
activity of ΔNp63α; ③ STAT3 stimulant and inhibitor can activate and inhibit the expression of ΔNp63α detected
by Western blot; ④ Overexpression of ΔNp63α negatively control the phosphorylation level of STAT3 and knock-
down of ΔNp63α can activate the expression of P-STAT3，but no effects on HEK293T cells． Conclusion STAT3
can positive regulate the expression of ΔNp63α，while ΔNp63α in turn inhibits the activity of STAT3 in cervical
cells． It is presumed that ΔNp63α may affect the malignant biological behavior of tumor cells through the complex
regulatory mechanism with STAT3．
Key words cervical cancer; ΔNp63α; STAT3; IL-6
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结核分枝杆菌耐药性相关膜蛋白 MmpL6 的表达与纯化
崔克乐1，李 静2，孙安源1

摘要 目的 构建结核分枝杆菌外排泵蛋白 MmpL6
( Rv1557) 表达载体，在大肠杆菌 E． coli中诱导 MmpL6 蛋白
高表达并进行纯化。方法 以结核分枝杆菌 H37Rv 菌株基
因组 DNA为模板，采用聚合酶链反应扩增目的基因片段，构
建 pET21b-MmpL6 表达载体。将表达载体转化至大肠杆菌
中，加入异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷( IPTG) 诱导重组蛋
白表达，并针对不同表达菌株、温度进行优化，获取最优表达
条件。采用 Ni-NTA亲和层析以及凝胶过滤色谱纯化目标蛋
白。结果 成功构建 pET21b-MmpL6 重组表达质粒，经
IPTG诱导后，在 Rosetta 菌株中 25 ℃条件下获得最高表达
量。结论 成功表达并纯化了 MmpL6 蛋白，为该蛋白后续
的结构与功能研究奠定了基础。

关键词 结核分枝杆菌; 外排泵蛋白; 原核表达; 纯化; 亲和
层析
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结核病是世界范围内流行的三大传染性疾病之
一，对人类健康具有严重危害［1］。结核分枝杆菌是
结核病的致病菌，能够产生多种致病因子，并极易发
生毒力、免疫原性和耐药性等变异，其中耐药性变异
是目前结核病治疗上的重要难题。研究［2］显示，分
枝杆菌存在药物主动外排泵的表达，是结核分枝杆
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菌内生耐药性的重要机制。结核分枝杆菌 H37Rv
株基因组有 20 个编码外排泵蛋白的开放阅读框［3］。
根据氨基酸序列的同源性，这些蛋白大致分为四类:
MFS ( major facilitator superfamily ) 类、RND ( resist-
ance-nodulation-division family ) 类、ABC 转 运 体
( ATP-binding castle transporters ) 和 SMR ( small
multi-drug resistance) 类。这些药物外排泵蛋白主要
转运氟喹诺酮类、四环素、氨基糖苷类药物［4］。

在转运蛋白的 RND超家族中，MmpL 家族蛋白
已经成为研究棒状细菌细胞包膜相关功能的重要切
入点［3 － 4］。结核分枝杆菌的基因组编码有 13 个
MmpL蛋白［3］，拓扑结构预测表明 MmpL 家族具有
典型的 12 次跨膜结构。然而 MmpL6( Rv1557) 预测
只有 6 次跨膜，因此是 MmpL 家族中较为特殊的一
个成员，目前对于其功能尚未有明确报道。该研究
将构建 MmpL6 蛋白的原核表达载体，在大肠杆菌中
表达目的蛋白，为进一步制备蛋白，研究其结构与生
物学功能，设计针对 MmpL 家族的抗结核药物提供
线索和基础。

1 材料与方法

1． 1 试剂与菌株 PrimeSTAR HS DNA Polymer-
ase、dNTP Mixture、100 bp DNA Marker、限制性内切
酶 Nde I、Xho I、T4 DNA Ligase等购自大连宝生物工
程有限公司; TIANprep mini plasmid kit( 50 次) 购自
北京天根生化科技有限公司; Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System、anti-His 抗体购自美国 Pro-
mega公司;异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷 ( isopro-
pyl β-D-1-thiogalactopyranoside，IPTG) 购自美国 Sig-
ma-Aldrich 公司; N-十二烷基-β-D-麦芽糖苷 ( n-do-
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decyl-β-D-maltoside，DDM) 、十二烷基二甲基氧化
胺 ( lauryl-dimethylamine-N-oxide，LDAO) 等去垢剂
购自美国 Anatrace公司; PageRuler Protein Ladder 购
自美国 Thermo公司; Ni-NTA蛋白纯化凝胶以及 Su-
perdex200 10 /300GL 色谱柱、AKTA Purifier 液相层
析系统购自美国 GE 公司。引物合成与 DNA 测序
由上海生工生物工程股份有限公司完成。
1． 2 方法
1． 2． 1 MmpL6 表达载体的构建 运用 PCR 方法，
从结核分枝杆菌 M． tuberculosis H37Ra 菌株基因组
中扩增得到 MmpL6 ( Rv1557 ) 全长 DNA 片段，所用
引物 序 列 为 5'-AGGAATTCCATATGGTGCAGGG-
GATTTCAGTGACTG-3'( 正向引物) ，引入 NdeⅠ酶
切位 点 ( 酶 切 位 点 用 下 划 线 标 注 ) ; 5'-ATC-
CGCTCGAGACGGTGGG TAGCCACCTGAG-3' ( 反向
引物) ，引入 Xho I酶切位点。PCR扩增反应条件为
95 ℃预变性 2 min 、98 ℃变性 30 s、58 ℃退火 30 s、
72 ℃延伸 1 min、循环 30 次、72 ℃延伸 5 min。琼脂
糖凝胶电泳后，切胶回收大小为 1 194 bp 左右
MmpL6 目的片段，将目的片段及 pET21b 载体分别
经 Nde I /Xho I双酶切后，采用 T4 连接酶 16 ℃连接
12 h，转化连接产物至 E． coli Top10 感受态细胞中，
挑取卡那霉素( 50 μg /ml) 阳性平板上的克隆，以通
用引物 T7 /T7 Terminate 进行 PCR 扩增，挑选阳性
克隆提取质粒，进行双酶切及测序鉴定。
1． 2． 2 MmpL6 蛋白的表达条件筛选及优化 将构
建成功的 pET21b-MmpL6 表达载体分别转化至
E． coli BL21( DE3 ) 、RP、Rosetta 等表达菌株中。挑
取单克隆菌落接种至 4 ml 液体 LB 培养基，加入终
浓度为 100 μg /ml的氨苄青霉素，37 ℃摇床过夜培
养。按1 ∶ 50的比例将过夜培养的菌液接种至 10 ml
含抗生素的 LB培养基中，于 37 ℃摇床中震荡培养
至 600 nm 光吸收( optical delnsity，OD600 ) 值约为
0. 6，再分别转移至不同温度( 37、25、12 ℃ ) 的摇床
中继续培养至 OD600 ≈ 0. 8，加入终浓度为 0. 5
mmol /L的 IPTG 诱导蛋白表达; 37、25、12 ℃条件下
分别继续培养 4、12、24 h。收集诱导表达后的菌液，
14 000 r /min离心 5 min后去除上清液，菌体沉淀用
500 μl lysis buffer ( 70 mmol /L Tris pH 8. 0、300
mmol /L NaCl、5 mmol /L imidazole) 重悬并在冰浴中
超声裂解。裂解后的菌液 14 000 r /min、4 ℃条件
下离心 20 min，保留上清液。将上述细菌上清液进
行 SDS-PAGE电泳，转移至 PVDF 膜，用含 3% BSA
的 PBS 封闭过夜，加入 1 ∶ 2 000 的 anti-His 鼠源

IgG单克隆抗体( 一抗) ，4 ℃孵育 2 h 后洗去一抗;
加 1 ∶ 5 000 的羊抗鼠 IgG 抗体( 二抗) 孵育 2 h; 洗
去二抗，加入辣根过氧化酶 /碱性磷酸酶显色剂孵育
后进行化学显色检测。
1． 2． 3 MmpL6 蛋白纯化去垢剂的筛选 选取小量
表达筛选到的最适表达条件表达约 1 L 菌液，离心
收集菌体沉淀，并用适量 lysis buffer ( 50 mmol /L
Tris pH 8. 0、500 mmol /L NaCl、5 mmol /L imidazole，
5% glycerol) 重悬，进行超声破碎。将超声破碎后
的菌液 14 000 r /min，4 ℃下离心 20 min，取上清
液。剩余上清分成若干份，分别加入不同种类的去
垢剂，包括 SDS、Empigen、Triton-X100、DM、DDM、
LDAO、C12E8、C8E4、β-OG 等，终浓度 1% ～ 2%
( w /v) ，在室温下混合约 1 h。将混合液在 32 000 r /
min，4 ℃条件下超速离心 1 h，取超速离心前后的
上清样品用于 Western blot 检测。比较超速离心前
后样品上清液中蛋白的含量，判定去垢剂对膜蛋白
的溶解能力。
1． 2． 4 MmpL6 蛋白的 Ni-NTA 磁珠亲和纯化 转
化有 pET21b-MmpL6 表达载体的表达菌株接种至
LB培养基中，37 ℃条件下培养至 OD600约为 0. 6，随
后转至 12 ℃摇床中，培养至 OD600≈0. 8，加入终浓
度为 0. 5 mmol /L的 IPTG，继续在 12 ℃摇床中培养
48 h，诱导目标蛋白表达。收集诱导表达后的菌液，
4 000 r /min离心 20 min后去除上清液，菌体沉淀用
适量 lysis buffer［50 mmol /L Tris pH 8. 0、500 mmol /
L NaCl、5 mmol /L β-ME］重悬 ( 1 L菌液约 50 ml ly-
sis buffer) 。将重悬后的菌液放至冰水浴中冷却并
进行超声裂解。裂解后的菌液在 14 000 r /min、4 ℃
条件下离心 20 min，保留上清液。向上清液中加入
终浓度为 1% ( w /v) 的 LDAO，4 ℃条件下混合孵
育约2 h。随后向溶液中加入 4 ml Ni-NTA凝胶，在 4
℃条件下混合约 30 min。将混合液加入 25 ml层析
柱中让其自然流穿。待液体全部流穿后，逐步加入
10 倍柱体积的 washing buffer I［50 mmol /L Tris pH
8. 0、500 mmol /L NaCl、5 mmol /L β-ME、0. 1% ( w /
v) LDAO］洗脱未结合的杂蛋白。随后逐步加入 10
倍柱体积的 washing buffer II ［50 mmol /L Tris pH
8. 0、500 mmol /L NaCl、5 mmol /L β-ME、0. 1% ( w /
v) LDAO、20 mmol /L imidozole］洗脱非特异结合的
杂蛋白。最后，逐步加入 5 倍柱体积的 elution buffer
［50 mmol /L Tris pH 8. 0、500 mmol /L NaCl、5 mmol /
L β-ME、0. 2% ( w /v ) LDAO、200 mmol /L imido-
zole］洗脱目的蛋白，收集全部洗脱液。上述步骤所
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用 buffer均在冰水中预冷。
1． 2． 5 MmpL6 蛋白的大量纯化 将 Ni-NTA 亲和
纯化得到的蛋白洗脱液转入截留分子量为 10 ku 的
超滤离心管中，3 200 r /min、4 ℃条件下离心至终体
积约 1 ml。将浓缩后的蛋白溶液在 14 000 r /min、4
℃条件下离心 20 min，使用 ATKA Purifier 液相层析
系统进行凝胶过滤色谱 ( gel-filtration chromatogra-
phy) 纯化。选用 Superdex75 10 /300GL 色谱柱层，
流动相成分为 50 mmol /L Tris pH 8. 0、500 mmol /L
NaCl、2 mmol /L DTT、0. 1% ( w /v) LDAO，5% ( v /
v) glycerol;实验温度 10 ℃。根据 280 nm吸收曲线
收集状态均一的蛋白洗脱液，并进行 SDS-PAGE 检
测。

2 结果

2． 1 原核表达载体 pET21b-MmpL6 的构建及鉴
定 以结核分枝杆菌 M． tuberculosis H37Ra 菌株基
因组 DNA为模板，通过 PCR扩增，检测到大小位于
1 200 bp附近的条带 ( 图 1A) ，与目的蛋白 MmpL6
的基因片段( 1 194 bp) 大小一致。PCR产物连接至
pET21b载体后，经过氨苄青霉素抗性筛选，获得能
够扩增出 1 200 bp 大小基因片段的阳性克隆 ( 图
1B) ;进一步提取 PCR 阳性克隆中的重组质粒并用
Nde I /Xho I 对进行双酶切鉴定，产生的两个片段大
小与预期结果相符合( pET21b 载体大小为 5 442
bp，MmpL6 基因为 1 194 bp ) ( 图 1B) 。最后的测序
结果表明，重组质粒中的 MmpL6 序列与 GenBank
数据库中的序列完全一致，证明 pET21b-MmpL6 质
粒构建成功。
2． 2 pET21b-MmpL6 的诱导表达 为获取
MmpL6 蛋白在 E． coli不同菌株中的最优表达条件，
分别检测了在 BL21 ( DE3 ) 、RP、Rosetta 表达菌株
中，在 37、25、12 ℃条件下经 IPTG诱导蛋白表达量。
用 anti-His 抗体进行 Western blot 检测，结果显示，
BL21( DE3) 菌株在 3 个温度条件下均未检测到目
的蛋白条带; RP 菌株中，37 ℃和 12 ℃下检测到极
弱的目的蛋白条带; Rosetta 菌株中，37、25、12 ℃ 三
个温度条件下均检测到目的蛋白的表达，在 25 ℃和
12 ℃条件下表达量较高。因此最终确定 MmpL6 蛋
白的最优表达条件为 pET21b 载体，Rossetta 菌株，
25 ℃下 0. 5 mmol /L IPTG诱导 12 h 或 12 ℃下 0. 5
mmol /L IPTG 诱导 24 h。见图 2。

图 1 原核表达载体 pET21b-MmpL6 的构建及鉴定
A: MmpL6 基因的 PCR 扩增; M: 100 bp DNA Marker; 1: PCR 产

物; B:菌液 PCR 及双酶切鉴定; 1: pET21b-MmpL6 质粒; 2: pET21b-

MmpL6 Nde I /Xho I 双酶切; 3:菌液 PCR产物

图 2 Western blot检验 pET21b-MmpL6 表达MmpL6 蛋白

2． 3 MmpL6 蛋白纯化去垢剂的选择 MmpL6 蛋
白是结核分支杆菌细胞膜上的蛋白，体外需借助去
垢剂帮助才能在溶液中保持稳定且均一的状态，因
此对用于 MmpL6 纯化的去垢剂进行了筛选，以获取
最合适的纯化条件。分别检测了在 SDS、DM、DDM、
LDAO、AZ312、AZ314、AZ316、Emipgen、β-OG、
C12E8、C8E4、Triton-X100 等去垢剂。通过 Western
blot检测去垢剂溶解前与溶解后溶液中蛋白含量
( 如图 3，分别对应各去垢剂条件下第一与第二个样
品) ，结果显示 SDS、LDAO、AZ312、AZ314、AZ316、
Emipgen、C12E8、C8E4 等去垢剂对 MmpL6 的提取
能力较好，而 DM、DDM 较弱，Triton-X100、β-OG 几
乎不能将 MmpL6 蛋白从 E． coli细胞膜上提取出来。
因此，后续将使用常用的 LDAO对 MmpL6 蛋白进行
纯化。见图 3。
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图 3 Western blot法检测不同去垢剂对MmpL6 蛋白提取效果

2． 4 MmpL6 蛋白的大量纯化及凝胶排阻色谱分
析 大量表达 MmpL6 蛋白，采用 Ni-NTA 亲和层析
纯化，对纯化各步骤样品进行 SDS-PAGE 检测。经
过含 20 mmol /L 咪唑的缓冲液洗去杂蛋白，最后用
含 200 mmol /L 咪唑的缓冲液洗脱目的蛋白 ( 图
4A) ，在 SDS-PAGE图上可以看到明显的蛋白条带，
位于 35 ～ 45 ku，与 MmpL6 蛋白的理论分子量 42. 4
ku相符合( 图 4B) 。

图 4 MmpL6 蛋白 Ni-NTA亲和纯化结果

A: MmpL6 蛋白 Ni-NTA 亲和层析纯化谱图; 峰 1: 含 20 mmol /L

咪唑缓冲液洗脱;峰 2:含 20 mmol /L 咪唑缓冲液洗脱; B: MmpL6 蛋

白 Ni-NTA亲和层析纯化的 SDS-PAGE 检测; 1: 全细胞裂解液; 2: 全

细胞裂解液 14 000 r /min离心后沉淀; 3:全细胞裂解液 14 000 r /min

离心后上清液; 4:加入 LDAO 提取后的上清液; 5: Ni-NTA 结合后流

穿液; 6:含 20 mmol /L咪唑缓冲液洗脱; 7: 含 200 mmol /L 咪唑缓冲

液洗脱; M: Marker

对 Ni-NTA 亲和层析纯化得到的 MmpL6 进行
凝胶过滤色谱 ( 分子筛) 分析。经 Superdex75 10 /
300 色谱柱纯化后，在 280 nm 波长下出现两个明显
的吸收峰，分别位于 8. 05 ml 及 11. 04 ml( 图 5A) 。
8. 05 ml位于色谱柱外水体积附近，是高度聚集的
( 分子量超过 200 ku) 蛋白组分;根据标定的色谱柱
标准曲线，计算得出 11. 54 ml对应的蛋白表观分子
量约为 39. 5 ku，与 MmpL6 蛋白的理论分子量 42. 4
ku一致，表明 MmpL6 蛋白在溶液中以单体形式存
在。凝胶过滤色谱图上目的蛋白吸收峰形状对称，
表明蛋白均一性很好; SDS-PAGE 结果显示经凝胶
过滤色谱纯化后的目的蛋白纯度达到了 95%以上
( 图 5B) 。

图 5 MmpL6 蛋白凝胶过滤色谱纯化结果
A: MmpL6 蛋白凝胶过滤色谱纯化谱图; B: MmpL6 蛋白凝胶过

滤色谱纯化的 SDS-PAGE检测; 1 ～ 6: 对应 A 图各收集管数; 7: 1 ～ 6

管混合后样品; M: Marker

3 讨论

由细胞膜上的转运蛋白或者外排泵蛋白参与的
物质外排，被认为是细菌耐药的重要机制。与其他
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RND蛋白一致，如被广泛研究的大肠杆菌多药物外
排泵蛋白 AcrB ( AcrAB-TolC 外排泵系统的主要功
能分子) ［5］，结核分枝杆菌 MmpL 转运蛋白具有典
型的拓扑结构，同样需要内膜电化学质子梯度以发
挥功能［6 － 7］。然而，不同于介导外源化合物外排的
AcrAB-TolC系统，MmpL 蛋白质似乎倾向于以较高
的底物特异性输出内源亲脂性分子［8 － 9］。目前已有
的研究［10］显示，MmpL家族蛋白参与多种物质的转
运，如海藻糖单环孢菌素 ( MmpL3 ) ; 聚酮化合物硫
青 霉 烯 二 肌 酸 酯 ( MmpL7 ) ［11］，磺 脂 酰-1
( MmpL8) ［12］;酰化海藻糖的转运( MmpL10 ) ［13］，二
甲酰基甘油和非糖酸酯 ( MmpL11 ) ［14］。另外，
MmpL5 和 MmpL7 参与药物外排过程也得到了证
实［15］。外排泵赋予一种或几种药物耐受性的研究
已经在分枝杆菌中得以证实。但是，这些研究多限
于野生株及其实验突变株，有关泵的底物与耐药表
型的关系还未完全明确。

拓扑结构预测表明 MmpL 家族具有典型的 12
次跨膜结构，然而 MmpL6( Rv1557) 预测只有 6 次跨
膜，是 MmpL家族中较为特殊的一个成员。理论上，
6 次跨膜蛋白在功能上能够行使物质转运功能，因
此推测 MmpL6 可能代表了 MmpL 家族蛋白发挥生
物学功能的最小单元。目前，对于 MmpL6 的研究并
不透彻，其结构模式、转运分子以及物质转运机制仍
有待揭示。本项目的研究成功实现了 MmpL6 蛋白
在原核表达系统中的高表达，纯化结构也显示了
MmpL6 蛋白在体外的状态稳定性和均一性，为后续
深入研究其结构与功能奠定了基础。

以 MmpL6 的表达纯化为基础，将能够借助生物
化学手段对 MmpL6 的物质转运以及相关药物外排
功能进行鉴定，阐明结核分枝杆菌耐药性发生的结
构基础和分子机制。这些研究也将对抗结核病新型
药物的开发产生影响，诸如改进药物设计、避免药物
成为外排泵的底物、增加药物的持续内流、筛选有效
的外排泵特异抑制剂，这些都将为临床上更有效地
预防和治疗疾病有价值的线索。
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Expression and purification of multidrug resistance related
membrane protein MmpL6 of Mycobacterium tuberculosis

Cui Kele1，Li Jing2，Sun Anyuan1

( 1Dept of Clinical Laboratories，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001;
2Dept of Biology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To construct the prokaryotic expression vector carrying Mycobacterium tuberculosis gene
mmpL6 ( rv1557) ，overexpress and purify the recombinant MmpL6 ( Rv1557 ) protein in Escherichia coli ( E． co-
li) ． Methods The DNA fragment of MmpL6 was amplified by polymerase chain reaction using the genomic DNA
of Mycobacterium tuberculosis H37Rv strain as a template． The target gene was cloned into pET21b vector to con-
struct the pET21b-MmpL6 expression plasmid，and then transformed into E． coli for protein expression． Recombi-
nant protein expression was induced by isopropyl β-D-thiogalactopyranoside ( IPTG) and detected by SDS-PAGE
combined with Western blot． The overexpressed MmpL6 protein was purified by Ni-affinity chromatography and gel
filtration chromatography． Results The recombinant pET21b-MmpL6 plasmid was successfully constructed and the
highest expression level was obtained at 25 ℃ in Rosetta strain induced by IPTG． Conclusion The successful ex-
pression and purification of MmpL6 in E． coli lays the foundation for the further structure and function studies of the
protein，and also provides clues to the design of anti-tuberculosis drugs targeting efflux pump proteins．
Key words Mycobacterium tuberculosis; efflux pump protein; prokaryotic expression; purification; affinity chro-
matography
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丹皮酚逆转内质网应激诱导的 HepG2 细胞凋亡抵抗
范璐璐1，孙国平1，查丽霞2，马 泰1

摘要 目的 探讨丹皮酚逆转内质网应激诱导的 HepG2 肝
癌细胞凋亡抵抗的作用机制。方法 采用 MTT 及末端双脱
氧核苷酸转移酶介导的 dUTP 缺口标记技术( TUNEL) 观察
内质网应激诱导剂衣霉素对正常人肝细胞株 HL-7702 及人
肝癌细胞株 HepG2 细胞的增殖抑制及凋亡作用; Western
blot 法测定内质网应激诱导剂衣霉素对正常肝细胞 HL-7702
及肝癌细胞 HepG2 的环氧合酶-2 ( COX-2 ) 表达的影响; 采
用 Western blot法及 TUNEL 法观察 COX-2 的选择性抑制剂
塞来昔布对内质网应激下的肝癌细胞 HepG2 COX-2 的表达
及凋亡的影响; 采用 MTT及 TUNEL法观察丹皮酚对内质网
应激下的 HepG2 肝癌细胞的增殖抑制及凋亡作用; Western
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blot法观察丹皮酚对内质网应激诱导的 HepG2 肝癌细胞
COX-2 表达的影响。结果 与正常肝细胞 HL-7702 相比，在
TM诱导的内质网应激作用下肝癌细胞 HepG2 的增殖抑制
率及凋亡率减少( P ＜ 0. 05) ，并且内质网应激可诱导肝癌细
胞 HepG2 产生 COX-2 蛋白。而丹皮酚可下调内质网应激诱
导的 HepG2 肝癌细胞中 COX-2 的表达，并使内质网应激诱
导的肝癌细胞的凋亡增加。结论 丹皮酚可通过下调 COX-
2 的表达从而逆转内质网应激诱导的 HepG2 肝癌细胞凋亡
抵抗。
关键词 肝癌;内质网应激;环氧合酶-2; 细胞凋亡;丹皮酚
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肝癌是临床上常见的恶性肿瘤，据最新统计，全
世界新发肝癌患者每年约 60 万，居恶性肿瘤的第 5
位 ，肝癌因此被称为“肿瘤之王”［1 － 2］。有文献［3 － 4］

报道内质网应激( endoplasmic reticulum stress，ERS)
诱导的凋亡抵抗是肝癌化疗耐药的重要原因之一，
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