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  [摘要] 目的 探讨对氧磷酶1(PON1)低表达对肝癌细胞增殖和细胞克隆能力的影响。方法 提取肝癌

组织及癌旁正常组织标本RNA测定PON1
 

mRNA的相对表达水平,ELISA法检测肝癌患者和健康人血清

PON1蛋白水平。培养人肝癌细胞系PLC和 Huh7,对PLC和 Huh7细胞系进行转染,分为对照组和转染组

(转染siPON1小干扰RNA进行基因沉默实验),使用实时荧光定量PCR及ELISA法验证转染效率,CCK-8
实验检测转染后肝癌癌细胞增殖能力的变化,克隆形成实验检测细胞形成克隆的能力,流式细胞术检测细胞周

期,Western
 

blot实验检测AMP活化蛋白激酶(AMPK)信号通路相关蛋白变化。结果 肝癌组织中PON1
 

mRNA相对表达水平低于癌旁正常组织(P<0.05),肝癌患者血清PON1蛋白水平低于健康人(P<0.05)。
与对照组比较,转染组PON1

 

mRNA相对表达水平和PON1蛋白水平降低(P<0.05),细胞增殖能力明显增强

(P<0.05),细胞克隆形成率明显增多(P<0.05),S期细胞比例明显增多(P<0.05),p-AMPK表达水平明显

降低,p-mTOR表达水平明显升高。结论 PON1表达调控了AMPK信号通路活化并抑制了肝癌细胞增殖。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

PON1
 

low
 

expression
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

cell
 

clo-
ning

 

capacity
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells.Methods RNA
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

tissues
 

and
 

para-
cancerous

 

normal
 

tissues
 

samples
 

was
 

extracted
 

to
 

detect
 

the
 

PON1
 

mRNA
 

relative
 

expression
 

level.The
 

ser-
um

 

PON1
 

protein
 

level
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

and
 

healthy
 

person
 

was
 

detected
 

by
 

ELISA.The
 

human
 

hepatocellular
 

cancer
 

cell
 

line
 

PLC
 

and
 

Huh7
 

were
 

cultured.PLC
 

and
 

Huh7
 

cells
 

conduc-
ted

 

the
 

transfection,then
 

the
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

and
 

transfection
 

group
 

(transfecting
 

si-
PON1

 

small
 

interfering
 

RNA
 

to
 

conduct
 

the
 

gene
 

silencing
 

experiment).The
 

transfection
 

efficiency
 

was
 

veri-
fied

 

by
 

real
 

time
 

fluorescence
 

quantification
 

PCR
 

and
 

ELISA.The
 

CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

change
 

of
 

liver
 

cancer
 

cells
 

proliferation
 

ability
 

after
 

transfection,and
 

the
 

clone
 

formation
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ability
 

of
 

cells
 

forming
 

clone.The
 

cell
 

cycle
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.The
 

AMPK
 

signaling
 

pathway
 

re-
lated

 

protein
 

change
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results The
 

PON1
 

mRNA
 

relative
 

expression
 

level
 

in
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

tissues
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

paracancerous
 

tissues.The
 

serum
 

PON1
 

protein
 

level
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

healthy
 

people
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

PON1
 

relative
 

expression
 

level
 

and
 

PON1
 

protein
 

level
 

in
 

the
 

transfection
 

group
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

cellular
 

proliferation
 

ability
 

was
 

significantly
 

enhanced
 

(P<0.05),the
 

cell
 

clone
 

forming
 

rate
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),the
 

proportion
 

of
 

S
 

stage
 

cells
 

was
 

significantly
 

in-
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creased
 

(P<0.05),the
 

p-AMPK
 

expression
 

level
 

was
 

significantly
 

decreased,and
 

the
 

p-mTOR
 

expression
 

level
 

was
 

significantly
 

increased.Conclusion The
 

PON1
 

expression
 

regulates
 

the
 

activization
 

of
 

AMPK
 

signa-
ling

 

pathway
 

and
 

inhibits
 

the
 

proliferation
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells.
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  肝细胞癌是癌症相关发病率和病死率升高的主

要原因之一[1]。高发地区包括撒哈拉以南非洲、东亚

和东南亚,而近一半患者在中国[2]。虽然早期诊断和

手术治疗明显提高了总体生存率,但由于复发率和转

移率高,即使是根治性切除和肝移植,长期生存率仍

然很低[3]。
人血清对氧磷酶(PON)1是一种水解芳香族羧

酸酯、有机磷和碳酸盐的酯酶,主要由肝细胞合成并

分泌到循环系统。作为一种重要的抗动脉粥样硬化

因子,PON1具有防止低密度脂蛋白氧化、维持内皮

细胞的正常功能、抑制白细胞(特别是单核细胞和巨

噬细胞)的黏附、减轻血管壁慢性炎症的作用[4]。有

研究证实多种癌症患者和体外培养的癌细胞存在

PON状态的改变,包括基因、蛋白活性[4-5]。血清中

PON1活性低会使受试者暴露在更高的氧化应激下。
脂质过氧化产生的不同分子,如4-羟基壬烯醛、氧化

低密度脂蛋白,可能参与氧化应激相关癌症的发生。
在肝细胞癌中,PON1与临床参数的相关性也已被证

实,PON1的表达与肝细胞癌细胞中血管浸润的程度

及免疫细胞浸润等均相关[6-7]。
AMP活化蛋白激酶(AMPK)是一种高度保守的

丝氨酸/苏氨酸激酶,是一个关键的能量状态传感器

和能量稳态调节器[8]。最近的研究表明,PON1表达

与AMPK活化具有一定相关性,在链脲佐菌素/高脂

肪饮食诱导的心肌病小鼠中,出现了心脏 AMPK活

性和PON1表达水平明显降低,但用石榴花多酚可改

善高脂肪饮食诱导的小鼠非酒精性脂肪性肝病,同时

伴随着几种脂质代谢相关基因表达的改变,包括ACC、
AMPK、CPT-1α、瘦素、PON1[9-10]。本研究旨在探讨人

肝癌细胞中PON1蛋白的表达变化情况及其与AMPK
信号通路在肝癌发生、发展中的作用机制,为肝细胞癌

的诊治提供更多潜在的靶点,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

人肝癌细胞系PLC和 Huh7购自中国科学院上

海细胞库;PON1小干扰RNA(siPON1)的设计和合

成、PON1基因及GAPDH 基因的PCR引物均由上

海生工生物工程有限公司完成。实验所需抗体及

PON1的ELISA试剂盒均购自美国Abcam公司。
1.2 方法

1.2.1 标本采集

肝癌组织、癌旁正常组织及肿瘤患者的血液标本

来自川北医学院附属医院诊疗的30例肝细胞癌患

者,其中男18例,女12例,平均年龄(65±20)岁;乙
型肝炎26例,丙型肝炎4例;Child

 

Pugh
 

A级20例,

B级5例,C级5例;肿瘤最大直径≤5
 

cm
 

17例,>5
 

cm
 

13例;治疗前甲胎蛋白≤200
 

μg/L
 

13例,>200
 

μg/L
 

17例;肿瘤单病灶21例,多病灶9例;肿瘤分期Ⅰ
~Ⅱ期10例,Ⅲ~Ⅳ期20例。正常对照的血液标本来

自30例健康捐赠者。本研究经过医院伦理委员会审

批,受试者签署知情同意,同意在匿名状态下使用标本

及相关资料。
1.2.2 组织RNA提取及PON1

 

mRNA相对表达水

平检测

提取 肝 癌 组 织、癌 旁 正 常 组 织 总 RNA,使 用

Takara试剂盒按照说明书配制反应体系进行逆转录

后,进行实时荧光定量PCR分析。引物序列如下,
PON1:正向3'-GAT

 

ACT
 

GCC
 

TAA
 

TGG
 

ACT
 

GGC-
5',反向3'-GTG

 

ATC
 

CCC
 

AAT
 

TCC
 

AAC
 

ACT-5';β-
actin:正向3'-CGC

 

GAG
 

AAG
 

ATG
 

ACC
 

CAG
 

AT-5',
反向3'-GGG

 

CAT
 

ACC
 

CCT
 

CGT
 

AGA
 

TG-5'[11]。
1.2.3 血清提取及ELISA检测PON1蛋白水平

抽取受试者外周血5
 

mL,并离心取上清液,按照

ELISA试剂盒说明书进行操作检测血清PON1蛋白

水平。
1.2.4 细胞培养

用含10%胎牛血清(FBS)和1%青链霉素混合物

的RPMI-1640培 养 基 培 养 人 肝 癌 细 胞 株 PLC 和

Huh7,于37
 

℃、5%
 

CO2 的细胞培养箱中培养。
1.2.5 细胞分组与转染

将细胞分为对照组和转染组(进行基因沉默实

验),根据供应商提供的说明书转染PLC和 Huh7细

胞系。对照组序列为3'-GCA
 

TGC
 

TAA
 

TTG
 

GAC
 

TTT
 

A-5',转染组序列为3'-GTC
 

GTA
 

TGT
 

TGT
 

CTA
 

CTA
 

T-5'。
1.2.6 Western

 

blot检测

收集细胞蛋白标本进行蛋白电泳及转膜,室温封

闭后先后孵育一抗及二抗,洗膜后曝光显色[12]。
1.2.7 CCK-8细胞活性检测及克隆形成实验

细胞消化并接种于96孔板,在培养不同时间点

进行CCK-8检测,酶标仪450
 

nm检测吸光度(A)值;
将细胞消化后,将300个细胞分散至24孔板的每个

孔中并继续培养。10
 

d后弃去细胞培养液以结晶紫

染色,并观察结果。
1.2.8 流式细胞术检测细胞周期

各组细胞固定过夜后,根据国外文献报道[13]方式

建立检测体系,4
 

℃避光孵育0.5
 

h后上流式细胞仪

进行检测。
1.3 统计学处理

采用SPSS23.0软件进行数据分析,计量资料以
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x±s表示,比较采用t检验;计数资料以例数或百分

比表示,比较采用χ2 检验,以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 正常组织与肝癌组织中PON1的表达差异

肝癌组织中PON1
 

mRNA相对表达水平低于癌

旁正常组织(P<0.05)。肝癌患者血清PON1蛋白

水平低于健康人(P<0.05),见图1。

  A:实时荧光定量PCR检测肝癌组织和癌旁正常组织PON1
 

mR-
NA相对表达水平;B:ELISA检测肝癌患者和健康人血清中PON1蛋

白水平;a:P<0.05。

图1  正常组织与肝癌组织中PON1的表达差异

2.2 小干扰RNA转染敲低PON1的效率检测

与对照组比较,转染组PON1
 

mRNA相对表达

水平和PON1蛋白水平降低(P<0.05),见图2。
2.3 PON1基因敲低对PLC和 Huh7细胞增殖的

影响

与对照组比较,转染组细胞增殖能力明显增强

(
 

P<0.05),见图3。
2.4 PON1基因沉默对PLC和Huh7细胞克隆形成

的影响

与对照组比较,转染组细胞克隆形成率明显增多

(P<0.05),见图4。

  A:实时荧光定量 PCR 检测 PLC细胞系转染小干扰 RNA 后

PON1
 

mRNA相对表达水平;B:实时荧光定量PCR检测Huh7细胞系

转染小干扰RNA后PON1
 

mRNA相对表达水平;C:ELISA检测PLC
细胞系转染小干扰RNA后PON1蛋白水平;D:ELISA检测 Huh7细

胞系转染小干扰RNA后PON1蛋白水平;a:P<0.05。

图2  小干扰RNA转染敲低PON1的效率检测

  A:PLC细胞系增殖情况;B:Huh7细胞系增殖情况;a:P<0.05。

图3  敲低PON1基因对PLC和 Huh7细胞系增殖的影响

  A:结晶紫染色观察两组PLC细胞克隆情况;B:两组PLC细胞克隆形成数比较;C:结晶紫染色观察两组 Huh7细胞克隆情况;D:两组 Huh7
细胞克隆形成数比较;a:P<0.05。

图4  沉默PON1基因对PLC和 Huh7细胞克隆形成的影响
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2.5 PON1基因沉默对PLC和 Huh7细胞周期的

影响

与对照组比较,转染组S期细胞比例明显增多

(P<0.05),见图5。

  A:PLC流式细胞仪检测情况;B:Huh7流式细胞仪检测情况;a:P<0.05。

图5  沉默PON1基因对PLC和 Huh7细胞周期的影响

2.6 沉 默 PON1 基 因 对 PLC 和 Huh7 细 胞 系

AMPK信号通路的影响

与对照组比较,转染组p-AMPK表达水平明显

降低,p-mTOR表达水平明显升高,见图6。

图6  沉默PON1基因对PLC和 Huh7细胞系AMPK
信号通路的影响

3 讨  论

PON1的主要功能是脂质过氧化物水解,保护低

密度脂蛋白免受氧化[14]。越来越多的证据表明,与健

康人相比,慢性肝炎、脂肪性肝炎和肝硬化患者的

PON1活性受到抑制。PON1在慢性肝病的氧化应

激、纤维化和肝细胞凋亡的调节中起着积极的作

用[15-16]。有研究发现,与健康人相比,肝硬化和早期

肝细胞癌患者中PON1的蛋白表达水平都下降至

50%。本研究的结果也显示,与正常癌旁组织相比,
肝癌细胞的PON1表达水平明显降低。许多研究表

明,炎症对PON1有调节作用。在急性炎症状态下,
随着C-反应蛋白、血清淀粉样蛋白、单核细胞趋化蛋

白-1、白细胞介素-1β、白细胞介素-6和肿瘤坏死因子-
α等促炎标志物和细胞因子水平的升高,PON1活性

降低[17]。由于急性时相蛋白(如血清淀粉样蛋白A)
水平的增加和/或氧化磷脂抑制了PON1的活性,高
密度脂蛋白取代了PON1,这或许可以解释PON1活

性降低的原因。最近,有研究者认为这种酶可以从循

环中的高密度脂蛋白重新分布到细胞中。与这一假

设一致的是,有研究者发现这种机制可以使癌细胞摄

取PON1的抗氧化活性,从而防止氧化应激[18]。
本研究在肝癌细胞中敲低PON1表达后,发现细

胞的增殖能力明显增加。与此一致的是,DEVARA-
JAN等[19]发现PON 过表达通过改变小凹蛋白-1/

IGF-1R在小鼠卵巢癌细胞中的相互作用,通过IGF-1
信号通路抑制细胞增殖。许多研究表明,PON1基因

多态性与包括卵巢癌在内的多种癌症相关[20-21]。还

有研究发现,PON1活性降低可提示胃食道癌患者有

淋巴结转移[22]。既往研究也表明,PON1在肿瘤组织
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中的表达与血管浸润状态呈负相关,因此可作为一种

新的诊断肝癌微血管侵犯的生物标志物[23]。因为

PON1具有阻止低密度脂蛋白氧化、维持内皮细胞的

正常功能、抑制白细胞(特别是单核细胞和巨噬细胞)
的黏附、减轻血管壁的慢性炎症的能力,而慢性炎症

和白细胞黏附是肿瘤血管形成的标志,所以PON1的

抗炎和血管正常化作用可能是血清PON1水平与肝

癌血管侵袭负相关的基础。

AMPK在自噬过程中起着重要作用,可影响肝癌

的恶性程度[24]。通常,自噬是通过线粒体去极化、营
养饥饿、有毒蛋白聚集和感染来激活的,导致生物大

分子放松对能量供应的调控。自噬在肝癌中被结构

性激活,并通过 AMPK依赖或独立的途径参与肝癌

的发生、转移、糖酵解、靶向治疗和耐药[25]。AMPK
被激活后,mTOR被抑制,进而导致自噬过程的抑制。
另一方面,自噬还可通过多种 AMPK非依赖性途径

激活,如 PI3K/AKT/mTOR 通路、MAPK/ERK 信

号通路、c-Myc和p53等转录因子[26-27]。本研究发

现,敲低PON1后,AMPK通路被抑制,mTOR活性

增加。本实验已证实,与正常肝组织比较,肝癌细胞

PON1表达水平明显降低;通过体外实验进一步发

现,敲低PON1后,肝癌细胞增殖能力及克隆形成能

力明显升高;处于细胞周期S期的肝癌细胞增多;据
此进一步推测PON1可能通过激活AMPK通路抑制

肝癌细胞增殖,而这些推测还需要验证。
综上所述,PON1在肝癌细胞中低表达,敲低

PON1基因表达可有效促进肝癌细胞增殖,并抑制

APKM信号通路活化,这为肝癌提供了新的早期诊断

标志物,并揭示了肝癌细胞增殖的部分机制,为开发

治疗肝癌的新的靶向药物提供了理论基础。
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