
ＣＨＭＰ２Ｂ高表达促进胰腺癌发生和发展的机制
曹天宇１，金皓东２，黄　灿１

（１安徽医科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室，合肥　２３００３２；
２安徽医科大学第一临床医学院，合肥　２３００３２）

摘要　目的　解析带电多泡体蛋白２Ｂ（ＣＨＭＰ２Ｂ）在胰腺癌中高表达的临床意义，探究ＣＨＭＰ２Ｂ在胰腺癌中的促癌机制。方
法　通过ＧＥＰＩＡ网站的转录组学分析在胰腺癌肿瘤中ＣＨＭＰ２Ｂ的表达情况，探究ＣＨＭＰ２Ｂ的表达与胰腺癌无疾病生存率和
总生存率的关系。通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＨＰＮＥ细胞与ＢＸＰＣ３、ＭＩＡＰａＣａ２、ＰＡＮＣ１三种胰腺癌细胞中ＣＨＭＰ２Ｂ的表达。
胰腺癌在ＭＩＡＰａＣａ２细胞中使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染ＣＨＭＰ２Ｂ因子的过表达质粒，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证在 ＭＩＡＰａＣａ２
中过表达ＣＨＭＰ２Ｂ质粒的过表达效果。通过克隆形成实验比较过表达 ＣＨＭＰ２Ｂ因子对 ＭＩＡＰａＣａ２细胞成瘤能力。ＣＣＫ８
实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验验证过表达 ＣＨＭＰ２Ｂ因子对 ＭＩＡＰａＣａ２细胞增殖和迁移侵袭的影响。采用免疫荧光染色检测
ＣＨＭＰ２Ｂ因子的细胞定位，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＣＨＭＰ２Ｂ高表达对微管关联蛋白１轻链３Ｂ（ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ）和重组核孔蛋白６２
（Ｐ６２）表达的影响。结果　ＣＨＭＰ２Ｂ因子在胰腺癌组织中表达升高（Ｐ＜００１）。ＣＨＭＰ２Ｂ因子的过表达降低胰腺癌患者的总
生存率和无疾病生存率（Ｐ＜００１）。人胰腺癌细胞系中ＣＨＭＰ２Ｂ表达量明显高于正常人胰腺导管上皮细胞。ＣＨＭＰ２Ｂ的高
表达促进胰腺癌ＭＩＡＰａＣａ２细胞成瘤，同时与对照组相比 ＣＨＭＰ２Ｂ高表达导致胰腺癌增殖、迁移和侵袭能力升高。免疫荧
光染色可见ＣＨＭＰ２Ｂ在细胞核和细胞质中均有分布并与膜泡分泌相关。但是 ＣＨＭＰ２Ｂ的高表达促进了 ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ的表达
但是抑制了Ｐ６２的表达水平。结论　临床胰腺癌组织样本中 ＣＨＭＰ２Ｂ的高表达与体外胰腺癌细胞系中的高表达相一致。
ＣＨＭＰ２Ｂ分布在细胞核和细胞质并且参与膜泡运输和溶酶体自噬，在胰腺癌细胞系 ＭＩＡＰａＣａ２中，ＣＨＭＰ２Ｂ与自噬标志物
ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ表达呈正相关，并且抑制 Ｐ６２的表达。可知 ＣＨＭＰ２Ｂ对胰腺癌恶性程度的促进与细胞自噬相关。ＣＨＭＰ２Ｂ通过
调节膜泡运输和细胞自噬满足胰腺癌细胞高的营养代谢需求，进而促进胰腺癌的恶性生物学行为。
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　胰腺癌被称为癌症之王，发病率和死亡率一直
以来处于不断上升趋势［１］。探究胰腺癌发病机制，

明确早期诊断的标志物以及药物治疗的新靶点对胰

腺癌的诊断和治疗具有重要意义。胰腺癌细胞活跃

的囊泡物质运输对抗肿瘤药物的免疫逃脱具有十分

重要的作用［２］。有研究报道在正常细胞中 ＥＳＣＲＴ
Ⅲ复合物的亚基中 ＣＨＭＰ２Ｂ家族蛋白参与囊泡的
出芽过程，ＣＨＭＰ家族中 ＣＨＭＰ２Ｂ基因的异常表达
将引起囊泡出芽障碍以及胞内体的异构化［３］。

ＣＨＭＰ２Ｂ关于囊泡功能的报道主要集中在正常神经
细胞中，而且其报道仅仅集中于囊泡的异构化［４］。

针对ＣＨＭＰ２Ｂ通过影响囊泡介导的进一步表型特

征鲜有报道。该研究在胰腺癌中探究了 ＣＨＭＰ２Ｂ
基因的表达水平和胰腺癌患者临床预后的关系，并

解析了其影响胰腺癌恶性生物学的分子机制，为胰

腺癌早期诊断的标志和靶向治疗的位点，以及不良

预后评估提供新的参考。

１　材料与方法

１．１　材料　人胰腺癌细胞 ＭＩＡＰａＣａ２、ＢＸＰＣ３、
ＨＰＮＥ和ＰＡＮＣ１购自美国 ＡＴＣＣ公司。一抗兔抗
６×ｈｉｓ、一抗兔抗自噬微管相关蛋白链３（ｍｉｃｒｏｔｕ
ｂｕｌｅ

!

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ｂｅｔａ，ＬＣ３Ｂ）、
一抗兔抗重组核孔蛋白６２（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｎｕｃｌｅｏｐｏｒｉｎ
６２，Ｐ６２）、一抗兔抗带电多泡体蛋白 ２Ｂ（ｃｈａｒｇｅｄ
ｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒｂｏｄｙｐｒｏｔｅｉｎ２Ｂ，ＣＨＭＰ２Ｂ），以及 ４８８
和５４９荧光二抗均购自武汉三鹰生物技术有限公
司。ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００Ｒｅａｇｅｎｔ购自赛默
飞世尔科技（中国）有限公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自甄
选中国兰杰柯公司。ＣＣＫ８溶液购自武汉三鹰生物
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技术公司。

１．２　生物信息学　通过 ＴＣＧＡ数据库分析胰腺癌
与癌旁组织中 ＣＨＭＰ２Ｂ因子的转录本表达，以及
ＣＨＭＰ２Ｂ因子与胰腺癌无疾病生存率和总生存率的
相关性。

１．３　细胞培养　将 ＭＩＡＰａＣａ２细胞使用含１０％
胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的ＤＭＥＭ高糖培
养基在温度３７℃、５％ ＣＯ２的常规加湿培养箱进行
常规培养。将ＭＩＡＰａＣａ２细胞接种在６孔板分为
对照组和过表达ＣＨＭＰ２Ｂ组，细胞丰度为７５％左右
后使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染２５μｇ质粒。
１．４　免疫荧实验　将ＭＩＡＰａＣａ２细胞接种在６孔
板中，用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染过表达ＣＨＭＰ２Ｂ质
粒，２４ｈ后接种至１２孔板，孔内放置细胞爬片。待
细胞贴壁后４％多聚甲醛固定５ｍｉｎ。ＰＢＳ溶液漂
洗３次，３ｍｉｎ／次。采用 ＴｒｉｔｏｎＸ１００打孔３０ｍｉｎ，
ＰＢＳＴ溶液漂洗３次，３ｍｉｎ／次。５％ ＢＳＡ封闭１ｈ，
常温下一抗兔抗ＣＨＭＰ２Ｂ孵育２ｈ，ＰＢＳＴ溶液漂洗
３次，５ｍｉｎ／次。荧光二抗４８８孵育１ｈ，进行 ＤＡＰＩ
染色３ｍｉｎ，ＰＢＳＴ漂洗３次，５ｍｉｎ／次。正置荧光显
微镜观察。

１．５　克隆形成实验　将ＭＩＡＰａＣａ２细胞进行细胞
计数板记数，每孔７５×１０５接种至６孔板。分为对
照组和过表达 ＣＨＭＰ２Ｂ组。用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
转染过表达 ＣＨＭＰ２Ｂ质粒２５μｇ，４８ｈ后将 ＭＩＡ
ＰａＣａ２细胞进行消化，细胞计数器记数，按每个孔１
５００个细胞，均匀接种至６孔板，１４ｄ后克隆群落形
成，弃培养基，ＰＢＳ溶液漂洗２次，４％多聚甲醛固定
４ｍｉｎ，结晶紫染色３０ｍｉｎ，ＰＢＳ溶液漂洗３次，至生
物安全柜晾干拍照并统计克隆形成数。

１．６　迁移实验　将ＭＩＡＰａＣａ２细胞接种于６孔板
中，分为实验组和对照组，实验组转染 ＣＨＭＰ２Ｂ过
表达质粒，２４ｈ后用胰酶消化细胞，细胞计数器统
计细胞数，每个Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室加入２００μｌ含８×１０４

个细胞的无血清无双抗的ＤＭＥＭ培养基，并放置于
每孔中加入６００μｌ含１０％ ～１５％ ＦＢＳ完全培养基
的２４孔板中。２４ｈ后取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，弃培养
基，４％ 多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，５％的结晶紫染色３５
ｍｉｎ。ＰＢＳ溶液漂洗３～５次直至结晶紫去除干净。
倒置于生物安全柜内晾干，显微镜拍照。

１．７　侵袭实验　在４℃条件下将基质胶用 ＤＭＥＭ
培养基按１：８稀释，取４０μｌ铺展于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
底部３７℃培养箱孵育１～２ｈ。将准备好的对照组
和过表达ＣＨＭＰ２Ｂ组 ＭＩＡＰａＣａ２细胞分别接种至

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，每个小室８×１０４个细胞。培养３６～
４０ｈ后取出小室，弃培养基，用４％多聚甲醛固定２０
ｍｉｎ，结晶紫染色３０ｍｉｎ，ＰＢＳ溶液漂洗４次。显微
镜拍照统计细胞数目。

１．８　ＣＣＫ８实验　准备实验组和过表达 ＣＨＭＰ２Ｂ
组的两组 ＭＩＡＰａＣａ２细胞。接种４块９６孔板，每
组接种５个复孔，每个孔接种１００μｌ完全培养基含
２０００个细胞。再分为对照组和过表达 ＣＨＭＰ２Ｂ
组，在５％ ＣＯ２、３７℃培养箱培养２２、４６、７０、９４ｈ四
个时间点检测，每个孔加入１０μｌＣＣＫ８溶液３７℃
孵育１５ｈ。在酶标仪４５０ｎｍ波长检测吸光度（ｏｐ
ｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　将 ＭＩＡＰａＣａ２细胞更换
为无 ＦＢＳ无双抗的培养基，将过 ｐｃＤＮＡ３１
ＣＨＭＰ２ＢＨｉｓ表达质粒和 ｐｃＤＮＡ３１Ｈｉｓ对照组质
粒分别２５μｇ通过 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染，６ｈ更
换完全培养基。４８ｈ后弃培养基，用弱 ＲＩＰＡ裂解
液裂解３０ｍｉｎ后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。对上清
液进行蛋白定量后加 ５×ｌｏａｄｉｎｇ混合 １００℃煮 ５
ｍｉｎ，上样量为５０μｇ。进行十二烷基硫酸钠聚丙烯
酰胺凝胶电泳，４℃条件下转膜，５％的脱脂牛奶封
闭，加 入 一 抗 兔 抗 ６×ｈｉｓ（１∶５００００）、Ｐ６２
（１∶３０００）、ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ（１∶３０００）孵育再加入鼠
抗兔二抗（１∶１００００）孵育，最后滴加化学发光试
剂，在Ｂｉｏｒａｄ成像仪显影。
１．１０　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄ软件统计细胞
克隆群落及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ灰度值，计量数据以 珋ｘ±ｓ
表示。两组间比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　胰腺癌组织中 ＣＨＭＰ２Ｂ的表达及其临床意
义　ＣＨＭＰ２Ｂ作为 ＥＳＣＲＴⅢ蛋白亚型之一参与膜
泡运输、自噬、内吞、出芽等细胞生命活动。经 ＴＣ
ＧＡ数据库分析显示，胰腺癌组织中 ＣＨＭＰ２Ｂ因子
的表达量显著高于正常的癌旁组织（Ｐ＜００１），见
图１。同时分析显示在胰腺癌病患者中ＣＨＭＰ２Ｂ的
高表达与患者极低的无疾病生存率和总生存率密切

相关，高表达的 ＣＨＭＰ２Ｂ导致无疾病生存率（Ｐ＜
００１）和总生存率（Ｐ＜００１）的降低。并且检测发
现三种胰腺癌细胞相比较胰腺上皮永生细胞

ＣＨＭＰ２Ｂ的表达量明显升高。
２．２　高表达ＣＨＭＰ２Ｂ对ＭＩＡＰａＣａ２迁移的影响
在 ＭＩＡＰａＣａ２细 胞 中 高 表 达 ＣＨＭＰ２Ｂ后 进 行
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图１　ＣＨＭＰ２Ｂ在胰腺癌中高表达

Ｆｉｇ．１　ＣＨＭＰ２Ｂｉｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ

Ａ：ＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＨＭＰ２Ｂｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃ

ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅａｎｄｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＣＨＭＰ２Ｂｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ

ｄｉｓｅａｓｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ；Ｃ：Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎ
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图２　ＣＨＭＰ２Ｂ促进ＭＩＡＰａＣａ２细胞迁移

Ｆｉｇ．２　ＣＨＭＰ２ＢｐｒｏｍｏｔｅｓＭＩＡＰａＣａ２ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ
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Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验，统计结果显示，过表达 ＣＨＭＰ２Ｂ组
明显较对照组的细胞迁移数多。过表达 ＣＨＭＰ２Ｂ
促进ＭＩＡＰａＣａ２细胞迁移能力的增强（ｔ＝１０５１，Ｐ
＜０００１），见图２。
２．３　高表达 ＣＨＭＰ２Ｂ对 ＭＩＡＰＡＣＡ２侵袭的影
响　细胞侵袭实验（图３）显示，过表达 ＣＨＭＰ２Ｂ组
细胞侵袭数目明显较对照组细胞侵袭数目多。过表

达ＣＨＭＰ２Ｂ明显促进 ＭＩＡｐａｃａ２细胞的侵袭能力
增强（ｔ＝１２１１，Ｐ＜００１）。
２．４　高表达ＣＨＭＰ２Ｂ对ＭＩＡＰａＣａ２成瘤的影响
　克隆形成实验（图４）显示，过表达 ＣＨＭＰ２Ｂ组细
胞克隆形成数明显比对照组细胞克隆形成数多。说

明ＣＨＭＰ２Ｂ促进ＭＩＡＰａＣａ２细胞的增殖能力（ｔ＝
１６７１，Ｐ＜００１）。
２．５　高表达ＣＨＭＰ２Ｂ对ＭＩＡＰａＣａ２增殖能力的
影响　ＣＣＫ８法检测结果显示，ＣＨＭＰ２Ｂ过表达组

的增殖能力明显高于对照组，说明 ＣＨＭＰ２Ｂ促进
ＭＩＡＰａＣａ２细胞的增殖。见图５。
２．６　ＣＨＭＰ２Ｂ与 ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ和 Ｐ６２的关系　
ＣＨＭＰ２Ｂ参与膜泡运输以及溶酶体自噬。在高表达
ＣＨＭＰ２Ｂ的情况下 Ｐ６２被抑制，与此同时促进了
ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ的表达。见图６。

３　讨论

　　胰腺癌患者肿瘤组织中细胞膜流动通量、胞内
物质运输、囊泡转运均显著升高［５］。其中ＥＳＣＲＴ途
径参与的囊泡运输途径在上述过程中十分活跃［６］。

ＥＳＣＲＴ途径通过驱动囊泡出芽将降解的物质运往
液泡和溶酶体［７］。ＣＨＭＰ２Ｂ是 ＥＳＣＲＴⅢ蛋白亚型
之一，也是ＥＳＣＲＴ复合物的核心组成部分，同时也
是细胞自噬和内体运输所必须的［８］。ＣＨＭＰ２Ｂ参
与蛋白质降解、细胞分裂和包膜逆转录病毒释放等
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图３　ＣＨＭＰ２Ｂ促进ＭＩＡＰａＣａ２细胞的侵袭
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图４　细胞克隆形成实验
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ｔｉｃｓｂａｓｅｄｏｎｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｃｌｏｎｅｓ；Ｐ＜００１ｖｓｐｃＣｏｎｇｒｏｕｐ．

关键过程［９］。ＣＨＭＰ家族成员在肿瘤细胞中调节多
种生命过程。例如：ＣＨＭＰ１Ａ可通过调节 ＰＩ３Ｋ／
ｍＴＯＲ／ｐ５３信号通路抑制肾癌细胞的生长和扩
散［１０］。ＣＨＭＰ２Ａ在自然杀伤细胞中调节趋化因子
的分泌，促进其向肿瘤细胞迁移［１１］。ＣＨＭＰ３通过

图５　ＣＣＫ８法检测ＭＩＡＰａＣａ２细胞的增殖实验

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆＭＩＡＰＡＣＡ２ｃｅｌｌｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ
Ｐ＜００１ｖｓｐｃＣｏｎｇｒｏｕｐ

调节细胞凋亡，促进肝细胞癌的发生和发展［１２］。但

ＣＨＭＰ２Ｂ的研究主要在神经细胞和病毒出芽相关的
领域较多，在肿瘤细胞的功能尚不明确。因此本研

究利用ＴＣＧＡ数据库比较胰腺癌组织与癌旁组织中
ＣＨＭＰ２Ｂ的表达量，检测 ＣＨＭＰ２Ｂ的表达与胰腺癌
的生存率降低的关系，并通过考察高表达的

ＣＨＭＰ２Ｂ对胰腺癌细胞 ＭＩＡＰａＣａ２的迁移、侵袭、
增殖和成瘤能力的影响，验证 ＣＨＭＰ２Ｂ对胰腺癌细
胞恶性程度的影响。实验结果表明，ＣＨＭＰ２Ｂ在胰
腺癌较癌旁组织表达量升高，并且导致胰腺癌患者

的无疾病生存率和总生存率的降低。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示ＣＨＭＰ２Ｂ在胰腺癌细胞中的表达量高于
胰腺导管细胞。在胰腺癌细胞中 ＣＨＭＰ２Ｂ过表达
促进ＭＩＡＰａＣａ２细胞迁移、侵袭、成瘤和增殖能力。
说明ＣＨＭＰ２Ｂ对胰腺癌的恶性程度有促进作用。
在胰腺癌细胞中对 ＣＨＭＰ２Ｂ因子进行免疫荧光染
色发现其在囊泡中确实分布广泛。由于 ＣＨＭＰ２Ｂ
介导溶酶体途径相关的蛋白质分选，ＣＨＭＰ２Ｂ功能
的缺失会导致异常溶酶体形态，而溶酶体的异常可

能引起自噬通量［１３］。所以本研究通过免疫印迹检

测ＣＨＭＰ２Ｂ蛋白水平与自噬标志物 ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ［１４］

和Ｐ６２［１５］的相关性，发现ＣＨＭＰ２Ｂ的高表达可促进
ＬＣ３ＢＩ向 ＬＣ３ＢⅡ的转化，同时 ＣＨＭＰ２Ｂ促进 Ｐ６２
的降解。结果说明 ＣＨＭＰ２Ｂ通过促进细胞内的自
噬促进癌细胞高代谢的物质需求，同时也通过囊泡

的运输降低细胞毒性。但是 ＣＨＭＰ２Ｂ调控自噬的
机制以及对自噬程度的影响知之甚少。为此将进一

步确定在自噬过程中 ＣＨＭＰ２Ｂ直接作用的下游因
子，以及ＣＨＭＰ２Ｂ如何通过这些因子影响自噬程度
相关的标志蛋白。
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图６　ＣＨＭＰ２Ｂ促进溶酶体自噬
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