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线粒体融合素基因２对肝癌细胞凋亡的影响
及其机制
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（华中科技大学同济医学院附属协和医院 普通外科，湖北 武汉 ４３００２０）

　　摘要：目的　探讨外源性线粒体融合素基因２（ｍｆｎ２）对肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２凋亡的影响及其机
制。方法　利用脂质体 ２０００将质粒 ｍｆｎ２转染 ＨｅｐＧ２细胞。ＲＴＰＣＲ检测转染后细胞 ｍｆｎ２ｍＲＮＡ的表

达水平；ＷｅａｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测 ｍｆｎ２蛋白的表达；ＭＴＴ检测 ｍｆｎ２对 ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响；ＡｎｎｎｅｘｉｎＶ／

ＰＩ双标记法检测转染前后细胞凋亡的变化；ＲＴＰＣＲ检测凋亡相关基因的表达；电镜观察超微结构的

变化。结果　 转染 ｍｆｎ２基因的 ＨｅｐＧ２细胞可以稳定表达 Ｍｆｎ２蛋白；ＭＴＴ实验提示转染 ｍｆｎ２基因后，

ＨｅｐＧ２细 胞 增 殖 受 到 抑 制；转 染 组 与 转 染 空 质 粒 组 和 空 白 对 照 组 相 比 前 者 可 促 进 细 胞 凋 亡

（Ｐ＜０．０５）；电镜示 ｍｆｎ２转染后 ＨｅｐＧ２细胞线粒体嵴断裂、消失、基质疏松；ＲＴＰＣＲ结果示 Ｂｃｌ２和

ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因表达下调。结论　外源性 ｍｆｎ２基因可抑制 ＨｅｐＧ２细胞的增殖，诱导其凋亡。凋亡相关基

因的表达下调可能是其诱导凋亡的机制。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（７）：６７３－６７７］
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　　恶性肿瘤是一种多基因异常疾病，包括原癌
基因的激活或抑癌基因的突变、失活或缺失等。

基因治疗的临床应用为恶性肿瘤的治疗提供了良

好的 前 景。线 粒 体 融 合 素 基 因２（ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ２
ｇｅｎｅ，ｍｆｎ２）是我国学者陈光惠在对血管平滑肌细
胞的 ｃＤＮＡ文库进行筛选时分离获得的一个新基
因，它具有重要的调节血管平滑肌细胞的增殖作

用［１］；在维持线粒体融合、线粒体形态、新陈代谢

等方面也发挥了重要作用［２］。ｍｆｎ２在细胞凋亡尤
其是对肿瘤细胞凋亡的影响已引起关注，但现仍

知之甚少。笔者在前期的实验中已经构建了该基

因的真核表达载体及稳定表达该基因的肝癌细胞

株，本研究拟通过体外转染 ｍｆｎ２基因至肝癌细胞
ＨｅｐＧ２，探讨其对肝癌细胞凋亡的影响及可能的
作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２购自武汉大学中国典型培

养物保藏中心；重组真核表达质粒 ｐＥＧＦＰｍｆｎ２由
本实验室构建；ｍｆｎ２引物、内参照 βａｃｔｉｎ引物、
ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ抽提试剂、多聚酶链反应试剂盒、ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基、新生牛血清等购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司；ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；四甲基
偶氮唑蓝盐（ＭＴＴ）、免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）化学
发光试剂、硝酸纤维素膜、ｍｆｎ２单克隆抗体购自
美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒
购自 深 圳 晶 美 生 物 工 程 有 限 公 司；ＦＥＩＴｅｃｎａｉ
Ｇ２１２型透射电子显微镜（荷兰）由本校同济医学
院提供。

１．２　实验方法
１．２．１　实验分组　（１）基因转染组：ＨｅｐＧ２细胞
在含 １０％新生牛血清的改良型 ＲＰＭＩ１６４０培养基
中培养、传代。取 ５×１０５个细胞／孔接种 ６孔培
养板，３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中过夜培养至 ８０％
～９０％汇合；每孔细胞中加入含 ｐＥＧＦＰｍｆｎ２质粒
４μｇ／孔及 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００１０μＬ／孔的无血清培
养基，４ｈ后更换含血清培养基。（２）转染 ｐＥＧＦＰ
组：将 ｐＥＧＦＰＮ２空载体如上述方法转染 ＨｅｐＧ２
细胞。（３）空白对照组：将正常培养的 ＨｅｐＧ２细
胞做空白对照。

于转染后 ４８ｈ收集细胞，流式细胞仪检测转
染效率。

１．２．２　逆转录多聚酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）检测
ｍｆｎ２基因的表达　消化收集转染 ｍｆｎ２细胞，按
Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书提取细胞总 ＲＮＡ。根据基因
库（ＧｅｎｅＢａｎｋ）中 ｍｆｎ２序列设计一对特异性引物：
５′ＡＴＧＴＣＣＣＴＧＣＴＣＴＴＣＴＣＴＣ３′；５′ＣＴＡＴＣＴＧＣＴＧＧ

ＧＣＴＧＣＡＧ３′。ＰＣＲ反应条件：９４℃ ３０ｓ，５５℃
４５ｓ，７２℃ １．５ｍｉｎ，７２℃延伸 ７ｍｉｎ；共 ３０个循
环。ＰＣＲ产物 ２５μＬ上样琼脂糖凝胶，５０Ｖ电泳
３０～４５ｍｉｎ后照相。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的蛋白的表达　取
４０μｇ细胞裂解液与上样缓冲液混合，煮沸 １０ｍｉｎ
后上样，行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳；电转移法
将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜，甲醇固定，在含 ５％脱脂
奶粉的封闭液４℃过夜。一抗稀释度为１∶１０００，
室温孵育 ２ｈ；二抗稀释度为 １：１０００，室温孵育
２ｈ后用 ＥＣＬ化学发光试剂盒处理并暗室显影。
以 βａｃｔｉｎ为内参照。图像运用 Ｑｕａｎｔｉｔｉｖｅｏｎｅ软件
进行分析，用 ｍｆｎ２蛋白条带与 βａｃｔｉｎ条带的积
分密度比值表示其蛋白水平。

１．２．４　ＭＴＴ法检测细胞增殖情况　取对数生长
期的 ＨｅｐＧ２细胞，按 １×１０３个细胞／孔铺于 ９６孔
板中，２４ｈ后分为 ３组，即转染 ｐＥＧＦＰｍｆｎ２组、转
染 ｐＥＧＦＰ组和空白对照组，每组 ５个平行孔。分
别于转染 １，２，３，４，５ｄ每孔加５ｇ／ＬＭＴＴ２０μＬ，
培养 ４ｈ，弃培养基，每孔加 ＤＭＳＯ１５０μＬ，充分振
荡 １０ｍｉｎ，在全自动酶标仪上检测 ４９０ｎｍ吸光度
值（Ａ值）。计算细胞增殖抑制率（％）＝（１－实
验组 Ａ值／空白对照组 Ａ值）×１００％。重复 ３次
取平均值并绘制生长曲线。

１．２．５　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双标法检测细胞凋亡　于
转染后 ４８ｈ，分别取 １×１０６ 个转染 ｐＥＧＦＰｍｆｎ２
组、转染 ｐＥＧＦＰ组和空白对照组细胞，冰磷酸盐缓
冲液洗涤细胞 ２次；离心后 ２００μＬ结合缓冲液重
悬细胞，加 ５μＬＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ及 １０ｕＬ碘化丙啶
（ＰＩ），避光保存 １５ｍｉｎ；加 ３００μＬ结合缓冲液，
上流式细胞仪检测。结果用 Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件分析。
每组重复 ３次，取均值。
１．２．６　透射电镜观察细胞形态学变化　细胞转
染 ４８ｈ后，消化收集 ２×１０６ 个转染 ｐＥＧＦＰｍｆｎ２
组、转染 ｐＥＧＦＰ组和 空白对 照组 细胞，分别以
８００ｒ／ｍｉｎ和 １５００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，加 ４℃预冷
的 ２．５％戊二醛固定；按本院电镜室操作规程处
理细胞，用透射电子显微镜进行观察。

１．２．７　凋亡相关基因的表达　消化收集转染后
ｍｆｎ２细胞，按 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书提取细胞总
ＲＮＡ，根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ中 Ｂｃｌ２及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的序列设
计特异性引物。Ｂｃｌ２引物：５′ＧＧＡＡＡＴＡＴＧＧＣＧ
ＣＡＣＧＣＴ３′，５′ＴＣＡＣＴＴＧＴＧＧＣＣＣＡＧＡＴ３′。

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ引物：５′ＡＣＣＡＡＧＧＧＴＴＡＡＴＴＣＴＴＣＡ３′，
５′ＡＧＧＡＣＣＡＣＣＧＣＡＴＣＴＣ３′。

βａｃｔｉｎ引物：５′ＧＴＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡ３′，
５′ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′。ＰＣＲ 反 应
条件如前。
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１．３　统计学处理
实验 结 果 以 （ｘ±ｓ）表 示，实 验 数 据 采 用

ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行处理。组间比较使用方
差分析和 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结　果

２．１　转染效率
流式细胞仪检测绿色荧光强度，空白对照组、

转染 ｐＥＧＦＰ组、ｐＥＧＦＰｍｆｎ２组分别依次为（０．６±
０．２）％，（４９．７±３．４）％和（５１．０±３．８）％。说
明转染成功。

２．２　ｍｆｎ２基因的表达
转染 ｍｆｎ２基因组可见大小约 ２２７４ｂｐ的条

带表达（图 １），符合目的基因片段大小；转染空质
粒组和空白对照组中未见相应的条带。表明转染

后细胞可以稳定表达 ｍｆｎ２基因。
２．３　ｍｆｎ２蛋白的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测转染 ｐＥＧＦＰｍｆｎ２细胞和未
转染细胞 Ｍｆｎ２蛋白表达水平，以 βａｃｔｉｎ为内参
照。可见 ｍｆｎ２蛋白在转染基因组细胞中表达，与
βａｃｔｉｎ积分密度比值为 ０．３６２，而在未转染组细
胞中未见表达（图 ２）。表明转染细胞可较稳定地
表达 ｍｆｎ２蛋白。
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图 １　 转染后 ＨｅｐＧ２细胞 ｍｆｎ２ｍＲＮＡ表达水平 　
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＧＦＰｍｆｎ２转染细胞；２：转
染空质粒细胞；３：空白对照组

２．４　细胞生长曲线
转染 ＨｅｐＧ２细胞 ２４ｈ后，ＭＴＴ法检测结果显

示。随时间的延长，转染 ｐＥＧＦＰｍｆｎ２组活细胞数
明显低于转染空质粒 ｐＥＧＦＰ组与对照组，差异有
显著性 （Ｐ＜０．０５）；而转染空质粒 ｐＥＧＦＰ组细胞
数与对照组比较差异无显著性（图 ３）。
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图 ２　转染后 ＨｅｐＧ２细胞 ｍｆｎ２蛋白水平表达　１：ｍｆｎ２
转染组细胞；２：未转染组细胞
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图 ３　ｍｆｎ２基因对 ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制作用

２．５　细胞凋亡情况
转染 ４８ｈ后，空白对照组、转染空质粒组及

ｐＥＧＦＰｍｆｎ２转染组细胞凋亡百分率分别为（１．５８±
０．３４）％，（２．１６±０．４９）％和（１６．８７±０．３５）％。
ｐＥＧＦＰｍｆｎ２转染组细胞与转染空质粒组及空白对
照组相比较，差异均有显著性 （Ｐ＜０．０５）；而转
染空质粒 ｐＥＧＦＰ组细胞数与对照组比较差异无显
著性。表明 ｍｆｎ２基因转染可诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋
亡（图 ４）。
２．６　电镜所见

转染 ｐＥＧＦＰｍｆｎ２组细胞 ４８ｈ，电镜下可见多
量凋亡细胞，核固缩，染色质边集、细胞裂解及凋

亡小体出现，并可见细胞内线粒体嵴断裂、消失，

基质疏松，部分线粒体肿胀排列于核周围；其他两

组未见明显凋亡细胞（图 ５）。
２．７　凋亡相关基因的表达

转染基因组转染后 ＨｅｐＧ２细胞 Ｂｃｌ２，ｓｕｒｖｉｖｉｎ
基因的表达水平进行分析（图 ６）。结果示转染组
的基因表达水平均降低，与对照组比较差异有显

著性（Ｐ＜０．０５）。提示转染后细胞凋亡的相关基
因下调，这可能是其促进凋亡的机制之一。
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图４　转染ｍｆｎ２后ＨｅｐＧ２细胞凋亡　Ａ：空白对照组；Ｂ：转染空质粒组；Ｃ：ｐＥＧＦＰｍｆｎ２转染组

图５　转染后细胞及线粒体超微结构变化　Ａ：正常细胞；Ｂ：正常细胞线粒体；Ｃ：凋亡细胞线粒体改变
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图６　转染后细胞凋亡相关基因ｍＲＮＡ表达水平　１：ＰＣＲｍａｒｋｅｒ；２：对照组；３：ｍｆｎ２转染组

３　讨　论

细胞增殖和细胞凋亡在恶性肿瘤的发生、发

展中发挥着重要作用。随着研究的深入，对其调

控机制的研究已从细胞质膜转向线粒体。在哺

乳动物细胞和酵母中，线粒体可以通过融合与分

裂之间的平衡调节其自身的大小和形态［３］，从而

维持线粒体发挥正常功能。线粒体融合蛋白

（ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ，ｍｆｎ）在哺乳动物有 ｍｆｎ１和 ｍｆｎ２，后者

定位于线粒体外膜，对线粒体的融合、形态和功

能起着重要的调节作用［４－５］。研究发现，ｍｆｎ２与
线粒体的能量代谢、膜电位、细胞呼吸等相关［６］，

而且 ｍｆｎ２基因在线粒体的新陈代谢、调节细胞信
号等方面也发挥重要作用［２］。进一步研究表明，

其可通过抑制 ＲａｓＲａｆＥＲＫＭＡＰＫ途径，有效地
阻遏血管平滑肌细胞周期和抑制细胞增殖，并可

通过活化线粒体凋亡途径促进大鼠血管平滑肌

凋亡［７］。
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ｍｆｎ２基因定位于人的 １号染色体短臂 ３６．２２
位置上；此区域为多种肿瘤的突变高发区，许多

肿瘤患者染色体的这一区带会出现缺失或易

位［８－９］。ｍｆｎ２的同源基因 ｒＨＳＧ在大鼠睾丸、肝
脏、心肌、脑组织中呈高表达，在肾、骨骼肌中较

高表达，在正常人的骨骼肌中呈高表达，乳腺、肝

脏组织中较高表达，在肝癌组织中低表达［１０］。

笔者前期实验已构建了 ｍｆｎ２基因的真核表
达质粒，并建立了稳定表达细胞株［１１］。为了探讨

ｍｆｎ２基因对肿瘤细胞的作用及其可能机制，本实
验通过 ＭＴＴ法检测 ｍｆｎ２基因转染后人 ＨｅｐＧ２细
胞的增殖情况，结果显示转染后细胞的增殖受到

抑制，说明外源性 ｍｆｎ２基因具有抑制肿瘤细胞增
殖的作用。但具体机制尚不明。双标法对细胞

凋亡的检测及对凋亡细胞超微结构的观察提示，

外源性 ｍｆｎ２基因可诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡，而且
可观察到凋亡的 ＨｅｐＧ２细胞及细胞内多数线粒
体的嵴完全断裂呈肿胀空泡样变，线粒体基质疏

松，部分线粒体的外膜破裂，且肿胀的线粒体紧

密地排列在核周围。说明转染 ｍｆｎ２基因后线粒
体的形态结构发生了改变，可能与细胞的增殖抑

制和 凋 亡 有 关。凋 亡 相 关 基 因 的 检 测 提 示，

ＨｅｐＧ２细胞凋亡发生的机制可能与凋亡抑制基因
Ｂｃｌ２和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的下调有关。Ｂｃｌ２是细胞
凋亡相关基因 Ｂｃｌ家族中的重要成员，编码一种
膜结合蛋白，定位于线粒体膜、核膜、内质网上，

主要通过阻滞线粒体释放细胞色素 Ｃ等物质来
发挥抑制细胞凋亡的作用［１２］。ｓｕｒｖｉｖｉｎ是凋亡抑
制蛋白家族（ＩＡＰ）中最小、作用最强的一员，ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ基因阻断细胞凋亡的途径是通过直接作用
于终末效应酶 －半胱氨酸蛋白酶 Ｃａｓｐａｓｅ３和
Ｃａｓｐａｓｅ７［１３－１４］。近期研究表明，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ可被认为
是 ｐ５３抑制基因，对 ｐ５３依赖性凋亡发挥转录抑
制作用［１５］。本实验可观察到 Ｂｃｌ２和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基
因的下调。笔者认为，ｍｆｎ２基因可能通过下调
Ｂｃｌ２及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ２基因，使线粒体释放细胞色素 Ｃ
等凋亡诱导因子增加，并可通过减弱对 Ｃａｓｐａｓｅ３
和 Ｃａｓｐａｓｅ７活性的抑制，使其活化，从而发挥诱
导细胞凋亡的作用。具体作用机制尚待研究证

实［１６］。

综上所述，外源性 ｍｆｎ２基因转染 ＨｅｐＧ２细胞
后可抑制细胞增殖，并可诱导细胞凋亡。其发挥

作用的机制可能与线粒体改变、调节凋亡相关基

因的表达有关。因此，ｍｆｎ２基因有可能系新的抑
癌基因。就认识肿瘤的发生发展及治疗而言，对

其进行深入研究可能有重要的潜在意义。
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