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■背景资料
MCM7 基因的高
表达与肝癌等多
种 肿 瘤 的 发 生
及预后有关 ,  但
目前关于MCM7
基 因 具 体 调 控
机 制 仍 未 完 全
清楚 .  本研究通
过Affymetrix芯
片 分 别 对 沉 默
和未沉默MCM7
基 因 的 人 肝 癌
SMMC-7721细
胞进行检测 ,  寻
找差异表达基因, 
探讨MCM7 基因
在肝癌发生发展
中的作用机制.
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Abstract
AIM: To explore the mechanisms of mini-
chromosome maintenance protein 7 (MCM7) 
for regulating the growth of liver cancer cells.

METHODS: The expression of MCM7 gene 
in SMMC-7721 cells was silenced with small 
interfering RNA (siRNA). Human genome-
wide express ion prof i le chip was then 
employed to screen the differentially expressed 
genes, and bioinformatics analysis of the 
differentially expressed genes was performed. 
Finally, part of these differentially expressed 
genes were confirmed by Western blot assay. 

RESULTS: In total there were 1010 genes that 
were differentially expressed in SMMC-7721 
cells after the expression of MCM7 was silenced, 
including 391 up-regulated and 619 down-
regulated ones. Bioinformatics analysis showed 
that these differentially expressed genes are 
involved in many cellular biological processes 
such as macromolecular metabolism, cell 
cycle regulation, cell proliferation regulation, 
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■研发前沿
MCM7 基因如何
通过调控肿瘤细
胞周期 ,  从而影
响肿瘤的发生发
展 ,  成为目前研
究的热点. 

apoptosis, endocytosis, P53 and mTOR signaling 
pathways. The down-regulation of CCND1, 
SKP2 and JUP was confirmed by Western blot, 
which was consistent with the results of the 
genome-wide expression profile chip.

CONCLUSION: The differentially expressed 
genes after silencing the gene MCM7 in liver 
cancer cells SMMC-7721 might provide some 
clues for understanding the mechanism by which 
MCM7 affects the growth of liver cancer cells.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved.
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摘要

目的:  探究微小染色体维持蛋白7(m i n i-
chromosome maintenance protein 7, MCM7 )
基因在调节肝癌细胞生长的相关机制.

方法:  通过s i R N A干扰技术沉默人肝癌
SMMC-7721细胞中的MCM7 基因表达, 采
用人全基因组表达谱芯片, 筛查MCM7 沉默
后差异表达基因, 进行生物信息学分析, 并
对部分差异表达基因进行蛋白免疫印迹法
(Western blot)验证.

结果:  芯片筛选出在人肝癌S M M C-7721
细胞中沉默M C M7 基因后差异表达基因
1010个, 其中上调基因391个, 下调基因619
个. 这些基因主要涉及生物大分子代谢、

细胞周期调控、细胞增殖、细胞凋亡等方
面, 参与胞吞、肿瘤相关通路、P53信号通
路、mTOR信号通路等通路的改变. Western 
b lo t对部分差异基因表达验证的结果显示
CCND1、SKP2和JUP蛋白表达均下调, 与芯
片检测结果一致.

结论: 应用人基因表达谱芯片, 成功筛选出
沉默MCM7 基因后人肝癌细胞SMMC-7721
差异表达基因, 为探究MCM7 基因影响肝癌
细胞生长提供了有效线索.

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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芯片

核心提示: 本研究通过筛选沉默MCM7 基因后

人肝癌细胞S M M C-7721中差异表达的基因, 
发现差异表达基因涉及肿瘤相关通路、细胞

周期通路等信号通路, 经Western blot证实了

CCND1、SKP2、JUP等蛋白差异表达, 为揭示

MCM7 基因影响肝癌细胞生长的作用机制提供

了新的思路.
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0  引言

微小染色体维持蛋白7(m i n i-c h r o m o s o m e 
maintenance protein 7, MCM7)在细胞周期中作

为DNA复制的准许因子, 可启动和参与DNA
复制, 确保DNA的复制在每个细胞周期仅发生

1次, 参与调节细胞增殖[1]. 研究发现MCM7基
因的扩增和高表达与肝癌[2]、前列腺癌[3]、结

直肠癌[4]、霍奇金淋巴瘤[5]等多种肿瘤的发生

及预后有关. 本课题组前期实验采用RNA干扰

技术沉默人肝癌SMMC-7721细胞中MCM7基
因后, 发现SMMC-7721细胞周期进程得到明

显阻滞, 凋亡大幅增加, 其生长增殖功能明显

受到抑制[6]. 沉默MCM7基因后, SMMC-7721
细胞裸鼠移植瘤的生长速度明显低于对照组

移植瘤的生长速度[7]. 研究表明MCM7基因与

肝癌细胞周期相关, 而目前关于MCM7基因

影响肿瘤细胞周期的具体调控机制仍未完全

清楚. 本研究通过Affymetrix芯片分别对沉默

和未沉默MCM7基因的人肝癌SMMC-7721
细胞进行检测, 寻找差异表达基因, 初步探究

MCM7基因对肿瘤细胞周期的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌SMMC-7721细胞购自中国

科学院细胞研究所, 同时带有绿色荧光标记

蛋白和嘌呤霉素抗性筛选标记的M C M7 基

因沉默重组慢病毒颗粒LV-s h R N A-M C M7
及对照慢病毒颗粒LV-shRNA-NC由上海吉
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■相关报道
本 课 题 组 前 期
实 验 结 果 表 明 , 
MCM7 在人肝癌
组 织 中 呈 高 表
达 ,  且与患者肝
癌分期、转移、
复发相关 .  在沉
默MCM7 基因后, 
人肝癌细胞周期
进程受阻 ,  凋亡
大幅增加 ,  裸鼠
移植瘤模型也证
实沉默组瘤体生
长速度明显减慢, 
提示MCM7 基因
与肝癌发生有关.

凯基因公司构建提供 ,  其中s h R N A靶点已

在前期试验中验证[6]. DMEM、胎牛血清、

PBS粉剂购自Hyclone公司; 总RNA提取试

剂TRIzol购自Invitrogen公司; 逆转录试剂盒

购自Fermentas公司; 实时定量PCR检测(real-
time quantitative PCR, qRT-PCR)试剂盒购自

TaKaRa宝生物工程(大连)有限公司; GeneChip®

PrimeViewTM Human Gene Expression Array
由Affymitr ix提供; RIPA细胞裂解液、苯甲

基碘酰氟(phenylmethanesulfonyl fluoride, 
PMSF)、SDS-PAGE蛋白上样缓冲液(5×)、
BCA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; 
蛋白质预染Marker购自美国Fermentas(MBI)
公司; PVDF膜购自美国Millipore公司; 兔抗

人CCND1单克隆抗体、鼠抗人JUP单克隆抗

体、鼠抗人SKP2单克隆抗体购自美国Abcam
公司; Anti-rabbit IgG及Anti-mouse IgG二抗购

自Santa Cruz公司.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养与慢病毒转染: 人肝癌细胞株

SMMC-7721在37 ℃、50 mL/L CO2的条件下, 
置于10%胎牛血清的DMEM培养基中培养. 随
机分成2组, 即实验组(LV-shRNA-MCM7慢病

毒沉默组)和对照组(LV-shNRA-NC空载慢病

毒组). 转染过程如前期实验操作[6].
1.2.2 总RNA提取: 在25 cm2培养瓶中常规培

养实验组和对照组细胞, 按照Inv i t rogen公
司TRIzol试剂使用说明书抽提总RNA, 采用

Thermo NanoDrop 2000检测其浓度和纯度, 并
采用凝胶电泳系统Agilent-2100检测总RNA的

完整性.
1 .2 .3  q RT-P C R:  应用软件P r i m e r5 .0设
计引物 .  M C M 7 基因上游引物序列为 : 
5'-ACATCACAGCAGCATACG-3', 下游引物序

列为5'-TCCACCACATCCACCATT-3', 扩增片

段为139 bp, 内参GAPDH基因上游引物序列: 
5'-TGACTTCAACAGCGACACCCA-3', 下游引

物序列为: 5'-CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3', 
扩增片段大小为121 bp. 引物由TaKaRa宝生物

工程(大连)有限公司合成. 将TRIzol法分别提

取得到的2组细胞总RNA, 逆转录成cDNA. 设
置反应条件为: 95 ℃预变性30 s, 95 ℃变性5 s, 
60 ℃退火30 s, 共45个循环, 同时扩增各个样

本的目的基因和内参基因, 每组细胞设计3个

重复孔. 通过GAPDH基因水平校正, 采用2-△△Ct

分析法验证MCM7  mRNA的相对表达量. 
1.2.4 基因芯片检测及分析: 本研究采用Affymitrix
公司GeneChip® PrimeViewTM Human Gene 
Expression Array, 包含36000多个转录本. 首
先将抽提到的实验组和对照组 (每组包含3
个重复样本)的总RNA通过GeneChip 3' IVT 
Expression Kit制备成aRNA, 然后用试剂盒内

的纯化试剂将aRNA纯化, 配置aRNA片段化

反应液, 加入纯化的aRNA进行片段化. 然后将

片段化后的aRNA与Affymitrix芯片探针杂交, 
杂交完成后, 取出芯片, 用GeneChip Fluidics 
Station450仪器对芯片进行自动洗染, 最后采

用GeneChip Scanner 3000扫描芯片, 并采用

Expression console软件对扫描结果进行解析获

得注释结果, 根据Ration值筛选出差异表达基

因(上调或下调倍数>1.5, P <0.05), 采用GSEA
软件对差异基因进行GO-Analysis(基于Gene 
Ontology数据库)和Pathway-Analysis(基于

KEGG数据库)分析基因相关功能及生物学通

路. 对根据分析结果选取显著通路中的差异表

达基因采用IPA软件进行网络调控分析, 使用

R-Project软件中的gplots包对差异基因进行聚

类分析.
1.2.5 Western blot验证部分差异表达基因: 提
取实验组和对照组各组细胞总蛋白, 采用BCA
法测定蛋白浓度, -80 ℃保存备用. 蛋白变性后

每孔上样20 µg, 经10%SDA-PAGE胶上电泳, 
经300 mA, 150 min将蛋白转移到PVDF膜上. 
用含5%脱脂牛奶的TBST溶液室温封闭PVDF
膜1 h. 用封闭液稀释一抗(差异蛋白: CCND1
为1∶200, JUP为1∶1000, SKP2为1∶200; 内
参蛋白: GAPDH为1∶750), 然后与封闭好的

PVDF膜4 ℃孵育过夜, 再用TBST洗膜4次, 每次

8 min. 室温下孵育相应的二抗(稀释浓度均为

1∶2000)1.5 h, 再用TBST洗膜4次, 每次8 min. 
采用Thermo公司PierceTM ECL. Western blot 
Substrate试剂盒进行X光显影.

统计学处理 采用SPSS16.0软件进行统计

学分析, 结果以mean±SD表示. 计量资料两组

之间比较采用独立样本t检验, P <0.05为差异具

有统计学意义.

2  结果

2.1 总RNA质量分析 实验组与对照组细胞提
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■创新盘点
本文利用siRNA
干扰技术结合人
基因表达谱芯片, 
通过高通量数据
分析研究MCM7
基因表达下调后, 
对肝癌细胞基因
表达谱及信号通
路的影响 ,  探讨
MCM7 基因对人
肝癌细胞生长的
可能调控机制.

取总RNA, 其A 260-280介于2.01-2.09之间, 浓度

>153.0 ng/µL. Agilent 2100 Bioanalyzer检测

实验组RIN值>6.7, 阴性对照组RIN值>7.0, 总
RNA质量符合实验要求.
2.2 MCM7基因干扰效率 qRT-PCR检测MCM7  
mRNA表达情况, 结果显示, 相对于对照组, 实
验组细胞的MCM7  mRNA表达水平明显下降

(0.414±0.077 vs  1.001±0.057, P <0.01), 与前

期实验结果一致[6].
2.3 基因表达谱变化 通过siRNA干扰技术使

MCM7基因表达下调后, 发现显著差异表达基

因1010个, 其中上调391个, 下调619个, 涉及蛋

白质代谢、氧化应激、细胞周期调控、细胞

增殖、细胞凋亡等重要功能. 其中部分肿瘤相

关的重要基因的差异表达情况如表1.
2.4 GO、Pathway富集分析 基于Gene Ontology
数据库富集生物学过程、分子功能、细胞组

分, 按富集指数(enrichment score, ES)由高到低

排列出部分显著富集条目及富集差异表达基

因数目(图1A), 其中, 生物学过程富集条目涉

及生物大分子代谢过程、细胞周期、应激反

应、生物过程的正性调节、分子聚合物的修

饰等; 分子功能富集条目主要涉及氧化还原酶

活性、RNA结合、酶调节活性、离子结合、

腺嘌呤核苷酸结合等; 细胞组分富集条目主要

涉及细胞质组分、细胞核、细胞内细胞器、

线粒体、大分子复合物等.
基于KEGG数据库富集信号通路, 按ES由

高到低排列出部分显著富集的信号通路及各

通路所富集差异表达基因数目(图1B), 富集到

的通路涉及胞吞、肿瘤相关通路、P53信号通

路、小细胞肺癌、PPAR信号通路等.
2.5 调控网络图分析 根据Pathway分析结果, 
选取Pathways in cancer富集所得的基因, 绘制

基因关系网络图(图2), 从预测关系网络图中, 
未发现与M C M7 直接作用的差异表达基因 . 
MCM7基因有可能是通过人泛素启动子UBB
调节肿瘤相关通路中部分差异蛋白的表达, 如
下调CCND1、JUP、SUFU等.
2.6 差异表达基因的分层聚类结果及Western blot
验证部分差异表达基因 对所有差异表达基因

进行分层聚类分析(图3), 其中实验组样本与对

照组样本分别聚类在一起, 说明聚类结果可靠, 
样本组内基因表达差异小, 组间基因表达差异

     基因名称      基因ID                基因描述   变化倍数 P 值

上调基因

  CCL20      6364 CC亚族趋化因子配体20   3.63 0.000

  FABP4      2167 脂肪酸结合蛋白4   2.90 0.000

  IL8      3576 白介素8   2.55 0.000

  MET      4233 MET原癌基因, 酪氨酸激酶受体   2.48 0.019

  RAB5A      5868 Ras致癌基因家族成员   1.82 0.007

  CDK6      1021 周期蛋白依赖激酶6   1.78 0.002

  IL6      3569 白介素6   1.71 0.007

  PTEN      5728 同源性磷酸酶张力蛋白   1.64 0.000

  CDC25A        993 细胞分裂周期25A   1.59 0.023

  CDC42        998 细胞分裂周期蛋白42   1.52 0.001

下调基因

  PPP6C      5537 蛋白磷酸酶6, 催化亚单位 -3.63 0.003

  JUP 3728/3872 盘状球蛋白 -2.64 0.000

  WARS      7453 色氨酸转移核糖体合成酶 -2.45 0.000

  FAS        355 细胞表面死亡受体 -1.83 0.006

  SKP2      6502 S期激酶相关蛋白2 -1.81 0.003

  CCND1        595 细胞周期蛋白D1 -1.77 0.000

  SUFU    51684 抑制基因的融合同旋体 -1.75 0.003

  MAPK9      5601 有丝分裂原激活蛋白激酶 -1.66 0.001

  TP53      7157 肿瘤蛋白p53 -1.54 0.002

  CDC45      8318 细胞周期分裂蛋白45 -1.51 0.001

表  1  MCM7 基因相关部分基因
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■应用要点
本文揭示了人肝
癌中沉默MCM7
基因后差异表达
的基因 ,  探讨相
关的信号通路和
调控基因 ,  为肝
癌的发病机制研
究提供新的思路.
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图  1  MCM7 基因下调后差异表达基因. A: GO富集分析部分条目. 蓝色表示生物学过程富集结果; 绿色表示分子功能富

集结果; 紫色表示细胞组分富集结果; B: Pathway富集条目.
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■名词解释
基因表达谱芯片: 
是采用cDNA或
寡核苷酸片段作
探针 ,  固化在芯
片上 ;  将待测样
品(处理组)与对
照样品的mRNA
以两种不同的荧
光分子进行标记, 
然后同时与芯片
进行杂交 ,  通过
分 析 2 种 样 品 与
探针杂交的荧光
强度的比值 ,  来
检测基因表达水
平的变化 ,  属于
高通量筛选的技
术手段之一.

大. 采取Western blot技术对部分差异基因进行

验证, 结果(图4)显示: CCND1、SKP2、JUP蛋
白表达均下调. 与芯片检测结果一致.

3  讨论

M C M7是M C M蛋白家族的成员之一 ,  也是

DNA复制的关键蛋白. 研究[8,9]表明, MCM4,6,7
形成的复合物具有DNA解旋酶活性. 在真核

生物细胞周期的G1期MCM2-7形成多聚复合

物, 进入S期, 与CDC45和GINS蛋白结合, 形成

CMG复制叉解旋酶, 启动DNA复制[10]. 而在S
期末期, MCM7蛋白泛素化促使CMG复制叉解

旋酶复合体解离[11]. MCM7在保证细胞周期中

DNA仅发生1次复制起到非常重要的作用. 相
关研究[6,12]已经证实干扰MCM7基因后, 能明

显抑制人肝癌细胞的增殖, 使细胞停滞在G1期, 

确定的调控关系

预测的调控关系

抑制作用

图  2  富集于Pathways in cancer的差异表达基因关系网络预测图. 绿色代表基因芯片下调基因; 红色代表基因芯片上调

基因; 灰色代表系统添加的关联基因; 圆点大小和实验组中基因表达差异相关, 圆点越大, 实验组和对照组中的表达差

异越大.

-4   -2    0    2
Column Z-Score

Color key

图  3  差异基因聚类图. KD: MCM7基因沉默组; NC: MCM7基因未沉默组. 红色表示上调基因, 绿色表示下调基因.

KD-3          KD-2         KD-1         NC-1           NC-2        NC-3
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■同行评价
本 文 选 题 新 颖 , 
技 术 路 线 清 晰 , 
研 究 方 法 可 靠 , 
结果合理 ,  讨论
深入 ,  对相关基
础研究有较高的
科学意义 ,  尤其
基于大数据分析
思维对于基础及
临床研究具有较
明显的指导意义.

并且诱导细胞的凋亡.
为更加系统全面探究MCM7基因在影响

细胞周期进程和肿瘤发病中的作用机制, 本
研究通过Affymitr ix人类基因表达谱芯片筛

选经R N A干扰技术沉默和未沉默M C M7 的

SMMC-7721细胞的差异表达基因, 并对其进

行生物信息学分析. 在筛选出的1010个差异表

达基因中, 上调基因391个, 下调基因619个, 通
过GO分析发现这些差异基因主要涉及生物大

分子代谢、细胞周期、应激反应等生物学过

程, 其中富集到细胞周期相关的差异表达基因

39个, 包含CCND1、SKP2、CDC45等关键基

因. 在KEGG通路分析中发现所筛选出的差异

表达基因主要参与肿瘤相关通路、P53信号通

路、mTOR信号通路、WNT信号通路、细胞

周期通路等通路的改变. 其中, P53信号通路、

mTOR信号通路、WNT信号通路及细胞周期

均已被认定与肝癌的发生密切相关[13,14]. 在诸

通路中, 以Pathways in cancer所富集的差异表

达基因数最多, 也是与肿瘤相关变化最显著的

信号通路.
我们选取了部分差异变化较明显的基因

做了Western blot验证, 发现CCND1、SKP2蛋
白表达下调, 这些基因均是细胞周期通路中重

要的参与者, 其对于肿瘤发生的影响机制, 均
有相关研究报道证实. CCND1是细胞周期蛋

白(cyclins)的重要成员, 可与CDK4、CDK6形成

cyclinD1/CDK4/6复合物, 使Rb蛋白磷酸化, 诱导

E2F1表达, 从而诱导细胞从G1期向S期转化, 促
进细胞周期的进展[15,16]. CCND1基因在肝癌[17]、

小细胞肺癌[18]、乳腺癌[19]、浆细胞性骨髓瘤[20]等

多种肿瘤组织中的存在过表达现象, 该基因通

过对细胞周期的影响在多种肿瘤的发生中起

到重要的作用. SKP2基因被称作S期激酶相关

蛋白基因, 其表达的SKP2蛋白参与形成SCF-
SKP2复合物及Myc-SKP2-Mizl复合物, 参与细

胞周期进程的调节、肿瘤的转移等过程[21,22]. 
SKP2基因在肝癌[23]、非小细胞肺癌[24]、胆管

癌 [25]、卵巢癌 [26]、结直肠癌 [27]中均呈现高

表达. 本研究发现在沉默MCM7基因的人肝癌

SMMC-7721细胞中CCND1、SKP2蛋白表达

下调, MCM7与CCND1、SKP2之间有可能存

在某种调控关系, 通过影响细胞周期而干扰肝

癌细胞的生长和增殖.
本研究针对Pathways in cancer通路所富集

到的差异基因进行相互作用网络图绘制, 未发

现与MCM7直接作用的差异表达基因, 预测出

MCM7基因可能通过人泛素启动子UBB与其他

基因发生间接调控关系, 尤其是与JUP基因的

显著差异表达相关. UBB是泛素编码基因之一, 
其与UBC基因编码多聚泛素前体, 与蛋白质结

合, 参与蛋白质的泛素化修饰[28]. 泛素分子通过

泛素-蛋白酶体系参与几乎所有细胞调控过程, 
包括细胞周期进程的重要环节[29]. JUP是细胞

内糖蛋白catenin家族成员, 与β-catenin具有高度

同源性, 但其作用机制或与之不同. JUP可通过

激活c-myc基因的高表达而参与肿瘤的发生发

展[30]. 有研究[31]报道称, 在人肝癌组织中检测到

JUP的异常表达, 并发现其高表达与肿瘤的包

膜转移和卫星结节相关. 而有研究[32]报道, JUP
的蓄积受泛素-蛋白酶体途径的调控. 本研究发

现下调MCM7基因后, 人肝癌SMMC-7721细胞

中JUP呈明显低表达. MCM7与JUP在肝癌细胞

中的具体调控机制有待进一步探究.
本研究发现下调MCM7基因后, 人肝癌细

胞出现细胞周期阻滞, 凋亡增加, 其作用机制

可能是: 通过影响CMG复制叉解旋酶复合体

的形成, 阻滞细胞周期G1/S期的转换; 通过影

响CCND1、SKP2等细胞周期关键基因的表

达, 进而阻滞细胞周期的进程; 而MCM7基因

对于相关基因的调控则可能是通过人泛素启

动子UBB而间接实现的, 具体过程和机制仍需

进一步研究. 

CCND1

GAPDH

SKP2

GAPDH

JUP

GAPDH

图  4  Western blot验证部分差异表达基因. NC: MCM7
基因未沉默组; KD: MCM7 基因沉默组; CCND1: 细胞

周期蛋白D1; SKP2: S期激酶相关蛋白, 泛素蛋白连接酶; 

JUP: 盘状球蛋白; GAPDH: 甘油醛-3-磷酸脱氢酶.

NC            KD
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