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基因沉默对肝癌细胞系增殖凋亡及
ERK/RSK2信号通路的影响

周鸣 1，余蕾 2，李琴山 2，王碧 2，杨国珍 1

（1.贵州医科大学 医学检验学院，贵州 贵阳 550025；2.贵州医科大学附属医院

贵州省产前诊断中心，贵州 贵阳 550002）

摘要：目的 探讨 RNA干扰介导的巨噬细胞移动抑制因子（MIF）基因沉默对肝癌细胞系 SMMC-7721

与 HepG2凋亡的影响及可能的作用机制。方法 将MIF-siRNA干扰序列转染 SMMC-7721与 HepG2细胞，

以 Con-siRNA序列转染的细胞作为对照。采用实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）及Western blot检测

MIF沉默效果，CCK-8法测定细胞增殖情况，流式细胞术检测细胞凋亡率。采用Western blot检测MIF沉默

后凋亡相关基因 BCL-2、BAX、P53的蛋白水平及细胞外信号调节激酶（ERK）、P90核糖体 s6激酶 2（RSK2）、

糖原合成激酶 3β（GSK3β）、Bad蛋白水平及其磷酸化水平。结果 沉默组细胞中MIF mRNA及蛋白表达水

平与对照组比较，差异有统计学意义（ <0.05），沉默组低于对照组；两组细胞增殖能力比较，差异有统计学意

义（ < 0.05），MIF沉默组细胞增殖能力低于对照组；两组凋亡率比较，差异有统计学意义（ <0.05），MIF沉默组

细胞凋亡率高于对照组；两组细胞 BAX、P53、BCL-2 蛋白水平比较，差异有统计学意义（ <0.05），MIF沉默

组细胞 BAX、P53的蛋白表达水平高于对照组，而 BCL-2 蛋白水平低于对照组；沉默组与对照组细胞中

ERK、RSK2 及 Bad 蛋白水平比较，差异均无统计学意义（ >0.05），而沉默组与对照组细胞中 GSK3β、

p-GSK3β、p-ERK、p-RSK2及 p-Bad蛋白水平比较，差异均具有统计学意义（ <0.05）。结论 MIF基因沉

默抑制 SMMC-7721与HepG2细胞的增殖能力并促进细胞凋亡可能是通过调节 ERK/RSK2信号通路实现的。
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Abstract: Objective To investigate the effect of silencing gene by RNA interference on apoptosis of
hepatic carcinoma cell lines SMMC -7721 and HepG2 and the potential mechanism. Methods The MIF -siRNA
interference sequence was transfected into SMMC-7721 and HepG2 cells, Con-siRNA transfected cells were used as
the control group. The silencing effect of gene was detected by qRT-PCR and Western blot. The ability of cell
proliferation was evaluated by CCK-8 method. The cell apoptosis rate was detected by flow cytometry. The protein
levels of Bcl-2, Bax, p53, extracellular signal-regulated kinase (ERK), p-ERK, p90 ribosomal s6 kinase 2 (RSK2),
p-RSK2, glycogen synthase kinase 3茁 (GSK3茁), p-GSK3茁, Bad and p-Bad were tested by Western blot. Results
The expression levels of MIF gene in the cells of the silent groups were significantly lower than that in the control
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group ( < 0.05). The ability of cell proliferation in the silent groups was obviously lower than that in the control
group ( < 0.05). The cell apoptosis rates in the silent groups were significantly higher than that in the control
group ( < 0.05). Bax and p53 protein levels in the cells of the silent groups were higher than those of the
control group, while the Bcl-2 protein level was lower than that of the control group ( < 0.05). Meanwhile, the
protein levels of ERK, RSK2 and Bad were not significantly different between the two silent groups and the
control group ( > 0.05). However, the protein levels of GSK3茁, p -GSK3茁, p -ERK, p -RSK2 and p -Bad were
significantly different between the two silent groups and the control group ( < 0.05). Conclusions Silence of
gene inhibits the proliferation and promotes the apoptosis of both SMMC -7721 and HepG2 cells maybe via
regulation of the ERK/RSK2 signaling pathway.

Keywords: ; gene silencing; hepatic carcinoma cell line; apoptosis; ERK

原发性肝癌以肝细胞肝癌（hepatocellular carci-

noma，HCC）为主，发病率近年来逐渐增高，在所有恶

性肿瘤中居世界第 6位，国内第 3位[1]。巨噬细胞移

动抑制因子（macrophage migration inhibitory factor，

MIF）是一种功能多样的细胞因子，研究表明 [2-4]，其

在多种肿瘤组织细胞中高表达，并参与了肿瘤的发

生发展和侵袭转移。近年来研究发现[5-7]，MIF在多数

肝癌患者血清及肝癌组织中呈高表达并促进肝癌细

胞增殖，但目前国内外关于 MIF与肝癌细胞凋亡之

间关系的研究较少。因此，本课题拟利用 siRNA介

导的 基因沉默来研究其对肝癌细胞系

SMMC-7721与 HepG2凋亡的影响并探讨可能的分

子信号通路，为选择 MIF作为肝细胞癌治疗靶点提

供依据。

1 材料与方法

1.1 试剂及仪器

MIF-siRNA 和 Con-siRNA 序列由吉凯基因公

司合成（MIF-siRNA序列：正向 5'-GGGUCUACAUC

AACUUCAACUAUUAdTdT-3'，反向 3'-dTdTCCCAG

AUGUAGUUGAUAAU-5'；Con-siRNA序列：正向5'-

UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT-3'，反向 3'-dTdT

AAGAGGCUUGCACAGUGCA-5'），配制终浓度为

20μmol。LipofectamineTM2000、DMEG 高糖培养基、

胎牛血清、胰蛋白酶（北京鼎国昌盛生物公司），Tri-

zol试剂（大连宝生物公司），兔抗人 MIF、BCL-2、

BAX、P53、与 GAPDH 一抗、羊抗兔二抗（英国 Ab-

cam 公 司），ERK、p-ERK、RSK2、p-RSK2、GSK-3β、

p-GSK-3β、Bad与 p-Bad一抗（美国 Santacruze 公

司），蛋白 Marker、PVDF膜、脱脂奶粉、TBST、ECL发

光试剂盒等（北京康为世纪生物公司），CCK-8 试

剂盒（上海谷研生物公司），SMMC-7721与 HepG2

细胞系（中国科学院上海生化与细胞所）传代后用于

本实验。蛋白膜成像扫描仪（美国 BioRad公司）。

1.2 MIF-siRNA转染细胞

当六孔板中 SMMC-7721与 HepG2细胞生长至

60%左右，每孔用 5μl MIF-siRNA 和 Con-siRNA

稀释液进行转染（siRNA工作浓度为 50 nmol），方法

参照 LipofectamineTM2000说明书。

1.3 qRT-PCR及Western blot检测MIF沉默效果

转染 48 h 后，收集 MIF 沉默组和对照组

SMMC-7721 与 HepG2 细胞，Trizol 法提取总 RNA

并测定浓度。以人 GAPDH为内参，按照试剂盒说明

书配制反应体系，采用 Fast 7500 Real Time System

进行实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction，qRT-PCR）检测，每

个样品设 3个复孔。反应条件为 95℃ 30 s，95℃ 3 s，

60℃ 30 s，共 40个循环。数据分析采用比较 CT法

（ΔΔCT），相对表达量（RQ）=2-ΔΔCT，取 3 次平均值

作图。Western blot 方法见 1.6。引物序列如下：

GAPDH-正向：5'-GGAGCCAAAAGGGTCATCATCT

C-3'，GAPDH-反向：5'-GAGGGGCCATCCACAGTC

TTCT-3'；MIF- 正向：5'-CTATTACGACATGAACG

CG-3'，MIF-反向：5'-CAACTCCACCTTCGCCTAA-3'。

1.4 CCK-8检测细胞增殖

转染 SMMC-7721与 HepG2 24 h后，收集细胞

并接种于 96孔板中，每孔 100μl培养液，约 2 500

个细胞，每组设 3个复孔。于接种第 1天至第 5天采

用 CKK-8 法检测 MIF 沉默对 SMMC-7721 及

HepG2细胞增殖的影响。每孔加入 100μl新鲜培养

基和 10μl CCK-8溶液，于 37℃、5%二氧化碳 CO2

培养箱中孵育 2 h，测定细胞在 A450 nm处的吸收

值，连测 5 d，实验重复 3次。绘制细胞生长曲线。

1.5 流式细胞术检测细胞凋亡率

MIF-siRNA 转染 SMMC-7721 与 HepG2 48 h

后，胰蛋白酶消化处理并离心收集沉默组和对照组

细胞各 5×105个于 1.5 ml EP管中，每管加入500μl
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结合缓冲液悬浮细胞，加入 5μl Annexin V-FITC及

10μl PI混匀并室温避光放置约 20 min，然后采用

流式细胞术检测细胞凋亡情况。实验重复 3次。

1.6 Western blot检测蛋白水平

转 染 48 h 后 ， 收 集 沉 默 组 和 对 照 组

SMMC-7721与 HepG2细胞，提取总蛋白并测定浓

度。取 100μg总蛋白，加入 5×Loading Buffer，沸水

浴处理 10 min，再冰浴 5 min，-20℃保存备用。经

SDS-PAGE凝胶电泳、转膜与封闭后用 MIF、BCL-2、

BAX、P53、ERK、p-ERK、RSK2、p-RSK2、GSK-3β、

p-GSK-3β、Bad、p-Bad 与 GAPDH 一抗及二抗杂

交，加上发光混合液后采用蛋白膜成像扫描仪检测

结果。蛋白相对表达量 =目的蛋白灰度值 /GAPDH

灰度值。

1.7 统计学方法

采用 SPSS17.0 进行统计学分析，数据采用均

数±标准差（x±s）表示，组间比较采用 检验， <

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MIF沉默效果

MIF siRNA转染细胞 48 h后提取细胞总 RNA

与蛋白分别进行 qRT-PCR与Western blot检测。结

果显示，与对照组 SMMC-7721 及 HepG2 细胞相

比，沉默组 2种细胞中 MIF mRNA与对照组比较，

差异有统计学意义（ =5.011 和 5.274， =0.007 和

0.006），沉默组 2种细胞中蛋白水平与对照组比较，

差异有统计学意义（ =12.875和 14.423， =0.000和

0.000），沉默组表达降低。表明 MIF siRNA的沉默

效果较好。见图 1。

2.2 细胞增殖结果

采用 CCK-8法检测 MIF沉默对 2种细胞增殖

能力的影响。结果显示，与对照组相比，MIF沉默第

3天至第 5天，沉默组 SMMC-7721及 HepG2细胞

的增殖能力差异有统计学意义（ =5.155、3.362和
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A：MIF mRNA水平，B：MIF蛋白水平

图 1 MIF siRNA沉默效果
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4.492， =0.007、0.028 和 0.011； =3.319、3.552 和

4.042， =0.029、0.024和 0.016）。沉默组均下降。表

明 MIF 基因沉默抑制了 SMMC-7721 与 HepG2 细

胞的增殖能力。见图 2。

2.3 细胞凋亡情况

采 用 流 式 细 胞 术 检 测 MIF siRNA 转 染

SMMC-7721与 HepG2细胞 48 h后细胞凋亡率。结

果显示，两组 SMMC-7721与 HepG2细胞的早期凋

亡率比较，差异有统计学意义（ =3.670和 2.941， =

0.021 和 0.042），MIF 沉默组 SMMC-7721 与HepG2

细胞的早期凋亡率增加，而 2种细胞晚期凋亡率比

较，差异有统计学意义（ =6.552和 11.803， =0.003

和 0.000）。表明 MIF被沉默后，促进了细胞凋亡，尤

其是促进了晚期细胞凋亡。见图 3。

2.4 凋亡相关基因的蛋白水平

Western blot 检测结果显示，两组细胞 BAX、

P53、BCL-2蛋白水平比较，差异有统计学意义（ <
0.05），MIF沉默组细胞 BAX、P53 的蛋白表达水平

高于对照组，而 BCL-2蛋白水平低于对照组。表明

MIF被沉默后，促凋亡基因表达增加，抗凋亡基因表

达减少。见表 1、2，图 4。

2.5 ERK通路蛋白激酶及磷酸化水平

Western blot 检测结果显示，沉默组与对照组

SMMC-7721和 HepG2细胞中 ERK、RSK2与 Bad总

蛋白水平比较，均差异无统计学意义（ >0.05）。沉默

组 SMMC-7721 与 HepG2 细胞中 GSK-3β 蛋白水

平与对照组相比，差异有统计学意义（ <0.05）。沉

默组高于对照组。沉默组 SMMC-7721与 HepG2细

胞中 p-ERK、p-RSK2、p-Bad和 p-GSK-3β蛋白水

平与对照组相比，均差异有统计学意义（ <0.05），

沉默组下调。表明 MIF基因沉默影响了 ERK信号

通路中相关蛋白的活性。见图 5，表 3、4。

组别 MIF BCL-2 BAX P53

对照组 0.73±0.04 0.61±0.08 0.22±0.02 0.15±0.03

沉默组 0.12±0.01 0.16±0.03 0.45±0.06 0.47±0.05

值 25.625 9.122 6.299 9.505

值 0.000 0.001 0.003 0.001

表 1 两组 SMMC-7721细胞中相关蛋白

相对表达量比较 （ =3，x±s）

组别 MIF BCL-2 BAX P53

对照组 0.46±0.05 0.27±0.04 0.26±0.06 0.27±0.02

沉默组 0.18±0.02 0.14±0.03 0.53±0.03 0.57±0.07

值 9.801 4.503 6.971 7.775

值 0.001 0.011 0.002 0.001

表 2 两组 HepG2细胞中相关蛋白

相对表达量比较 （ =3，x±s）

A：MIF 沉默对 SMMC-7721凋亡的影响；B：MIF沉默对 HepG2凋亡的影响

图 3 细胞凋亡情况
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图 4 两组细胞凋亡相关基因的蛋白水平
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图 5 两组细胞 ERK通路蛋白激酶及磷酸化水平
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组别 ERK p-ERK RSK2 p-RSK2 Bad p-Bad

对照组 1.07±0.04 0.55±0.05 1.05±0.04 0.43±0.03 1.02±0.05 1.06±0.07

沉默组 1.10±0.03 0.26±0.02 1.03±0.03 0.22±0.03 1.01±0.05 0.34±0.03

值

值

1.147

0.315

10.066

0.001

0.772

0.510

8.573

0.001

0.923

0.872

16.869

0.000

GSK-3β p-GSK-3β

0.26±0.02 0.36±0.05

0.46±0.04 0.22±0.04

8.429 4.445

0.001 0.011

表 3 两组 SMMC-7721细胞中相关蛋白相对表达量比较 （ =3，x±s）

表 4 两组 HepG2细胞中相关蛋白相对表达量比较 （ =3，x±s）

组别 ERK p-ERK RSK2 p-RSK2 Bad p-Bad

对照组 0.91±0.03 0.32±0.03 1.03±0.02 0.72±0.06 0.85±0.03 0.91±0.03

沉默组 0.94±0.06 0.12±0.02 0.99±0.05 0.37±0.07 0.83±0.04 0.35±0.05

值

值

0.786

0.476

10.142

0.001

1.043

0.356

6.976

0.002

0.606

0.577

18.559

0.000

GSK-3β p-GSK-3β

0.32±0.04 0.25±0.04

1.12±0.05 0.13±0.02

24.042 5.091

0.000 0.007

3 讨论

HCC作为人类最常见的一种恶性肿瘤，已成为

仅次于胃癌和肺癌的第 3大杀手 [8]。肿瘤的发展依

赖于降低肿瘤细胞凋亡的发生，因此，促进肿瘤细胞

凋亡是一种抑制肿瘤发展的潜在策略。MIF广泛存

在于各种组织，最初被认为是一种炎症介质，具有抑

制巨噬细胞移动和黏附、参与机体炎症反应和调控

细胞增殖分化等作用[9-10]。研究发现[11-12]，MIF与肿瘤

的发生发展关系密切，且 MIF在肝癌患者血清、肝

癌组织及肝癌细胞系中呈现高表达 [13-14]，其可能参

与了肝癌的发生和发展。但目前关于 MIF与肝癌细

胞凋亡之间的研究较少。因此，本课题拟利用 siRNA

介导的 基因沉默来研究其对肝癌细胞系

SMMC-7721与 HepG2凋亡的影响并探讨可能的分

子作用机制。

本研究首先将 MIF-siRNA 转染肝癌细胞系

SMMC-7721 与 HepG2，48 h 后采用 qRT-PCR 及

Western blot技术检测 基因沉默效果，结果显

示，与对照组相比，沉默组 SMMC-7721与 HepG2细

胞中 MIF mRNA及蛋白水平降低，表明 基因沉

默效果良好。CCK-8实验结果表明 沉默明显抑

制了 2种肝癌细胞的增殖，与 HUANG 等 [15]研究结

果一致。流式细胞术检测结果显示， 基因沉默增

加了肝癌细胞的凋亡率，且更促进了细胞不可挽回

的晚期凋亡，该结果表明， 基因表达水平与肝癌

细胞凋亡之间存在密切关系。然后采用Western blot

方法检测了几种常见的凋亡相关基因的蛋白水平，

结果显示， 基因沉默可明显下调抗凋亡蛋白

Bcl-2水平并上调促凋亡蛋白 P53与 Bax水平。 53

基因与细胞基因组完整性、修复 DNA损伤、促进癌

细胞凋亡等关系密切，其可以通过激活 BAX并下调

BCL-2的表达来共同发挥作用，但 P53促进肿瘤细

胞凋亡的作用可被 MIF抑制 [16-17]，该结果从分子水

平上表明 基因沉默对肝癌细胞凋亡的促进

作用。
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ERK 通路是丝裂原活化蛋白激酶信号通路重

要组成部分，在调控细胞增殖、存活与凋亡方面发

挥重要作用[18]。为进一步探讨 基因沉默促进肝

癌细胞凋亡的分子作用机制，检测了细胞中 ERK通

路中相关基因的蛋白水平。Western blot结果显示，

与对照组相比，沉默组细胞中 ERK、RSK和 Bad的

蛋白水平并未发生明显变化，而p-ERK、p-RSK2、

p-Bad和 p-GSK-3β的蛋白水平下调，GSK-3β蛋

白水平上调。蛋白激酶的磷酸化水平直接影响了该

激酶自身的活性及其下游新号分子的活化进而调控

信号传导过程。RSK2是 ERK下游的一级效应蛋白，

活化后可通过调节与增殖凋亡相关蛋白 GSK-3β、

Bad等一些下游靶蛋白影响细胞增殖、凋亡等。本研

究表明， 基因沉默后，细胞中 p-ERK水平下降，

减少的 p-ERK直接导致下游 RSK2 磷酸化水平的

降低，同样，p-RSK2水平下降影响了直接下游蛋白

GSK-3β的磷酸化，p-GSK-3β下调可抑制细胞的

增殖与存活。Bad也是 RSK2的底物蛋白之一，MIF

沉默下调了 p-Bad水平，进而促进了细胞的凋亡。

综上所述，siRNA介导的 基因沉默抑制肝

癌细胞系 SMMC-7721与 HepG2的增殖能力并促进

细胞凋亡可能是通过调节 ERK/RSK2 信号通路发

挥作用。该研究为选择 MIF作为肝癌的治疗靶点提

供一定的依据，但癌症的发生过程涉及多种因素的

参与，仍需进一步深入地研究。
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