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[摘  要]  目的：探究乌头酸酶2（ACO2）发生核转位的条件和作用机制并探讨ACO2核转位对肝癌细胞PLC/PRF/5增殖、迁移

和侵袭的影响。方法：借助 Human Protein Atlas（HPA）数据库分析 ACO2 在人肝癌组织中的表达与亚细胞定位；利用

NLStradamus网站预测ACO2的潜在核定位信号（NLS），并通过基因截短技术构建NLS缺失的ACO2基因（ACO2 ∆NLS）；将野生

型（ACO2WT）及突变型（ACO2ΔNLS）质粒转染至人肝癌PLC/PRF/5细胞，分别在常氧及低氧（1% O₂）条件下培养；采用免疫荧

光染色技术，分析低氧条件影响ACO2入核的机制；通过EdU染色、划痕实验及Transwell实验评估PLC/PRF/5细胞的增殖、迁移

与侵袭能力；借助WB检测胞核和胞质中ACO2的表达水平以及迁移、侵袭相关蛋白MMP2与MMP9表达水平的变化。结果：
HPA数据库分析显示，ACO2在肝癌细胞的细胞核和细胞质中均呈高表达；免疫荧光染色和WB结果显示，低氧能够以NLS依赖

的方式显著诱导ACO2发生核转位（均P < 0.01）；功能学实验显示，低氧诱导的ACO2核转位能进一步显著促进PLC/PRF/5细胞

的增殖、迁移（均P < 0.05）和侵袭（均P < 0.05）能力。WB实验表明，ACO2核转位可上调迁移、侵袭相关蛋白MMP2与MMP9的

表达水平（均P < 0.05）。结论：低氧能以NLS依赖的方式诱导ACO2发生核转位，从而增强PLC/PRF/5细胞的增殖、迁移和侵袭

能力。
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Hypoxia-induced nuclear translocation of ACO2 promotes the proliferation and 
migration of hepatocellular carcinoma PLC/PRF/5 cells
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[Abstract]  Objective: To investigate the conditions and mechanisms by which hypoxia induced the nuclear translocation of aconitase 2 

(ACO2) and to explore the effects of ACO2 nuclear translocation on the proliferation, migration, and invasion of hepatocellular 

carcinoma PLC/PRF/5 cells. Methods: The expression and subcellular localization of ACO2 in human liver cancer tissues were 

analyzed using the Human Protein Atlas (HPA) database. The potential nuclear localization signal (NLS) of ACO2 was predicted by the 

NLStradamus website, and an NLS-deficient mutant gene (ACO2ΔNLS) was constructed using genetic engineering techniques. 

Wild-type (ACO2WT) and mutant (ACO2ΔNLS) plasmids were transfected into human hepatocellular carcinoma PLC/PRF/5 cells, and 

cells in each transfection group were then cultured under either normoxic or hypoxic (1% O₂) conditions. The mechanisms underlying 

hypoxia-induced nuclear translocation of ACO2 were examined by immunofluorescence staining. The proliferation, migration, and 

invasion abilities of PLC/PRF/5 cells were assessed using EdU staining, wound healing assay, and Transwell invasion assay. The 

expression levels of ACO2 in nuclear and cytoplasmic fractions, as well as the levels of migration- and invasion-related proteins MMP2 

and MMP9, were detected by WB. Results: HPA database analysis revealed high expression of ACO2 in both the nucleus and 

cytoplasm of liver cancer cells. Immunofluorescence staining and WB assay results demonstrated that hypoxia significantly induced the 
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nuclear translocation of ACO2 in an NLS-dependent manner (all P < 0.01). Functional experiments showed that hypoxia-induced 

nuclear translocation of ACO2 further significantly enhanced the proliferation, migration (all P < 0.05), and invasion (all P < 0.05) 

abilities of PLC/PRF/5 cells. WB analysis indicated that ACO2 nuclear translocation up-regulated the expression levels of migration- 

and invasion-related proteins MMP2 and MMP9 (all P < 0.05). Conclusion: Hypoxia could induce the nuclear translocation of ACO2 

in an NLS-dependent manner, thereby promoting the proliferation, migration, and invasion abilities of PLC/PRF/5 cells.
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）是全

球主要的恶性肿瘤之一，发病率与死亡率均居高位，

且患者预后极差[1-3]。现有早期诊断标志物敏感性和

特异性有限，现有疗法效果有限且常伴随耐药与不

良反应[4-6]，因此，探寻新的治疗靶点迫在眉睫。三羧

酸循环（tricarboxylic acid cycle, TCA）是细胞代谢和

能量产生的中心枢纽，其关键酶的功能失调与肿瘤

进展密切相关[7-8]。近年来，研究发现包括柠檬酸合

酶（citrate synthase, CS）、乌头酸酶 2（aconitase 2, 

ACO2）和异柠檬酸脱氢酶 3（isocitrate dehydrogenase 

3, IDH3）等在内的TCA相关酶可定位至细胞核，并

催化形成不完整的核TCA（nuclear TCA, nTCA）以调

控染色质动态和基因转录[9-10]。这一发现重塑了对细

胞代谢分区化的认知并迅速获得多方验证[11-12]。这些

研究共同揭示了“应激诱导—核转位—局部代谢—

表观调控”这一核心范式[13]。然而，作为该范式中一

个尚未被充分阐释的关键环节，ACO2在肝细胞癌中

的核转位机制与功能尚未被系统阐明。泛癌分析显

示ACO2低表达与HCC等肿瘤的不良预后相关[14]，

且其作为TCA中的关键酶[15-16]在理论上具备参与核

内代谢调控的潜力，但其在肝癌低氧微环境中是否

及如何发生核转位，此过程又如何影响肝癌细胞的

恶性行为，其背后的分子机制亟待阐明。因此，本文

旨在探究低氧诱导ACO2发生核转位的具体分子机

制，并阐明其对HCC细胞增殖、迁移和侵袭的影响。

1  材料与方法

1.1  主要试剂与仪器

HCC细胞PLC/PRF/5由重庆医科大学干细胞与

组织工程实验室惠赠，所有实验均使用经 STR鉴定

且支原体阴性的细胞。人正常肝组织和HCC组织的

免疫组化图像提取自Human Protein Atlas（HPA）数据

库（https://www.proteinatlas.org/）。表达带 3 × FLAG

标签的人野生型ACO2蛋白的质粒（pCMV-ACO2-3 × 

FLAG-Neo，货号 P43542）购自武汉淼灵生物科技有

限公司。磷酸盐缓冲液（PBS，BL302A）、ECL化学发

光底物（超敏型，BL520A）和 4% 多聚甲醛固定液

（BL539A）购自武汉白鲨生物科技有限公司，通用型

抗 体 稀 释 液（WB500D）、无 蛋 白 快 速 封 闭 液

（P30500）、蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合液（P002）购

自苏州新赛美生物科技有限公司 ，胎牛血清

（S1356）、胰酶（LT1721）、青霉素 - 链霉素溶液

（XA4122）购自美国BIOAGRIO公司，DMEM培养基

（C11995500BT）购自Gibco公司，BCA蛋白浓度测定

试剂盒（P0012S）、RIPA裂解液（P0013）、免疫染色强

力通透液（P0097）、QuickBlockTM 免疫染色封闭液

（P0260）、DAPI染色液（C1005）、EdU-488细胞增殖检

测试剂盒（C0071S）和 Lipo8000™转染试剂（C0533）

购自碧云天生物技术有限公司，牛血清白蛋白Ⅴ

（BSA，4240GR025）购自广州赛国生物科技有限公

司 ，PAGE 凝胶试剂盒（PG112、PG113、PG111 及

PG110升级版）、双色预染蛋白Marker（WJ102）购自

雅酶生物，ACO2（A4524）、GAPDH（AC002）一抗购

自武汉 ABclonal（爱博泰克）生物科技有限公司，

Histone H3（BF9211）购自江苏亲科生物研究中心有

限公司，MMP2抗体（T57164）购自上海Abmart公司，

MMP9 抗 体（ET1704-69）购 自 杭 州 华 安 生 物

（HuaBio）科技有限公司，FLAG 抗体（AF2852）购自

碧云天生物技术有限公司，辣根过氧化物酶标记的

山羊抗兔 IgG 二抗（7074S）及山羊抗小鼠 IgG 二抗

（7076S）购自美国 Cell Signaling Technology 公司，

M450酶标仪、蛋白免疫印迹电泳系统、电转印仪、凝

胶成像系统购自Bio-Rad公司，倒置荧光显微镜购自

德国Leica公司。

1.2  PLC/PRF/5细胞的培养

PLC/PRF/5细胞使用含 10%胎牛血清、1%青霉

素-链霉素的完全DMEM培养基在 37 ℃、5%CO2条

件下培养，当细胞汇合度超过70%时，使用胰蛋白酶

进行消化传代。为建立低氧模型，将处于对数生长

期的细胞接种于培养板中，在常规条件下培养至约

50%汇合度后，转移至设定为1% O₂、5% CO₂（平衡气

体为N₂）的三气培养箱中，持续处理。

1.3  质粒构建

通 过 NLStradamus 在 线 工 具（http://www.

moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/）预测，研究发

现ACO2第458至463位氨基酸之间存在一个潜在的

核定位信号（nuclear localization signal, NLS）。为验

证其功能，本研究以 pCMV-ACO2-3 × FLAG-Neo为
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模板，采用基于反向PCR的基因截短技术进行构建。

所用引物如下：NLS 的上游引物序列为 5'-CAG 

TGGGACAGGGAGAAGAACAC-3'，下游引物序列

为 3'-GTGTTCTTCTCCCTGTCCCACTG-5'。PCR 产

物经DpnⅠ酶消化去除模板质粒后，使用T4 DNA连

接酶进行环化自连。连接产物转化至DH5α感受态

细胞，经抗性筛选获得阳性克隆。提取质粒后进行

Sanger测序，验证第458~463位氨基酸编码序列确已

缺失且无其他突变，最终构建成功的NLS缺失突变

体质粒命名为pCMV-ACO2-ΔNLS-3 × FLAG。

1.4  细胞转染及分组

收集对数生长期PLC/PRF/5细胞，加入完全培养

基调节细胞浓度至 3 × 104个/mL 接种于 24 孔板中

（每孔 500 μL），培养 24 h。随后，遵循Lipo8000™转
染试剂的说明书步骤，分别将 pCMV-ACO2-3 × 

FLAG（ACO2WT）及 pCMV-ACO2-ΔNLS-3 × FLAG 

（ACO2ΔNLS）质粒转染入 PLC/PRF/5 细胞中，培养

12 h后更换新鲜培养基。实验共设 4组：全长ACO2

对照组（ACO2WT + Control）、全长 ACO2 低氧组

（ACO2WT + 1%O2）、截短 ACO2 对照组（ACO2 ∆
NLS + Control）和截短ACO2低氧组（ACO2∆NLS + 

1%O2）。

1.5  免疫荧光染色检测低氧和NLS缺失对ACO2亚

细胞定位的影响 

为探究低氧处理对内源性ACO2定位的影响并

验证其预测NLS的功能，本研究分别进行了两组免

疫荧光实验。对于低氧效应实验，收集1.2节中得到

的PLC/PRF/5细胞，各以 1.5×10⁴个/孔的密度接种于

24孔板中。对于NLS功能验证实验，将1.4节中处理

后的分组细胞以相同密度接种并培养24 h以使外源

蛋白充分表达。随后，弃去培养基，用预冷的PBS轻

柔漂洗细胞 3次。每孔加入 4%多聚甲醛 500 μL，室

温固定 15 min。PBS清洗 3次后，加入QuickBlock™
免疫染色封闭液，室温封闭1 h。弃去封闭液，低氧效

应实验组和NLS功能验证实验组分别加入ACO2一

抗（1∶100）、Flag抗体（1∶100）200 μL/孔，4 °C反应过

夜，清洗后加入荧光标记二抗（1∶200）37 °C避光反应

2 h。清洗后，避光加入DAPI复染细胞核5 min，清洗

后避光滴加抗荧光淬灭剂。使用倒置荧光显微镜观

察并拍照，采用 ImageJ软件进行分析，结果以平均荧

光强度（mean fluorescence intensity, MFI）表示。

1.6  EdU实验检测ACO2入核对PLC/PRF/5细胞增

殖的影响

为检测ACO2核定位对 PLC/PRF/5细胞增殖的

影响，研究对1.4节中设定的四组细胞进行EdU掺入

实验。遵循BeyoClickTM EdU-488细胞增殖检测试剂

盒的说明，对各组细胞进行染色。在倒置荧光显微

镜下观察结果并拍照记录。

1.7  划痕愈合实验检测ACO2入核对PLC/PRF/5细

胞迁移能力的影响

将各组细胞以每孔2 mL培养基含有5 × 105个细

胞的密度均匀接种于6孔板中。待细胞长满后，用灭

菌的200 μL移液器吸头在细胞单层的中央区域划出

笔直的划痕，用PBS清洗掉划下的细胞，加入DMEM

完全培养基，随即在显微镜下进行观察、拍照。按照

分组在相应的环境中培养 24 h，在显微镜下进行观

察，每组随机选取 3个视野拍照后于 ImageJ软件分

析，计算各组的划痕愈合率。划痕愈合率 = （0 h划痕

宽度 - 24 h划痕宽度）/0 h划痕宽度 × 100%。

1.8  Transwell实验检测ACO2入核对PLC/PRF/5细

胞侵袭能力的影响

将Matrigel基质胶用预冷的无血清DMEM培养

基按1∶8的比例在冰上充分稀释混匀，取100 μL稀释

胶均匀铺于Transwell小室膜上，置于37 ℃培养箱静

置 1 h使其凝固。凝固后，吸去多余液体，在每个小

室上室加入100 μL无血清的DMEM培养基水化1 h，

水化结束后小心吸除培养基。取按 1.4节方法转染

并处理后的各组PLC/PRF/5细胞（对数生长期），用无

血清培养基重悬，调整细胞密度。将 5 × 104个细胞

接种于已包被 Matrigel 的小室上室中，在下室加入

500 μL 含 20% 胎牛血清的完全培养基作为趋化因

子。随后，将Transwell培养板置于各实验组（常氧或

1% O₂低氧）对应的培养环境中培养24 h。培养结束

后，用棉签擦掉小室上室内表面，以移除未侵袭的细

胞。将小室置于4%多聚甲醛中室温固定30 min，随

后用PBS浸洗，使用 0.1%结晶紫染色 15 min。染色

后，用流水轻柔冲洗小室至背景清澈，将小室倒扣于

洁净滤纸上室温风干。最后，在显微镜下观察，随机

选取3个视野拍照。

1.9  WB法检测ACO2入核对PLC/PRF/5细胞迁移、

侵袭相关蛋白表达的影响

将 1.4节所述的各组细胞在其对应的培养条件

（常氧或 1% O₂低氧）下继续培养 24 h后，收集细胞。

按照试剂盒的说明提取胞核蛋白与胞质蛋白，使用

含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液提取总蛋

白，并用酶标仪在 450 nm波长处检测各孔的光密度

（D）值以计算蛋白浓度。蛋白质变性后，经 SDS-

PAGE分离并转移至PVDF膜上，用无蛋白快速封闭

液室温封闭 15 min，TBST 液洗涤 1 次，加入 Flag、

Histone H3、MMP2、MMP9和GAPDH一抗 4 ℃下处

理 18 h，用TBST洗涤 4次，加入二抗（1∶∶ 8 000）室温

下处理1 h，再用TBST洗涤4次后于ECL试剂盒显影
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成像，胞核蛋白以Histone H3为内参，胞质蛋白（及适

用的总蛋白）以GAPDH为内参，用 ImageJ软件分析

蛋白相对表达量。

1.10  统计学处理

以上所有实验均独立重复 3次。采用GraphPad 

Prism 9统计学软件进行分析，符合正态分布的计量

数据均以 x̄ ±  s表示。两组间比较采用 t检验，多组间

比较采用单因素方差分析，以P < 0.05或P < 0.01表

示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  ACO2在肝癌细胞核和细胞质中均呈高表达

通过查找HPA数据库发现，与人正常肝脏组织

相比，人肝癌组织中ACO2的表达显著增高，且其在

肝癌细胞核和细胞质内的表达均有增加（图1）。 

HPA数据库验证ACO2在人正常肝组织和肝癌组织中的表达情况（标尺：200 μm）。免疫组织化学染色，棕褐色代表ACO2的阳

性表达，蓝紫色代表细胞核。可见ACO2在肝癌细胞的胞核和胞质中均呈阳性表达。

图1  HPA数据库验证ACO2在肝癌中的表达

2.2  低氧诱导PLC/PRF/5细胞内ACO2核定位增加

免疫荧光法检测结果（图 2）显示，Control组（常

氧条件下的PLC/PRF/5细胞）胞质中呈现较强的荧光

强度，而细胞核中荧光强度较弱；与Control组相比，

1%O2组（低氧条件）细胞核中平均ACO2荧光强度明

显增强（P < 0.01）。

A、B：免疫荧光实验（A：× 400，B：× 200，标尺：20 μm）；C：图A两组细胞的细胞核内平均ACO2荧光强度；D：图B两组细胞的细胞

核内平均ACO2荧光强度。**P < 0.01。

图2  免疫荧光法检测低氧条件对PLC/PRF/5细胞中ACO2核定位的影响

2.3  低氧条件下ACO2发生核转位依赖NLS信号

通过 NLStradamus 在线网站预测了 ACO2 的

NLS 序列为氨基酸 458~463 位（KDIKKG，图 3A）。

免疫荧光法检测结果（图3B、C）显示，仅ACO2WT + 
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1%O2 组 PLC/PRF/5 细 胞 核 内 出 现 Flag 荧 光 ；

ACO2WT + Control 组、ACO2 ∆ NLS + 1%O2 组和

ACO2∆NLS + Control组PLC/PRF/5细胞核内几乎无

Flag荧光表达。与免疫荧光结果相似，WB法检测结

果（图3D）显示，ACO2WT + 1%O2组PLC/PRF/5细胞

核内 ACO2 表达量较高，ACO2WT + Control 组、

ACO2 ∆ NLS + 1%O2 组和 ACO2 ∆ NLS + Control 组

PLC/PRF/5细胞核内几乎无ACO2表达。

A：NLStradamus网站预测的ACO2潜在核定位信号；B、C：免疫荧光实验（标尺：20 μm）检测NLS对ACO2核转位的影响；D：WB

法检测胞核和胞质中ACO2的表达（
-
x ± s，n = 3）。**P < 0.01，***P < 0.001。

图3  NLS对ACO2核转位的影响

2.4  ACO2核转位促进PLC/PRF/5细胞的增殖

EdU 实验结果（图 4）显示，经 EdU 染色后，与

ACO2∆NLS + Control组相比，ACO2∆NLS + 1%O2组

绿色荧光增强，表明低氧能够促进肝癌细胞PLC/PRF/5

的增殖；与ACO2∆NLS + 1%O2组相比，ACO2WT + 

1%O2组绿色荧光明显增加，表明ACO2的核转位可

以在低氧条件下进一步促进肝癌细胞PLC/PRF/5的

增殖。
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图4  EdU实验检测核ACO2对PLC/PRF/5细胞增殖的影响（标尺：50 μm）

2.5  ACO2核转位促进PLC/PRF/5细胞的迁移

划痕愈合实验结果（图5）显示，与ACO2∆NLS + 

Control组相比，ACO2∆NLS + 1%O2组细胞迁移率显

著增加（P < 0.01）；与 ACO2∆NLS + 1%O2组相比，

ACO2WT + 1%O2组细胞迁移率增加（P < 0.05）。

2.6  ACO2核转位促进PLC/PRF/5细胞的侵袭

Transwell实验结果（图6）显示，与ACO2∆NLS + 

Control组相比，ACO2∆NLS + 1%O2组侵袭细胞数显

著增加（P < 0.05）；与 ACO2∆NLS + 1%O2组相比，

ACO2WT + 1%O2组侵袭细胞数显著增加（P < 0.05）。

*P < 0.05，**P < 0.01，*** P < 0.001。

图5  划痕愈合实验检测核ACO2对PLC/PRF/5细胞迁移的影响（× 100；x̄ ±  s，n = 3）

*P < 0.05， *** P < 0.001。

图6  Transwell实验检测核ACO2对PLC/PRF/5细胞侵袭的影响（× 200；x̄ ±  s，n = 3）

2.7  ACO2核转位促进PLC/PRF/5细胞中迁移、侵袭

相关蛋白的表达

WB结果（图7）显示，与ACO2∆NLS + Control组

相比 ，ACO2 ∆ NLS + 1%O2 组 PLC/PRF/5 细胞中

MMP2 蛋 白 的 表 达 量 显 著 增 加（P < 0.05）；与

ACO2 ∆ NLS + 1%O2 组相比，ACO2WT + 1%O2 组

PLC/PRF/5细胞中MMP2与MMP9蛋白的表达量均

明显增加（均P < 0.05）。
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*P < 0.05，**P < 0.01。

图7  WB法检测核ACO2对PLC/PRF/5细胞中迁移、侵袭相关蛋白表达的影响（x̄ ±  s，n = 3）

3  讨  论

HCC的发病率和病死率逐年上升[17]，其高转移、

高耐药及预后差的特点增加了治疗难度[18]，尽管索拉

非尼等分子靶向药物为晚期患者提供了一定的生存

获益，但会使患者产生耐药和不良反应[19]。因此，探

索新的治疗靶点具有重要的临床意义。

ACO2失调为HCC的诊断与治疗提供了新的研

究方向。HPA数据库分析结果显示，ACO2在肝癌细

胞质和细胞核内均呈高表达，提示其可能在核内亦

具有功能活性。已有研究[20-21]表明，肿瘤细胞在低氧

状态下通常会发生信号通路的特异性激活，以此促

进肿瘤的发生发展。本研究通过免疫荧光染色实验

亦发现，低氧（1%O2）组细胞核中荧光亮度显著增强，

这表明低氧能够明显促进ACO2进入 PLC/PRF/5细

胞核。

为进一步探究低氧诱导的ACO2发生核转位的

作用机制，本研究基于乙酰辅酶A合成酶 2（acetyl-

CoA synthetase 2, ACSS2）发生核转位依赖NLS信号

的报道[13]，通过NLStradamus在线网站预测ACO2的

第458~463位氨基酸存在潜在NLS序列，并通过基因

截短技术构建了用Flag标记的ACO2∆NLS。免疫荧

光与 WB 的实验结果一致表明，在低氧条件下，仅

ACO2WT组可发生显著核转位，而ACO2∆NLS组的

核内分布受阻，证实该NLS对于低氧诱导的ACO2

核转位至关重要。

在功能研究方面，EdU 实验表明低氧可增强

PLC/PRF/5细胞增殖，而ACO2核转位进一步显著促

进该过程，提示ACO2可能通过核内机制参与细胞周

期调控。本研究还通过划痕实验和Transwell侵袭实

验发现，ACO2核转位能显著增强PLC/PRF/5细胞的

迁移和侵袭能力。WB 结果显示，在 ACO2WT + 

1%O2组中，迁移、侵袭相关蛋白MMP2与MMP9的

表达水平显著上调，进一步验证了上述表型。

综上所述，低氧诱导的ACO2发生核转位依赖其

NLS，且该过程可显著增强肝癌细胞 PLC/PRF/5 增

殖、迁移及侵袭能力。这些发现提示，核内ACO2可

能成为一个有前景的HCC治疗新靶点，进一步探究

ACO2在核内的功能机制，或将为肝癌靶向治疗提供

新的实验基础与策略支持。
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