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摘   要 目的：探讨接头蛋白 CARMA3 在胆管癌细胞中的表达及功能。

方法：用 qRT-PCR 技术检测胆管癌 HUCCT1 细胞与 RBE 细胞以及正常胆管细胞 HIBEC 中 CARMA3

的 mRNA 表达。用 siRNA 技术沉默 HUCCT1 细胞与 RBE 细胞中 CARMA3 的表达后，分别通过 CCK-8

法、流式细胞术、Transwell 实验检测细胞增殖、凋亡、细胞周期以及转移和侵袭能力的变化。

结果：两种胆管癌细胞中 CARMA3 的 mRNA 表达水平均明显高于正常胆管细胞 HIBEC（HUCCT1 vs. 

HIBEC：t=5.321，P=0.011；RBE vs. HIBEC：t=5.932，P=0.008）。 沉 默 CARMA3 的 表 达 后， 两 种

胆管癌细胞的增殖、转移和细胞侵袭能力被明显抑制，G1 期阻滞明显增加，细胞凋亡率明显升高（均

P<0.05）。

结论：CARMA3 在胆管癌细胞中表达上调，其作用可能与促进细胞增殖、侵袭、转移并抑制细胞凋亡。
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Abstract Objective: To investigate the expression of the adaptor protein CARMA3 in cholangiocarcinoma cells and its 

function.

Methods: The expressions of CARMA3 mRNA in cholangiocarcinoma HUCCT1 and RBE cells as well as 

in normal biliary epithelia cell line HIBEC were determined by qRT-PCR. After silencing the expression of 

CARMA3 with siRNA technique, the changes in proliferation, apoptosis, cell cycle and abilities of migration 

and invasion in HUCCT1 and RBE cells were examined by CCK-8 assay, fl ow cytometry and Transwell assay, 

respectively.  

Results: Th e expression levels of CARMA3 mRNA were signifi cantly increased in both cholangiocarcinoma cell 

lines compared with normal biliary epithelia cell line HIBEC (HUCCT1 vs. HIBEC: t=5.321, P=0.011; RBE vs. 

HIBEC: t=5.932, P=0.008). In both cholangiocarcinoma cell lines after silencing the expression of CARMA3, 

the abilities of proliferation, metastasis and invasion were significantly inhibited, and the G1-phase arrest and 
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胆 管 癌 的 诊 断 和 治 疗 一 直 是 医 学 界 的 一 大 难

题 。 多 数 患 者 在 诊 断 早 期 即 发 生 广 泛 浸 润 和 远 处

转移，此外，胆管癌极易发生多重耐药抵抗，导致

胆管癌患者预后极差，其5年生存率不足5% [1-4]。 

胆 管 癌 的 的 进 展 涉 及 复 杂 的 基 因 及 表 观 遗 传 改

变 [ 5 - 8 ]。 因此，为了寻找新的有效的治疗方法，有

必要进一步揭示胆管癌发生发展的分子机制。

C A R M A 3 是 半 胱 天 冬 酶 募 集 域 （ c a s p a s e 

r e c r u i t m e n t  d o m a i n ， C A R D ） 和 膜 相 关 的 鸟 苷

酸 激 酶 样 域 （ m e m b r a n e - a s s o c i a t e d  g u a n y l a t e 

kinase-like domain，GUK）基因，是CARMA家族

成员之一[9-11]。研究表明，CARMA3在乳腺癌[12]、

卵巢癌 [13]、结肠癌 [14]和肾癌 [15]等肿瘤中表达异常

上 调 ， 并 促 进 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 、 侵 袭 、 转 移 。 然

而，CARMA3在胆管癌组织中的表达及功能，尚

无研究报道。因此，本研究拟利用qPCR、流式细

胞术等方法检测CARMA3在胆管癌细胞中的表达

及 功 能 ， 研 究 有 望 为 胆 管 癌 的 靶 向 治 疗 奠 定 理 论

基础。

1　材料与方法

1.1  实验材料   

R P M I - 1 6 4 0 培 养 液 （ 美 国 H y C l o n e ） ， 青

霉 素 - 链 霉 素 双 抗 （ 美 国 H y C l o n e ） ， 胎 牛 血 清

（ 美 国 G i b c o ） 。 反 转 录 及 R N A 提 取 试 剂 盒 （ 天

根生化科技有限公司），qRT -PCR所应用的Real 

Mas t e r  M ix试剂盒（天根生化科技有限公司）。

FITC标记的Annex in -V抗体及PI染料试剂盒（美

国 B i o l e g e n d ） 。 液 氮 灌 （ 美 国 T h e r m o ） ， 细 胞

培 养 箱 （ 美 国 T h e r m o ） ， T r a n s w e l l 小 室 （ 美 国

M i l l i p o r e ） ， 基 质 胶 （ 美 国 B D ） ， A B I  7 9 0 0 型

P C R 仪 （ 美 国 A B I ） ， B D  F A C S  C a l i b u r 流 式 细

胞 仪 （ 美 国 B D ） 。 人 胆 管 癌 细 胞 系 H U C C T 1 、

RBE，正常胆管细胞系HIBEC购买于中科院上海

细胞库。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养　人胆管癌细胞系 HUCCT1、RBE

和正常胆管细胞系 HIBEC 用含 10% 浓度胎牛血清

及 1% 浓度的青霉素 - 链霉素双抗的 RPMI-1640 培

养基，所有细胞均置于 37 ℃、5% 浓度的 CO2 细胞

培养箱中进行培养，细胞汇合度值 80% 后传代。

1.2.2  RNA 提取　TRIzol 裂解人胆管癌组织或细胞

系，加入 1/5 体积氯仿，震荡 14 s。4 ℃，12 000 r/min

离心 15 min，吸取水相层，而后加入等体积的异丙

醇， 混 匀 后 静 置 10 min。4 ℃，12 000 r/min 离 心 

10 min，弃去上清，所得胶状沉淀即为 RNA。

1.2.3  荧光实时定量聚合酶链反应（qRT-PCR）

　 将 RNA 反 转 录 为 cDNA 作 为 模 板。 而 后 加 入

125 μL 的 20×SYBR 溶 液 至 1.0 mL 2.5x Real 

Master Mix 中， 所 得 溶 液 作 为 试 剂 A。 实 验 采 用

20 μL 体系，内还有 9 μL 试剂 A，1 μL 20×ROX 

Reference Dye  ，1 μL 正向引物，1 μL 反向引物，

cDNA 模 板 2 μL，6 μL 去 离 子 水。qRT-PCR 的 反

应 条 件 为：95 ℃ 2 min；95 ℃ 20 s，60 ℃ 20 s， 

72 ℃ 30 s，共 35 个循环。CARMA3 正向引物序列为：

5'-TCT TCC ACC GTT GCC AAT CT-3'； 负 向 引 物

序列为：5'-TTC GCC TGC CAG GAA CAT C-3'。

1.2.4  细 胞 转 染　0.5×106 胆 管 癌 HUCCT1 或

RBE 细 胞 铺 6 孔 板， 过 夜 培 养 至 50% 汇 合 度， 

5 μL CARMA3 siRNA 或阴性对照序列（30 pmol）

稀 释 至 250 μL 无 血 清 培 养 基，5 μL 转 染 试 剂

lipo2000 稀释至 250 μL 无血清培养基，两者混合

室 温 孵 育 20 min。 将 混 合 物 加 入 胆 管 癌 细 胞 中，

6 h 后 更 换 为 完 全 培 养 基。48 h 行 荧 光 实 时 定 量

PCR 检测沉默效率，并进行后续功能学试验。

1.2.5  CCK-8 法检测细胞增殖　取对数生长期的人

胆 管 癌 细 胞， 制 备 为 单 细 胞 悬 液， 以 2.0×103/ 孔

的细胞密度接种于 96 孔板中，每组实验设 8 个复

孔，分别培养 1~5 d，各孔中加入 10 μL CCK-8 试

剂  ，培养 1 h 后，在 450 nm 波长处测定吸光度值，

所得数据作为第 1 天的 OD 值。而后每天在同一时

apoptosis rates were significantly increased (all P<0.05).

Conclusion: CARMA3 is up-regulated in cholangiocarcinoma cells, and its actions may be associated with 

promoting cell proliferation, migration and invasion, and inhibiting cell apoptosis.

Key words	 Bile Duct Neoplasms; CARD Signaling Adaptor Proteins; Cell Proliferation; Apoptosis; Neoplasm Invasiveness
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间  再次加入 CCK-8 试剂培养 1 h 后测定吸光度值，

根据 5 d 内各组所得 OD 值绘制细胞增殖曲线。

1.2.6  流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 凋 亡 和 周 期　 取 对

数 生 长 期 的 人 胆 管 癌 细 胞， 制 备 为 单 细 胞 悬 液。 

10 mL PBS，1 000 r/min 离 心 10 min， 反 复 洗 涤

3 次，弃去上清；若检测细胞周期则在各组细胞中

加入 100 μL 流式洗液和 PI（50 μg/mL）5 μL 或同

型对照抗体，避光反应 15 min 后。尼龙膜过滤细胞，

除 去 细 胞 团 块 后， 立 即 利 用 BD FACS Calibur 流

式细胞仪检测。若检测细胞凋亡则在清洗细胞后加

入 FITC 标 记 的 Annexin-V（20 ug/mL）10 μL 及

再加入 PI（50 μg/mL）5 μL 或 Annexin-V 及 PI 的

同 型 对 照 抗 体， 避 光 反 应 15 min。 尼 龙 膜 过 滤 细

胞，除去细胞团块后，立即利用 BD FACS Calibur

流式细胞仪检测。

1.2.7  Transwell 检测细胞侵袭及转移　细胞转移

步骤简述如下：取对数生长期的人胆管癌细胞，制

备单细胞悬液，细胞计数后，将 2 万个细胞铺于已

加入 190 μL 无血清培养基的上室中，下室中加入

600 μL 含 10% 血 清 的 1640 培 养 基， 每 组 设 3 个

复孔，48 h 后用棉签擦去上层未穿过小室的细胞，

95% 酒精固定 10 min，1% 结晶紫染色 5 min。显

微 镜 下 随 机 区 十 个 视 野， 统 计 每 个 视 野 下 的 细 胞

数后取平均值  。细胞侵袭步骤大体同上，区别在

于预先在 Transwell 小室上层铺基质胶。实验重复 

3 次 后， 统 计 3 次 试 验 中 各 组 穿 过 Transwell 小

室 的 细 胞 数 的 平 均 值 及 标 准 差， 分 析 CARMA3 

siRNA 组与阴性对照组组侵袭及转移细胞数差异。

1.3  统计学处理   

所有数据采用IBM SPSS statist ic 22.0进行统

计分析，数据以均数±标准差（x±s）表示，两组

间增殖差异比较采用方差分析，两组间其他指标差

异的比较采用t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  CARMA3 mRNA 在胆管癌细胞系中的表达

q R T - P C R 结 果 显 示 ： 设 C A R M A R 3  m R N A

在 正 常 胆 管 细 胞 系 H I B E C 中 的 相 对 表 达 量

为 1 ， 在 胆 管 癌 细 胞 R B E 中 的 相 对 表 达 量 为

3 . 7 2 2 ± 0 . 1 9 3 ， 在 胆 管 癌 细 胞 H U C C T 1 中 的 相 对

表达量为4.913±0.117。方差分析结果显示，3组

间CARMA3表达差异有统计学意义（F=18.324，

P=0.015）（图1）。 t检验结果显示，CARMA3在

HUCCT1和HIBEC两组间及RBE与HIBEC两组间

的表达差异有统计学意义（HUCCT1 vs .  HIBEC：

t=5.321，P=0.011；RBE vs .  HIBEC： t=5.932，

P=0.008），胆管癌细胞中CARMA3的表达水平高

于正常胆管细胞系。
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图 1　CARMA3 mRNA 在胆管癌细胞及正常胆管细胞中的

相对表达量
Figure 1　The relative expression levels of CARMA3 mRNA 

in cholangiocarcinoma cells and normal bile duct 
epithelial cells

2.2  CARMA3-siRNA 在胆管癌细胞中的沉默效率

q R T - P C R 结 果 显 示 ： 设 转 染 C A R M A 3 - 阴 性

对照序列的胆管癌细胞HUCCT1和RBE CARMA3 

mRNA相对表达水平为1，转染CARMA3-siRNA的

胆管癌细胞HUCCT1和RBE中CARMA3的相对表达

水平分别为0.438±0.082和0.311±0.037，经 t检

验，阴性对照组与CARMA3-siRNA组间CARMA3表

达水平差异具有统计学意义（HUCCT1：t=3.226，

P=0.036；RBE：t=4.171，P=0.027）（图2）。
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图 2　CARMA3-siRNA 在胆管癌细胞中的沉默效率
F i g u r e  2　S i l e n c e  e f f i c i e n c y  o f  C A R M A 3 - s i R N A  i n 

cholangiocarcinoma cells
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2.3  CARMA3 对胆管癌细胞增殖的影响  

C C K - 8 结 果 显 示 ， 自 转 染 后 第 2 日 起 转 染

CARMA3-阴性对照序的HUCCT1和RBE细胞OD值

明显高于CARM3-siRNA组。经方差分析，两组的

细 胞 增 殖 水 平 差 异 具 有 统 计 学 意 义 （ H U C C T 1 ：

F=14.543，P=0.007；RBE：F=9.543，P=0.012）

（图3）。

2.4  CARMA3 对胆管癌细胞凋亡的影响  

流 式 细 胞 术 检 测 凋 亡 结 果 显 示 ： 转 染

C A R M A 3 - 阴 性 对 照 序 的 H U C C T 1 和 R B E 细 胞

早 期 凋 亡 细 胞 比 例 为 （ 1 . 3 2 1 ± 0 . 1 5 5 ） % 和

（ 1 . 9 2 3 ± 0 . 1 2 4 ） % ， 转 染 C A R M A 3 - s i R N A

的 H U C C T 1 和 R B E 细 胞 早 期 凋 亡 细 胞 比 例 为

（ 1 3 . 2 3 5 ± 2 . 5 1 5 ） % 和 （ 1 0 . 8 7 2 ± 2 . 3 2 4 ） % 。

经 t检验，两组的细胞凋亡细胞比例差异具有统计

学意义（HUCCT1： t=5 .843，P=0 .017；RBE：

t=4.712，P=0.021）（图4）。
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图 4　CARMA3 基因沉默对胆管癌细胞凋亡的影响
Figure 4　Effect of CARMAE gene silencing on apoptosis in 

cholangiocarcinoma cells

2.5  CARMA3 对胆管癌细胞周期的影响

流 式 细 胞 术 检 测 周 期 结 果 显 示 ： 转 染

C A R M A 3 - 阴 性 对 照 序 的 H U C C T 1 和 R B E 细

胞 G 1 期 细 胞 比 例 为 （ 5 4 . 3 2 3 ± 5 . 3 2 1 ） %

和 （ 4 5 . 3 2 2 ± 4 . 1 2 3 ） % ， 转 染 C A R M A 3 -

s i R N A 的 H U C C T 1 和 R B E 细 胞 G 1 期 细 胞 比 例 为

（ 7 0 . 7 2 7 ± 4 . 3 1 9 ） % 和 （ 6 3 . 3 4 2 ± 5 . 5 5 2 ） % 。

经 t检 验 ， 两 组 的 细 胞 G 1期 细 胞 差 异 具 有 统 计 学

意 义 （ H U C C T 1 ： t = 3 . 2 7 9 ， P= 0 . 0 3 8 ； R B E ：

t=3.413，P=0.035）（图5）。

2.6  CARMA3 对胆管癌细胞迁移能力的影响

Transwell细胞迁移结果显示：转染CARMA3-

阴 性 对 照 序 的 H U C C T 1 和 R B E 细 胞 转 移 细 胞 数 目

为 1 3 3 . 2 3 9 ± 3 2 . 5 2 9 和 1 2 1 . 3 9 4 ± 2 4 . 6 4 2 ， 转 染

C A R M A 3 - s i R N A 的 H U C C T 1 和 R B E 细 胞 转 移 细

胞 数 目 为 5 4 . 3 2 5 ± 2 3 . 1 0 5 和 4 2 . 1 9 5 ± 1 0 . 4 2 3 。

经 t检 验 ， 两 组 的 转 移 细 胞 数 目 差 异 具 有 统 计 学

意 义 （ H U C C T 1 ： t = 3 . 5 1 9 ， P= 0 . 0 3 2 ； R B E ：

t=3.761，P=0.029）（图6）。

2.7  CARMA3 对胆管癌细胞侵袭的影响

Transwell细胞侵袭结果显示：转染CARMA3-

阴 性 对 照 序 的 H U C C T 1 和 R B E 细 胞 侵 袭 细 胞 数

目 为 9 4 . 5 4 1 ± 2 8 . 5 3 2 和 6 5 . 1 7 6 ± 2 3 . 5 4 1 ， 转 染

C A R M A 3 - s i R N A 的 H U C C T 1 和 R B E 细 胞 侵 袭 细

胞 数 目 为 3 5 . 8 1 9 ± 1 5 . 3 9 4 和 3 1 . 5 7 1 ± 1 4 . 5 6 2 。

经 t检 验 ， 两 组 的 侵 袭 细 胞 数 目 差 异 具 有 统 计 学

意 义 （ H U C C T 1 ： t = 4 . 6 4 2 ， P= 0 . 0 2 5 ； R B E ：

t=3.547，P=0.034）（图7）。
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图 3　CARMA3 基因沉默对胆管癌细胞增殖的影响
Figure 3　Effect of CARMAE gene silencing on proliferation of cholangiocarcinoma cells
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3　讨　论
  

本 研 究 通 过 q R T - P C R 检 测 了 C A R M A 3 在 胆

管 癌 细 胞 系 及 正 常 胆 管 细 胞 系 中 的 表 达 水 平 差

异，结果显示CARMA3在胆管癌细胞系中的表达

水 平 显 著 上 调 。 而 后 利 用 C C K - 8 、 流 式 细 胞 术 和

T r a n s w e l l 实 验 检 测 了 C A R M A 3 对 胆 管 癌 细 胞 增

殖 、 凋 亡 、 周 期 、 侵 袭 及 转 移 的 影 响 。 结 果 显 示

沉默胆管癌细胞中CARMA3的表达，可促进胆管

癌 细 胞 凋 亡 ， 抑 制 细 胞 增 殖 、 侵 袭 及 转 移 ， 并 阻
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图 6　CARMA3 基因沉默对胆管癌细胞转移的影响
Figure 6　Eff ect of CARMAE gene silencing on cell migration in cholangiocarcinoma cells
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图 7　CARMA3 基因沉默对胆管癌细胞侵袭的影响
Figure 7　Eff ect of CARMAE gene silencing on invasion in cholangiocarcinoma cells
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Figure 5　Eff ect of CARMAE gene silencing on cell cycle in cholangiocarcinoma cells
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滞细胞周期于G 1期。本研究结果提示CARMA3在

胆管癌发生进展中发挥致癌基因的作用。 

CARMA3是细胞支架蛋白，在多种肿瘤细胞

中均可促进细胞增殖、侵袭及转移，如膀胱癌[16]、 

肺 癌 [ 1 7 ] 等 。 与 既 往 研 究 一 致 ， 本 研 究 结 果 亦 显

示 ， C A R M A 3 可 促 进 胆 管 癌 细 胞 增 殖 、 侵 袭 及

转 移 ， 并 抑 制 细 胞 凋 亡 。 既 往 机 制 研 究 结 果 显 示

EGFR和GPCR可诱导细胞形成由CARMA3及其下

游信号分子BCL10和MALT1组成的复合体 [18]，并

进一步活化IKK。IKK可诱导I-κB的降解，从而活

化NF -κB，并与DNA结合促进靶基因的转录 [19]。

此外，被活化的NF-κB可促进超过150个靶基因转

录 ， 包 括 大 量 在 细 胞 增 殖 、 成 管 、 转 移 、 凋 亡 、

和化疗抵抗的基因，是潜在的治疗靶点 [ 20]。研究

表明抑制NF -κB通路可导致细胞周期阻滞 [21]，侵

袭转移能力下降 [22]。更为重要的是，研究 [23]显示

N F - κ B 在 胆 管 癌 中 表 达 异 常 上 调 ， 抑 制 N F - κ B

可 在 体 内 和 体 外 水 平 降 低 胆 管 癌 细 胞 的 增 殖 能

力 ， 并 促 进 胆 管 癌 细 胞 对 化 疗 药 物 的 敏 感 性 。 因

CARMA3可活化NF-κB通路，且NF-κB通路可促

进 胆 管 癌 的 增 殖 及 化 疗 抵 抗 。 而 本 研 究 中 发 现 ，

CARMA3在胆管癌细胞中高表达，并可促进胆管

癌细胞增殖和转移。因此，笔者认为CARMA3可

能 是 通 过 活 化 N F - κ B 而 发 挥 其 致 癌 分 子 作 用 ，

从 而 促 进 胆 管 癌 细 胞 增 殖 、 侵 袭 及 转 移 。 考 虑 到

NF -κB在胆管癌细胞化疗抵抗中同样发挥着重要

作用 [23-25]，而CARMA3又与NF -κB通路存在着密

切 的 关 系 ， 因 此 ， 笔 者 拟 在 后 续 研 究 中 进 一 步 探

讨CARMA3与胆管癌细胞化疗抵抗之间的关系，

更深入探索CARMA3与NF-κB通路之间的关系。

综上，本研究通过qRT -PCR、CCK -8、流式

细 胞 术 、 及 T r a n s w e l l 实 验 证 实 C A R M A 3 在 胆 管

癌 细 胞 中 表 达 上 调 ， 并 可 促 进 胆 管 癌 细 胞 增 殖 、

转 移 、 侵 袭 ， 并 抑 制 细 胞 凋 亡 。 C A R M A 3 发 挥

癌 基 因 作 用 的 具 体 分 子 机 制 及 其 在 化 疗 抵 抗 方 面

的 功 能 仍 需 进 一 步 的 研 究 明 确 。 本 研 究 结 果 提 示

CARMA3在胆管癌中为潜在的致癌分子，可能是

潜在的治疗靶点。
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