
人 ＨＡＣＥ１过表达慢病毒细胞株构建及其
对胶质瘤细胞增殖迁移的影响

黄　冉１，单　明２，李巍松１

（安徽医科大学第一附属医院１小儿外科、２神经外科，合肥　２３００２２）

摘要　目的　构建 ＨＡＣＥ１慢病毒过表达细胞株，检测其对胶质瘤细胞增殖、迁移的影响。方法　以人 ＨＡＣＥ１全长的 ｃＤＮＡ
序列的菌液为模板，构建慢病毒表达质粒 ｐＣＤＨＨＡＣＥ１并筛选慢病毒细胞株。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测其在胶质瘤细胞中的
表达情况，同时借助 ＣＣＫ８实验、细胞划痕实验检测 ＨＡＣＥ１对胶质瘤细胞增殖、迁移的影响。结果　成功构建了 ＨＡＣＥ１慢
病毒细胞株，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测表明 ＨＡＣＥ１在真核细胞中能有效表达。ＣＣＫ８检测显示：与对照组比较，培养２４、４８ｈ后
ＨＡＣＥ１过表达组细胞增殖增强（ｔ＝２４２，１８５，均Ｐ＜００１）。细胞划痕实验显示：与对照组比较，培养２４、４８ｈ后 ＨＡＣＥ１过
表达组划痕面积减少（ｔ＝４４６，Ｐ＜００５；ｔ＝１３０，Ｐ＜００１）。结论　成功构建 ＨＡＣＥ１过表达慢病毒细胞株，ＨＡＣＥ１可促进
Ｕ２５１胶质瘤细胞的增殖和迁移。
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１５９５５１９９８０７＠１２６．ｃｏｍ

　　ＨＡＣＥ１属于 ＨＥＣＴ家族的 Ｅ３泛素连接酶，定
位于染色体 ６ｑ２１，是多种恶性肿瘤中频繁发生突变
的一个位点，最早发现与肾母细胞瘤的发生发展密

切相关［１］。ＨＡＣＥ１功能复杂，通常认为是抑癌基
因，在多种人类恶性肿瘤中起抑制作用［２－５］。然而，

在黑色素瘤细胞中却显示出促侵袭特性［６］。此外，

ＨＡＣＥ１可以激活核因子 Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＮＲＦ２）进而促进神
经胶质瘤细胞恶性表型增强和放射敏感性降低［７］，

但其在胶质瘤发生发展中确切分子的机制和功能仍

有待深入研究。胶质瘤作为临床常见的脑部恶性肿

瘤，呈浸润性生长，难以完全切除，术后易复发，虽治

疗取得了长足进展，但预后仍不乐观 ，一直是临床

治疗的难点和热点，明确胶质瘤发病的相关分子机

制意义重大。因此，该研究拟构建 ＨＡＣＥ１过表达
慢病毒，筛选出 ＨＡＣＥ１过表达人胶质瘤细胞株，并
通过 ＣＣＫ８和细胞划痕实验明确 ＨＡＣＥ１对胶质瘤
细胞增殖、迁移的影响，旨在为进一步研究 ＨＡＣＥ１
在胶质瘤发生发展进程中的分子机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　实验所用人胚胎肾细胞系 ＨＥＫ
２９３Ｔ和人胶质瘤细胞系 Ｕ２５１均购于上海赛瑞格
生物科技有限公司，货号分别是ＦＨ０２４４、ＦＨ０１５９。
１．１．２　 主要试剂 　 ＤＭＥＭ 培养基 （货号：
ＳＨ３００２２０１，美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司），胎牛血清、胰酶
ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ０２５％（货号：Ａ５２５６７０１、２５２０００５６，
美国赛默飞公司），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（货号：
Ｌ３００００１５，美国赛默飞世尔科技公司），Ｔｗｅｅｎ２０、
ＴｒｉｔｏｎＸ１００、ＨＥＰＥＳ、ＮＰ４０、ＰＭＳＦ（货号：ａｓｈｒ
３１８２、ＶＷＲＶＭ２３６、ＶＷＲＶＪ８４８、ＶＷＲＣＪ６１９、０７５４
２５Ｇ，美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司），蛋白酶抑制剂（货号：
１１８３６１４５００１，瑞士罗氏公司 ），大肠杆菌质粒抽提
（货号：ＤＰ１０４，天根生化科技有限公司），ＣＣＫ８试
剂盒（货号：ＭＫ４００，日本ＴＡＫＡＲＡ公司）。
１．１．３　主要仪器　电泳仪、凝胶成像分析系统（型
号：ＥＰＳ３００、Ｔａｎｏｎ４６００，上海天能生命科学有限公
司），细胞培养箱（型号：ＨＥＲＡｃｅｌｌ１５０ｉ，美国Ｔｈｅｒｍｏ
公司），细胞超净台（型号：ＳＷＣＪ１ＦＤ，苏州净化设
备有限公司），水浴锅（型号：ＤＫＺ２Ｂ，上海精宏实验
设备有限公司），倒置显微镜（型号：ＩＸ７３，日本 Ｏ
ＬＹＭＰＵＳ公司）。
１．２　方法
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１．２．１　细胞培养　ＨＥＫ２９３Ｔ和 Ｕ２５１细胞均采用
高糖ＤＭＥＭ培养基进行培养，该培养基添加了１０％
胎牛血清 和 １％ 青－链霉素，将接种好细胞的培养
皿放置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内进行培养。当细
胞生长至 ９０％ 时，将培养皿从培养箱中取出，加入
适量胰酶，在３７℃ 条件下消化细胞１ｍｉｎ。用含有
１０％ 血清培养基终止消化。轻轻吹打混匀细胞，将
细胞悬液转移至无菌离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心３
～５ｍｉｎ，离心结束后弃上清液，加入新鲜含有１０％
血清培养基充分悬浮、混匀细胞，按１∶３传代。
１．２．２　克隆构建　依据 ＮＣＢＩ数据库提供的
ＨＡＣＥ１序列信息分别设计上下游引物，Ｆ：ＣＣＧ
ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＧＡＧＡＧＣＧＡＴＧＧＡＧＣＡＡ；Ｒ：ＴＴＴＡＴ
ＡＧＣＧＧＣＣＧＣＴＧＣＣＡＴＴＧＴＧＴＡＡＣＣＡＴＡＧＣＴ；酶切位
点：ＥｃｏＲＩ／ＮｏｔＩ；用上述引物 ＰＣＲ扩增出 ＨＡＣＥ１序
列，ＰＣＲ胶回收片段经过酶切后连接至 ｐＣＤＨ载体
后，酶切鉴定送测序。ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰ
载体图谱见图１。

图１　慢病毒载体图谱

Ｆｉｇ．１　Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｐｌａｓｍｉｄｍａｐ

１．２．３　病毒包装　待细胞密度生长至７０％ ～８０％
时，ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染。慢病毒包装的目的质
粒 （ｐＣＤＨ）与包装质粒 （ｐＶＳＶＧ，△８９１）按照
ｐＣＤＨ∶△８９１∶ｐＶＳＶＧ＝５∶３∶２的比例充分混
匀。持续培养２４ｈ后，若观察到细胞融合现象，表
示病毒包装成功且开始产生病毒颗粒。转染后４８、
７２ｈ分２次收取含有病毒的上清液。病毒滤液于－
８０℃ 冰箱保存。
１．２．４　病毒感染　提前 １ｄ分好待感染的细胞，待
细胞密度生长至 ６０％ ～８０％ 时，吸去培养基，加入
病毒滤液；感染 ２４ｈ后，更换新鲜培养基，再培养
２４ｈ后，使用最佳的嘌呤霉素浓度进行筛选。实验
分为对照组和 ＨＡＣＥ１过表达组，对照组为正常
Ｕ２５１细胞系，ＨＡＣＥ１过表达组为 ＨＡＣＥ１过表达

Ｕ２５１细胞系。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　弃培养基，收集细胞于
离心管中，预冷１×ＰＢＳ悬浮细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
３ｍｉｎ，弃上清液，重复上述步骤２次。加入细胞裂
解液 ＲＩＰＡ，混匀，冰上静置 ３０ｍｉｎ，加入 ５×ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ混匀，１００℃ 煮样５ｍｉｎ。使用 ＳＤＳＰＡＧＥ胶
电泳后，采用湿转法 １１０Ｖ、９０ｍｉｎ转 ＰＶＤＦ膜。封
闭 １ｈ后一抗 ４℃ 过夜孵育。ＴＢＳＴ洗膜３次后，
室温孵育二抗 １ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次后加入ＥＣＬ显色
液显色曝光。

１．２．６　ＣＣＫ８检测细胞活力　预先培养足量状态
良好的胶质瘤细胞系 Ｕ２５１，传代准备实验。第２天
取前 １ｄ传代的处于对数期生长的细胞，加入适量
胰酶消化并用含 １０％ 胎牛血清的高糖 ＤＭＥＭ培
养基终止消化，制成细胞悬液。调整细胞密度至

１×１０４个／ｍＬ，每孔各加 １００μＬ，并分别设置副孔。
置于 ３７℃ 培养，待细胞贴壁一段时间后，每孔各加
入 １００μＬＣＣＫ８试剂，３７℃ 避光培养 ２ｈ。用酶
标仪检测 ４５０ｎｍ波长处的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，
ＯＤ）。细胞增殖活力 ＝（实验组 ＯＤ值 ／对照组
ＯＤ值）×１００％。
１．２．７　划痕实验　预先培养足量状态良好的胶质
瘤细胞系 Ｕ２５１，待细胞生长至９０％ 左右，消化细胞
并将细胞均匀传代于６孔板中，继续培养细胞。待
细胞贴壁一段时间后，使用无菌枪头在孔板底面划

出一条平行直线，然后吸去孔内原有培养基，加入新

鲜无血清培养基继续培养，分别在加入无血清培养

基后的 ０、２４、４８ｈ时间点于显微镜下观察细胞生长
情况以及划痕愈合情况，测量各时间点划痕宽度，标

记图像位置，并记录图像并分析。划痕面积率 ＝某
时间点划痕面积 ／初始划痕面积 ×１００％。
１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件对数
据进行统计分析，对数据进行正态性检验及方差齐

性检验，符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两
组间均数比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　ＨＡＣＥ１质粒构建　根据设计的上下游引物，
ＰＣＲ扩增 ＨＡＣＥ１基因全长，胶回收的基因片段经
双酶切后与慢病毒载体 ｐＣＤＨ进行连接（载体信息
详见图１）。编码蛋白 ＨＡＣＥ１由 ９０９个氨基酸组
成，分子量约 １０３ｋｕ，琼脂糖凝胶电泳显示片段大
小约为 ２７３０ｂｐ，见图２。
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图２　ＨＡＣＥ１基因ＣＤＳ区的ＰＣＲ鉴定结果

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＣＤＳｒｅｇｉｏｎ

ｏｆｔｈｅＨＡＣＥ１ｇｅｎｅ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＨＡＣＥ１．

２．２　ＨＡＣＥ１在细胞内的表达　成功筛选到
ＨＡＣＥ１过表达稳转细胞株后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＨＡＣＥ１蛋白表达水平。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对照
组、ＨＡＣＥ１过表达组 ＧＦＰ表达水平，ＨＡＣＥ１过表
达组中 ＨＡＣＥ１融合表达 ＧＦＰ标签蛋白后，理论分
子量约１３０ｋｕ。结果显示，ＧＦＰ及 ＧＦＰＨＡＣＥ１表
达水平很高，ＨＡＣＥ１过表达稳转细胞株构建成功。
见图３。

图３　ＨＡＣＥ１过表达细胞系Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

Ｆｉｇ．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆＨＡＣＥ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＣＤＨＧＦＰｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；２：ｐＣＤＨＧＦＰ

ＨＡＣＥ１ｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．３　ＨＡＣＥ１对细胞增殖活力的影响　使用 ＣＣＫ
８分别检测不同时间点对照组以及 ＨＡＣＥ１过表达
组细胞增殖活性，实验结果显示，与对照组比较，培

养 ２４、４８ｈ后，ＨＡＣＥ１过表达组细胞增殖率均增加
（ｔ＝２４２、１８５，均 Ｐ＜００１），显示 ＨＡＣＥ１过表达
后促进 Ｕ２５１细胞的增殖活力。见图４。

图４　ＨＡＣＥ１对细胞增殖活性的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＨＡＣＥ１ｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ

　　Ｐ＜００１，Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．

２．４　ＨＡＣＥ１对细胞迁移的影响　划痕实验结果
显示，对照组２４ｈ划痕面积缩小至原面积（８０４０±
４６３）％，４８ｈ划痕面积缩小至原面积（６４１８±
４６７）％ ，ＨＡＣＥ１过表达组 ２４ｈ划痕面积缩小至
原面积（６７４９±４４７）％，４８ｈ划痕面积缩小至原
面积（４４９９±１３０）％ 。与对照组比较，培养 ２４、
４８ｈ后 ＨＡＣＥ１过表达组划痕面积均明显缩小（ｔ＝
４４６，Ｐ＜００５；ｔ＝１３０，Ｐ＜００１），提示 ＨＡＣＥ１过
表达增强了 Ｕ２５１细胞的迁移能力。见图５。

３　讨论

　　ＨＡＣＥ１作为一种在生物体内具有重要功能的
蛋白质，其相对分子量为 １０３ｋｕ，由 ９０９个氨基酸
组成，包含１个 Ｃ端 ＨＥＣＴ泛素连接酶结构域、１个
链接序列和１个 Ｎ端含６个锚蛋白的重复序列，Ｎ
端的锚蛋白序列可介导蛋白质相互作用，能与多种

配体结合以实现复杂的生物学功能［８－１０］。ＨＡＣＥ１
通常被视为肿瘤抑制因子，这可能与其介导细胞自

噬受体蛋白泛素化有关，该过程促进细胞自噬受体

蛋白与 ｐ６２相互作用并形成大的自噬受体蛋白复
合物，进而“激活”细胞自噬并抑制肿瘤增殖［１１－１２］。

然而，也有研究［６］表明其具有促进肿瘤细胞侵袭作

用，近期研究［１３－１５］还发现其在脑缺血再灌注损伤、
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图５　ＨＡＣＥ１对细胞迁移能力的影响

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＨＡＣＥ１ｏｎｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ

　　Ａ：Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｓｃｒａｔｃｈｃｌｏｓｕｒｅｇｒａｐｈ ×４０；Ｂ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ

Ｓｃｒａｔｃｈａｒｅａｓ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅ

ｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．

心衰、痉挛性截瘫等疾病中亦发挥重要作用。

　　胶质瘤是常见的脑部恶性肿瘤，具有发病率高、
临床治疗困难、预后不佳等特点，一直是临床研究的

热点和难点。尽管 ＨＡＣＥ１在多种恶性肿瘤中被推
定为抑制肿瘤因子，但其在胶质瘤中的作用仍未明

确。相关研究［７］显示，通过瞬时转染针对 ＨＡＣＥ１
的 ｓｉＲＮＡ，发现敲低 ＨＡＣＥ１后可显著抑制 Ｕ８７和
ＳＦ２９５细胞的活力与增殖，而过表达 ＨＡＣＥ１则呈现
出促进作用，其机制可能是 ＨＡＣＥ１通过与另一种
Ｅ３连接酶 Ｋｅｌｃｈ样环氧氯化丙烷蛋白１竞争性地
与 ＮＲＦ２结合，增强了 ＮＲＦ２的蛋白稳定性。这与
ＨＡＣＥ１在其他肿瘤中的表现大相径庭，其在胶质瘤
发病中的分子机制仍有待深入探究。

　　相对于瞬时表达，慢病毒载体具有能将外源基
因整合到宿主细胞基因组中，并随细胞分裂实现长

期稳定基因表达的优势，且对细胞毒性较低，不显著

影响细胞生存和增殖，广泛应用于基因编辑。基于

此，本研究构建了 ＨＡＣＥ１过表达慢病毒载体，并在
胶质瘤细胞系 Ｕ２５１上成功构建了 ＨＡＣＥ１过表达
稳转细胞系，采用 ＣＣＫ８实验检测 ＨＡＣＥ１对肿瘤

细胞增殖活性的影响，使用细胞划痕实验检测细胞

迁移能力，旨在探究 ＨＡＣＥ１在 Ｕ２５１人神经胶质瘤
细胞增殖、迁移等关键生物学特性中的具体作用，这

些特性与肿瘤的发生、发展进程紧密相关。

　　细胞增殖是肿瘤生长的基础，生理状态下，细胞
的增殖受到严格的调控，然而，在胶质瘤细胞中，这

种调控机制被破坏，导致细胞持续增殖，进而产生一

系列临床症状。此外，快速增殖的肿瘤细胞会使肿

瘤内部及周围组织处于缺氧和营养匮乏的微环境

中，这种微环境会进一步促使肿瘤细胞发生适应性

变化，如上调血管生成相关因子的表达，诱导肿瘤血

管生成，虽为肿瘤细胞提供了更多的营养和氧气，但

也为肿瘤细胞的进一步扩散提供了途径。细胞迁移

则是肿瘤侵袭和转移的重要步骤，胶质瘤细胞具有

较强的迁移能力，能够突破肿瘤组织的边界，向周围

正常脑组织浸润，这种浸润性生长方式使得手术难

以完全切除肿瘤，这些残留的肿瘤细胞容易导致肿

瘤复发和远处转移。

　　本研究结果表明，ＨＡＣＥ１过表达可促进 Ｕ２５１
人神经胶质瘤细胞的增殖和迁移，这提示 ＨＡＣＥ１
可能在胶质瘤的发生发展中起到促进作用。然而，

本研究仅基于细胞实验，具体机制仍不明确，存在一

定的局限性，后续需要开展更多的体内实验和临床

研究。
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