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ＨＢＶ对肝癌细胞中 ＭＩＡ２表达的影响
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　　摘　要：目的　探讨黑色素瘤抑制蛋白２（ＭＩＡ２）在肝癌细胞中的表达水平与乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染状态的关系。方法　

培养人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２和持续表达乙肝病毒的人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２．２．１５，采用细胞免疫组织化学和蛋白免疫印迹检测

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）２种细胞株中 ＭＩＡ２蛋白表达水平差异。结果　ＭＩＡ２蛋白在 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞株中的表达水平较 ＨｅｐＧ２细

胞株减低，差异有统计学意义。结论　ＭＩＡ２蛋白在ＨＢＶ阳性肝癌细胞中表达水平减低，提示ＨＢＶ感染可能通过抑制 ＭＩＡ２的

表达导致肝癌发生。
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　　黑色素瘤抑制蛋白２（ｍｅｌａｎｏｍａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙ２，

ＭＩＡ２）是近年发现的 ＭＩＡ家族的新成员
［１］，ＭＩＡ家族的其他

成员包括 ＭＩＡ、ＯＴＯＲ、ＴＡＮＧＯ
［２４］。Ｂｏｓｓｅｒｈｏｆｆ等

［１］对人体

和小鼠的研究表明 ＭＩＡ２特异性地表达于肝脏组织中，在睾丸

组织中有极少量表达。Ｈｅｌｌｅｒｂｒａｎｄ等
［５］研究显示 ＭＩＡ２是一

个能够抑制肝癌生长和侵袭的抑癌基因。慢性乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）感染是引发肝纤维化和肝细胞癌的首要原因
［６］。中国

是世界肝癌第一大国，肝癌的发生与 ＨＢＶ感染关系密切
［７］。

ＨＢＶ是否通过影响 ＭＩＡ２的表达来调控肝癌发生与进展缺乏

研究。本文通过检测不同 ＨＢＶ表达水平肝癌细胞株中 ＭＩＡ２

的表达差异，初步探讨 ＨＢＶ感染与 ＭＩＡ２表达在肝癌发生、

发展中的关系。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨｅｐＧ２细胞株由本院中心实验室冻存，ＨｅｐＧ

２．２．１５细胞株由北大人民医院肝病研究所赠送。胎牛血清、

ＤＭＥＭ高糖培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ＡｎｔｉＭＩＡ２购自美国

Ａｂｃａｍ公司，ＳＰ系列免疫组织化学及ＤＡＢ染色试剂盒购自

北京中杉金桥公司，全蛋白提取试剂盒及蛋白定量试剂盒购自

南京凯基生物公司，内参抗体及羊抗兔二抗购自北京博奥森生

物技术公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　使用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ高糖培养

基、在５０ｍＬ／ＬＣＯ２、３７℃饱和湿度条件下培养细胞，每３～５

天用０．２５％胰酶消化传代。

１．２．２　免疫细胞化学　将２４孔细胞爬片置于６孔培养板内，

培养细胞于爬片上，４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，０．５％ＴｒｉｏｎＸ

１００破膜２０ｍｉｎ，一抗（３０μｇ／ｍＬ）４℃过夜，其余步骤参照中

杉金桥公司ＳＰ系列免疫组织化学及ＤＡＢ染色试剂盒说明书

步骤完成，显微镜下观察细胞并拍照。

１．２．３　蛋白质印迹法检测（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）　培养细胞于

２５ｃｍ２ 培养瓶，使用细胞刮刀刮取细胞，参照凯基全蛋白提取

及蛋白定量试剂盒说明书步骤完成细胞全蛋白提取和ＢＣＡ法

蛋白定量，ＳＤＳＰＡＧＥ系统电泳、半干法转膜、５％脱脂奶粉常

温封闭２ｈ，一抗兔抗人ＡｎｔｉＭＩＡ２多克隆抗体（０．２μｇ／ｍＬ）、

兔抗人Ａｎｔｉβａｃｔｉｎ多克隆抗体（１∶７００）４℃孵育过夜，室温

下复温１ｈ，ＨＲＰ标记羊抗兔二抗（１∶２０００）室温孵育２ｈ，滴

加化学发光底物，暗室曝光洗片，拍照扫描分析。

１．３　观察指标

１．３．１　细胞免疫组织化学检测　以细胞质中显示清晰棕黄或

棕褐色细颗粒为阳性，结果判定参照文献［８］采用半定量积分

法：高倍镜下连续观察５个高倍镜视野，以阳性细胞数所占比

例小于５％为０分，５％～２５％为１分，２６％～５０％为２分，

５１％～７５％为３分，大于７５％为４分。染色强度：以无染色为

０分，淡黄色为１分，黄或深黄色为２分，褐色或棕褐色为３

分。２项积分相乘大于４分为阳性。

１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测　应用ＢｉｏｓｐｅｃｔｒｕｍＡＣ凝胶成
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像分析系统扫描照相保存图片。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计学处理。计

量资料用狓±狊表示，进行方差齐性检验，方差齐者，用独立样

本资料的狋检验，若方差不齐，用非参数检验方法，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　免疫细胞组织化学结果　ＭＩＡ２在 ＨｅｐＧ２及 ＨｅｐＧ

２．２．１５细胞中均为阳性表达，主要表达于细胞质和细胞核且以

细胞核中显著，ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中的积分分别为

９～１２分、６～９分，见图１。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果　检测 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５细

胞中表达 ＭＩＡ２蛋白产物积分灰度值分别为（１．８±０．２１）和

（１．１±０．１６）。分析２条带的积分灰度值显示，ＨｅｐＧ２．２．１５

细胞中 ＭＩＡ２蛋白表达较 ＨｅｐＧ２细胞中减低（图２），经统计

学分析，方差齐，用独立样本的狋检验，两组间比较差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。

　　Ａ：ＨｅｐＧ２细胞中出现棕黄和棕褐色颗粒；Ｂ：ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中出现黄色及棕黄色颗粒。

图１　　肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５中 ＭＩＡ２蛋白表达（ＩＨＣ，×１００，ＤＡＢ染色）

　　１：ＨｅｐＧ２细胞；２：ＨｅｐＧ２．２．１５细胞。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ

２．２．１５细胞中 ＭＩＡ２和βａｃｔｉｎ蛋白表达

３　讨　　论

ＭＩＡ２是Ｂｏｓｓｅｒｈｏｆｆ等
［１］发现的 ＭＩＡ家族中的一个新成

员，在人类的１４ｑ１３．４号染色体的基因位点上被标记出来。

Ｈｅｌｌｅｒｂｒａｎｄ等
［９］研究结果显示 ＭＩＡ２在肝癌组织中的表达信

号较非肿瘤肝组织中明显减低，同时研究发现 ＭＩＡ２ｍＲＮＡ

在肝癌组织中表达较癌旁组织中减低（犘＜０．０５）。杨帅等
［１０］

对乙型肝炎后肝癌的研究显示 ＭＩＡ２在肝癌组织中表达明显

低于癌旁组织（犘＜０．０５），且与肝癌的ＴＮＭ分期、病理分级及

肿瘤转移有关，提示 ＭＩＡ２的低表达可能导致肝癌细胞浸润转

移。本研究采用细胞免疫组织化学和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检

测２种肝癌细胞株中 ＭＩＡ２蛋白表达水平的差异，结果显示

ＭＩＡ２在 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中的表达水平较 ＨｅｐＧ２细胞中减

低，提示 ＨＢＶ促进肝癌细胞增殖和发生、发展与抑制 ＭＩＡ２

的表达有关。细胞免疫组织化学结果亦显示，ＭＩＡ２在肝癌细

胞的胞质和胞核中均有表达且以胞核中显著，说明 ＭＩＡ２的表

达存在核转位现象，ＭＩＡ２的核转位现象尚未见报道。

ＨＢＶ在肝炎、肝硬化和由 ＨＢＶ感染引起的肝癌中起着

重要的作用，可以促进细胞周期进程，使负性生长调节因子失

活，结合并抑制ｐ５３及其他肿瘤抑制基因以及衰老相关因子，

其促进细胞周期进程、加速细胞周期转化的作用与激活

ＭＡＰＫ、ＪＮＫ、Ｓｒｃ激酶等信号传导通路有关
［１１１３］。Ｈｅｌｌｅｒ

ｂｒａｎｄ等
［５］研究认为，ＭＩＡ２在肝癌组织中表达下调的原因与

ＭＩＡ２启动子区 ＨＮＦ１结合位点的变异或 ＨＮＦ１转录因子

的缺失引起的 ＭＩＡ２转录下调以及肝癌组织中ＴＧＦβ信号通

路发生障碍有关。Ｘｕ等
［１４］的研究认为 ＨＢＶ促进肝癌细胞的

增殖和肝癌的进展与 ＨＢｘ蛋白抑制 ＭＩＡ２的表达有关。最近

有研究发现，抑癌基因可以通过泛素化进入核内，与ｐ５３形成

核内复合体，后者抑制ｐ５３降解并增加ｐ５３的转录活性；也可

以下调ＣｙｃｌｉｎＤ１水平并阻止 ＭＡＰＫ的磷酸化
［１５］。ＨＢＶ抑

制 ＭＩＡ２的表达与上述通路的关系，值得进一步研究探索，

ＭＩＡ２对细胞功能的影响及其核转位和发挥抑癌作用的机理

也是进一步研究的课题。
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良，免疫力下降，也增加感染风险［１１］。因此，ＳＡＰ的早期肠内

营养显得尤为重要。肠内食物的刺激距幽门越远对胰腺分泌

的影响越小，９０ｃｍ以上时对胰腺的分泌几乎无影响
［１２］。本研

究中的ＥＮ＋ＰＮ组患者在肠功能稍有恢复后，均采用在床旁

纤维胃镜引导下放置鼻空肠管实施早期肠内营养，早期肠内营

养的患者临床表现情况较ＴＰＮ组有所改善，如腹痛程度、肠功

能的完全恢复、机械通气时间等，这与 ＭｃＣｌａｖｅ等
［１３］报道一

致。同时，通过膀胱测压法检测的腹压无明显变化，可能与两

组ＳＡＰ患者腹腔渗出积液、肠壁水肿无法在早期消除有关。

本研究早期肠内营养的患者清蛋白和体质量指数是升高的，但

升高并不明显，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。分析其原因是

早期的肠内营养并不是以改善全身营养状态为主要目的，更重

要的是它可对肠道的直接刺激促进肠动力和吸收功能的恢复，

并且促进胆汁排空，减少细菌毒素移位、减少肠源性感染机

会［１４］。另外，从实验室检测结果来看，对于早期肠内营养的患

者淀粉酶恢复正常的天数及ＣＲＰ均降低，说明早期肠内营养

对ＳＡＰ是安全的，能改善细胞因子与炎症介质的释放，减轻全

身炎症反应［１５］。
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