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　　［摘要］　目的　研究环指蛋白１４（ｒｉｎｇｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ１４，ＲＮＦ１４）对肝癌细胞增殖与侵袭转移能力
的影响，并探讨ＲＮＦ１４在肝癌发生、发展中的作用机制。方法　利用基因表达谱交互式分析网站（Ｇｅｎｅ
ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＰｒｏｆｉｌｉｎｇＩｎｔｅｒａｃｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ，ＧＥＰＩＡ；ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ）与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验分析正
常人肝细胞与肝癌细胞间ＲＮＦ１４的表达差异；应用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移与侵袭实验研究过表达和敲低
ＲＮＦ１４对肝癌细胞（Ｈｕ７、７４０４）运动迁移能力的影响；通过ＣＣＫ８增殖实验、克隆形成实验及裸鼠皮下
成瘤实验体外、体内共同验证 ＲＮＦ１４对肝癌细胞 ７４０４增殖能力的影响；通过免疫共沉淀实验检测
ＲＮＦ１４与肝细胞核因子 １α（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ＨＮＦ１α）之间的相互作用。结果　ＧＥＰＩＡ
与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示：ＲＮＦ１４在肝癌组织和肝癌细胞中的表达分别显著高于癌旁组织和正常
肝细胞（Ｐ＜０．０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭迁移实验结果显示：过表达ＲＮＦ１４后，肝癌细胞Ｈｕ７的迁移与侵袭能
力显著高于阴性对照组（Ｐ＜０．０５），同样地，敲低ＲＮＦ１４后，肝癌细胞７４０４的迁移与侵袭能力显著低于
阴性对照组（Ｐ＜０．０５）。ＣＣＫ８增殖实验、克隆形成与皮下移植瘤实验结果证明：敲低ＲＮＦ１４能够显著
抑制肝癌细胞的增殖（Ｐ＜０．０５）。免疫共沉淀实验结果显示：ＲＮＦ１４与 ＨＮＦ１α之间存在相互结合，且
ＲＮＦ１４能够下调ＨＮＦ１α的表达。结论　ＲＮＦ１４能够通过抑制抑癌因子 ＨＮＦ１α的表达，增强肝癌细胞
的增殖与侵袭转移能力，从而在肝癌的发生、发展中起到重要作用。
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１２６．ｃｏｍ

　　原发性肝癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，且
近些年来发病率持续上升［１－２］。肝细胞癌（Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是最常见的原发性肝癌类型，占原发
性肝癌的８０％～８５％。ＨＣＣ的发病率在全球范围内差
异很大，我国的 ＨＣＣ新发病例占全球总数的一半以
上［３］。近年来，外科手术治疗已成为早期肝癌患者最

主要且最有效的治疗方式，但术后复发率及生存期仍

不理想［４］。目前肝癌的发生被认为与慢性 ＨＢＶ／ＨＣＶ
感染、黄曲霉毒素暴露、酒精及非酒精性脂肪肝或脂肪

性肝炎有关［５］，但具体的发生机制并不清楚，亟需进

一步深入研究。

　　环指蛋白１４（ｒｉｎｇｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ１４，ＲＮＦ１４）分子
质量为５４

!

１０３，由 ４７４个氨基酸组成，因含有雄激素
受体结合结构域，又被称为雄激素受体辅助因子 ５４
（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ５４，ＡＲＡ５４），起初由
ＫＡＮＧ等［６］通过突变的雄激素受体 ＡＲｔ８７７ｓ（第 ８７７
位密码子的苏氨酸突变为丝氨酸）筛选酵母双杂交系

统从人前列腺ｃＤＮＡ文库中分离出来。ＲＮＦ１４的蛋白
结构高度保守，先前的研究表明 ＲＮＦ１４能影响线粒体
的转录功能并在全身各组织中广泛表达［７］，ＴｉＧＥＲ数
据库（ＴｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｆｉｃＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＲｅｇｕｌａｔｉｏｎ，
ＴｉＧＥＲ）也显示其在人体肝脏等组织中广泛表达［８］。

目前关于ＲＮＦ１４的研究比较少，但已有研究表明其可
能为人类多种消化道肿瘤，如食管癌［９］、结直肠癌［１０］

的促癌因子。肝细胞核因子 １α（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ＨＮＦ１α）属 于 肝 细 胞 核 因 子 家 族
（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｓ，ＨＮＦｓ），该家族成员能够调
节许多肝脏特异性基因的表达，在肝脏的发育和再生

中起着至关重要的作用［１１］。ＨＮＦ１α是ＨＮＦ家族的关

键转录因子之一，在肝细胞分化中发挥重要的作

用［１２］。有研究报道ＨＮＦ１α在肝癌细胞及肝癌组织中
低表达，且过表达 ＨＮＦ１α能显著抑制肝癌细胞的增
殖，表明ＨＮＦ１α是肝细胞癌的抑癌因子［１３］。本课题

组通过蛋白相互作用数据库发现ＲＮＦ１４与ＨＮＦ１α存
在相互作用，但是 ＲＮＦ１４如何调控 ＨＮＦ１α的具体机
制尚不清楚。因此，本研究旨在探讨 ＲＮＦ１４对肝细胞
癌增殖与转移的影响及可能的机制，从而为阐明肝癌

细胞发生、发展机制提供新的理论基础和治疗策略。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　主要试剂及仪器　　包括：ＲＮＦ１４质粒、
ＨＮＦ１α质粒（Ｏｒｉｇｅｎｅ公司，美国），ＲＮＦ１４小干扰
ＲＮＡ（上海生工生物工程有限公司），ＲＮＦ１４敲低慢病
毒（上海吉凯基因科技有限公司），ＲＮＦ１４抗体、ＧＦＰ
标签抗体（武汉三鹰），ＤＤＫ标签抗体、ＧＡＰＤＨ抗体
（Ｏｒｉｇｅｎｅ公司，美国），山羊抗兔二抗、山羊抗鼠二抗
（武汉三鹰），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（康宁公司，美国），ＣＣＫ８
试剂盒（上海圣尔生物科技有限公司），ＤＭＥＭ培养
基、ｏｐｔｉＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏｌ公司，美国），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００（济南博涵生物科技有限公司），ｐｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇｂｅａｄｓ
（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国），胎牛血清 ＦＢＳ、０．２５％胰酶
（Ｇｉｂｃｏｌ公司，美国），４％组织固定液（上海碧云天公
司），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳及转膜仪、凝胶电泳成像仪
（ＢｉｏＲａｄ公司，美国），倒置荧光显微镜（奥林巴斯，日
本），５％ＣＯ２细胞培养箱、酶标仪、超低速离心机、高速
离心机（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）等。
１．１．２　动物　　健康雄性ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠（由大坪医院
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实验动物中心提供）１０只，年龄４～６周，体质量２０～３０ｇ。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　Ｈｕ７、７４０４、Ｌ０２及其他肝癌细胞
株均用含 １０％胎牛血清的高糖 ＤＭＥＭ培养基培养。
放置于３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱中孵育，每日观察细
胞生长情况，隔日换液。待细胞长到 ８５％～９５％时，
０．２５％胰酶消化传代。
１．２．２　小干扰 ＲＮＡ及过表达质粒转染　　将 Ｈｕ７
与７４０４肝癌细胞株消化传代至６孔板内，待细胞生长
至７０％左右即可转染。过表达质粒转染步骤：对照
组，取灭菌１．５ｍＬＥＰ管，加入２００μＬｏｐｔｉＭＥＭ培养
基，加入２μｇｃｍｖ２对照质粒，６μＬＰＥＩ（１μｇ／μＬ），
轻轻混匀，静置 １５ｍｉｎ后加入相应细胞培养孔中；实
验组，加入２μｇＲＮＦ１４质粒，其余同对照组。８～１０ｈ
后，观察两组细胞状态，更换培养基，３６ｈ后即可消化
细胞进行后续实验。小干扰 ＲＮＡ转染步骤：对照组，
取２个灭菌１．５ｍＬＥＰ管，Ａ、Ｂ管各加入１２５μＬｏｐｔｉ
ＭＥＭ培养基，Ａ管加入 ６．０～７．５μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００，Ｂ管加入阴性对照ｓｉｓｃｒａｍｂｌｅ６μＬ，各自轻轻混
匀后，将Ａ、Ｂ管混合，静置５ｍｉｎ后加入相应细胞培养
孔中；实验组，加入 ｓｉＲＮＡＲＮＦ１４６μＬ，其余同对照
组。注意观察细胞生长状态，４８ｈ后消化细胞进行后
续实验。

１．２．３　慢病毒构建稳定敲低细胞株　　将７４０４肝癌
细胞传代至６孔板中，待细胞生长到５０％～６０％左右
即可感染病毒。将构建好的慢病毒 ｓｈＲＮＦ１４与阴性
对照病毒从－８０℃冰箱取出，置于冰上缓慢融化。准
备Ａ、Ｂ２个灭菌 １．５ｍＬＥＰ管，各加入 １ｍＬ高糖
ＤＭＥＭ培养基备用。将融化后的病毒在 ４℃离心机
中瞬离１０ｓ，根据病毒的滴度和细胞的 ＭＯＩ值计算好
需加入的病毒量，将ｓｈＲＮＦ１４与对照病毒按相应剂量
各自加入Ａ、Ｂ２个 ＥＰ管中，轻轻混匀后加入 ６孔板
中。１２ｈ后补加１ｍＬ高糖 ＤＭＥＭ培养基，观察细胞
生长状态，待细胞生长至 ９０％左右即可消化传代至
１０ｃｍ培养皿中继续培养。待细胞生长至７０％～８０％
即可开始用嘌呤霉素开始筛选细胞。获得感染病毒的

细胞株后冻存留种以备后用。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　提取正常人肝细胞株与
肝癌细胞株的总蛋白质，检测目的蛋白的表达水平。电

泳：８０Ｖ／３０ｍｉｎ，１２０Ｖ／１ｈ３０ｍｉｎ；转膜：２５０ｍＡ／１ｈ
３０ｍｉｎ；封闭：５％奶粉／１ｈ；ＲＮＦ１４一抗孵育（４℃摇床
过夜）；山羊抗兔二抗孵育（室温摇床１ｈ）；曝光显影。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移与侵袭实验　　通过

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室进行肝癌细胞株（Ｈｕ７、７４０４）的迁移与
侵袭实验。共转染４组肝癌细胞株，过表达对照组：转
染对照空载体质粒的肝癌细胞 Ｈｕ７ｃｍｖ２；过表达组：
转染过表达质粒的肝癌细胞 Ｈｕ７ＲＮＦ１４；敲低对照
组：转染对照空白质粒的肝癌细胞 ７４０４ＮＣ（ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ）；敲低组：转染小干扰 ＲＮＡ的肝癌细胞 ７４０４
ｓｉＲＮＦ１４。上述４组肝癌细胞计数后，加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室上室（５００００个／２００μＬ），下室加入高糖 ＤＭＥＭ
培养基（２０％ＦＢＳ，８５０μＬ），放入３７℃、５％ＣＯ２细胞培
养箱孵育２４～４８ｈ后，固定，结晶紫染色，显微镜下观
察拍照。侵袭实验方法基本同迁移实验，不同点为

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的聚碳酸酯基底膜上附有一层基质胶，
使用前需水化２ｈ。
１．２．６　ＣＣＫ８细胞增殖实验　　采用 ＣＣＫ８试剂盒
检测肝癌细胞株（Ｈｕ７、７４０４）的增殖能力。将转染了
ＲＮＦ１４质粒及小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）的肝癌细胞计数
后加入９６孔板中（３０００个／孔，１００μＬ），连续４～５ｄ，
每天同一时间点加入 ＣＣＫ８试剂（１０μＬ），细胞培养
箱孵育２ｈ，酶标仪检测光密度值 Ｄ（４５０），记录、整理
数据并制作增殖曲线。

１．２．７　克隆形成实验　　通过平板克隆形成实验检
测肝癌细胞株７４０４的克隆形成能力变化。将转染了
小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）的肝癌细胞 ７４０４计数后加入
６孔板中（５００个／孔），细胞培养箱孵育１２ｄ，固定，结
晶紫染色后观察并拍照。

１．２．８　皮下成瘤实验　　将感染慢病毒 ｓｈＲＮＦ１４与
阴性对照病毒的肝癌细胞（７４０４）按 １０６／只分别接种
于ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠两侧胁背部皮下，每 ３～４天观察
１次肿瘤生长情况，种瘤后２５ｄ左右处死小鼠，剥出肿
瘤，测量瘤体大小与重量，制成蜡块保留肿瘤组织，免

疫组化检测ＲＮＦ１４表达水平。肿瘤大小记录公式：体
积＝０．５×长径×短径２。

１．２．９　免疫共沉淀实验（ＣｏＩｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，
ＣｏＩＰ）　　在２９３Ｔ工具细胞中过表达ＧＦＰＲＮＦ１４和
ＤＤＫＨＮＦ１α质粒；收获细胞后，加入 ＩＰ裂解缓冲液，
冰上裂解２０～３０ｍｉｎ，１２０００×ｇ４℃离心３０ｍｉｎ后取
上清；取少量裂解液以备 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，在剩余裂
解液中加入对应抗体（ＧＦＰ抗体、ＤＤＫ抗体、ＩｇＧ抗
体，３μＬ）和２０μＬｐｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇｂｅａｄｓ，４℃匀速缓慢摇
晃孵育过夜；翌日，４℃ ３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸掉上
清，用裂解缓冲液将沉淀下来的 ｐｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇｂｅａｄｓ洗
３次；加入上样缓冲液，１００℃水浴锅煮 ７ｍｉｎ。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＦＰＲＮＦ１４或ＦｌａｇＨＮＦ１α的表达。
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１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件，数据采用 珋ｘ±ｓ表示。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移与侵袭实验、克隆形成实验以及小
鼠皮下成瘤实验中，过表达组、敲低组与各自对照组之

间的差异均采用独立样本 ｔ检验。ＣＣＫ８增殖实验
中，过表达组、敲低组与各自对照组之间的差异采用两

因素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＮＦ１４在肝癌细胞中高表达
　　通过基因表达谱交互式分析网站（ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ＰｒｏｆｉｌｉｎｇＩｎｔｅｒａｃｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ，ＧＥＰＩＡ；ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．
ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ）分析ＲＮＦ１４在肝癌组织（３６９例）与癌
旁组织（１６０例）间的表达差异，结果提示：ＲＮＦ１４
ｍＲＮＡ在肝癌组织中的表达明显高于癌旁组织（Ｐ＜
０．０５，图１Ａ）。通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人正常肝细胞株
Ｌ０２与肝癌细胞株（Ｈｅｐ３Ｂ、ＨｅｐＧ２、７７２１、７４０４、Ｈｕ７、
ＰＬＣ）间 ＲＮＦ１４的蛋白表达，发现 ＲＮＦ１４在 Ｌ０２中的
表达也明显低于各肝癌细胞株（Ｐ＜０．０５，图 １Ｂ、Ｃ）。
以上结果提示：相比于正常人肝细胞，ＲＮＦ１４在肝癌
细胞中的表达明显增加。

２．２　ＲＮＦ１４能够促进肝癌细胞的迁移与侵袭
　　选取肝癌细胞Ｈｕ７和７４０４进行后续实验。构建
４组肝癌细胞株，过表达对照组：Ｈｕ７ｃｍｖ２；过表达
组：Ｈｕ７ＲＮＦ１４；敲低对照组：７４０４ＮＣ；敲低组：７４０４

ｓｉＲＮＦ１４。应用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室观察ＲＮＦ１４的过表达与
敲低对肝癌细胞株Ｈｕ７与７４０４迁移及侵袭能力的影
响。结果显示：Ｈｕ７ＲＮＦ１４肝癌细胞的迁移数与侵袭
数均显著多于对照组，提示其迁移能力与侵袭能力

均明显增强（图２Ａ～Ｄ，Ｐ＜０．０５）。而相比于敲低对
照组，７４０４ｓｉＲＮＦ１４肝癌细胞的迁移数与侵袭数均
显著减少，提示其迁移能力与侵袭能力均明显降低

（图２Ｅ～Ｈ，Ｐ＜０．０５）。以上研究结果表明：ＲＮＦ１４能
够增强肝癌细胞的迁移与侵袭能力。

２．３　ＲＮＦ１４能够促进肝癌细胞的增殖
　　为研究ＲＮＦ１４对肝癌细胞增殖能力的影响，除了
上述转染质粒的细胞株，再利用慢病毒构建两组肝癌

细胞株，敲低对照组：感染了阴性对照病毒的肝癌细胞

７４０４ＮＣ；敲低组：感染了ｓｈＲＮＦ１４慢病毒的肝癌细胞
７４０４ｓｈＲＮＦ１４。应用ＣＣＫ８增殖实验检测Ｈｕ７ｃｍｖ２
与Ｈｕ７ＲＮＦ１４、７４０４ＮＣ与７４０４ｓｈＲＮＦ１４各组细胞间
增殖能力的差异（图 ３Ａ、Ｂ）。结果显示：相比于过表
达对照组，Ｈｕ７ＲＮＦ１４增殖能力更强（Ｐ＜０．０５）；而相
比于敲低对照组，７４０４ｓｈＲＮＦ１４的增殖能力降低（Ｐ＜
０．０５）。此外，通过克隆形成实验比较 ７４０４ＮＣ与
７４０４ｓｈＲＮＦ１４两组细胞间的增殖能力，１２ｄ后观察并
计数两组肝癌细胞形成的克隆数量。结果如图３Ｃ、Ｄ
所示：敲低ＲＮＦ１４后，７４０４肝癌细胞形成的细胞克隆
数明显少于对照组，增殖能力明显降低（Ｐ＜０．０５）。以
上结果提示ＲＮＦ１４能够增强肝癌细胞的增殖能力。
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图１　ＲＮＦ１４在肝癌中高表达
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ、Ｂ：迁移实验检测Ｈｕ７ｃｍｖ２（对照组）与Ｈｕ７ＲＮＦ１４（过表达组）迁移能力及半定量分析；Ｃ、Ｄ：侵袭实验检测Ｈｕ７ｃｍｖ２（对
照组）与Ｈｕ７ＲＮＦ１４（过表达组）侵袭能力及半定量分析；Ｅ、Ｆ：迁移实验检测７４０４ＮＣ（对照组）与７４０４ｓｈＲＮＦ１４（敲低组）迁移
能力及半定量分析；Ｇ、Ｈ：侵袭实验检测７４０４ＮＣ（对照组）与７４０４ｓｈＲＮＦ１４（敲低组）侵袭能力及半定量分析

图２　ＲＮＦ１４促进肝癌细胞的迁移与侵袭　（×２００）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ：ＣＣＫ８实验检测Ｈｕ７ｃｍｖ２（对照组）与Ｈｕ７ＲＮＦ１４（过表达组）的增殖能力；Ｂ：ＣＣＫ８实验检测７４０４ＮＣ（对照组）与７４０４
ｓｈＲＮＦ１４（敲低组）的增殖能力；Ｃ、Ｄ：克隆形成实验检测７４０４ＮＣ（对照组）与７４０４ｓｈＲＮＦ１４（敲低组）的增殖能力及半定量分析

图３　ＲＮＦ１４促进肝癌细胞的增殖

对照组 敲低组

图４　７４０４ＮＣ（对照组）与７４０４ｓｈＲＮＦ１４（敲低组）皮下成瘤大体观察

２．４　敲低ＲＮＦ１４能够抑制肝癌细胞的皮下成瘤能力
　　将上述构建的两组稳定的肝癌细胞株（７４０４ＮＣ，
７４０４ｓｈＲＮＦ１４）分别接种于 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠的左侧和
右侧胁背部皮下（１０６／侧），每３～４天观察１次肿瘤生
长情况，２５ｄ后处死小鼠，剥出肿瘤，实验结果如图 ４
所示：肉眼观察实验组小鼠长出的肿瘤明显小于对照

组（图４，图５Ａ），两组的肿瘤体积与肿瘤质量差异均

具有统计学意义（Ｐ＝０．０４２４、０．００１５，图５Ｂ、Ｃ）。免

疫组化结果证实实验组 ＲＮＦ１４的表达低于对照组

（图５Ｄ）。研究结果表明敲低ＲＮＦ１４能够显著抑制肝

癌细胞的皮下成瘤能力。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ：瘤体肉眼观察；Ｂ：肿瘤体积；Ｃ：肿瘤质量；Ｄ：肿瘤组织免疫组化染色（ＳＰ×２００）

图５　敲低ＲＮＦ１４对肝癌细胞皮下成瘤能力的影响
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Ａ：外源性免疫共沉淀实验；Ｂ：ＲＮＦ１４与ＨＮＦ１α蛋白间相互作用

图６　ＲＮＦ１４与ＨＮＦ１α存在相互作用

２．５　ＲＮＦ１４通过下调ＨＮＦ１α发挥促癌作用
　　在 ２９３Ｔ工具细胞中转染 ＧＦＰＲＮＦ１４质粒与
ＤＤＫＨＮＦ１α质粒进行外源性免疫共沉淀实验（ＣｏＩＰ），
证明ＲＮＦ１４与ＨＮＦ１α之间确实存在相互结合（图６Ａ）。
为进一步研究 ＲＮＦ１４对 ＨＮＦ１α的调控机制，在２９３Ｔ

工具细胞中转染ＤＤＫＨＮＦ１α质粒（１００ｎｇ）以及梯度
转染ＧＦＰＲＮＦ１４质粒（０、４００、９００、１９００ｎｇ），以观察
ＲＮＦ１４是否能够下调 ＨＮＦ１α。结果如图 ６Ｂ所示：随
着ＲＮＦ１４转染量的增多，ＨＮＦ１α的蛋白表达显著降
低。表明ＲＮＦ１４能够结合并且下调ＨＮＦ１α。
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３　讨论

　　随着肝细胞癌在全球发病率的不断上升，其诊
断和治疗的方法也越来越丰富，除了公认的最适宜

早期肝癌患者选择的外科手术治疗之外，肝癌的化

疗策略也日益增多，如多激酶抑制剂和免疫检查点

抑制剂［１４］。但是，不管是手术治疗还是化疗，对提高

肝癌患者生存率的效果都不甚理想。因此，亟需寻

找肝癌发生的潜在分子机制，为肝癌的防治提供新

思路。

　　ＲＮＦ１４最早被发现时是作为一种雄激素结合蛋
白，在人体多种组织中广泛表达［１５］。随后被发现其存

在于ｕｎｉｋｏｎｔｓ和 ｂｉｋｏｎｔｓ这两种非常古老的真核生物
中，早在动物出现之前就已经存在，意味着其起源古

老，结构高度保守，在生物进化中承担着重要的作

用［１６］。已有研究显示 ＲＮＦ１４在食管癌［９］、结直肠

癌［１０］、前列腺癌［１７－１８］、乳腺癌［１９］的发生中起到重要作

用。另有研究报道 ＲＮＦ１４能够表观调控多种人类肿
瘤细胞中细胞周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１的转录，促进细胞周
期从Ｇ１期进展至Ｓ期，促进ＤＮＡ的合成，从而影响肿
瘤细胞的增殖［２０］。Ｗｎｔ信号通路在肝癌的发生、发展
中起到十分重要的作用，Ｗｎｔ通路中 βｃａｔｅｎｉｎ的异常
激活可促进肝癌的发生，并且在整个肝癌发生过程中

持续存在［２１］。有研究表明ＲＮＦ１４能够与ＴＣＦ共结合
靶启动子并稳定 βｃａｔｅｎｉｎ的募集而正向调节肿瘤细
胞中 Ｗｎｔ信号通路的传导，激活下游靶基因，提示
ＲＮＦ１４在肿瘤细胞的存活中具有十分重要的作用［１０］。

以上研究表明ＲＮＦ１４是多种人类肿瘤的促癌因子，可
能参与到肝癌的发生、发展中。

　　本研究通过 ＣＣＫ８增殖实验、克隆形成实验、裸
鼠皮下成瘤实验证明 ＲＮＦ１４能够促进肝癌细胞的增
殖，通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移与侵袭实验证明ＲＮＦ１４能够促
进肝癌细胞的侵袭转移，提示 ＲＮＦ１４可能是肝细胞癌
的促癌因子。但其发挥促癌作用的具体机制还不清

楚。已有研究报道 ＲＮＦ１４属于 ＲＢＲ类 Ｅ３泛素连接
酶，存在ＲＩＮＧ指结构域和自身泛素化活性，能够引起
底物的泛素化降解，其中 ＲＩＮＧ指结构域对其发挥 Ｅ３
泛素连接酶功能至关重要［２２］。泛素化属于翻译后修

饰，在多种细胞生物学过程中发挥重要作用，包括对蛋

白稳定性、细胞周期进展、细胞增殖、ＤＮＡ合成与凋
亡、受体转运以及免疫反应的调节［２３］。Ｅ３泛素连接
酶在泛素化过程中发挥十分重要的作用，且对底物具

有特异性，越来越多的证据表明 Ｅ３连接酶的调节异
常与癌症的发展密切相关［２４］。ＲＮＦ１４作为一种高度
保守的Ｅ３泛素连接酶，已有研究报道其能够调节神

经病靶标酯酶（ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙｔａｒｇｅｔｅｓｔｅｒａｓｅ，ＮＴＥ）的泛
素蛋白酶体降解，ＮＴＥ是一种内质网膜相关的磷脂酶
Ｂ，在胚胎和神经系统的发育中发挥着重要作用，提示
ＲＮＦ１４在发育与神经系统中也可能存在着重要调控
作用［２５］。以上研究表明 ＲＮＦ１４在多种人类肿瘤中发
挥着重要的调控作用，提示其在肿瘤研究中的价值和

前景。同时也指出寻找ＲＮＦ１４作为Ｅ３泛素连接酶的
底物的重要性，使其可能成为研究肝细胞癌发生分子

机制的新的突破口。ＨＮＦ１α是肝脏富含的转录因子，
不仅对维持正常的肝细胞功能至关重要，而且在脂肪

肝和肝癌的发生中也起着十分重要的作用，是公认的

肝癌的抑癌因子［１３，２６］。本研究通过 ｕｎｉｐｒｏｔ蛋白数据
库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）分析可与ＲＮＦ１４结合的
潜在底物，发现 ＨＮＦ１α与 ＲＮＦ１４之间存在相互结
合［２７］。本研究通过免疫共沉淀实验证明 ＨＮＦ１α与
ＲＮＦ１４之间存在相互结合，进一步通过在 ２９３Ｔ工具
细胞中共转染ＲＮＦ１４质粒和ＨＮＦ１α质粒证明ＲＮＦ１４
能够下调ＨＮＦ１α的表达，提示 ＨＮＦ１α可能是 ＲＮＦ１４
作为Ｅ３泛素连接酶的底物，ＲＮＦ１４可能通过泛素化降
解ＨＮＦ１α而促进肝癌细胞的增殖与转移。
　　本研究探讨了 ＲＮＦ１４对肝癌细胞增殖及侵袭转
移能力的影响，结果表明ＲＮＦ１４能够促进肝癌细胞的
增殖与转移，提示 ＲＮＦ１４可能在肝癌的发生、发展中
起到重要的促癌作用。本研究还发现 ＲＮＦ１４可能是
通过泛素化降解ＨＮＦ１α而促进肝癌细胞的增殖与转
移，接下来亟需深入研究 ＲＮＦ１４对 ＨＮＦ１α具体的泛
素化调控机制，为探索肝癌发生的分子机制提供新的

方向和研究思路。
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