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摘要 目的：研究翻译控制肿瘤蛋白(TCTP)在肝癌细胞增殖过程中的作用及相关机制。方法：通过 western blot技术检测 14对肝

癌与癌旁组织中 TCTP的蛋白表达水平。通过 siRNA（small interference RNA）技术在肝癌细胞系 SMMC-7721和 BEL-7404中下

调 TCTP的表达，然后通过 CCK-8实验、克隆形成实验和 EdU实验观察下调 TCTP对肝癌细胞增殖的影响。通过 western blot技

术分析 TCTP促进肝癌发生这一过程中可能涉及的分子通路。结果：相比于对应的癌旁组织，TCTP在肝癌组织中显著高表达。用

siRNA技术下调 TCTP水平后能够明显抑制肝癌细胞的增殖能力。下调 TCTP的表达之后，AKT和 ERK蛋白的磷酸化水平也随

之降低。结论：TCTP在肝癌组织中显著高表达，并且在肝癌细胞的增殖过程中发挥着极其重要作用，其作用机制可能与 AKT和

ERK通路的磷酸化激活有关。

关键词：翻译控制肿瘤蛋白；肝癌；增殖；AKT；ERK

中图分类号：R-33；R735.7；Q291 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2020）04-634-04

Effects and Mechanisms of Translationally Controlled Tumor Protein
on the Proliferation of Hepatoma Cells*

To study the effects and mechanisms of translation control protein (TCTP) on the proliferation of hepatocel-

lular carcinoma (HCC) cells. Western blot was used to detect the protein levels of TCTP in 14 pairs of liver cancer and adjacent

tissues. Small interference RNAwas used to down-regulate TCTP in liver cancer cell lines SMMC-7721 and BEL-7404, and CCK-8 assays,

colony formation assays and EdU assays were used to observe the effect of TCTP-knockdown on the proliferation of liver cancer cells.

Western blot was used to analyze the possible molecular pathways involved in TCTP's role in promoting the proliferation of hepatoma

carcinoma cells. Compared with the corresponding para-cancer tissues, TCTP was significantly over-expressed in liver cancer

tissues. TCTP-knockdown by siRNA can significantly inhibit the proliferation of liver cancer cells. Furthermore, phosphorylation of AKT

and ERK were hampered by the down-regulation of TCTP. TCTP is highly expressed in HCC tissues and plays a crucial

role in the proliferation of HCC cells, which may be related to the activation of AKT and ERK pathways.
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前言

肝细胞癌是一类恶性程度高、早期诊断难、极易复发的疾

病，持续危害着人类的生命健康。尤其是在中国，每年有超过

38万人死于肝癌，并且有 46万的新发病例[1]。因此探究肝癌发

生和发展的分子机制，找到治疗肝癌的新靶点在我国显得更为

迫切。翻译控制肿瘤蛋白（translationally controlled tumor pro-

tein，TCTP）是由 tpt1基因编码的一种广泛表达、高度保守的多

功能蛋白，也被称为 P23、P21、HRF、fortilin [2]。现研究发现

TCTP表达于 500多种细胞和组织中，并且执行着包括促进细

胞增殖、抗细胞凋亡、调节细胞周期、参与炎症反应和调节细胞

多能性等重要功能[3-6]。

目前对 TCTP 的研究主要集中在癌症领域。研究表明

TCTP在结肠癌、宫颈癌、黑素瘤、胶质瘤等多种癌细胞和组织

中高度表达 [7-11]，提示 TCTP在癌症的发生发展中起着关键作

用。尽管如此，TCTP在恶性转化中涉及的分子机制仍然未被
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清楚阐明。并且关于 TCTP与肝癌关系的研究也十分稀少。截

止目前，仅有一项研究系统地证明了 TCTP对肝癌的发展起重

要作用[12]。然而肝癌的发生发展的过程及其复杂，涉及的分子

通路数不胜数，因此 TCTP与肝癌的关系亟待进一步探究。

本课题组通过分析 TCTP在肝癌中的表达水平以及 TCTP

敲除对肝癌细胞增殖的影响等方法揭示了 TCTP在肝癌发生

发展中的作用以及其中涉及的分子通路，为设计新型高效的肝

癌靶向药提供了理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

人肝癌细胞 BEL-7404 和 SMMC-7721 细胞系均购买自

ATCC（美国）；胎牛血清购自 Gibco 公司；DMEM 培养基、

0.25%胰酶、二甲基亚矾（DMSO）及 TRIZOL购自美国 Invitro-

gen 公司；CCK-8 试剂盒、RIPA 裂解液、BCA 定量试剂盒、

SDS-PAGE胶体购自中国碧云天公司；EdU试剂盒购买自中国

锐博公司；siRNA由中国吉玛公司设计合成；光学显微镜、全自

动酶标仪（BIO-RAD550）及 western blot电泳、转膜、曝光设备

仪购自美国 Bio-rad公司。

1.2 方法

1.2.1 TCTP在肝癌与癌旁组织中表达量的测定 本研究所用

14对肝癌和癌旁组织样本均来自 2019年就诊于空军军医大

学附属西京医院肝胆外科的肝癌患者。所有肝癌患者经病理检

查证实为肝癌，采集样本前已获得患者知情同意和医院伦理委

员会的批准。在液氮中研磨组织，加入 RIPA裂解液后低温离

心。取上清液进行 BCA定量。利用 SDS-PAGE电泳分离蛋白

质后转至 PVDF膜，用 5% BSA封闭后加入相应的一抗在 4℃

孵育过夜。第二天加入相应二抗室温孵育 1 h，然后曝光条带，

用 Image Lab软件分析灰度值。

1.2.2 细胞培养 BEL-7404和 SMMC-7721细胞系的培养基

为含 10%胎牛血清的 DMEM。细胞置于 37℃、含 5%的 CO2的

细胞培养箱培养。细胞生长融合至单层时，用 PBS洗涤三遍，再

用 0.25%胰酶 -0.02%EDTA消化，离心（800 r/min, 3min）后传代。

1.2.3 通过 siRNA敲减细胞中的 TCTP 用于本实验的两条

siRNA 序 列 分 别 为 siRNA1：GGGCUGCAGAACAAAU-

CAATT, siRNA2: CUGCAGGAAACAAGUUUCATT。转染步

骤为：提前一天将细胞种至六孔板，使细胞在第二天生长到

50~60%。取 2.5 滋g siRNA、6 滋L lipo2000至 OPTI-MEM培养基

中，使总体积为 100 滋L，孵育 15 min后加入到 1.9 mL的培养

基中。倒去细胞原有培养基，然后将此 2 mL培养基加入六孔板

中的单个孔。6-8 h后换含 10%胎牛血清的 DMEM培养基，48

h后进行细胞功能学实验或提取蛋白质。

1.2.4 CCK-8法检测肝癌细胞增殖 将 100 滋L/孔的含约 2×

103个细胞的细胞悬液传至 96孔板中（5副孔），置于培养箱中

培养。7 h细胞贴壁后进行第一次测量，方法为：每孔加入 10 滋L
CCK-8试剂，37℃孵育 1 h后，用酶标仪测定在 450 nm（参考波

长 630 nm）处的吸光值。此后每 24 h 测定一次 OD450，用

Prism 7软件绘制成增殖曲线。

1.2.5 克隆形成实验 将 1× 103个 /孔的细胞接种至六孔板

中，培养 15天后将培养液吸出，用 PBS洗涤后加入 3%的多聚

甲醛固定 10 min。再用 PBS洗涤后加入 0.5%的结晶紫染色

30 min。清水洗净后晾干，拍照后计数分析。

1.2.6 EdU法检测肝癌细胞增殖 将 2× 103/孔的细胞接种于

96孔板中，培养过夜后加入 1：1000稀释的 EdU试剂，孵育 2 h

后用 PBS清洗细胞，然后用 3%的多聚甲醛固定 10 min。之后

加入 2 mg/mL甘氨酸孵育 5 min，洗涤后加入 0.5% TritonX-100

孵育 10 min。清洗后加入 Apollo染色液，避光孵育 30 min。然

后用 Hoechst染细胞核 10 min。清洗后在显微镜下拍照后计数

分析。

1.3 统计学分析

本实验的数据分析均用 SPSS 23.0软件处理，相关数据均

用均数± 标准差(Mean± SD )表示，组间差异用 t检验进行比

较，*：P<0.05，**：P<0.01，***：P<0.001。3次独立重复实验。

2 结果

2.1 TCTP在肝癌组织中高表达

从在本科室接受治疗的肝癌患者中随机挑选出 14对肝癌

和癌旁组织，通过 western blot实验检测 TCTP在 14对肝癌组

织和相应的癌旁组织中的表达水平。结果显示，TCTP在肝癌组

织中的蛋白水平显著高于癌旁组织（图 1）。

图 1 TCTP在肝癌(C)和癌旁组织(P)中的蛋白水平

Fig.1 The protein level of TCTP in liver cancer tissues (C) and para-cancer tissues (P)

635· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.4 FEB.2020

2.2 TCTP的敲减显著抑制了肝癌细胞的增殖

用 siRNA 敲减 BEL-7404 和 SMMC-7721 肝癌细胞系中

的 TCTP，结果表明 siRNA可显著降低两细胞系中的 TCTP蛋

白表达水平（图 4）。为了探究 TCTP对肝癌细胞增殖的影响我

们进行了 CCK-8、克隆形成和 EdU实验。结果如图 2和图 3所

示，TCTP敲减后肝癌细胞的增殖能力显著降低。并且由 TCTP

敲减造成的增殖抑制在 SMMC-7721细胞中表现得较明显。

图 2 TCTP敲减显著抑制 SMMC-7721的增殖

Fig.2 TCTP-knockdown impaired the proliferation of SMMC-7721 cells

图 3 TCTP敲减显著抑制 BEL-7404的增殖

Fig.3 TCTP-knockdown impaired the proliferation of BEL-7404 cells

2.3 TCTP的敲减显著抑制了 AKT和 ERK的磷酸化

用 siRNA 敲减 BEL-7404 和 SMMC-7721 肝癌细胞系中

的 TCTP之后，用 western blot实验分析 AKT和 ERK以及它

们的磷酸化水平。结果表明，AKT和 ERK磷酸化的程度随着

TCTP敲减而降低，而 AKT和 ERK的总蛋白水平不受 TCTP

的敲减影响（图 4）。提示 TCTP可能通过影响 AKT和 ERK的

磷酸化水平来影响肝癌的增殖能力。

3 讨论

肝癌的发生和发展是一个及其复杂的过程，受到各种互相

交错的分子通路协同调控。现研究发现参与肝细胞癌变的信号

通路有MAPK、PI3K/AKT[13]、EGF/EGFR[14]。尽管如此，对于肝

癌的发生过程我们仍然知之甚少。因此更进一步研究肝癌发生

发展的机制是发现肝癌治疗新靶点、降低肝癌发生率和死亡率

的最有效手段。

TCTP与癌症的关系密不可分，特别是体现在肿瘤逆转中，

即肿瘤细胞经过重编程而失去恶性表形的过程。Tuynder等人[15]

通过分析肿瘤细胞和回复株的基因表达谱，发现肿瘤细胞

TCTP的表达量是回复子的 124倍。而当干扰了 TCTP的表达

后，肿瘤回复子提高到了 30%，逆转的发生率远高于自然状态

下的 1× 10-6。目前仅有极少数研究报道 TCTP在肝癌中的作

用。Chan等人[12]发现原癌基因 CHD1L能激活 TCTP转录从而

促进 CDc25C的泛素化降解，抑制 Cdk1的活性，导致细胞周期

M期提前结束，造成有丝分裂缺陷，最终诱发肝细胞癌变。然而

本课题组认为 TCTP与肝癌的关系远不止于此，因此开展本项

研究。本研究结果显示 TCTP高表达于肝癌组织，并且能调控

肝癌细胞的增殖，再次验证了 TCTP与肝癌的密切关系。此外，

研究发现下调 TCTP后抑制了 AKT与 ERK的磷酸化激活，提

示 TCTP很可能通过调控 AKT、ERK以及其下游通路来促进

肝癌细胞增殖。
图 4 TCTP敲减抑制 AKT和 ERK的磷酸化

Fig.4 TCTP-knockdown impaired the phosphorylation of AKT and ERK
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AKT通路是目前基础研究中最热门的通路之一，以 AKT

为中心的庞大而复杂的分子通路网络调控着细胞内外各种病

理生理过程，其中包括肝细胞癌变[16]。Horie等人[17]研究发现，敲

除肝细胞中的抑癌基因 PTEN后会激活 AKT的磷酸化，促进

肝癌形成。mTORC2-AKT1信号轴在由 c-Myc基因异常表达引

起的肝癌中发挥着关键作用 [18]。多项研究发现 TCTP与 AKT

通路有着复杂的调控关系。如在结肠癌细胞和宫颈癌细胞中，

PI3K/AKT/mTORC1 通路通过调控 TCTP的翻译来影响癌细

胞的恶性行为 [19]。并且在黑色素瘤细胞中 TCTP 通过激活

mTORC2/AKT/GSK3茁/茁-catenin通路来调控 EMT过程从而促

进癌细胞肺转移[20]。而本研究提示在肝癌中 TCTP控制着 AKT

的激活。可以看出，TCTP与 AKT的关系十分复杂，并不仅仅

是单纯的上游与下游的关系，很可能存在着正反馈或负反馈，

甚至更深层次的调控网络。因此，仍需要对 TCTP与 AKT的调

控关系进行更进一步的研究。

ERK通路的异常激活也是肝癌发生的重要推动因素。研

究发现 ETC2/Rho/ERK信号通路的激活可以促进肝癌的早期

复发[21]。MEK-ERK信号通路与肝癌对索拉非尼的抗药性密切

相关[22]。然而仅有为数不多的研究报道 TCTP与 ERK通路关

系。研究发现在人宫颈癌细胞中，TCTP过表达可激活 AKT和

ERK通路，促进癌细胞增殖。但是过表达的 ERK通路促进细

胞增殖的作用不如 AKT通路明显[23]。本研究结果表明在肝癌

细胞中下调 TCTP可抑制 AKT和 ERK通路的激活，造成细胞

增殖速度降低，再次印证了 TCTP对 AKT、ERK通路的激活有

着重大作用。但本研究并未比较 AKT和 ERK通路的作用大

小，这也将成为我们后续研究的重点。

综上所述，本研究再次表明了 TCTP对肝癌细胞增殖的促

进作用，同时也在分子机制层面上提出了新的观点。随着对

TCTP下游通路的更深入挖掘，相信 TCTP很有希望成为诊断

肝癌的新标志物以及治疗肝癌的新靶标。
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