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摘要 目的：在肝癌细胞 HepG2中过表达外源 (核凋亡诱导因子 1)，探讨 的亚细胞定位以及对 HepG2增殖和迁移能

力的影响。方法：以真核表达质粒 pEGFP-N1为对照组，pEGFP-N1- 为实验组，瞬时转染肝癌细胞 HepG2，利用免疫印迹方

法检测 蛋白表达效率；以 DAPI染核，荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白定位，确定 的亚细胞定位；通过 MTT方法

绘制细胞增殖曲线；通过 transwell小室法检测 对 HepG2迁移能力的影响。结果：在肝癌细胞 HepG2中，外源表达

主要定位于细胞核；与对照组 HepG2/pEGFP-N1相比，HepG2/pEGFP-N1- 的细胞增殖、迁移能力下降（P＜ 0.05）。结论：外

源表达 蛋白定位于 HepG2细胞核，过表达 抑制 HepG2的细胞增殖与迁移能力， 可能作为肝癌治疗的潜在

靶点。
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Effects of on Cell Proliferation and Migration
in Hepatoma Cell HepG2*

Exogeneous (nuclear apoptosis-inducing factor 1) was transfected and expressed in hepatoma cell

HepG2, and the localization of as well as the effects of on cell proliferation and cell migration was investigated.

HepG2 cell was transiently transfected with eukaryotic expression plasmid pEGFP-N1 as control group or pEGFP-N1- as test

group. Western blot was performed to examine the protein expression levels. Nucleus was stained by DAPI, and the localization

of was analyzed by monitoring the GFP using a fluorescence microscope. The ability of cell proliferation was determined by MTT

assay. Transwell assay was performed to examine the ability of cell migration. In hepatocma cell HepG2, exogeneous expressed

was mainly localized in nucleus. Compared with HepG2/pEGFP-N1, HepG2/pEGFP-N1- showed decreased ability of cell

proliferation and migration (P<0.05). Exogeneous expressed localizes in the nucleus of HepG2. Overexpressed

inhibits the cell proliferation and migration of HepG2. may act as a potential target of hepatocarcinoma therapy.
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图 1在肝癌细胞 HepG2中过表达外源 NAIF1

Fig.1 Overexpression of exogeneous NAIF1 in HepG2 cells

前言

肝癌在全球男性常见肿瘤中，发病率位居第五，致死率第

二，在全球女性常见肿瘤发病率排名第七，致死率第六。在

2008年，估算全球有 748，300例新增肝癌病例，695，900例肝
癌死亡病例，其中一半的新增病例和死亡病例发生在我国[1-3]。

我国作为肝癌大国，对于肝癌的研究不容忽视。

（nuclear apoptosis-inducing factor 1，核凋亡诱导因

子 1）基因首次由 Lv 等人在 2005 年报道。已有文献表明，
NAIF1的 mRNA在人多种组织均有表达，并且 NAIF1可以通
过线粒体途径诱导细胞凋亡，抑制细胞增殖[4]。目前关于 NAIF1

的研究较少，在肝癌细胞中的作用尚无报道。由于肝癌细胞

HepG2 的 NAIF1蛋白表达量很少[5]，本研究通过在 HepG2 中

过表达外源 NAIF1，利用荧光显微镜观察蛋白定位，以及利用
MTT实验、Transwell小室法，初步探讨 NAIF1对肝癌细胞的
生物学作用，为肝癌的治疗提供新的潜在靶点。

1 材料与方法

1.1 材料

肝癌细胞 HepG2 由本实验室保藏。真核表达质粒
pEGFP-N1、pEGFP-N1-NAIF1 由本实验室保存。转染试剂
X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent购于 Roche。鼠单

抗 茁-actin 购于 CST，羊抗人 NAIF1 多克隆抗体购于 Santa
Cruz公司。山羊抗鼠、兔抗山羊辣根过氧化物酶标记二抗购于

北京中杉金桥。BRADFORD蛋白定量试剂盒购自 TIANGEN

公司。 Western blot chemiluminescence luminal kit购于北京普

利莱。MTT购自 Sigma公司。Transwell小室购自Millipore公
司。

1.2 方法
1.2.1 细胞培养与转染 HepG2 以含 10 % 胎牛血清 FBS的
DMEM完全培养基，5 % CO2、37 ℃恒温培养箱培养。转染前一
天以 80 %密度于六孔板内接种细胞，次日以 0.9 % NaCl清洗

细胞，更换新鲜完全培养基。转染体系为每孔（六孔板）：200

滋L无血清 DMEM + 2 滋g质粒 + 4 滋L转染试剂，混匀静置 15

min 后，滴加入相应细胞内。对照组转染真核表达质粒
pEGFP-N1，实验组转染 pEGFP-N1-NAIF1。
1.2.2 Western Blot方法检测 NAIF1表达 转染 48 h后收取

细胞，0.9 % NaCl洗涤三遍，以蛋白裂解液 TNTE裂解 30 min，
13000 r/min、4 ℃离心 15 min，吸取上清获得细胞总蛋白，

BRADFORD试剂盒进行蛋白定量。加入 5× 上样缓冲液，100
℃ 水浴 10 min变性蛋白样品。每孔道上样等量蛋白（10 ~ 30

滋g），经 SDS PAGE 凝胶电泳（5 % 浓缩胶 80 V、30 min，10 %

分离胶 120 V、90 min）分离蛋白。电泳结束，甲醇激活 PVDF膜
10 s，按照阴极到阳极的顺序依次放置滤纸、分离胶、PVDF膜、

滤纸，250 mA恒流转膜 1.5 h。5 % BSA封闭 PVDF膜约 1.5 h，

在杂交袋内加入一抗（羊抗人 NAIF1，1:1000；鼠抗人 β -actin，
1:3000），4 ℃ 摇床孵育过夜。次日 TBST清洗三次，室温孵育

二抗（兔抗山羊辣根过氧化物酶标记二抗，1:5000；山羊抗鼠辣
根过氧化物酶标记二抗，1:5000）1 h，TBST清洗三次。将 ECL

A液和 B液等量混合，将 PVDF膜放入 ECL混合液中孵育 10

s，取出后置于化学发光成像分析系统检测目的条带。
1.2.3 蛋白定位 细胞转染 24 h 后爬片，待贴壁牢固后，以
PBS清洗 3次，每次 5 min；4 %甲醛溶液室温固定 15 min，PBS

清洗，0.5 % TritonX-100通透细胞 15 min，PBS清洗，1 % BSA

溶液室温封闭 30 min，加 DAPI染液避光孵育 15 min。PBS清

洗后以 70 %甘油封片，荧光显微镜下镜检观察。
1.2.4 MTT细胞增殖实验 细胞转染 24 h后，胰蛋白酶消化

计数，用完全培养基稀释为合适浓度的细胞悬液，将细胞接种

到 96孔板，每孔 3000个 /200 滋L，设 5个平行孔，常规培养。分

别在 1、2、3、4、5 天以 MTT 法检测波长 492 nm 光密度值，方

法：弃上清，每孔加新鲜配制 110 滋L MTT 染液（20 滋L 5
mg/mL MTT + 90 滋L无血清 DMEM），培养 4 h后取出，小心

吸走上清，加入 150 滋L DMSO溶解 MTT甲臜沉淀 15 min，酶

标仪测波长 492 nm处 OD值。
1.2.5 Transwell细胞迁移实验 细胞转染 48 h后，胰蛋白酶

消化计数，用无血清 DMEM培养基重悬细胞悬液。在 Tran-
swell小室下室加入 600 滋L含 10 % FBS的 DMEM完全培养

液，上室加入 200 滋L DMEM 重悬的细胞悬液（8× 104 个

/well），37℃，5 % CO2培养 17 h。取出上室，棉签蘸取 PBS擦洗

上室 5次，预冷甲醇室温固定 20 min后，0.1 %结晶紫染色 5

min，水洗 3次后风干，显微镜观察，镜下随机选取 5个视野拍
照并计数。

1.2.6 统计学方法 统计分析采用 IBM SPSS Statistics 20 软

件。数据以平均数± 标准差（x± s）表示，两组检验结果间采用
Student's two-tailed t-test。P < 0.05被认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 在肝癌细胞 HepG2中过表达 NAIF1

本研究以空载质粒 pEGFP-N1作为对照，以真核表达质粒
pEGFP-N1-NAIF1作为实验组，瞬时转染入肝癌细胞 HepG2，

过表达 NAIF1蛋白。转染 48 h后收取蛋白样品，利用免疫印迹

方法检测蛋白表达效率。NAIF1-GFP 融合蛋白大小约为 72

kDa，结果显示，HepG2/pEGFP-N1-NAIF1在 72 kDa处显示有

清晰的目的条带（图 1），NAIF1在 HepG2中获得明确表达。

2.2 NAIF1在 HepG2的亚细胞定位

为了研究 NAIF1在 HepG2的亚细胞定位，瞬时转染 48 h

后，利用荧光显微镜观察绿色荧光蛋白 GFP的定位情况。在对
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图 2 NAIF1在 HepG2的亚细胞定位 (Bar = 10 滋m)

Fig.2 Subcellular distribution of NAIF1 in HepG2 cells (Bar = 10 滋m)

图 3 MTT实验检测 NAIF1对 HepG2细胞增殖能力的影响

Fig.3 Effect of NAIF1 on HepG2 cell proliferation by MTT assay

Note: *P < 0.05, compared with control group. Overexpression of NAIF1

inhibited HepG2 cell proliferation.

图 4 Transwell实验检测 NAIF1对 HepG2细胞迁移能力的影响

Fig.4 Effect of NAIF1 on HepG2 cell migration by transwell assay

Note: A: Results of transwell migration assay(Bar = 200 滋m).

B: Statistical histogram of the cell number in the transwell migration assay. *P < 0.05, compared with control group.

照组 HepG2/pEGFP-N1中，GFP均匀分布于胞浆与胞核；实验

组 HepG2/pEGFP-N1-NAIF1表达融合蛋白 NAIF1-GFP，通过

绿色荧光判断 NAIF1主要定位于细胞核，少量表达于胞浆（图
2）。

2.3 NAIF1对肝癌细胞 HepG2增殖能力的影响

利用 MTT实验研究 NAIF1对 HepG2细胞增殖能力的影

响。 结果 显示，从第三天开 始，与对照 组相 比，

HepG2/pEGFP-N1-NAIF1细胞增殖能力开始下降，并且在第四

天、第五天该差异更加明显（P < 0.05，图 3），提示过表达 NAIF1

抑制 HepG2细胞增殖。

2.4 NAIF1对肝癌细胞 HepG2迁移能力的影响

细胞由上室穿过 8 滋m微孔进入下室的能力反应细胞的体

外迁移能力。本实验利用 transwell小室法检测 NAIF1对肝癌

细胞迁移能力的影响。实验结果显示，HepG2/ pEGFP-N1由上
室迁移至下室的细胞个数为 1127.6 ± 142.6 个，HepG2/

pEGFP-N1-NAIF1 由上室迁移至下室的细胞个数为 446.6 ±
34.1个。在 NAIF1过表达的情况下，HepG2细胞的迁移能力降

低 2.5倍，t检验显示该差异具有统计学意义（P < 0.05）。该结果

表明过表达 NAIF1降低 HepG2细胞迁移能力（图 4）。

3 讨论

人 定位于染色体 9q34.11，编码由 327个氨基酸组
成的蛋白质，是一个核凋亡诱导因子，该蛋白 N端包含两个核

定位序列[4,6]。由于真核表达质粒 pEGFP-N1表达绿色荧光蛋白
GFP，同时利用 DAPI染液结合细胞核双链 DNA的特性，通过

在荧光显微镜下观察 GFP 定位，确定 NAIF1 主要定位于
HepG2细胞核。该结果表明，与其含有核定位序列的特点相符，
NAIF1是一个核蛋白。由于蛋白质的亚细胞定位往往与蛋白功

能相关[7]，这说明 NAIF1可能通过与染色体 DNA、蛋白相互作

用，调节基因表达，进一步发挥生物功能。

细胞增殖与细胞凋亡失调是肿瘤发生、发展的特点之一。

细胞凋亡减弱往往促使肿瘤向高度恶性发展，并具有抵抗化疗

的特性 [8-10]。细胞周期受代谢相关酶、ROS (reactive oxygen

species,活性氧)、CDK（cyclin-dependent kinase,细胞周期蛋白

依赖性激酶）等一系列因素调控，与细胞增殖、凋亡密切相关
[11]。我们的实验结果显示过表达 NAIF1抑制 HepG2细胞增殖。

已有研究表明，NAIF1可以通过调节 cyclinD1、cdc2、p21 的表

达，诱导胃癌细胞 MKN45和 BGC823在细胞周期 G1/S期发
生阻滞，并且 NAIF1可通过 caspase-9通路诱导 MKN45发生

细胞凋亡[12,13]。因此，NAIF1可能通过上述两种方式影响 HepG2

的细胞增殖能力。

具有浸润和转移能力是癌症的另一大特征，肝癌转移极大

地促进了肝癌的发展过程，并且造成高致死率[14-16]。在细胞水平

上，这一特征表现为肿瘤细胞的迁移和侵袭能力。在外源转染

NAIF1 48 h后，接种相同数目的细胞到 transwell小杯上室，17
h后终止细胞培养并染色。由 MTT结果显示，在 17 h时细胞数

目不受增殖影响，因此下室细胞个数即反映 HepG2细胞迁移

能力的改变情况。结果显示过表达 NAIF1显著降低了 HepG2
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的迁移能力，提示 NAIF1可能在抑制肝癌转移的过程中发挥

重要作用。MMPs（matrix metalloproteinases,基质金属蛋白酶）

是一类锌离子依赖性蛋白酶家族，通过水解方式调节细胞外基

质，与肿瘤转移密切相关[17-19]。FAK(focal adhesion kinase,黏着
斑激酶)是黏着斑复合物家族的一员，是生长因子受体和整合

素介导信号的重要调节因子，通过其激酶活性参与正常或肿瘤

细胞的基本过程。在多种肿瘤原发或转移器官中，往往伴随

FAK蛋白表达量以及活性的增加[20]。Yang M研究证实 NAIF1

抑制胃癌细胞中MMP2、MMP9的表达，并且降低 FAK的磷酸
化水平[5]，NAIF1可能通过相同方式调节 HepG2的运动能力。

综上所述，本研究初步证实了 NAIF1 定位于肝癌细胞
HepG2胞核，过表达 NAIF1抑制 HepG2的细胞增殖和迁移能

力，表明 NAIF1可能是肝癌的潜在抑癌基因，可能作为肝癌治

疗的潜在靶点。NAIF1作为核蛋白，由其调控的靶基因以及通

路尚需进一步阐明，为肝癌的临床诊断与治疗提供新的标记

物。
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