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p115~llMIF在肝癌细胞和正常肝细胞的表达情况 

文 雪，易永芬，邓 玮，闰田静，屈玉玲 

(重庆医科大学基础医学院病理学教研室、分子医学与肿瘤研究中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究人肝癌低分化SMCC一7721~胞株，高分化HepG2细胞株和人正常肝细胞株LO2的高尔基体转运蛋白p115和 

巨噬细胞移动抑制因子(Macrophage migration inhibitory factor，MIF)的表达情况。方法：采用RT—PCR方法检测3组细胞株中p115 

和MIF的mRNA表达水平。用Western blot方法 和细胞免疫组化方法检测3组细胞株中p115和MIF的蛋白表达情况。结果： 

SMCC一7721．HepG2的P115和MIF mRNA表达和蛋白表达水平明显增加且SMCC一7721表达更强，与对照组正常肝细胞株LO2的 

表达量比较有显著差异(P<0．05)；细胞免疫组化方法结果显示：SMCC一7721，HepG2~p115在主要位于除高尔基体外的细胞质 

中，但在细胞质中HepG2着色相对较淡，而LO2中位于细胞核旁的高尔基体上。MIF主要分布于细胞质中，其在SMCC一7721、 

HepG2、L023组细胞表达量呈明显减弱，统计学有显著差异(尸<0．05)。结论：p115和MIF的含量在SMCC一7721、HepG2、L02 3组细 

胞株中呈递减性变化。说明随着细胞恶性程度增加，pl 15和MIF表达增高，提示二者可能与肿瘤细胞的异常分化有关。 
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【Abstract]Objective：To observe and compare the expressions and cellular distributions of pl 15 and MIF in a normal human hepatic cell 

line(LO2)and different hepatocellular carcinoma cell lines(SMCC-7721，HepG2)．Methods：The expressions of pl 15 and MIF proteins 

were measured using Western blot analysis．The mRNA levels of pl 15 and MIF were detected by reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT—PCR)．pl 15 and MIF expressions were further studied with immun0cytochemistry techniques．Results：The results of 

RT-PCR and Western blot showed that the expressions of pl 15 and MIF of control group (L02)were obviously weaker than that of those 

HepG2 and SMCC一7721；furthermore．in HepG2 the expressions were weaker than in SMCC一7721．The results of immunohistochemical 

cell staining of the pl 15 showed that yellow or brown granules were located in the cytoplasm in different hepatocellular carcinoma cells 

(SMCC一7721，HepG2)，but in L02 cells most of them were located on the Golgi complex．The cell staining for MIF was located in the 

cytoplasm of the norm al hepatic cell line and in the different hepatoeelluar carcinoma cells．Moreover，The expression of MIF in LO2 was 

weaker than that of HepG2，and that of HepG2 was weaker than that of SMCC一7721．Conclusion：The expressions of pl 15 and MIF in 

different hepatocellular carcinoma ceils are dramatically higher than those in the norm al human hepatic cell line，and pl 15 and MIF are 

strongly expressed in the SMCC-7721 cell line．The expressions and distributions of pl 15 and MIF are related to the stage of differentiation 

of cancer ceils． 
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高尔基体转运蛋I~tp1 15是位于高尔基体上的一个参与运 

输和保持高尔基体细胞结构稳定的重要蛋白。最新研究报 
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道，在炎症的刺激下，单核细胞和巨噬细胞中高尔基体上的 

pl15能游离到细胞质中将其中的巨噬细胞移动抑制因子 

(Macrophage migration inhibitory factor，MIF)运输到细胞膜上 

特异性的受体上，从而使得MIF在细胞内重新分布Ⅲ。后者是 

一 种独特的促进肿瘤发生的分泌因子，可影响细胞的增殖和 

癌基因诱导的恶变，还通过调节机体的免疫应答和促进肿瘤 

侵袭迁移，血管的生成等促进肿瘤的发生和演变，但是在 
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肝癌细胞中p115的表达情况与MIF的关系以及p115表达水 

平的变化是否影响MIF的分泌和表达的变化，这些研究在国 

内外鲜见报道。本研究采用RT—PCR，Western blot和细胞疫 

组化的方法检测正常肝细胞株和几株肝癌细胞株的p1 15和 

MIF表达水平，讨论p115和MIF在肝癌细胞株和正常细胞株 

的表达情况。 

1 材料与方法 

1．1 细胞株 

人肝癌细胞株HepG2，SMCC一7721和人正 常肝细胞株 

LO2均由重庆医科大学病理教研室提供。 

1．2 试剂及材料 

RT—PCR试剂盒购自Takara公司。RT—PCR引物由重庆升 

博公司合成。抗人p115抗体，抗人MIF抗体购自Santa eFI1Z公 

司。抗人B—actin抗体购自博士德生物工程有限公司。蛋白裂 

解液购自碧云天生物技术公司，BCA蛋白定量试剂盒由重庆 

医科大学药学院赠送。PVDF膜(0．22 txm，0．45 m̈)购 自Mil— 

lipore公司。化学发光检测试剂盒购 自天根生物技术有限公 

司。HRP标记的羊抗兔IgG，DAB均购自北京中杉金桥生物技 

术有限公司。 

1-3 RT—PCR 

将处于对数生长期的 LO2、HepG2、SMCC一7721的细胞 

分别用含 10％小牛血清的RPMI1640培养基 ，于 37"C，5％C0 

的培养箱中培养至 1O 个／ml。用 Trizol方法分别提取各组细 

胞总 RNA，电泳检测 mRNA的完整性 ，紫外分光光度计检验 

纯度并定量。RT—PCR反应按照试剂盒说明书进行操作。 

p115反应条件：PCR反应：94℃30 s 64℃30 s，72℃ 1．5 min， 

共进行 33个循环。内参反应条件：PCR反应：94℃30 S，60~C 

30 S，72℃ 1．5 min，共进行 33个循环。MIF反应条件 ：PCR反 

应：94~C 30 S 60~C 30 S，72cC 1．5 min，共进行 33个循环。PCR 

引物见表 1。PCR产物经 1．5％ 2％琼脂糖凝胶电泳检测并用 

Bio—Rad凝胶成像仪摄取凝胶图像，再用 Quantity One进行 

半定量分析。 

表 1 PCR引物 

1．4 Western blot 

将处于对数生长期的LO2、HepG2、SMCC一7721的细胞 

分别放于用含 lO％／J~牛血清的 RPMI1640培养基 ，于 37℃， 

5％CO，的培养箱中培养至 106个／ml。按细胞裂解液试剂盒说 

明书提取各组总蛋白。BCA法测蛋白浓度，8％和 12％SDS—PAGE 

凝胶电泳，转膜并封闭非特异性结合位点之后 ，分别用pl15、 

MIF、和 B—actin的一抗孵育(抗体稀释浓度分别为 1：1 000、 

1：500、̈ 00o1，4℃冰箱过夜 ；TBST洗膜 3次 ，每次 5 min后 

加二抗(1：1 000)37'(2孵育 2 h，用 TBST洗膜 3次 ，每次 10 

min后，ECL化学发光显色，由Bio—Rad凝胶成像仪摄取凝胶 

图像，再用 Quantity One测定其结果的面积及灰密度值。每 

项实验重复 3次。 

1．5 细胞爬片制备及细胞免疫化学 

收集对数生长期的各组细胞用0．25％的胰酶消化，加含 

10％小牛血清的 RMPI1640培养液终止消化，轻轻吹打混匀。 

以细胞密度为的 1O 个／ml的细胞每孑L 500 Ixl接种于 24孔 

板中培养 ，待细胞刚刚长满单层 ，用移液器吸尽培养基，然后 

滴加4％多聚甲醛固定约20 min，倾液，用PBS洗涤3 X 5 rain。 

然后用 3％H：0：孵育 15 rain以去除内源性过氧化物酶活性 ； 

正常羊血清孵育15 rain去除非特异性结合物质；兔抗人MIF， 

鼠抗人 p115抗体(1：50)，4T1孵育过夜。次日，用生物素标记 

的羊抗兔 IgG兔抗鼠1gG37℃孵育 30 rain；辣根酶标记链酶 

卯白素工作液孵育 15—25 min；最后加入适量的DAB底物显 

色，快速用苏木精复染胞核后用清水冲洗。NIKON TE2000一U 

型倒置显微镜 200倍下观察其分布情况。按 S—P法的操作步 

骤，利用Image—Pro Plus 6．0图像分析测量并分析各组肝细胞 

中pll5和MIF蛋白表达的光密度均值 =累计光密度值／总 

面积。 

1．6 统计学处理 

实验结果以均数 ±标准差( -4-s)表示，采用 SPSS 17．0统 

计软件进行单因素方差分析；样本均数两两比较采用 SNK—q 

检验方法 ，P<0．05说明有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 SMCC一7721，HepG2，L02的p115，MIF检测mRNA表达 

p115和 MIFmRNA表达(见图 1)。L02，HepG2和 SM— 

CC一7721细胞组的 p1 15 mRNA的表达水平均无显著性差异 

(F=0．230，19>0．05)，其中 SMCC一7721 VS LO2 P=-0．002，HepG2 

VS LO2P=0．018，SMCC一7721 VS HepG2P=-0．001，P值均 <0．05； 

L02，HepG2和 SMCC一7721细胞组的 MIF mRNA的表达水平 

均无显著性差异(F=0．664，P>0．05)，其中 SMCC一7721 VS L02 

P=-0．035，HepG2 VS L02 P=-0．007，SMCC-7721 VS HepG2 p=- 

0．013，P值均 <0．05；与LO2细胞组相比，HepG2和SMCC一7721 
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通过对正常肝细胞株和不同分化肝癌细胞株中p115和 

MIF的表达情况初步研究，为我们进一步研究 pl15在肝癌 

细胞中的功能和其表达对 MIF表达，分泌的影响研究奠定了 

基础。 
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