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HLJ1在肝癌细胞系中的表达及其对肝癌 SK—Hepl 

细胞生物学行为的影响 

谭茜茜，汤 华 

(重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究人肝脏DnaJ—like蛋白(human liver DnaJ—like·protein，HLJ1)在肝癌细胞中的表达，探讨 HLJ1对肝癌细胞 

SK—Hep1生物学行为的影响。方法：首先,qRT—PCR和Western blot检测HLJ1在肝癌细胞中的表达情况。其次，过表达或干扰 

HLJ1后转染SK—H。p1细胞株，MTS和克隆形成实验检测细胞增殖能力的变化；流式细胞术检测细胞早期凋亡率；划痕实验检 

测细胞迁移能力；rI1ranswe11小室检测细胞侵袭能力的变化。结果：qRT—PCR和Western blot结果显示 HLJ1的mRNA水平和蛋 

白水平在 3种肝癌细胞系中均呈低表达。MTS和克隆形成结果显示 HLJ1能抑制肝癌细胞的增殖。流式细胞术结果显示 HLJ1 

能促进细胞早期凋亡。划痕和 Transwell实验显示 ，HLJ1能抑制肝癌细胞的迁移和侵袭。结论：HLJ1在肝癌细胞系中低表达，且 

能抑制 SK—Hepl细胞增殖、迁移和侵袭 ，促进细胞凋亡。 
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Expression of HLJ1 in hepatocellular carcinoma celllines 

and its biologic function in SK—Hepl 

Tan Xixi，Tang Hua 

(Key Laboratory of Molecular Infectious Diseases，Ministry of Education，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the expression of HLJ1 in hepatocellular carcinoma(HCC)cells and to explore the effect of HLJ1 

on the biological behavior in SK—Heplcells．Methods：The expressions of HLJ1 mRNA and protein were determined by qRT—PCR 

and Western blot in hepatocellular carcinoma cells(SMMC一7721，SK-Hepl and HepG2)．MTS，Colony formation and apoptosis assay 

were perform ed to determ ine the cell proliferation and apoptosis；wound healing and Transwell assay were used to detect the migration 

and invasion in SK—Hep1．Results：qRT—PCR showed HLJ1 mRNA expression were lower in HCC cell lines，and HLJ1 protein level 

was also lower in HCC cell lines；MTS and Colony formation assay indicated HLJ1 decreased HCC cells proliferation． FCM showed 

that HLJ1 promoted cell apoptosis．Wound healing and Transwell assay revealed HLJ1 inhibited HCC cell migration．Conclusion： 

HLJ1 is low expression in HCC cell lines，which could inhibit the proliferation，migration and invasion，while promote cell apoptosis in 

SK—Hep1． 

【Key words]hepatocellular carcinoma；SK-Hepl；human liver DnaJ—like protein；biologic function 

肝癌 (hepatocellular carcinoma，HCC)是全球第 

五大常见肿瘤．是导致死亡的第三大癌症[”。我国肝 
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癌发病率和死亡率均高于世界平均水平，术后复发 

和侵袭转移是促使肝癌高死亡率的主要原因闭。肝癌 

的发生发展是一个复杂的渐进过程，涉及很多基因 

和信号分子的改变，从而构成一个复杂的分子谮 。随 

着分子生物学的快速发展，进一步研究肝癌相关的 

基因改变、探明其发生发展的分子机制，对于诊断、 

治疗肝癌，判断预后，实行精准医疗提供新的方法。 

人肝脏 DnaJ—like蛋白 human liver DnaJ—like 

protein，HLJ1)是 DnaJ类热休克蛋 白40(Hsp40)家 
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族成员之一，定位于人类染色体 lp31．1，由 337个 

氨基酸残基组成，分子量约 38 kD[ 。有学者报道 

HLJ1存在一个可以增强其转录活性的区域．此区域 

有4个转录因子YY1结合位点，YY1过表达能增强 

其启动子活性阁。目前，HLJ1的研究主要集中在结 

直肠癌和非小细胞肺癌，HLJ1低表达与肿瘤预后不 

良显著相关 。本课题组前期研究表明HBV可以 

诱导转录因子YY1的表达，继而使HLJ1启动子激 

活使HLJ1表达上调，提示 HLJI可能在肝癌的发展 

过程中发挥作用l 9l。本研究了解 HLJ1在肝癌细胞株 

中的表达量 ，通过过表达或干扰 HLJ1后转染肝 

癌 SK—Hepl细胞株，探讨 HLJ1对 SK—Hepl细胞 

生物学行为的影响。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

正常肝 细胞 系 L一02、肝癌细胞 系(SMMC一7721，SK— 

Hepl and HepG2)为本实验室保存 ：DMEM细胞培养基购 自 

Hyclone公司：FBS购自Gibeo试剂公司：去内毒素质粒抽提 

试剂盒购 自OMEGA公司；Lipofectamine2000购 自 Invitrogen 

公 司：pcDNA5／FRT／TO V5 HLJ1购 自Addgene公司 ；siHLJ1 

由 Biotend公司合成：逆转录试剂和定量 PCR试剂盒均购 自 

Takara公司 ；anti—HLJ1和 anti—B—tubulin购 自Proteintech； 

MTS试剂购自Promega公司：克隆形成定量检测试剂盒购自 

Gen Med Scientifics公司；Transwell小室购自Costar公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1 细胞培养 将肝癌细胞 SK—Hepl置于 37℃，5％CO： 

和常规湿度的细胞培箱中，500 mL DMEM基础培养基加入 

50 mL FBS、1％青霉素／链霉素。根据细胞的生长状况及后续 

实验目的取对数生长期的细胞及时换液和传代。 

1．2．2 细胞 转染 分为过表 达质粒转染 (对照组 pCMV 

sport6和实验组 pcDNA5／FRT／TO V5 HLJ1)和干扰 RNA转染 

(对照组 siNC和 siHLJ1)。转染前 1 d，将 SK—Hepl细胞接种 

于 6孔板，待第 2天细胞密度至70％～90％。吸取 7．5 

Lipofectamine2000加入 100 wL OPTI—MEM中混匀得混合物 

1，吸取 2．5 Ixg质粒 (或 75 pmol siRNA)~I入 100 OPTI- 

MEM中混匀得混合物2，将混合物 1和2混匀，室温孵育25 

min，将 6孔板中培养基换成400 IxL无血清无抗性的OPTI— 

MEM。再加入 200 txL上述混合液，放入培养箱5-6 h更换为 

完全培养基 ，24～48 h后进行后续实验。 ’ 

1．2．3 qRT—PCR检测 HLJ1 mRNA的表达 采用 Trizol提取 

总 RNA．利用 Takara试剂盒逆转录 RNA成 cDNA再进行 

qRT—PCR。实验组相对于对照组表达量的变化倍数用2-A 

计算。HI_J1上游引物：5’一AAAGGCTAAACGCTGATG一3’．下 

游弓I物：5’一AAcAATGTcTGcTGGAAT一3’，内参 GAPDH上 

游引物：5’一CGACCACn’rGTCAAGCTCA一3’，下游引物：5’一 

AGGGGTcTAcATGGcAAcTG一3’。 该实验至少做 3次。 

1．2．4 Western blot检测 HLJ1蛋 白的表达 按照碧云天试 

剂盒提取蛋白，10％一12％SDS—PAGE凝胶电泳 ，再电转至 

PVDF膜，5％脱脂牛奶室温封闭 1 h，一抗(兔抗 HLJ1／鼠抗 

13一tubulin)4 oC孵育过夜，TBST室温摇床洗膜 3x10 min，加入 

二抗 37℃孵育 1-2 h，加 ECL显色液后凝胶成像系统显色。 

B—tubulin为内参。该实验至少做 3次。 

1．2．5 MTS法检测细胞增殖 将转染过表达质粒或 siRNA 

的SK—Hepl细胞铺于96孔板，100 I．LL细胞悬液中含细胞数 

约 4 000个，孑L。待细胞全部贴壁后，加入 20 MTS试剂， 

继续孵育 2 h，用酶标仪在 490 nm处测吸光度(absorbance， 

A)值，记为24 h数值，并依次测定48、72、96 h的A值(每天 

同一时间测量)，分析结果。该实验至少做 3次。 

1．2．6 克隆形成实验检测细胞增殖 将转染过表达质粒或 

siRNA的SK—Hepl细胞铺在 6孔板里，细胞数约 10 000个／ 

孔．根据细胞生长状况更换培养基。培养 4 d后，细胞呈 1个 

个肉眼可见的细胞团，取出6孔板，倒掉培养基，按照试剂盒 

说明书进行染色，取 1 mLA液洗细胞 2次，吸掉 A液后 ，加 

入 B液室温染色 20 min，再用 PBS洗 3次，晾干，拍照 ；定量 

检测时再加入 1．5 mL C液室温孵育 5 rain，测量 570 nm处 

A值。该实验至少做 3次。 

1．2．7 Annexin V—FITC／PI双标记流式细胞术检测细胞凋亡 

将转染过表达质粒或 siRNA的 SK—Hepl细胞以 2x10 个／孔 

铺于 6孔板内。用胰酶消化细胞，离心收集上述各组细胞 ，用 

预冷 PBS洗 1次 ，再用 PBS直接悬浮细胞即刻送生科院检 

测细胞凋亡。 

1．2．8 Transwell侵袭实验检测细胞侵袭能力 将转染过表 

达质粒或 siRNA的 SK—Hepl细胞稀释成 3x10 ~"／mL细胞 

悬液。将 Transwell小室置于 24孔板内，上室加入 100 IxL无 

血清培养基细胞悬液，下室加入 800 IxL含 10％FBS的DMEM， 

常规培养 24 h，用棉签擦去上室内的细胞 ，PBS洗 2次，4％ 

多聚甲醛固定 30 min，结晶紫染 10 min，然后用 PBS洗净 ， 

在 200×倒置显微镜下分别计数穿膜细胞并拍照，随机选取 

3个视野取均值。 

1．2．9 划痕实验检测细胞迁移能力 将转染过表达质粒或 

siRNA的 SK—Hepl细胞以 2x10 个／孔铺于 6孔板内，密度 

为70％～90％，待细胞全部贴壁后，用 200 枪头在6孔板 

内底部划一条直线 ，PBS洗净游离细胞 ，更换完全培养基为 

2％ FBS的 DMEM。显微镜下拍照，记为 0 h，并依次拍摄 24、 

48 h的划痕距离变化(每天同一时间拍摄)，计算 SK—Hepl细 

胞的相对迁移距离比【(O h距离一48 h距离)／0 h距离)]来分 

析细胞迁移能力的变化。 
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J．3 统计方法 

数据采川t SPSS l9．0统计软件进行分析，计世资料以均 

数 ±标准差(， ± )表示 ，2组均数问比较采用独 样本 t检 

验分析，多组均数问比较采用单冈素方差分析，检验水准分 

别选取 a=0．05或 a=0．叭 

2 结 果 

2．1 HIJI在肝癌细胞系中低表达 

采用 qRT—PCR和 Westertl blot检测 HIJ1 正常肝细 

胞系 T 一02祠1不 肝癌细胞系(SMMC～772I，SK—H印I and 

HepG2)中的表达情况。qRT—PCR结果 示：HIJ1 n RNA表 

达水平在 3种肝癌细胞If】(SMMC一7721：0．107±0．015：SK— 

tlep1：0．497±0．077；ItepG2：0．307±O．086)均较ll!常肝细胞系 

I 一02(1．002±0．002) 显降低 ，差异有统汁学意 义(SMMC一 

7721：t=60．310，P=O．000；SK—Hep1：t=6．600
，
P=0．003：HepG2： 

t=8．12l，P=0．001． lA)、 Western})lot纳求{fIj-爪 HIJ1货 水 

平在不同肝癌细胞系中亦呈低表达( =159．400，P=0．000． 

图 1B)．． 
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图 1 HLJ1在正常肝细胞系和不同肝癌细胞系中的表达 

Fig．1 Expression of HLJ1 in HCC cells compared with the 

hepatic immo rtal cell line 

2．2 SK—Hep J细胞中转染 HIj1过表达质粒或 siHlJl后转 

染效率检测 

SK—Hepl细胞瞬时转染 pcDNA5／I~～11 171、0 V5⋯J 1后 ． 

qRT—PCR结 果 示 HUl mRNA表达水平卡同刈 于对照组 

pCMV sport6I(58．580±9．741)vs．(1．007±0．004)II J 增JJ口， 

差异有统计学意义(t=5．910，P=0．004)：Western 14(，t结果 示 

HIJ1 h表达量相埘于埘照组也明 增加(图 2A) 、转染 

siHIj1后，SK—HepI细胞l}l H1J1 mRNA的表达水平卡fj州‘于 

对j{《{组 siNC明 降低[(0．494±0．022)vs．(1．001±o．000)I． 

簋异有统计学意义(t=23．560，P=0．000)；转染 siHlJ1 蛋白 

表达 也明 下凋( 2R) 

一  

3 

siNC siltIJ 

H¨ 

I1I 16组比较，P<0．01 

1过表达效果 

siNC s；IIIJ I 

⋯J 瞄潞 

siN(；组 比较 ，P<O．01 

B．II1 I1干扰效果 

图2 HLJ1的过表达效率和干扰效率 

Fig．2 Expression of HU 1 in SK—Hepl cells after 

OVere×Dressj0n or siHLJ 1 

2．3 I1Ijl抑制 SK—Hepl细胞增殖 

M_rS检测过表达或 f：扰 H1J l后 SK—llepl细胞增 能 

力的变化为 ：转染 pcDNA5／FII r／ ro v5 HIJ1 72 h ．榆测 

A ．，为(0．939±0．Ol3)， j 寸 ! 组 pCMV sport6(1．159± 

0．024) 比，细胞增殖能力减 ，蓐舁存统汁学意义(t=8．I73， 

P=0．001)；转染 96 h后抑制作川仍持续存 ．过 达 ⋯J1 

(1．101±0．024)与对照绀(1．323±0．040)相比有统 汁 ：意 

义(t=4．753，P=O．009)，如 3A、衷 l所示．．转染 sj⋯JI 72 tl 

J ，A4㈨ 为(0．869±O．01 1)， 寸照组 siNC(0．795±0．013)十̈ 

比促进了SK—Hep1细胞 卜长．笠异有统计 意义(t=4．345， 

，)=()．012)；96 I1J 增强作川仍持续仔 ．siHlJ1(1．286±O．033) 

-j siNC(1．053±0．029)卡̈t-g4f统计学意义(1=5．291．，L0．006)． 

表 1 过表达 HLJ1细胞的增殖活性(A 

Tab．1 Detection of cell proliferation activity after overexpression HLJ1(A ) 
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如图 3A、表 2所示。克隆形成实验检测过表达或十扰 HIJ1 

后 ，sK—Hepl细胞增殖能力的变化为 ：转染 pcDNA5／FRT／ 

TO V5 HIjl 72 h后 ，细胞增殖能力减弱 ，检测 A 为 

(O．195±0．OI6)，与 对照组 pCMV sport6(0．473±0．051)相 

比抑制了细胞增殖，差异有统计学意义(t=5．216，P=O．006，网 

3 B)。转染sillIJ1 72 h后 ，A ． 为(0．658±0．058)，与对照组 

siNC(0．371±0．024)相比细胞增殖能力提高．差异有统计学 

意义(t--4．531，P=0．叭1，图 3B)。 

表2 干扰 HLJ1细胞的增殖活性(A 

Tab．2 Detection of cell proliferation activity after siHLJ1( 
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￡
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1~2M％s册Ĥ f,c'DNA5／FRTTI'O Y5 HIJ! 

slHlJ 

童▲  

0 

0 

{0 
0 

0 

a：与siNC组比较，P<0．01； 

h： pCMV sport6组比较 ．P<O．Ol 

siN(： 

siH LJ 

B．克隆形成实验 

图 3 过表达和干扰 HU1后 SK—Hepl细胞增殖能力的检测 

Fig．3 Detection of cells proliferation after overexpression HLJ1 

or siHU 1 by MTS and colony formation assay in SK-Hepl cells 

2．4 HLJl促进 SK—Hep1细胞 凋亡 

将过表达或干扰 HIj1后的 SK—Hepl细胞用流式细胞 

术检测其对细胞凋亡的影响。结果显示，转染 pcDNA5／FRT／ 

TO V5 HlJ1后能够促进 SK-Hep1细胞早期凋亡率(16．32％)， 

与对照组早期凋亡率(7．01％)相比提高了 2．33倍(图 4)。十 

扰 HLJ1后早期凋亡率为 2．49％，对照组 siNC早期凋亡率为 

4．03％(图 4)。表明 HLJ1抑制 SK—Hepl细胞增殖可能通过 

诱导细胞凋亡实现。 
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图4 过表达或干扰 HU1后对 SK—Hepl细胞凋亡的影响 

Fig．4 Effect of HU 1 on apoptosis in SK—Hepl cells 

2．5 HLJ l抑制 SK—Hepl细胞迁移 

划痕实验结果显示 ，转染 pcDNA5／FRT／TO V5 HIj l后 

的相对迁移距离比(0．302±0．049)与对照组 (O．573±0．037) 

相比，SK-Hepl细胞迁移能力明显减弱，差异有统计‘学意义(仁 

4．379，P=0．012。图 5A)。而 sillLJ1相对迁移距离比为0．666± 

0．006(siNC为0．393±0．Ol5)，SK—Hepl细胞的迁移能力明 

增强，差异有统计学意义(￡=16．740，P=-0．000，图5B)。 

Ⅲ·『】NA5／ 
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卜j pCMV sport6组比较 ，P<O．05；b：卜j siNC组比较，P<0．0l 

图 5 划痕实验检测 HU1对 SK—Hepl迁移能力的影响 

Fig．5 Detection of cell migration by scratch assay in SK-Hepl 

2．6 HLJl抑制 SK—Hepl细胞侵袭 

接下来利用 Transwell小室检测细胞侵袭能力的变化。 

结果显示，转染 pcDNA5／FRT／TO V5 HlJI后与对照组相 比， 

SK—Hepl细胞侵袭能力明显减弱，穿膜细胞个数为(58．00± 

5．686)，与对照组 (222．0±15．14)相比差异有统计学意义(￡= 

10．140，／：k0．001)。同时，sillLJ1穿膜细胞数为(255．300±7．535)， 
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与对照组 siNC(151．700±8．172)卡̈比明 增加 ，差异仃统 t- 

学意义(t=9．326，P=-0．001)，如[皋1 6所爪 、 
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图6 Transwell小室检测 HU1对 SK—Hepl侵袭能力的影响 

Fig．6 Detection of cell invasion by transwell assay in SK—Hepl 

3 讨 论 

目前 ．手术切除仍是肝癌首选治疗方式 ，但高 

复发率和转移率严重影响患者的生活质量。 此， 

探讨肝癌发生和转移的分子机制对于改善肝癌患 

者的生存具有重要现实意义l1。}。 

HIJ 1作为抑癌基因，具有抑制细胞生长、增殖、 

侵袭 、迁移，促进细胞凋亡，参与细胞周期调控等作 

用，并与肿瘤的复发和转移密切相关。研究发现，非 

小细胞肺癌和结直肠癌中 HLJ1呈低表达，且与患 

者预后不良密切相关16-81。在非小细胞肺癌中，二甲 

基亚砜 DMSO可通过激活蛋白(AP一1)调控 HLJ1的 

生物学功能 11。HLJ能够上调 STAT1和 P2lWAFl的 

表达．同时下调 Cyclin D1，通过 STATI~IIP21WAF1 

途径减缓细胞分裂和肿瘤细胞生长 。研究指出，HLJ1 

的低表达可导致上皮性钙黏附蛋 E(ecadherin，E— 

Cad)的上蒯，这是上皮一 充质转化的关键环节。肿 

瘤的侵袭转移密切相关ll21 HIJ1还可以通过加强c 一 

iun氨基端激酶活性和激酶 Caspase一3来促进细胞 

凋 ，并通过影响肌动蛋h的聚合重组进而渊控肿 

瘤细胞的侵袭和迁移llj1 

大量研究结果证实 HU l作为抑癌基因在多种 

肿瘤中发挥抑制作用，本研究提示 HIJ1与正常肝 

细胞棚比，在 3种肝癌细胞系中 著低表达 ，n抑 

制肝癌细胞 SK—Hepl增殖、迁移和侵袭 ，促进细胞 

凋亡等生物学行为 、在后续的实验巾发现 ，过表达 

HLJ1后． 管 内皮生长 子 (vascular ell(tothelia] 

growth factor，VEGF)、基质金属蛋白酶一2(matrix met— 

alloproteinase一2，MMP2)和基质金属蛋白酶一9(ma— 

trix metaIl()prI)teinase一9，MMP9)等基因 mRNA水平 

下降。十扰 HIj1后表达水平有所回升、、大量研究表 

明，VEGE、MMP2和MMP9等与多种恶性肿瘤的增 

殖、浸润币I1转移等密切相关 sI，这都有待于后续深 

入研究．为肝癌的精准治疗提供理论依据。 
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组蛋白去乙酰化酶抑制剂 FK228治疗小鼠肝硬化的实验研究 

李梦辉 ，周恒宇 ，刘迪娜 ，蔡 莹 ，龚建平 z，唐 霓 ，黄爱龙 ，夏 杰 

(1．重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室．重庆 400016； 

2．重庆医科大学第二附属医院肝胆外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察组蛋白去乙酰化酶抑制剂罗米地辛(Romidepsin，FK228)对四氯化碳 carbon tetraehloride，cch)诱导小鼠肝 

纤维化模型的治疗性作用，初步探讨 FK228对减轻小鼠肝纤维化的机制。方法：将 30只 8周龄 C57BL／6雄性小鼠随机分为对 

照组、造模组和治疗组，每组 10只；对照组腹腔注射生理盐水 ；造模组腹腔注射 10％CC14溶液诱导肝纤维化，持续 24周；治疗 

组在诱导纤维化第 20周开始采用 FK228进行治疗。检测各组小鼠血清谷丙转氨酶(alanine aminotransferase，A1Jrr)、谷草转氨酶 

(aspartate transaminase，AST)含量水平 ；对肝组织进行 HE染色和天狼星红染色，观察假小叶形态结构；进行 0【一平滑肌肌动蛋白 

(0【一smooth muscle actin，0【一SMA)免疫组化染色，观察肝星状细胞活化程度及肝纤维化进程 ；Western blot半定量分析 —SMA蛋 

白在肝脏中的表达情况。结果：造模组血清 ALT(67．270．4-11．109)IU／L，而治疗组小鼠的血清ALT(37．670 4-8．461)IU／L显著下 

降(P-0．019)；肝组织切片HE染色和天狼星红染色显示造模组纤维化程度高、假小叶形成明显，而治疗组纤维化程度明显减 

弱；免疫组化染色和Western blot结果显示治疗组ft．一SMA水平相对于造模组明显降低(P=0．001)。结论：研究结果首次证实 

FK228对降低小鼠肝纤维化程度有治疗性作用，而且其机制可能与抑制星状细胞活化和降低 oL—SMA蛋白表达水平有关。 

【关键词】组蛋白去乙酰化酶抑制剂；FK228；肝纤维化； 一平滑肌肌动蛋白 
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Experimental study of romidepsin in reducing liver cirrhosis 

Li Menghui2,Zhou Hengyu ，Liu Dina1，Cai Ying~，GongJianpinge，Tang]ViI HuangAilo ，Xia此 

( ．Key Laboratory ofMolecular Biologyfor Infectious Diseases Founded by Ministry ofEducation，Chongqing 

Medical University；2．Department ofLiver，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To observe the effect of histone deacetylase inhibitor romidepsin(FK228)on liver cirrhosis in mice，and to in一 
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vestigate the underlying mechanism of renoprotective effect of 

FK228．Methods：Thirty experimental mice were randomly di- 

vided into three groups：control group(group A)，model group 

(group B)and treatment group(group C)．To set up the liver 

cirrhosis model，mice in group B and C were treated with in— 

traperitor／eal injection of CC14 for 24 weeks．From the 21th 

week，group C were treated with intraperitoneal injection of 

FK228 weekly．The levels of serum ALT and AST were detected 
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