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摘要 目的 探讨 ＲNA 干扰表皮生长因子受体( EGFＲ) 基

因对肝癌细胞株 MHCC-97H侵袭和迁移能力的影响。方法

构建 EGFＲ基因 shＲNA，使用 Lipofectamine 2000 转染MH-

CC-97H细胞，Ｒeal-time PCＲ和Western blot检测 EGFＲ和 p-

EGFＲ的表达; 细胞划痕、Transwell 检测 MHCC-97H 细胞侵

袭和迁移能力的变化。结果 与正常组相比，转染 EGFＲ

shＲNA组 EGFＲ和 p-EGFＲ均显著降低( P ＜ 0. 05) ;同时，细

胞的侵袭、迁移能力均明显减弱 ( P ＜ 0. 05 ) 。结论 干扰

EGFＲ可降低 MHCC-97H细胞侵袭、迁移能力，降低其远处

转移能力。
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肝癌以其恶性程度高、转移能力强成为临床治
疗当中的难题，因此，如何有效降低其侵袭迁移能力
已成为临床急需解决的问题。该课题旨在通过干扰
表皮生长因子受体( epithelial growth factor receptor，
EGFＲ) 研究 MHCC-97H细胞侵袭迁移能力的改变，
以期为深入探讨其在肝癌中的作用奠定基础，为进
一步阐明肝癌的转移机制及临床治疗提供新思路。

1 材料与方法

1． 1 材料 肝癌细胞株 MHCC-97，购自中国科学
院上海细胞库; ＲNA 提取试剂盒、反转录试剂盒、
Ｒeal-time PCＲ试剂，购自北京天根生化科技有限公
司; ＲPMI1640 细胞培养基、胎牛血清，购自美国 Gib-
co公司; ＲIPA 细胞裂解液、BCA 蛋白定量试剂盒，

购自上海碧云天生物技术研究所; β-actin 抗体购自
美国 Santa Cruz公司; EGFＲ、p-EGFＲ 抗体购自美国
Bioworld公司; PCＲ引物购自美国 Invitrogen公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 MHCC-97H 细胞快速复苏后，
1 000 r /min离心 5 min，弃上清液，使用完全培养基
制成单细胞悬液，接种于细胞培养瓶，37 ℃，5% CO2

培养箱中培养。隔天换液、观察细胞生长状况，当细
胞汇合度约为 90%时，进行消化、传代、种板，按 1 ×
105 /孔接种于 6 孔细胞培养板。继续培养细胞至汇
合度为 80%时，将培养基更换为无血清 ＲPMI1640
培养基，进行后续实验。
1． 2． 2 载体构建 空白质粒( GV248 ) 以及 EGFＲ
shＲNA序列设计、构建、合成均由上海吉凯基因化学
技术有限公司提供，名称分别标记为 GV248 /EGFＲ
shＲNA-Ⅰ、GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅱ、GV248 /EGFＲ shＲ-
NA-Ⅲ，均进行 PCＲ、双酶切和测序三重检测鉴定，均
证实构建成功。3条 EGFＲ shＲNA序列见表 1。
1． 2． 3 细胞转染 当细胞汇合度约为 90%时，进
行消化、计数，按 1 × 105 /孔接种于 24 孔细胞培养
板。继续培养细胞至汇合度为 80%时，更换培养基
为无血清、无抗生素培养基，使用 Lipofectamine 2000
并参照其说明书将 3 条 EGFＲ shＲNA 及 GV248 分
别单独转染至 MHCC-97H细胞。
1． 2． 4 Ｒeal-time PCＲ 预冷的 PBS洗涤细胞 3 次，
按 1 ml /孔的量加入细胞裂解液、提取细胞总 ＲNA。
以总 ＲNA 为模板，参照逆转录试剂盒说明书合成
cDNA第一链。以 cDNA 为模板，使用 ABI7500 Ｒe-
al-time PCＲ仪检测相关基因的表达。引物序列分
别如下: EGFＲ，上游引物: 5'-CGAATGGGCCTAAG
ATCCCG-3'，下游引物: 5'-AGCTTGGTTGGGAGCTT
CTC-3'; GAPDH，上游引物: 5'-GCCGCATCTTCTTTT
GCGTC-3'，下 游 引 物: 5'-TACGACCAAATCCGTT
GACTCC-3'。Ｒeal-time PCＲ 反应程序为: 95 ℃、
15 s，60 ℃、1min，40 个循环。以 GAPDH作为内参，
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表 1 EGFＲ shＲNA序列

shＲNA名称 正义链 茎环结构 反义链
GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅰ 5'-CACAAAGCAGTGAATTTAT-3' CTCGAG 5'-ATAAATTCACTGCTTTGTGGC-3'
GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅱ 5'-CAAGCCAAATGGCATCTTT-3' CTCGAG 5'-AAAGATGCCATTTGGCTTGGC-3'
GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅲ 5'-TGGATGATAGACGCAGATA-3' CTCGAG 5'-TATCTGCGTCTATCATCCAGC-3'

采用 2 － ΔΔCt法比较分析各基因表达。
1． 2． 5 Western blot ＲIPA细胞裂解液提取细胞总
蛋白，BCA 法定量后，按 50 μg /孔的量加样、电泳、
转膜。转膜结束后，5%脱脂奶粉室温封闭 1. 5 h，
TBST洗膜 3 min。各蛋白抗体分别参考抗体说明书
进行操作，4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，每次 5
min。相应二抗室温孵育 1. 5 h，TBST 洗膜 3 次，每
次 10 min; ECL发光、显影，以 GAPDH 为内参，分析
各指标的相对表达量。
1． 2． 6 细胞划痕 取处于对数生长期的细胞，胰酶
消化后，加入 ＲPMI 1640 培养基重悬为单细胞悬液。
细胞计数板计数，以 1 × 106 /孔种入 12 孔细胞培养
板，培养箱中过夜培养。待细胞长成单层即弃去培
养液，用  1. 0 μm 的划痕器在每孔中央划出一划
痕，无菌 PBS洗去脱落细胞，100 倍光学显微镜下拍
照，即为 0 h。然后将细胞置于培养箱中分别继续培
养 24、48 h 后，在同一观察点处进行拍照、记录细胞
生长情况。利用 Image Pro Plus 6. 0 软件测量每孔
多个点划痕间距，取平均值，计算迁移率，即细胞迁
移率( % ) = ( 划痕宽度 0 h －划痕宽度 24 h /48 h) /
划痕宽度 0 h × 100%。
1． 2． 7 Transwell实验 胰酶消化细胞后，用无血清
ＲPMI1640 培养基重悬、调整细胞浓度，以每孔 1 ×
104 个的细胞密度加入到预铺好 Matrigel 基质胶的
Transwell小室的上室内，下室加入 500 ml 完全培养
液，37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h。取出上室，
4%多聚甲醛固定 15 min，结晶紫染色 1 min，蒸馏水
清洗 3 次，每次 3 min。以正常组作为对照，200 倍
光学显微镜下观察、计数穿膜细胞数，随机选取 5 个
视野。
1． 3 统计学处理 每组实验均重复 3 次，采用
SPSS 11. 0 软件进行统计分析，结果以表示，组间比
较采用 F 检验和 t 检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学
意义。

2 结果

2． 1 干扰 EGFＲ对 EGFＲ、p-EGFＲ表达的影响

2． 1． 1 EGFＲ shＲNA有效序列筛选 将 3 条 EGFＲ
shＲNA及 GV248 分别转染 MHCC-97H 细胞，Ｒeal-
time PCＲ和Western blot分别检测 EGFＲ的表达，与
正常组相比，GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅰ和 GV248 /EG-
FＲ shＲNA-Ⅲ差异有统计学意义 ( F = 28. 210、
16. 460，P = 0. 000 ) ，其对 EGFＲ 的抑制率分别为
( 92. 41 ± 2. 31) %和( 94. 18 ± 3. 02) %。同时，与正
常组相比，GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅱ和 GV248 差异无
统计学意义 ( F = 4. 721、1. 999，P = 0. 151、0. 341 ) ，
表明两者对 EGFＲ表达均无影响。见图 1。

图 1 不同 EGFＲ shＲNA对 EGFＲ表达的影响

A:不同组别 EGFＲ和 GAPDH蛋白表达; B:不同组别 EGFＲ mＲ-

NA表达分析结果; C: 不同组别 EGFＲ 蛋白表达分析结果; 1: 正常

组; 2: 转染 GV248 组; 3: 转染 GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅰ组; 4: 转染

GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅱ组; 5: 转染 GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅲ组; 与对

照组比较: * P ＜ 0. 05
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图 2 干扰 EGFＲ对 EGFＲ、p-EGFＲ表达的影响

A:不同组别 p-EGFＲ、EGFＲ 和 GAPDH 蛋白表达; B: 不同组别

EGFＲ mＲNA表达分析结果; C: 不同组别 p-EGFＲ 蛋白表达分析结

果; D:不同组别 EGFＲ蛋白表达分析结果; 1: 正常组; 2: 转染 GV248

组; 3:转染 GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅲ组;与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 1． 2 干扰 EGFＲ 对 EGFＲ、p-EGFＲ 表达的影响
选取 GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅲ转染 MHCC-97H 细

胞，24 h 后分别提取细胞总 ＲNA 和总蛋白，Ｒeal-
time PCＲ和Western blot分析结果与正常组相比，不
但 EGFＲ的 mＲNA和蛋白水平均发生显著下降，差
异有统计学意义 ( F = 5. 537、7. 993，P = 0. 000、
0. 027) ，而且其磷酸化表达水平也显著降低，差异
有统计学意义( F = 15. 760，P = 0. 000) 。见图 2。
2． 2 干扰 EGFＲ 对 MHCC-97 细胞侵袭、迁移能
力的影响 将 GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅲ转染 MHCC-
97H细胞，Transwell、细胞划痕分别检测细胞侵袭、
迁移能力变化。Transwell 实验分析结果表明，与正
常组相比，GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅲ组细胞形态呈多
边形、不规则状且细胞状态变差，侵袭、穿过 Matrigel
基质胶的细胞数量明显减少，侵袭能力显著下降，差
异有统计学意义( F = 3. 254，P = 0. 000 ) ; 细胞划痕
实验显示，与正常组相比，GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅲ
组 24 h和 48 h细胞增殖数量和迁移率均明显降低，
差异有统计学意义 ( F = 6. 516、7. 897，P = 0. 000 ) 。
见图 3。

3 讨论

肝癌是全球最常见的恶性肿瘤之一，以恶性程
度高、转移能力强、预后差成为了临床治疗的难题，
而如何降低肝癌转移能力成为急需解决的问题。肝
细胞癌变的分子机制复杂，肝癌的发生发展与肝细
胞中生长因子的过表达密切相关［1 － 2］。本研究利用
ＲNA干扰技术，通过诱导 EGFＲ 基因沉默的 shＲNA
转染 MHCC-97H细胞，探讨其对肝癌细胞侵袭、迁
移能力的影响，以期为肝癌基因治疗拓展新思路。

EGFＲ具有酪氨酸激酶受体家族的基本生物学
功能，包括调控细胞活性、增殖、迁移和分化等。
EGFＲ突变或过表达与肿瘤的发生发展有着密切联
系［3］。近年来研究［4 － 6］结果显示 EGFＲ信号通路的
异常激活或过表达与多种肿瘤的发展相关，抑制
EGFＲ已成为治疗肿瘤的潜在方法之一。

综上所述，本研究通过 ＲNA干扰沉默 EGFＲ基
因，证明了肝癌细胞的侵袭、迁移能力明显降低，从
而降低了肝癌细胞的转移能力。为深入研究肝癌的
转移机制奠定了基础。
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图 3 干扰 EGFＲ对MHCC-97 细胞侵袭、迁移能力的影响

A:不同组别 Transwell图 × 200; B:不同组别细胞侵袭数量分析; C:不同组别细胞侵袭能力分析; D:不同组别细胞划痕图 × 100; E: 不

同组别 24 h细胞迁移率分析; F:不同组别细胞 48 h细胞迁移率分析; 1:正常组; 2:转染 GV248 组; 3:转染 GV248 /EGFＲ shＲNA-Ⅲ组;与对照组

比较: * P ＜ 0. 05
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Effect of EGFＲ gene knockdown on invasion and migration of
hepatocellular carcinoma MHCC-97H cell line

Zhang Chuanhai1，Gui Yang1，Guo Fenglin2，et al
( 1Dept of General Surgery，2Dept of Anesthesiology，The Affiliated Provincial

Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the effect of ＲNA interference on the invasion and migration of hepatocellular
carcinoma cell by epidermal growth factor receptor gene． Methods The expression of EGFＲ and p-EGFＲ was de-
tected by Ｒeal-time PCＲ and Western blot． Cell scratch and Transwell were used to detect the invasion and migra-
tion of MHCC-97H cells． Lipofectamine 2000 was used to transfect MHCC-97H cells． Ｒesults EGFＲ and p-EG-
FＲ were significantly decreased in EGFＲ siＲNA group compared with the normal group ( P ＜ 0. 05) ． Meanwhile，
the invasion and migration of EGFＲ siＲNA group were significantly decreased ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Interfer-
ing with EGFＲ can reduce the ability of invasion and migration of MHCC-97H cells and reduce the distant metasta-
sis ability of MHCC-97H cells．
Key words EGFＲ; p-EGFＲ; MHCC97 cells; ＲNA interference; invasion and migration

网络出版时间: 2017 －6 －16 11: 46: 00 网络出版地址: http: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20170616． 1146． 009． html

钙库操纵钙内流和钠钙交换体
在卡巴胆碱引起的气管平滑肌收缩中的作用

闫德俊1，尹 胜1，丁圣刚2，沈 兵1，杜 鹃1

摘要 目的 探讨钙库操纵钙内流 ( SOCE) 和钠钙交换体
( NCX) 在卡巴胆碱引起的气管平滑肌收缩中的作用。方法
采用小鼠离体气管实验，观察 NCX 特异性阻断剂 KB-

Ｒ7943、电压依赖型钙通道阻断剂尼非地平、Orai1 阻断剂
BTP2 对卡巴胆碱引起的气管收缩的抑制效应。结果 KB-
Ｒ7943和 BTP2 显著阻断了累积浓度卡巴胆碱引起的小鼠气
管收缩和卡巴胆碱引起的 SOCE介导的气管收缩，而尼非地
平未显著阻断卡巴胆碱引起的气管收缩。结论 NCX 和
Orai1 都参与介导卡巴胆碱引起的气管平滑肌收缩，Orai1 主
要参与卡巴胆碱引起的起始阶段的瞬时收缩，NCX 主要参
与后期的持续收缩，而起始阶段的 Orai1 介导的钙内流可能
是激活 NCX的前提条件，阻断 Orai1 的同时也会导致后期
NCX引起的收缩阻断，两者共同参与介导卡巴胆碱引起的
收缩。
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Ca2 +作为细胞内重要的第二信使，在很多情况
下发挥着重要的作用［1］，静息状态下，细胞质中
Ca2 +浓度通常维持在约 10 －7 mol /L，细胞受到各种
刺激后可引起胞内 Ca2 +浓度升高，诱发 Ca2 +信号介
导的一系列生理反应。而钙库操纵钙内流 ( store-
operated calcium entry，SOCE) 是介导 Ca2 +内流的一
种重要方式，Orai1 和基质相互作用蛋白分子 1 ( sto-
mal-interacting molecular 1，STIM1 ) 是 SOCE 的两个
重要组成成分［2］。钠钙交换体 ( sodium calcium ex-
changer，NCX) 是广泛分布于细胞质膜、线粒体膜、
内质网、分泌小泡膜等膜性结构上的一种阳离子转
运蛋白。NCX可以对胞质内 Ca2 +浓度进行快速精
确的调节，从而影响细胞内信号转导、细胞生长发育
等一系列生理活动。
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