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过表达 ＢＴＡＦ２ 对肝癌 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞侵袭和迁移的影响
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【摘要】 　 目的　 探讨碱性亮氨酸拉链转录因子 ２(ＢＡＴＦ２)过表达对肝癌 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞侵袭迁移的

影响ꎮ 方法 　 利用 Ｌｉｐｏｆｅｅｔａｍｉｎｅ ３０００ Ｒｅａｇｅｎｔ 脂质体转染法进行肝癌 Ｂｅｌ － ７４０２ 细胞转染ꎬ以转染

ｐｃＤＮＡ３.１ 空载体的 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞和转染 ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 的 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞为研究对象ꎬ利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测转染后 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞的 ＢＡＴＦ２ 蛋白表达水平ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测转染后 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞侵袭

能力ꎬ细胞划痕实验检测转染后 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞迁移能力ꎮ 结果　 相较于 ｐｃＤＮＡ３.１ 组ꎬｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２
组蛋白表达量显著增加ꎬ差异具有显著性(Ｐ<０.０５)ꎻｐｃＤＮＡ３.１ 组侵袭穿膜的细胞数为(１０８.５±２７.７)个ꎬ而
ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 组侵袭穿膜的细胞术为(４５.６±１７.９)个ꎬｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 组细胞穿膜数量明显减少(Ｐ
<０.０５)ꎻｐｃＤＮＡ３.１ 组迁移距离为(９０.１５±２７.５８)μｍꎬ而 ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 组迁移距离为(５１.４６±１６.１７)
μｍꎬｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 组细胞迁移距离明显缩短(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＢＡＴＦ２ 过表达能够抑制肝癌细胞 Ｂｅｌ－
７４０２ 侵袭和迁移能力ꎮ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂａｓｉｃ ｌｅｕｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ２ (ＢＡＴＦ２) ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｍａ Ｂｅｌ－７４０２ ｃｅｌｌｓ.Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ Ｌｉｐｏｆｅｅｔａｍｉｎｅ ３０００
Ｒｅａｇｅｎｔ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｒａｎｓｆｅｃｔ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ Ｂｅｌ － ７４０２ ｃｅｌｌｓ. Ｂｅｌ － ７４０２ ｃｅｌｌｓ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ３.１ ｅｍｐｔｙ ｃａｒｒｉｅｒ ａｎｄ Ｂｅｌ－７４０２ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ａｓ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｂｊｅｃｔｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＢＡＴＦ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ Ｂｅｌ－７４０２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔꎬ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ Ｂｅｌ－ ７４０２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｈａｍｂｅｒꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ Ｂｅｌ－７４０２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ.Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３.１
ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３.１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ (１０８.５±２７.７)ꎬ
ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ (４５.６±１７.９). Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３.１
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ (９０.１５±２７.５８) μｍꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ (５１.４６± １６.１７) μｍ.Ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｈｏｒｔｅｎｅｄ (Ｐ<０.０５).Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｏｖｅｒ－
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＡＴＦ２ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌ Ｂｅｌ－７４０２.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＢＡＴＦ２ꎻ　 Ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒꎻ　 Ｉｎｖａｓｉｏｎꎻ　 Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　 　 肝细胞癌( ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬＨＣＣ)以其
高复发ꎬ高病死率等特点排在我国常见恶性肿瘤前

列ꎮ ２０１２ 年全球 ＨＣＣ 发病人数为 ７８２ ５００ 例ꎬ因
ＨＣＣ 死亡的人数为 ７４５ ５００ 例ꎬ而我国 ＨＣＣ 发病和
死亡人数约占全球总人数的 ５０％[１]ꎮ ＨＣＣ 患者多数
确诊时已经处于中晚期ꎬ约有 ９０％的确诊患者无法

通过手术切除肿瘤ꎬ对于手术切除的 ＨＣＣ 患者术后
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复发率仍然高达 ７０％[２]ꎮ 碱性亮氨酸拉链转录因子
２(ＢＡＴＦ２)属于 ＡＰ－１ 转录因子家族成员ꎬ其被发现
在多种人体正常组织中广泛表达ꎬ而在多种肿瘤组
织中表达下降或缺失[３￣４]ꎮ 我们之前的研究已经证
实了过表达 ＢＡＴＦ２ 能够抑制肝癌 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞的
增殖能力ꎬ但 ＢＡＴＦ２ 与肝癌细胞侵袭和迁移之间的
关系尚未明确ꎮ 为了进一步探讨 ＢＡＴＦ２ 在肝癌中的
功能ꎬ我们利用构建的 ＢＡＴＦ２ 真核表达质粒ꎬ将其转
入肝癌 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞中ꎬ观察其对 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞侵
袭和迁移的影响ꎮ

一、材料与方法
１.材料、主要仪器和试剂:肝癌细胞株 Ｂｅｌ－７４０２

(购于中科院上海细胞生物学研究所)ꎮ 电子天平
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(ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ)、酶标仪(瑞士 Ｔｅｃａｎ)、低温离
心机(德国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ)、ＢＡＴＦ２ 抗体和 ＧＡＰＤＨ 抗体
(武 汉 三 鹰 )、 羊 抗 兔 二 抗 ( Ａｂａｃｍ )、 ＭＴＴ 粉 末
(Ｓｉｇｍａ)、ＲＰＭＩ－１６４０ 培养基和胎牛血清(Ｈｙｃｌｏｎｅ)、
６ 孔细胞培养板和 ９６ 孔细胞培养板 ( Ｃｏｒｎｉｎｇ)、
ＤＭＳＯ(Ｓｏｌａｒｂｉｏ)ꎮ

２.方法:(１)细胞培养:用含 １０％胎牛血清和 １％
双抗的 ＲＰＭＩ－１６４０ 完全培养基ꎬ置于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃
恒温恒湿的培养箱内培养ꎬ每天换液 １ 次ꎮ ( ２)
ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 质粒转染 将 ５×１０５ 个 /孔的 Ｂｅｌ－
７４０２ 细胞接种于 ６ 孔板中ꎬ每孔加入 ２ ｍｌ ＲＰＭＩ －
１６４０ 完全培养液ꎬ待细胞达到 ９０％融合度时ꎬ弃去培
养基ꎬ每孔加入 ５００ μｌ Ｏｐｔｉ － ＭＥＭ 培养基ꎮ 依照
Ｌｉｐｏｆｅｅｔａｍｉｎｅ ３０００ Ｒｅａｇｅｎｔ 说明书进行 ｐｃＤＮＡ ３.１ 空
载体和 ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 质粒的转染ꎮ (３)Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＢＡＴＦ２ 蛋白的表达 转染 ４８ ｈ 后收集转染
细胞ꎬ加入 ＲＩＰＡ 裂解液提取蛋白ꎬ应用 ＢＣＡ 蛋白定
量试剂盒测定蛋白浓度ꎮ 定量后的蛋白样品进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳ꎬ转膜ꎬ５％脱脂奶粉封闭过夜ꎬ然后
加一抗 ３７ ℃孵育 ５ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤 ４ 次ꎬ加二抗室温孵
育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤 ４ 次ꎬＥＣＬ 显影ꎬ凝胶成像系统拍
照ꎮ (４)细胞划痕实验 ６ 孔板中 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞融合
度达到 ９０％ꎬ用枪头比着直尺垂直划痕ꎬ随后弃去培
养基更换含 １％血清的培养基ꎮ ４８ ｈ 后观察细胞迁
移状况ꎬ并拍照ꎮ (５) ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验:用浓度为
４００μｇ / ｍｌ 的 ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶稀释液 ５０ μｌ 包被 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室ꎬ４ ℃风干过夜ꎬ使用时提前 ２ ｈ 将小室置于 ３７
℃水化ꎮ 细胞消化后用无血清培养基重悬ꎬ上室中
加入 ２００ μｌ 细胞悬液(浓度为 ２×１０６ 个 / ｍｌ)ꎬ下室中
加入 ５００ μｌ 完全培养基ꎮ 孵育 ４８ ｈ 后ꎬ４％多聚甲醛
固定ꎬ０.１％结晶紫染色ꎬ显微镜观察并拍照ꎬ随机选
取 ５ 个视野计算平均值ꎮ

３.统计学处理:应用 ＳＰＳＳ ２２.０ 软件对实验数据
进行分析ꎬ计量资料用(ｘ±ｓ)表示ꎬ比较采用 ｔ 检验ꎬ
Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

二、结果
１.过表达 ＢＴＡＦ２ 效率检测:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测过

表达 ＢＡＴＦ２ 效率ꎬ结果显示ꎬ与 ｐｃＤＮＡ ３.１ 组比较ꎬ
ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 组蛋白表达量显著增加ꎬ差异具有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测转染后细胞中 ＢＡＴＦ２ 表达水平

　 　 ２.过表达 ＢＡＴＦ２ 对 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞侵袭能力的影
响:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测结果显示ꎬｐｃＤＮＡ３.１ 组侵袭穿膜
的细胞数为(１０８.５±２７.７)个ꎬ而 ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 组侵
袭穿膜的细胞术为(４５.６±１７.９)个ꎬｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 组
细胞侵袭能力明显小于 ｐｃＤＮＡ３.１ 组ꎬ且差异具有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 ２ꎮ

图 ２　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测转染后细胞侵袭能力(×１００)

　 　 ３.过表达 ＢＡＴＦ２ 对 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞迁移能力的
影响:划痕结果显示ꎬｐｃＤＮＡ ３.１ 组迁移距离为(９０.
１５±２７.５８)μｍꎬ而 ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 组迁移距离为
(５１.４６±１６.１７) μｍꎬｐｃＤＮＡ ３.１－ＢＡＴＦ２ 组细胞迁移
能力明显小于 ｐｃＤＮＡ ３.１ 组ꎬ且差异具有统计学意
义(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 ３ꎮ

图 ３　 细胞划痕实验检测转染后细胞迁移能力(×１００)

　 　 讨论　 目前我国原发性肝癌的发病率位居恶性肿
瘤第四位ꎬ而其致死率更是高达第三位ꎬＷＨＯ 根据以
往的数据更是预测出 ２０３０ 年全世界将有 １００ 万以上
死于肝癌的患者[５￣６]ꎮ ＨＣＣ 作为一种常见的原发性肝
癌ꎬ其发病率约占所有肝癌的 ９０％ꎬ其病情发展迅速并
且预后较差[７]ꎮ 侵袭和转移是肿瘤恶性表型的重要
标志ꎬ同时也是导致肝癌患者死亡的主要原因之一[８]ꎮ
目前研究表明ꎬ肿瘤侵袭和转移主要分为黏附、降解和
迁移三步ꎬ这三个过程相互协调ꎬ肿瘤细胞在初始阶段
通过膜表面受体黏附在基底膜上ꎬ接着分泌蛋白酶将
基底膜和基质降解ꎬ然后运动穿越过基底膜和基质ꎬ最
后通过淋巴管和血管转移到远处[９￣１１]ꎮ 因此探寻 ＨＣＣ
的侵袭转移的发病机制并寻找有效的 ＨＣＣ 的分子标
志物ꎬ做到早期诊断并及时治疗ꎬ可以大大的改善患者
的预后及生存状况ꎮ

ＢＡＴＦ２ 基因由三个外显子构成ꎬ是一个含有 ２７４
个氨基酸残基的蛋白[１２]ꎮ 多篇报道显示 ＢＡＴＦ２ 与
口腔鳞状细胞癌、结直肠癌、食管癌、前列腺癌、肝癌
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等癌症的发生预后关系密切ꎬ且 ＢＡＴＦ２ 在多种癌症
中表达下调或缺失[１３￣２０]ꎮ 对多种肿瘤的研究发现ꎬ
这些肿瘤的临床病理特征(如 ＴＮＭ 分期、浸润程度、
分化程度、淋巴结转移等因素)与 ＢＡＴＦ２ 的表达水平
具有相关性[２１￣２３]ꎮ Ｗａｎｇ 等[２４] 对肺腺癌的研究发
现ꎬＢＡＴＦ２ 可能参与了肺腺癌的 ＥＭＴ 过程ꎮ Ｚｈｏｕ
等[２５]研究发现ꎬ５０.２６％的非小细胞肺癌组织中存在
ＢＡＴＦ２ 低表达的情况ꎬ且 ＢＡＴＦ２ 低表达的患者预后
明显比 ＢＡＴＦ２ 高表达的患者要差ꎮ Ｃｈｅｎ 等[２６] 研究
发现ꎬＢＡＴＦ２ 过表达能够抑制前列腺细胞 ＤＵ１４５ 的
侵袭和迁移能力ꎬ而沉默 ＢＡＴＦ２ 则得到了相反的结
果ꎮ Ｌｉｕ 等[２７]通过构建结直肠癌 Ｌｏｖｏ 细胞的荷瘤鼠
模型ꎬ发现 ＢＡＴＦ２ 过表达能够抑制荷瘤鼠肿瘤的生
长、侵袭和转移的特性ꎮ 虽然 ＢＡＴＦ２ 在恶性肿瘤的
侵袭转移中发挥了重要作用ꎬ但其对肝癌细胞侵袭
和转移的影响和具体机制尚不明确ꎮ

本研究通过 ＰＣＲ 技术成功的从正常人外周血单
核细胞中钓取了 ＢＡＴＦ２ 基因全长编码序列ꎬ并连接
到了 ｐｃＤＮＡ３. １ 真 核 表 达 载 体 上ꎬ 成 功 构 建 了
ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 重组质粒ꎮ 并将重组后的质粒转
入 Ｂｅｌ － ７４０２ 细胞中ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示转染
ｐｃＤＮＡ３.１－ＢＡＴＦ２ 重组质粒的细胞 ＢＡＴＦ２ 蛋白表达
量显著增加ꎮ 在侵袭和转移的过程中ꎬ肿瘤细胞进
入淋巴管和血管之前必须要穿过基底膜ꎬ因此ꎬ肿瘤
细胞穿膜能力是其侵袭和迁移能力的重要考察因素
之一ꎮ 本研究通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验观察发现过表
达 ＢＡＴＦ２ 后ꎬＢｅｌ－７４０２ 细胞穿膜的数量明显减少ꎬ
表明过表达 ＢＡＴＦ２ 能够抑制 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞的侵袭
能力ꎮ 划痕实验结果也显示过表达 ＢＡＴＦ２ 后ꎬＢｅｌ－
７４０２ 细胞向划痕中央迁移速度放缓显著ꎬ表明过表
达 ＢＡＴＦ２ 能够抑制 Ｂｅｌ－７４０２ 细胞的迁移能力ꎮ

综上所述ꎬ上调 ＢＡＴＦ２ 基因表达能够抑制肝癌
细胞 Ｂｅｌ－７４０２ 侵袭和迁移的生物学行为ꎬＢＡＴＦ２ 有
作为肝癌标志物以及治疗靶点的潜能ꎬ但其具体的
分子机制尚未明确ꎬ还有待于进一步的深入研究ꎮ
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