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UFC1 经 YAP / CCNA2 调控肝癌细胞增殖的研究①
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摘要　 目的:探究 UFC1 在肝癌进展中的作用及机制。 方法:通过 TCGA 数据库分析 UFC1 在肝癌组

织中的表达及其对肝癌患者预后的影响;使用慢病毒感染 Hepa1-6 小鼠肝癌细胞,构建稳定敲低

UFC1 的细胞株,克隆形成实验检测细胞增殖能力;通过 siRNA 瞬时转染细胞、沉默 UFC1 的表达,实

时荧光定量 PCR(RT-qPCR)与 Western blot 分别检测 YAP 及其下游细胞周期蛋白的 mRNA 和蛋白

表达水平。 结果:数据库分析结果显示,UFC1 在肝癌组织中高表达且与预后不良相关;敲低 UFC1

后肝癌细胞增殖能力减弱,YAP 蛋白表达下调,细胞周期蛋白 CCNA2 的表达明显降低。 结论:UFC1
在肝癌组织中高表达,预示患者预后差;沉默 UFC1 可下调 YAP 及其下游 CCNA2 的表达,抑制小鼠

肝癌细胞增殖,提示 UFC1 可能成为肝癌治疗的潜在靶点。
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Abstract 　 Objective: To investigate the role and mechanism of UFC1 in liver cancer progression.

Methods: TCGA database was used to analyze the expression of UFC1 in liver cancer tissues and to detect
the relationship between its expression and the prognosis of HCC patients. Hepa1-6 murine cells were

constructed by infection with lentivirus to form a stable knockdown cell line of UFC1. Colony formation
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experiment was used to detect the proliferation of cells. Silencing the expression of UFC1 by transiently

transfecting cells with siRNA, the mRNA and protein expression levels of YAP and its downstream cyclin

were detected by real-time fluorescent quantitative PCR ( RT-qPCR) and Western blot, respectively.

Results: The database analysis results showed that UFC1 was highly expressed in liver cancer tissues and

was associated with poor prognosis. After UFC1 knockdown, the proliferation of hepatoma cells was

decreased, the expression of YAP protein was down-regulated, and the expression of CCNA2 was

significantly reduced. Conclusion: UFC1 is highly expressed in liver cancer, indicating poor prognosis of

patients. UFC1 silencing can down-regulate the expression of YAP and its downstream CCNA2, and inhibit

the proliferation of mouse liver cancer cells. It suggests that UFC1 may be a potential target for the

treatment of liver cancer.
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　 　 原发性肝癌简称肝癌,是一种在世界范围内常

见的、高致死率的恶性肿瘤。 我国目前肝癌患者数

量占全球肝癌患者总数的 50%[1-2]。 肿瘤细胞恶性

生长是癌症的主要特征之一,发掘新的导致肝癌细胞

恶性生长的分子机制,对于进一步解释肝癌的发病机

理以及研发新的靶向肝癌的治疗方法尤为重要。

UFMylation 是一种独特的类泛素修饰系统,与

DNA 损伤修复、有丝分裂和内质网稳态等多种细胞

进程相关[3]。 例如,UFMylation 修饰提高拮抗 p53

泛素化和蛋白酶体降解以提高 p53 的稳定性,从而

抑制结肠癌发展[4];核受体共激活因子 ASC1 的

UFMylation 修饰是 17β-雌二醇(E2)反式激活雌激素

受体 α(ERα)的关键步骤,可以促进 ERα 介导的乳

腺癌发展[5];MRE11 的 UFMylation 则对维持端粒长

度及造血干细胞生存至关重要[6]。 因此,UFMylation

可能通过靶向修饰不同的底物参与机体的生理功能

或病理过程,而且在癌症及其他疾病中也发挥着重

要作用。 UFC1 是 UFMylation 中不可缺少的 E2 样结

合酶,该修饰过程中 UFC1 通过自身半胱氨酸侧链

结合 UBA5 激活的 UFM1,并同 UFL1 一起将 UFM1

转移至底物上。 目前,对于 UFC1 的研究主要集中

在其类泛素化修饰功能方面,而对于其他功能却少

有报道。 人们发现 UFC1 在弥漫大 B 细胞淋巴瘤、

乳腺癌肿瘤中的异常高表达还与患者预后不良相

关[7-8],但其作用机制尚不清楚;另外,UFC1 在肝癌

中的作用目前仍未见报道。 因此,本文将探讨 UFC1

对肝癌细胞生长的影响及其作用机制。

1　 材料与方法

1.1　 材料

小鼠肝癌细胞株 Hepa1-6(购自广州赛库生物技

术有限公司)。

1.2　 生物信息学分析

UFC1 表达及生存分析曲线分别从 UALCAN

(http: / / ualcan. path. uab. edu / index. htm) 和 KM plot

( https: / / www. kmplot. com / analysis / index. php? p =

service&cancer =pancancer_rnaseq)数据库获取。

1.3　 构建稳定敲低 UFC1的 Hepa1-6细胞

将 PCDH-shNC 和 PCDH-shUFC1 质粒分别转染

至 293T 人胚肾细胞中获得病毒,感染 Hepa1-6 细胞

48 h 后添加嘌呤霉素,收集细胞检测 UFC1 基因的

表达,筛选获得稳定敲低 UFC1 的 Hepa1-6(Hepa1-6-

shUFC1)细胞。

1.4　 实时荧光定量 PCR 实验

使用 Trizol 法提取 RNA,使用反转录试剂盒,逆

转录得到 cDNA。 以 2 μg 的 cDNA 为模板,采用 ABI

7500Fast 荧光定量 PCR 仪分别测定 siRNA 干扰效率

和转染 72 h 后 AURKA、AURKB、CCNA2、CCNB1、

CDC20、CDC25B 和内参基因 β-actin 的 RNA 表达,

获得相对表达量。 引物设计,见表 1。
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表 1　 各基因引物序列

名称 上游引物(5′ - 3′) 下游引物(5′ - 3′)
AURKA CTGGATGCTGCAAACGGATAG CGAAGGGAACAGTGGTCTTAACA
AURKB CAGAAGGAGAACGCCTACCC GAGAGCAAGCGCAGATGTC
CCNA2 GCCTTCACCATTCATGTGGAT TTGCTGCGGGTAAAGAGACAG
CCNB1 AAGGTGCCTGTGTGTGAACC GTCAGCCCCATCATCTGCG
CDC20 TTCGTGTTCGAGAGCGATTTG ACCTTGGAACTAGATTTGCCAG
CDC25B TCCGATCCTTACCAGTGAGG GGGCAGAGCTGGAATGAGG
β-actin CCCTGAAGTACCCCATTGAA CTTTTCACGGTTGGCCTTAG

1.5　 细胞克隆形成实验

取 Hepa1-6-shUFC1 细胞,按 1×103个细胞 /孔分

别接种于 6 孔板中,轻晃孔板,使孔中细胞尽可能铺

均匀。 1 周后终止培养并弃去培养基,加入甲醇固定

细胞,使用结晶紫溶液染色。 拍摄图像后通过Image J

软件进行细胞群落数分析。

1.6　 转染 siRNA
将 Hepa1-6 细胞接种于 12 孔板中,随机分为未转

染组(NC)、siRNA 阴性对照组(siNC)和 UFC1 siRNA

组(siUFC1),培养 24 h 后按照 LipofectamineTM 3000

转染试剂(美国 Invitrogen 公司)说明书步骤分别将

UFC1 和阴性对照 siRNA 转染至细胞中。 转染 12 h

后更换培养基继续培养,48 h 后收集细胞检测转染

效率或继续培养用于后续实验。 两组 siRNA 序列,

见表 2。

表 2　 siRNA 序列

名称 正义链(5′ - 3′) 反义链(5′ - 3′)
siNC UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT ACGUGACACGUUCGGAGAAdTdT

siUFC1 GGUUCCGACUGGAGUCCAAdTdT UUGGACUCCAGUCGGAACCdTdT

1.7　 Western blot 检测

按计算量分别上样各蛋白样品,依次进行 SDS-

PAGE 凝胶电泳、转膜、5%脱脂牛奶室温封闭 1 h,然

后分别加入一抗 β-actin(1 ∶ 1 000)、YAP(1 ∶ 1 000)、

UFC1(1 ∶ 1 000)于 4 ℃摇床孵育过夜,洗膜后加入相

对应的二抗(1 ∶ 1 000)室温孵育 1 h,曝光显影。 蛋白

条带图像使用 Image J 图像软件进行灰度值分析。

1.8　 统计学方法

采用 Graph Pad Prism 8.0 软件分析数据,计量资

料以(􀭰x±s)表示,采用 t 检验。 以∗P<0.05、∗∗P<0.01

和∗∗∗P<0. 001 分别表示不同置信区间的统计学差

异。

2　 结果

2.1　 UFC1在肝癌中的表达及其与预后的关联

UFC1 与肝癌的相关性分析见图 1。 通过 TCGA

数据库分析发现,UFC1 在肝癌组织中表达显著增

强,见图 1A。 Kaplan-Meier 分析显示,高表达 UFC1
的肝癌患者生存率明显降低,其中 5 年生存率表现

更低,见图 1B。 以上提示,UFC1 在肝癌中的高表达

预示不良预后。

A.UFC1 mRNA 在肝癌中表达显著上调(UALCAN 数据库);

B.Kaplan-Meier 分析肝癌患者的 UFC1 表达与预后的关系

(KM plot 数据库)

图 1　 UFC1 与肝癌的相关性分析
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2.2　 Hepa1-6-shUFC1稳定转染细胞的构建

采用 RT-qPCR 法检测 Hepa1-6-shUFC1 细胞中

UFC1 的表达量。 结果显示,与 Hepa1-6-shNC 细胞

相比,Hepa1-6-shUFC1 细胞中 UFC1 的表达明显降

低(P<0.001),见图 2,提示已获得成功高效转染细

胞株。

RT-qPCR 分别检测 Hepa1-6-shNC 和 Hepa1-6-shUFC1 细胞

UFC1 的 mRNA 表达水平。 与 shNC 组比较,∗∗∗P<0.001

图 2　 Hepa1-6-shUFC1 细胞中 UFC1 的表达降低

2.3　 Hepa1-6-shUFC1细胞的克隆形成能力受抑制

体外培养 Hepa1-6-shNC 和 Hepa1-6-shUFC1 细

胞株进行克隆形成实验,检测细胞增殖能力。 结果

显示,与 Hepa1-6-shNC 细胞相比,Hepa1-6-shUFC1

细胞的集落数减少,表明其增殖能力降低(P<0.01),

见图 3。

采用克隆形成实验检测细胞增殖能力。 与 shNC 组比较,
∗∗P<0.01

图 3　 敲低 UFC1 抑制肝癌细胞克隆形成能力

2.4　 UFC1 siRNA 显著下调 UFC1的蛋白表达

通过Western blot 实验检测 3 组 Hepa1-6 细胞中

UFC1 蛋白的表达。 结果显示,与 NC 或 siNC 组相

比,siUFC1 组 UFC1 蛋白的表达明显降低(P<0.01),

见图 4。

Hepa1-6细胞转染 siNC 或 siUFC1 48 h 后,Western blot 法检测

UFC1 和 β-actin 的蛋白表达。 与 NC 或 siNC 组比较,∗∗P<0.01

图 4　 UFC1 siRNA 下调肝癌细胞中 UFC1 的蛋白表达

2.5　 UFC1 siRNA 对 YAP 蛋白表达的影响

本研究通过探讨 UFC1 与促细胞增殖重要蛋白

YAP 之间的关系,发现与 NC 和 siNC 组相比,siUFC1

组 YAP 的蛋白表达水平明显下降(P<0.05),见图

5。 以上提示,UFC1 可能通过 YAP 调控细胞增殖。

Hepa1-6 细胞转染 siNC 或 siUFC1 的 Hepa1-6 细胞,48 h 后,

Western blot 法检测 YAP 和 β-actin 的蛋白水平。 与 NC 或

siNC 组比较,∗P<0.05

图 5　 UFC1 siRNA 降低 YAP 的蛋白表达

2.6　 UFC1 siRNA 对多种细胞周期蛋白 mRNA 表达

的影响

有文献报道[9],YAP 可能通过调控 AURKA、

AURKB、CCNA2、CCNB1、CDC20 或 CDC25B 进而促

进细胞增殖。 因此,本研究检测了敲低 UFC1 是否会

影响这些基因的表达。 结果表明,沉默 UFC1 的表达

同时引起 YAP 下游的细胞周期蛋白的基因表达水

平呈现不同程度降低,其中 CCNA2 mRNA 表达的降

低程度最明显(P<0.05),见图 6,提示 UFC1 极有可

能通过 CCNA2 调控细胞增殖。
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与 siNC 组比较,∗P<0.05

图 6　 UFC1 siRNA 下调多种细胞周期蛋白的 mRNA 表达

3　 讨论

尽管肝癌治疗有手术切除、药物治疗、免疫治

疗、肝脏移植等多重手段,但我国原发性肝癌死亡率

仍居癌症相关死亡中的第二位。 因此,寻找新的肝

癌潜在治疗靶点显得尤为重要。

通过多种途径获得持续增殖信号的能力是癌细

胞的主要特性之一。 UFC1 是癌症中广泛表达的基

因之一,与多种癌症进展相关。 本文研究结果显示,

UFC1 在肝癌组织中表达显著增加,且这种高表达的

患者预后较差;在小鼠肝癌 Hepa1-6 细胞中敲低

UFC1 的表达能显著抑制细胞克隆形成能力;敲低

UFC1 基因 48 h 后细胞中 YAP 蛋白水平降低,同时

CCNA2 表达量明显降低。 YAP 作为 Hippo 信号通

路下游的核心效应分子,入核后能有效激活结缔组

织生长因子、cyclin D1 及 cyclin E 等下游增殖相关

基因的表达,推动细胞进入细胞周期,发挥促增殖、

抗凋亡的功能[10-11]。 CCNA2 是一种细胞周期蛋白

编码基因,其编码的细胞周期蛋白可结合并激活

CDC2 或 CDK2 激酶,从而促进细胞周期 G1 / S 和

G2 / M 转换[12]。 本研究结果提示 UFC1 可能通过增

加 YAP 蛋白水平进而促进 CCNA2 的转录,加快细

胞周期进程、促进肝癌细胞增殖。 值得关注的是,在

结肠癌中 UFC1 可通过增强 p53 的稳定性,发挥抑癌

作用[4]。 然而本研究结果提示 UFC1 在肝癌中发挥

促癌作用,这可能是由于 UFC1 在结肠癌和肝癌中

的靶点不同所导致的。 UFC1 调控 YAP 蛋白水平的

具体机制尚不清楚,仍有待后续进一步探讨。

本研究采用 Hepa1-6 小鼠肝癌细胞株探究

UFC1 对肝癌细胞生长的影响,该细胞具有很好的体

内成瘤能力,且能在免疫健全的 C57BL / 6J 小鼠中进

行成瘤。 后续我们将进一步探索 UFC1 对 Hepa1-6

体内成瘤能力的影响以及 UFC1 对人肝癌细胞增殖

能力的影响。

综上所述,肝癌中 UFC1 的高表达与肝癌进展、

预后密切相关,敲低 UFC1 明显抑制肝癌细胞增殖,

可能是与 UFC1 siRNA 通过下调 YAP / CCNA2 表达,

抑制相关通路进而导致细胞周期受阻有关。 本文的

研究结果初步揭示了 UFC1 在促进肝癌进展中的作

用和机制,有望为今后肝癌的治疗提供新的参考靶

点。
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