
DOI:10. 15972 / j. cnki. 43-1509 / r. 2019. 06. 003 ·论著:基础医学·

收稿日期:2018-12-06;修回日期:2019-05-20
基金项目:湖南省教育厅高校科研课题(12C1051);衡阳市科学技术

局课题(2012KJ23) .
∗通信作者,E-mail:longxiaolan288@ 163. com.

Cofilin-1 与肝癌细胞迁移侵袭能力的相关性研究
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摘　 要:　 探讨丝切蛋白 1(Cofilin-1)与肝癌细胞的迁移、侵袭能力的关系,运用免疫印迹试验(western blot)检

测肝癌细胞(Huh-7 细胞)、转染上皮生长因子受体的人肝癌细胞(Huh-7-EGFR 细胞)与转染上皮生长因子受体突

变体Ⅲ的人肝癌细胞(Huh-7-EGFRvⅢ细胞)三种细胞中 Cofilin-1 的蛋白表达。 然后将 Cofilin-1 用慢病毒表达系统

导入 Huh-7 细胞,构建转染丝切蛋白 1 的人肝癌细胞(Huh-7-Cofilin-1 细胞)系,并应用迁移侵袭实验检测细胞迁移

侵袭的能力;再用 RNA 干扰(siRNA)技术沉默 Huh-7-EGFRvⅢ细胞中的 Cofilin-1,然后应用迁移侵袭实验检测细胞

的迁移侵袭能力。 结果显示:转染 Cofilin-1 后,Huh-7 细胞的迁移侵袭能力显著增强(P<0. 05);而干扰 Cofilin-1
后,Huh-7-EGFRvⅢ细胞迁移与侵袭能力明显减弱(P<0. 05)。 表明 Cofilin-1 参与肝癌细胞迁移与侵袭。
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The correlation research of relationship between Cofilin-1 and
the migration or invasion ability of hepatocellular carcinoma cells
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Abstract:　 In order to study the relationship between cofilin-1 and the migration and invasion ability of hepatocellular
carcinoma cells. The protein expression of Cofilin-1 in Huh-7 cells and Huh-7-EGFR cells and Huh-7-EGFRvⅢ cells were
detected by western blot. Cofilin-1 was transfected into Huh-7 cells by lentivirus expression system. Cofilin-1 was silenced
in the Huh-7-EGFRvⅢ cells. The migration or invasion ability of cells were analyzed and verified by transwell migration as-
say and matrigel invasion assay. The protein expression of Cofilin-1 in Huh-7-EGFRvⅢ cells was significantly higher than
that in Huh-7 and Huh-7-EGFR cells. After transfection of Cofilin-1, the migration and invasion ability of Huh-7 cells were
enhanced. Conversely,after interference Cofilin-1, the migration and invasion ability of Huh-7-EGFRvⅢ cells were de-
creased. In conclusion, the migration and invasion of Hepatocellular Carcinoma cells were promoted by Cofilin-1.
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　 　 我国肝癌发病率排第 4 位,死亡率排第 3, 每年

的新增病例约 36. 6 万,死亡病例大约 32. 1 万[1]。
最常见肝癌的组织类型是肝细胞癌,大约占原发性

肝癌的 90% [2]。 目前治愈肝细胞癌的主要挑战是

肝细胞癌易转移,且分子机制尚未完全明确[3]。
研究发现上皮生长因子受体(EGFR)可以促进

肝癌细胞(Huh-7 细胞)的迁移、侵袭。 课题组前期

研究在 Huh-7 细胞中发现上皮生长因子受体突变体

Ⅲ(EGFRvⅢ)。 将 EGFR 和 EGFRvⅢ分别转染至

Huh-7 细胞中,构建了转染上皮生长因子受体的人

肝癌细胞(Huh-7-EGFR 细胞)与转染上皮生长因子

受体突变体Ⅲ的人肝癌细胞 (Huh-7-EGFRvⅢ细

胞)。 研究证明 Huh-7-EGFR 细胞的迁移、侵袭的能

力强于 Huh-7 细胞;而 Huh-7-EGFRvⅢ细胞的迁

移、侵袭的能力强于 Huh-7-EGFR 细胞[4];从而证实

EGFR vⅢ促进肝癌细胞的迁移、侵袭的能力强于

EGFR。
在运用比较蛋白质组学方法对比分析 Huh-7-

EGFR 细胞与 Huh-7-EGFRvⅢ细胞这两种细胞的差
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异表达蛋白中,发现丝切蛋白 1(Cofilin-1)在 Huh-7-
EGFRvⅢ细胞中的表达显著高于在 Huh-7-EGFR 细

胞中的表达[5]。 因 Huh-7-EGFRvⅢ细胞的迁移、侵
袭能力强于 Huh-7 细胞和 Huh-7-EGFR 细胞,并且

Huh-7-EGFRvⅢ细胞中的 Cofilin-1 表达显著高于

Huh-7-EGFR 细胞和 Huh-7 细胞,所以推测 Cofilin-1
与肝癌细胞的迁移与侵袭能力可能有关。

1　 材料与方法

1. 1　 细胞培养

293T 细胞购自中国科学院上海生化细胞所,其
来源是转染腺病毒 E1A 基因用生化的人肾上皮细

胞(293 细胞);Huh-7 细胞是人肝癌细胞;本实验室

前期构建 Huh-7-EGFR,Huh-7-EGFRvⅢ细胞。 用含

10%胎牛血清的 DMEM 培养液培养细胞,放置于 37
℃,含 5% CO2 的培养箱中。 待细胞生长密度 80%
~90%时,进行蛋白样品提取后存于-80 ℃待用。
1. 2　 免疫印迹试验(Western-blot)

用 BCA 测定试剂盒(Pierce 公司)测提取好的

蛋白的蛋白浓度,并按说明书绘制标准曲线。 剩余

蛋白加入总体积 1 / 5 的 5×SDS 凝胶上样缓冲液混

匀后,放置于 100 ℃沸水中,5 min 使蛋白变性。 按

标准曲线公式计算蛋白含量,明确上样蛋白量。 用

12%的 SDS-PAGE 分离胶,5%的浓缩胶,电泳,并将

其转移至 PVDF 膜上,然后用 PBST 配制 5%脱脂奶

粉,室温封闭 2 h。 孵育一抗并于 4 ℃过夜。 PVDF
膜用 0. 5% PBST 洗 3 次,10 min /次。 再在室温下孵

育二抗 1 h。 重复洗膜 3 次,10 min /次。 最后 ECL
化学发光检测并显影。
1. 3　 构建过表达 Cofilin-1 的 Huh-7 细胞系

慢病毒表达载体质粒构建方法见本课题组前

期研究[6],构建的质粒送上海美吉生物医药科技有

限公司测序并鉴定。
1. 4　 沉默 Huh-7-EGFRvⅢ细胞中的 Cofilin-1
1. 4. 1　 干扰小 RNA 工作母液的配制及重退火　 加

入 125 μL 1×通用缓冲液于 2. 5 nmol 的双链 siRNA
中,得到浓度为 20 μmol 的 siRNA 母液,将工作母液

放于 90 ℃,2 min,待自然冷却至室温后于 4 ℃过夜

备用。
1. 4. 2　 干扰小 RNA 的转染 　 在转染的前一天,于
无菌 6 孔培养板中将细胞传代,培养 24 h,直至细胞

融合率达 40% ~50%。 每个孔取一无菌的 eppendoff
管将 6 μL 20 μmol 的 siRNA 双链与 100 μL 无血清

DMEM 混合。 取摇匀后的 LipofectamineTM2000 (1
μg / μL)3 μL 置于另一无菌 eppendorf 管中与 100
μL 无血清 DMEM 混合,室温孵育 5 min。 混合两管

液体,室温静置 20 min 形成 siRNA. Lipofectamine 复

合物。 弃去细胞培养旧液,加 1 mL 含 10% FCS 的

DMEM,再加入已配制的转染混合物 200 μL,转染终

浓度为 100 nmol / L。 于 37 ℃,5% CO2 的细胞孵箱

中孵育转染 48 h 后,收集细胞进行细胞生物学功能

实验的检测。
1. 5　 体外细胞迁移和侵袭实验

细胞迁移实验:取对数生长期细胞,用含 0. 1%
BSA 的无血清培养基将细胞制成 5×105 个 / mL 的悬

液。 将 Transwell 小室放入在每孔加入 500 μL 含有

10%胎牛血清的 DMEM 培养基的 24 孔培养板中。
每个小室内加细胞悬液 200 μL 后,盖好培养板,置
于 5% CO2、 37 ℃ 培 养 箱 中 孵 育。 8 h 后 取 出

Transwell 小室,吸走小室内液体, 加 500 μL 4% 多

聚甲醛室温固定,1 h 后去除小室内液体, 并用

0. 1%结晶紫染色 30 min。 在倒置显微镜下观察细

胞数,并在高倍镜下随机取 5 个视野,拍照,计数穿

膜细胞数并取平均值。 穿膜细胞数的相对数代表

迁移力。 细胞侵袭实验:将存放于-20 ℃冰箱的 BD
Matrigel 于 4 ℃ 过夜融解,将液态的 Matrigel 用 4 ℃
无血 清 培 养 基 稀 释 ( 稀 释 比 例 为 1 ∶ 8 )。 将

Transwell 小室放入 24 孔培养板中,均匀铺好 100
μL 稀释后的Matrigel 后,置于含 5% CO2 的 37 ℃培

养箱中孵育 4 h,形成均匀薄层凝胶后,用无血清

DMEM 培养基清洗凝胶 2 遍,在 Transwell 小室内加

入密度为 2. 5×106 个 / mL 的细胞悬液 200 μL,盖好

培养板并放入含 5%CO2 的 37 ℃ 培养箱中孵育 14
h。 余下的实验方法同迁移实验。
1. 6　 统计学处理

实验均重复三次,数据以均数±标准差表示,运
用 SPSS13. 0 统计学软件采用成组设计的两样本均

数比较(两样本 t 检验),P<0. 05 为差异有显著性。

2　 结　 　 果

2. 1 　 Cofilin-1 在 Huh-7 和 Huh-7-EGFR 和 Huh-7-
EGFRvⅢ三种细胞中的表达

通过 Western-blot 方法检测 Cofilin-1 在 Huh-7、
Huh-7-EGFR 和 Huh-7-EGFRvⅢ中的表达情况,通
过灰度值进行半定量分析, 结果如图 1 所示:
Cofilin-1 在 Huh-7-EGFRvⅢ细胞中的表达水平明显

高于 Huh-7 和 Huh-7-EGFR 细胞(P<0. 05)。
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图 1　 Coflin-1蛋白表达

A:Western-blot 方法检测 Cofilin-1;B:灰度值对比的百分值的统计图

与 Huh-7 和 Huh-7-EGFR 比较,∗P<0. 05

2. 2 　 构建转染丝切蛋白 1 的人肝癌细胞(Huh-7-
Cofilin-1 细胞)

通过实时定量 PCR ( RT-PCR) 扩增 Cofilin-1
后,得到 Cofilin-1 的编码序列 531 bp,如图 2A 所示。
鉴定 pWPT-Cofilin-1 与慢病毒载体质粒 ( pWPT-
GFP)酶切,结果显示其大小,位置正确,如图 2B 所

示。 测序的结果和 GenBank 中的标准序列进行

Blast 比对,显示一致,测序结果见图 2C。 慢病毒包

装系统共转染 293T 细胞 48 h 后,用荧光显微镜观

察,显示慢病毒包装成功(可见明显绿色荧光,共转

染细胞已停止生长)。 Huh-7 细胞感染慢病毒 48 h
后,GFP 阳性率大于 95% ,结果如图 2D。 为了进一

步验证转染 Cofilin-1 后 Huh-7 细胞(Huh-7-Cofilin-1
细胞)构建是否成功,通过 RT-qPCR 方法检测 Huh-
7-Cofilin-1 细胞中 Cofilin-1mRNA 的表达情况,结果

显示 Cofilin-1 在 Huh-7-Cofilin-1 细胞中的 mRNA 水

平明显高于加入空转染试剂的 Huh-7 细胞(Huh-7-
GFP 细胞,阴性对照组)和未加任何试剂的 Huh-7
细胞(空白对照组),见图 2E。 WB 结果与 RT-qPCR
的结果显示一致,见图 2F。

图 2　 构建过表达 Cofilin-1的 Huh-7细胞系结果图

A:经 RT-PCR 扩增后,Cofilin-1 的产物电泳图,编码序列为 531bp;B:pWPT-Cofilin-1 和 pWPT-GFP 酶切之后的电泳图;C:测序结果图;
D:慢病毒包装和感染后的细胞的显微镜和荧光显微镜展示图;E:RT-qPCR 检测 Cofilin-1mRNA 在 Huh-7-Cofilin-1 细胞中的表达情况;

F:WB 验证 Cofilin-1 蛋白在 Huh-7-Cofilin-1 细胞中的表达情况 ;G:为 F 图的统计图 . 与 Huh-7 和 Huh-7-EGFR 比较,∗P<0. 05
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2. 3　 转染 Cofilin-1 后,Huh-7-Cofilin-1 细胞的迁移、
侵袭能力检测

运用 Transwell / Matrigel 实验分别检测转染 Cofi-
lin-1 后 Huh-7 细胞(即 Huh-7-Cofilin-1 细胞)、加入

空转染试剂的 Huh-7 细胞(Huh-7-GFP 细胞,阴性对

照组)和未加任何试剂的 Huh-7 细胞(空白对照组)
的迁移、侵袭能力。 结果如图 3A,3B 所示:Huh-7-Co-

filin-1 细胞的侵袭能力强于 Huh-7-GFP 细胞(P =
0. 001)和 Huh-7 细胞(P=0. 003),差异具有统计学意

义(P<0. 05),空白对照组与阴性对照组之间无差异

(P= 0. 437);Huh-7-Cofilin-1 细胞的迁移能力强于

Huh-7-GFP 细胞 (P = 0. 004) 和 Huh-7 细胞 ( P =
0. 004),差异具有统计学意义(P<0. 05),空白对照组

与阴性对照组之间差异无显著性(P=0. 682)。

图 3　 Huh-7-Cofilin-1迁移、侵袭能力检测结果图

A:Huh-7、Huh-7-GFP、Huh-7-Cofilin-1 细胞在显微镜下的观察结果图,染成紫色的穿膜细胞数的相对数代表迁移力;B:为 A 图的统计图

与 Huh-7 和 Huh-7-GFP 比较,∗P<0. 05

2. 4　 沉默 Huh-7-EGFRvⅢ细胞中的 Cofilin-1
干扰 6 h 后,观察 FAM 荧光图,效果达 90% 以

上,见图 4A。 沉默 Cofilin-1 的 Huh-7-EGFRvⅢ细胞

(siCofilin-1Huh-7-EGFRvⅢ) 中 Cofilin-1 的 mRNA
量显著低于阴性对照组(加入无干扰小 RNA 转染

液的 Huh-7-EGFRvⅢ细胞)(P<0. 05)和空白组(未
加任何试剂的 Huh-7-EGFRvⅢ细胞)(P<0. 05);而

阴性 对 照 组 与 空 白 组 Huh-7-EGFRv Ⅲ 细 胞 中

Cofilin-1 的 mRNA 量无明显差异,见图 4B:siCofilin-
1Huh-7-EGFRvⅢ中 Cofilin-1 的蛋白量显著低于阴

性对照组(P<0. 05)和空白组(P<0. 05),而阴性对

照组与空白组 Huh-7-EGFRvⅢ细胞中 Cofilin-1 的蛋

白量无明显差异,见图 4C。

图 4　 干扰 Huh-7-EGFRvⅢ细胞中的 Cofilin-1的验证

A:进行干扰 6 h 后的 FAM 的荧光图与白光图的对照;B:通过 Real-time quantitative PCR 检测 siCofilin-1Huh-7-EGFRvⅢ中 Cofilin-1 的

mRNA 的表达 . 与 NC 和 Huh-7-EGFRvⅢ比较,∗P<0. 05;C:Western-blot 检测 siCofilin-1Huh-7-EGFRvⅢ中 Cofilin-1 的蛋白的表达情况 ;

D:为 C 图的统计图 . 与阴性对照组和 Huh-7-EGFRvⅢ比较,∗P<0. 05
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2. 5　 干扰 Cofilin-1 后 Huh-7-EGFRvⅢ细胞的迁移

与侵袭能力检测

为了反向证实 Cofilin-1 可以促进肝癌细胞的迁

移与 侵 袭, 运 用 Transwell / Matrigel 实 验 检 测

siCofilin-1 Huh-7-EGFRvⅢ细胞、阴性对照组 ( NC
组)和空白对照组的迁移与侵袭能力,结果如图 5A,
5B 所示:siCofilin-1Huh-7-EGFRvⅢ组的细胞侵袭能

力明显低于阴性对照组(NC 组)(P = 0. 011)和空白

对照组 ( P = 0. 010),差异具有统计学意义 ( P <
0. 05),空白对照组与阴性对照组之间无差异(P =
0. 396);siCofilin-1Huh-7-EGFRvⅢ组的细胞迁移能

力明显低于阴性对照组(NC 组)(P = 0. 000)和空白

对照组 (P = 0. 000),差异具有统计学意义 ( P <
0. 05),空白对照组与阴性对照组之间无差异(P =
0. 421)。

图 5　 SiCofilin-1 Huh-7-EGFRvⅢ细胞的迁移与侵袭能力检测结果图

A:镜下观察并拍摄的干扰 Cofilin-1 后 Huh-7-EGFRvⅢ细胞迁移、侵袭能力与阴性对照组及空白组的对比图,

穿膜细胞数代表相对迁移、侵袭力;B:为 A 图的统计图 . 与阴性对照组和 Huh-7-EGFRvⅢ比较,∗P<0. 05

3　 讨　 　 论

Cofilin-1 是一种细胞骨架蛋白,基因定位于

11q13,分子量为 19 kDa,属于肌动蛋白解聚因子家

族,可维持成熟的细胞结构。 Cofilin-1 可以结合和

解聚 F-actin,也可以抑制 G-actin 的聚合,还能增强

肌动蛋白丝的转换,进而对细胞运动起重要的调控

作用。 Cofilin-1 在肺腺癌[7],胰腺癌[8],卵巢癌[9],
膀胱癌[10],恶性黑色素瘤[11],子宫内膜癌[12] 等组

织中存在高表达,且与肿瘤细胞的生长,迁移侵袭

及耐药密切相关,下调 Cofilin-1 的表达水平可以抑

制细胞增生,迁移,粘附以及克隆形成能力等[13]。
在晚期的肺癌患者的血浆中,它被发现是一个很好

的肿瘤生物标志物[7]。 肺癌患者痰液中 Cofilin-1 水

平显著提高,可能成为肺癌诊断的潜在生物标志

物[7]。 cofilin-1 作为转化生长因子的效应器,它在

癌症恶化过程中提高了其迁移侵袭能力,与不同程

度的恶性肿瘤细胞的迁移侵袭能力存在相关性。
Cofilin-1 被包含在各种人类恶性细胞中,并与恶性

肿瘤的形成、迁移、侵袭、转移和对化疗药物的耐药

性等方面有关联[14]。

课题组前期研究,将 EGFR 和 EGFRvⅢ分别转

染至 Huh-7 细胞中,构建了 Huh-7-EGFR 细胞与

Huh-7-EGFRvⅢ细胞。 研究证明 Huh-7-EGFRⅢ细

胞的迁移、侵袭的能力强于 Huh-7 细胞和 Huh-7-
EGFR 细胞。 本文结果显示在迁移、侵袭能力较强

的 Huh-7-EGFRvⅢ细胞中 Cofilin-1 的表达显著高于

Huh-7 和 Huh-7-EGFR 细胞中的表达,提示 Cofilin-1
与肝癌细胞的迁移和侵袭性能之间可能存在相关

性。 为了证实 Cofilin-1 与肝癌细胞的迁移和侵袭性

能之间的关系,将 Cofilin-1 导入迁移和侵袭能力最

弱的 Huh-7 细胞后,检测到 Huh-7-Cofilin-1 的侵袭、
迁移能力强于阴性对照组和空白对照组。 因此从

正面证明 Cofilin-1 可以增强肝癌细胞的迁移和侵袭

能力。 而沉默掉迁移和侵袭能力较强的 Huh-7-EG-
FRvⅢ细胞中的 Cofilin-1 后,细胞的迁移,侵袭能力

明显减弱,进而从反面证实了 Cofilin-1 可以促肝癌

细胞的迁移与侵袭。 此研究为进一步研究肝癌细

胞迁移、侵袭的分子机制提供新的标志物,但其 Co-
filin-1 促肝癌细胞的迁移与侵袭的分子机制还有待

研究。
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