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沉默FABP-5基因对人肝癌HepG2细胞的影响
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■背景资料
肝 细 胞 肝 癌
(hepa toce l lu la r 
carcinoma, HCC)
在人类癌症中排
明前十, 死亡率极
高, 绝大部分患者
就诊时已属晚期, 
具有发病率高、
预后较差、目前
尚无有效治疗手
段等特点. 及早研
究促进肝癌发生
发展的关键分子, 
并进行有效干预
对于改善肝癌患
者的预后具有重
要作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of recombinant 
lentiviral mediated RNA interference (RNAi) 
targeting the fatty acid binding protein-5 
(FABP-5) gene on cell proliferation, apoptosis and 
invasiveness in human hepatocellular carcinoma 
cell line HepG2, and to explore the possible 
underlying mechanisms. 

METHODS: Three vectors carrying short 

hairpin RNAs (shRNAs) targeting the FABP-5 
gene (FABP-5-shRNA expression vectors) 
were constructed and selected for the most 
effective one. HepG2 cells were divided into 
three groups: an experimental group, a normal 
control group and a negative control group. 
For the experimental group, HepG2 cells were 
transfected with the recombinant lentiviral vector 
(LV-shRNA-FABP-5), the negative control group 
was transfected with a control lentiviral vector 
(LV-shRNA-NC), and the normal control group 
did not undergo any treatment. The mRNA level 
of FABP-5 was analyzed by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
quantitative real-time polymerase chain reaction 
(qPCR). The relative expression of FABP-5 protein 
was analyzed by Western blot. Cell proliferation 
was detected by MTT assay, cell colony formation 
was detected by Giemsa staining, cell invasion 
ability was assessed using the cell invasion 
chamber method, and cell cycle and apoptosis 
were observed by flow cytometry (FCM). 

RESULTS: FABP-5-shRNA expression vectors 
were t ransfec ted in to HepG2 ce l l s , and 
fluorescence analysis indicated that > 90% of cells 
showed fluorescence signal. Compared with the 
normal control group and negative control group, 
FABP-5 mRNA and protein expression was 
significantly down-regulated in cells transfected 
with the three shRNA carrying vectors, with the 
LV-shRNA-FABP-5 having the highest efficiency 
(P < 0.05). HepG2 cell transfected with the FABP-
5-shRNA had significantly reduced proliferation 
and invasion compared with the other two 
groups (P < 0.05). Flow cytometry analysis 
showed that the experimental group showed 
obvious apoptosis (P < 0.05). The percentage of 
cells in G2/M phase significantly increased in 
cells transfected with the FABP-5-shRNA (P < 
0.05). 

CONCLUSION: The high expression of the 
FABP-5 gene could be silenced by RNAi, and 
RNAi-induced FABP-5 knockdown could 
effectively inhibit the proliferation and invasion 
of HepG2 cells, block the cell cycle in G2/M 
phase, and significantly increase cell apoptosis. 

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
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■研发前沿
脂肪酸结合蛋白
为一族小的、高
度 保 守 的 结 合
长 链 脂 肪 酸 等
疏 水 性 配 体 的
胞 质 蛋 白 ,  其 中
表 皮 型 即 为 表
皮 脂 肪 酸 结 合
蛋白-5(fatty acid 
binding protein-5, 
FABP-5), 能结合
和转运各种疏水
性配体, 参与肿瘤
生长相关的信号
转导. 近年来, 越
来越多的研究发
现FABP-5与肿瘤
的发生发展、恶
性转化密切相关. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 研究RNA干扰技术的重组慢病毒载体
沉默人肝癌HepG2细胞中表皮脂肪酸结合蛋
白-5(fatty acid binding protein-5, FABP-5 )基因
对其增殖、凋亡和侵袭力的影响及作用机制. 

方法: 构建3个靶向FABP-5 基因shRNA载体, 
并筛选出最有效的靶点. 将HepG2细胞分为
3组: 实验组用FABP-5 基因沉默重组慢病毒
颗粒(LV-shRNA-FABP-5)感染HepG2细胞; 
阴性对照组用空载慢病毒颗粒(LV-shRNA-
NC组)感染HepG2; 空白对照组正常培养. 应
用RT-PCR、实时荧光定量PCR检测FABP-5
基因mRNA的表达; Western blot技术检测
各组细胞FABP-5蛋白的相对表达; MTT法
测定细胞体外增殖能力; G i e m s a染色法检
测细胞的克隆形成; 细胞侵袭小室法检测各
组细胞的体外侵袭力; 流式细胞技术(f l o w 
cytometry, FCM)检测各组细胞增殖和凋亡
的变化情况.

结果: 通过测序验证构建的FABP-5-shRNA
表达载体, 感染人肝癌HepG2细胞, 荧光显微
镜观察到细胞感染率>90%. Real-time PCR和
Western blot结果得出: 相比空白对照组和阴
性对照组, 实验组的3种靶点FABP-5-shRNA
干扰序列中, LV-shRNA-FABP-5(1)靶点中
FABP-5表达的敲减率最高(P <0.05), 筛选出此
组为最佳靶点; MTT法结果提示: 实验组细胞
490 nm处的吸光度(A )值在转染后第1-5天时
均低于阴性对照组、空白对照组, 差别有统计
学意义(P <0.05). Giemsa染色法结果显示: 稳
定转染HepG2细胞后细胞的增殖能力明显下
降(P <0.05); 细胞侵袭小室实验显示: 与空白
对照和阴性对照组相比, 实验组细胞的侵袭力
明显受到抑制(P <0.05); 流式细胞技术检测发
现实验组的细胞相对于阴性对照组出现了明
显的凋亡(P <0.05). 实验组较阴性对照组、空
白对照组G2/M期延长, G1期缩短, 差别具有统
计学意义(P <0.05). 

结论: 人肝癌HepG2细胞中沉默FABP-5 基因
可以有效抑制其表达, 能够降低肝癌细胞的侵
袭力, 抑制肝癌细胞的增殖, 将细胞周期阻滞
于G2/M期, 使其凋亡显著增加.

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究采用慢病毒为载体 ,  将表皮

型脂肪酸结合蛋白(fatty acid binding protein-5)-
shRNA质粒转入人肝癌HepG2细胞后, 有效阻滞

了肝癌细胞周期进程, 凋亡大幅增加, 可明显降

低肝癌生长增殖功能, 抑制肿瘤细胞的侵袭力.
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0  引言

据研究统计, 肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)是一种多见且预后较差的恶性肿瘤, 在人

类癌症中排名前十, 死亡率在全球排名前五. 其
中在男性和女性患恶性肿瘤死因排名中分别位

于第2位和第6位. 全球每年肝癌的新发病例高

达5000000例, 严重威胁着人类的健康[1-5]. 表皮

型脂肪酸结合蛋白-5(fatty acid binding protein-5, 
FABP-5)基因是在表皮细胞中发现的脂肪酸结合

蛋白, 分子量为15 kDa, 是肿瘤发生发展的关键作

用分子. 在多种肿瘤中, 肿瘤相关的上皮细胞黏附

分子可以上调FABP-5基因的表达, 高表达FABP-5
基因的肿瘤细胞通过脂肪酸代谢产物影响细胞

的信号转导功能[6]. 本课题组前期应用跨种属研

究人、树鼩和大鼠肝癌及其相应的癌旁和正常

肝组织, 发现在肝癌中FABP-5基因的mRNA和蛋

白表达水平均显著上调[7-12]. 随后进一步用免疫组

织化学方法验证了FABP-5在上述3个种属的肝癌

组织中表达均明显上调, 并且发现FABP-5与肝癌

的转移有重要关系. 提示该基因可能有早期诊断

肝癌、预测肝癌转移的应用前景[13,14].
目前对FABP-5基因的功能尚不太清楚, 在

肝癌中所起的作用也不了解 .  为了进一步研

究FA B P-5 基因在肝癌中的作用机制, 本研究

采用RNA干扰技术, 沉默人肝癌HepG2细胞中

FABP-5基因, 观察其对肿瘤细胞的增殖、凋亡

和对其侵袭力的影响. 
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■相关报道
本 课 题 组 前 期
实 验 结 果 表 明 , 
FABP-5不仅在人
肝癌组织中高表
达 ,  在 大 鼠 和 树
鼩肝癌模型中也
明 显 上 调 ,  并 且
发现FABP-5表达
水平与恶性肿瘤
的分化、转移有
密 切 关 系 ,  提 示
FABP-5可能成为
肝癌发生发展中
的关键作用分子, 
有望成为一个早
期诊断或预测肿
瘤转移的新指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞株购自上海吉凯基

因技术有限公司; shRNA靶点设计和3种同时

带有绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, 
GFP)和嘌呤霉素抗性筛选标记的FABP-5基因

沉默重组慢病毒颗粒LV-shRNA-FABP-5(1,2,3)
及对照空载体慢病毒颗粒(LV-shRNA-NC)均
由上海吉凯基因技术有限公司提供; DMEM、

磷酸盐缓冲液(phospha t i c buffe red sa l ine, 
PBS)、胎牛血清均购自Hyclone公司; TRIzol
购自I n v i t r o g e n公司 ;  逆转录试剂盒购自美

国Fermentas公司; 荧光定量PCR试剂盒购自

Ta K a R a宝生物工程(大连)有限公司、D N A 
M a r k e r购自广州东盛生物科技有限公司 ; 
Western blot及IP细胞裂解液、苯甲基磺酰氟

(phenylmethanesulfonyl fluoride, PMSF)、SDS-
PA G E蛋白上样缓冲液(5×)、B C A蛋白浓度

测试试剂盒(增强型)、20×TBS缓冲液等均购

自江苏碧云天生物技术研究所; PVDF膜购自

美国Millipore公司; 碘化丙锭PI和RNase酶购

自Fermentas公司; 流式细胞仪购自美国BD公

司; 荧光显微镜购自奥林帕斯公司; 凋亡试剂

盒购自eBioscience公司; 噻唑蓝(MTT)、二甲

基亚砜(DMSO)均购自北京Solarbio科技有限公

司; Giemsa染液(ECM550)购自美国Chemicon
公司; 细胞侵袭实验采用Cell Invasion Assay 
Kit(Chemicon International Cat. No. ECM550); 
FABP-5和GAPDH基因的引物由上海生工生物

工程公司合成; 兔抗人FABP-5单克隆抗体购自

美国Abcam公司; 鼠抗人GAPDH单克隆抗体购

自北京中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养和转染: 在37 ℃、50 mL/L CO2

条件下, 将人肝癌细胞株HepG2用含10%胎牛血

清、100 U/mL左氧氟沙星的DMEM的培养基进

行培养. 随机选取处于对数生长期的细胞: 3个实

验组分别加入Lv-shRNA-FABP-5(1,2,3), 阴性对

照组加入(LV-shRNA-NC), 空白对照组常规培养. 
转染前12 h将对数生长期的人肝癌细胞系HepG2
进行胰酶消化, 制成细胞悬液接种于6孔板(细胞

数约为5×104), 37 ℃、50 mL/L CO2培养箱培养

待细胞融合度达到约20%-30%进行转染, 每孔均

加入Polybrene及感染增强液, 转染的感染复数

(multiplicity of infection, MOI)为10. 每组均设3个
重复孔. 最后在荧光倒置显微镜下观察结果. 转
染96 h后荧光最强, 转染后4-5 d收获细胞. 

1.2.2 嘌呤霉素(puromycin)处理细胞: 通过预实

验得到嘌呤霉素的最终工作浓度, 即HepG2细胞

经过药物处理48 h后全部死亡的最低药物浓度. 
转染72 h后每孔加入3 µg/mL的嘌呤霉素, 筛选

出稳定的细胞株, 之后使用含0.1 µg/mL嘌呤霉

素的培养基继续培养细胞.
1 . 2 . 3  实 时 荧 光 定 量 P C R、R T- P C R 检 测

FA B P-5 基因的m R N A表达量 :  首先P r i m e r 
Pr imer 5.0软件设计引物, FABP-5上游引物: 
5'-TGAAGGAGCTAGGAGTGGGAA-3', 下游

引物: 5'-TGCACCATCTGTAAAGTTGCAG-3', 
扩增片段2 1 2  b p ;  内参G A P D H上游引物 : 
5'-TGACTTCAACAGCGACACCCA-3', 下游引

物: 5'-CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3', 扩增

片段121 bp. TRIzol法分别提取5组细胞总RNA, 
并逆转录为cDNA, 每组细胞设计3个重复孔. 采
用2-ΔΔCt分析法, GAPDH基因作为内参, 2-ΔΔCt即反

映FABP-5  mRNA相对表达水平. 检测目的基因

FABP-5  mRNA的表达情况, 从而判断各个靶点

的干扰效果, 确定有效的靶点.
1.2.4 Western blot检测FABP-5蛋白表达: 首先提

取每组细胞蛋白, 用BCA法测定各组细胞总蛋

白的浓度, 置于-80 ℃保存备用. 蛋白变性后上

样, 经12%SDS-PAGE胶上电泳, 然后转至PVDF
膜, TBST配制5%脱脂奶粉封闭液, 室温封闭1 h. 
用FABP-5、GAPDH两张膜一抗4 ℃下孵育过

夜, 第2天TBST洗膜3次, 5 min/次. 常温下孵育

相应二抗1 h, TBST洗膜5 min/次×3次. 用ECL
化学发光法检测蛋白质印记. 获取图像并进行

条带灰度值分析; 目的蛋白相对表达量 = 目的

蛋白条带灰度值/内参蛋白条带灰度值. 
1.2.5 MTT法检测细胞增殖: 将对数生长期的

各实验组细胞用胰酶消化后, 完全培养基重悬

成细胞悬液, 接种于96孔板, 每组5复孔, 每孔

100 µL(细胞数大约为2000个/孔), 共5张96孔
板, 用于连续检测5 d, 置37 ℃、50 mL/L CO2

培养箱培养. 从铺板后第2天开始, 培养终止前

4 h, 每孔加入10 µL 5 mg/mL的MTT, 4 h后吸

弃培养液, 每孔加入100 µL DMSO终止反应. 
振荡器振荡5-10 min, 酶标仪490 nm检测吸光

度(A )值, 取5个复孔的平均数, 绘制生长曲线.
1.2.6 各组细胞的克隆形成(Giemsa染色): 将对

数生长期的各组细胞经胰酶消化, 完全培养基

重悬, 细胞计数后将3组细胞于6孔板接种, 每组

设3个复孔, 置接种好的细胞在培养箱中培养14 d
或绝大多数单克隆中细胞数>50个终止. 实验终
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■创新盘点
目前尚无FABP-5
基因沉默对肝癌
细胞侵袭力、生
长和增殖的影响
的 报 道 ,  本 实 验
利用慢病毒为载
体 ,  采用RNA干
扰技术将重组慢
病毒载体FABP-
5-shRNA转入人
肝 癌 H e p G 2 细
胞 中 ,  研 究 沉 默
FA B P - 5 表 达 对
H e p G 2 细 胞 增
殖、凋亡和其侵
袭能力的影响.

止时用PBS洗涤细胞1次, 多聚甲醛固定细胞30 
min. PBS洗涤细胞1次, Giemsa染细胞20 min. 最
后克隆计数.
1.2.7 细胞侵袭实验: 在无菌条件下, 将侵袭室

放到培养箱中使其达到室温, 加温无血清培养

基到嵌入物内, 之后从嵌入物小心移去培养基, 
加含比侵袭室FBS高的培养基到下室中, 然后

加处于对数生长期的各组细胞到每个嵌入物

中. 在培养箱中培养24-72 h, 倒扣嵌入物于吸水

纸上以去除培养基, 用棉拭子轻轻移去非侵袭

细胞, 加染色液到板的空孔中. 将嵌入物浸泡在

Giemsa染色液中20 min, 在膜的下表面染色侵

入细胞, 浸泡嵌入物在一个大的水杯中, 冲洗数

次. 空气中晾干嵌入物, 显微镜拍照膜. 然后用

200 µL 10 mL/L的醋酸溶解, 检测A 570值.
1.2.8 细胞周期检测: 将各组细胞接种于6孔板

中. 待细胞生长至覆盖率约为80%时吸弃细胞培

养上清, 胰酶消化细胞, 每组设3个复孔, 离心并

弃去上清. 用4 ℃预冷PBS洗涤细胞沉淀1次, 再
离心并收集细胞. 然后4 ℃预冷的700 mL/L的乙

醇固定细胞至少1 h, 离心后去固定液. 每管加入

100 µL RNase, 37 ℃水浴30 min, 然后每管再加

入500 µL PI染液, 室温避光孵育30 min, 上机进

行检测.
1.2.9 流式细胞仪检测细胞凋亡: 各组细胞经

胰酶消化后, 收集细胞, 离心并弃去上清, 每组

设3个复孔. PBS洗涤细胞沉淀1次, 然后用1×
Staining buffer重悬细胞沉淀. 取细胞悬液100 
µL, 加入5 µL Annexin V-APC染色, 室温避光

10-15 min. 转移至流式上机管中, 上机检测, 实
验重复3次.

统计学处理 应用SPSS16.0统计软件进行

分析, 细胞凋亡计量资料两组间比较采用t检验; 
其余计量资料多组间比较采用单因素方差分析

(One-way ANOVA). 实验数据以mean±SD表示, 
P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 荧光显微镜观察慢病毒感染HepG2细胞效率 
在感染复数MOI = 10的条件下, 将3种慢病毒LV-
shRNA-FABP-5(1, 2, 3)和阴性对照组慢病毒LV-
shRNA-NC感染HepG2细胞, 72 h后加3 µg/mL的
嘌呤霉素处理, 96 h后GFP(绿色荧光蛋白)表达

率稳定增强, 慢病毒感染效率>90%(如果转染

率>50%, 即可验证内源性靶点). 3组实验组转

染不同靶点的慢病毒后, 各组细胞GFP荧光显

色均匀一致, GFP荧光蛋白表达强度无明显差

别(图1).
2.2 FABP-5  mRNA表达和筛选有效靶点 采用

RT-PCR、实时荧光定量PCR的方法检测目的

基因FABP-5  mRNA的表达情况, 从而判断各个

靶点的干扰效果. 3个实验组相对于空白对照组

和阴性对照组, FABP-5  mRNA的表达量减少均

>50%以上, 差异具有统计学意义(均P <0.05). 其
中LV-shRNA-FABP-5(1)组(即1号靶点)FABP-5
表达的敲减率最高, 达85%以上. 认为该靶点为

最佳的有效靶点(表1, 2, 图2).
2.3 Western blot测定FABP-5蛋白水平 用GAPDH
作为内参, 实验组3个靶点KD1、KD2、KD3
的蛋白相对表达量分别比阴性对照组减少了

88.28%、63.28%和67.97%, 差异均有统计学意

义(P <0.05). 可得出LV-shRNA-FABP-5(1)组是

最有效的靶点. 该靶点相比于阴性对照组和空

白对照组, FA B P-5蛋白表达减少明显分别达

88.28%和88.81%, 差异具有统计学意义(P <0.05). 
阴性对照组和空白对照组相比较差异无统计学

意义(P >0.05)(图3). 
2.4 细胞增殖活性判定 MTT检测结果表明, 实
验组中细胞增殖抑制率明显受到抑制. A 490值

分别在第1、2、3、4和5天时, 实验组相比空

白对照组和阴性对照组(0.25±0.01 vs  0.35±
0.02, 0.34±0.02, F  = 55.56; 0.35±0.01 vs  0.54
±0.02, 0.52±0.01, F  = 270.56; 0.43±0.01 vs  
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表  1  阴性对照组和实验组各靶点序列

     各靶点序号                         靶点序列

LV-shRNA-FABP-5(1) 5'- TGGGAAGGAAAGCACAATA-3'

LV-shRNA-FABP-5(2) 5'- ATCATCACTTGTGATGGTA-3'

LV-shRNA-FABP-5(3) 5'- TGAATACATGAAGGAGCTA-3'

NC(Negative Control) 5'-TTCTCCGAACGTGTCACGT-3'

FABP-5: 表皮型脂肪酸结合蛋白.
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0.92±0.02, 0.90±0.04, F  = 573.23; 0.50±0.02 
vs  1.38±0.07, 1.36±0.05, F  = 511.69; 0.65±
0.07 vs  2.07±0.06, 2.02±0.03, F  = 2183.38, 均
P <0.05), 差异均有统计学意义. 阴性对照组和

空白对照组比较, 差异无统计学意义(P >0.05). 
由此可见, 实验组细胞生长明显受到抑制(表3, 
图4).
2.5 各组细胞克隆形成比较 Giemsa染色法检测

结果表明, 各组细胞克隆形成数不相等, 实验

组较空白对照组、阴性对照的均明显减少. 实
验组的克隆形成数与空白对照组和阴性对照

组比较(12±2 vs  149±10, 146±11, F  = 158.33, 
P <0.05), 差异具有统计学意义. 可以得出实验组

细胞体外增生能力明显下降. 空白对照组和阴

性对照组无统计学差异(P >0.05)(图5, 6).
2.6 细胞侵袭小室检测 该实验检测结果得出, 

■应用要点
本研究结果表明, 
FABP-5 RNA干
扰后肝癌细胞周
期进程得到有效
阻 滞 ,  凋 亡 大 幅
增 加 ,  可 明 显 降
低肝癌生长增殖
功 能 ,  肿 瘤 细 胞
的侵袭力明显受
到抑制 .  FABP-5
基因有望成为肝
癌基因治疗的一
个有效靶点. 
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图  1  shRNA慢病毒感染HepG2细胞(96 h)(×200). A: LV-shRNA-FABP-5(1)白光; B: LV-shRNA-FABP-5(1)荧光; C: LV-

shRNA-FABP-5(2)白光; D: LV-shRNA-FABP-5(2)荧光; E: LV-shRNA-FABP-5(3)白光; F: LV-shRNA-FABP-5(3)荧光; 

G: LV-shRNA-NC白光; H: LV-shRNA-NC荧光. FABP-5: 表皮型脂肪酸结合蛋白.
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实验组相比空白对照组和阴性对照组而言, 细
胞的体外侵袭力明显受到抑制(0.87%±0.11% 
vs  3.45%±0.12%, 3.37%±0.06%, F  = 602.29, 
P <0.05), 差异具有统计学意义. 而阴性对照组和

空白对照组差异无统计学意义(P >0.05). 说明沉

默FABP-5基因后能有效降低肿瘤细胞的侵袭能

力(图7).  
2.7 流式细胞术检测细胞周期 与阴性对照组和

空白对照组相比, 实验组G1期细胞相比空白对

照组和阴性对照组比例减少(31.91%±0.59% vs  
67.95%±0.71%, 68.52%±0.48%, F  = 3666.428, 
P <0.05). 实验组S期细胞比例较阴性对照组和空

白对照组比例增高(49.41%±0.86% vs  25.32%
±0.74%, 24.45%±0.44%, F  = 1214.32, P <0.05). 
实验组G2/M期细胞相比阴性对照组与空白对照

组比例增高(18.69%±0.59% vs  6.73%±1.22%, 
6.12%±0.63%, F  = 202.06, P <0.05). 实验组G1

期比例降低, S期和G2/M期比例增高. 阴性对

照组和空白对照组比较 ,  差异无统计学意义

(P >0.05)(表4, 图8).
2.8 流式细胞术检测细胞凋亡 实验检测结果

表明, 实验组中HepG2细胞凋亡率(26.88%±

0.11%)明显高于阴性对照组(2.13%±0.36%), 差
异有统计学意义(P <0.05). 由于此处凋亡百分比, 
为GFP细胞中凋亡细胞所占比例. 空白对照组因

细胞不带荧光, 故不做统计分析. RNA干扰技术

沉默FABP-5基因可以明显促进HepG2细胞的凋

亡(图9).

3  讨论

FABPs为一组小的、高度保守的胞质蛋白, 广
泛表达于哺乳动物的多种细胞内, 其中表皮型

或牛皮癣相关型即为FABP-5. 目前研究发现, 
细胞表达的FABP-5可以结合长链脂肪酸, 为细

胞的生长提供能量及原材料, 并且能结合和转

运各种疏水性配体, 参与肿瘤生长相关的信号

转导. 脂肪酸结合蛋白与包括肿瘤在内的多种

疾病密切相关[15-17]. FABP-5作为维甲酸(retinoic 

■名词解释
RNA干扰(RNAi): 
指在进化过程中
高度保守的、由
双链RNA(double-
s t r a n d e d  R N A , 
dsRNA)诱发的、
同源mRNA高效
特异性降解的现
象. RNAi技术可以
特异性剔除或关
闭特定基因的表
达. 该技术已被广
泛用于多方面的
研究领域, 如探索
基因功能、传染
性疾病和恶性肿
瘤的基因治疗等. 
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表  2  各组细胞FABP-5  mRNA相对表达量 (mean±SD)

     
分组

FABP-5 mRNA相对表达量

(2-ΔΔCt)

Control 0.998±0.049

LV-shRNA-NC 1.001±0.048

LV-shRNA-FABP-5(1) 0.108±0.002

LV-shRNA-FABP-5(2) 0.479±0.004

LV-shRNA-FABP-5(3) 0.457±0.016

FABP-5: 表皮型脂肪酸结合蛋白; Control: 空白对照组.
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图  2  各组细胞FABP-5  mRNA相对表达量. 1: 空白对照

组; 2: LV-shRNA-NC组; 3: LV-shRNA-FABP-5(1)组; 4: 

LV-shRNA-FABP-5(2)组; 5: LV-shRNA-FABP-5(3)组. 

FABP-5: 表皮型脂肪酸结合蛋白.
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图  3  Western blot检测各组细胞中FABP-5蛋白的表达. A: 

Western blot结果; B: FABP-5蛋白相对表达量. 1: 空白对照

组; 2: LV-shRNA-NC组; 3: LV-shRNA-FABP-5(3)组; 4: 

LV-shRNA-FABP-5(2)组; 5: LV-shRNA-FABP-5(1)组. 

FABP-5: 表皮型脂肪酸结合蛋白.

A
49

0(
细

胞
数

目
)

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

Control
NC
KD

1           2           3           4           5
t /d

图  4  各组细胞生长曲线. Control: 空白对照组; NC: 阴性

对照组; KD: 实验组.
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acid, RA)的转运蛋白, 将RA从细胞质转运至细

胞核, 活化过氧化物酶体增殖物激活受体β/δ 
(peroxisome proliferator-activated receptor β/δ, 
PPAR  β/δ), 通过信号传导通路来调节细胞分

化、抑制细胞凋亡、促进细胞增殖[18,19]. FABP-5
基因与多种肿瘤性疾病相关. 在乳腺癌[20]、肺

鳞状细胞癌[21]中, FABP-5基因显著上调, 促进肿

瘤的发生. 非小细胞肺癌原发癌组织中, FABP-5

的表达与肿瘤的病理分级、有无转移有关. 瘤
体体积愈大、病理分级愈高且有转移的患者, 
则FABP-5的表达愈占优势[22]. Uma等[23]报道在

舌鳞状细胞癌原发组织中FABP-5  mRNA的表

达量是其转移癌组织中的4倍. 肝内胆管细胞癌

和口腔鳞状细胞癌中FABP-5能促进肿瘤细胞的

增殖, 增强细胞的侵袭能力[24,25]. Celis等[26]发现

FABP-5在膀胱癌的表达水平与分化程度呈正相

关, FABP-5的表达水平随着膀胱癌分化程度的

降低而降低. 前列腺癌中, 通过体内外实验证实

FABP-5下调能降低肿瘤细胞转移和抑制肿瘤生

长[27,28]. 此外, 黑色素瘤[29]、头颈部癌[30]、子宫内

膜癌[31]均与FABP-5的表达有密切的关系. 本课题

组前期通过跨种属研究还发现了人、树鼩和大

鼠肝癌组织中FABP-5基因表达明显增多, 这种

不同种属的肝癌组织中共同高表达的现象, 提示

FABP-5基因表达的上调可能促进肝癌发生发展.

2015-01-18|Volume 23|Issue 2|WCJD|www.wjgnet.com

■同行评价
本文将最佳FABP
- 5 - s h R N A 表 达
载 体 转 染 肝 癌
HepG2细胞, 沉默
FABP-5 基因后促
进癌细胞凋亡, 细
胞分裂阻滞在G2/
M期, 抑制细胞增
殖, 降低癌细胞侵
袭力 ,  FABP-5 基
因有可能成为肝
癌治疗新靶点. 
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图  5  各组细胞克隆形成的比较. A: 空白对照组; B: 阴性对

照组; C: 实验组; D: 各组细胞克隆形成数. 1: 空白对照组; 2: 

阴性对照组; 3: 实验组.
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图  6  克隆形成Giemsa染色图片(×200). A: 空白对照组; B: 

阴性对照组; C: 实验组.
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本研究中我们将FABP-5-shRNA表达载体

转染进入人肝癌HepG2细胞中后, 实验组的3种
靶点干扰序列中, FABP-5 mRNA和蛋白的表达

水均下调, 其中以LV-shRNA-FABP-5(1)靶点敲

减效率最高, 筛选出了最佳靶点. 实验结果表明

我们所构建的FABP-5-shRNA表达载体是成功

的, 明显降低了FABP-5基因的表达水平. MTT检
测得出相比空白对照组和阴性对照组, 实验组

细胞增殖活力明显受到抑制. Giemsa染色法发

现实验组细胞克隆形成数明显少于空白对照组

和阴性对照组. 细胞侵袭小室实验中, 实验组的

细胞侵袭力明显低于空白对照组和阴性对照组. 
流式细胞术检测发现, FABP-5基因沉默后可以

明显促进肿瘤细胞的凋亡, 使细胞分裂阻滞在

2015-01-18|Volume 23|Issue 2|WCJD|www.wjgnet.com
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图  7  侵袭小室实验检测各组细胞侵袭率(Giemsa染色×
200). A: 空白对照组; B: 阴性对照组; C: 实验组; D: 各组细胞

侵袭转移率比较. 1: 空白对照组; 2: 阴性对照组; 3: 实验组.
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图  8  流式细胞术检测各组细胞的周期. A: 空白对照组; B: 

阴性对照组; C: 实验组; D: 各组细胞周期比例. Control: 空

白对照组; NC: 阴性对照组; KD: 实验组.
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G2/M期附近, 抑制肝癌细胞的增殖, 并且降低肝

癌细胞的侵袭力.
总之, 慢病毒RNA干扰技术敲除FABP-5基

因后可影响肝癌细胞的增殖和促进其凋亡, 而
且能明显抑制肿瘤细胞的侵袭力. 提示FABP-5
基因可能直接或间接的参与到肝癌细胞周期的

调控, 其基因的表达水平改变与肿瘤细胞侵袭

力有密切的关系. 因此, FABP-5基因有可能成为

肝癌和其他肿瘤治疗的一个靶点, 其是否有临

床应用价值需要做更进一步的研究.
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