
书书书

· ２０　　　 ·
第二军医大学学报　２００８年１月第２９卷第１期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊａｎ．２００８，Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．１

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００８．０００２０ ·专题报道·

异质性胞核核糖核蛋白Ｋ在肝癌组织及不同密度肝癌细胞中的表达
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［摘要］　目的：观察异质性胞核核糖核蛋白 Ｋ（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｎｕｃｌｅａｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎＫ，ｈｎＲＮＰＫ）在肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）组织中的表达及在不同密度肝癌细胞（ＰＬＣ／ＰＲＦ／５）中的亚细胞定位。方法：免疫组化染色观察肝细胞癌组织

中ｈｎＲＮＰＫ的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测肝癌组织（ｎ＝３０）及对应癌旁组织ｈｎＲＮＰＫ蛋白表达差异；应用细胞免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

印迹法比较不同密度肝癌细胞ｈｎＲＮＰＫ蛋白的亚细胞定位及表达。结果：肝细胞癌组织ｈｎＲＮＰＫ蛋白主要表达于细胞核。

ｈｎＲＮＰＫ蛋白表达在３０例的肝癌组织中有２１例高于其对应的癌旁组织；２０例ＨＢＶ阳性肝癌组织有１６例高于其对应的癌旁组

织，而１０例ＨＢＶ阴性肝癌组织仅有５例表达高于癌旁组织。细胞免疫组化结果表明，ｈｎＲＮＰＫ主要表达于ＰＬＣ细胞核中，并且

随密度（汇合率为３０％、５０％、９０％）的上升，其表达量逐渐上升。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果表明，不同密度（汇合率为３０％、５０％、７０％、

９０％）肝癌细胞的细胞质中，ｈｎＲＮＰＫ的表达量无统计学差异；而在细胞核中，随着细胞密度的增大，ｈｎＲＮＰＫ的表达量逐渐升

高。结论：肝癌组织细胞核ｈｎＲＮＰＫ表达上调，且随着肝癌细胞密度的增加，其表达会逐渐增强，ＨＢＶ感染可能会促进其表达。
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复合体的一种组分，在从酵母到人的一系列真核生
物中具有类似的功能和作用对象［１］。ｈｎＲＮＰ在多
细胞生物的生存和发展中具有重要的作用，其不但
可以结合激酶，还能募集染色质以及与转录、剪切和
翻译等过程相关的细胞因子，广泛参与染色体的再
包装、转录、剪切和翻译过程［２３］。

　　ｈｎＲＮＰＫ是ｈｎＲＮＰ家族成员之一，它可作为
锚定平台，通过促进激酶与细胞因子的相互作用来
整合信号网 络 并以 此介 导 核 酸 定 向 过 程［２３］。

ｈｎＲＮＰＫ最保守的进化特性是通过ＫＨ结构域结
合ＲＮＡ的能力［４］。在从酵母到哺乳动物的不同物
种中，都发现ｈｎＲＮＰＫ与染色质和ＲＮＡ因子有相
互作用。比较不同物种中ｈｎＲＮＰＫ蛋白结构域可
以发现，它最初是ＲＮＡ结合蛋白结构，随着进化，
其逐渐从单纯的ＲＮＡ结合蛋白进化到功能复杂的
蛋白，使得它能够整合不同的信号通路，并依靠核酸
在特定位置产生特定产物［５］。我们前期应用蛋白质
组学方法发现ｈｎＲＮＰＫ在所检测的１０例肝癌组织
中表达量明显上升［６］，本研究进一步观察其在肝癌
组织中的表达及在肝癌细胞中的亚细胞定位情况，
探讨其与肝细胞癌的关系及可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ＥＣＬＷｅｓｔｅｒｎ印迹检测系统
（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ公司）；ＮＥＰＥＲ核抽提试剂盒
（Ｐｉｅｒｃｅ公司）；用于免疫组织化学的ｈｎＲＮＰＫ多抗
（ｓｃ１６５５３）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，用于免疫印迹的

ｈｎＲＮＰＫ多抗由美国宾夕法尼亚大学医学院Ｇｉｄｅｏｎ
Ｄｒｅｙｆｕｓｓ教授惠赠。人肝癌细胞系ＰＬＣ／ＰＲＦ／５由德
国马普生化所ＡｘｅｌＵｌｌｒｉｃｈ教授提供，培养条件为含

１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ公司）、３７℃、ＣＯ２体积分数
为５％，在６孔板中接种细胞密度为３×１０５／孔。

１．２　组织标本来源　选取自２０００年１月至２００２
年１２月在第二军医大学东方肝胆外科医院行手术
切除的原发性肝细胞癌患者（ｎ＝３０）的肝癌组织及
对应癌旁组织。所有患者术前均未进行过任何治
疗，其中男２４例、女６例，ＨＢＶ 感染阳性２０例、

ＨＢＶ感染阴性１０例。

１．３　免疫组织化学检测肝癌组织ｈｎＲＮＰＫ蛋白
表达　肝癌组织样品（第二军医大学东方肝胆外科
医院行手术切除的原发性肝细胞癌，病理号１８３８８）
经石蜡包埋，切片后６０℃干烤１ｈ，切片脱蜡；使用

０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液进行抗原修复；ＢＳＡ封
闭后，直接加一抗，置于温盒中，４℃ 冰箱过夜
（１６ｈ）。室温复温后滴加二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ；

ＤＡＢ显色２～１０ｍｉｎ，苏木精复染３～５ｍｉｎ，自来水
冲洗 反 蓝；脱 水 后 滴 加 树 脂，盖 玻 片 覆 盖
封片。　　　　　
１．４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测肝癌组织及癌旁组织

ｈｎＲＮＰＫ蛋白表达　取肝癌组织及癌旁组织各约

１００ｍｇ，在液氮中研磨，然后裂解样品并离心，取上
清定量后进行检测。先将上清进行ＳＤＳＰＡＧＥ，通
过电转仪将蛋白转移至硝酸纤维素膜（Ｗｈａｔｍａｎ○Ｒ

ＳｃｈｌｅｉｃｈｅｒａｎｄＳｃｈｕｅｌｌ），丽春红染色１ｍｉｎ，标出相
对分子质量标志，ＴＢＳＴ洗去丽春红，５％脱脂奶粉
封闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ，５％ＢＳＡ稀释一
抗（１５０００），孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ，

５％脱脂奶粉稀释二抗，孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每
次１０ｍｉｎ，化学发光法（ＥＣＬ）显影。每个样品检测
实验独立重复３次，显色结果明显。　　
１．５　细胞免疫化学观察不同密度肝癌细胞ｈｎＲＮＰ
Ｋ的亚细胞定位及表达　在６孔板中放置盖玻片，
每孔接种细胞３×１０５，细胞分别生长２４、４８、９６ｈ，使
细胞汇合率分别达到３０％、５０％、９０％，ＰＢＳ快速冲
洗细胞，预冷的４％多聚甲醛４℃固定１０ｍｉｎ，ＴＢＳ
洗５ ｍｉｎ，０．２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００（ＴＢＳ 配制）处理

５ｍｉｎ，ＴＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，加封闭液（５．５％羊
血清、０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００、ＴＢＳ配制）１ｈ，ＴＢＳ洗５
ｍｉｎ，３％ＢＳＡ（ＴＢＳ配制）稀释一抗，４℃孵育过夜，

ＴＢＳ／Ｔｒｉｔｏｎ洗２次，每次５ｍｉｎ；ＴＢＳ洗１次，商品
化荧光标记二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，甩掉二抗，直接
加ＤＡＢ显色液，５～１０ｍｉｎ后停止显色，正置显微
镜下观察。每个实验组设置３个复孔。

１．６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测不同密度肝癌细胞系

ｈｎＲＮＰＫ蛋白亚细胞定位及表达　在６孔板中接
种肝癌细胞，密度为３×１０５／孔，分别生长２４、４８、

７２、９６ｈ，使细胞汇合率分别达到３０％、５０％、７０％、

９０％，使用细胞核抽提试剂盒进行核质分离后分别
进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测。每个实验组设置３个复
孔。检测方法见１．４项下 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法。

２　结　果

２．１　ｈｎＲＮＰＫ在肝细胞癌组织中的表达　免疫组
化检测结果显示，ｈｎＲＮＰＫ在肝细胞癌组织中主要
在细胞核中表达。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测肝癌组织及癌旁组织中

ｈｎＲＮＰＫ蛋白表达差异　免疫印迹检测结果显示，

３０例肝癌组织中有２１例ｈｎＲＮＰＫ蛋白表达高于
其对应的癌旁组织。２０例 ＨＢＶ感染阳性肝癌组织
有１６例ｈｎＲＮＰＫ蛋白表达高于其对应的癌旁组
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织，而１０例 ＨＢＶ 感染阴性肝癌组织仅有５例 ｈｎＲＮＰＫ蛋白表达高于其对应的癌旁组织（图１）。

图１　肝细胞癌及癌旁组织ｈｎＲＮＰＫ蛋白表达的免疫印迹结果

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｎＲＮＰＫｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨＣＣｔｉｓｓｕｅａｎｄｐａｉｒｅｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅ
Ａ：ＨＢＶ（＋）ｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：ＨＢＶ（－）ｔｉｓｓｕｅ；Ｋ：ＨＣＣｔｉｓｓｕｅ；Ｌ：ＨＣＣｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅ；１５：Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２．３　免疫细胞化学观察不同肝癌细胞密度下

ｈｎＲＮＰＫ蛋白的亚细胞定位及表达　在人肝癌细
胞系ＰＬＣ中，ｈｎＲＮＰＫ主要表达在细胞核中，并且
随细胞密度的上升，其在细胞核中的表达量逐渐上
升，具有向核内聚集的趋势（图２）。

２．４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测不同肝癌细胞密度下

ｈｎＲＮＰＫ蛋白的亚细胞定位及表达　不同密度肝
癌细胞的细胞质中，ｈｎＲＮＰＫ的表达量无明显变
化；而在细胞核中，随着细胞密度的增大，ｈｎＲＮＰＫ
的表达量逐渐升高（图３）。

图２　不同密度ＰＬＣ细胞ｈｎＲＮＰＫ的细胞免疫化学结果

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｎＲＮＰＫｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＬＣｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｉｅｓ
ＡＣ：３０％，５０％，ａｎｄ９０％ｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０

图３　不同密度ＰＬＣ细胞核和细胞质
成分中ｈｎＲＮＰＫ的表达量

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｎＲＮＰＫｉｎｎｕｃｌｅｕｓａｎｄ
ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｎＰＬＣｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｉｅｓ

Ａ：Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ；Ｂ：Ｎｕｃｌｅｕｓ；１４：３０％，５０％，７０％，ａｎｄ９０％ｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３　讨　论

３．１　ｈｎＲＮＰＫ在肝癌组织中的表达　ｈｎＲＮＰＫ
主要存在于细胞核，在基因转录、翻译及信号转导等
方面起重要作用。ｈｎＲＮＰＫ作为锚定平台，可把其
他很多因子装配成复合体，从而促进多个过程的相
互作用［７］。ｈｎＲＮＰＫ作为与ｐ５３的共同作用因子，
在ＤＮＡ损伤修复中起关键作用，ｈｎＲＮＰＫ的表达
上调能够抑制ＤＮＡ损伤修复中ｐ５３的作用，使出现

ＤＮＡ损伤的细胞不能凋亡而发生癌变［８］。本研究
应用免疫组化及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法观察ｈｎＲＮＰＫ在
肝细胞癌组织及癌旁组织中的表达，结果发现其主
要表达于肝癌细胞的细胞核，且７０％的肝癌组织中

ｈｎＲＮＰＫ蛋白表达高于其对应的癌旁组织。这表
明其可能具有促进肝癌细胞生长的作用。ｈｎＲＮＰＫ
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存在于多种亚细胞结构中，参与基因表达的多个步
骤，包括染色质修饰、转录、剪切、翻译，甚至影响

ｍＲＮＡ的稳定性［９１１］。肿瘤组织ｈｎＲＮＰＫ的异常
表达提示其与肿瘤发生发展具有一定的相关性。

　　本研究还发现，８０％（１６／２０）ＨＢＶ阳性肝癌组
织ｈｎＲＮＰＫ蛋白表达高于其对应的癌旁组织，而

ＨＢＶ感染阴性肝癌组织仅有５０％（５／１０）ｈｎＲＮＰＫ
蛋白表达高于其对应的癌旁组织。这提示ｈｎＲＮＰＫ
与 ＨＢＶ 可能存在一定的相关性。是 ＨＢＶ 上调

ＨＣＣ组织中ｈｎＲＮＰＫ的表达，还是ｈｎＲＮＰＫ对于

ＨＢＶ促进 ＨＣＣ发生具有协同作用［１２］，仍有待进一
步的验证。

３．２　ｈｎＲＮＰＫ在肝癌细胞中的定位　Ｃａｏ等［１３］研

究发现，ｈｎＲＮＰＫ在体内和体外均能与染色质修饰
因子发生相互作用，与ＤＮＡ甲基转移酶也有相互作
用［１４］。这提示ｈｎＲＮＰＫ可能主要在细胞核内发挥
其生物学功能。本研究细胞免疫组化结果显示：

ｈｎＲＮＰＫ仅定位于细胞核中；鉴于免疫组化检测的
灵敏度不高，又使用免疫印迹检测ｈｎＲＮＰＫ的定位
情况，结果亦证实其主要定位于细胞核中，少量存在
于细胞质。

　　ｈｎＲＮＰＫ是一种 ｍＲＮＡ结合蛋白，常通过结
合ｍＲＮＡ来调控其他基因的表达，其在细胞中含量
的变化往往会影响其他多种细胞因子的表达。肿瘤
细胞培养时不存在接触抑制的现象，在较高密度下，
细胞生长较快，增殖能力更强。本研究通过分离不
同密度肝癌细胞的细胞质和细胞核，间接观察

ｈｎＲＮＰＫ在细胞增殖过程中的变化。结果显示，随
细胞密度的上升，ｈｎＲＮＰＫ在细胞核中的表达也有
所上升，与免疫组化的结果一致。该结果提示，细胞
核中ｈｎＲＮＰＫ的高表达可能会促进细胞增殖。

　　综上所述，肝癌相关的差异表达蛋白ｈｎＲＮＰＫ
在肝癌组织中呈现高表达，其表达上调可能与细胞
的恶性转化和肿瘤发展有密切关系。
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