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摘要 目的 分析核 Dbf2 相关激酶 1 ( NDＲ1 ) 在肝癌中的
表达和临床预后的意义，探究 NDＲ1 在肝癌细胞中的生物学
功能及其调控机制。方法 利用 ENCOＲI数据库分析 NDＲ1
在肝癌组织及正常组织中的表达水平及其与肝癌患者生存

率的关系。构建 MYC-NDＲ1 真核表达载体，转染肝癌
HepG2 细胞，通过蛋白质印迹法( Western blot) 验证其表达;
利用 CCK-8 法、细胞克隆形成实验和划痕实验分别检测细
胞增殖和迁移能力。利用 ENCOＲI 数据库分析 NDＲ1 与 c-
Myc表达的相关性，并利用蛋白质合成抑制剂环己酰亚胺
( CHX) 加药实验研究 NDＲ1 与 c-Myc 蛋白的关系。结果
ENCOＲI数据库分析显示，NDＲ1 在肝癌组织中的表达高于
正常组织且 NDＲ1 高表达患者总生存率低于低表达患者，差
异有统计学意义( P ＜ 0. 001 ) ; Western blot 检测到 MYC-
NDＲ1 蛋白条带; CCK-8 法结果显示，MYC-NDＲ1 组细胞生
长速度快于空载体组( P ＜ 0. 001) ; 细胞克隆形成实验显示，
MYC-NDＲ1 组的克隆数高于空载体组( P ＜ 0. 001 ) ; 细胞划
痕实验显示，MYC-NDＲ1 组平均迁移距离大于空载体组( P
＜ 0. 001) ; ENCOＲI数据库分析显示，NDＲ1 与 c-Myc 表达有
着相关性( Ｒ = 0. 184，P ＜ 0. 001 ) ; CHX 加药实验显示，在相
同时间内，MYC-NDＲ1 组中 c-Myc蛋白的减少量低于空载体
组。结论 NDＲ1 在肝癌组织中高表达，与肝癌患者预后不
良紧密相关，并与 c-Myc 基因的表达呈正相关; 该研究成功
构建了 MYC-NDＲ1 真核表达载体，表达产物 MYC-NDＲ1 能
够增加 c-Myc蛋白的稳定性，促进人肝癌细胞增殖和迁移。
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肝癌在我国的发病率和病死率仍处于较高的水

平［1］。核 Dbf2 相关激酶 1 ( nuclear Dbf2-related ki-

nase 1，NDＲ1) 是 NDＲ蛋白激酶家族成员之一，属于
进化上高度保守的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶家族成
员［2］。磷酸化是 NDＲ1 的激活修饰，主要包括催化
域中心、催化域外 C 端和疏水基序的磷酸化［3］。
NDＲ1 通过校正染色体和调控中心体复制参与稳定
染色体组、诱导凋亡等发挥抑癌作用，也可以通过干
扰 E3 连接酶的泛素化和降解来增强 c-Myc 的稳定
性发挥促癌作用［4］。该研究分析了 NDＲ1 在肝癌中
的表达对肝癌预后的影响，初步探索了其调控肝癌

细胞增殖和迁移的机制，为进一步研究 NDＲ1 的促
癌机制及抗癌药物靶点提供了研究方向。

1 材料与方法

1． 1 材料 pXJ-40-myc 载体、人肝癌 HepG2 细胞
系由军事医学研究院生物工程研究所细胞工程研究

室保存; 限制性内切酶、DNA连接酶购于日本 TaKa-
Ｒa公司; MYC 抗体购于武汉三鹰生物技术有限公
司; 引物和测序由北京博迈德公司完成; BM2000 +
DNA Marker购于北京博迈德公司; 环己酰亚胺( cy-
cloheximide，CHX) 购于美国 MedChemexpress公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 生物信息学分析 选取 ENCOＲI 数据库分
析 NDＲ1 在肝癌中的表达水平、与肝癌患者总生存
率的关系及与 c-Myc表达的相关性。
1． 2． 2 重组质粒的构建与测序 以乳腺文库( 由
军事医学研究院生物工程研究所细胞工程研究室保

存) 为模板，根据已知的 NDＲ1 的编码序列设计所需
引物: 5'-CGGGATCCATGGCAATGACAGGCTCAACA
C-3'，5'-CCGCTCGAGCTATTTTGCTGCTTTCATGTAG
GA-3'( 下划线为酶切位点) 。PCＲ 产物检测正确后
回收; 用 BamH Ⅰ、Xho Ⅰ对回收的 PCＲ 片段进行
双酶切，获得带有黏性末端的双链; 对 pXJ-40-myc
载体用 BamH Ⅰ、Xho Ⅰ进行双酶切，胶回所需要的
片段; 将 pXJ-40-myc 载体与双酶切后的片段连接。
连接产物转化感受态细胞，挑取单个菌落接种于相

应抗性的液体 LB培养基中，37 ℃摇床培养 12 h，收
集菌液进行质粒提取，双酶切质粒，若电泳结果在 1
500 bp处出现条带则送公司测序。
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1． 2． 3 Western blot 验证 MYC-NDＲ1 的表达 将
HepG2 细胞铺于 6 孔板中，待密度适宜后进行转染。
按转染试剂的剂量要求配置所需的溶液，将 2 μl
VigoFect和 98 μl 生理盐水混匀，静置 5 min，再将 5
μg质粒与生理盐水充分混匀，并补至 100 μl。将上
述两种溶液混合，静置 15 min，同时转染空质粒
MYC，将混合液加入人肝癌 HepG2 细胞中，正常培
养 4 ～ 6 h后换液。培养 24 ～ 48 h后收集细胞，加入
约 3 倍细胞体积的裂解液后充分混匀，置于冰上 30
min，再加入对应量的 2 × SDS 缓冲液，沸水煮 15
min，常温离心取上清液进行电泳，根据分子量确定
电泳时间。将蛋白胶进行半干法转膜 1 h 后，5%脱
脂奶粉封闭 1 h 后加入稀释好的带 HＲP 标记的抗
MYC标签抗体，4 ℃冰箱内过夜，再放于摇床加入 1
× TBST洗膜 3 次，每次 10 min，进行 ECL法显影。
1． 2． 4 HepG2 细胞增殖实验 MYC 空载体、MYC-
NDＲ1 质粒转染人肝癌 HepG2 细胞 24 h后，铺于 96
孔板中，每组设置 3 个复孔，每孔接种 3 000 个细
胞，分别在连续 5 d同一时间点加入 10 μl CCK-8 与
90 μl DMEM 的混合液，并置于孵箱 1 h 后，检测相
应 450 nm处吸光度值。以吸光度值为纵坐标，以时
间为横坐标绘制增殖曲线。
1． 2． 5 HepG2 细胞克隆形成实验 将转染 24 h 后
的人肝癌 HepG2 细胞接种于 6 孔板中，每个孔接种
3 000 个细胞，MYC-NDＲ1 组和空载体组分别设置 3
个复孔。37 ℃、5% CO2 常规培养 2 周后，吸弃培养
基后用 PBS 清洗 3 遍，使用 4% 多聚甲醛固定和
0. 5%结晶紫染色，拍照后进行克隆计数。
1． 2． 6 HepG2 细胞划痕实验 在 6 孔板中接种
HepG2 细胞，待细胞密度达到 80% 后，将 MYC-
NDＲ1 和空载体分别转染至相应的 HepG2 细胞中。
待转染 24 h后用灭菌的 200 μl枪头进行划痕，再用
PBS缓冲液充分冲洗，直至镜下无漂浮细胞，并加入
无血清培养基，显微镜下拍照记录划痕情况。将细
胞放回培养箱培养 24 h后，选取相同部位再次进行
拍照记录，并用 Image J软件分析划痕宽度。
1． 2． 7 HepG2 细胞侵袭实验 将 MYC 空载体、
MYC-NDＲ1 质粒转染人肝癌 HepG2 细胞 24 h后，用
PBS清洗 2 次后用无血清的培养基重悬。将稀释好
的细胞接种在提前铺有基质胶的 Transwell 小室上
层，每孔加入 300 μl细胞悬液。小室下层加 500 μl
含 20%血清的培养基后放入细胞培养箱培养。36 h
后取出培养箱中的 Transwell 小室后多聚甲醛固定，
0. 1%的结晶紫染色后拍照记录细胞侵袭能力。

1． 2． 8 CHX 加药实验 在 HepG2 细胞中过表达
MYC-NDＲ1 和空载体，24 h后加入 100 mg /ml CHX，
计为 0 h，收集不同加药时间的细胞进行 Western
blot实验分析 c-Myc蛋白的稳定性。
1． 3 统计学处理 使用 SPSS 13. 0 软件进行分析，
每组数据重复 3 次。计量资料服从正态分布且方差
齐，两组间用 t检验进行比较，多组间采用方差分析
进行比较。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 NDＲ1 表达在肝癌组织中的临床价值 EN-
COＲI数据库( https: / / starbase． sysu． edu． cn / ) 分析
显示 NDＲ1 在肝癌肿瘤样本中的表达高于正常样
本，差异有统计学意义( P ＜ 0. 001) 。见图 1A。EN-
COＲI数据库分析 NDＲ1 表达与肝癌患者总生存率
的关系，结果显示，NDＲ1 高表达患者总生存率低于
低表患者，差异有统计学意义( P ＜ 0. 001 ) 。见图
1B。

图 1 NDＲ1 与肝癌患者预后关系分析
A: NDＲ1 在肝癌肿瘤样本中的表达; B: NDＲ1 表达与肝癌患者

预后的生存分析曲线; 与 NDＲ1 低表达组比较: ###P ＜ 0. 001

2． 2 NDＲ1 真核表达载体的构建
2． 2． 1 NDＲ1 基因编码序列的扩增 以乳腺文库
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为模板，PCＲ扩增 NDＲ1 的序列，获得相应的片段位
置。结果显示，在 1 500 bp 左右，与预期结果一致。
见图 2。

图 2 目的基因 NDＲ1 PCＲ扩增产物
M: BM2000 + DNA标志物; 1: PCＲ扩增产物

2． 2． 2 重组质粒的构建和测序鉴定 将 pXJ-40-
myc载体与 PCＲ 产物同时经 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ酶
切后，进行连接。将连接产物转化并选取一定数量
的克隆用于 PCＲ 验证。电泳位置大小为 1 500 bp
左右的克隆初步判断为带有人 NDＲ1 基因的阳性克
隆，见图 3。阳性克隆提取质粒，再使用上述酶进行
双酶切验证，结果显示，实验组中出现 2 条大小不一
的条带，小片段条带与 NDＲ1 大小一致，而对应的空
载体经酶切未见小片段条带。见图 4。测序结果表
明目的基因序列无位点突变，符合预期结果。

图 3 MYC-NDＲ1 的菌液 PCＲ鉴定结果
M: BM2000 + DNA标志物; 1 ～ 3: 挑取的不同克隆; 4: 阴性对照;

5: 阳性对照

2． 3 Western blot 检测 MYC-NDＲ1 在 HepG2 细
胞中的表达 将构建成功的 NDＲ1 重组质粒和空载
体分别转染 HepG2 细胞，验证MYC-NDＲ1 在细胞中
表达。Western blot 结果显示转染 NDＲ1 重组质粒
的细胞在 45 ～ 60 ku间出现条带，说明构建的 MYC-

NDＲ1 能在 HepG2 细胞中正确表达。见图 5。

图 4 MYC-NDＲ1 的双酶切鉴定结果
M: BM2000 标志物; 1: MYC-NDＲ1 重组质粒; 2: 空载体

图 5 Western blot检测 MYC-NDＲ1 融合蛋白表达

2． 4 CCK-8 法和克隆形成实验检测 MYC-NDＲ1
对 HepG2 细胞的增殖的影响 将 MYC-NDＲ1 及
pXJ-40-myc载体转染人肝癌 HepG2 细胞，进行细胞
增殖曲线和克隆形成实验。结果显示，MYC-NDＲ1
能够促进 HepG2 细胞增殖( P ＜ 0. 001) 。见图 6。
2． 5 划痕实验检测 MYC-NDＲ1 对 HepG2 细胞的
迁移的影响 在 HepG2 细胞中分别过表达 MYC-
NDＲ1 和空载体，划痕实验结果显示，与空载体组相
比，转染MYC-NDＲ1 后 HepG2 细胞的平均迁移距离
增加( P ＜ 0. 001) ，说明 NDＲ1 促进 HepG2 细胞的迁
移能力。见图 7。
2． 6 侵袭实验检测 MYC-NDＲ1 对 HepG2 细胞的
侵袭的影响 划痕实验结果显示，与空载体组相比，

转染 MYC-NDＲ1 后穿过 Transwell 小室的 HepG2
细 胞的数量增加( P ＜ 0 . 001 ) ，说明NDＲ1促进
HepG2 细胞的侵袭能力。见图 8。
2． 7 NDＲ1 与 c-Myc 表达相关性，并对 c-Myc 蛋
白稳定性的影响 用 ENCOＲI数据库对 374 例肝癌
标本进行相关性分析，结果显示 Ｒ = 0. 184( P ＜
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图 6 CCK-8 细胞增殖实验和克隆形成实验检测MYC-NDＲ1 对 HepG2 细胞增殖能力的影响

A: CCK-8 实验; B: 克隆形成实验肉眼观察结果; 与空载体组比较: ###P ＜ 0. 001

图 7 划痕实验检测肝癌 HepG2 细胞的迁移能力

与空载体组比较: ###P ＜ 0. 001

图 8 侵袭实验检测肝癌 HepG2 细胞的侵袭能力 × 10

与空载体组比较: ###P ＜ 0. 001

0. 001) ，说明 NDＲ1 与 c-Myc 呈轻度正相关。见图
9A。在 HepG2 细胞中过表达 MYC-NDＲ1 和空载
体，24 h后加入 100 mg /ml CHX，记为 0 h，收集不同
加药时间的细胞进行 Western blot 实验分析 c-Myc
蛋白的稳定性。结果显示，在相同时间内，MYC-
NDＲ1 组中 c-Myc 蛋白的减少量低于空载体组，这
说明 NDＲ1 可减慢 c-Myc蛋白降解速度。见图 9B。

3 讨论

蛋白激酶是数量最大和功能最多样的基因家族

之一，控制着生物体内许多关键过程，包括基因表

达、细胞周期、细胞生长、细胞凋亡和分化［5］。当细
胞内蛋白激酶的表达受到影响时，通常会导致疾病

的产生，如自身免疫系统疾病、哮喘、肿瘤、神经发育
障碍等。近年来，蛋白激酶研究成为肿瘤治疗研究
热点之一，了解完整的人类蛋白激酶的功能将有助

于发现新的疾病基因和设计出新的治疗方法。
NDＲ1 作为蛋白激酶家族的一员在中心体复

制、细胞增殖和凋亡、神经元发育、自噬等重要的生
理和病理过程中发挥着重要作用［6 － 7］。NDＲ1 可以
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图 9 NDＲ1 与 c-Myc稳定性的关系
A: NDＲ1 与 c-Myc表达呈正相关; B: NDＲ1 增加 c-Myc蛋白稳定性

作为自噬过程中重要蛋白 Beclin1 的分子伴侣促进
自噬体形成［8］。NDＲ1 与细胞周期蛋白 D1 相互作
用，增加 NDＲ1 从 G1 期到 S期转变所需的激酶活性
从而调节细胞周期进程［9］。NDＲ1 是 ＲASSF1A /
MST1 信号级联的关键成员，该信号通路可通过激
活 NDＲ1 促进细胞凋亡［10］。此外，NDＲ1 与传染病
的发生发展也存在一定联系［11 － 12］。NDＲ1 与肿瘤
的联系也较为密切，在前列腺癌、乳腺癌、肺癌、黑色
素瘤、胃癌等肿瘤细胞中发挥重要作用［4，13］。尽管
NDＲ1 被报道在众多肿瘤细胞中发挥作用，但 NDＲ1
对于肝癌细胞的调控作用尚不明确。
原癌基因 Myc家族是重要的癌基因家族之一，

过表达 Myc蛋白家族能够促进细胞增殖并加速肿
瘤发生［14］。近 30 年来肝病学领域对 c-Myc 研究表
明，在肝癌细胞中 c-Myc失调比预期更常见［15］。因
此，发现能够调节肝癌细胞中 c-Myc 蛋白的调节因
子对于肝癌的治疗和预后具有重要意义。
本研究通过生物信息学分析结果显示，NDＲ1

在肝癌组织中高表达，与肝癌患者预后不良紧密相

关。本实验构建了带有 Myc标签的 NDＲ1 真核表达
载体，为后续在细胞实验中开展 NDＲ1 与肿瘤关键

蛋白相互作用、NDＲ1 对于信号通路的影响提供了
研究工具，同时也对 NDＲ1 对肝癌发生发展的影响
进行了初步研究。CCK-8 法、细胞克隆形成实验、细
胞划痕实验结果显示，NDＲ1 可以提高肝癌 HepG2
细胞的增殖、迁移和侵袭能力，这说明 NDＲ1 在肝癌
细胞中发挥促癌作用。为了研究 NDＲ1 促进肝癌细
胞增殖和迁移的分子机制，本研究通过生物信息学

分析和 CHX 加药实验初步探究了 NDＲ1 与 c-Myc
的关系。生物信息学结果显示，NDＲ1 与 c-Myc 表
达呈轻度正相关，这说明 NDＲ1 与 c-Myc 之间具有
一定的联系，并且有可能是通过影响 c-Myc 的稳定
性在肝癌的发生发展中发挥着重要作用。CHX 加
药实验结果显示，NDＲ1 可以增加肝癌细胞中 c-Myc
蛋白的稳定性，这很可能是 NDＲ1 在肝癌细胞中发
挥促癌作用的机制之一。上述研究说明 NDＲ1 可能
在今后的肝癌治疗中作为一个潜在的治疗靶点。预
计随着研究的进展和深入，NDＲ 激酶家族可能成为
肝癌患者个性化治疗的潜在靶点，也可能为肿瘤的

免疫治疗提供新的有效靶标。
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Influence of NDＲ1 on prognosis of patients with hepatocellular carcinoma
and effect on proliferation and migration of hepatocellular carcinoma cells

Lin Yanni1，2，Wu Shumeng1，2，Ｒen Xinxin1，2，Xie Tian2，Li Ling2，Ye Qinong2

( 1Dept of Biology，School of Basic Medicine，Shanxi Medical University，Taiyuan 030000;
2Dept of Cell Engineering，Institute of Biotechnology，Academy of Military Medical Sciences，

Academy of Military Sciences，Beijing 100850)

Abstract Objective To analyze the expression and clinical prognostic significance of nuclear Dbf2-related kinase
1 ( NDＲ1 ) in hepatocellular carcinoma，and to investigate the biological function and regulatory mechanism of
NDＲ1 in hepatocellular carcinoma cells． Methods ENCOＲI database was used to analyze the correlation of NDＲ1
and c-Myc． Cycloheximide ( CHX) experiment analyzed the relationship between NDＲ1 and c-Myc protein stabili-
ty． The expression levels of NDＲ1 in liver cancer tissues and normal tissues and its relationship with the survival
rate of liver cancer patients were analyzed using the ENCOＲI database． MYC-NDＲ1 eukaryotic expression vector
was constructed，transfected with hepatocellular carcinoma HepG2 cells，and its expression was verified by protein
immuno blotting ( Western blot) ; cell proliferation and migration ability were detected by CCK-8 assay，cell clone
formation assay and scratch assay，respectively． The correlation between NDＲ1 and c-Myc expression was analyzed
using the ENCOＲI database，and the relationship between NDＲ1 and c-Myc protein was investigated using a protein
synthesis inhibitor CHX dosing assay． Ｒesults The results of the ENCOＲI database showed that the expression of
NDＲ1 in liver cancer tissues was higher than that in normal tissues and the overall survival rate of patients with high
NDＲ1 expression was lower than that of patients with low NDＲ1 expression，and the difference was statistically sig-
nificant ( P ＜ 0. 001) ． The results of the CCK-8 assay showed that the MYC-NDＲ1 group grew faster than the emp-
ty vector group ( P ＜ 0. 001) ． The clone formation assay showed that the number of clones in the MYC-NDＲ1 group
was higher than that in the empty vector group ( P ＜ 0. 001) ． The cell scratch assay showed that the mean migration
distance in the MYC-NDＲ1 group was greater than that in the empty vector group ( P ＜ 0. 001) ． ENCOＲI database
analysis showed that NDＲ1 correlated with c-Myc expression ( Ｒ = 0. 184，P ＜ 0. 001) ; CHX dosing assay showed
that the reduction of c-Myc protein in the MYC-NDＲ1 group was lower than that in the empty vector group during
the same time． Conclusion NDＲ1 is highly expressed in hepatocellular carcinoma tissues，closely correlated with
poor prognosis of hepatocellular carcinoma patients，and positively correlated with the expression of c-Myc gene．
The study successfully constructes MYC-NDＲ1 eukaryotic expression vector，and the expression product MYC-
NDＲ1 can increase the stability of c-Myc protein and promote the proliferation and migration of human hepatocellu-
lar carcinoma cells．
Key words NDＲ1; eukaryotic expression vector; liver cancer; c-Myc
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