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水通道蛋白 9 对肝癌细胞迁移能力的影响
郑玉杰，苗雄鹰

（中南大学湘雅二医院 肝胆外科，湖南 长沙 410011）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：通过油酸诱导肝癌 HepG2 细胞水通道蛋白 9（AQP9）的表达观察后者对 HepG2 细胞株迁移

能力的影响。

方法：HepG2 细胞经不同处理后（0、250、500 μmol/L 油酸处理或 AgNO3+500 μmol/L 油酸处理），

用 Western blot 法检测 AQP9 蛋白的表达，细胞划痕实验检测细胞迁移能力。

结果：经油酸处理后，HepG2 细胞 AQP9 蛋白表达增加，细胞迁移能力增强，且呈浓度依赖性（均

P<0.05），油酸的上述作用被预先给予水通道蛋白抑制剂 AgNO3 所取消。

结论：肝癌 HepG2 细胞的迁移能力与其 AQP9 表达有关，AQP9 表达越高细胞的侵袭力越强。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(7):921-925]
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effect of aquaporin-9 expression on migratory ability of liver cancer cells
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ABSTRACT Objective: To observe the influence of aquaporin 9 (AQP9) on migratory ability in liver cancer HepG2 cells 
through induction of its expression by oleic acid.

Methods: In HepG2 cells following different treatment (treatment of 0, 250, and 500 μmol/L oleic acid, or 

treatment of AgNO3+500 μmol/L oleic acid), the AQP9 protein expression was determined by Western blot 

analysis and cellular migratory ability was measured by scratch assay, respectively.

Results: After oleic acid treatment, the AQP9 protein expression was significantly up-regulated in HepG2 

cells, and their migratory ability was significantly increased, which all presented a concentration-dependent 

manner (all P<0.05), while, these effects of oleic acid were abolished by pretreatment of the aquaporin 

inhibitor AgNO3.

Conclusion: The migratory ability of liver cancer HepG2 cells is associated with the AQP9 expression, which is 

the higher the AQP9 expression, the stronger the migratory ability of the HepG2 cells. 

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(7):921-925]
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水 通 道 蛋 白 9（AQP9） 在 肝 脏 中 表 达 丰 富，

主 要 分 布 在 面 向 门 静 脉 的 肝 窦 状 隙 质 膜 上， 除 了

转运水以外还可以跨膜转运甘油、尿素、CO2、氨、

嘌呤、嘧啶等物质 [1]，正因为其对水、甘油等物质

的通透性从而参与了许多肝脏的生理及病理过程。

研究 [2] 显示油酸可以通过磷脂酰肌醇 -3 激酶 / 丝

氨 酸 苏 氨 酸 蛋 白 激 酶 和 p38 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

途径调节水通道蛋白 9 的表达，且低剂量油酸对肝

癌细胞无伤害 [3]。目前发现硝酸银（AgNO3）是水

通道蛋白强有力的抑制剂 [4]。研究 [5-6] 表明在肝癌

组织中 AQP9 的表达低于正常组织及癌旁组织，且

与肿瘤的分化程度有关。同属水通道蛋白家族的水

通道蛋白 3 等可以促进肿瘤的迁移 [7]，故笔者推测

AQP9 同样可能与肝癌细胞的迁移有关。本研究探

讨肝癌细胞中 AQP9 的表达受油酸调节及其对肝癌

细胞迁移能力的影响。

1　材料与方法

1.1  人肝癌细胞的培养

人 肝 癌 细 胞 株 HepG2（ 购 自 中 国 科 学 院 上 海

细胞库），细胞用含 10% 已经灭活的胎牛血清（购

自 Hyclone）的 DMEM 培养基（购自 Hyclone）做

培养基（添加青霉素至最终浓度 100 U/mL 和链霉

素最终浓度为 100 U/mL）于 37 ℃，5% CO2 条件

下培养。

1.2  HepG2 肝癌细胞的处理及分组

将 HepG2 肝癌细胞接种于 6 孔板并分为 4 组。

前 3 组 以 Dae-Ho Lee 等 的 方 法 按 3 个 浓 度 梯 度

添 加 油 酸 溶 液（0、250、500 μmol/L）， 油 酸

（ 购 自 Sigma 公 司） 与 BSA（ 牛 血 清 白 蛋 白， 购

自 Roche 公 司 ） 以 3:1 的 摩 尔 比 混 合 [3]。 第 4 组

参 考 Vázquez-Meza 等 [8] 的 方 法， 先 加 入 AgNO3

（3×10-5 mol/L） 在 37 ℃，5% CO2 条 件 下 培 养

30 min 预处理后，再加入 500 μmol/L 油酸溶液。

所有细胞在 37 ℃，5% CO2 的培养箱中培养 24 h，

培养后的细胞样品提取蛋白质后用 Western blot 检

测 AQP9 表达程度，用划痕实验检测细胞迁移能力。

1.3  提取细胞总蛋白

不同处理组 HepG2 肝癌细胞经培养后，吸净

培 养 液， 用 预 冷 的 PBS（ 磷 酸 盐 缓 冲 液） 洗 细 胞 

2 次，裂解液中加入蛋白酶和磷酸酶抑制剂。吸净

PBS，加入 200 μL RIPA（裂解液），用细胞刮刀刮

取贴壁细胞，将细胞及裂解液转移至预冷的微量离

心管中，4 ℃摇动 30 min，4 ℃、12 000 r/min 离心

20 min，吸取上清转移至新预冷的微量离心管中并

置于冰上，即为总蛋白溶解液。BCA（二辛可宁酸）

法测定总蛋白浓度，-70 ℃保存。

1.4  Western blot 蛋白质印迹实验方法

按 SDS-PAGE（ 十 二 烷 基 硫 酸 钠 聚 丙 烯 酰 胺

凝 胶 电 泳 ） 凝 胶 制 备 试 剂 盒 说 明 书 配 置 15% 的

SDS-PAGE 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶； 取 测 完 蛋 白 浓 度 的

总 蛋 白 的 细 胞 裂 解 液 样 品， 加 入 上 样 缓 冲 液 后 

100 ℃变性 5 min，将样品加入 SDS-PAGE 凝胶上

样孔，80 V 电压跑胶，待溴酚蓝进入分离胶后将

电压调为 120 V；结束电泳，按照滤纸 - 凝胶 - 硝

酸纤维素膜 - 滤纸的顺序装好转膜装置，调整电泳

条 件 为 恒 流 20 mA/ 板， 约 2 h， 转 移 条 件 为 恒 压

300 V，约 2 h；封闭液（含 5% 脱脂奶粉的 TBST

洗涤缓冲液）室温轻摇封闭 3 h；用封闭液按 1:500

稀释一抗，将膜和稀释后的抗体封闭在封口膜中，

4 ℃过夜；用封闭液按 1:3 000 稀释二抗，37 ℃摇

动 1 h，TBST 漂 洗 3 遍； 将 化 学 发 光 底 物 涂 在 膜

上 显 色， 压 片、 曝 光、 显 影、 定 影。 获 得 目 标 条

带经光密度扫描仪扫描，应用 Gel-ProAnalyzer 4.0

软件测定光密度值，并与 β-actin 光密度进行校正，

取平均光密度比值进行统计学处理。

1.5  体外细胞迁移实验（划痕）

6 孔板预涂聚赖氨酸（30 μg/mL），并用 BSA

封闭。用 marker 笔在 6 孔板背后，每隔 0.5~1 cm 

均 匀 划 横 线， 横 穿 过 孔， 每 孔 5 条。 在 孔 中 加 入

约 5×105 个细胞，培养至 90% 融合，无血清饥饿

过夜。用 200 μL 移液头尖端轻轻划过细胞培养板 ,

造成宽度为 300~500 μm 的无细胞划痕区，枪头进

行 细 胞 划 痕 后 PBS 清 洗 3 次， 再 加 入 含 有 系 列 浓

度 油 酸 的 无 血 清 培 养 基， 培 养 24 h， 分 别 于 0 和

24 h 经 显 微 镜 下 观 察、 照 相 测 量 伤 口 宽 度。 细 胞

迁移比率 =（实验组划痕距离 / 无药物组）。

1.6  统计学处理

用 SPSS 统计软件进行数据统计分析，各指标

以 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 多 组 数 据 间 的 比

较采用单因素方差分析，单因素方差分析若具有统

计学差异则再进行 LSD-t 检验，两两比较各组间的

差异，P<0.05 为差异有统计学意义。
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2　结　果

2.1  油酸上调 HepG2 细胞 AQP9 蛋白的表达

Western blot 结 果 显 示， 肝 癌 HepG2 细 胞 中

AQP9 表达的强度随着油酸浓度的增加，AgNO3 预

处理能明显抑制 AQP9 的表达（图 1A）；Western 

blot 结 果 显 示，AQP9 的 相 对 表 达 量 在 0、250、

500 油 酸 组 与 AgNO3+500 μmol/L 油 酸 组 分 别 为

0 . 6 7 9±0 . 0 33、0 .8 0 4±0 . 0 2 6、1.12 4±0 . 015、

0.670±0.025， 各 组 间 差 异 有 统 计 学 意 义

（F=207.189，P<0.001）。AgNO3+500 μmol/L 油

酸组 AQP9 表达量与对照组（0 μmol/L 油酸组）比

较差异无统计学意义（P=0.667）（图 1B）。

2.2  AQP9 表达上调对 HepG2 细胞迁移能力的

影响

划 痕 结 果 显 示，肝 癌 HepG2 细 胞 的 迁 移 能 力

随 着 油 酸 浓 度 的 增 加 而 增 强，0、250、500 μmol/L 

油 酸 组 与 AgNO3+500 μmol/L 油 酸 组 的 迁 移 比 率

分 别 为 1±0.026、0.813±0.044、0.533±0.079、

1.008±0.028，组间差异有统计学意义（F=123.182，

P<0.001），应 用 AgNO3 抑 制 了 AQP9 后，HepG2

肝癌细胞胞株的迁移能力与对照组（0 μmol/L 油酸

组）比较，差异无统计学意义（P=0.793）（图 2）。

3　讨　论

肝 细 胞 癌 是 世 界 上 最 常 见 且 恶 性 程 度 最 高 的

肿瘤之一。病毒性肝炎是肝癌的重要病因 [9]。肝癌

具有高度侵袭性、转移较早、复发率较高、预后较

差等的临床特征，肿瘤的侵袭和转移是影响肝癌患

者 生 存 期 的 重 要 因 素 而 转 移 是 其 病 死 率 高 的 主 要

原因。然而，关于肝癌侵袭转移的具体机制还不清
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图 1　Westen blot 检测 AQP9 蛋白表达　　A：各组蛋白条带；B：各组 AQP9 相对表达量
Figure 1　Western blot analysis for AQP9 protein expression　　A: Protein bands of each group; B: AQP9 relative level of each group

图 2　细胞迁移能力检测　　A：各组细胞划痕的结果（×100）；B：各组细胞迁移比率的比较
Figure 2　Cell migration ability measurement　　A: Results of the scratch test in each group (×100); B: Comparision of the cell migration 

rate among groups
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楚 , 研究肝癌转移的机制对探索有效的肝癌治疗方

法意义重大 [10]。

AQP9 是一种在肝脏细胞膜上表达丰富的跨膜

水通道蛋白，主要参与水、甘油、尿素等多种物质

的跨膜转运，既往的研究主要是 AQP9 与肝脏糖脂

代谢 [11]、胆汁分泌 [12]、肝细胞细胞凋亡 [13]、肝硬

化 [14]、非酒精性脂肪肝 [15] 等肝脏生理、病理过程

的关系。近年来，水通道蛋白在肿瘤细胞的表达及

其与肿瘤的关系的研究逐渐成为肿瘤研究的热点，

有研究 [16-17] 显示 AQP9 与脑肿瘤和卵巢恶性肿瘤

的形成有关。AQP9 在肝癌组织低表达的原因可能

是 AQP9 的 低 表 达 增 强 了 肝 癌 细 胞 对 凋 亡 的 抵 抗 

力 [18]，而肝癌转移灶中 AQP9 的表达以及肝癌细胞

转移过程中 AQP9 的表达是否增高还需进一步研究。

目前关于肝癌迁移的相关研究较多，主要研究

对象为信号通路途径中的某些重要因子，如 Notch

信号通路可以通过调控 COX-2/Snail/E-cadherin 通

路来参与肝癌细胞的迁移过程 [19]。然而追踪国内外

文献，未见 AQP9 对肝癌细胞迁移能力的相关研究。

本 研 究 探 索 了 AQP9 在 肝 癌 细 胞 迁 移 中 的 作

用。通过 Western blot 检测出在不同浓度油酸作用

下 HepG2 肝 癌 细 胞 株 AQP9 的 表 达 强 度， 结 果 显

示 油 酸 可 以 上 调 AQP9 的 表 达， 呈 浓 度 依 赖 性。

而 当 AQP9 表 达 强 度 增 强 后， 划 痕 实 验 结 果 显 示

HepG2 肝 癌 细 胞 的 迁 移 能 力 也 随 之 增 强。 本 实 验

中 应 用 了 AQP9 抑 制 剂 AgNO3 预 处 理 后， 结 果 显

示油酸上调 AQP9 表达及对 HepG2 肝癌细胞迁移

能力增强的作用消失，这进一步证明了 AQP9 的表

达可以增强 HepG2 肝癌细胞的迁移能力。

由 于 AQP9 影 响 肝 癌 细 胞 的 迁 移 能 力， 迁 移

是肿瘤转移的关键环节，说明 AQP9 可能是参与肝

癌转移的一个重要分子。而且与其它影响肝癌迁移

的 因 素 不 同， 它 不 仅 影 响 肝 癌 的 迁 移 而 且 还 参 与

了 与 物 质 转 运 有 关 的 肝 癌 的 众 多 代 谢 过 程， 同 时

AQP9 作为一种蛋白产物，可能是众多影响肝癌细

胞迁移信号通路因素的最终效应分子，直接影响肝

癌细胞的迁移。故以 AQP9 为治疗靶点，将可能更

有效的抑制肝癌细胞的迁移。AQP9 促进肝癌细胞

迁移能力的机制尚不明确。可能是 AQP9 促进水分

子快速的跨膜流动，使得细胞膜内外的渗透压能够

迅速的改变，这种渗透压的快速变化是细胞板状伪

足形成的动力，可以促进细胞变形迁移 [20]。

本实验通过对 HepG2 肝癌细胞株的研究证实，

AQP9 的 表 达 受 到 油 酸 调 节， 且 呈 浓 度 依 赖 性；

AQP9 的表达提高了 HepG2 肝癌细胞的迁移能力。

这为肝癌的治疗提供新的研究方向。
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