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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 pCDH-HACE1 并筛选慢病毒细胞株。采用 Western blot 法检测其在胶质瘤细胞中的

表达情况，同时借助 CCK-8 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，Western blot 法检测表明 HACE1 在真核细胞中能有效表达。CCK-8 检测显示: 与对照组比较，培养 24、48 h 后

HACE1 过表达组细胞增殖增强( 均 P ＜ 0. 01) 。细胞划痕实验显示: 与对照组比较，培养 24、48 h 后 HACE1 过表达组划痕面积

减少( P ＜ 0. 05、P ＜ 0. 01) 。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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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
factor erythroid 2-related factor 2，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 CCK-8 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: SH30022. 01，

美国 HyClone 公司) ，胎牛血清、胰酶 Trypsin-EDTA
0. 25% ( 货号: A5256701、25200056，美国赛默飞公

司) ，Lipofectamine 3000 ( 货号: L3000015，美国赛默

飞世尔科技公司) ，Tween-20、Triton X-100、HEPES、
NP-40、PMSF ( 货 号: a-shr-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) ，CCK-8 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: EPS-300、Tanon 4600，上海天能生命科学有限公

司) ，细胞培养箱( 型号: HEＲAcell 150i，美国 Thermo
Fisher 公司) ，细胞超净台( 型号: SW-CJ-1FD，苏州

净化设备有限公司) ，水浴锅( 型号: DKZ-2B，上海精

宏实验设备有限公司) ，倒置显微镜( 型号: IX73，日

本 OLYMPUS 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 HEK 293T 和 U251 细胞均采用
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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 1 min。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，1 000 r /min 离心 3
～5 min，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。pCDH-CMV-MCS-EF1-copGFP
载体图谱见图 1。

图 1 慢病毒载体图谱

Fig． 1 Lentiviral vector plasmid map

1． 2． 3 病毒包装 待细胞密度生长至 70% ～ 80%
时，lipofectamine 3000 转染。慢病毒包装的目的质

粒 ( pCDH ) 与包装质粒 ( pVSVG，△8. 91 ) 按照

pCDH ∶ △8. 91 ∶ pVSVG = 5 ∶ 3 ∶ 2 的比例充分混

匀。持续培养 24 h 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、
72 h 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 1 d 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 24 h 后，更换新鲜培养基，再培养

24 h 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 Western blot 实验 弃培养基，收集细胞于

离心管中，预冷 1 × PBS 悬浮细胞，1 000 r /min 离心

3 min，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 30 min，加入 5 × loading
buffer 混匀，100 ℃ 煮样 5 min。使用 SDS-PAGE 胶

电泳后，采用湿转法 110 V、90 min 转 PVDF 膜。封

闭 1 h 后一抗 4 ℃ 过夜孵育。TBST 洗膜 3 次后，

室温孵育二抗 1 h，TBST 洗膜 3 次后加入 ECL 显色

液显色曝光。
1． 2． 6 CCK-8 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 1 d 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 100 μL，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 100 μL CCK-8 试剂，37 ℃ 避光培养 2 h。用酶

标仪检测 450 nm 波长处的吸光度( optical density，

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、48 h 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 SPSS20. 0 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 �x ± s 表示，两

组间均数比较采用 t 检验，P ＜ 0. 05 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 103 ku，琼脂糖凝胶电泳显示片段大

小约为 2 730 bp，见图 2。
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图 2 HACE1 基因 CDS 区的 PCＲ 鉴定结果

Fig． 2 PCＲ identification results of the CDS region

of the HACE1 gene

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，Western blot 检 测

HACE1 蛋白表达水平。通过 Western blot 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 130 ku。结果显示，GFP 及 GFP-HACE1 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 Western blot 检测结果

Fig． 3 Western blot detection results

of HACE1-overexpressing cell lines

M: Marker; 1: pCDH-GFP empty vector group; 2: pCDH-GFP-

HACE1 vector control group．

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、48 h 后，HACE1 过表达组细胞增殖率均增加

( 均 P ＜ 0. 01) ，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 The effects of HACE1 on cell proliferation activity
＊＊P ＜ 0. 01 vs Control group at the same time point．

2． 4 HACE1 对细胞迁移的影响 划痕实验结果

显示，对照组 24 h 划痕面积缩小至原面积( 80. 40 ±
4. 63) %，48 h 划 痕 面 积 缩 小 至 原 面 积 ( 64. 18 ±
4. 67) % ，HACE1 过表达组 24 h 划痕面积缩小至

原面积( 67. 49 ± 4. 47 ) %，48 h 划痕面积缩小至原

面积( 44. 99 ± 1. 30 ) % 。与对照组比较，培养 24、
48 h 后 HACE1 过表达组划痕面积均明显缩小( P ＜
0. 05、P ＜ 0. 01 ) ，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 103 ku，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 The effects of HACE1 on cell migration ability

A: Time-course scratch closure graph × 40; B: Comparison of

Scratch areas; * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01 vs Control group at the same

time point．

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 CCK-8 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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Construction of a lentiviral cell line with overexpression of human
HACE1 and its impact on the proliferation

and migration of glioma cells
Huang Ｒan1，Shan Ming2，Li Weisong1

( 1Dept of Pediatric Surgery，2Dept of Neurosurgery，The First Affiliated Hospital
of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To construct a lentiviral overexpression cell line of HACE1 and to investigate its effects on
the proliferation and migration of glioma cells． Methods Using the bacterial liquid containing the full-length cDNA
sequence of human HACE1 as a template，the lentiviral expression plasmid pCDH-HACE1 was constructed，and
the lentiviral cell line was screened． Western blot was employed to detect the expression of HACE1 in glioma cells．
Meanwhile，the CCK-8 assay and the cell scratch assay were utilized to assess the impacts of HACE1 on the prolif-
eration and migration of glioma cells． Ｒesults The lentiviral cell line with HACE1 overexpression was successfully
established． Western blot analysis demonstrated that HACE1 could be effectively expressed in eukaryotic cells． The
results of the CCK-8 assay showed that，compared with the control group，the cell proliferation in the HACE1 over-
expression group was significantly enhanced at 24 hours and 48 hours after cultivation ( both P ＜ 0. 01) ． The cell
scratch assay revealed that，at 24 hours and 48 hours after cultivation，the Scratch areas in the HACE1 overexpres-
sion group were higher than those in the control group ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ． Conclusion The lentiviral cell line
with HACE1 overexpression is successfully constructed． HACE1 can promote the proliferation and migration abili-
ties of U251 glioma cells，providing a foundation for further research．
Key words HACE1; over-expression; lentiviral vector; glioma; proliferation; migration
Fund program Natural Science Foundation of Anhui Province ( No． 2208085MH224)

Corresponding author Li Weisong，E-mail: 15955199807@ 126． com

·5421·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2025 Jul; 60( 7)


