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[摘  要]  目的：探讨富含丝氨酸/精氨酸剪接因子7（SRSF7）对肝细胞癌（HCC）细胞HepG2增殖、迁移和侵袭的影响及其可能

机制。方法：通过癌症基因组图谱（TCGA）和Kaplan-Meier Plotter在线分析SRSF7在HCC和癌旁组织中的差异表达及其与患

者预后的关系。常规培养HepG2细胞，用转染试剂将SRSF7 RNA敲减序列（siSRSF7#1和 siSRSF7#2）、对照序列（NC）、SRSF7过

表达载体（hSRSF7-oe）和对照载体（hSRSF7-nc）转染至 HepG2 细胞中，实验分为 NC 组、siSRSF7#1 组、siSRSF7#2 组、NC + 

hSRSF7-nc组、siSRSF7 + hSRSF7-nc组和 siSRSF7 + hSRSF7-oe组。通过 qPCR和WB法检测各组HepG2细胞中SRSF7 mRNA

和蛋白的表达，MTS实验、平板克隆形成实验、划痕愈合实验、Transwell小室实验分别检测各组HepG2细胞的增殖、迁移和侵袭

的能力。WB法检测各组HepG2细胞中 JAK1/STAT3信号通路的相关蛋白的表达。结果：数据库数据分析显示SRSF7 mRNA在

HCC组织中呈高表达（P < 0.001），SRSF7 mRNA高表达与HCC患者不良预后有关联（P < 0.05）。敲减SRSF7后，HepG2细胞的

增殖、迁移和侵袭能力均显著下降（均P < 0.01）。敲减SRSF7组细胞中 JAK1和STAT3磷酸化水平显著降低（均P < 0.05），同时过

表达SRSF7后，JAK1和STAT3磷酸化水平又明显升高（均P < 0.05）。结论：SRSF7在HCC组织中呈高表达，其可能通过调控

JAK1/STAT3信号通路促进HepG2细胞的增殖、迁移和侵袭。
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The effects and possible mechanisms of SRSF7 on the proliferation, migration, 
and invasion of HepG2 cells
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[Abstract]  Objective: To investigate the effects of serine/arginine-rich splicing factor 7 (SRSF7) on proliferation, migration and 

invasion of hepatocellular carcinoma (HCC) HepG2 cells and the possible mechanisms. Methods: Differential expression of SRSF7 

between HCC and adjacent non-tumor tissues and its relationship with patient prognosis were analyzed online using The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) and Kaplan Meier Plotter. HepG2 cells were cultured routinely and transfected with SRSF7 RNA knockdown 

sequences (siSRSF7#1 and siSRSF7#2), control sequences (NC), SRSF7 overexpression vector (hSRSF7-oe), and control vector 

(hSRSF7-nc) using transfection reagents. Accordingly, the cells were divided into NC group, siSRSF7#1 group, siSRSF7#2 group, 

NC + hSRSF7-nc group, siSRSF7 + hSRSF7-nc group, and siSRSF7 + hSRSF7-oe group. The mRNA and protein expression levels of 

SRSF7 in each group of cells were detected by qPCR and WB assay. The proliferation, migration, and invasion abilities of each group 

of cells were assessed by MTS assay, plate clone formation assay, scratch assay, and Transwell invasion assay. WB assay was used to 

detect the expression of JAK1/STAT3 signaling pathway related proteins in HepG2 cells of each group. Results: Database analysis 

showed that SRSF7 mRNA is highly expressed in HCC tissues (P < 0.001), and its high expression is associated with poor prognosis in 

HCC patients (P < 0.05). Knockdown of SRSF7 significantly reduced the proliferation, migration, and invasion abilities of HepG2 cells 

(all P < 0.01). The phosphorylation levels of JAK1 and STAT3 in the SRSF7 knockdown cells were significantly reduced (both P < 

0.05), while overexpression of SRSF7 resulted in a significant increase in JAK1 and STAT3 phosphorylation levels (both P < 0.05). 

Conclusion: SRSF7 is highly expressed in HCC tissues and may promote the proliferation, migration, and invasion of HepG2 cells by 

regulating the JAK1/STAT3 signaling pathway.
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JAK1/STAT3 signaling pathway
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）是原

发性肝癌的主要类型，占肝癌病例的 75% 以上[1-3]。

大部分HCC患者在出现症状就诊时已是晚期，肿瘤

发生转移，最终导致失去根治性手术治疗的机会[4-6]。

造成HCC患者生存率低的主要原因是肝癌早期诊断

困难和诊断率低，中晚期易发生侵袭和转移，以及切

除术后易复发[7]。因此，研究HCC发病的具体分子机

制并从中寻找出高特异性的标志物和治疗靶点，对

预防肿瘤的发生发展、延长患者生存期具有十分重

要的意义。富含丝氨酸/精氨酸剪接因子 7（serine/

arginine-rich splicing factor 7，SRSF7），又称 9G8，于

1994年被鉴定为丝氨酸/精氨酸蛋白（serine/arginine-

rich protein，SR protein）家族中的一员[8]。SRSF7在非

小细胞肺癌、结肠癌等多种肿瘤组织中高表达[9-11]，且

其高表达促进多种肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭，但

SRSF7在HCC发生发展中发挥的作用少有报道。本

研究基于癌症基因组图谱（The Cancer Genome 

Atlas, TCGA）和 Kaplan-Meier Plotter 在线网站分析

SRSF7在HCC中的表达，通过体外细胞实验进一步

探究SRSF7对肝癌细胞HepG2恶性生物学行为的影

响及其可能机制，为寻找HCC治疗的潜在靶点提供

参考依据。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

人肝癌细胞 HepG2 由本实验室冻存复苏。

DMEM培养基、胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）购

于 Gibco 公 司 ，Lipofectamine RNAi MAX 购 于

Thermo Fisher Scientific公司，MTS试剂、超敏ECL化

学发光试剂盒均购于碧云天公司，Transwell小室购

于Corning公司，基质胶购于B&D公司，兔抗SRSF7、

STAT3、p-STAT3和鼠抗 β-actin均购自 Proteintech公

司，兔抗 JAK1和 p-JAK1均购自Bioworld公司，辣根

过氧化物酶标记山羊抗兔或抗鼠二抗均购自中杉金

桥公司。SRSF7 siRNA及对照 siRNA由上海吉玛生

物有限公司合成，SRSF7的上、下游引物由北京擎科

生物有限公司合成。

1.2  用TCGA数据库数据在线分析SRSF7表达与患

者预后的关系

通过 TCGA 数据库（https://portal.gdc.com）获取

不同类型肿瘤的RNAseq数据和相应的临床信息，使

用 R 软件 v4.0.3 进行统计分析。利用 Kaplan-Meier 

Plotter 在线网站（https://kmplot. com/analysis）分析

SRSF7 mRNA 表达水平与患者预后总生存时间

（overall survival, OS）之间的关系。

1.3  细胞培养、转染及分组

用含10% FBS和1%青霉素-链霉素的DMEM培

养基，在 37 ℃、5% CO2 及饱和湿度环境的培养

箱中培养细胞。SRSF7 siRNA 和对照 siRNA 的序

列：5'-AGGAGAGUUAGAAGGCUTT-3'（siSRSF7#1），

5'-GCAUUCCUCGACGAUCAATT-3'（siSRSF7#2），

5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'（对照 siRNA，

NC）。过表达质粒 pEF6-Myc-hSRSF7（hSRSF-oe）和

对照质粒（hSRSF-nc）源自本实验室质粒库。

取对数生长期的HepG2细胞，按照转染试剂说

明书进行转染。用Lipofectamine RNAi MAX转染试

剂将 siSRSF7#1、siSRSF7#2、NC 转染至 HepG2 细胞

中，实验分为NC组、siSRSF7#1组、siSRSF7#2组；用

Lipofectamine 2000转染试剂将siSRSF7#2、hSRSF7-oe

和 hSRSF-nc 质粒转染至 HepG2 细胞，实验分为

NC + hSRSF7-nc 组 、siSRSF7 + hSRSF7-nc 组 、

siSRSF7 + hSRSF7-oe组；转染后继续培养细胞48 h，

然后进行后续实验。

1.4  qPCR法检测各组HepG2细胞中SRSF7 mRNA

的表达

用TRIzol试剂提取各组细胞中的总提取RNA，用

逆转录试剂盒将其逆转录为cDNA。使用SYBR荧光

染料进行 qPCR检测。PCR反应条件：95 ℃ 10 min；

95 ℃ 30 s、57 ℃ 30 s、72 ℃ 15 s，共38个循环。引物序列：

SRSF7上游引物为5′-GCGGTACGGAGGAGAAAC-3′，

下游引物为5′-TCGGGAGCCACAAATCAC-3′；β-actin

上游引物为5′-GAAATCGTGCGTGACATTAA-3′，下游

引物为5′-AAGGAAGGCTGGAAGAGTG-3′。以β-actin

为内参基因，用2-∆∆Ct法计算SRSF7 mRNA的相对表达量。

1.5  WB法检测各组HepG2细胞中SRSF7及 JAK1/

STAT3通路相关蛋白的表达

收集各组细胞，用含蛋白酶抑制剂的RIPA裂解

液裂解细胞后提取其总蛋白，BCA法测定蛋白质浓

度。取 20 μg 蛋白样品加上样缓冲液进行 SDS-

PAGE，转膜、5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h，加入抗

SRSF7（稀释比例为1∶1 000）、抗STAT3（稀释比例为

1∶1 000）、抗P-STAT3（稀释比例为1∶1 000）、抗 JAK1

（稀释比例为 1∶1 000）、抗 P-JAK1（稀释比例为

1∶500）和抗 β-actin（稀释比例为 1∶2 000）一抗，4 ℃

下处理过夜。加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

或抗鼠二抗（稀释比例均为1∶5 000）室温下处理1 h。

用ECL化学发光液显色及成像系统进行成像。

1.6  MTS实验检测各组HepG2细胞的增殖能力

将各组HepG2细胞（7.5 × 103个/孔）接种于96孔

板中，每组 3个复孔。培养 24、48、和 72 h时，向每孔

中加入10 μL MTS试剂，置于培养箱中继续培养2 h，

利用酶标仪检测各孔在 490 nm处的光密度（D）值，
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以D值代表细胞活力。

1.7  平板克隆形成实验检测HepG2细胞的克隆形成能力

将各组HepG2细胞（2 × 105个/孔）接种于 6孔板

中，每组 3个复孔。转染 48 h后将每孔的培养液吸

出，PBS漂洗 2次，在每个孔中加入 1 mL 4%多聚甲

醛室温下固定20 min，用1 mL 0.1%结晶紫水溶液进

行染色 30 min，用PBS清洗残余染料后进行观察、拍

照、计数细胞克隆形成的数量。

1.8  划痕愈合实验检测HepG2细胞的迁移能力

将各组 HepG2 细胞（6 × 104个/孔）接种于 24 孔

板中，每组3个复孔。培养细胞24 h后，去除培养基，

PBS冲洗1次，利用枪头进行划痕，并于划痕后0、12、

24 h进行拍照。使用 Image J软件分析划痕间距，计

算迁移率。细胞迁移率 = （0 h划痕宽度 – 12 h或

24 h划痕宽度）/0 h划痕宽度 × 100%。

1.9  Transwell小室实验检测各组HepG2细胞的侵袭

能力

将各组HepG2细胞（5 × 104个/孔）接种于基质胶

包被的Transwell小室上层内，小室上层为无血清培

养基，小室下层为含10% FBS的完全培养基，每组设

3个复孔。培养48 h后取出小室，用PBS漂洗2次，在每

个孔中加入500 μL 4%多聚甲醛室温下固定 20 min，用

500 μL的 0.1%结晶紫水溶液染色 30 min，用棉签小

心擦去小室上层细胞，用 PBS清洗残余染料后进行

拍照，用 Image J软件分析细胞侵袭到小室下层的细

胞数量。

1.10  统计学处理

用Graphpad prism 8.0统计软件进行统计学处理

并作图。符合正态分布的计量数据以 x̄ ± s表示，独

立两组间均值差异比值采用 t检验，多组间均值差异

比较采用方差分析（one way ANOVA）。以P < 0.05或

P < 0.01表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  数据库数据显示 SRSF7 mRNA在HCC组织中

呈高表达且与患者不良预后相关

TCGA数据库泛癌数据分析结果（图 1A）显示，

SRSF7 mRNA在HCC组织中的表达显著高于癌旁组织

（P < 0.001），提示SRSF7可能参与HCC发生发展。通

过 TCGA 数据库筛选 HCC 患者 364 例，分为 SRSF7 

mRNA低表达（n = 182）和高表达（n = 182）两组。Kaplan-

Meier生存分析结果（图1B）显示，高表达患者的10年

生存率显著低于低表达组（P < 0.05），说明SRSF7 mRNA

高表达预示着HCC患者的不良预后。

A：通过TCGA数据集分析SRSF7在胶质母细胞瘤（glioblastoma, GMB）、头颈鳞状细胞癌（head and neck squamous cell carcinoma, 

HNSC）、肾嫌色细胞癌（kidney chromophobe, KICH）、肾透明细胞癌（kidney renal clear cell carcinoma, KIRC）、肾乳头状细胞癌

（kidney renal papillary cell carcinoma, KIRP）、急性髓细胞样白血病（acute myeloid leukemia, LAML）、脑低级别胶质瘤（brain 

lower grade glioma, LGG）、HCC及癌旁组织中的表达；B：基于TCGA数据库的Kapla-Mayer生存分析，预测SRSF7表达对HCC患

者预后的影响。

与癌旁组织比较，**P < 0.01，***P < 0.001。

图1    SRSF7 mRNA在泛癌组织与癌旁组织中的表达和HCC组织中的表达与HCC患者预后的关系

2.2  敲减SRSF7的表达可抑制HepG2细胞的增殖能力

qPCR和WB法检测结果（图 2A和 2B）显示，与

NC组比较，siSRSF7#1 组和 siSRSF7#2 组 HepG2 细

胞中SRSF7 mRNA和蛋白的表达水平均显著降

低（P < 0.001），表明在HepG2细胞中成功地敲减了

SRSF7的表达。

MTS 法检测结果（图 3）显示，与 NC 组比较， 

siSRSF7#1 组和 siSRSF7#2 组 HepG2 细胞在 24、48、

72 h的增殖活力均显著降低（均P < 0.01），表明敲减

SRSF7可以抑制HepG2细胞的增殖能力。

·· 866



石炜业, 等 . SRSF7对HepG2细胞增殖、迁移和侵袭的影响及其可能机制

与NC组比较，***P < 0.001。

图2    qPCR（（A））和WB法（B）检测各组HepG2细胞中SRSF7 mRNA（（A））和蛋白（B）的表达

与NC组比较，**P < 0.01，***P < 0.001。

图3    敲减SRSF7对HepG2细胞增殖能力的影响

2.3  敲减SRSF7的表达可明显抑制HepG2细胞的克

隆形成能力

平板克隆实验检测结果（图 4）显示，与NC组比

较，siSRSF7#1组和 siSRSF7#2组HepG2细胞的克隆

数量均显著减少（均P < 0.01），表明敲低SRSF7可明

显抑制HepG2细胞的克隆形成能力。

2.4  敲减SRSF7的表达可明显抑制HepG2细胞的迁

移能力

划痕愈合实验检测结果（图 5）显示，siSRSF7#1

组和 siSRSF7#2组HepG2细胞在12和24 h的迁移率

均显著低于NC组（均P < 0.01），表明敲减SRSF7的

表达可以抑制HepG2细胞的迁移能力。

2.5  敲减SRSF7的表达可抑制HepG2细胞的侵袭能力

Transwell小室实验检测结果（图 6）显示，与NC

组比较，siSRSF7#1组和 siSRSF7#2组侵袭的HepG2

细胞数量均明显减少（均P < 0.01），表明敲减SRSF7

的表达可以明显抑制HepG2细胞的侵袭能力。

与NC组比较，**P < 0.01。

图4    敲减SRSF7可明显抑制HepG2细胞克隆的形成能力（ × 200）

2.6  敲减SRSF7表达可抑制HepG2细胞中JAK1/STAT3

通路相关蛋白的磷酸化而过表达SRSF7则可逆转此作用

JAK1/STAT3信号通路是参与细胞生长、分化和

凋亡以及肿瘤发生和转移的重要通路之一。WB法

实验结果（图 7A）显示，与NC组比较，siSRSF7#1组

和 siSRSF7#2组中p-JAK1、p-STAT3蛋白的表达显著

下降（P < 0.05 或 P < 0.01 或 P < 0.001）。在敲减

SRSF7的基础上过表达 SRSF7，结果（图 7B）显示，

p-JAK1 和 p-STAT3 均在一定程度上获得 恢 复

（P < 0.05或P < 0.01或P < 0.001）。实验结果表明，

敲减 SRSF7表达可抑制HepG2细胞中 JAK1/STAT3

通路相关蛋白的磷酸化而过表达SRSF7则可逆转此

作用，SRSF7 可能通过调控 JAK1/STAT3 通路促进

HepG2细胞的增殖、迁移和侵袭。
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与NC组比较，**P < 0.01。

图5  敲减SRSF7表达对HepG2细胞迁移能力的影响（ × 80）

与NC组比较，**P < 0.01。

图6    敲减SRSF7表达对HepG2细胞侵袭能力的影响（ × 200）

A、B：WB法检测敲减（A）和过表达（B）SRSR7对HepG2细胞中 JAK1和STAT3磷酸化水平的影响。

与NC组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

图7    SRSF7对HepG2细胞中JAK1/STAT3信号通路的影响
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HCC发病隐匿，恶性程度极高，进展迅速，是导

致全球癌症死亡的主要原因之一[12-13]。现有的分子

靶向药物（索拉非尼、仑伐替尼等）虽然可以在一定

程度上延长晚期HCC患者的生命，但仍不能有效预

防复发和转移，且存在一定的不良反应，因此探索新

的潜在治疗靶点是十分必要的[14]。SR蛋白作为重要

的 RNA 结合蛋白（RNA binding protein, RBP），在

RNA代谢等生物学过程中起多重调控作用[15]。近年

研究[9, 11]发现，大多SR蛋白成员在不同肿瘤类型中表

达异常，在肿瘤发生发展中也发挥重要功能。本研

究通过生物信息学发现SRSF7在HCC组织与癌旁组

织中表达存在差异，且SRSF7表达量的高低与HCC

患者的生存和预后密切相关。进而，通过MTS实验、

划痕实验、Transwell小室实验证实，敲减SRSF7后可

以显著抑制 HepG2 细胞的增殖、迁移与侵袭，提示

SRSF7可能在HCC发生发展中发挥着积极作用。但

是，有关SRSF7对HCC发生发展影响的探究还需通

过体外过表达实验和体内动物实验进一步验证和完

善。值得一提的是，SR蛋白成员在肝癌中上调表达

具有一定普遍性 ，除 SRSF7 外 ，在肝癌组织中

SRSF2、SRSF3、SRSF12等均呈现高表达[16-17]，提示SR

蛋白可能是HCC治疗的潜在靶点，深入探索SR蛋白

在HCC中的功能和机制具有重要研究意义。

JAK/STAT 信号通路由接收信号的酪氨酸激酶

相关受体、传递信号的酪氨酸激酶 JAK和产生效应

的转录因子 STAT三部分构成。当多种细胞因子与

受体结合后可以激活 JAK，磷酸化下游靶蛋白的酪氨

酸残基，招募并磷酸化转录因子STAT，使其以二聚体

的形式进入细胞核内与靶基因结合，调控转录输出

信号，进而调节细胞增殖、分化、凋亡等过程[18]。研

究[19-20]表明，激活 JAK/STAT通路可促进肿瘤细胞增

殖、侵袭和迁移。本研究WB法检测实验结果显示，

敲减SRSF7表达后可以明显降低 JAK和STAT3磷酸

化水平，初步证明SRSF7对 JAK1/STAT3信号通路的

激活作用。为更加深入地揭示SRSF7调控HCC细胞

生长的分子机制，后续工作中还需利用相应的抑制

剂阻断上述信号通路的活性，进而分析 SRSF7 对

HepG2细胞生物学行为的影响。同时，SRSF7是否对

其他生长相关信号通路有类似的调控作用也是值得

探讨的一个研究方向。

此外，SR蛋白家族具有十分相似的结构域，N端

含有 1 或 2 个 RNA 识别结构域（RNA recognition 

motif，RRM），决定SR蛋白与RNA的结合活性；C端

为高度磷酸化的精氨酸/丝氨酸富含结构域，介导蛋

白质间的相互作用[17]。SR蛋白通常借助其RRM与

靶RNA特异性结合来调节靶RNA的稳定性、转录、

剪接、翻译和运输等过程，从而影响基因表达和细胞

功能[21]。因此，SRSF7是否通过结合某一关键信号分

子而诱发了相关信号通路的活化，这将是本课题下

一步研究的重点。

综上所述，本文首次探讨了 SR 蛋白家族成员

SRSF7对HCC细胞增殖、迁移和侵袭的影响，并初步

阐明SRSF7对 JAK1/STAT3通路的调控功能，但其具

体机制有待进一步研究。本研究结果为探索SRSF7

在HCC进展方面的作用提供了实验依据，也为靶向

SR蛋白的HCC相关药物研发提供了理论参考。
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