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［摘　要］目的：探讨ｓｉＲＮＡ干扰对人肝癌ＨＣＣＬＭ３细胞细胞分裂相关基因ＮＵＦ２蛋白表达及细胞迁移与侵
袭能力的影响。方法：转染ｓｉＲＮＡ到ＨＣＣＬＭ３细胞，采用ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＨＣＣＬＭ３细胞的 ＮＵＦ２蛋白表达；
应用划痕、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验检测转染 ｓｉＲＮＡ后，肝癌 ＨＣＣＬＭ３细胞体外迁移和侵袭能力。结果：ｓｉＲＮＡ
转染组ＨＣＣＬＭ３细胞ＮＵＦ２蛋白的表达明显低于对照组，ＨＣＣＬＭ３细胞迁移和侵袭能力均显著低于对照组，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：下调ＮＵＦ２基因的表达能有效抑制肝癌细胞ＨＣＣＬＭ３的迁移和侵袭，ＮＵＦ２
可能成为肝癌治疗的新靶点。
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　　肝细胞癌是一种侵袭和转移能力很强的常见
恶性肿瘤，其发病率和死亡率近年来逐渐上升［１］。

肝癌治疗手段包括手术切除、射频消融、肝移植和

分子靶向治疗等，但由于肝癌的高侵袭及高转移特

性，采用现有的治疗手段治疗后容易出现复发和转

移［２－６］，因此探讨肝癌细胞的侵袭、转移机制具有

重要的临床意义。细胞分裂相关基因 ＮＵＦ２又名
ＣＤＣＡ１，是动粒 －微管连接中的重要组成部分，在
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细胞有丝分裂过程中起到稳定着丝粒和使染色体

正确分离的作用［７－８］。研究发现，ＮＵＦ２在多种恶
性肿瘤中表达上升，且在肿瘤形成与发展过程中起

重要作用［９］。但 ＮＵＦ２与肝癌的侵袭转移是否有
关尚未见报道，本研究旨在研究 ｓｉＲＮＡ干扰沉默
ＮＵＦ２基因对肝癌迁移和侵袭能力的影响。

１　材料和方法

１．１　细胞、仪器与试剂
肝癌细胞株 ＨＣＣＬＭ３购自美国模式培养物集

存库（ＡＴＣＣ），ＤＭＥＭ培养基、胰蛋白酶和胎牛血
清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，ＮＵＦ２抗体购自 Ａｂｃｏｍ公
司，ＮＵＦ２ｓｉＲＮＡ及其阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，
ＮＣ）购自广州锐博公司，ＧＡＰＤＨ抗体购自武汉三
鹰公司，二抗购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，脂质体 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室购自美国 Ｃｏｍｉｎｇ公司，基质胶 Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自
美国ＢＤＢｉｏｓｅｉｅｎｅｅｓ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＨＣＣＬＭ３细胞培养与传代　将冻存于液氮
中的肝癌ＨＣＣＬＭ３细胞株３７℃水浴箱中快速融
化并转移至离心管，８００ｒ／ｍｉｎ低温离心５ｍｉｎ，弃
上清，将细胞重新悬浮于 １ｍＬ新鲜培养液于
３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养。待细胞贴壁，
换培养液 １次，至细胞密度达到 ８０％开始传代。
吸去培养液，加０２５％胰蛋白酶１～２ｍＬ３７℃消
化２～３ｍｉｎ，镜下观察细胞间距增大，有颗粒感时
滴加培养液 ２ｍＬ终止消化。加 １０％胎牛血清
ＤＭＥＭ培养基制成单个细胞悬液，置于培养箱内
形成单层即可进行实验。

１．２．２　细胞转染　接种 ＨＣＣＬＭ３细胞，当细胞密
度为５０％～６０％时，按照脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００
转染试剂说明要求将 ｓｉＲＮＡ和其阴性对照（ＮＣ）
分别转染ＨＣＣＬＭ３细胞，ｓｉＲＮＡ组和ＮＣ组的浓度
均为５０ｎｍｏｌ／Ｌ。
１．２．３　ＮＵＦ２蛋白表达　ＮＵＦ２ｓｉＲＮＡ细胞转染
４８ｈ后，裂解细胞提取蛋白质，用 ＢＣＡ法测蛋白
浓度。取３０μｇ蛋白上样到９％ ＳＤＳＰＡＧＥ胶，电
泳、转膜至 ＰＶＤＦ膜（用甲醇浸泡），５％牛奶（溶于
１ＸＴＢＳＴ）室温封闭１ｈ。根据膜上蛋白 ｍａｒｋ裁剪
ＰＶＤＦ膜，再将膜放入一抗中（ＮＵＦ２抗体１∶２０００，
ＧＡＰＤＨ抗体１∶３０００）４℃孵育过夜。洗膜后再用
相应的辣根过氧化物酶标记的二抗（１∶３０００）室温

孵育１ｈ，曝光显影，用软件 ＩｍａｇｅＪ１．４２测灰度值，
并与内参相比得其相对表达量。

１．２．４　细胞划痕实验　ＨＣＣＬＭ３细胞转染后，当
细胞密度达９０％时，２００μＬ枪头保持垂直进行划
痕，ＰＢＳ清洗细胞２次以除去划痕后脱落的细胞，
放入细胞培养箱中继续培养。分别在划痕后０ｈ
和２４ｈ两个时间点进行拍照，统计不同处理组细
胞迁移速率。

１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验　无血清培养基稀
释Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（６∶１），取８０μＬ均匀铺于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室上室，３７℃孵育１ｈ。转染２４ｈ后的ＨＣＣＬＭ３
消化、离心、计数，调整细胞浓度为３×１０８／Ｌ，取
各组细胞悬液２００μＬ加人 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，在
下室加入２０％胎牛血清 ＤＭＥＭ培养基５００μＬ作
为趋化因子，常规培养２４ｈ。取出 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，
用棉签擦去上室剩余培养基和未发生转移的细胞，

用１％多聚甲醛固定细胞２０ｍｉｎ后弃去多聚甲醛，
加入０１％的结晶紫染液染色３０ｍｉｎ。光学显微镜
下观察侵袭至膜上的细胞数，每个复孔取５个视野
进行计数，并取均数进行统计。

１．３　统计学处理
数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ

１９．０统计软件进行分析，两样本比较采用 ｔ检验，
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｓｉＲＮＡ沉默ＮＵＦ２基因的效率
ＨＣＣＬＭ３细胞转染 ｓｉＲＮＡ４８ｈ后收取细胞，

提取总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＵＦ２蛋白表达，
ＧＡＰＤＨ作为内参。结果显示，干扰组 ＮＵＦ２蛋白
的表达较阴性对照组（ＮＣ）显著下降（Ｐ＜００５）。
见图１。

（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图１　ＮＵＦ２蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｉｎｇ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＵＦ２ｐｒｏｔｅｉｎ
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２．２　体外细胞迁移能力
ＨＣＣＬＭ３细胞划痕实验显示，ｓｉＲＮＡＮＵＦ２转

染组的细胞迁移能力明显降低，与 ＮＣ组比较，其
迁移速度为ＮＣ组的（０４７±００４）倍，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）。提示 ＲＮＡ干扰沉默 ＮＵＦ２基
因表达能显著降低肝癌 ＨＣＣＬＭ３细胞的迁移能
力。见图２。
２．３　体外细胞侵袭能力

ＨＣＣＬＭ３细胞小室侵袭实验显示，ｓｉＲＮＡ
ＮＵＦ２转染组穿过小室的细胞数为（６０２０±６３１）
较ＮＣ组（１３１４０±９８５）明显减少，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。提示，ＲＮＡ干扰沉默ＮＵＦ２基因
表达能显著降低肝癌 ＨＣＣＬＭ３细胞的侵袭能力。
见图３。

（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图２　ＨＣＣＬＭ３细胞的迁移能力（划痕实验）
Ｆｉｇ．２　Ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｉｎｇ
ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＣＣＬＭ３ｃｅｌｌｓ

（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图３　ＨＣＣＬＭ３细胞侵袭能力（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验）
Ｆｉｇ．３　ＴｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒａｓｓａｙｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＣＣＬＭ３ｃｅｌｌｓ

３　讨论

目前，手术治疗仍是治疗肝癌首选和最有效的

方式，但肝癌患者接受根治性手术切除后５年的复
发率仍高达５０％，其中主要原因就是因为肝癌具
有高度的侵袭和转移特性［１０］。因此，如何阻滞肝

癌细胞侵袭与转移，是目前肝癌研究的热点之一。

许多研究证实，染色体的不稳定与肿瘤的形成与进

展密切相关［１１－１２］。在细胞有丝分裂过程中，染色

体分离障碍往往会导致染色体的不稳定，而由

ＮＵＦ２，ＮＤＣ８０，ＳＰＣ２４和 ＳＰＣ２５蛋 白 组 成 的
ＮＤＣ８０复合体，能够稳定动粒 －微管和保障染色
体的正常分离［１３－１４］。ＮＵＦ２作为ＮＤＣ８０复合体的
重要组成部分，在动粒 －微管的粘附中起重要作
用，涉及有丝分裂和肿瘤发生发展的重要环节［１５］。

２００２年，ＤｅＬｕｃａ等［１６］在宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞中干扰
沉默ＮＵＦ２基因，发现纺缍体形成正常，细胞进入

有丝分裂，但纺缍体不能与动粒正确黏附，细胞被

阻滞在分裂早中期，最终导致细胞死亡。该研究第

１次证实了ＮＵＦ２有某些癌基因的特征，可能作为
肿瘤治疗潜在靶点。其后，越来越多的研究发现，

ＮＵＦ２在肺癌、肝癌、膀胱癌、结直肠癌、胃癌、卵巢
癌等多种恶性肿瘤中表达升高，且涉及肿瘤细胞转

移、侵袭、分裂和增殖等多种特性［１５，１７－２０］。以上结

果均表明ＮＵＦ２的异常表达可能与肿瘤的发生发
展有密切关系。然而，ＮＵＦ２对肝癌的侵袭转移是
否有影响尚未见报道。本研究首先通过 ｓｉＲＮＡ干
扰沉默技术，瞬时抑制目的基因ＮＵＦ２的表达。划
痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验证明，ＮＵＦ２基因
表达下调后，肝癌 ＨＣＣＬＭ３细胞的迁移和侵袭能
下力显著下降（Ｐ＜００５）。因此，在肝癌的基因靶
向治疗中，ＮＵＦ２可能成为一个重要的靶点。但
ＮＵＦ２促进肝癌细胞的迁移与侵袭是通过其本身
还是与别的基因相互作用来实现有待进一步的深

入研究。
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