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  摘 要:目的 探究Zeste基因增强子同源物2(EZH2)通过抑制 Wnt/β-catenin信号通路对肝癌 HepG2
细胞增殖的影响。方法 以实时荧光定量逆转录聚合酶链反应及蛋白质印迹法(Western

 

blot)检测肝癌

HepG2、SMMC-7721、BEL-7402细胞及正常肝细胞中EZH2的mRNA和蛋白表达水平。在肝癌 HepG2细胞

中转染siRNA
 

EZH2和siRNA
 

对照,以四甲基偶氮唑蓝(MTT)法测定肝癌HepG2细胞的增殖能力,Western
 

blot技术用于测定蛋白表达。通过对转染了siRNA
 

EZH2的肝癌HepG2细胞施加Wnt/β-catenin信号通路激

活剂,使用 MTT法测定细胞的增殖能力。结果 肝癌 HepG2、SMMC-7721、BEL-7402细胞中EZH2的 mR-
NA和蛋白水平高于正常肝细胞(P<0.05),且在 HepG2细胞中EZH2的 mRNA和蛋白水平高于SMMC-
7721、BEL-7402细胞(P<0.05)。siRNA

 

EZH2可显著抑制肝癌 HepG2细胞中EZH2的 mRNA和蛋白水

平。EZH2表达抑制后,肝癌HepG2细胞24
 

h、48
 

h、72
 

h的细胞活力均更低(P<0.05),Wnt
 

1和β-catenin蛋

白水平更低(P<0.05)。结论 EZH2在肝癌HepG2细胞中过度表达,敲低EZH2显著抑制了HepG2细胞的

增殖能力,并降低了 Wnt/β-catenin信号通路的相关蛋白水平。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

enhancer
 

of
 

Zeste
 

homolog
 

2
 

(EZH2)
 

on
 

hepatocellular
 

car-
cinoma

 

HepG2
 

cell
 

proliferation
 

by
 

inhibiting
 

Wnt/β-catenin
 

signaling
 

pathway.Methods The
 

expression
 

lev-
els

 

of
 

mRNA
 

and
 

protein
 

of
 

EZH2
 

in
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

HepG2,SMMC-7721,BEL-7402
 

cells
 

and
 

nor-
mal

 

hepatocytes
 

were
 

detected
 

by
 

real
 

time
 

fluorescence
 

quantitative
 

reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

and
 

Western
 

blot.Transfected
 

siRNA
 

EZH2
 

and
 

siRNA
 

control
 

in
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

HepG2
 

cells.siRNA
 

EZH2
 

in
 

HepG2
 

cells
 

and
 

siRNA
 

control
 

were
 

transfected,MTT
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

HepG2
 

cells'
 

ability
 

to
 

proliferate.Western
 

blot
 

technique
 

was
 

used
 

to
 

identify
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

proteins.By
 

transfecting
 

siRNA
 

EZH2
 

in
 

HepG2
 

cells
 

and
 

administering
 

an
 

activator
 

of
 

the
 

Wnt/β-catenin
 

signaling
 

path-
way,MTT

 

assay
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

cells.Results The
 

EZH2
 

mRNA
 

and
 

EZH2
 

protein
 

levels
 

in
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

HepG2,SMMC-7721
 

and
 

BEL-7402
 

cells
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

normal
 

hepatocytes
 

(P<0.05),and
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

EZH2
 

in
 

HepG2
 

cells
 

were
 

high-
er

 

than
 

those
 

in
 

SMMC-7721
 

and
 

BEL-7402
 

cells
 

(P<0.05).siRNA
 

EZH2
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

mR-
NA

 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

EZH2
 

in
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

HepG2
 

cells.After
 

EZH2
 

expression
 

inhibition,
the

 

cell
 

viability
 

of
 

HepG2
 

cells
 

was
 

lower
 

at
 

24,48,72
 

h
 

(P<0.05),Wnt
 

1
 

and
 

β-catenin
 

protein
 

levels
 

were
 

lower
 

(P<0.05).Conclusion EZH2
 

is
 

overexpressed
 

in
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

HepG2
 

cells,and
 

knock-
down

 

of
 

EZH2
 

significantly
 

inhibits
 

the
 

proliferative
 

ability
 

of
 

HepG2
 

cells
 

and
 

decreases
 

the
 

levels
 

of
 

proteins
 

related
 

to
 

the
 

Wnt/β-catenin
 

signaling
 

pathway.
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  原发性肝癌是指肝脏组织中肝细胞的异常增生,
早期诊断通常较困难,因此常在晚期才被发现[1]。据

报道[2],原发性肝癌全球每年新发病例数为30~50
万。由于肝癌不易被发现,发病后未有效控制肿瘤的

进展,导致肝癌细胞不断增殖。因此,探寻肝癌的发

生机制及有效诊断的标志物有助于对患者进行精准

的治疗。由于肝癌的增殖涉及多基因参与,具体的分

子机制仍需探究。DALE等[3]的研究发现,Zeste基

因增强子同源物2(EZH2)是一种在膀胱癌、胶质瘤、
乳腺癌等多肿瘤中高度表达的人类同源基因,且参与

了肿瘤细胞的增殖,主要与细胞的周期调控、凋亡抑

制及表观遗传修饰等过程密切相关,通过调控相关基

因的表达来促进肿瘤的发生和发展。冯喆等[4]研究

证实 Wnt/β-catenin在肝癌发病时被过度激活,参与

肝癌细胞的增殖,且与调控肿瘤发展的基因有关。李

巍等[5]研究证实,EZH2通过抑制 Wnt/β-catenin信

号通路的激活,能够有效诱导胶质瘤细胞的凋亡,从
而抑制肿瘤的生长和进展。然而,临床上尚未有研究

详细阐述EZH2/Wnt/β-catenin信号通路对肝癌细胞

增殖的影响。故本研究旨在探究EZH2对肝癌细胞

增殖的影响,以为EZH2诊疗肝癌提供新依据。
1 材料与方法

1.1 实验材料 上海甄准生物科技有限公司提供了

用于研究的 DMEM 培养基,肝癌 HepG2、SMMC-
7721和BEL-7402细胞和正常肝细胞购自武汉尚恩

生物技术有限公司,用于实验中检测基因表达的实时

荧光定量逆转录聚合酶链反应(RT-qPCR)试剂盒由

上海康朗生物科技有限公司提供,RIPA裂解液购自

aladdin阿拉丁,EZH2、β-catenin、GAPDH 和 Wnt
 

1
抗体购自艾美捷科技有限公司,转染试剂购自Sigma-
Aldrich,引物序列购买自Takara生物,用于细胞增殖

实验测定的四甲基偶氮唑蓝(MTT)溶液由上海联硕

生物科技有限公司提供,二甲基亚砜(DMSO)购自济

南泉星新材料有限公司,酶标仪购自海闪谱生物。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养与传代 从液氮中取出冻存的正常

肝细胞和肝癌细胞 HepG2、SMMC-7721、BEL-7402,
立刻置于37

 

℃水浴中快速解冻,将解冻后的细胞快

速加入含9
 

mL完全培养基的15
 

mL离心管中,1
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃上清,将细胞接种到培养瓶中,
37

 

℃、饱和湿度、5%CO2 细胞培养箱中培养。当细

胞密度达到培养瓶底面的80%~90%时,弃去瓶中的

培养基,加入3
 

mL无菌PBS缓冲液反复清洗,弃去

PBS缓冲液,瓶中加入1
 

mL的胰酶,使胰酶溶液平铺

在细胞层面上,缓缓摇动细胞培养瓶,于培养箱中消

化,1
 

min后加入1
 

mL的完全培养基终止胰酶的消

化作用,并用吸头反复冲洗培养瓶底将未脱落的细胞

冲洗下来,将细胞悬液加入15
 

mL的离心管中,1
 

000
 

r/min离心5
 

min,小心吸弃去离心管中的液体,并用

2
 

mL的完全培养基重悬细胞,倒置显微镜下观察细

胞调整合适的细胞密度接种到培养瓶中,置于培养箱

中培养。
1.2.2 EZH2 的 检 测  以 RT-qPCR 检 测 肝 癌

HepG2、SMMC-7721、BEL-7402细胞中 EZH2
 

mR-
NA的表达:使用TRIzol法细胞RNA提取试剂盒提

取肝癌细胞(HepG2、SMMC-7721、BEL-7402)和正常

肝细胞中的总 RNA,按照 PrimeScript
 

RT
 

reagent
 

Kit说明书将 RNA 反 转 录cDNA,然 后 利 用 RT-
qPCR测定EZH2

 

mRNA的表达水平。每个孔均设

置3个重复,以GAPDH为内参,2-ΔΔCt计算相对表达

量。严格参照试剂盒的说明书提取和测定。本研究

中用于 RT-qPCR的引物序列如下:EZH2上游
 

5'-
AATCAGAGTACATGCGACTGAGA-3',下游

 

5'-G
 

CTGTATCCTTCGCTGTTTCC-3';GAPDH 上 游5'-
TGTGGGCATCAATGGATTTGG-3',下游5'-ACA

 

CCATGTATTCCGGGTCAAT-
 

3'。进行 Western
 

blot
检测肝癌细胞(HepG2、SMMC-7721、BEL-7402)中的

EZH2蛋白表达水平:根据试剂厂商提供的说明书进

行实验,使用Pierce
 

BCA蛋白分析试剂盒对全细胞

裂解液中分离的蛋白样品进行定量。使用RIPA缓

冲液提取组织和细胞蛋白。从每个样品中取20
 

μg的

蛋白质,加载到十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

凝胶上,电泳后,将蛋白转移到硝基纤维素膜上。5%
脱脂奶粉进行封闭1

 

h后孵育一抗(稀释比例为1∶5
 

000,Rabbit-Anti-EZH2)。次日使用二抗[Goat
 

Anti-
Rabbit

 

IgG
 

(H+L)]孵育1
 

h。使用ECL试剂进行

发光反应并曝光图像。最后,利用ImageJ软件分析

EZH2蛋白的灰度值,并以GAPDH的灰度值作为对

照,以确保结果的准确性。
1.2.3 细胞分组 在转染前1

 

d,将肝癌 HepG2细

胞以5×108/L的密度种板,融合度在60%时进行转

染。肝癌 HepG2细胞中转染siRNA
 

EZH2为siR-
NA

 

EZH2组,转染siRNA对照后为siRNA-NC组,
只加入转染试剂的肝癌 HepG2细胞为对照组。转染

结束利用蛋白免疫印迹(Western
 

blot)和RT-qPCR
检测EZH2的蛋白和 mRNA表达水平变化,验证转

染效果。
1.2.4 MTT法测定细胞的增殖能力 对照组、siR-
NA-NC组和siRNA

 

EZH2组以3
 

000个/孔的密度种

板,在24、48、72
 

h加入MTT溶液后继续孵育4
 

h,然后

加入二甲亚砜震荡10
 

min。使用分光光度计测定490
 

nm波长时的吸光度(A),重复3次测量取均值。
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1.2.5 Western
 

blot测定c-Myc、β-catenin的蛋白水

平 操作方法同EZH2蛋白的测定。

1.2.6 测定激活剂对肝癌细胞增殖的影响 在对肝

癌细胞进行siRNA
 

EZH2处理后,加入 Wnt/β-cate-
nin信号通路激活剂 LiCl后形成siRNA

 

EZH2
 

+
 

LiCl组,使用无菌的PBS配制LiCl溶液,浓度为10
 

mmol/L,将配制好的LiCl溶液按照实验设计的浓度

加入细胞培养基中,轻轻混匀,避免产生气泡。孵育

24
 

h后,使用 MTT法测定该组细胞的增殖能力,以
评估EZH2和 Wnt/β-catenin信号通路对细胞增殖的

影响。操作方法同上。

1.3 统计学处理 采用SPSS19.0统计学软件进行

数据分析,计量资料采用x±s表示,使用独立样本t
检验计算P 值,多组比较用单因素方差分析(one-way

 

ANOVA)和两因素方差分析(two-way
 

ANOVA),事
后两组间比较使用SNK-q 检验。以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 EZH2
 

mRNA和蛋白在肝癌 HepG2、SMMC-
7721、BEL-7402细胞和正常肝细胞中的表达 West-
ern

 

blot和RT-qPCR结果表明,在肝癌细胞 HepG2、

SMMC-7721和BEL-7402中,EZH2的 mRNA和蛋

白水平均显著高于正常肝细胞,差异有统计学意义

(P<0.05);进 一 步 分 析 发 现,HepG2 细 胞 中 的

EZH2
 

mRNA和蛋白水平高于SMMC-7721和BEL-
7402细胞,差异有统计学 意 义(P<0.05)。说 明

EZH2在肝癌 HepG2细胞中表达水平最高,因此选

用HepG2细胞进行后续实验。见图1。

  注:A为EZH2
 

mRNA的表达;B为EZH2蛋白的表达。与正常

肝细胞比较,*P<0.05;与SMMC-7721、BEL-7402细胞比较,#P<

0.05。

图1  EZH2
 

mRNA和蛋白在肝癌 HepG2、SMMC-7721、

BEL-7402细胞和正常肝细胞中的表达

2.2 转 染 EZH2
 

siRNA 后 肝 癌 HepG2 细 胞 中

EZH2
 

mRNA和蛋白的表达 Western
 

blot和RT-
qPCR结果表明,与对照组相比,siRNA

 

NC组肝癌

HepG2细胞中EZH2
 

mRNA和蛋白水平未发生明显

改变,差异无统计学意义(P>0.05);与siRNA
 

NC
组比 较,siRNA

 

EZH2 组 肝 癌 HepG2 细 胞 中 的

EZH2
 

mRNA和蛋白水平显著降低,差异有统计学意

义(P<0.05)。见图2。

  注:A为EZH2
 

mRNA的表达;B为EZH2蛋白的表达。与对照

组、siRNA-NC组比较,*P<0.05。

图2  转染EZH2
 

siRNA后肝癌 HepG2细胞中EZH2
 

mRNA和蛋白的表达

2.3 siRNA
 

EZH2对肝癌 HepG2细胞增殖的影

响 MTT增殖实验结果表明,对照组和siRNA
 

NC
组的细胞增殖能力相比,差异无统计学意义(P>
0.05);siRNA

 

EZH2组在转染后24
 

h后A值显著降

低,差异有统计学意义(P<0.05);48、72
 

h的A值降

低程度更大,差异有统计学意义(P<0.05)。表明

siRNA
 

EZH2对肝癌
 

HepG2细胞的增殖有显著的抑

制作用。见图3。

  注:与对照组、siRNA
 

NC组比较,*P<0.05。

图3  siRNA
 

EZH2对肝癌 HepG2细胞增殖的影响

2.4 siRNA
 

EZH2对HepG2细胞 Wnt/β-catenin信

号通路表达的影响 Western
 

blot结果表明,与对照

组相比,siRNA-NC组肝癌 HepG2细胞中 Wnt
 

1和

β-catenin蛋 白 表 达 水 平 相 比,差 异 无 统 计 学 意 义

(P>0.05);与siRNA-NC组比较,siRNA
 

EZH2组肝

癌HepG2细胞的 Wnt
 

1和β-catenin蛋白的表达水平

显著降低,差异有统计学意义(P<0.05)。见图4。

图4  siRNA
 

EZH2对 HepG2细胞 Wnt/β-catenin信号

通路表达的影响
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2.5 Wnt/β-catenin信号通路激活剂对 HepG2细胞

增殖的影响 MTT增殖实验表明,siRNA
 

EZH2+
LiCl组肝癌 HepG2细胞的 A 值显著高于siRNA

 

EZH2组,差异有统计学意义(P<0.05)。激活 Wnt/

β-catenin信号通路能够促进EZH2的升高,从而诱导

肝癌HepG2细胞的增殖。见图5。

  注:与siRNA
 

EZH2组比较,*P<0.05。

图5  Wnt/β-catenin信号通路激活剂对 HepG2细胞

增殖的影响

3 讨  论

肝癌是一种初期症状表现不明显的恶性肿瘤之

一,目前认为其发病多与慢性乙型肝炎病毒感染、遗
传和肝硬化等有关,我国的发病率约为30.3/10.0万

人,这构成了严重的公共卫生挑战[6-7]。由于大多数

肝癌患者被发现时已为晚期,肝癌病灶已占据大部分

肝脏,导致患者预后差。早期诊断和针对性治疗是提

高肝癌预后效果的关键手段,开发和应用更为灵敏和

特异的肝癌早期诊断技术,以及探索针对肝癌发生发

展机制的新型针对性治疗策略,对于改善肝癌患者的

生存质量和预后具有重要意义。然而,临床上尚缺乏

有效诊治肝癌的依据,CAO等[8]研究发现,肝癌的发

病与抑癌基因表达缺失有关,抑癌基因的缺失或功能

失活可能是肝癌发生发展的重要机制之一,这为肝癌

的诊治提供了新的思路。因此,研究与肝癌发病相关

的基因的功能具有重要意义。
EZH2属PcG蛋白成员,主要通过催化组蛋白

H3第27位赖氨酸的三甲基化(H3K27me3)参与基

因表达的表观遗传调控,在多种肿瘤中EZH2的异常

表达或功能失调往往导致抑癌基因的沉默和癌基因

的激活,从而促进肿瘤的发生和发展[9]。多项研究证

实[10-12],EZH2在结肠癌、前列腺癌、食管鳞状癌、胆
管癌等多肿瘤中均高表达,可影响肿瘤细胞的凋亡、
增殖等,EZH2的异常表达不仅与肿瘤的恶性程度相

关,还可能影响肿瘤对治疗的反应和患者的预后。研

究证实,EZH2可通过调节细胞增殖相关基因的转录

促进肿瘤细胞增殖。ZHOU 等[13]研究证实,抑制

EZH2的高表达可阻滞肝癌 HepG2细胞的增殖。本

实验表明,EZH2在肝癌 HepG2、SMMC-7721、BEL-
7402细胞中的表达水平高于正常肝细胞,且在肝癌

HepG2细胞更高表达,这一发现证实了EZH2与肝

癌之间的密切联系,提示EZH2可能作为肝癌发生和

发展的一个重要驱动因素。进一步研究显示,敲低

EZH2后的肝癌HepG2细胞从24
 

h后增殖活性开始

受到抑制,这表明EZH2在肝癌细胞的增殖过程中发

挥着重要作用,其表达水平的降低能够直接影响肝癌

细胞的生长能力。这一结果支持了EZH2作为肝癌

治疗潜在靶点的可能性,并为开发针对EZH2的肝癌

治疗策略提供了实验依据。
Wnt/β-catenin信号通路与细胞生长、分化有关,

在多肿瘤中均异常激活,该通路的异常激活通常导致

细胞增殖失控和分化异常,进而促进肿瘤的发生和发

展,在肝癌中 Wnt/β-catenin信号通路的异常也被广

泛报道,并与肝癌的恶性程度和不良预 后 密 切 相

关[14]。细胞受到外部刺激后β-catenin从细胞膜复合

体中释放并转移到细胞核内与转录因子结合,启动对

下游靶基因的转录和表达,这是 Wnt/β-catenin信号

通路的关键环节,调控着细胞的生长、分化及多种生

理和病理过程。在肝癌细胞中,该通路的异常激活可

能导致β-catenin的过度积累和核转位,进而促进肝癌

的发生和发展[14]。Wnt/β-catenin信号通路目前已成

为调控肝癌疾病进展的重要因子。本研究的结果表

明,敲减EZH2的肝癌 HepG2细胞中的β-catenin和

Wnt
 

1蛋白水平降低,这揭示了 EZH2与 Wnt/β-
catenin信号通路之间的潜在联系,表明EZH2可能在

该通路的调控中发挥重要作用。这与既往的研究一

致,有研究指出EZH2能够通过刺激β-catenin的表

达,进一步增强肿瘤细胞的增殖能力[15-17]。本研究中

发现下调EZH2表达可干扰肝癌细胞的 Wnt/β-cate-
nin信号通路的激活,为深入理解EZH2在肝癌中的

作用机制提供了新的线索,并为开发针对EZH2和

Wnt/β-catenin信号通路的联合治疗策略提供了实验

基础。
综上所述,EZH2在肝癌中呈高表达,敲低EZH2

表达能够通过抑制 Wnt/β-catenin信号通路来抑制肝

癌细胞的增殖。这一发现不仅为肝癌的治疗提供了

新的潜在靶点,也为进一步探讨EZH2在肝癌中的具

体作用机制提供了基础。尽管本研究取得了以上结

果,但是仍存在不足之处,首先,本研究主要聚焦于肝

癌细胞系,所有实验都是在细胞水平上进行的,未能

进行动物模型或临床患者的研究,未来需要在动物模

型或临床患者中进行更深入的研究,以评估EZH2作

为潜在治疗靶点的可行性。
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