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siＲNA 靶向沉默 ZFX 基因对肝内胆管癌细胞
生物学功能的影响

张 雪，刘国东，林 群，方 强，谢 坤，赵义军，刘付宝

摘要 目的 探讨 siＲNA 沉默 X 染色体连锁的锌指蛋白

( ZFX) 基因的表达后对肝内胆管癌细胞( HCCC-9810) 的增

殖、克隆、迁移及侵袭能力的影响。方法 通过脂质体 lipo-
fectamine 3000 介导转染肝内胆管癌细胞株 HCCC-9810，抑

制 ZFX 基因在肝内胆管癌细胞系中的表达，ＲT-PCＲ 检测

ZFX 基因的 mＲNA 表达水平的变化，Western blot 检测 ZFX

基因的蛋白表达水平的变化。ZFX 基因下调后分别用软琼

脂克隆形成实验检测克隆形成能力，CCK-8 增殖实验检测细

胞增殖情况，Transwell 检测细胞的迁移、转移情况。结果

ＲT-PCＲ 及 Western blot 结果表明与 Cell 组、NC-siＲNA 组相

比，ZFX-siＲNA 组 有 效 降 低 了 HCCC-9810 细 胞 系 ZFX 的

mＲNA 水平及蛋白水平的表达。克隆形成实验显示: ZFX 基

因沉默后，该细胞系克隆形成能力明显减弱。CCK-8 增殖实

验证明实验组细胞增殖能力明显降低。Transwell 实验显示，

Cell 组、NC-siＲNA 组细胞迁移、转移能力明显高于 ZFX-siＲ-
NA 组细胞。各组实验中 Cell 组、NC-siＲNA 组之间均未见明

显差异。结论 本实验 siＲNA 成功降低肝内胆管癌细胞系

HCCC-9810 中 ZFX 基因的表达并证明 ZFX 的表达降低后与

肝内胆管癌细胞的克隆形成、增殖、迁移、转移能力相关。推

测 ZFX 在肝内胆管癌的发生发展中发挥重要的作用，可作

为该基因治疗的新靶点。
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肝内胆管细胞癌( intrahepatic cholangiocarcino-
ma，ICC) 是一种起源于胆管上皮细胞的致命恶性肿

瘤［1］。该肿瘤在美国每年的发病人数在1 300 ～
3 000例之间［2］。慢性炎症性病症被认为是肝内胆

管癌的诱因因素［3］。由于早期无明显的症状、体检

尚未普及等原因致 ICC 明确诊断通常较晚，手术是

目前最好的治疗方式，术后 5 年生存率约 20% ～
50%［4］。X 染色体耦联的锌指蛋白 ( X-linked zinc
finger protein，ZFX ) 位 于 X 染 色 体，编 码 krueppel
C2H2 型锌指蛋白家族成员［5］。在胚胎细胞和成人

造血干细胞具有重要的转录调解作用［6］。研究［7］

证明 ZFX 的过表达与胆囊癌等多种肿瘤的发生发

展均有密不可分的关系。ZFX 在肝内胆管癌中的作

用尚不明确，目前国内外未见相关文献报道。该实

验运用 siＲNA 沉默肝内胆管癌细胞的 ZFX 的表达，

观察其对细胞生物学性质的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞株与 siＲNA 核苷酸片段的合成 选取

人胆管细胞型肝癌细胞株( cholangiocarcinoma cells，
HCCC-9810) 作为实验对象，由上海交通大学新华医

院馈赠; siＲNA 由上海汉恒生物科技公司合成; siＲ-
NA 序 列: 5'-GTCGGAAATTGATCCTTGTAA-3'; Scr-
siＲNA 序 列: 5'-TTCTCCGAACGTGTCACGT-3'。使

用前按说明书用 DEPC 水稀释至需要浓度。
1． 1． 2 主要试剂 ＲPMI 1640 培养基、胎牛血清购

自美国 Gibco 公司; lipofectamine 3000 试剂盒购自美

国 Thermo Fisher 公司; TＲIzol 裂解液购自美国 In-
vitrogen 公司; PCＲ 反转录试剂盒购自上海 Promega
公司; 兔抗人多克隆抗体、辣根过氧化物酶人抗兔

IgG 二抗购自美国 Genetex 公司; CCK-8 增殖试剂盒

购自上海碧云天生物技术有限公司; Transwell 小室

购自美国 Corning 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 HCCC-9810 细胞用含 15% 胎牛

血清、100 U /ml 青霉素链霉素抗生素的 ＲPMI 1640
培养基于 37 ℃、5%CO2 饱和湿度的培养箱中培养。
1． 2． 2 细胞转染 转染前 1 d 调整细胞浓度至覆

盖率约 60%，并用不含抗生素的新鲜培养基培养，

实验分组分别为 Cell 组( 未转染 siＲNA 的 HCCC-
9810 细胞组) 、NC-siＲNA 组 ( 转入 negative control
的细胞组) 、ZFX-siＲNA 组( 转入 ZFX 的细胞组) 。
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转染方法严格按照 lipofectamine 3000 的操作说明进

行，5 h 后更换为 ＲPMI-1640 普通培养基。
1． 2． 3 ＲT-PCＲ 检测各组转染后 ZFX 的 mＲNA 表

达水平 转染 48 h 后收集细胞，使用 TＲIzol ( In-
vitrogen 公司) 试剂提取 ＲNA，严格按照操作说明进

行，检测各组 ＲNA 总量，然后按照说明书使用反转

录酶、Oligo dT( Promega) 反转录为 cDNA，进行 ＲT-
PCＲ 反应，GAPDH 作为内参，GAPDH 引物序列为:

正义链: 5'-TGACTTCAACAGCGACACCCA-3'; 反义

链: 5'-CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3'; ZFX 引 物

序列为: 正义链 5'-GGCAGTCCACAGCAAGAAC-3';
反义链: 5'-TTGGTATCCGAGAAAGTCAGAAG-3'，以

2 － ΔΔt计算各组 ZFX 基因 mＲNA 的表达量，每组各实

验 3 次。
1． 2． 4 Western blot 检测 将转染后的各组细胞离

心后，PBS 洗涤 3 次，离心弃上清液，加入 ＲIPA 裂解

液 30 min 后，4 ℃、12 000 r /min 离心 5 min，收集上清

液。SDS-PAGE 凝胶电泳转移至 PVDF 膜，5% 脱脂

奶粉封闭过夜，孵育兔抗人多克隆抗体( 1 ∶ 1 000)

摇床慢摇 2 h，TBST 慢摇清洗 3 次，每次 5 min，二抗

室温孵育 2 h，于暗室滴加 ECL，覆盖 X 线片曝光，

显影，拍照，保存。
1． 2． 5 克隆形成实验 24 孔板内培养 HCCC-9810
细胞，覆盖率达 70% 后 siＲNA 转染，每组设置 3 个

复孔，3 d 后收集各组转染成功的细胞，各组对应六

孔板内铺约 400 个细胞，充分摇匀并显微镜下观察

至无细胞聚集，每 2 d 更换细胞培养基，培养至 2 周

后 4%多聚甲醛固定 15 min，Giemsa 染色 20 min，显

微镜下随机抽取 5 个视野，分别统计每孔内 ＞ 50 及

＜ 50 个细胞的克隆细胞集落数并分析结果。
1． 2． 6 CCK-8 法检测细胞增殖实验 持续增殖能

力是癌细胞最基本的能力。设置实验组、空白对照

组及阴性对照组，每组 3 个复孔，取对数生长期的细

胞，分别接种于 96 孔板内，每孔加入 2 × 104 /100 μl
培养基，转染后每间隔 24 h 加入 10 μl CCK-8 溶液，

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 4 h 后，酶标仪测定

595 nm 处各孔的吸收值。
1． 2． 7 Transwell 迁徙、转移实验 24 孔板 transwell
chamber( 0. 8 μm，美国 Cornning 公司) ，收集各组

siＲNA 转染后的细胞，上室内加入 200 μl 不含血清

的细胞培养液，下室内加入 600 μl 含 15% FBS 的培

养基，37 ℃、5%CO2 培养箱中自然迁移条件下培养

24 h 后甲醛固定 10 min，结晶紫染色 10 min，棉签拭

去上室内细胞，显微镜下随机选取 5 个视野观察转

移至下室内的细胞并拍照、计数。转移实验需每室

内加入 37 ℃培养基 200 μl 水化胶，培养 48 h 后固

定染色，其他同迁徙实验。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

各组实验数据以 珋x ± s 表示，多组均数比较采用单因

素方差分析，两两比较用 q 检验，P ＜ 0. 05 表示差异

有统计学意义。

2 结果

2． 1 siＲNA 对 HCCC-9810 细胞 ZFX mＲNA 表达

水平的影响 转染 48 h 后，ＲT-PCＲ 结果显示: Cell
组与 NC-siＲNA 组之间 mＲNA 表达水平未见明显差

异，ZFX-siＲNA 组 mＲNA 表达水平与 Cell 组、siＲ-
NA-NC 组相比下降明显( P ＜ 0. 01) ，见图 1。

图 1 沉默 ZFX 基因对 HCCC-9810 细胞

ZFX mＲNA 表达水平的影响

与 NC-siＲNA 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 siＲNA 转染 HCCC-9810 细胞后 ZFX 蛋白的

表达 Western blot 检测结果与 ＲT-PCＲ 结果相一

致，Cell 组与 NC-siＲNA 组之间比较，ZFX 基因表达

水平未见明显改变，ZFX-siＲNA 组蛋白表达水平与

Cell 组、NC-siＲNA 组 相 比 下 降 明 显，ＲT-PCＲ 和

Western blot 均证实 ZFX-siＲNA 使 HCCC-9810 细胞

的 ZFX 基因表达下调明显。见图 2。

图 2 siＲNA 转染 HCCC-9810 细胞后蛋白印迹图

2． 3 沉默 ZFX 对胆管癌细胞克隆形成的影响 结

果显示 siＲNA-ZFX 实验组的小克隆( ＜ 50 ) 细胞集

落明显多于 Cell 组及 NC-siＲNA 组。显微镜下观察

·8661· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2018 Nov; 53( 11)



结果: Cell 组、NC-siＲNA 组之间形成克隆数、克隆形

成率未见明显差异 ( 图 3B) ，ZFX-siＲNA 组与 NC-
siＲNA 组相比每个克隆所包含的细胞数目明显减少

( t = 3. 188，P = 0. 0333 ) ，各组重复 3 次，有轻度差

异，但无统计学意义。该实验结果表明敲低 ZFX 对

于肝内胆管癌细胞的克隆形成能力具有重要的影

响。见图 3。

图 3 沉默 ZFX 对胆管癌细胞克隆形成的影响

A: 每个孔内的克隆图片; B: 每个孔内的克隆数统计结果; 与

NC-siＲNA 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 CCK-8 检测结果 ZFX-siＲNA 组细胞增殖能

力明显弱于 NC-siＲNA 组( F = 150. 3，P ＜ 0. 01 ) 及

Cell 组( F = 151. 5，P ＜ 0. 01) ，且随着时间推移差异

逐渐变大( 图 4) ，Cell 组与 siＲNA-NC 组之间及各组

组内之间差异无统计学意义。结果表明敲低 ZFX
表达对肝内胆管癌细胞的增殖能力具有重要的影

响。

图 4 沉默 ZFX 基因对 HCCC-9810 细胞增殖能力的影响

与 NC-siＲNA 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 5 沉默 ZFX 对肝内胆管癌细胞迁徙、侵袭的影

响 通过 siＲNA 下调 HCCC-9810 细胞中 ZFX 基因

后，能够显著抑制细胞的迁移及侵袭能力( 图 5 ) ，

siＲNA-ZFX 组与 siＲNA-NC( t = 8. 505 P = 0. 001) 组

相比可见转移到下室的细胞数明显减少，而 Cell 组

与 siＲNA-NC 组之间差异无统计学意义。图 6 显

示，siＲNA-ZFX 组 与 siＲNA-NC ( t = 8. 311，P =
0. 002) 组相比可见转移到下室的细胞数明显减少，

而 Cell 组及 siＲNA-NC 组之间差异无统计学意义。

图 5 沉默 ZFX 基因对 HCCC-9810 细胞

迁移的影响 结晶紫染色 × 40

与 NC-siＲNA 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 6 沉默 ZFX 基因对 HCCC-9810 细胞转移的

影响 × 40 结晶紫染色

与 NC-siＲNA 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01
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3 讨论

近年来，恶性肿瘤成为威胁人类健康的重要原

因之一，ICC 是当今人类危害最大的恶性肿瘤之一，

我国 ICC 发病率增值迅速，多数学者把研究重点放

在该肿瘤的治疗上，对于该肿瘤的发生、发展的机制

及重要影响的关注力度明显不够，不能从根本上解

决 ICC 的治疗问题。原发性肝癌分为肝细胞性肝

癌、胆管细胞性肝癌和混合型肝癌，在原发性肝癌

中，胆管细胞性肝癌的发生率仅次于肝细胞性肝

癌［8］，目前有早期症状不明显、早期诊断困难、恶性

程度较高等特点，致胆管细胞癌明确诊断时常属于

晚期，且该肿瘤容易向周围血管及组织浸润，致外科

手术 切 除 困 难，胆 管 细 胞 癌 放 疗、化 疗 敏 感 性 较

低［9］，因此对胆管细胞癌的发生、发展的机制研究

成为目前目标之一。深入研究 ICC 发生的分子机

制，寻求新的诊断及治疗方法是提高 ICC 整体疗效

的关键。锌指蛋白是指含有稳定的短的能与 Zn2 +

结合的自我折叠形成手指结构的一类蛋白质，锌指

蛋白可以特异的与靶结构结合从而发生特定的影

响。近期，国内外相关研究 ［10 － 12］表明 ZFX 在鼻咽

癌、神经胶质瘤等恶性肿瘤中高表达，并与肿瘤的发

生、发展及预后具有密不可分的关系，同时，参与多

种肿瘤细胞的增殖、转移、凋亡等多个过程［13 － 15］，而

国内外尚未见该蛋白在 ICC 中的生物学作用的报

道。本文旨在探讨 ZFX 在 ICC 细胞中的生物学功

能。
恶性肿瘤的恶性程度与肿瘤细胞的增殖、转移、

克隆等能力具有密不可分的关系，而 ICC 具有很强

的早期转移力、侵袭力强及预后差等特点，因此对于

与肝内胆管癌细胞的增殖、迁移、侵袭及克隆能力等

有影响的基因的研究成为早期诊断及靶向治疗的研

究方向。siＲNA 干扰技术是将与目的基因同源的双

链 ＲNA 转染入细胞中，使与其对应的 mＲNA 降解，

从而实现目的基因序 列 沉 默［16］。本 实 验 通 过 对

ZFX 基因特异靶点的 siＲNA 及一条阴性对照 siＲ-
NA，通过 lipofectamine 3000 分别转入相对应的实验

组 HCCC-9810 细胞系中，并通过 ＲT-PCＲ、Western
blot 从 mＲNA、蛋白水平检测 ZFX 基因的表达水平，

并为后续实验提供基础。本研究通过 CCK-8 增殖

实验、Transwell 迁移、侵袭及克隆形成实验证明 ZFX
基因表达的敲低导致肝内胆管癌细胞的增殖、转移、
侵袭及克隆能力明显下调，表明 ZFX 在 HCCC-9810
细胞系的生长、转移等过程中扮演着促进的角色。

尽管研究证明 ZFX 沉默对肝内胆管癌细胞的

生物学功能具有重要影响，但具体机制尚不清楚，相

关研究［17］表明在非小细胞肺癌中，miＲ-144 过表达

与 ZFX 的沉默能够显著抑制细胞的增殖且能诱导

细胞凋亡，进一步研究表明 ZFX 的表达水平可通过

miＲ-144 调节，同时，ZFX 的异常表达显著降低 miＲ-
144 对肿瘤发生发展的抑制作用，表明干扰 miＲ-
144-ZFX 通路或许对多种肿瘤的发生、发展具有重

要影响。Akt、EＲK1 /2 作为 ZFX 调节细胞功能的重

要通路，NSCLC［18］、LSCC［19］、乳腺癌［20］和胃癌［13］

中均会降低 Akt、EＲK1 /2 磷酸化作用。目前，国内

外尚未见关于 ZFX 基因在 ICC 患者细胞中表达水

平的检测、与肿瘤恶性程度及预后的关系及 miＲ-
144、Akt、EＲK1 /2 在 ZFX 调节 ICC 的通路中扮演的

角色的报道，为深入探索 ZFX 在临床上的功能的作

用及具体机制的研究进一步证明 ZFX 在 ICC 的发

生、发展中的作用提供理论方向。
综上，降低 ZFX 在 ICC 细胞中的表达抑制细胞

的增殖、克隆形成、迁移及转移能力，持续对于 ZFX
在肝内胆管癌中的具体分子机制的研究将有助于进

一步了解 ICC 的发生、发展，为胆管细胞癌的早期诊

断及分子靶向治疗提供依据。
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Effect of targeted siＲNA silencing ZFX gene on biological
function of intrahepatic cholangiocarcinoma cells

Zhang Xue，Liu Guodong，Lin Qun，et al
( Dept of General Hepatobiliary and Pancreatic Surgery，The First Affiliated Hospital of

Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore the effect of siＲNA silencing ZFX gene on proliferation，migration and cycle of
intrahepatic cholangiocarcinoma cells ( HCCC-9810) ． Methods Lipofectamine 3000 was used to transfect the in-
trahepatic cholangiocarcinoma cell line HCCC-9810 to inhibit the expression of ZFX gene in intrahepatic cholangio-
carcinoma cell lines． The mＲNA expression level of ZFX gene was detected by ＲT-PCＲ，and the protein expression
level of ZFX gene was detected by Western blot． After the down-regulation of ZFX gene，the ability of colony for-
mation was detected by the soft lipid agarose formation assay． CCK-8 proliferation assay was used to detect cell pro-
liferation，and Transwell was used to detect cell migration and metastasis． Ｒesults ＲT-PCＲ results showed that
ZFX-siＲNA effectively reduced the expression of ZFX mＲNA in HCCC-9810 cell line compared to Cell，NC-siＲNA
group． Clone formation experiments showed that the clonogenic capacity of this cell line was significantly weakened
after ZFX silencing． CCK-8 proliferation assay showed that the experimental group cell proliferation decreased sig-
nificantly． Transwell experiments showed that Cell，NC-siＲNA group cell migration and metastasis was significantly
higher than ZFX-siＲNA cells． Conclusion The siＲNA of this experiment successfully reduced the expression of
ZFX gene in intrahepatic cholangiocarcinoma cell line HCCC-9810 and demonstrated that the decreased expression
of ZFX is related to the ability of intrahepatic cholangiocarcinoma cell clone formation，proliferation，migration and
metastasis． It is speculated that ZFX plays an important role in the occurrence and development of intrahepatic
cholangiocarcinoma and can be used as a new target for this gene therapy．
Key words ZFX gene; intrahepatic cholangiocarcinoma; cell biology
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