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ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白促进人ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞增殖侵袭能力
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（１．泸州医学院医学基础研究中心，四川泸州６４６０００；２．复旦大学附属中山医院肝癌研究所，上海２０００３２）

　　摘　要：目的　构建微管解离蛋白ｓｔａｔｈｍｉｎ过表达的人ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞株，并探讨ｓｔａｔｈｍｉｎ过表达对肝癌细胞增殖侵

袭的影响。方法　采用脂质体将ＦｌａｇｐｃＤＮＡ３．１ｓｔａｔｈｍｉｎ重组质粒和ＦｌａｇｐｃＤＮＡ３．１空质粒分别转染人ＳＭＭＣ７２２１肝癌细

胞，抗生素加压筛选，构建稳定表达ｓｔａｔｈｍｉｎ的ＳＭＭＣ７７２１细胞（实验组），以稳转空质粒的细胞为对照组，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对建系

细胞进行鉴定。采用ＣＣＫ８和软琼脂克隆形成实验检测细胞增殖；流式细胞术（ＦＣＭ）检测细胞凋亡和细胞周期；体外细胞运动

侵袭实验（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ）测定细胞的运动、侵袭能力。结果　实验组中ｓｔａｔｈｍｉｎ的表达０．７６±０．１２较对照组０．１６±０．０５明显增加

（犘＜０．０５），成功构建了过表达ｓｔａｔｈｍｉｎ的人ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞株；ＣＣＫ８和软琼脂克隆形成实验显示，实验组的细胞增殖

较对照组明显增加（犃４５００．６０±０．０５狏狊．０．２９±０．０３，犘＜０．０１）；实验组细胞凋亡降低［（５．８０±０．３３）％狏狊．（１１．５７±１．０９）％，犘＜

０．０５］，细胞周期阻滞在Ｇ２／Ｍ期；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果证实，与对照组比较，实验组细胞运动和侵袭能力均显著加强［运动实验透

膜细胞数：（５４．０３±７．２１）个狏狊．（１３０．４５±１４．１３）个；侵袭实验透膜细胞数：（１７．７５±２．５２）个狏狊．（５７．７６±８．５０）个］，差异均有统

计学意义（犘＜０．０１）。结论　ｓｔａｔｈｍｉｎ的过表达能促进人ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞的增殖侵袭能力。
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ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．１０．００５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１４）１０１１６８０３

犛狋犪狋犺犿犻狀犳狅狉狆狉狅犿狅狋犻狀犵犮犲犾犾狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犪狀犱犻狀狏犪狊犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔犻狀犺狌犿犪狀犛犕犕犆７７２１犺犲狆犪狋狅犮犲犾犾狌犾犪狉犮犪狉犮犻狀狅犿犪犮犲犾犾狊


犌狅狀犵犛犺狌
１，犜犪狅犣犺狅狀犵犺狌犪

１，犔犻狌犡犻犪狅狔犪狀
１，犌狌狅犓狌狀２，犔犻狌犢犻狀犽狌狀２，犌犪狀犔犻狀１△

（１．犚犲狊犲犪狉犮犺犆犲狀狋犲狉犳狅狉犘狉犲犮犾犻狀犻犮犪犾犕犲犱犻犮犻狀犲，犔狌狕犺狅狌犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犔狌狕犺狅狌，犛犻犮犺狌犪狀６４６０００，犆犺犻狀犪；

２．犐狀狊狋犻狋狌狋犻狅狀狅犳犔犻狏犲狉犆犪狀犮犲狉，犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犣犺狅狀犵狊犺犪狀犎狅狊狆犻狋犪犾，犉狌犱犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犛犺犪狀犵犺犪犻２０００３２，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｓｔａｂｌｅｓｔａｔｈｍｉｎｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＳＭＭＣ７７２１ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅ

ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｔａｔｈｍｉｎｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｂｙｕｓｉｎｇｌｉｐｏｓｏｍｅ，

ＦｌａｇｐｃＤＮＡ３．１ａｎｄＦｌａｇｐｃＤＮＡ３．１ｓｔａｔｈｍｉｎｐｌａｓｍｉｄｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｓｔａｂｌｅＦｌａｇｐｃＤ
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ｂｙｃｅｌｌｃｏｕｎｔｋｉｔ（ＣＣＫ８）ａｎｄｔｈｅｓｏｆｔａｇａｒａｓｓａｙ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ＦＣＭ），ａｎｄ

ｔｈｅｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｔｈｅＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｉｎｖｉｔｒｏ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｓｔａｔｈｍｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉ

ｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０．７６±０．１２狏狊．０．１６±０．０５，犘＜０．０５），ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｄ

ｔｈａｔｔｈｅｓｔａｔｈｍｉｎｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈｕｍａｎＳＭＭＣ７７２１ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．ＣＣＫ８ａｎｄｔｈｅ

ｓｏｆｔａｇａｒａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０．２９±０．０３

狏狊．０．６０±０．０５，犘＜０．０１）；ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｉｏｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ［（１１．５７±１．０９）％狏狊．（５．８０±０．３３）％，犘＜０．０５］，ｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗａｓａｒｒｅｓｔｅｄｉｎｔｈｅｓｔａｇｅＧ２／Ｍ；ｔｈｅＴｒａｎｓｗｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ｒｅｓｕｌｔｓｖｅｒｉｆｉｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｙｒｅｉｎｆｏｒｃｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ［ｔｒａｎｓｍｅｎｂｒａｎｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓｉｎｍｉｇｒａｎｔａｓｓａｙ：（５４．０３±７．２１）狏狊．（１３０．４５±１４．１３）；ｔｒａｎｓｍｅｎｂｒａｎｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓｉｎ

ｉｎｖａｓｉｖｅａｓｓａｙ：（１７．７５±２．５２）狏狊．（５７．７６±８．５０）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ］，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｈａｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ（犘＜０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　

ＴｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｔａｔｈｍｉｎｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｉｎＳＭＭＣ７７２１ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｃｅｌｌｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｓｔａｔｈｍｉｎ；ｌｉｖｅｒｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｎｅｏｐｌａｓｍｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ；ｎｅｏｐｌａｓｍｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　　微管解离蛋白ｓｔａｔｈｍｉｎ位于人染色体１ｐ３６．１１，是一种广

泛分布的胞浆蛋白，其Ｎ端有４个丝氨酸磷酸化位点，分别是

Ｓｅｒ１６、Ｓｅｒ２５、Ｓｅｒ３８和Ｓｅｒ６３，由不同的信号通路所调控。而

ｓｔａｔｈｍｉｎ则通过自身的磷酸化与去磷酸化调控微管系统的动

态平衡，参与纺锤体、极体的形成；维持细胞形态、参与细胞分

化；并在细胞周期、信号传导方面发挥重要作用［１２］。本研究在

前期工作的基础上，构建了稳定表达ｓｔａｔｈｍｉｎ的人ＳＭＭＣ

７７２１肝癌细胞模型，从细胞水平探讨ｓｔａｔｈｍｉｎ过表达对肝癌

细胞生长增殖、细胞凋亡、细胞周期和侵袭转移能力的影响，解

析ｓｔａｔｈｍｉｎ过表达与肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，

ＨＣＣ）发生、发展的关系，为研究 ＨＣＣ发生、发展的分子机制

提供细胞模型和理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＦｌａｇｐｃＤＮＡ３．１ｓｔａｔｈｍｉｎ重组质粒由Ｔｅｘａｓ大学

８６１１ 重庆医学２０１４年４月第４３卷第１０期

 基金项目：四川省教育厅基金资助项目（１１ＺＢ１２５）；泸州医学院自然科学基金资助项目（２０１２ＺＤ０６，２０２，４５１）。　作者简介：龚舒

（１９８２－），助理实验师，在读硕士研究生，主要从事肿瘤转移分子机制的研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０８３０）３１６１２８３；Ｅｍａｉｌ：ｇｌｇｕｍｐ＠１６３．ｃｏｍ。



Ｂａｌｄａｓｓａｒｒｅ教授馈赠。人ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞系由本室保

存。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＭＥＭ 培养

基和胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司；细胞裂解液和ＢＣＡ法蛋白浓

度检测试剂盒均购自上海碧云天生物科技有限公司；增强化学

发光试剂盒购自美国Ｐｉｅｒｃｅ公司；兔抗人ｓｔａｔｈｍｉｎ抗体购自

ＡＢｃａｍ公司；小鼠抗人３磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）由上海

康城公司分装；辣根过氧化物酶标记二抗购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）试剂盒购自日

本同仁化学研究所；膜连蛋白Ⅴ异硫氰酸荧光素凋亡试剂盒

购自美国ＢＤ公司。

１．２　方法

１．２．１　建立稳定转染ｓｔａｔｈｍｉｎ重组质粒肝癌细胞株　按照

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００说明书操作，分别将ＦｌａｇｐｃＤＮＡ３．１空

质粒和ＦｌａｇｐｃＤＮＡ３．１ｓｔａｔｈｍｉｎ重组质粒分别转染状态良好

的ＳＭＭＣ７７２１细胞，２４ｈ后加入Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ进行药物筛选。

３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中培养，２～３ｄ换液１次，直至稳转细胞株

构建成功。将稳定表达ＦｌａｇｐｃＤＮＡ３．１ｓｔａｔｈｍｉｎ的ＳＭＭＣ

７７２１细胞记为实验组，稳定表达 ＦｌａｇｐｃＤＮＡ３．１空质粒的

ＳＭＭＣ７７２１细胞记为对照组。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　分别抽提对照组和实验组细胞的

总蛋白，采用２，２联喹啉４，４二甲酸二钠（ＢＣＡ）法测定浓度。

以３５μｇ总蛋白量进行上样，十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）后１０Ｖ稳压电转至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）

膜；１０％脱脂奶粉封闭后加入第一抗体（ｓｔａｔｈｍｉｎ工作浓度为

１∶１００００），内参甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）工作浓度为

１∶５０００，４℃孵育过夜；辣根过氧化物酶标记的第二抗体

（１∶１００００）室温孵育１ｈ；洗涤后用增强化学发光试剂于暗室

曝光显影。

１．２．３　细胞增殖实验　分别将对照组和实验组细胞按４．５×

１０３ 个／孔铺板，设立空白孔（仅有培养基），每组设５个平行

孔。置３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中培养４８ｈ，每孔加入ＣＣＫ８溶液

１０μＬ，３７℃孵箱中温育１ｈ后用酶标仪读取各孔犃４５０。

１．２．４　细胞凋亡（ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋ＰＩ）的流式细胞术（ＦＣＭ）检测

　按照ＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡染色试剂盒说明书操作，收集对照组和

实验组对数生长期的ＳＭＭＣ７７２１细胞，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）

洗涤后行ＦＣＭ检测，用ＴｒｅｅＳｔａｒＦｌｏｗＪｏ７．５．３软件进行数据

处理。

１．２．５　细胞侵袭运动实验　按照文献［３］进行操作。Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ侵袭小室上室中用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质包被，３７℃、５％ＣＯ２ 孵

箱中培养６ｈ。分别将对照组和实验组ＳＭＭＣ７７２１细胞按

１×１０５ 个／孔加入上室中，各设３个复孔。３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱

中培养３０ｈ后终止实验。４％多聚甲醛室温固定，吉姆萨（Ｇｉ

ｅｍｓａ）染色，显微镜观察结果。细胞运动实验除Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭

小室上室不用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质包被外，其余步骤同细胞侵袭实验。

１．２．６　软琼脂克隆形成实验　分别将实验组和对照组

ＳＭＭＣ７７２１细胞制备为单细胞悬液备用。以终浓度０．６％琼

脂糖铺制底层琼脂，３７ ℃细胞孵箱温育３０ｍｉｎ；以终浓度

０．３％顶层琼脂稀释单细胞悬液至细胞浓度为２５００个／ｍＬ，

分别接种至已包被底层琼脂的６孔板中。置于细胞孵箱中培

养１４～２０ｄ，观察细胞的克隆生长状况，照相并进行计算。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行分析。数据

均采用狓±狊表示，多组间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯ

ＶＡ），组间两两比较采用配对狋检验，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　过表达ｓｔａｔｈｍｉｎ人ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞株的建立和鉴

定　用Ｆｌａｇ抗体检测新建细胞株的转染效率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测结果显示，对照组与实验组中Ｆｌａｇ蛋白的相对表达量差异

无统计学意义（０．４８±０．０９狏狊．０．５２±０．０９，犘＞０．０５），转染效

率一致。实验组中ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白相对表达量较对照组显著增

高（０．７６±０．１２狏狊．０．１６±０．０５，犘＜０．０５），证实稳定表达

ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白的ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞株建立成功，见图１。

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验组。

图１　　稳转细胞株中ｓｔａｔｈｍｉｎ和Ｆｌａｇ的表达

２．２　ｓｔａｔｈｍｉｎ过表达可促进ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖　ＣＣＫ８

法结果显示，与对照组比较，ｓｔａｔｈｍｉｎ过表达的实验组细胞

犃４５０明显增加（０．２９±０．０３狏狊．０．６０±０．０５，犘＜０．０１），见图２。

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验组；：犘＜０．０１，与对照组比较。

图２　　ＣＣＫ８检测细胞增殖

２．３　ｓｔａｔｈｍｉｎ过表达对ＳＭＭＣ７７２１细胞株细胞凋亡的影响

　对照组和实验组细胞凋亡率分别为（１１．５７±１．０９）％和

（５．８０±０．３３）％（图３），实验组细胞凋亡被抑制（犘＜０．０５）；

ｓｔａｔｈｍｉｎ高表达的ＳＭＭＣ７７２１细胞明显阻滞于 Ｇ２／Ｍ 期，

ＦＣＭ检测结果发现，与对照组（Ｇ２／Ｍ：５．７５％）比较，实验组细

胞（Ｇ２／Ｍ：１３．０６％）被明显阻滞在Ｇ２／Ｍ期。

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验组。

图３　　ＦＣＭ检测细胞凋亡情况

２．４　ｓｔａｔｈｍｉｎ过表达对ＳＭＭＣ７７２１细胞运动侵袭能力的影

响　与对照组细胞相比较，实验组细胞运动、侵袭能力均显著
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增高［运动实验透膜细胞数：（５４．０３±７．２１）个狏狊．（１３０．４５±

１４．１３）个；侵袭实验透膜细胞数：（１７．７５±２．５２）个 狏狊．

（５７．７６±８．５０个］，差异均有统计学意义（犘＜０．０１），见图４。

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较

图４　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测两组细胞运动及侵袭能力

２．５　ｓｔａｔｈｍｉｎ过表达对ＳＭＭＣ７７２１细胞软琼脂克隆形成率

的影响　与对照组细胞克隆形成数（８１．７０±９．７１）比较，

ＳＭＭＣ７７２１实验组细胞克隆形成数（１７３．６０±１４．５３）显著增

高（犘＜０．０１），见图５。

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验组；ａ：犘＜０．０１，与对照组比较。

图５　　软琼脂克隆形成实验分析两组细胞克隆形成情况

３　讨　　论

ＨＣＣ是中国一种常见的恶性肿瘤，其发展迅速，易转移；

目前手术仍是主要治疗方法，但是术后易复发，故病死率高，居

中国恶性肿瘤死亡率的第２位
［４５］。肝癌发生、发展的分子机

制尚不清楚，故阐明肝癌的发生、发展机制，筛查有效的分子诊

疗靶点，对降低肝癌患者的发病率和复发率，提高患者的生存

质量和预后具有重要意义。

ｓｔａｔｈｍｉｎ作为重要的微管解离蛋白，传统的研究主要集中

在微管解聚、极体形成、细胞形态、细胞周期等方面；但是近年

来越来越多的研究显示ｓｔａｔｈｍｉｎ可能在肿瘤发生、发展过程

中发挥作用。有文献报道ｓｔａｔｈｍｉｎ在多种肿瘤中表达上调，

如乳腺癌、前列腺癌、肺癌、肉瘤、淋巴癌等［６８］，且ｓｔａｔｈｍｉｎ表

达增加与肿瘤ＴＭＮ分期、进程和预后具有相关性
［９１１］。但是

ｓｔａｔｈｍｉｎ如何参与肝癌发生、发展的分子机制仍不清楚。

目前已有研究发现ｓｔａｔｈｍｉｎ可能参与肝癌的发生、发展

过程。Ｗａｎｇ等
［１２］在研究ｐ２７调控ＨＣＣ侵袭转移的分子机制

时发现，ｐ２７与ｓｔａｔｈｍｉｎ存在相互作用，但是高转移肝癌细胞

中检测ｐ２７和ｓｔａｔｈｍｉｎ的表达，发现二者的表达水平并不一

致，提示ｐ２７／ｓｔａｔｈｍｉｎ并不是调节 ＨＣＣ的侵袭转移主要途

径。另有文献在研究 ＨＣＣ的治疗药物藤黄衍生物时，采用蛋

白质组学方法筛查藤黄作用肝癌细胞株的差异蛋白样点时发

现，在肝癌细胞中高表达的ｓｔａｔｈｍｉｎ可能是藤黄衍生物的主

要靶点，其功能缺失能发挥抗 ＨＣＣ作用
［１３］。Ｈｓｉｅｈ等

［１４］采用

ＰＣＲ技术在正常肝组织、未转移肝癌、伴转移的肝癌和早期复

发的的肝癌组织中检测ｓｔａｔｈｍｉｎ的表达，发现ｓｔａｔｈｍｉｎ的表

达与肝癌的转移、早期复发和预后有相关性。

本课题前期研究通过 ＲＮＡ干扰的方法，在高转移的人

ＨＣＣＬＭ３肝癌细胞中使ｓｔａｔｈｍｉｎ表达缺失，实验结果显示，

ｓｔａｔｈｍｉｎ表达缺失可明显抑制肝癌细胞的细胞增殖，促进细胞

凋亡，并显著降低肿瘤细胞的黏附、运动和侵袭能力，提示

ｓｔａｔｈｍｉｎ的表达在肝癌的发生、发展中发挥作用
［１５］。但是

ｓｔａｔｈｍｉｎ是一种磷酸化蛋白，可作为信号转导子广泛参与调控

细胞微管稳态、维持细胞形态、调节细胞周期、细胞运动等重要

细胞生理活动。这样一个多功能调控子的表达缺失必将导致

细胞多个信号通路紊乱，致多种细胞功能发生改变。为了进一

步证明ｓｔａｔｈｍｉｎ与肝癌发生、发展的关系，本研究构建了

ｓｔａｔｈｍｉｎ过表达的人肝癌细胞株作为ｓｔａｔｈｍｉｎ表达增加的细

胞模型，是对前期ｓｔａｔｈｍｉｎ敲除实验结果的反向验证。本研

究选择ｓｔａｔｈｍｉｎ表达低、侵袭转移能力弱的的人ＳＭＭＣ７７２１

肝癌细胞中进行实验，稳定转染ｓｔａｔｈｍｉｎ的重组质粒，构建了

ｓｔａｔｈｍｉｎ过表达的ＳＭＭＣ７７２１细胞株，进而观察ｓｔａｔｈｍｉｎ过

表达与肝癌细胞增殖、凋亡、侵袭运动等变化。结果发现在

ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞中过表达ｓｔａｔｈｍｉｎ，可显著促进ＳＭＭＣ

７２２１细胞增殖，抑制细胞凋亡，使细胞周期阻滞在 Ｇ２／Ｍ 期，

且明显增加细胞的运动和侵袭。本研究的结果与前期ｓｔａｔｈ

ｍｉｎ表达缺陷的结果一致，证实ｓｔａｔｈｍｉｎ表达在肝癌致瘤过程

中发挥了重要作用。

综上所述，本研究在构建ｓｔａｔｈｍｉｎ表达肝癌细胞株的基

础上，通过细胞功能实验显示，ｓｔａｔｈｍｉｎ过表达能促进ＳＭＭＣ

７７２１肝癌细胞的细胞增殖和侵袭、抑制细胞凋亡，不仅证实

ｓｔａｔｈｍｉｎ在肝癌发生、发展过程发挥作用；也为深入探讨

ｓｔａｔｈｍｉｎ在肝癌发生、发展的分子机制提供良好的细胞模型。
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胞分化［１４］。有研究表明，前Ｂ细胞分化必须要有ｃｍｙｂ基因

的存在［１５］。现有研究发现ｃｍｙｂ在白血病及其他许多恶性实

体肿瘤（乳腺癌、直肠腺癌、肝细胞癌等）组织中高表达［７］。

本研究应用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及兔抗人ＳＥＮＰ１抗体检测

ＡＬＬ组患者的骨髓标本ＳＥＮＰ１表达情况，结果均显示ＳＥＮＰ１

在ＡＬＬ组患者中较对照组高表达，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。提示ＳＥＮＰ１基因在 ＡＬＬ的发生、发展中可能起一定

作用。应用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及鼠抗人ｃｍｙｂ抗体检测 ＡＬＬ组

患者的骨髓标本ｃｍｙｂ表达情况，结果显示ｃｍｙｂ在 ＡＬＬ组

患者中较对照组高表达，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。提示

ｃｍｙｂ基因可能在ＡＬＬ的发生、发展中起一定作用。同时，本

研究结果发现在 ＡＬＬ组患者中ＳＥＮＰ１表达与ｃｍｙｂ表达呈

正相关，提示ＳＥＮＰ１可能对ｃｍｙｂ有调控作用。已有文献提

示，ｃｍｙｂ在细胞核内能被ＳＵＭＯ化，并调节ｃｍｙｂ活性
［８９］。

本研究结果为阐明ＳＥＮＰ１与ｃｍｙｂ在 ＡＬＬ中的作用及机制

提供了新的线索。
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