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Abstract: Objective  To investigate the gene expression differences of hepatocellular carcinoma (HCC) cells 
treated with astaxanthin and to analyze its biological information. Methods  After treated with astaxanthin, the 
total RNA of HCC cells was extracted with TRIzol reagent. Illumina TruseqTM RNA sample Prep Kit was used 
for RNA-seq library construction and sequencing. We analyzed the differentially-expressed genes and function 
enrichments. Results  Transcriptomic analysis showed that there were 39 642 566 and 497 155 920 reads 
in the control group and treatment group, respectively; the proportion of clean reads obtained by filtration 
were 94.89% and 93.56%, respectively. A total of 77 344 transcripts were detected, with 4 997 genes with 
significant differences in expression, among which 1 564 genes were up-regulated and 3 433 genes were 
down-regulated. Conclusion  Astaxanthin may participate in several biological processes and signaling 
pathways of tumors. Significant repression of translation process by astaxanthin may result in the growth 
inhibition of HCC.
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摘  要：目的  探讨虾青素处理肝癌细胞后的基因表达差异，并对其进行生物学信息分析。方法  虾

青素处理细胞后，用TRIzol试剂提取RNA，选用Illumina TruseqTM RNA sample prep Kit方法进行文库构

建、测序，最后进行差异表达基因及功能富集分析。结果  转录组测序得到对照组和处理组总的数据

量分别有39 642 566和497 155 920条，过滤得到各组数据量所占比例分别为94.89%和93.56%，共检测

到77 344个转录本，有统计学差异表达基因4 997个，其中上调的基因1 564个，下调的基因3 433个。

结论  虾青素通过影响多个与代谢相关的生物学进程和信号通路，其中抑制翻译过程可能在虾青素调

控肝癌的生长抑制过程中发挥主要作用。 
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·基础研究·

0  引言
肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）

是最常见的原发性肝恶性肿瘤，是全世界癌症相

关死亡的主要原因。在美国，HCC是癌症死亡的

第九大原因。HCC在男性中发生频率高于女性

（2.4:1），在东亚和南亚、中非和西非、美拉尼

西亚和密克罗尼西亚/波利尼西亚发病率较高。中

国是肝癌高发地区，尤其是男性的发病率和死亡

率均处于较高水平[1]。

虾青素是一种叶黄素类胡萝卜素，存在于许多

微生物、海洋动物、酵母和鸟类羽毛中，被认为

是生物圈中分布最广泛的脂溶性叶黄素[2-3]。虾青

素因其优越的抗氧化活性，在营养学和药剂行业

得到了广泛应用，在防止紫外线光氧化、炎性反

应、癌症、衰老和与年龄相关的黄斑变性或增强

免疫反应、肝功能以及心脏、眼睛、关节和前列

腺健康方面具有关键作用[2-3]。目前国内外虾青素

与肝病相关研究集中于虾青素对酒精性脂肪肝的

预防[4-5]，有少量文献表明虾青素能显著抑制肝癌

细胞的生长，但机制不明[6]，对抑制HepG2细胞的

机制研究鲜见报道。因此，本实验以HepG2细胞为

模型，探讨虾青素对肝癌细胞生长抑制的机制，
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为虾青素在保健食品领域的应用提供理论依据。

二代RNA测序技术（RNA-seq）是近年新起的

一种新型技术，可同时分析同一或不同标本中成

千上万个基因转录水平的表达，是一种高通量、

快速有效、高分辨率、高敏感度的基因表达分析

方法，在研究细胞生理活动规律和生物代谢机制

中发挥着重要的作用[7]。本研究主要采用转录组测

序技术分析在虾青素作用下肝癌细胞系HepG2基

因表达的情况，旨在揭示虾青素对肝癌细胞分子

水平的变化，为阐明虾青素抑制肝癌细胞增殖、

促进肝癌细胞凋亡的机制提供新的线索。

1  材料与方法 
1.1  实验材料及样品采集 

虾青素油（质量分数19.64%）购自云南爱尔康

生物技术有限公司，虾青素用1%的DMSO溶解，

预实验采用不同浓度的虾青素（5、10、15、20和

25 µg/ml）处理HepG2细胞24和48 h，以确认后续

转录组处理的虾青素最适浓度及时间。根据结果，

我们选取25 µg/ml虾青素为终浓度添加到HepG2
细胞中，处理48 h；另添加等量1%DMSO作为溶

剂对照组。肝癌HepG2细胞用含10%胎牛血清、

100 u/ml青霉素和100 mg/ml链霉素的RPMI 1640培

养基，37℃、5%CO2培养箱培养，用0.25%胰蛋白

酶-0.02%EDTA消化传代。每组实验重复3次。用

TRIzol法提取细胞总RNA，再反转录为cDNA。

1.2  Illumina测序文库的构建

使用TRIzol试剂从细胞中分离出总RNA。使

用Nanodrop 2000检测RNA的浓度和纯度，使用高

糖凝胶电泳检查RNA的完整性。用Ribo-Zero磁性

试剂盒和RNase R（美国 Epicenter）来去除rRNA
和线性RNA。纯化RNA用于使用TruSeq™ RNA 
sample Prep Kit（美国Illumina）构建配对端库，并

根据说明书在HiSeq 4000平台上进行测序。

1.3  转录组数据分析

测序序列读取使用FASTX V0.013预处理，以删

除低质量碱基及读长短于20 bp的信息。 HepG2人类

基因组序列和注释信息从NCBI和TIGR综合微生物

资源（CMR）下载（http://www.tigr.org/CMR）[8-9]。

剩余读数使用具有默认参数的Bowtie2.0.0映射到

人基因组。对于基因表达确定，根据公式对每百万

次映射读数（RPKM）的读数基进行标准计算[10]：

RPKM=基因读数/（基因长度（kb以一千碱基为单

位）× 总转录组读数（以百万读数为单位）×109）对

虾青素处理及对照组进行3次生物复制，计算基于

RPKM的相应基因表达比，确定在三个平行样本中

变化超过2倍的基因为差异表达基因。

1.4  差异表达基因的GO和KEGG富集分析

Goatools用于GO富集功能（分子功能、细胞

成分、生物过程），KOBAS用于KEGG通路富集

和KEGG功能注释。

2  结果
2.1  测序数据质量情况汇总 

对HepG2细胞测序数据经组装、质量评估

筛选、过滤等步骤处理后，各组得到的数据量

均达1 400万条以上。对照组（Control 1, 2, 3）测

序错误发生率低于0.1%（Q30）的碱基占总测序

碱基数的比率分别为94.89%、94.73%、94.68%；

虾青素处理组（Asta 1, 2, 3）Q30分别为93.54%、

93.76%、93.51%，各组数据质量都超过90%，处

于较高水平，见表1。

2.2  差异表达基因统计分析 
HepG2细胞经过虾青素处理组与对照组的基

因差异表达情况，共获4 997个显著性差异表达基

因，其中1 564个上调，3 433个下调。根据基因

差异表达分析火山图可见，在虾青素的作用下，

细胞HepG2差异表达基因表达下调与表达上调的

数量相比，明显下调的基因数大大高于上调基因

数，见图1。

表1  转录组数据质量评估情况
Table 1  Data summary of RNA-seq data quality assessment, the higher quality with the larger
Sample Raw reads Raw bases Clean reads Clean bases Error rate(%) Q20(%) Q30(%)
Control 1 11888840 1783326000 11452182 1696874139 0.0123 98.34 94.89
Control 2 13838448 2075767200 13329286 1972626104 0.0124 98.26 94.73
Control 3 13915278 2087291700 13406704 1984984241 0.0125 98.26 94.68
Asta 1 16784400 2517660000 16130944 2364982876 0.0136 97.76 93.54
Asta 2 16672092 2500813800 16067930 2360484710 0.0134 97.85 93.76
Asta 3 16259100 2438865000 15629692 2290893298 0.0136 97.74 93.51
Notes: Asta: astaxanthin group; Q20: a quality score of 20 represents an error rate of 1 in 100 (meaning every 100 bp sequencing read 
may contain an error), with a corresponding calling accuracy of 99%; Q30 as 1 in 1000 (0.1%). Higher Q scores indicate a smaller 
probability of error.
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2.3  差异性表达基因Gene Ontology功能预测 
结合Gene Ontology数据库，对HepG2细胞中

由于虾青素的作用表达量发生差异性变化的基因

进行GO功能分类分析。结果显示，这些差异基因

在功能预测中被归类到GO三大类别（生物学进

程、细胞组分和分子功能）下的51个二级类别。

其中生物学进程类别在三大类别中的总注释量最

多（20个），多数基因主要富集在细胞加工、代

谢过程和生物调节等方面；其次是细胞组分类别

（16个），其中多数基因主要涉及细胞组分、细

胞器、细胞器组分及细胞膜方面；而分子功能这

一类别所占的总注释量较少（共15个，明显的有4
个），其中多数基因主要与催化、结合功能以及

转运功能相关，见图2。

2.4  差异基因KEGG Pathway显著性富集分析 
通过KEGG Pathway显著性富集分析可获知差

异表达基因参与的生理生化途径。结果显示，差异

图1  HepG2细胞虾青素处理条件下的差异基因表达火山图
Figure 1  Volcano plot of differentially-expressed genes in 
HepG2 cells treated with astaxanthin

图2  HepG2细胞虾青素处理条件下的差异基因表
达GO功能预测
Figure 2  GO function prediction of differentially-
expressed genes in HepG2 cells treated with 
astaxanthin

表达基因富集分析涉及6条通路，分别是：代谢通

路、遗传信息过程通路、环境信息过程通路、细胞

过程、转运及异化作用等途径、环境适应、内分泌

及代谢疾病。其中涉及翻译途径的差异表达基因最

多，共2 201个；其次是折叠分拣降解通路，共1 968
个；第三是碳水化合物途径，共1 637个，氨基酸代

谢有1 496个，转运和异化作用则有1 373个。这几

条通路的总注释量占全部注释量的60%以上，其结

果也凸显了虾青素在体内作为抗氧化剂参与细胞翻

译活动及碳水化合物等物质代谢的特性，主要影响

肝癌细胞HepG2的主要通路及途径，见图3。 
2.5  翻译过程差异表达基因与核糖体的关系

根据翻译通路的大量差异基因富集，我们对差

异表达基因进一步筛选，发现除了核糖体RNA、

核糖体蛋白基因L29、L30、L7A、L12、L4le和LX
等基因表达基本不变之外，其他126个相关基因都

呈现下调。说明经虾青素处理后，HepG2细胞的翻

译过程几乎完全被抑制，见图4。

3  讨论
此前有研究报道了5~50 µg/ml虾青素对肝癌

细胞系增殖和凋亡的影响，MTT法检测了藻类虾

青素的细胞毒性效应。研究显示虾青素处理细胞

后，会干扰微管网络的正常重组，并抑制了在中

期有丝分裂和细胞增殖所需正常纺锤体的形成，

从而导致细胞周期被阻滞在G2/M阶段，并最终导

致细胞凋亡[6]。我们的预实验也证实了虾青素对

肝癌细胞的IC50是25 µg/ml，因此，本研究选择了   

25 µg/ml浓度下，处理肝癌HepG2细胞48 h，进行

相关的机制研究。

在正常机体内，细胞凋亡与细胞增殖处于动

态平衡状态，而肿瘤细胞中其生长繁殖不受正常
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生长调控系统的控制，能持续地分裂增殖，导致

凋亡相对减少，两者平衡失调，进而形成肿瘤[11]。

因此，找到一种有效抑制肿瘤细胞增殖的药物很

有必要。肿瘤分子学研究中，最新的RNA测序技

术已成功取代基因芯片技术，成为时下从全基因

组水平探究基因表达的主流方法。相比于基因芯

片技术而言，其具有更宽的动态范围以及更高的

敏感度等优点，因此，本研究采用       IlluminaTM 
HiSeq 4000测序技术研究了虾青素对肝癌细胞

HepG2转录组的影响。 
测 序 结 果 表 明，在 虾 青 素的 作 用 下，细 胞

HepG2差异表达基因表达明显下调的基因数显著高

于上调基因数，提示其对细胞主要是抑制作用；同

时我们对HepG2细胞中虾青素作用的GO功能分类分

析，结果显示：主要的功能预测中，生物学过程类

别在三大类别中的总注释量最多，主要富集在细胞

加工、代谢过程和生物调节等方面；其次是细胞组

分，主要涉及细胞组分、细胞器、细胞器组分及细

胞膜方面；而分子功能这一类别多数基因与催化、

结合功能以及转运功能相关。差异表达基因富集分

析涉及代谢通路，包括核苷酸、碳水化合物、氨基

酸、脂类及能量代谢等途径；遗传信息过程包括翻

译、折叠分拣及降解、转录、复制及修复等；环境

信息过程包括信号转导和膜转运等；细胞过程涉及

转运及异化作用等途径。其中涉及翻译途径的差异

表达基因最多（共2 201个），说明虾青素在体内作

图3  HepG2细胞虾青素处理条件下的差异基因
表达KEGG通路富集
Figure 3   KEGG enrichment  analysis  of 
differentially-expressed genes in HepG2 cells 
treated with astaxanthin

图4  核糖体各组分基因的
大幅度下调
Figure  4   S ign i f i cant ly 
down-regulated ribosome 
related genes
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为抗氧化剂参与细胞翻译活动及碳水化合物等物质

代谢的特性。与前面提及的少数研究肝癌细胞的抑

制或凋亡机制有所不同，如早期的研究表明，虾青

素抑制肝癌细胞的原理可能跟细胞周期有关[6]。芍

药内酯苷在体外实验中表现出对HepG2细胞的增殖

抑制与降低侵袭作用，可能是通过调节信号转导、

代谢活动、神经活性、钙离子跨膜转运等通路上的

变化实现的[12]；基因功能注释结果表明，三七总皂

苷通过改变多个基因的表达，影响与肝癌细胞密

切相关的生物学进程和信号通路[13]；采用高通量测

序技术IlluminaTM HiSeq 2000对肝癌BEL-7402细胞

的α-硫辛酸处理组和对照组进行转录组测序，再进

行系统的生物信息学分析并筛选出Bcl-2家族蛋白

相关的差异表达基因。根据测序分析结果表明，α-
硫辛酸可能通过调控Bcl-2家族相关的凋亡基因促

进肝癌细胞凋亡[14]。本研究获得了大量的转录本信

息，极大地丰富了HepG2细胞的基因组数据库。通

过对测序结果的进一步分析，挖掘了虾青素作用于

肝癌细胞的核糖体RNA及蛋白相关基因，为后续研

究虾青素抑制肝癌细胞生长的分子机制提供线索。

虾青素作为自然界最强抗氧化剂[15-17]，可以通过

降低氧化应激抑制大鼠良性前列腺增生、抑制幽门

螺杆菌感染的人胃上皮细胞基因表达以及促进肺癌

人类肺泡基底上皮细胞A549的抗癌作用和溶酶体酸

化作用而实现治疗效果；但本研究发现，在转录组

层面上并没有发现氧胁迫、抗氧化相关的通路发生

明显改变，说明虾青素抗癌机制的多样性及复杂性，

还需要进一步对更多的细胞系进行对比分析。

综上，肝癌发生发展过程涉及多个生物学过程

和信号通路的改变。本研究分析了虾青素对肝癌

HepG2细胞基因表达的影响，探讨虾青素处理肝癌

细胞后的基因表达差异，并对其进行生物学信息

分析。有统计学差异表达基因4 997个，其中上调

的基因1 564个，下调的基因3 433个。虾青素通过

影响多个与代谢相关的生物学进程和信号通路，

其中抑制翻译过程可能在虾青素调控肝癌的凋亡

过程中发挥主要作用。本研究取样时间、细胞种

类都有限，后续争取增加更多的肝癌模型细胞，结

合转录组，进行更多的如蛋白质、代谢组学等，全

面深入地探究虾青素抑制肝癌细胞的分子机制。
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