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■背景资料
Cyclin  E蛋白是
一种重要的周期
蛋 白 ,  是 促 进 细
胞周期G 1/S转换
的重要调节因子. 
Cyclin E在多种恶
性肿瘤中存在过
表达, 阻断其表达
可抑制肿瘤细胞
的生长,有望成为
肿瘤治疗的候选
靶点. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of RNAi-mediated 
silencing of the Cyclin E gene on the prolifera-
tion and invasion of HepG2, SMMC-7721 and 
BEL-7402 cells. 

METHODS: Two vectors carrying siRNA tar-
geting the Cyclin E gene were constructed 
and transfected into HepG2, SMMC-7721 and 
BEL-7402 cells. The mRNA and protein expres-
sion of Cyclin E were measured by RT-PCR 

and Western blot, respectively. CCK-8 assay 
and colony formation assay were employed 
to assess the proliferation and colony-forming 
ability of transfected HepG2, SMMC-7721 and 
BEL-7402. Flow cytometry (FCM) and tran-
swell migration assay were used to evaluate 
cell cycle progression and migration of trans-
fected cells.

RESULTS: Compared to the blank control 
group and negative control group, the expres-
sion of Cyclin E mRNA and protein was sig-
nificantly decreased, the proliferation, colony-
forming ability, and migration were suppressed 
significantly, and cell cycle was arrested in G0/
G1 phase in two experimental groups.

CONCLUSION: Down-regulation of Cyclin E 
expression significantly inhibits the prolifera-
tion and migration of HepG2, SMMC-7721 and 
BEL-7402 cells.

Key Words: Cyclin E; siRNA; Liver cancer cell lines; 
Cell proliferation; Cell invasion
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摘要

目的: 观察siRNA沉默Cyclin E基因表达对肝
癌HepG2、SMMC-7721和BEL-7402细胞增殖
和侵袭能力的影响.

方法: 构建2个靶向Cycl in E基因s iRNA载
体 ,  转染人肝癌H e p G2、S M M C-7721和
BEL-7402细胞. RT-PCR、Western blot检测转
染后HepG2、SMMC-7721和BEL-7402细胞
Cyclin E基因mRNA和蛋白表达水平. CCK-8
试验、软琼脂克隆形成实验检测H e p G2、
SMMC-7721和BEL-7402细胞增殖、克隆形
成能力. 流式细胞术、transwell试验分别检测
HepG2、SMMC-7721和BEL-7402细胞周期和
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■研发前沿
研 究 发 现 ,  异 常
情 况 下 由 于 C y -
c l i n  E 无顺序无
规律的过度表达, 
不断激活其下游
蛋 白 ,  驱 使 细 胞
异 常 增 殖 ,  引 起
肿瘤 .  RNA干扰
技术可以特异阻
断或降低其靶向
基 因 的 表 达 ,  在
抑制肿瘤生长的
基础研究方面取
得了一定的进展. 

侵袭能力.

结果: 构建的2个Cyclin E基因siRNA载体插
入序列与所设计序列均一致; 转染HepG2、
SMMC-7721和BEL-7402细胞后, 干扰1组、

干扰2组与空白对照组和阴性对照组比较 , 
Cycl in E mRNA和蛋白表达量均显著降低
(P<0.05), 细胞生长速度延缓, 软琼脂细胞集落
形成数、穿透细胞数均显著降低(P<0.05), S和
G2/M期细胞比例减少, G0/G1期细胞比例增加.

结论: 沉默肝癌细胞Cyclin E表达水平, 可有
效抑制细胞生长、增殖和侵袭能力.
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0  引言

细胞周期调控机制紊乱导致的细胞生长失控是

肿瘤发生的重要机制之一. Cyclin E是周期蛋白

的一种, 在细胞的增殖分�及肿瘤发生中起重

要作用[1]. 他能够与CDK2一起促进细胞周期的

G1/S转换, 进而促进细胞分裂[2]. 研究发现, 异常

情况下由于Cyclin E无顺序无规律的过度表达, 
不断激活其下游蛋白, 驱使细胞异常增殖, 引起

肿瘤[3]. 有研究表明Cyclin E过表达与肝癌的发

生密切相关[4]. 因此, 本文构建靶向Cyclin E的
siRNA载体, 转染肝癌HepG2、SMMC-7721和
BEL-7402细胞, 观察沉默Cyclin E基因表达对细

胞增殖、分裂和侵袭能力的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 �肝癌细胞株HepG2、SMMC-7721
和BEL-7402(中国科学院上海生命科学研究院

细胞资源中心); pGFP-V-RS载体(美国OriGene 
Technologies公司); 质粒DNA提取纯�试剂盒

(北京天恩泽基因科技有限公司); 小量总RNA
提取试剂盒(德国Q iagen公司); RPMI 1640培
养基、小牛血清(美国GIBCO公司); 荧光定量

PCR试剂盒(One Step SYBR® PrimeScript® RT-
PCR Kit, 大连宝生物公司); 鼠抗Cyclin E单克

隆抗体、辣根过氧�物酶标记的山羊抗鼠IgG
抗体、鼠抗GAPDH抗体(美国Santa Cruz公司); 
LipofectAmineTM 2000(美国Invitrogen公司).

1.2 方法

1.2.1 靶向Cyclin E基因siRNA载体的构建: 依据

Cyclin E mRNA序列(NM_057182.1), 利用Dhar-
macon公司提供的在线软件siDESIGN筛选确定

靶向Cyclin E基因的两个siRNA序列, 即951-969
位(GCAAAAGGTTTCAGGGTAT)、1122-1140
位(GGACAAAGCCCGAGCAAAG), 分别合成

发卡样单链DNA, 退火后分别与siRNA载体pG-
FP-V-RS重组. 随机选取两个转�菌隔夜培养, 
抽提质粒, 对插入序列进行测序. 得到重组载体

pGFP-V-RS-siCE951和pGFP-V-RS-siCE1122. 
1.2.2 肝癌细胞株的转染: 提取纯�GFP-V-RS-
s iCE951、pGFP-V-RS-s iCE1122和pGFP-V-
Con(无关序列s iRNA阴性对照载体)质粒. 复
苏HepG2、SMMC-7721和BEL-7402细胞, 按
Invitrogen公司转染试剂LipofectAmineTM2000
操作说明分别转染H e p G2、S M M C-7721和
BEL-7402细胞. 转染分4组: 干扰1组(转染pGFP-
V-RS-s iCE951)、干扰2组(转染pGFP-V-RS-
siCE1122)、阴性对照组(转染pGFP-V-Con)和空

白对照组(不转染任何质粒, 仅用脂质体处理). 
转染12 h后换液, 加入含有抗生素的完全培养基

37 ℃、50 mL/L CO、50 mL/L CO50 mL/L CO2培养24 h进行以下实验.
1.2.3 RT-PCR检测Cyclin E mRNA表达: 使用

Qiagen公司小量总RNA提取试剂盒提取各组转

染细胞总RNA, AMV逆转录成cDNA. 使用宝生

物公司的荧光定量PCR试剂盒扩增, Cyclin E扩
增引物5'CGGGTCCACAGGGATGCGAAGGA3'
和5'CAGGTGTGGGGATCAGGGAGCA3'. 内参

GAPDH扩增引物5'GCCTTCCGTGTCCCCACT-
GC3'和5'CAATGCCAGCCCCAGCGTCA3'. 扩
增反应条件: 94 ℃预变性20 s, 60 ℃ 60 s, 共40
个循环. 每个标本均扩增5管, 以Cyclin E的表达

量与内参GAPDH表达量的比值为Cyclin E的相

对表达量. 
1.2.4 Western blot检测Cyclin E蛋白表达: 裂解各

组细胞, 用Bradford法测定上清中蛋白浓度以调

整上样体积和上样量. SDS-PAGE凝胶100 V, 电
泳1 h, 转膜, 置膜于25 mL封闭缓冲液中1 h. 1∶
800鼠抗Cyclin E单克隆抗体及鼠抗GAPDH, 室
温孵育1-2 h. 1∶2 000辣根过氧�物酶标记的山

羊抗鼠IgG抗体, 室温孵育1 h, 显色, 成像扫描分

析系统保存图像. 
1.2.5 细胞增殖检测: 取各组细胞, 以1×104个细

胞/孔细胞浓度接种各组细胞于96孔细胞培养

板, 各组细胞均设置5个复孔, 接种后的1-5 d内, 
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■相关报道
L i a n g 等 报 道 , 
s iRNA靶向沉默
Cyclin E基因, 可
以有效阻止乳腺
癌细胞在裸鼠中
的生长. Li等报道, 
siRNA靶向Cyclin 
E 可 以 抑 制 肝 癌
细胞Cyclin E的表
达, 且可以加速体
外培养的肝癌细
胞系凋亡, 阻止细
胞的分裂.

采用CCK-8细胞增殖检测试剂盒, 测定各组细胞

孔内的吸光度值(A ), 记录数据, 计算平均值, 绘
制各组细胞生长曲线. 
1.2.6 流式细胞术分析细胞周期: 取各组对数生

长期细胞, 胰酶��, 用注射器将细胞用力打入

5 mL 70%(预冷)乙醇中, 封口膜封口. 4 ℃固定

过夜. 800 r/min 15 min收集细胞, PBS洗2次. 用
0.4 mL PBS重悬细胞并转至Tube中轻轻吹打. 
加RNase-A至终浓度50 μg/mL, 37 ℃水浴��

30 min. 加PI至终浓度65 μg/mL, 在冰浴中避光

染色30 min. 300目尼龙网过滤, 上机检测. 每组

细胞重复3次. 
1.2.7 软琼脂克隆形成实验: 1∶1混合1.2%的琼

脂糖和2×RPMI 1640培养基, 加入2×抗生素

和20%的小牛血清, 平皿中冷却凝固. 1∶1混合

0.7%的琼脂糖和2×DMEM培养基, 加入0.2 mL
浓度为5×103个细胞/mL的细胞悬液, 注入上述

平皿, 培养10-14 d取出培养板, 每组细胞随机选

取10个低倍视野, 镜下计数形成的细胞克隆数

(细胞数>50计为一个克隆)[5].
1.2.8 Transwell试验: 转染后48 h, 取各组细胞

调整为2×105/mL, 在上室中加入200 μL细胞悬

液, 下室加入500 μL含趋�因子的培养基, 每组

设5个复孔. 37 ℃、50 mL/L CO2培养48 h后取

出, 小心用棉签擦去基质胶和上室内的细胞, 结
晶紫染色, 显微镜观察、取10个视野, 计数取平

均值.
统计学处理 所有实验数据均使用SPSS16.0

统计软件进行分析处理, 所有数据用mean±SD
表示, 结果采用单因素方差(One-way ANOVA)分
析, 以P <0.05为有显著性差异. 

2  结果

2.1 靶向Cyclin E基因siRNA载体的构建结果 两
种退火产物与载体重组转�后均得到大量转�

菌, 对重组质粒中目的基因进行测序, 结果与所

设计的发卡样单链DNA序列一致(图1). 说明构

建得重组载体pGFP-V-RS-siCE951和pGFP-V-
RS-siCE1122. 
2.2 RT-PCR检测各组转染细胞Cyclin E mRNA
表达结果 3种肝癌细胞的干扰1组、干扰2组、

阴性对照组和空白对照组细胞Cyclin E mRNA
的相对表达量见表1. 比较3种肝癌细胞的干扰

1组、干扰2组与对照组, Cyclin E mRNA的相

对表达量都显著降低 ,  差异均有非常显著性

(HepG2: P <0.01, F  = 27.39; SMMC-7721: P <0.01, 
F  = 21.04; BEL-7402: P <0.01, F  = 18.62). 说明

干扰1组、2组肝癌H e p G2、S M M C-7721和
BEL-7402细胞中Cyclin E mRNA表达均受到显

著抑制. 
2.3 Western blot检测Cyclin E蛋白表达结果 干扰1
组、干扰2组、空白对照组和阴性对照组细胞在

大约54 kDa处均有免疫印迹出现, 其中空白对照

组和阴性对照组的免疫印迹显著强于干扰1组和

干扰2组(图2). 说明设计靶向Cyclin E基因siRNA
载体能够有效干扰肝癌HepG2、SMMC-7721和
BEL-7402细胞Cyclin E蛋白的表达. 
2.4 细胞增殖检测结果 各组细胞的生长曲线见

图3, 统计学分析显示, 比较空白对照组与阴性

对照组细胞A值得出差异无显著性(P >0.05); 干
扰1组、干扰2组与2个对照组比较, 在3、4、
5  d细胞孔内的A 值显著减少 ,  差异有显著性

(P <0.05). 说明抑制肝癌HepG2、SMMC-7721和
BEL-7402细胞Cyclin E基因表达, 可以降低这些

A

B

图� �� �����������������  1  �����������������重组载体发卡样单链DNA测序图��. A: pGFP-V-RS-

siCE951中插入序列; B: pGFP-V-RS-siCE1122中插入序列.

表  1  各组细胞Cyclin E mRNA相对表达量 (mean±SD)

     分组           转染载体       HepG2  SMMC-7721     BEL-7402

干扰1组 pGFP-V-RS-siCE951 0.215±0.021b 0.235±0.027b 0.196±0.024b

干扰2组 pGFP-V-RS-siCE1122 0.178±0.019b 0.189±0.020b 0.143±0.021b

阴性对照组 pGFP-V-Con 0.406±0.037 0.426±0.033 0.329±0.037
空白对照组 - 0.372±0.042 0.432±0.039 0.344±0.036

bP<0.01 vs  阴性对照组和空白对照组.
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■创新盘点
C y c l i n  E 蛋 白
的 R N A i 在 肝 癌
S M M C - 7 7 2 1、
BEL-7402中未有
文献报道. 本研究
采用Cyclin E基因
s iRNA载体转染
人肝癌HepG2、
S M M C - 7 7 2 1 和
BEL-7402细胞 , 
RT-PCR、Western 
b l o t、CCK-8试
验、软琼脂克隆
形 成 实 验 、 流
式细胞术、 tran-
swell试验等来检
测Cyclin E基因沉
默后, 对目的细胞
生长、增殖和侵
袭能力的影响, 具
有一定的创新性.

细胞的生长速度.
2.5 细胞周期测定结果 细胞周期检测数据见

表2. 3种肝癌细胞干扰1组和干扰2组各期细胞

比例与2个对照组比较, S和G2/M期细胞比例均

减少, G0/G1期细胞比例均增加, 差异有显著性

(P <0.05). 说明在肝癌HepG2、SMMC-7721和
BEL-7402细胞中抑制Cyclin E基因表达可以改

变细胞周期, 使其S和G2/M期细胞比例减少, G0/
G1期细胞比例增加. 
2.6 软琼脂克隆形成实验结果 3种肝癌细胞干

扰1组、干扰2组、阴性对照组和空白对照组

平均细胞集落形成数见表3. 空白对照组与阴

性对照组平均集落形成数比较, 差异均无显著

性(P >0.05); 干扰1组和干扰2组与2个对照组比

较, 平均集落形成数均显著减少, 差异有显著性

(P <0.05). 说明抑制肝癌HepG2、SMMC-7721和
BEL-7402细胞Cyclin E基因表达, 可以降低细胞

软琼脂集落形成能力. 

2.7 Transwell实验结果 干扰1组、干扰2组、阴

性对照组和空白对照组平均穿透细胞数见表4. 
空白对照组与阴性对照组平均穿透细胞数比

较, 差异无显著性(P >0.05); 干扰1组和干扰2组
与2个对照组比较, 平均穿透细胞数显著减少, 
差异有显著性(P <0.01). 说明抑制肝癌HepG2、
SMMC-7721和BEL-7402细胞Cyclin E基因表达, 
可以降低细胞侵袭转移能力.

3  讨论

肿瘤的发生发展是一个多因素参与、多阶段发生
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图� ��� ������������� ���������� �������  2 � ������������� ���������� �������各组转染细胞Cyclin E蛋白Western blot图��. 1: 干扰1组; 

2: 干扰2组; 3: 阴性对照组; 4: 空白对照组.

图� ��� �����������  3 � �����������各组转染细胞生长曲线��. A: HepG2; B: SMMC-7721; 

C: BEL-7402.
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和多基因改变的过程. 研究表明, 细胞周期调控机

制紊乱导致的细胞增殖失控被认为是肿瘤发生发

展的重要机制之一. 细胞周期是一个高度有序的

进程, 受到各种蛋白质的严格调控, 周期蛋白(cy-
clin)保证细胞周期的正常进行具有重要作用[6,7]. 

Cyclin E是一种G1期周期蛋白, 1991年由美

国学者Koff首先发现[8]. Cyclin E促进肿瘤的发

生与其在细胞周期中的调控作用有关. Cycl in 
E是促进细胞周期G1/S转换的重要调节因子 , 
Cyclin E的过度表达, 导致细胞异常增殖, 引起

肿瘤[9-11]. RNA干扰技术可以特异阻断或降低

其靶向基因的表达, 在抑制肿瘤生长的基础研

究方面取得了一定的进展[12-14]. Liang等[15]报道, 
siRNA靶向沉默Cyclin E基因, 可以有效阻止乳

腺癌细胞在裸鼠中的生长. Li等[16]报道, siRNA

靶向Cyclin E可以抑制肝癌细胞Cyclin E的表达, 
且可以加速体外培养的肝癌细胞系凋亡, 阻止

细胞的分裂. 
本研究采用R N A干扰技术观察了C y c l i n 

E沉默对肝癌细胞株H e p G2、S M M C-7721
和B E L-7402增殖的影响 .  实验结果显示 ,  构
建的Cycl in E基因s iRNA载体转染HepG2、
SMMC-7721和BEL-7402细胞后, 干扰1组、干

扰2组与空白对照组和阴性对照组比较, Cyclin 
E mRNA的相对表达量显著降低, CyclinE蛋白

表达量明显下降, 细胞生长速度延缓, S、G2、M
期细胞比例减少, G0、G1期细胞比例增加, 软琼

脂细胞集落形成数、穿透细胞数显著减少.
分析试验结果, 我们认为沉默Cyclin E可使

肝癌细胞Cyclin E mRNA和蛋白表达均显著下

降, 周期阻滞于G0/G1期, 阻止了肝癌细胞的分

裂速度, 进而延缓肝癌细胞生长. Transwell试验

还表明, 沉默Cyclin E还降低了细胞的侵袭能力, 
Cyclin E和细胞侵袭能力的关系还有待进一步

的研究. 本研究为深入探索肝癌的发病机制和

靶向治疗积累实验资料. 
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE�威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《��������》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


