｔｉ-ＮＡＭＰＴｇｒｏｕｐ；ｄ：ｓｉＣｔｒｌ＋ｅＮＡＭＰＴ＋ＢＭＳ-７５４８０７ｇｒｏｕｐ；ｅ：ｓｉＩＮＳＲ＋ｅＮＡＭＰＴｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５，***Ｐ＜０.００１ｖｓｓｉＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；
＃＃Ｐ＜０.０１，＃＃＃Ｐ＜０.００１ｖｓｓｉＣｔｒｌ＋ｅＮＡＭＰＴｇｒｏｕｐ．

ＥＲＫ１／２的级联反应，促进细胞迁移和血管生成相
关靶基因ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和 ＶＥＧＦ的表达，进而促进
血管生成。低氧是多种恶性肿瘤的共有特征，有研

究［１２］表明，低氧条件下缺氧诱导因子１α的表达会
发生上调，并通过 ＶＥＧＦ轴促进瘤内的血管生成。
本研究揭示了低氧诱导肝癌微环境血管生成的一个

新机制，即低氧环境诱导肝癌细胞产生的 ｅＮＡＭＰＴ
可以通过ＩＮＳＲ促进内皮细胞血管生成。

鉴于 ＮＡＭＰＴ在肿瘤进展中的重要作用，靶向
ＮＡＭＰＴ被认为是一种很有前景的治疗策略。由于
ＮＡＭＰＴ具有胞内、胞外两种形式，缺乏组织以及细
胞特异性的靶向ｉＮＡＭＰＴ难免会对机体正常组织产
生毒副作用［１３］。针对基因进行干扰同样会影响健

康组织细胞内其作为酶的作用。因此靶向胞外形式

的ｅＮＡＭＰＴ，即运用中和性抗体已成为一种新的靶
向ＮＡＭＰＴ的治疗策略。已有研究［１４］报道，在小鼠

体内实验中，利用 ＮＡＭＰＴ中和性抗体能够有效降
低ｅＮＡＭＰＴ调控的下丘脑ＮＡＤ水平，进而维持下丘
脑的相关功能稳态。运用中和性抗体策略也已经在

其他背景下被报道，并取得了很有前景的应用结

果［１５］。基于目前已有的发现，未来仍需更多研究来

确定此种策略在ｅＮＡＭＰＴ升高相关肿瘤中的疗效。
总之，本研究首次在细胞水平初步证明了肝癌

细胞来源的ｅＮＡＭＰＴ促进血管生成的功能，并探索
了其促进血管生成的分子机制，即肝癌细胞能够分

泌ｅＮＡＭＰＴ并结合 ＨＵＶＥＣ上的 ＩＮＳＲ进而激活其
胞内的ＰＩ３Ｋ-ＡＫＴ和ＭＡＰＫ-ＥＲＫ１／２信号通路，上调
血管生成相关的靶基因，增强其血管生成能力，该发

现为肝癌肿瘤微环境重塑血管生成研究领域提供了

新的理论基础，靶向 ｅＮＡＭＰＴ有望成为未来肝癌临
床治疗中新的策略。
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