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论著

下调肌动蛋白丝相关蛋白 1相似蛋白 2表达
对人肝癌 Hep3B细胞增殖及凋亡的影响

陆林，白光，李东生
（锦州医科大学附属第一医院 普外科，辽宁 锦州 121000）

摘要：目的 观察肌动蛋白丝相关蛋白 1相似蛋白 2在人肝细胞癌细胞中的表达及下调后对增殖生存的

影响并探讨其机制。方法 以蛋白免疫印迹法（Western blot）及实时定量逆转录聚合酶链反应法（qRT-PCR）

检测肝细胞癌细胞株中肌动蛋白丝相关蛋白 1相似蛋白 2表达，并采用小干扰 RNA转染 Hep3B细胞株对肌

动蛋白丝相关蛋白 1相似蛋白 2表达进行下调，Western blot和 qRT-PCR检测转染效率、增殖凋亡相关基因

表达；甲基噻唑基四唑检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞周期及凋亡。结果 肌动蛋白丝相关蛋白 1相似蛋

白 2蛋白及 mRNA在肝癌细胞株 Hep3B、Huh7、HepG2、MHCC97H中均有表达，在 Hep3B细胞株中表达量

最高（F=5.742， <0.01；F=3.452， <0.05）；与空白对照（siNC）组比较，si肌动蛋白丝相关蛋白 1相似蛋白 2组

中 P-P21及磷酸化的蛋白激酶 B蛋白表达下调（ =8.462， <0.01；=9.742， <0.01），P21、蛋白激酶 B 及

Cleaved Capase-9 蛋白表达上调（ =12.247， < 0.001；=6.452， <0.01；=11.634， <0.001；=12.273， <

0.001）；与 siNC组比较，在 72 h和 96 h，si肌动蛋白丝相关蛋白 1相似蛋白 2表达下调后 Hep3B细胞增殖能力

下降（ =8.176， <0.01；=2.246， <0.05），Hep3B停留在 G1期比例增高，G2及 S期比例减少（ =4.23， <0.05；

=2.13， <0.05；=5.72， <0.05），凋亡率升高（ =8.633， <0.01）。结论 下调肌动蛋白丝相关蛋白 1相似蛋

白 2表达通过 P21磷酸化及磷脂酰肌醇 3激酶 /蛋白激酶 B信号通路抑制肝细胞癌细胞增值及生存，可作为

肝细胞癌治疗的靶向候选基因。
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Actin filament-associated protein 1-like 2 influence proliferation
and apoptosis of human hepatocellular cancer cell Hep3B

Lin Lu, Guang Bai, Dong-sheng Li
(Department of General Surgery, the First A ffiliated Hospital of Jinzhou Medical University,

Jinzhou, Liaoning 121000, China)

Abstract: Objective To observe the expression of XB130 in human hepatocellular cells and the effect of XB130
down-regulating on proliferation and survival. Methods Expression of XB130 in human hepatocellular carcinoma
cell-lines was detected by Western blot and (qRT)-PCR. Small interfere RNA (siRNA) was transfected into Hep3B
cell to down -regulate XB130 expression and interfering effect, and proliferation and survival related gene was
detected by Western blot and (qRT) -PCR. Proliferation, cell cycle and apoptosis were detected by MTT and flow
cytometry. Results XB130 protein and RNA was expressed in Hep3B, Huh7, HepG2 and MHCC97H cells, highest
in Hep3B cell (F = 5.742, < 0.01; F = 3.452, <0.05); Compared with siNC group, p-p21 and p-Akt protein in
siXB130 group was lower ( = 8.462, < 0.01; = 9.742, < 0.01), p21, Akt, Cleaved Capase-8 and Cleaved
Capase-9 protein was higher ( = 12.247, < 0.01; = 6.452, < 0.01; = 11.634, < 0.01; = 12.273, < 0.01);
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肝细胞癌以发现晚，对放疗及化疗不敏感、进展

迅速、术后复发率高及预后差为特点[1]。肝细胞癌恶

性行为以肿瘤增殖活跃，凋亡减缓，血管受侵为主要

进展方式[2]。大部分患者在首次确诊时不能进行根

治性手术[3]。而且一部分患者因肝硬化、重度肝功能

不良不能耐受手术治疗，对中期或进展期肝细胞癌

及不能手术肝细胞癌目前以索拉非尼为代表的靶

向治疗为主要方式，但是多项研究表明，一大部分

肝细胞癌患者并未从索拉菲尼靶向治疗中获益，对

新的靶基因及治疗靶点的探索仍然是肝细胞癌治

疗的方向[4]。磷脂酰肌醇 3激酶 /蛋白激酶 B（phos-

phatidylinositol 3-kinase/protein kinase B，PI3K/Akt）

是肝癌细胞增殖凋亡等恶性行为的重要信号通路[5]，

肌动蛋白丝相关蛋白 1 相似蛋白 2 （actin fila

ment-associated protein 1-like 2，XB130）是 PI3K/Akt

的上游调控基因，有研究显示，XB130在胃癌、甲状

腺癌及结肠癌细胞中通过 P21 磷酸化调控

PI3K/Akt信号通路影响细胞增殖及凋亡等行为[6]，但

在肝细胞癌中没有相关研究。本研究小干扰 RNA

（small interfering RNA，siRNA）下调 XB130表达，观

察肝癌细胞株增殖及生存变化，并探讨其机制，为肝

细胞癌诊断及治疗提供靶向候选基因。

1 材料与方法

1.1 材料

肝癌细胞株 Hep3B、Huh7、HepG2、MHCC97H

购自中科院上海细胞库，培养条件：90%MEM培养

基，10%优质胎牛血清，95%空气，5%二氧化碳，

37℃。取对数生长期的细胞进行实验。siXB130和空

载（siNC）质粒大连宝生物工程有限公司设计并合

成，XB130、P-P21、P21、P-P27、P53、磷酸化的蛋白

激酶B（phosphor-protein kinase B，P-Akt）、Akt、Pro

Capase-8、Cleaved Capase-8、Pro Capase-9、Cleaved

Capase-9、β-actin 抗体购自北京中杉金桥生物制

品有限公司，2，2-联喹啉 -4，4-二甲酸二钠（bicin-

choninic acid，BCA）蛋白定量试剂盒及电化学发光

（Electrochemiluminescence，ECL）购自日本 Takara公

司，实时定量逆转录聚合酶链反应法（qRT-PCR）逆

转录试剂盒、miRNA提取分离试剂盒、qRT-PCR逆

转录试剂盒购自立陶宛 Fermentas 公司。Lipo2000

试剂盒购自南京凯基生物公司。噻唑蓝 [3-

（4，5-dimethyl-2-thiazolyl）-2，5-diphenyl-2-H-

tetrazolium bromide，MTT]及磷脂酰丝氨酸外翻分析 -

荧光素 /碘化丙啶（Annexin V-FITC/Propidium Io-

dide，Annexin V-FITC/PI）试剂盒购自美国 Invitro-

gen公司。引物由宁波康贝生化有限公司设计合成，

见表 1。实验分为 siXB130转染组（siXB130），空白

对照组（siNC）及未转染组（MOCK组）。

1.2 研究方法

1.2.1 蛋白免疫印迹法（Western blot） 依据蛋白

提取试剂盒说明书应用蛋白裂解液对细胞进行裂

解，提取总蛋白，BCA 试剂盒定量蛋白浓度为 25

mg/ml，稀释终浓度为 0.5 mg/ml，配制 BCA工作试

剂，取 60 g蛋白加上样缓冲液混合，煮沸蛋白变性，

每条泳道上样蛋白60μg，进行 12％十二烷基磺酸

钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳，80 V电压下电泳 90 min，

转移到聚偏二氟乙烯膜。5％脱脂奶粉封闭，加一抗

后封膜，孵育过夜。TBST洗膜后加入二抗，室温摇床

上孵育时间 2 h，TBST清洗，ECL发光显像，对灰度

值定量分析，β-actin为内参照组。

1.2.2 qRT-PCR 依照试剂盒说明书分离并纯化

细胞总 RNA，稀释 RNA样本浓度至 1 g/L，按逆转录-

扩增试剂盒说明书对 RNA进行逆转录和扩增。按照

miRNA提取分离试剂盒说明书检测总 RNA完整性

并计算 RNA浓度及纯度。甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）

为内参照 qRT-PCR 反应条件：95℃预变性 5 min，

Compared with siNC group, at 72 h and 96 h, proliferation of Hep3B cells wad decreased ( = 8.176, < 0.01; =
2.246, < 0.05), more Hep3B cells stayed at G1 phase, less stayed at G2 and S phase ( = 4.23, <0.05; = 2.13, <
0.05; = 5.72, < 0.05), apoptosis rate was increased ( = 8.633, < 0.01). Conclusions siXB130 down-regulating in原
hibits apoptosis and survival via p -21 phosphorylation and PI3K/Akt signal pathway in hepatocellular carcinoma
cells and may be a target candidate for hepatocellular carcinoma therapy.

Keywords: hepatocellular carcinoma; Actin filament-associated protein 1-like 2; proliferation; apoptosis

表 1 qRT-PCR引物序列

组别 引物序列

XB130 正义：5'-CGGACTCAGACUCU-TGCCUTU-3'

反义：5'-CUGUAGCTUACCGGTTGUUCG-3'

siNC 正义：5'-CTCTTCCGCCTAUCGTCCAG-3'

反义：5'-CCAGGUTCACCGGUTGCA-3'
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图 1 siXB130蛋白及 mRNA在肝癌细胞株中表达
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95℃变性 30 s，56℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，共 35

个循环，72℃下再延伸 5 min。得到溶解曲线后采用

ΔΔCt法分析结果。

1.2.3 siXB130 及 siNC 转染 Hep3B 转染前 24 h

取对数生长期 Hep3B 细胞消化成单细胞悬液，以

20×104/孔接种至 24孔板中，对融合高于 70%的细

胞株依照 Lipo 2000说明书步骤进行转染，转染后改

为含 10%胎牛血清培养基继续培养，48 h后以Western

blot及 qRT-PCR检测转染效率。

1.2.4 MTT 法检测转染后 Hep3B 增殖 按 MTT

试剂盒操作步骤，以 5×103细胞 /孔密度将各组细

胞分别接种于 96孔板，设立 3个复孔，在培养 24 h、

48、72 和 96 h 后，每孔加 5mg/ml 浓度的 MTT 液

2μl，温育 4 h后弃上清液，加入二甲基亚砜 150μl

后振荡溶解结晶，在酶联免疫检测仪上以 570 nm波

长光测定光吸收值，重复 3次后计算平均值。

1.2.5 流式细胞仪检测细胞周期及凋亡 取转染

48 h 的细胞转移至 EP 管，预冷磷酸缓冲盐溶液

（phosphate buffer saline，PBS）1ml洗涤后加 1 ml的

预冷 70%乙醇混匀，4℃固定 24 h 后 1 000 g 离心

5 min。弃上清液后预冷 PBS1ml洗涤，以 PBS重悬，

一部分细胞加 0.5% PI 25μl、10 ul RNase A（10

mg/ml），4℃避光温浴后以流式细胞仪 488 nm 波长

处测细胞周期。另一部分细胞依照 Annexin

V-FITC/PI试剂盒说明书步骤测定细胞凋亡。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 18.0统计软件进行数据分析，计量资

料用均数±标准差（x±s）表示，进行方差分析，再用

LSD- 进行两两比较，率的比较用χ2检验， <0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 siXB130蛋白及mRNA在肝癌细胞株中的表达

Western blot显示，siXB130蛋白在肝癌细胞株

Hep3B、Huh7、HepG2、MHCC97H 的 siXB130/β-actin

灰度比分别为 （0.613±0.276）、（0.328±0.146）、

（0.436±0.107）和（0.384±0.118），在 Hep3B细胞株

中表达量最高（ =5.742， <0.01）。见图 1A；qRT-

PCR 显示，siXB130 mRNA 在肝癌细胞株 Hep3B、

Huh7、HepG2、MHCC97H中 siXB130/GAPDH吸光度

比分别为（0.563±0.124）、（0.307±0.029）、（0.398±0.036）

和（0.325±0.017），siXB130 mRNA在 Hep3B细胞的

表达量最高（ =3.452， <0.05）。见图 1B。选择表达

量高的 Hep3B细胞进行 siRNA转染。

2.2 Western blot及 qRT-PCR检测转染效率

Western blot显示，MOCK组、siNC组及 siXB130

组的 siXB130/β-actin灰度比分别为（0.572±0.143）、

（0.608±0.117）和（0.124±0.095），差异有统计学意

义（ =7.259， <0.01）。见图 2A；qRT-PCR 显示，

MOCK组、siNC组及 siXB130组 siXB130/GAPDH吸

光度比分别为（0.427±0.102）、（0.421±0.099）和

（0.485±0.114），差异有统计学意义（ =6.437， <

0.01）。图 2B转染效率佳，可进行下一步实验。

2.3 增殖相关基因蛋白水平表达

Western blot显示，与 siNC组比较，siXB130 组

中 P-P21 及 P-Akt 蛋白表达下调（ =8.462， <

0.01；=9.742， <0.01），P21及 Akt蛋白表达上调（ =

12.247， <0.01； =6.452， <0.01），P-P27、P27 及

P53蛋白表达无变化（ =1.783， >0.05；=1.257， >

0.05；=1.479， >0.05）。见图 3。

2.4 凋亡相关基因蛋白水平表达

Western blot显示，与 siNC组比较，siXB130 组

中 Cleaved Capase-8及 Cleaved Capase-9蛋白表达

上调（ =11.634， <0.001；=12.273， <0.01），Pro-

Capase-8 及 Pro Capase-9 蛋白表达无变化 （ =

1.0913， >0.05；=1.008， >0.05）。见图 4。

2.5 MTT检测 siXB130干扰后 Hep3B细胞增殖

MTT显示，通过采集 Hep3B细胞培养 0、24、48、

72 和 96 h 时间点的生存率，siNC 组及 siXB130 组
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表 2 siXB130干扰前后细胞周期比较 （%，x±s）

组别 G1期 G2期 S期

siNC组 72.01±2.49 13.54±0.92 15.91±1.28

siXB130组 82.16±1.48 9.27±1.09 9.53±1.74

值 4.23 2.13 5.72

值 0.036 0.041 0.027

图 5 MTT检测转染后 Hep3B增殖

时间 /h

0 24 48 72 96

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

siNC

siXB130

图 6 流式细胞术检测转染后 Hep3B凋亡

A：siXB130；B：siNC

A B
100 101 102 103 104100 101 102 103 104

A

XB130

β-actin

1 2 3

图 2 siXB130转染效率

B

1 2 3

1.5

1.0

0.5

0

1：MOCK；2：siNC组；3：siXB130；A：Western blot；B：qRT-PCR

细胞生存率在 72 h：（69.56±6.23）% vs（41.89±

7.48）%及 96 h：（80.92±2.66）% vs（46.83±2.09）%，

差异有统计学意义（ =8.176， <0.01；=2.246， <

0.05），siXB130表达下调后 Hep3B细胞增殖能力下

降。见图 5。

2.6 流式细胞术检测 siXB130 转染后 Hep3B 细

胞周期变化

流式细胞术显示，转染 siXB130的 Hep3B停留

在 G1期比例增高，G2及 S期比例减少，与 siNC组比

较，差异有统计学意义（ =4.23， <0.05；=2.13， <

0.05；=5.72， <0.05）。见表 2。

2.7 流式细胞术检测 siXB130 干扰后 Hep3B 细

胞凋亡改变

siNC 组与 siXB130 组 Hep3B 细胞凋亡率分别

为 15.63%和 36.81%，差异有统计学意义（ =8.633， <

0.01）。见图 6。siXB130表达下调后 Hep3B细胞凋亡

率升高。

3 讨论

肝癌在世界常见肿瘤中排名第 5位，病死率为

第 3位[7]。目前，治疗方式仍首选手术切除，但大部

分患者没有手术机会，而且手术后复发率及转移率

也较高[8]。化疗和放疗对进展期肝癌的治疗有效率图 3 Western blot检测转染后增殖相关基因表达

1

2

3

4

5

6

7

8

1：P-P21；2：P21；3：P-P27；4：P27；5：P53；6：P-Akt；7：Akt；8：β-actin

图 4 Western blot检测转染后凋亡相关基因表达

1

2

3

4

5

1：Pro Capase-8；2：Cleaved Capase-8；3：Pro Capase-9；4：Cleaved

Capase-9；5：β-actin
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也较低，化疗结合靶向治疗一定程度延长了患者的

生存率，但是目前的靶向治疗只对一部分靶基因高

表达患者有效，更多的靶点及靶向药物需要被确定

及发现[9-10]。有研究显示，XB130在胃癌、甲状腺癌及

肺癌等多种恶性肿瘤中表达上调，与肿瘤的不良预

后相关，并对肿瘤细胞的增殖、凋亡、浸润及侵袭等

行为具有调控作用 [11-12]，但在肝细胞癌中没有相关

研究。本研究目的在于观察 XB130在肝细胞癌细胞

中的表达及对增殖凋亡的作用，探讨其可能作用机

制，为肝细胞癌诊断及治疗提供靶向候选基因及治

疗靶点。

本研究显示，XB130蛋白及 mRNA在肝癌细胞

株中均有表达，对 Hep3B细胞中 XB130表达进行干

扰，效率满意，XB130表达下调后，P-P21及 P-Akt

蛋白及 mRNA 表达下调，P21、Akt、Cleaved Ca-

pase-8 及 Cleaved Capase-9 蛋白及 mRNA 表达上

调。LODYGA等[13]研究显示，PI3K/Akt是 XB130下

游通路，XB130通过对 Akt的磷酸化调节 PI3K/Akt

通路活性，调控肿瘤细胞周期及生存，Capase-8、

Capase-9、P27、P21 及 P53 是 PI3K/Akt 信号瀑布的

下游基因，P21、P27及 P53磷酸化后调控肿瘤细胞

周期及增殖，Capase-8及 Capase-9的前体被激活后

调控细胞凋亡。本研究显示，XB130 下调后对

PI3K/Akt信号通路的调控是通过抑制 Akt磷酸化，从

而下游 P21磷酸化减弱，Capase-8及 Capase-9裂解

激活，实现对该通路的调控。而并不是通过 P27及

P53表达水平变化发挥调控作用。WANG [14]研究显

示，在肝细胞癌中，P13K/Akt信号通路通过调控下

游多种效应因子活性，对基因转录、翻译、核糖体合

成、DNA损伤修复、细胞凋亡和生存等功能。Akt上

具有苏氨酸位点及丝氨酸位点，这 2个位点磷酸化

后 Akt即被激活，进而调控 P21磷酸化水平。P21是

细胞周期负向调节因子，在 G1/S 期调控中，与 Cy-

clin-cdk复合物相结合抑制 Rb蛋白磷酸化，诱导细

胞周期停滞[15]。P21表达缺失或下调可引起细胞过度

增殖及癌变 [16]。XB130通过 PI3K/Akt通路调控 P21、

Capase-8及 Capase-9表达，在肝细胞癌中可能作为

靶点控制 P21磷酸化水平[17-18]。本研究在进一步细胞试

验中发现，XB130表达下调后，肝癌细胞 Hep3B增殖

能力下降，Hep3B停留在 G1期比例增高，G2及 S期比

例减少，凋亡率升高，表明 P21磷酸化下降及 Ca-

pase-8/Capase-9裂解增加后，Hep3B细胞增殖能力

明显下降，生存力减弱，XB130通过调控 PI3K/Akt信

号通路中 Akt磷酸化水平，进而对 P21磷酸化、Ca-

pase-8及 Capase-9裂解进行了调控，影响细胞周

期、增殖及凋亡行为。

肝癌作为消化系统恶性程度最高的恶性肿瘤之

一，其发病及进展过程是多基因、多因素作用的结

果 [19]，PI3K/Akt是肝癌发生及发展过程中最重要的

信号通路之一[20]，本研究通过观察 XB130表达下调

后该通路相关基因的变化及细胞增殖生存的影响，

得出如下结论：下调 XB130表达通过 PI3K/Akt信号

通路抑制 P21磷酸化，激活 Capase-8及 Capase-9裂

解调控肝细胞癌细胞增值及生存，可作为肝细胞癌预

后分析及靶向治疗的候选基因，为进一步在体实验提

供前期基础。
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