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摘要　 目的　 构建鼠源 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 真核表

达质粒，并观察其对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中

炎症相关因子分泌的影响及对 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞增殖和凋亡

的影响。 方法 　 通过 ＰＣＲ 扩增 ＮＵＰ８５ 基因，构建 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 真核表达质粒。 将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ ×
Ｆｌａｇ⁃ｃ 载体进行酶切。 纯化的 ＰＣＲ 产物与载体连接，将连接

产物转化细菌感受态细胞。 酶切鉴定后，再进行测序和比对

分析。 然后将其转染至 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中，通过 ＣＣＫ⁃８ 实

验和流式细胞术检测其对 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞增殖

和凋亡的影响，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术和 ＥＬＩＳＡ 法检测

ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素⁃６
（ＩＬ⁃６）的表达情况。 结果　 酶切鉴定和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 真核表达质粒成功构建和表

达。 ＣＣＫ⁃８ 实验结果显示：２４ ｈ 后过表达 ＮＵＰ８５ 组细胞的

存活率显著低于对照组［（０. ５５ ± ０. ０３）ｖｓ（０. ６７ ± ０. ０５），Ｆ ＝
３０. ９８，Ｐ ＜ ０. ０５］。 流式细胞术结果显示：过表达 ＮＵＰ８５ 组

细胞的凋亡率高于对照组［（１５. ７８ ± １. ０５）％ ｖｓ （１３. ４０ ±
０. ４７）％ ，Ｆ ＝ ７５. ３８，Ｐ ＜ ０. ０５］。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＥＬＩＳＡ 结果

显示：转染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒后，ＲＡＷ２６４. ７
细胞中的 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 表达较对照组升高，差异均有统计学

意义（ Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 结论 　 ＮＵＰ８５ 能够抑制 ＬＰＳ 刺激的

ＲＡＷ２６４. ７ 细胞的增殖并促进其凋亡，并且 ＮＵＰ８５ 促进 ＬＰＳ
刺激的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中炎症因子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的表达。
关键词　 ＮＵＰ８５；ＲＡＷ２６４. ７ 细胞；增殖；凋亡；肿瘤坏死因

子⁃α；白细胞介素⁃６
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　 　 核孔蛋白 ８５（Ｎｕｃｌｅｏｐｏｒｉｎ ８５，ＮＵＰ８５）是核孔复

合体（Ｎｕｃｌｅａｒ ｐｏｒｅ ｃｏｍｐｌｅｘ，ＮＰＣ）中 ＮＵＰ１０７ ～ １６０

亚复合体 （同义 Ｙ 复合体） 的 ９ 个成员之一［１］。
ＮＰＣ 是指镶嵌在核孔上的一种复杂结构，主要调节

大分子跨核膜的运输。 单个核孔蛋白具有基因表达

调控、ＤＮＡ 修复、调控细胞凋亡等作用［２］。 研究［３］

表明，ＮＵＰ８５ 可与巨噬细胞上表达的 Ｃ⁃Ｃ⁃趋化因子

受体（Ｃ⁃Ｃ⁃ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，ＣＣＲ）２ 和 ＣＣＲ５ 相

互作用，促进趋化信号传导。 此外，ＮＵＰ８５ 还可以

通过调节肿瘤相关巨噬细胞调节肿瘤进展，并对炎

症具有一定作用［４］，但具体调控作用及机制尚不清

楚。 而炎症是肿瘤进展的关键因素，对调节免疫细

胞进出肿瘤微环境具有重要作用。 肿瘤细胞产生各

种细胞因子和趋化因子，吸引白细胞，包括肿瘤坏死

因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α） 、白细胞介

素⁃６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６ ） 等［４］。 为 进 一 步 研 究

ＮＵＰ８５ 的功能，该研究通过构建 ＮＵＰ８５ 的真核质

粒，首次探讨 ＮＵＰ８５ 在脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）诱导的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中对炎症因子（ ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃６）的表达及其对细胞增殖和凋亡的影响。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料　 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞株（安徽医科大学

药学院保存）；ＤＭＥＭ 培养基（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）；ＮＵＰ８５ 抗体（美国 Ｓａｎｔａｃｒｕｚ 公司）；ＩＬ⁃６ 抗

体（沈阳万类生物科技有限公司）；ＴＮＦ⁃α 抗体（南
京巴傲得生物科技有限公司）；ＥＣＬ 化学发光试剂

盒（苏州新赛美生物科技有限公司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 和 Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；胎牛血清（美
国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；ＰＶＤＦ 膜（北京索莱宝科技有限公

司）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染细胞凋亡检测试剂盒

（上海贝博生物有限公司）；质粒抽提试剂盒、ＢａｍＨ
Ｉ、ＸｈｏＩ 内切酶（美国 Ａｘｙｇｅｎ 公司）；脱脂奶粉（内蒙

古伊利实业集团股份有限公司）；细胞培养瓶、细胞

培养板（无锡耐思生命科技股份有限公司）；山羊抗

鼠 ＩｇＧ ／辣根酶标记、山羊抗兔 ＩｇＧ ／辣根酶标记（北
京中杉金桥生物技术有限公司）；ＥＬＩＳＡ（ ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃
α）试剂盒（杭州联科生物技术股份有限公司）。
１． ２　 方法
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１． ２． １　 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒的构建　
通过 ＰＣＲ 扩增 ＮＵＰ８５ 基因，构建 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ ×
Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 真核表达质粒。 酶切鉴定无误后，由
上海吉玛制药技术有限公司进行测序鉴定。
１． ２． ２　 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒的转染与

实验分组　 将细胞按 １ × １０６ 个 ／孔的密度均匀种入

６ 孔板内继续培养。 将 Ａ 液（２５０ μｌ 的 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ
及 ２ μｇ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒）与 Ｂ 液

（２５０ μｌ 的 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 及 ５ μｌ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 脂

质体）分别置于 １. ５ ｍｌ 无酶 ＥＰ 管中静置 ５ ｍｉｎ 后，
将 Ａ 液和 Ｂ 液混匀，静置 ２０ ｍｉｎ 后，将其置于 ６ 孔

板中再补齐 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基至 ２ ｍｌ。 ６ ｈ 后换液，
培养 ２４ ｈ 后以进行后续实验。

实验分为正常组：未进行任何处理；ＬＰＳ 组：加
１００ ｎｇ ／ ｍｌ ＬＰＳ 刺激；对照组（ＬＰＳ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ ×
Ｆｌａｇ⁃ｃ 组）：转染空载体质粒并加 １００ ｎｇ ／ ｍｌ ＬＰＳ 刺

激；ＮＵＰ８５ 过表达组 （ ＬＰＳ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃
ＮＵＰ８５ 组）：转染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒

并加 １００ ｎｇ ／ ｍｌ ＬＰＳ 刺激。
１． ２． ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 弃去 ６ 孔板中的培养

基，ＰＢＳ 洗 ３ 遍，在蛋白裂解液 （ ＲＩＰＡ 裂解液 ∶
ＰＭＳＦ ＝ １００ ∶ １）中裂解细胞，提出总蛋白。 用 ＢＣＡ
蛋白质检测试剂盒检测蛋白质浓度。 取等量的蛋白

加入上样孔，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧ 凝胶电泳。 在恒流 ２００
ｍＡ 条件下湿转 ６０ ｍｉｎ，使蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜上，在
脱脂奶粉（５０ ｇ ／ Ｌ）中封闭 ２ ｈ 后，用 ＴＢＳＴ 缓冲液清

洗，并在相应的一级抗体中孵育 １２ ｈ，一抗稀释度分

别为 ＮＵＰ８５（１ ∶ ５００），ＴＮＦ⁃α（１ ∶ １ ０００），ＩＬ⁃６（１ ∶
１ ０００）。 ＴＢＳＴ 洗 ３ 遍后，室温孵育二抗 １ ｈ，ＴＢＳＴ
清洗后用 ＥＣＬ 化学发光试剂盒进行显影并拍照。
１． ２． ４　 ＣＣＫ⁃８ 实验 　 将 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞按 ５ ０００
个 ／孔的密度接种到 ９６ 孔板中，每组设 ６ 个复孔，再
向每孔转染约 ７０ ｎｇ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质

粒，６ ｈ 后更换为含 １００ ｎｇ ／ ｍｌ ＬＰＳ 的培养基，再培

养 ２４ ｈ 后每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，正常培养 ２
ｈ，在避光条件下检测每孔在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度，计
算细胞存活率。
１． ２． ５　 流式细胞术　 将 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞按 １ × １０６

个 ／孔的密度均匀种入 ６ 孔板内，转染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３
× Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒，６ ｈ 后更换为含有 １００ ｎｇ ／ ｍｌ
ＬＰＳ 的培养基，继续培养 ２４ ｈ。 然后用 ＰＢＳ 清洗 ３
遍，收集所有细胞于 １５ ｍｌ 离心管中，用 ４００ μｌ Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎ Ｖ 结合液重悬细胞，再加入 ５ μｌ ＦＩＴＣ 避光孵

育 １０ ～ １５ ｍｉｎ，再加入 １０ μｌ ＰＩ，避光孵育 ５ ｍｉｎ 后，

使用流式细胞仪检测细胞凋亡率，并记录。
１． ２． ６ 　 ＥＬＩＳＡ 检 测 炎 症 因 子 的 分 泌 　 将

ＲＡＷ２６４. ７ 细胞按 １ × １０６ 个 ／孔的密度均匀种入 ６
孔板内，转染对照组空载体质粒和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ ×
Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒，６ ｈ 后更换为含有 １００ ｎｇ ／ ｍｌ
ＬＰＳ 的培养基，继续培养 ２４ ｈ。 ２４ ｈ 后收集细胞上

清液，使用 ＥＬＩＳＡ 方法检测细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 的分泌情况，步骤完全按照 ＥＬＩＳＡ（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
６）检测试剂盒说明书进行。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １９. ０ 统计软件进行

数据分析，实验数据均以 �ｘ ± ｓ 表示，两独立样本均

数比较采用 ｔ 检验，采用 Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 检验进行

多组比较，Ｐ ＜ ０. ０５ 示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 真核表达质粒

的构建　 通过 ＰＣＲ 方法扩增目的基因，利用 Ｂａｍ Ｈ
Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 双酶切扩增产物和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ 载

体，并用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接两产物，将连接产物转

化细菌感受态细胞，用抽提试剂盒提取质粒。 酶切

鉴定结果显示：ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒成

功构建，即阳性克隆显示在目的条带大小对应的区

域有酶切得到的条带对应的克隆，如图 １ 所示。 将

阳性克隆送至上海吉玛制药技术有限公司进行测序

图 １　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 的酶切鉴定

１：ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 的酶切鉴定；Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
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鉴定。
２． ２ 　 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 真核表达质粒

的表达　 用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ ×
Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒转染至 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞后的

ＮＵＰ８５ 蛋白表达情况。 结果显示：ＬＰＳ 组的 ＮＵＰ８５
的蛋白表达量高于正常组（ ｔ ＝ ７. ６５０，Ｐ ＜ ０. ０１）；过
表达组的 ＮＵＰ８５ 的蛋白表达量高于转染空载体的

对照组（ ｔ ＝ １０. ２８，Ｐ ＜ ０. ０１），表明 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ ×
Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒成功表达，见图 ２。

图 ２　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 的蛋白表达

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 的蛋白表

达；Ｂ：ＮＵＰ８５ 蛋白表达柱状图；ａ：正常组；ｂ：ＬＰＳ 组；ｃ：ＬＰＳ ＋ ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ 组；ｄ：ＬＰＳ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 组；与正常

组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＬＰＳ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ 组比较：＃＃ Ｐ ＜
０. ０１

２． ３　 ＮＵＰ８５ 对 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞增殖的影响 　 将

ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒转染至 ＲＡＷ２６４. ７
细胞中，用 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞的增殖情况。 结果显

示：２４ ｈ 后 ＬＰＳ 组和转染空载体对照组的细胞存活

率分别为（０. ７４ ± ０. ０８）和（０. ６７ ± ０. ０５），过表达

ＮＵＰ８５ 组的细胞存活率为（０. ５５ ± ０. ０３），低于 ＬＰＳ
组和转染空载体对照组的细胞存活率（Ｆ ＝ ３０. ９８，Ｐ
＜０. ０５），表明在 ＬＰＳ 刺激的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中，过
表达 ＮＵＰ８５ 能够抑制细胞的增殖，见图 ３。
２． ４　 ＮＵＰ８５ 对 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞凋亡的影响 　 用

细胞凋亡检测试剂盒和流式仪检测将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３
× Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 过表达质粒转染至 ＲＡＷ２６４. ７ 细

胞 ２４ ｈ 后的细胞凋亡率。 结果显示：２４ ｈ 后正常组

的细胞凋亡率为（６. ７４ ± ０. ４６）％ ，ＬＰＳ 组及转染空

载体对照组的细胞凋亡率分别为（１３. １３ ± ０. ２１）％

图 ３　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞增殖

ａ：正常组；ｂ：ＬＰＳ 组；ｃ：ＬＰＳ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ 组；ｄ：ＬＰＳ ＋

ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 组；与正常组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＬＰＳ

＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

和（１３. ４０ ± ０. ４７）％ ，而 ＮＵＰ８５ 过表达组的细胞凋

亡率为（１５. ７８ ± １. ０５）％ ，高于对照组（Ｆ ＝ ７５. ３８，Ｐ
＜０. ０５），表明在 ＬＰＳ 刺激的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中，过
表达 ＮＵＰ８５ 能够促进细胞的凋亡，见图 ４。
２． ５　 ＮＵＰ８５ 在 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中对炎症因子表

达的影响　 用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３
× Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒转染至 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞后的

ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达情况。 结果显示：过表达组

中的 ＴＮＦ⁃α 表达较转染空载体对照组升高（Ｆ ＝
１７４. ４，Ｐ ＜ ０. ０１）；ＩＬ⁃６ 的表达较转染空载体对照组

升高（Ｆ ＝ １０５. ３，Ｐ ＜ ０. ０１），表明在 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞

中，过表达 ＮＵＰ８５ 促进炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的

表达，见图 ５。
２． ６　 ＮＵＰ８５ 在 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中对炎症因子分

泌的影响　 使用 ＥＬＩＳＡ 方法检测将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ ×
Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 质粒转染至 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞后的 ＩＬ⁃６
和 ＴＮＦ⁃α 蛋白分泌情况。 结果显示：过表达 ＮＵＰ８５
组中的 ＴＮＦ⁃α 表达较转染空载体对照组升高（Ｆ ＝
４７９. ８，Ｐ ＜ ０. ００１）；ＩＬ⁃６ 的表达较转染空载体对照

组升高（Ｆ ＝ ２１６. ５，Ｐ ＜ ０. ００１），表明在 ＲＡＷ２６４. ７
细胞中，过表达 ＮＵＰ８５ 促进炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６
的分泌，见图 ６。

３　 讨论

　 　 ＮＵＰ８５ 作为 ＮＵＰ１０７ ～ １６０ 复合体的一部分，构
成了 ＮＰＣ 的外环，参与 ＮＰＣ 的组装和维护［５］。
ＮＵＰ８５ 是一种细胞质蛋白，在巨噬细胞中高度表

达，参与炎症，并通过调节肿瘤相关巨噬细胞影响肿

瘤进展［３］。 而炎症是肿瘤的基础过程，缓解炎症反

应对肿瘤的治疗十分重要。 巨噬细胞通过清除

细胞碎片、缓解炎症，在炎症和肿瘤中发挥关键作
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图 ４　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 对
ＲＡＷ２６４. ７ 细胞凋亡的影响

Ａ：各组流式细胞术检测结果；Ｂ：细胞凋亡率；ａ：正常组；ｂ：
ＬＰＳ 组；ｃ：ＬＰＳ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ 组；ｄ：ＬＰＳ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ ×
Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 组；与正常组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１； 与 ＬＰＳ ＋ ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ５　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 转染后

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测炎症因子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α的表达

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的蛋白表达；Ｂ：ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃
α 蛋白表达柱状图；ａ：正常组；ｂ：ＬＰＳ 组；ｃ：ＬＰＳ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃

ｃ 组；ｄ：ＬＰＳ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 组；与正常组比较：∗∗Ｐ ＜

０. ０１；与 ＬＰＳ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ６　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 转染后 ＥＬＩＳＡ
检测炎症因子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α的分泌

ａ：正常组；ｂ：ＬＰＳ 组；ｃ：ＬＰＳ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ 组；ｄ：ＬＰＳ ＋

ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 组；与正常组比较：∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１；与

ＬＰＳ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ 组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

用［６］。 作 为 人 体 内 最 重 要 的 吞 噬 细 胞 之 一，
ＲＡＷ２６４. ７ 细胞负责摄取和消化许多微生物和组织

中衰老、死亡和受损的细胞，还可以释放一系列炎症

介质，例如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 等［７］。 这些炎症因子表达水

平的变化在炎症反应中起着重要作用，抑制这些炎

症因子的分泌有助于炎症的治疗。 在体外实验中，
常选用 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞作为炎症细胞模
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型［６］。 因此，本研究在用 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞

后，探讨 ＮＵＰ８５ 对炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 表达的

影响。 此外，细胞凋亡是细胞程序性死亡的一种形

式，细胞内信号或外源信号均可触发凋亡，细胞凋亡

的改变与肿瘤的发生和发展有关［８］。 而 ＮＵＰ８５ 是

否对 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞凋亡产生作用，国内外尚未有

文献 报 道。 因 此， 本 实 验 也 研 究 了 ＮＵＰ８５ 对

ＲＡＷ２６４. ７ 细胞凋亡的影响。 虽然 ＮＵＰ８５ 在人类细

胞中的确切分子功能仍不清楚，但已知其能与趋化

因子受体 ＣＣＲ２ 和 ＣＣＲ５ 结合调节趋化信号传导，
在一些动物模型中，ＣＣＲ２ 和 ＣＣＲ５ 的阻断已被证明

可以抑制肿瘤的进展，这使得 ＮＵＰ８５ 成为一个有吸

引力的治疗靶点［９］。 因此，本研究通过构建鼠源

ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ 过表达质粒，初步了解

ＮＵＰ８５ 的功能。 酶切鉴定显示质粒成功构建，并将

质粒转染至 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果进一

步证明质粒成功表达。 ＣＣＫ⁃８ 结果显示 ＮＵＰ８５ 过

表达后能够抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞的增

殖。 另流式细胞术检测 ＮＵＰ８５ 对 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞

凋亡的调节作用，结果显示，ＮＵＰ８５ 过表达后能够

促进 ＲＡＷ２６４. ７ 细 胞 的 凋 亡。 此 外， 通 过 向

ＲＡＷ２６４. ７ 细胞转染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５
质粒建立 ＮＵＰ８５ 过表达模型，研究 ＮＵＰ８５ 对炎症

因子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 分泌的调节作用。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果显示，过表达 ＮＵＰ８５ 后，ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的表达

水平上调，ＥＬＩＳＡ 结果进一步表明过表达 ＮＵＰ８５ 能

够促进炎症因子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的分泌。 这些实验

结果表明 ＮＵＰ８５ 能够抑制 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞的增殖

并促进其凋亡，并能促进炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的

分泌。 这为今后炎症相关疾病的治疗打下了坚实的

基础。 另有研究［１０］表明，ｍＴＯＲ 信号通路在炎症性

疾病中对炎症具有调节作用，并能抑制部分白细胞

介素炎症因子的产生［１１］。 基于以上文献和相关实

验结果，猜测 ＮＵＰ８５ 可能通过 ｍＴＯＲ 信号通路影响

炎症因子的分泌。 然而，ＮＵＰ８５ 与凋亡和炎症之间

的具体作用机制有待进一步研究。 接下来课题组将

对 ＮＵＰ８５ 在动物模型和临床样本中的潜在应用进

行深入研究。
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ｅＩＦ２Ｂ１ 在肝细胞癌中的表达及意义
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摘要　 目的　 探究真核细胞翻译起始因子 ２Ｂ１（ ｅＩＦ２Ｂ１）在
肝细胞癌（ＨＣＣ）中的表达与其临床预后的相关性。 方法　
通过对标本库中 ７４３ 例 ＨＣＣ 患者的临床数据进行随访，筛
选出 ９１ 例具有完整随访信息的与乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）相关

的 ＨＣＣ 患者，选择其术后肿瘤组织，同时留取距肿物边缘 ＞
２ ｃｍ 的癌旁组织，制作为组织芯片，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免

疫组化实验，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析组织芯片染色的阳性细胞比

例及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果的灰度值，通过 Ｒ４. ０. ５ 软件对纳入患

者的临床数据和随访数据进行统计学分析。 结果　 免疫组

化结果提示相对于癌旁组织中的表达，ｅＩＦ２Ｂ１ 在肿瘤组织

中的表达效果更强。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 ＨｅｐＧ２ 细胞

比较，ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞中表达更强，ＨＣＣ 组织中

ｅＩＦ２Ｂ１ 的表达与肿瘤数目相关（Ｐ ＜ ０. ０５）。 Ｃｏｘ 多因素回归

２０２３ － ０１ － ０４ 接收

基金项目：安徽省自然科学基金（编号：１６０８０８５ＭＨ１６２）
作者单位：安徽医科大学第二附属医院１ 肝病科、２ 肝胆外科，合肥　

２３０６０１
作者简介：齐文月，女，硕士研究生；

邹桂舟，男，教授，硕士生导师，责任作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ａｙｚｏｕ⁃
ｇｕｉｚｈｏｕ＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ

分析结果显示，ｅＩＦ２Ｂ１ 的表达是 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性患者总体临

床预后的独立危险因素（ＨＲ ＝ ４. ２８，Ｐ ＝ ０. ０１８）。 结论 　 在

ＨＢＶ 相关的 ＨＣＣ 组织中，ｅＩＦ２Ｂ１ 的表达显著增强且与 ＨＢＶ
ＤＮＡ 阳性的患者的整体生存显著相关。
关键词　 肝细胞癌；乙型肝炎病毒；ｅＩＦ２Ｂ１；ｅＩＦ２α；蛋白质翻

译；预后
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　 　 原发性肝癌是全球第六大癌症，居全世界癌症

相关病死率的第三位［１］。 在我国，肝细胞癌（ｈｅｐａ⁃
ｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是最常见的肝癌类型，占
总病例的 ８５％ ～９０％ ［２］。 肝癌由于其起病隐匿，早
期易漏诊，大多数患者确诊时已处于疾病的中晚阶

段，预后不佳，发现并研究新的分子靶点，是当前

ＨＣＣ 的研究热点内容之一。 近年来的研究［３］ 发现，
蛋白质翻译的调控在肿瘤的发生发展过程中发挥着

重要的作用，但是在 ＨＣＣ 中，目前还缺少足够的研
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