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摘要 目的 探究己糖激酶 2(HK2) 在肝癌组织中的差异

表达及其对肝癌细胞增殖、细胞周期和细胞凋亡的影响。方

法 收集 48 例肝癌组织及对应的癌旁组织，免疫组化检测

HK2 表达量;Western blot 法检测人肝癌细胞 HepG2 及正常

肝细胞 L-02 中 HK2 表达量。统计并分析 HK2 表达与肝癌

临床病理特征关系。构建 4 个 HK2 小发卡 ＲNA(shＲNA)载

体，Western blot 法检测干扰效率，选择沉默最优的建立稳定

转染的细胞株。针对空白组( 正常培养、未转染质粒)、con-
trol shＲNA 组 ( 转染 control shＲNA)、HK2 shＲNA 组 ( 转 染

shＲNA_3)HepG2 细胞，MTT 法检测细胞增殖活性，流式细胞

仪检测细胞周期，Annexin V-FITC /PI 双标记法检测细胞凋

亡。结果 HK2 在肝癌组织中表达显著升高，其表达与肿瘤

直径、TNM 分期、组织病理分级存在相关性。HK2 表达的降

低可显著降低 HepG2 细胞增殖活性，使得细胞周期发生明

显转变，更少停滞在 S 期;显著升高 HepG2 细胞凋亡率。结

论 HK2 表现出了较强的抗肿瘤潜能，具有一定的临床意

义，为将来基于 HK2 进行肝癌临床诊断、预后判断及分子靶

向治疗提供新的思路和理论依据。
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肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC) 是一

种临床上高死亡率的原发性肝癌
［1 － 2］。癌细胞的失

控生长是癌症高致死率的主要原因，探讨肝癌发生

发展分子机制，寻找肝细胞癌恶性增殖的生物标志

和干 预 治 疗 靶 点，已 成 为 近 年 来 肝 癌 研 究 的 热

点
［3］。研究

［4］
表明己糖激酶(hexokinase，HK) 是生

物糖酵解途径限速酶，己糖激酶 2(HK2) 与诸多恶

性肿瘤发生存在关系。目前 HK2 与肝癌发生发展

的关系少见报道，通过高通量测序发现其可能高表

达，但缺乏深入的研究
［5］。该研究旨在探讨 HK2 在

肝癌中的表达特点并分析其表达与临床特征参数的

关系，检测其对人肝癌高转移细胞株 HepG2 细胞增

殖、周期、凋亡的影响。

1 材料与方法

1． 1 组织样本及主要试剂

1． 1． 1 病例资料及实验细胞 选取 2015 年 6 月 ～
2018 年 10 月中国人民解放军总医院肝胆外科、中

国人民解放军第 302 医院肝胆外科肝细胞肝癌手术

患者，共计 48 例，取肝癌组织( 非坏死区肿瘤组织)

及癌旁组织( 距肿瘤边缘 2 cm 肝硬化组织，约 0. 5
cm ×0. 5 cm ×0. 5 cm)。所有新鲜组织获取后立即

转入液氮固定。人肝癌高转移细胞株 HepG2 细胞

购自北京协和基础研究所细胞中心 。
1． 1． 2 主要试剂 蛋白提取 ＲIPA 裂解液、BCA 蛋

白浓度测定试剂盒、SDS-PAGE 凝胶配制试剂、细胞

周期检测碘化丙啶染色试剂购自江苏碧云天公司;

细胞转染试剂 Lipo 3000 购自美国 Invitrogen 公司;

Annexin V-FITC /PI 双染细胞凋亡检测试剂盒购自

江苏凯基生物公司;HK2 抗体、GAPDH 抗体购自英

国 abcam 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 免疫组化检测肝癌组织 HK2 表达量 所有

组织标本(48 例肝癌组织，48 例癌旁组织) 常规甲

醛固定及石蜡包埋，将蜡块切成 5 um 厚的组织切

片，覆盖于预先经过防脱处理的载玻片上，经过烤

片、水化、抗原修复，分别滴加一抗和二抗，DAB 显

色，中性树胶封片。光学显微镜拍照，采用 IPP 软件

对图片进行积分光密度 ( integrated option density，

IOD)值。
1． 2． 2 HK2 shＲNA 载体构建 设计并合成 4 对小

发卡 ＲNA(short hairpin ＲNA，shＲNA)序列，分别命

名为 shＲNA_1、shＲNA_2、shＲNA_3、shＲNA_4，其序

列见表 1。克隆连接实验室改造的 pLKO． 1-GFP 质
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表 1 4 对候选 HK2 shＲNA 序列

ShＲNA 名称 序列信息(5'-3')
shＲNA_1 F:CCGGTGGAGCTCAACCATGACCAATTCAAGAGATTGGTCATGGTTGAGCTCCTTTTTTG
shＲNA_1 Ｒ:AATTCAAAAAAGGAGCTCAACCATGACCAATCTCTTGAATTGGTCATGGTTGAGCTCCA
shＲNA_2 F:CCGGTGCAGAAGGTTGACCAGTATTTCAAGAGAATACTGGTCAACCTTCTGCTTTTTTG
shＲNA_2 Ｒ:AATTCAAAAAAGCAGAAGGTTGACCAGTATTCTCTTGAAATACTGGTCAACCTTCTGCA
shＲNA_3 F:CCGGTGGAGATGGAGAAAGGGCTTTTCAAGAGAAAGCCCTTTCTCCATCTCCTTTTTTG
shＲNA_3 Ｒ:AATTCAAAAAAGGAGATGGAGAAAGGGCTTTCTCTTGAAAAGCCCTTTCTCCATCTCCA
shＲNA_4 F:CCGGTGGACAGAACACGGAGAGTTTTCAAGAGAAACTCTCCGTGTTCTGTCCTTTTTTG
shＲNA_4 Ｒ:AATTCAAAAAAGGACAGAACACGGAGAGTTTCTCTTGAAAACTCTCCGTGTTCTGTCCA

粒。测序验证后，转染至 HepG2 细胞。
1． 2． 3 Western blot 检测 HK2 表达 收集人正常

肝细胞 L-02、人肝癌细胞 HepG2;以及 control ＲNA、
shＲNA_1、shＲNA_2、shＲNA_3、shＲNA_4 组 HepG2
细胞，ＲIPA 细胞蛋白裂解液提取蛋白，BCA 法用于

蛋白定量。SDS-PAGE 凝胶电泳后 NC 膜恒流湿法

进行转膜。转膜成功的 NC 膜转移到 5% 脱脂奶粉-
TBST 封闭液于室温封闭 l h。再将 NC 膜分别加入

稀释的 HK2 和 GADPH 一抗，4 ℃轻摇过夜;随后加

入相应的二抗(1 ∶ 100 稀释)，37 ℃恒温摇床孵育 1
h。蛋白的相对表达量用待测蛋白与 GADPH 的灰

度值比值计算。
1． 2． 4 MTT 法检测细胞增殖 将空白组( 正常培

养、未 转 染 质 粒)、control shＲNA 组 ( 转 染 control
shＲNA)、HK2 shＲNA 组( 转染 shＲNA_3)HepG2 细

胞稳定培养后传代于 96 孔板，完全培养基培养，分

别于第 0、24、36、72 小时进行 MTT 检测。每组 4 个

复孔。96 孔板每孔加入 20 μl MTT(5 mg /ml PBS 溶

解)，孵育 4 h 然后弃除上清液。每孔里面再加入

150 μl Formazan 溶解液，振荡 10 min，充分溶解结晶

物。酶标仪(570 nm) 测定吸光度( optical density，

OD)值。
1． 2． 5 流式细胞仪检测细胞周期 各组细胞完全

培养基培养，用胰酶消化收集细胞，加入 1 ml 75%
预冷乙醇中，吹打均匀，4 ℃固定 12 h 以上，再加入

PBS 洗涤，1 000 r /min 离心 5 min，清洗 2 次。重悬

细胞用 0. 5 ml PBS，每孔加入 PI 和 ＲNaseA 至终浓

度 50 μg /ml，37 ℃温浴 30 min。流式细胞仪检测细

胞周期。
1． 2． 6 Annexin V-FITC /PI 双标记法检测细胞凋亡

收集各组细胞，置于 100 目铜网上轻搓，生理盐水

冲洗，2 500 r /min 离心弃去上清液及细胞碎片，收

集细胞悬液。参照 Annexin V-FITC /PI 双染细胞凋

亡检测试剂盒说明，通过流式细胞仪进行分析。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行统计

分析，采用 珋x ± s 进行统计描述，组间差异采用单因

素方差分析进行比较，如方差分析结果显示组间差

异有统计学意义，则进一步采用 t 检验进行组间差

异的两两比较。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 HK2 在肝癌中差异表达 免疫组化结果显

示:相对于癌旁组织，HK2 在肝癌组织中表达显著

升高;IOD 值量化结果表明肝癌组织中 HK2 相对表

达值为(643. 00 ± 79. 17)，癌旁组织中 HK2 相对表

达值为(441. 80 ± 31. 32)，差异有统计学意义(P ＜
0. 05)，见图 1A。Western blot 结果显示:相对于人

正常肝细胞 L-02，HK2 在人肝癌细胞 HepG2 中表达

显著升高;灰度值量化结果表明 L-02 细胞 HK2 相

对表达值为(1. 08 ± 0. 14)，HepG2 中 HK2 相对表达

值为(1. 46 ± 0. 18)，差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)，

见图 1B。
2． 2 HK2 表达与肝癌临床病理特征关系 48 例肝

组织中 HK2 表达与患者性别、年龄、血清甲胎蛋白

(alpha-feto protein，AFP)含量、乙肝表面抗原(Hep-
atitis B surface antigen，HBsAg) 感染差异无统计学

意义(P ＞ 0. 05)，与肿瘤直径、TNM 分期、组织病理

分级差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)，见表 2。
2． 3 HepG2 细胞中 HK2 沉默表达与效率评价

Western blot 检测 HK2 shＲNA_1、shＲNA_2、shＲNA_
3、shＲNA_4 转染 HepG2 细胞后 HK2 蛋白表达情

况:HK2 shＲNA_3 沉默效率最佳，其 HK2 蛋白表达

均显著低于 control shＲNA 组。建立稳定转染的细

胞株 HK2 shＲNA、control shＲNA，荧光显微镜检测转

染效率，用于后面实验检测。见图 2。
2． 4 沉默 HK2 表达对肝癌 HepG2 细胞增殖的影

响 MTT 法检测各组细胞增殖活性:48 h 起，HK2
shＲNA 组细胞增殖活性明显低于 control shＲNA 组

和空白组，72 h 时差异有统计学意义(F = 55. 6，P ＜
0 . 01) ，空白组HepG2细胞和control shＲNA组细胞
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图 1 HK2 在肝癌中差异表达

A:免疫组化 × 200;B:Western blot 检测;与癌旁组织比较:* P ＜ 0. 05

增殖活性差异无统计学意义(P ＞ 0. 05)，见图 3。表

明 HK2 表达的降低可显著降低 HepG2 细胞增殖活

性。
2． 5 沉默 HK2 表达对肝癌 HepG2 细胞周期的影

响 流式细胞仪检测各组细胞周期:HK2 shＲNA
组、control shＲNA组、空 白 组S期 细 胞 百 分 比 分 别

表 2 HK2 表达与肝癌临床病理特征关系(n)

项目 n
HK2 表达

阳性表达

(n = 27)

阴性表达

(n = 21)

χ2 值 P 值

性别

男 40 22 18 0． 152 0． 696
女 8 5 3

年龄(岁)

≤50 26 15 11 0． 048 0． 827
＞ 50 22 12 10

肿瘤直径(cm)

≤5 22 9 13 3． 884 0． 048
＞ 5 26 18 8

TNM 分期

Ⅰ ～Ⅱ 19 7 12 4． 813 0． 028
Ⅲ ～Ⅳ 29 20 9

组织病理分级

良(Ⅰ) 5 0 5 9． 351 0． 009
中(Ⅱ、Ⅲ) 32 18 14
差(Ⅳ) 11 9 2

血清 AFP(ng /ml)
≤400 31 17 14 0． 071 0． 790
＞ 400 17 10 7

HBsAg
阳性 40 22 18 0． 152 0． 696
阴性 8 5 3

图 2 HepG2 细胞中 HK2 沉默表达与效率评价

为 ( 24. 48% ± 4. 25% )、( 32. 32% ± 3. 98% )、
(38. 68% ±5. 17% )，经单因素方差分析，组间差异

有统 计 学 意 义 (F = 7. 51，P ＜ 0. 05)。表 明 HK2
shＲNA 组细胞更少停滞在 S 期，细胞周期发生明显

转变，见图 4。
2． 6 沉默 HK2 表达对肝癌 HepG2 细胞凋亡的影

响 Annexin V-FITC /PI 双标记法检测各组细胞凋

亡:HK2 shＲNA 组、control shＲNA 组、空白组的细胞

总凋亡率分别为分别为(17. 74 ± 2. 67)%、(8. 97 ±
1. 02)%、(6. 83 ± 0. 95)%，经单因素方差分析，组

间差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( F = 33. 16，P ＜ 0. 01)。
HK2 表达的降低可显著升高 HepG2 细胞凋亡率，且

与 control shＲNA 组相比差异有统计学意义 (P ＜
0. 01)，空白组 HepG2 细胞和 control shＲNA 组细凋

亡率差异无统计学意义(P ＞ 0. 05)，见图 5。提示

HK2 可能通过抑制凋亡促进肿瘤生长。
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图 3 沉默 HK2 表达对肝癌 HepG2 细胞增殖的影响

与空白组比较:* P ＜ 0. 05;与 control shＲNA 组比较:#P ＜ 0. 05

3 讨论

HK2 作为机体糖酵解途径的第一个关键限速

酶，其与线粒体外膜电压依赖性阴离子通道蛋白相

结合促进糖酵解的发生和肿瘤细胞的形成
［6］，HK2

在肿瘤发生进展中的作用及如何抑制 HK2 成为了

当前研究的热点。研究
［7］

表明 HK2 的表达与喉鳞

癌肿瘤部位、临床分期有关，在声门上型喉鳞癌标本

中 HK2 多呈高表达，而在声门型喉鳞癌中多呈中到

低度表达，HK2 表达随肿瘤分期的升高而增加。此

外，多项研究
［8 － 9］

表明应用 HK2 抑制剂如 3-溴丙酮

酸(3-Bromopyruvic acid，3BrPA)、2-脱氧-D-葡萄糖，

在肿瘤细胞和动物模型中有效干预了肿瘤的进程。
研究

［10］
表明 3-BrPA 可以削弱 HepG2 细胞有氧糖酵

解相关基因及关键酶的表达，抑制葡萄糖下游步骤

和谷氨酰胺代谢，发挥抗肿瘤作用。
随着分子生物学技术的迅猛发展，一些新手段

用于靶向干预 HK2，如 shＲNA 技术。shＲNA 由于其

髙度的序列专一性，可以实现特异性沉默特定基因

的表达，已被广泛用于探索基因功能及恶性肿瘤基

因治疗领域
［11 － 12］。有学者

［13］
针对己糖激酶基因

(HK1、HK2、HK3) 在 结 直 肠 癌 ( HT-29、SW 480、
HCT-15、ＲKO、HCT 116 ) 和 黑 色 素 瘤 ( MDA-MB-
435S 和 SK-MEL-28) 细胞系中使用 shＲNA 病毒载

体沉默，分别转染或共转染后结果显示 HK2 沉默失

活与结直肠癌细胞系中 HK1 的表达增加有关，HK1
和 HK2 同时表达衰减导致细胞活力下降，共转染

HK1、HK2 和 HK3 shＲNA 可导致细胞迅速凋亡，提

示 HK1 和 HK2 同时失活足以减少黑色素瘤和结直

肠癌细胞的增殖和存活，其可作为癌症潜在治疗靶

图 4 沉默 HK2 表达对肝癌 HepG2 细胞周期的影响

A:空白组;B:control shＲNA 组;C:HK2 shＲNA 组

图 5 沉默 HK2X 表达对肝癌 HepG2 细胞凋亡的影响

A:空白组;B:control shＲNA 组;C:HK2 shＲNA 组
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点。张丹 等
［14］

观察 shＲNA 沉默 HK2 对乳腺癌细

胞 MDA-MB231 放疗敏感性的影响，结果表明给予

不同剂量的 X 线照射后，细胞存活率呈剂量依赖性

递减的趋势，且 shＲNA 处理组的存活率较对照组明

显下降，细胞凋亡率明显高于对照组，表明沉默乳腺

癌细胞 HK2 基因可增加其对放疗的敏感性。
由于当前尚无有关 HK2 与肝细胞肝癌发生发

展关系的研究报道，本研究通过沉默 HK2 研究其在

人肝癌高转移细胞株 HepG2 中功能。首先，通过检

测肝癌组织和细胞中 HK2 蛋白表达，结果显示 HK2
在肝癌组织中表达显著升高，与 Zhang et al［5］

通过

高通量测序手段发现 HK2 可能在肝细胞肿瘤中高

表达结论一致。临床病理特征统计分析显示 HK2
表达与肿瘤直径、TNM 分期、组织病理分级存在相

关性，与 HK2 在其它肿瘤中表达意义一致。随后，

建立稳定转染的细胞株 HK2 shＲNA，检测细胞周期

变化可以看出 HK2 沉默干扰使得细胞周期发生明

显转变，更少停滞在 S 期。此外，沉默 HK2 表达可

显著降低 HepG2 细胞增殖活性，显著升高 HepG2 细

胞凋亡率，与 HK2 在结直肠癌
［13］、喉鳞状细胞癌

［15］

等肿瘤中作用机制一致。细胞凋亡是细胞生长分化

调节的重要手段，又是机体免受肿瘤危害的重要保

护机制，癌变了的细胞发生凋亡的能力通常极低，而

增殖能力则相应增强，这直接导致了瘤细胞快速而

病态的分裂增殖，暗示 HK2 可能通过抑制凋亡促进

肿瘤生长。
以上实验结果提示 HK2 具有抗肿瘤潜能，为肝

细胞癌患者的肿瘤靶向治疗提供理论基础，并为后

续的肝细胞癌侵袭转移机制研究提供了实验依据。
但是本研究还没有从动物水平探讨沉默 HK2 对裸

鼠移植瘤可能的影响及治疗作用，有待在后续实验

中完善，有关 HK2 在肝癌中作用的详细机制有待更

加深入的探讨。
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Differential expression of HK2 in HCC and its effect on HCC cells
Zhang Yu1，Meng Xuan2，Wang Xun2

( 1Dept of Hepatobiliary Surgery，No． 302 Hospital of PLA，Beijng 100039;
2Dept of Hepatobiliary Surgery，General Hospital of PLA，Beijng 100853)

Abstract Objective To investigate the differential expression of HK2 in liver cancer tissues and its effects on cell
proliferation ，cell cycle and apoptosis of liver cancer cells ． Methods 48 cases of liver cancer tissues and
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corresponding para cancer tissues were collected，and the expression of HK2 was detected by immunohistochemis-
try． At the same time，Western blot was used to detect the expression of HK2 in human hepatoma cell HepG2 and
in normal liver cell L-02． The relationship between HK2 expression and clinic pathological characteristics of hepa-
tocellular carcinoma was analyzed statistically． Four HK2 shＲNA vectors were constructed，Western blot was used
to detect the interference efficiency，and the best HK2 shＲNA was selected for transfecting cell． For blank group
(normal culture，non-transfected plasmid)，control shＲNA group( transfected control shＲNA)，HK2 shＲNA group
( transfected shＲNA_3) HepG2 cells，MTT was used to detect cell proliferation activity，flow cytometry was used
for cell cycle，Annexin V-FITC /PI double labeling method was used to detect cell apoptosis． Ｒesults The expres-
sion of HK2 increased significantly in HCC tissues，and the expression was correlated with tumor diameter，TNM
stage and histopathological grade． The decrease of HK2 expressionsignificantly reduced the proliferation activity of
HepG2 cells，obviously changed the cell cycle and make cells less stagnant at S stage，significantly increased the
apoptosis of HepG2 cells． Conclusion HK2 shows strong anti-tumor potential and has a certain clinical signifi-
cance． It provides a new idea and theoretical basis for the clinical diagnosis of liver cancer，prognosis judgment and
molecular targeting therapy based on HK2．
Key words HK2; hepatocellular carcinoma; shＲNA silence
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转录因子 GＲHL3 促进皮肤鳞癌细胞迁移和侵袭
邓庆梅

1，2，周利利
1，郭思佳

1，陈津津
1，郭立钰

1，曾凡军
1，周海胜

1，3

摘要 目的 研究转录因子果蝇头状因子 3(GＲHL3) 对皮

肤鳞癌(SCC)细胞系 A431 细胞迁移和侵袭的影响。方法

利用免疫组织化学检测皮肤癌组织 GＲHL3 表达，分析皮肤

鳞状细胞癌中 GＲHL3 表达水平与临床病理分期的关系;利

用脂质体介导 GＲHL3 过表达载体转染 A431 细胞，建立过量

表达 GＲHL3 的 A431 细胞系;通过 Transwell 检测 GＲHL3 对

A431 细胞迁移和侵袭能力的影响;利用表达谱芯片技术分

析过量表达 GＲHL3 对 A431 细胞迁移、侵袭等相关基因表达

变化;采用染色质免疫共沉淀 － 测序(ChIP-seq) 的方法分析

GＲHL3 调控的靶基因及 GＲHL3 的结合位点;比较基因表达

谱芯片和染色质免疫共沉淀 － 测序的结果，以确定 GＲHL3

参与调控细胞迁移和侵袭相关的靶基因。结果 免疫组化

结果显示 SCC 组织及癌旁组织 GＲHL3 表达水平较正常皮

肤组织明显增加，且与临床病理分期有关;Western blot 结果

证实 GＲHL3 在 A431 细胞过量表达，由此成功建立稳定过量

表达 GＲHL3 的 A431 细胞株;Transwell 侵袭和迁移试验显示
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GＲHL3 过量表达增强了 A431 细胞迁移和侵袭能力;表达谱

芯片结果显示有 128 个基因与细胞运动和黏附相关;ChIP-
seq 结果显示 GＲHL3 结合基因组 DNA 的主要位置是在基因

间区(55. 65% )，而只有 2. 49%分布于结构基因的启动子区

域;表达谱芯片显示差异表达的 128 个基因和 ChIP-seq 显示

的 GＲHL3 调控 149 个候选基因，均与细胞迁移和侵袭有关，

其中有 26 个基因具有一致性。提示 GＲHL3 通过调控 26 个

候选基因促进皮肤鳞癌细胞的迁移和侵袭。结论 GＲHL3
通过调控皮肤鳞癌细胞的与迁移和侵袭相关基因表达，促进

细胞迁移和侵袭，有助于后续研究 GＲHL3 调控肿瘤细胞迁

移和侵袭的分子机制。
关键词 皮肤鳞癌;GＲHL3;A431;迁移;侵袭
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果蝇头状因子(grainyhead-like，GＲHL) 基因家

族高度保守，所编码的转录因子在胚胎发育过程中

发挥关键的调控作用。果蝇头状因子 3(grainyhead
like-3，GＲHL3)是 Grainyhead 基因家族成员之一，参

与哺乳动物表皮的发育和修复
［1 － 5］。基因组测序发

现在非综合性腭裂的家族发生 GＲHL3 基因突变并

影响血管内皮细胞的迁移过程
［6 － 8］。

研究
［9］

证实，在早期乳腺癌中 GＲHL3 表达量

·632· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2019 Feb; 54( 2)


