
RNA (siRNA)-mediated silencing of the Na+/H+ 

exchanger 1 (NHE1) gene on cell invasion and 
migration in human hepatocellular carcinoma 
cell line MHCC97-H. 

METHODS: After MHCC97-H cells were trans-
fected with NHE1-specific siRNA, the levels 
of NHE1 mRNA and protein were detected by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and Western blot, respectively. Cell 
proliferation was detected by MTT assay. The 
impact of NHE1 knockdown on cell invasion 
and migration was determined by Transwell 
chamber assay. The changes in morphology cy-
toskeleton and pseudopodia were observed by 
immunofluorescence. 

RESULTS: Compared to negative control and 
mock control cells, the levels of NHE1 mRNA 
and protein in MHCC97-H cells transfected 
with NHE1-specific siRNA decreased signifi-
cantly (P < 0.05). NHE1 knockdown signifi-
cantly suppressed the invasion and migration of 
MHCC97-H cells compared to negative control 
and mock control cells (34.1 ± 5.2 vs 56.9 ± 6.1, 
57.2 ± 6.1; 120.2 ± 12.8 vs 235.2 ± 16.8, 231.9 ± 
14.7; all P < 0.05). However, there were no sig-
nificant differences in cell migration and inva-
sion between the two control groups. Cell prolif-
eration showed no significant differences among 
the three groups 48 or 72 h after transfection. 
Compared to the two control groups, deletion 
of NHE1 decreased the number of membrane 
pseudopodia and disrupted the cross-linked ac-
tin network in MHCC97-H cells． 

CONCLUSION: Deletion of NHE1 inhibits cell 
invasion and migration by influencing cytoskel-
eton rearrangement and pseudopodia formation 
in human hepatocellular carcinoma cell line 
MHCC97-H.  

Key Words: Liver cancer; Na+/H+ exchanger 1; RNA 
interference; Cytoskeleton
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Abstract
AIM: To investigate the effect of small interfering 
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■背景资料
钠 氢 交 换 蛋 白 1
广泛存在于细胞
膜 表 面 ,  可 通 过
排 出 细 胞 内 H + ,
形成细胞外酸性
微 环 境 ,  也 可 通
过与肌动蛋白结
合蛋白(ezrin, ra-
dixin and moesin, 
ERM)的联系 ,参
与细胞形态的维
持及伪足的形成. 
近年来研究表明, 
钠 氢 交 换 蛋 白 1
在多种肿瘤细胞
中 表 达 增 加 ,  并
和肿瘤细胞的侵
袭转移密切相关. 

■同行评议者
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感 染 病 科 ;  荚 卫
东, 教授, 安徽省
立医院肝胆外科
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■研发前沿
研究表明, NHE1
在侵袭性伪足处
聚集维持酸性微
环 境 ,  通 过 介 导
溶酶体向细胞外
围转运和胞吐作
用 ,  释 放 多 种 蛋
白酶以降解细胞
外 基 质 ,  利 于 肿
瘤 侵 袭 转 移 ,  但
其具体机制有待
进一步研究.

Zhu PL, Zhang FQ, Dou KF. SiRNA-mediated silencing 
of the NHE1 gene inhibits cell invasion and migration in 
human hepatocellular carcinoma cell line MHCC97-H. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(23): 2437-2442

摘要
目的: 探讨RNA干扰沉默NHE1基因后对人肝
癌细胞株MHCC97-H细胞侵袭迁移的影响. 

方法: 应用N H E1基因小干扰R N A(s m a l l 
interfering RNA, siRNA)转染人肝癌细胞株
MHCC97-H细胞, 同时设立空白对照组和无
关对照组. 转染成功后采用RT-PCR和Western 
b l o t分别从基因和蛋白水平检测R N A干扰
沉默NHE1基因的效果. MTT法测定转染后
三组细胞的增殖状况, Transwell小室检测沉
默NHE1基因对MHCC97-H细胞侵袭、转移
能力的影响, 进一步采用免疫荧光观察其对
MHCC97-H细胞骨架和伪足的影响. 

结果: 与两对照组比较, 转染NHE1-s iRNA
组N H E1 m R N A和蛋白表达水平均明显降
低(P <0.05); 细胞侵袭、迁移实验结果显示, 
N H E1-s i R N A组穿透人工基底膜的细胞数
(34.1±5.2, 120.2±12.8)较空白对照组(56.9
±6.1, 235.2±16.8)和转染无关对照组(57.2±
6.1, 231.9±14.7)均明显减少, 差异均有统计
学意义(P <0.05), 而空白对照组与无关对照组
比较差异无统计学意义; MTT结果显示, 转染
后48 h和72 h三组细胞间增殖活性差异无统
计学意义; NHE1基因沉默后与两对照组相比, 
MHCC97-H细胞膜伪足形成减少, 细胞内肌动
蛋白网排列紊乱. 

结论: siRNA沉默NHE1基因后可能通过影响
MHCC97-H细胞骨架的重组和伪足的形成, 从
而抑制MHCC97-H细胞的侵袭和迁移能力. 

关键词: 肝癌; 钠氢交换蛋白1; RNA干扰; 细胞骨架
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0  引言

钠氢交换蛋白1(Na+/H+exchanger1, NHE1)是
存在于所有真核细胞的一种跨膜蛋白, 其功能

是通过Na+、H+交换将细胞内过多的H+排出, 在
维持细胞内p H值、稳定细胞容量、参与离子

转运、调节肿瘤细胞行为如侵袭和转移等方

面具有重要的作用[1-3]. 另有研究表明, NHE1可
与肌动蛋白结合蛋白(ezrin, radixin and moesin, 
ERM)之间发生结构联系, 参与细胞形态的维持

以及调节细胞的运动能力[4-6]. 肝癌是我国最常

见的恶性肿瘤之一, 其中90%的患者死于肝癌转

移, 严重威胁着人类的健康[7,8]. 我们前期研究证

明, NHE1 mRNA和蛋白在肝癌组织中的表达程

度显著高于正常肝组织和癌旁组织, 提示NHE1
可能与肝癌的恶性程度和侵袭转移有密切的关

系[9-11]. 本研究以人肝癌细胞株MHCC97-H细胞

为研究对象, 采用脂质体转染小干扰RNA沉默

NHE1基因, 观察转染后MHCC97-H细胞侵袭、

迁移能力的变化, 观察转染后细胞骨架肌动蛋

白和细胞伪足的变化, 以期找出抑制肝癌侵袭

转移的治疗靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞株MHCC97-H购自上海复

旦大学肝癌研究所, DMEM培养基购自Gibco
公司. TRIzol、脂质体转染试剂Lipofectami-
neTM2000购自Invitrogen公司. 逆转录试剂盒购

自Fermentas公司. NHE1基因siRNA购自上海

吉玛生物有限公司(NHE1-siRNA 序列1、正义

链: 5'-GCCCUGUUAAUCAUUCCGUTT-3', 反
义链: 5'-ACGGAAUGAUUAACAGGGCTT-3'; 
序列2、正义链 :  5 '-G A C A A G C U C A A C C-
G G U U U AT T-3' ,  反义链 :  5 ' -U A A A C C G-
GUUGAGCUUGUCTT-3'; 序列3、正义链: 
5'-GUGAGCAGAUCAACAACAUTT-3', 反义链: 
5'-AUGUUGUUGAUCUGCUCACTT-3'; 无关

对照siRNA正义链: 5'-UUCUCCGAACGUGU-
CACGUTT-3', 反义链: 5'-ACGUGACACGUUC-
GGAGAATT-3'). 本实验应用抑制效率最高的序

列1作为研究序列. NHE1和GAPDH引物由北京

奥科鼎盛生物科技有限公司公司合成. 鼠抗人

NHE1抗体购自Millipore公司. 鼠抗人β-actin抗
体购自Santa Cruz公司. 异硫氰酸荧光素(FITC)
标记的鬼笔环肽(Phal lo id in)购自s igma公司. 
Transwell小室购自Millipore公司. Matrigel购自

美国BD公司. 
1.2 方法
1.2.1 细胞培养: 肝癌细胞株MHCC97-H在含

100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液(含青霉素

100 kU/L, 链霉素100 μg/mL), 37 ℃、50 mL/L 
CO2、饱和湿度环境的条件下连续培养. 待对数

生长期时, 收取细胞, 进行实验. 
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■相关报道
在乳腺癌细胞中
发现, 定位于侵袭
性伪足的NHE1可
在其周围形成酸
性微环境, 利于细
胞外基质降解, 进
而促进肿瘤侵袭, 
为证明NHE1在肿
瘤侵袭中的作用
提供了结构基础.

1.2.2 NHE1-s iRNA转染及细胞分组: 转染前

24 h, 取对数生长期的细胞胰酶消化、计数, 调
整细胞数为2.0×105/孔, 接种于6孔板, 孵箱培

养, 使细胞密度达到60%. 转染时用Opti-MEM
培养基2 mL换去完全培养基. 分别用250 μL的
Opti-MEM稀释200 pmol siRNA和5 μL Lipo-
fectamineTM2000, 混匀, 室温孵育5 min后, 将250 
μl LipofectamineTM2000混合物加入siRNA混合

物中, 总体积为500 μL, 混匀, 室温孵育20 min, 
将500 μL siRNA/LipofectamineTM2000混合物分

别加入6孔板中, 混匀, 培养4-6 h后更换完全培

养基, 37 ℃继续培养48-72 h用于实验. 细胞分

组: (1)空白对照组: 转染时加入Opti-MEM培养

基; (2)无关对照组: 转染时加入非特异性siRNA/
LipofectamineTM2000复合物; (3)NHE1-siRNA
组: 转染时加入NHE1特异性siRNA/Lipofectami-
neTM2000复合物. 
1.2.3 RT-PCR: 细胞转染48 h后收集细胞, 按
TRIzol说明书操作提取细胞总RNA, 按逆转录

试剂盒说明书进行逆转录反应, RNA量为1 μg, 
引物为Oligo(dT)18, 反应条件为70 ℃ 5 min、
0 ℃ 5 min、37 ℃ 5 min、42 ℃ 60 min、70 ℃ 
10 min、-20 ℃保存. 用于扩增人NHE1 cDNA
的引物序列为 :  上游引物序列 :  5 '-C A C A C-
CACCATCAAATACTTCC-3', 下游引物序列: 
5'-GAACTTGTTGATGAACCAGGTC-3'; 以人

GAPDH为内参照, 上游引物序列为: 5'-ACCA-
CAGTCCATGCCATCAC-3', 下游引物序列为: 
5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'. PCR反应

条件为: 94 ℃ 5 min预变性, 94 ℃ 30 S, 59 ℃ 30 
s, 72 ℃ 30 s, 共30个循环, 72 ℃延伸10  min．取 
PCR扩增产物15 μl, 经2.5%琼脂糖凝胶电泳, 溴
化乙锭染色后, 用UVP凝胶成像系统进行检测, 
并用Gelpro软件对阳性条带的密度进行测定, 
以相对光密度率(以NHE1的阳性条带光密度与

GAPDH相比)作为NHE1 mRNA的相对表达量. 
实验重复3次. 
1.2.4 Western blot检测NHE1蛋白的表达: 转
染后72 h, 用R I PA和P M S F提取细胞总蛋白. 
B C A法检测蛋白浓度 .  取50 μg蛋白质样品 , 
与5×上样缓冲液混合, 沸水煮5 min变性, 经
S D S-PA G E, 蛋白从凝胶中转移到P V D F膜
上 ,  含5%脱脂奶粉的T B S T封闭2 h. 加入鼠

抗人N H E1单克隆抗体(1∶500稀释)和鼠抗

人β-act in单克隆抗体(1∶500稀释), 4 ℃孵育

过夜, TBST漂洗3次, 每次5 min, 加入HRP标

记的羊抗鼠二抗(1∶5 000稀释)室温孵育2 h, 
ECL显影, 并进行密度分析. 实验重复3次.
1.2.5 MTT分析: 取对数生长期的细胞胰酶消

化、计数, 调整细胞数为5.0×103/孔, 接种于

96孔板, 37 ℃孵箱培养24 h, 常规分组转染细

胞, 分别于转染后24 h、48 h和72 h, 各孔加

入MTT溶液(5 g/L)20 μL, 37 ℃孵育4 h, 吸弃

孔内培养液, 加入DMSO 150 μL, 充分溶解结

晶物, 读取各孔光吸收值(490 nm波长). 每组

每个时间点设3个平行样本, 取各组值的均数

表示细胞的增殖情况, 实验重复3次.
1.2.6 细胞侵袭实验: 将Matrigel胶(50 μL/孔)均
匀地铺在Transwell小室膜上, 收集转染48 h后的

各组细胞5×104个, 用200 μL无血清DMEM培养

液稀释后接种到上室中, 将小室置于加有600 μL 
含200 mL/L胎牛血清DMEM培养液的24孔板内, 
37 ℃、50 mL/L CO2, 孵育24 h后取出小室, 小心

擦掉上室细胞, PBS洗3次, 950 mL/L乙醇固定, 
结晶紫染色, 200倍显微镜下计数5个视野穿过

微孔的细胞数, 取其均值, 每组3个小室, 实验重

复3次. 
1.2.7 细胞迁移实验: 迁移实验不铺Matrigel胶, 
孵育24 h后取出小室, 其余步骤同侵袭实验. 
1.2.8 免疫荧光标记细胞骨架: 转染后48 h细胞爬

片, 常规培养24 h后, 吸净培养基, PBS冲洗3遍, 
40 g/L多聚甲醛室温下固定20 min, PBS再冲洗3
遍, 0.5% Triton X-100透膜10 min, 用FITC-鬼笔

环肽室温下孵育30 min标记细胞骨架肌动蛋白, 
PBS冲洗3遍, 50%甘油封片. 荧光显微镜观察细

胞骨架和细胞膜伪足(×400), 并拍照. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件分析, 

计量资料以mean±SD表示, 组间比较采用单因

素方差分析. 

2  结果

2.1 转染NHE1-siRNA对MHCC97-H细胞NHE1 
mRNA和蛋白表达的影响 转染48 h后, siRNA
组细胞NHE1基因 mRNA水平明显下调, 与空

白对照组和无关对照组比较差异有统计学意

义(P <0.05), 而空白对照组和无关对照组NHE1 
mRNA表达差异无统计学意义(图1); Western 
blot结果显示, NHE1-siRNA转染组NHE1蛋白

表达水平较空白对照组和无关对照组明显降低, 
差异具有统计学意义(P <0.05), 空白对照组和无

关对照组间差异无统计学意义(图2), 表明NHE1
基因被成功抑制. 
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■创新盘点
既往研究多集中
于NHE1通过调节
细胞内外的酸碱
环境, 进而调节细
胞的多种行为, 本
文从NHE1与细胞
结构关系方面对
NHE1在肿瘤侵袭
转移中的作用进
行了初步研究.

2.2 抑制NHE1基因抑制MHCC97-H细胞迁移 空
白对照组迁移细胞数目为235.2±16.8个, 转染

无关对照组为231.9±14.7个, 而NHE1-siRNA转

染组为120.2±12.8个, 与空白对照组和无关对

照组比较差异均有统计学意义(P <0.05, 图3). 
2.3 抑制NHE1基因抑制MHCC97-H细胞侵袭 空
白对照组穿透人工基底膜细胞数目为56.9±6.1
个, 无关对照组为57.2±6.1个, 两者差异无统计

学意义, NHE1-siRNA组为34.1±5.2个, 与空白

对照组和无关对照组比较差异均有统计学意义

(P <0.05, 图4). 

2.4 NHE1-siRNA转染后对MHCC97-H细胞增殖

活性的影响 MTT方法检测结果显示, 转染后

空白对照组、无关对照组和N H E1-s i R N A组

间光吸收值无明显差异(48 h: 0.476±0.035, 
0.433±0.025 vs  0.450±0.034; 72 h: 0.846±
0.032, 0.806±0.087 vs  0.761±0.082), 即转染

后48 h和72 h 3组细胞间增殖差异无统计学意

义(图5).
2.5 N H E1抑制后M H C C97-H细胞骨架和细

胞膜伪足的变化  空白对照组和无关对照组

MHCC97-H细胞内肌动蛋白网和细胞膜伪足

形成正常, 细胞转染NHE1-siRNA后, 与两对照

组相比, 细胞内肌动蛋白网排列紊乱, 形成减

图  3  转染siRNA后各组迁移细胞数. aP<0.05 vs  空白对照组.
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图  6  NHE1基因沉默后对MHCC97-H细胞骨架和伪足的影响. A: 空白对照组; B: 无关对照组; C: NHE1-siRNA组.
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少, 细胞膜伪足回缩、形成减少或消失(图6). 

3  讨论

肝癌是恶性程度极高、预后极差的恶性肿瘤, 
侵袭和转移是其作为恶性肿瘤重要的生物学特

性, 同时也是肝癌治疗失败和患者致死的主要

原因[12], 肝癌的侵袭转移涉及许多方面, 其具体

机制尚不明确, 研究肝癌侵袭转移调控的机制

对于预防和阻止肝癌侵袭转移至关重要. 
NHE1是存在于细胞膜表面的离子转运蛋

白, 调控细胞内pH的动态平衡[13,14]. 在肿瘤细胞

中, NHE1表达增加及活性增强[15], 形成肿瘤细

胞胞内碱性、胞外酸性的特殊微环境. 除此之

外, 研究发现, NHE1可以通过与ERM之间发生

结构联系锚定肌动蛋白丝, 控制细胞骨架的完

整, 从而参与细胞形态的维持及细胞运动的调

节[4,16,17]. 在表达突变NHE1的成纤维细胞中, 不
影响NHE1的离子交换功能, 但可以阻断NHE1
与E R M的结合 ,  发现这种突变会降低细胞黏

附力 ,  影响细胞的极性和细胞的定向运动 [4]. 
本研究中, 采用siRNA干扰沉默NHE1基因后, 
MHCC97-H细胞NHEl mRNA和蛋白含量明显

降低, 说明NHEl基因已被成功沉默. 研究发现, 
NHE1-siRNA转染MHCC97-H细胞后, 与空白

对照组和无关对照组相比, 穿透人工基底膜的

MHCC97-H细胞明显减少. 提示NHE1可能参与

了MHCC97-H细胞移动的调节. 
Transwel l侵袭小室是体外检测肿瘤细胞

侵袭力筛选高转移细胞的经典方法, 其结果反

映了细胞对细胞外基质的穿透能力和细胞的

侵袭能力. 本研究中发现, 转染NHE1-s iRNA
的MHCC97-H细胞其侵袭力较空白对照组和

无关对照组明显下降, 表明NHE1可能促进了

MHCC97-H细胞的侵袭能力. 
在肿瘤的侵袭转移过程中, 细胞骨架的重

组发挥了重要作用 .  而许多侵袭性肿瘤细胞

有与侵袭性密切相关的伪足[18-20]. 有研究显示

NHE1定位于极性细胞的前端, 对伪足形成和细

胞趋化有重要作用[21,22]. 应用NHE1抑制剂可以

阻断这种侵袭结构的形成以及减弱细胞的侵袭

能力[23]. 在乳腺癌细胞研究中发现, NHE1在侵

袭性伪足聚集表达, 并在此区域产生酸性环境, 
促进细胞外基质降解, 利于肿瘤侵袭转移[24,25]. 
在仓鼠肺成纤维细胞的研究中发现, 抑制NHE1
可抑制由RhoA介导的应力纤维的聚合及细胞

骨架的调节, 推测NHE1可能作为RhoA的下游

分子影响细胞形态的调节[26,27]. Paradiso等[28]研

究发现, 血清剥夺可以通过NHE1和RhoA交互

作用, 诱导NHE1依赖的细胞形态学和骨架改变, 
导致肿瘤细胞趋化和侵袭. 提示RhoA可能通过

对NHE1的调节, 引起细胞骨架改变, 从而影响

肿瘤细胞侵袭. 另有研究发现, NHE1的活性与

细胞伪足的形成有关, 而伪足对肿瘤细胞的运

动、黏附至关重要, 用5-(N-ethyl-N-isopropyl) 
amiloride (EIPA, NHE1抑制剂)抑制转染了鼠肉

瘤病毒(MSV)的上皮细胞MSV-MDCK的NHE1
活性可以引起该细胞的细胞骨架结构的显著改

变. 表现为肌动蛋白纤维松弛, 伪足中肌动蛋

白变少, 伪足变浅、消失, 细胞变圆, 细胞从支

持物上脱落. 去EIPA后, 伪足又重新形成. 推测

NHE1可能与细胞伪足的形成及细胞运动密切

相关[29]. 在成纤维细胞研究中发现, 其伪足中存

在NHE1、F肌动蛋白和Talin的共区域化, NHE1
可以通过其胞质区与肌动蛋白的联系参与灶性

黏附作用(focal adhension), 表明NHE1可能直接

参与肿瘤细胞伪足形成、运动和黏附过程 [30]. 
本研究中, 采用siRNA干扰沉默NHE1基因后, 肝
癌细胞内的肌动蛋白网排列紊乱, 同时细胞伪

足形成减少. 而空白对照组和无关对照组, 无此

改变, 提示NHE1与细胞骨架重组及细胞伪足形

■应用要点
细胞骨架重组和
细胞伪足的形成
在肿瘤细胞侵袭
转移中发挥着重
要作用, 研究表明
NHE1参与了细胞
骨架重组和伪足
形成, 故可通过抑
制NHE1抑制伪足
或伪足形成的中
间环节, 进而达到
抑制肿瘤侵袭转
移的目的.
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成相关, 进而影响细胞的侵袭.
总之, NHE1可能通过改变细胞骨架和伪足

形成参与了肿瘤的侵袭和转移,这为在肝细胞癌

治疗过程中, 采用针对NHE1基因治疗提供了理

论依据. 但NHE1调控细胞骨架和伪足形成的具

体分子机制尚待进一步研究.
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