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FIG-ROS 融合基因在肝内胆管细胞癌中表达及其意义

朱垒，黄飞舟，聂晚频，邓刚，黄为，徐宏博，易中杰，郑少鹏

（中南大学湘雅三医院 肝胆胰外科， 湖南 长沙 410013）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨 FIG-ROS 融合基因在肝内胆管细胞癌（ICC）细胞中的表达，以及对其干预后 ICC 细胞的

生物学行为的变化。

方法：用 Western blot 法检测 4 份不同 ICC 组织样本及 3 种 ICC 细胞株（HUCCT1、REB、QBC939）

中 ROS 蛋白的表达；选择 ROS 阳性 ICC 细胞，用一系列表达不同序列 ROS-shRNA 与 FIG-shRNA 的

质粒分别转染该细胞后，用 Western blot 检测 ROS 和 FIG 蛋白表达；选择对 ROS 和 FIG 表达抑制作

用最强的 ROS-shRNA 与 FIG-shRNA 序列分别或联合转染上述细胞后，观察细胞增殖、细胞周期、凋

亡及集落形成情况。

结 果：2 份 ICC 组 织 样 本 与 1 个 细 胞 株（HUCCT1） 呈 ROS 阳 性 表 达； 转 染 ROS1-6290 shRNA 和

FIG-363 shRNA 对 HUCCT1 细胞 ROS 与 FIG 蛋白表达的抑制作用最强。与未转染的 HUCCT1 细胞比

较，单独转染 FIG-363 shRNA 对细胞增殖、凋亡及细胞周期无明显影响（均 P>0.05），但能明显减少

细胞集落形成（P<0.05）； ROS1-6290 shRNA 单独或联合 FIG-363 shRNA 转染均能明显抑制细胞增殖、

诱导细胞凋亡与细胞周期阻滞、减少细胞集落形成，且联合转染的效应更为明显（均 P<0.05）。

结论：部分 ICC 存在 FIG-ROS 融合基因表达，对两种基因的联合抑制可能是靶向治疗该类 ICC 的有效

途径。
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Abstract Objective: To investigate the expression of FIG-ROS fusion gene in intrahepatic cholangiocarcinoma (ICC) cells 

and the effects of its intervention on biological behavior of ICC cells.

Methods: ROS protein expression in 4 different specimens of ICC tissue and 3 types of ICC cell line (HUCCT1, 

REB and QBC939) was determined by Western blot analysis; the ROS positive cell line was selected for use 

and after transfection with a series of plasmids containing different sequences of ROS-shRNAs or FIG-shRNAs 
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肝 内 胆 管 细 胞 癌 （ I C C ） 是 肝 癌 中 常 见 的 亚

型，并且对现有的药物治疗不敏感[1]。肝移植是目

前治疗ICC较为有效的办法，但由于胆管细胞癌本

身 的 生 物 学 特 性 ， 如 胆 管 上 皮 细 胞 的 分 化 ， 丰 富

的 基 质 结 缔 组 织 形 成 等 可 能 导 致 术 后 肿 瘤 复 发 。

并 且 由 于 缺 乏 有 效 的 早 期 诊 断 手 段 ， 大 部 分 患 者

在就医时已失去了手术机会 [2-3]。现阶段研究表明

靶向治疗药物对于胆管癌有一定的疗效[4]。

尽 管 目 前 在 胆 管 细 胞 癌 中 发 现 了 一 些 突

变 频 繁 的 基 因 ， 如 T P 5 3 （ 3 7 % ~ 4 4 % ） 和 K - r a s

（17%~54%） [5]，但是这些基因并没有能够转化

为 治 疗 的 靶 位 点 。 基 因 测 序 工 作 持 续 的 提 供 了 关

于 I C C 内 细 胞 变 化 的 深 层 次 信 息 。 酪 氨 酸 蛋 白 激

酶（receptor  ty ros ine  k inases，RTK）是细胞外

信 号 传 导 的 重 要 调 节 介 质 ， 它 调 节 着 关 于 细 胞 生

存 ， 生 长 ， 死 亡 的 一 些 重 要 通 路 。 许 多 肿 瘤 组 织

的 初 始 阶 段 常 可 观 察 到 R T K 的 异 常 激 活 。 原 癌 基

因1（c-ros-oncogene1，ROS1）一种可以编码RTK

的基因，研究中发现约有9%的胆管癌患者中发现

R O S 1 基 因 突 变 [ 6 ]， 并 已 识 别 出 一 些 R O S 1 激 酶 融

合 蛋 白 ， 包 括 胶 质 母 细 胞 瘤 R O S （ F I G - R O S ） 、

S L C 3 4 A 2 - R O S 1 （ S L C - R O S ） 、 C D 7 4 - R O S 1 、

EZR-ROS1、LRIG3-ROS1、SDC4-ROS1、TPM3-
ROS1 [6]。FIG -ROS在人胶质细胞瘤中最先发现，

近期在ICC中也发现了FIG-ROS的存在[6-7]。在ICC

的动物模型中，FIG -ROS蛋白已被确认为一种肿

瘤蛋白[8]。临床病例研究中发现间变性淋巴瘤激酶

（anaplast ic  lymphoma kinase，ALK）与ROS有

较大的同源性。目前FDA正在进行1项用克替挫尼

（ A L K 抑 制 剂 ） 治 疗 R O S 驱 动 的 肺 癌 的 有 效 性 研

究（I/II期）[9]。因此，ROS有成为ICC治疗靶位点

的潜能。为了揭示ICC中与FIG-ROS有关的分子机

制，本研究拟从细胞水平探讨FIG-ROS融合基因在

ICC的表达及干预后ICC细胞生物学行为特征。

1  材料与方法

1.1  组织样本的收集

通 过 中 南 大 学 湘 雅 三 医 院 伦 理 委 员 会 审 核 ，

4 份 组 织 样 本 由 中 南 大 学 湘 雅 三 医 院 普 通 外 科 获

取 ， 并 已 与 患 者 签 署 知 情 同 意 书 ， 组 织 样 本 在 术

中取出后立即在液氮中保存。

1.2  细胞株及细胞培养

人ICC细胞株HUCCT1、RBC和QBC939从美

国ATCC公司购买，细胞在37 ℃，5%CO2含10%胎

牛血清的DMEM中培养。

1.3  质粒构建与转染

pGPU6/GFP/Neo-ROS1-homo-6191、pGPU6/

G F P / N e o - R O S 1 - h o m o - 6 2 9 0 、 p G P U 6 / G F P / N e o -
R O S 1 - h o m o - 6 4 4 3 、 p G P U 6 / G F P / N e o - R O S 1 -
homo -6976、pGPU6/GFP/Neo -FIG -homo -363、

p G P U 6 / G F P / N e o - F I G - h o m o - 4 7 5 、 p G P U 6 / G F P /

respectively, the protein expressions of ROS and FIG in the cells were measured by Western blot analysis. The 

sequences of ROS-shRNA and FIG-shRNA with highest inhibitory effect on ROS and FIG expression were 

chosen, which were alone or in combination transfected into the above cells, and after that, the cell proliferation, 

apoptosis, cell cycle and colony formation were observed.

Results: Two specimens of ICC tissue and one ICC cell line (HUCCT1) showed positive ROS expression. 

Transfection of ROS1-6290 shRNA and FIG-363 shRNA had the most remarkable inhibitory effect on ROS 

and FIG expression, respectively. Compared with the HUCCT1 cells without any transfection, lone FIG-

363 shRNA transfection had no obvious effect on proliferation, apoptosis or cell cycle phase (all P>0.05), but 

significantly reduced the colony formation of the cells (P<0.05); either ROS1-6290 shRNA transfection alone 

or in combination with FIG-363 shRNA showed significant effects of suppression of proliferation, induction of 

apoptosis and cell cycle arrest and inhibition of colony formation, and these effects were more remarkable in cells 

with combined transfection (all P<0.05). 

Conclusion: Some kinds of ICC have FIG-ROS fusion gene expression, and the combined inhibition of the two 

genes may probably provide a hopeful targeted treatment approach for these ICC.

Key words Bile Duct Neoplasms; Bile Ducts, Intrahepatic; Proto-Oncogenes; Oncogene Fusion

CLC number: R735.8
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N e o - F I G - h o m o - 5 0 4 、 p G P U 6 / G F P / N e o - F I G -
h o m o - 6 7 5 由 上 海 吉 玛 制 药 公 司 构 建 。 并 用 质 粒

pGPU6/GFP/Neo-shNC作为阴性对照。每种shRNA

的靶序列见表1。这些质粒通过脂质体2000（生命

科技公司）分别转染入HUCCT1细胞中，随后培养

72 h并进行如下实验。

表 1　shRNA 靶序列
Table 1　The target sequences of shRNAs

  shRNA 靶序列
阴性对照 shRNA 5'-GTT CTC CGA ACG TGT CAC GT-3'
ROS1-homo-6290 5'-GAG GAG ACC TTC TTA CTT AT-3'
ROS1-homo-6443 5'-GCT AGA AAT TGC CTT GTT TCC-3'
ROS1-homo-6976 5'-GCC AGT TGC TTT AAT GGA AAC-3'
ROS1-homo-6191 5'-GCA CAT CTG ATG AGC AAA TTT-3'
FIG-homo-504 5'-GCC CAG TCT GTG TCT CAA ATC-3'
FIG-homo-475 5'-GCT CCT GCT TTG CAC AGC TTT-3'
FIG-homo-363 5'-CTG GAG AAG GAG TTC GAC AAA-3'
FIG-homo-675 5'-GCT GAC TCT GGT ACC ATT AAG-3'

1.4  方法

1.4.1  Western blot 检 测　 组 织 或 细 胞 溶 解 在

RIPA 裂 解 液 中， 用 12% 的 SDS-PAGE 分 离， 并

转 移 至 PVDF 微 孔 板， 在 37 ℃ 下 包 含 有 5% 脱

脂 奶的 TBST 缓冲液中培养 2 h。然后各自加入兔

抗 ROS，兔抗 FIG，鼠抗 GAPDH 第一抗体（美国

Santa Cruz 公司）作用 2 h，用 PBST 洗涤 4 次，每

次 10 min，再用羊抗兔，羊抗鼠第二抗体在 4℃下

作用过夜，再次用 PBST 洗涤 4 次，每次 10 min。

ECL 试 剂（ 美 国 Pierce Chemical 公 司） 用 于 检 测

化学发光，Image-Pro plus6.0 软件用于检测相关蛋

白的表达，并将其描绘成与 GAPDH 的相对密度比。

1.4.2  细胞增殖检测　MTT 比色法被用于评估细

胞增值情况，在转染 72 h 后，取 100 μL 细胞悬液

（1×105 细胞 /mL）注入 96 孔板中，并在 37 ℃，

5%CO2 环 境 中 分 别 培 养 0、1、3、5、7 d。 在 转

染 的 基 底 液 的 每 个 孔 板 中 用 含 有 0.5 g/L MTT 的

新 鲜 的 无 血 清 基 底 液 100 μL 置 换 原 有 的 细 胞 悬

液。 在 37 ℃ 的 环 境 中 培 养 4 h， 用 50 μL DMSO

置换 MTT 基底液，在室温中作用 10 min 后，运用

ELX-800 ELISA reader （ 美 国 Bio-Tek 公 司 ） 在

570 nm 检测。本实验重复 3 次。

1.4.3  细胞凋亡检测　取 106 细胞用于细胞凋亡实

验，用 PBS 液洗涤 2 次，然后重悬至 500 μL 的结

合液中，向其中加入 5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL

碘化丙啶（PI）并重复摇匀混合。在室温暗室环境

中培养 15 min 后，用流式细胞仪（美国 BD 公司）

分析细胞凋亡情况。

1.4.4  细胞周期分析　在 PBS 液中选取实验所需的

106 细胞，并在 70% 的乙醇中定影，并在 1 000 r/min

的环境中离心 5 min，随后在 PBS 中洗涤，再次离

心 5 min。将细胞重悬至 300 μL 碘化丙啶着色剂中，

在 室 温 中 培 养 30 min。 用 流 式 细 胞 仪 进 行 分 析。

本实验重复 3 次。

1.4.5  集落形成实验　在各个组中，将含有 200 个

细胞的 4 mL 完全培养液加入至直径为 60 mm 的皿

中，在 37 ℃，5%CO2 环境中培养 14 d，去除上层

清 液， 用 PBS 液 洗 涤 3 次， 然 后 用 4% 的 多 聚 甲

醛定影 15 min，并用 GIMSA（北京索莱宝科技有

限公司）显色 20 min，在显微镜（日本 Nikon 公司）

下进行集落计数，本实验重复 3 次。

1.5 统计学处理

实 验 数 据 用 均 数 ± 标 准 差 （x± s） 表 示 ， 用

SPSS 13.0进行数据分析，用单因素方差分析及双

因素方差分析方法分析数据差异，P<0 .05表示差

异具有统计学意义。

2  结　果 

2.1  ROS 在 ICC 组织及 HUCCT1 细胞中阳性表达

首先用Wes te rn  b l o t检测ROS蛋白在4份ICC

组 织 标 本 及 3 种 I C C 细 胞 系 （ H U C C T 1 、 R E B 、

Q B C 9 3 9 ） 的 表 达 。 R O S 蛋 白 在 2 个 I C C 组 织 以 及

H U C C T 1 细 胞 系 中 呈 现 阳 性 表 达 ， 而 在 R E B 和

QBC939细胞系中不表达（图1）。故选HUCCT1细

胞系用于后续实验。

1 2 3 4 5 6 7

ROS

GAPDH

图 1　Western blot 检测 ROS 蛋白表达　　1：HUCCT1 细
胞；2：REB 细胞；3：QBC939 细胞；4-7：4 份不同
ICC 组织

Figure 1　Western blot analysis for ROS protein expression　　 
1: HUCCT1 cells; 2: REB cells; 3: QBC939 cells; 
4-7: 4 different specimens of ICC tissue

2.2  shRNA 介导的 FIG-ROS 蛋白表达下调

将能特异表达ROS-shRNA质粒与FIG-shRNA

质 粒 分 别 转 染 至 H U C C T 1 细 胞 ， 用 绿 色 荧 光 蛋

白 （ G F P ） 的 荧 光 反 应 确 认 有 效 转 染 ， W e s t e r n 
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b l o t 检 测 R O S 及 F I G 的 蛋 白 表 达 。 结 果 显 示 ， 

R O S 1 - 6 1 9 1  s h R N A 、 R O S 1 - 6 2 9 0  s h R N A （ 均

P< 0 . 0 5 ） ， R O S 1 - 6 9 7 6  s h R N A 能 够 有 效 的 抑 制

ROS在HUCCT1中的蛋白表达，其中ROS1-6290的

抑制作用最强。与未被转染的HUCCT1细胞比较，

转染了表达FIG -363 shRNA、FIG -475 shRNA、

FIG-504 shRNA质粒的HUCCT1细胞中的FIG蛋白

在 表 达 明 显 下 调 （ 均P< 0 . 0 5 ） 。 其 中 ， F I G - 3 6 3 

shRNA有着最强的抑制作用（图2）。故分别将表

达ROS1-6290 shRNA质粒和FIG-363 shRNA质粒

用于下一步的研究。

2.3  shRNA 介导的 FIG-ROS 下调对 HUCCT1

细胞增殖的影响

与 空 白 对 照 组 比 较 ， 单 独 转 染 F I G - 3 6 3 

s h R N A 质 粒 对 H U C C T 1 细 胞 增 殖 无 明 显 抑 制 作 用

（P> 0 . 0 5 ） ； 单 独 转 染 R O S 1 - 6 2 9 0  s h R N A 质 粒

及 联 合 转 染 R O S 1 - 6 2 9 0  s h R N A 质 粒 与 F I G - 3 6 3 

s h R N A 质 粒 均 能 明 显 抑 制 H U C C T 1 细 胞 的 增 殖 ，

且联合转染的抑制作用更为明显（均P<0 .05）；

阴 性 对 照 组 与 空 白 对 照 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05）。
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图 3　细胞的增殖检测
Figure 3　Cell proliferation determination
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图 2　Western blot 检测 HUCCT1 细胞转染有各种 ROS-shRNA 与 FIG-363 shRNA 后的 ROS 与 FIG 蛋白的表达　　A：ROS 
蛋白（1-3：空白对照；4-6：阴性对照：7-9：ROS1-6191 shRNA；10-12：ROS1-6290 shRNA；13-15：ROS1-6443 shRNA；
16-18：ROS1-6976 shRNA:）；B：FIG 蛋 白（1-3： 空 白 对 照；4-6： 阴 性 对 照；7-9：FIG-363 shRNA；10-12：FIG-475 
shRNA；13-15：FIG-504 shRNA；16-18：FIG-675 shRNA）

Figure 2　Western blot analysis for ROS and FIG expressions in HUCCT1 cells after transfection with different ROS-shRNAs and FIG-363 
shRNAs　　A: ROS protein (1–3: Blank control; 4–6: Negative control; 7–9: ROS1-6191 shRNA; 10–12: ROS1-6290 shRNA; 
13–15: ROS1-6443 shRNA; 16–18: ROS1-6976 shRNA); B: FIG protein (1–3: Blank control; 4–6: Negative control; 7–9: FIG-363 
shRNA; 10–12: FIG-475 shRNA; 13–15: FIG-504 shRNA; 16–18: FIG-675 shRNA)
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2.4  shRNA 介导的 FIG-ROS 下调对 HUCCT1

细胞凋亡的影响

单 独 的 F I G 表 达 下 调 对 H U C C T 1 细 胞 凋 亡 并

没 有 抑 制 作 用 ， 与 空 白 对 照 组 比 较 差 异 无 统 计 学

意义（P>0.05）；shRNA介导的ROS及ROS+FIG

表 达 下 调 则 明 显 诱 发 H U C C T 1 细 胞 的 凋 亡 ， 与

单独ROS -6290  shRNA转染组比较，共转染组的

HUCCT1细胞的凋亡比例更高，差异均有统计学意

义（均P<0 .05）；阴性对照组与空白对照组间差

异无统计学意义（P>0.05）（图4）。

2.5  shRNA 介导的 FIG-ROS 下调对 HUCCT1

细胞周期进程的影响

与 空 白 对 照 组 比 较 ， 单 独 转 染 F I G - 3 6 3 

shRNA质粒对HUCCT1细胞的细胞周期无明显影响

（P>0.05）；单独转染ROS1-6290 shRNA质粒或

共转染ROS1-6290 shRNA质粒与FIG-363 shRNA

质粒的HUCCT1细胞的G 0/G 1期比例明显增高，且

后者作用更为明显（均P<0 .05），阴性对照组与

空白对照组细胞周期分布无明显差异（P>0 .05）

（图5）。

2.6  shRNA 介导的 FIG-ROS 下调对 HUCCT1

细胞集落形成的影响

除 阴 性 对 照 组 外 ， 各 转 染 组 细 胞 集 落 形 成 数

均明显减少（均P<0 .05），对HUC C T1细胞的集

落形成抑制作用的强度依次为：ROS shRNA+FIG 

shRNA>ROS shRNA>FIG shRNA（图6）。

图 5　细胞周期检测
Figure 5　Cell cycle analysis
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图 4　细胞凋亡检测
Figure 4　Cell apoptosis assay
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3  讨　论

肝 内 胆 管 细 胞 癌 是 来 自 于 肝 内 外 胆 管 上 皮 细

胞的恶性肿瘤，具有较强的侵袭性且预后较差[10]。

在 形 态 学 上 ， 可 将 胆 管 癌 分 为 肿 块 型 ， 胆 管 周 围

浸润型和胆管内生长型[10-11]。研究已表明ICC的发

生发展与诸多危险因素有关。ROS融合基因最初在

恶性胶质瘤及非小细胞肺癌（NSCLC）中发现其

具有促进肿瘤的进展的作用[12-13]。目前，ROS致瘤

性 已 经 在 一 部 分 胆 管 癌 ， 恶 性 胶 质 瘤 和 肺 癌 患 者

中发现[6-7, 14]。ROS蛋白是一个全长为2 347个氨基

酸 的 跨 膜 受 体 酪 氨 酸 激 酶 。 由 膜 外 配 体 结 合 域 ，

跨 膜 区 及 膜 内 酪 氨 酸 激 酶 结 构 域 3 部 分 构 成 [ 1 5 ]。

ROS的异常表达的原因可能来自于ROS1基因的融

合、过表达、突变等原因。在许多情况下，ROS途

径 的 异 常 激 活 来 自 于 染 色 体 易 位 及 缺 失 ， 这 些 改

变可能进一步导致ROS1融合基因的形成。

Gu等[6]在23例中国胆管癌患者中，只发现了2例

出现FIG -ROS的阳性表达。而在日本学者的研究

中，在1 476名肺癌患者中，只检测到11例ROS融

合基因的表达，阳性率0.7% [12]。结合本次及之前

的研究结果，ROS融合基因在ICC患者中阳性表达

率较低。尽管ROS融合基因表达较低，但是越来越

多的证据表明ROS融合基因是一个有效的治疗靶位

点。研究者在恶性胶质细胞瘤中观察到ROS基因启

动子的去甲基化可强化ROS激酶的表达[16]。而且，

恶性胶质瘤及肺癌中染色体的重排与ROS激酶的激

活有关[7, 17]。在动物实验中，FIG-ROS在中枢系统

的表达可诱导恶 性胶质细胞瘤的形成 [ 18]。在表达

ROS融合蛋白的BaF3细胞系中，抑制ROS融合基

因 可 导 致 细 胞 出 现 生 长 迟 缓 ， 并 诱 导 细 胞 凋 亡 的

现 象 [ 6 ]。 而 且 ， 目 前 已 发 现 R O S 特 异 性 抑 制 剂 克

唑 替 尼 在 治 疗 R O S 融 合 基 因 表 达 阳 性 的 I C C 患 者

中有效[19]。

本 研 究 首 先 观 察 在 3 种 I C C 细 胞 株 中 是 否 有

ROS基因的表达，结果显示仅在HUCCT1细胞中有

ROS的阳性表达；随后构建了一系列不同的ROS1

和FIG的shRNA序列来抑制FIG-ROS融合基因的表

达，在FIG-363 shRNA和ROS1-6290 shRNA观察

到 了 最 强 的 抑 制 效 应 ， 这 也 表 明 这 些 片 段 可 能 作

为FIG-ROS抑制剂有效的作用靶位点；还发现FIG

的表达下调对HUCCT1细胞的影响呈现边缘效应；

而与单独下调ROS表达相比，同时下调FIG及ROS

的 表 达 则 对 H U C C T 1 细 胞 的 增 殖 ， 凋 亡 ， 集 落 形

成 ， 细 胞 周 期 进 程 ， 迁 移 ， 侵 袭 行 为 产 生 更 大 的

影响。研究结果提示FIG能增强对ROS在HUCCT1

细胞中的作用，但对ROS发挥作用并不是一个必需

条件。

凋 亡 是 细 胞 程 序 性 死 亡 过 程 ， 细 胞 依 靠 它 来

主 动 地 引 起 自 身 的 破 坏 ， 在 细 胞 的 发 生 发 展 中 起

重 要 作 用 。 而 促 进 细 胞 凋 亡 是 预 防 恶 性 肿 瘤 的 一

种非常有效的手段[20]。在此次研究中，用FIG-ROS 

shRNA处理的HUCCT1细胞出现了明显的细胞增殖

抑制，而且在联合FIG-ROS shRNA处理的细胞集

落 中 也 出 现 了 明 显 的 抑 制 作 用 。 研 究 进 一 步 用 P I

染 色 及 流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 凋 亡 ， 结 果 发 现 肿 瘤

细 胞 的 增 殖 抑 制 可 能 是 由 于 细 胞 凋 亡 加 快 和 细 胞

周 期 受 到 阻 碍 。 控 制 细 胞 周 期 进 程 一 直 以 来 都 认

为 是 一 种 有 效 的 延 缓 肿 瘤 发 展 的 手 段 。 一 些 肿 瘤

药物能将细胞周期停滞在S、G1、G2/M期，从而抑

制肿瘤的发展[21]。

最后，本研究进一步的证实了在ICC中，ROS

融合蛋白是一种强有力的肿瘤蛋白。在HUCCT1细

胞增殖抑制实验中，对ROS1 -6290片段的表达下

调呈现出了最大的抑制效应。而FIG的表达下调与

ROS1的表达下调对HUCCT1细胞的增殖抑制有协

同作用。因此，作用于ROS1-6290片段的ROS1特

异性抑制剂对于ROS1融合蛋白表达呈阳性的ICC

患者可能是一种有效的治疗手段。
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