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蜕皮激素诱导MIIP基因的表达对肝癌细胞增殖迁移的影响 *
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摘要 目的：探讨蜕皮激素诱导迁移侵袭抑制蛋白基因 (migration and invasion inhibitory protein，MIIP) 基因的表达对肝癌细胞

SK-Hep-1增殖和迁移能力的影响。方法：采用 PCR扩增MIIP基因，连入 T载体测序正确后，插入到蜕皮激素可诱导真核表达载

体 pIND中。将 pIND-MIIP和含蜕皮激素受体基因的表达载体 pVgRXR以脂质体转染法转染到 SK-Hep-1中，经 G418和 Zeocin

双抗生素筛选获得稳定转染细胞株。蜕皮激素 Ponasterone A诱导后，采用Western blot检测MIIP表达，CCK-8实验检测细胞增

殖，划痕实验检测细胞迁移。结果：蜕皮激素诱导MIIP表达上调后，SK-Hep-1细胞的增殖能力显著下降(P<0.05)，细胞的迁移能力

明显减弱。结论：建立了MIIP基因可诱导表达系统，证实在肝癌细胞 SK-Hep-1中MIIP过表达可抑制细胞的增殖及迁移能力。
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Effect of Ponasterone A induced MIIP Gene Expression on the Proliferation
and Migration of Liver Cancer Cells*

To investigate the effect of Ponasterone A induced migration invasion inhibitory protein (MIIP) expression

on the proliferation and migration of human liver cancer cell line SK-Hep-1. MIIP gene was amplified by routine PCR, cloned

into pMD18-T vector and confirmed by DNA sequencing, then inserted into the ecdysone-inducible eukaryotic expression pIND.

SK-Hep-1 cells were co-transfected with pIND-MIIP and pVgRXR, an expression vector contained ecdysone receptor gene, and screened

with G418 and Zeocin to obtain the stable clones. Upon treatment with Ponasterone A, one kind of ecdysone, MIIP expression, cell pro-

liferation and migration were analyzed by Western blot, CCK8 and wound healing assay. After Ponasterone A-induced expres-

sion of MIIP in SK-Hep-1, cell proliferation was significantly inhibited(P<0.05), and cell migration was markedly attenuated.

MIIP gene inducible expression system was established and MIIP could inhibit the proliferation and migration of SK-Hep-1 cells.
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前言

肝癌是一种高致命性的恶性肿瘤，居世界癌症死亡率第五[1]。

最新统计数据表明中国每年新发肝癌患者约六十万[2]，患者预

后差，确诊后中位生存期仅 6-20个月[3,4]。肝癌恶性程度高、进

展快与癌细胞的迁移和侵袭能力强相关，因此抑制癌细胞的迁

移和侵袭对于肝癌的治疗和预后的改善具有十分重要的意义。

迁移侵袭抑制蛋白 (migration invasion inhibitory protein，

MIIP)是研究者利用酵母双杂交筛选胰岛素样生长因子结合蛋

白 2(IGFBP2)的相互作用蛋白时发现的，其编码的蛋白质分子

量大小约为 45 kDa，又称侵袭抑制蛋白 45 (invasion inhibitory

protein45，IIp45)[5]。MIIP基因定位在 1号染色体短臂 3区 6带

2亚带，该区在许多肿瘤中缺失，包括前列腺癌、胶质瘤、乳腺

癌、子宫内膜癌、卵巢癌、肉瘤等[5-11]。研究表明MIIP在胶质瘤、

肺癌食管鳞癌组织中的表达明显低于正常组织，且其表达水平

与肺癌和食管癌的病理分期和预后负相关[12,13]。MIIP过表达可

抑制细胞迁移侵袭[14]、抑制周期进程和细胞增殖[15]，但目前关于

MIIP在肝癌中的作用尚无报道。

本研究旨在建立MIIP基因的可诱导表达系统，利用该系

统研究MIIP对肝癌细胞恶性行为的影响。研究中选用蜕皮激

素可诱导表达质粒 pIND和含蜕皮激素受体基因的表达质粒

pVgRXR双载体系统以建立稳定转染细胞系，目的基因只有在

蜕皮激素诱导后才能表达，进而研究其功能。我们采用分子克

隆技术首先构建了 pIND-MIIP，将其与 pVgRXR共转染肝癌细

胞 SK-Hep-1，获得稳定转染细胞株后以 Ponesterone A 诱导

MIIP表达，观察细胞增殖、迁移能力的变化，初步探讨 MIIP基

1610· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.9 MAR.2017

因对肝癌细胞迁移、增殖的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

SK-Hep-1细胞由本室保存。试剂：PrimeSTAR MAX DNA

Polymerase(TaKaRa，R045A )；pCMV-HA-MIIP模板；限制性内

切酶 Q.cut I、Q.cut I (TaKaRa，1622、1634)；T4 DNA连

接酶 (TaKaRa, 2011A)；感受态细胞 DH5琢 (TaKaRa ,

9057)；质粒小提试剂盒(天根生化科技有限公司, DP103)；哺乳

动物真核表达载体 (pIND，pVgRXR，pMD18) 均由本室保存；

G418(Sigma，108321-42-2)；Zeocin(Invitrogen，1621158)；蜕皮激

素 Ponasterone A(AdipoGen，13408-56-5)；改良型 琢-MEM培养

基；胎牛血清 (天津灏洋公司, TBD31HB)；Lipofectamine-2000

(Invitrogen)；Cell Counting Kit-8 (七海生物 7 sea biotech,

20160406)；吉姆萨染液。抗体：MIIP (sigma , A80190)；GAPDH

(proteintech，10494-I-AP)；HRP羊抗兔 IgG(康为世纪，cw0103)。

Ponesterone A(AdipoGen , A00212)。

1.2 方法

1.2.1 引物设计 扩增MIIP基因的引物：MIIPu：5'-GGCGCT-

AGCATGGACTACAAAGACGATGACGACAAGGTGGAGG-

CTGAGGAACTG-3'，MIIPd：5'-TCT AGA TCA GGGCTTCT-

GCCGTGG-3'；其中 5'端引物引入 I酶切位点和 FLAG标

签序列（下划线），3'端引物引入 I酶切位点。

1.2.2 目的基因的扩增与克隆 以 pCMV-MIIP为模板，95 ℃

预变性 5 min，95 ℃变性 30 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min

进行 30个循环。PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳，电泳产物经胶

回收后，将目的片段定向插入 pMD18载体中。将重组后的质粒

转化扩增后，用 I和 I双酶切鉴定，如果有与预期基因

片段大小相近的片段切下即为阳性，送华大基因公司测序。

1.2.3 真核表达载体 pIND的构建 e I和 I双酶切测

序正确的 pMD18-MIIP载体和 pIND分别以 I和 I双酶

切，用 T4连接酶连接经酶切和回收的片段MIIP和 pIND，转化

感受态细胞 DH5琢，摇菌后用质粒提取试剂盒提取质粒，
I和 I双酶切鉴定，阳性克隆由华大基因公司测序。

1.2.4 细胞培养 人肝癌 SK-Hep-1细胞用含 10 %胎牛血清

的改良型 琢-MEM培养液，置于 37 ℃、5% CO2的细胞培养箱

中培养。

1.2.5 筛选药物(G418、Zeocin)浓度的确定 在加入筛选药物

前一天将细胞以 70%的密度接种于 24孔板，第二天按浓度梯

度(100 滋g/mL、200 滋g/mL、300 滋g/mL、400 滋g/mL、500 滋g/mL、
600 滋g/mL、700 滋g/mL、800 滋g/mL、900 滋g/mL、1000 滋g/mL)分
别加入 G418和 Zeocin，筛选 4天后换液重新加药，直到得到

最佳浓度。经过十天的筛选，确定 G418 的最佳浓度为 300

滋g/mL，Zeocin的最佳浓度为 400 滋g/mL。
1.2.6 细胞转染和稳定细胞株的筛选 SK-Hep-1细胞常规消

化后接种于 6孔板，次日待细胞密度达到 70%时按照说明书进

行转染。具体如下：将 pIND-MIIP（空载体 pIND作为对照）和

pVgRXR以及 Lipofectamine-2000分别加入到 200 滋L无血清
培养液中，静置 5 min后将二者混匀，室温静置 20 min。六孔板

内生长的细胞换新鲜培养液 1600 滋L，滴加入上述转染液，正

常培养 48 h 后以 1:6 传代，同时加入 Zeocin (终浓度 400

滋g/mL)和 G418 (300 滋g/mL)进行筛选。两周后挑取单个集落
进行扩大培养，命名为 SK-Hep-1-pIND-MIIP (对照组为

SK-Hep-1-pIND)。

1.2.7 蜕皮激素诱导 以 SK-Hep-1-pIND 细胞为对照，

SK-Hep-1-pIND-MIIP 为实验组，分别给予 Ponesterone A(1

mg/mL)处理或对照溶剂 DMSO（二甲基亚砜）处理不同时间，

进行相应实验。

1.2.8 Western blot SK-Hep-1-pIND-MIIP和 SK-Hep-1-pIND

细胞接种于 6 cm皿，待细胞密度约为 70%时以 Ponesterone A

诱导或不诱导，24 h后收取细胞。细胞用 RIPA裂解液在冰上

裂解 30 min，12000 rpm离心收集上清液，利用 BCA蛋白定量

法定量，平衡各组间浓度后加入 1× Loading Buffer缓冲液，100

℃煮沸 5 min，12000 rpm离心 2 min。各组样品取 20 滋L蛋白样
品进行 SDS -PAGE电泳 1.5 h，100V恒压转膜 2 h，5%脱脂奶

粉室温封闭 1 h，一抗室温孵育 1 h，置于 4 ℃孵育过夜。TBST

洗涤 3次，每次 7 min，室温孵育二抗 1 h，TBST洗涤 3次，每

次 7 min，发光检测。

1.2.9 CCK8细胞增殖检测实验 将处于对数生长期的稳转

细胞系 SK-Hep-1-pIND-MIIP和 SK-Hep-1-pIND常规消化，并

进行细胞计数，将细胞浓度调整为 1× 104/mL，于 96孔板中每

孔分别加入 200 滋L细胞悬液，设置 6个复孔。分别于第 1-7天

终止培养，每孔中加入 10 滋L CCK8溶液，37 ℃培养 1小时，用

酶标仪测定在 450 nm处的吸光度值，并绘制细胞增殖曲线。

1.2.10 细胞迁移检测 -划痕实验 将对数生长期的稳转细胞

系 SK-Hep-1-pIND-MIIP和 SK-Hep-1-pIND常规消化，接种于

6孔板中，待细胞密度约为 70%左右时，用直尺和枪头划横线，

然后用 PBS轻轻的冲洗，洗去划下的细胞。加入无血清的培养

液进行培养，分别在 0 h、24 h、48 h拍照。

1.3 统计学方法

数据以 SPSS 16.0软件进行分析，计量资料以均数± 标准

差(Mean± SD)表示，采用 t检验，以 P＜0.05表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 含MIIP基因的可诱导表达载体 pIND重组质粒的构建和

鉴定

以 PCR方法获得的 MIIP基因连接入 pMD18载体中，经

I和 I双酶切后，插入 pIND载体中，命名为 pIND-MI-

IP。重组质粒再经 I和 I双酶切后，用 1%琼脂糖凝胶电

泳，得到 5023 bp和 1194 bp两条片段（图 1），初步证明克隆正

确。阳性克隆经测序证实所插入的序列正确（图 2）。

2.2 SK-Hep-1-pIND-MIIP和 SK-Hep-1-pIND稳转细胞系建立

的鉴定

将构建成功的 pIND-MIIP或 pIND分别与 pVgRXR共转

染 SK-Hep-1细胞，经药物筛选获得稳定转染细胞株。蜕皮激素

诱导 24 h后收集细胞，提取蛋白，Western blot检测 Ponesterone

A诱导前后 MIIP蛋白表达水平。结果（图 3）显示 SK-Hep-1-

pIND-MIIP Ponesterone A处理后（pIND-MIIP(+)）MIIP 表达水

平明显上调，而对照组 SK-Hep-1-pIND中诱导前后 MIIP表达

无变化，证明稳转细胞系建立成功。
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图 3 SK-Hep-1-pIND-MIIP和 SK-Hep-1-pIND稳转细胞系鉴定

Fig. 3 The identification of the stable cell strain of SK-Hep-1-pIND-MIIP

and SK-Hep-1-pIND

图 4 MIIP过表达对 SK-Hep-1细胞增殖的影响

Fig. 4 The effect of MIIP on proliferation of SK-Hep-1 cells

图 2 重组质粒 pIND-MIIP测序鉴定

Fig.2 Identification of the recombinant plasmid vector pIND by DNA sequencing

2.3 MIIP过表达对 SK-Hep-1细胞增殖能力的影响

CCK8实验结果（图 4）显示，Ponesterone A诱导处理后的

SK-Hep-1-pIND-MIIP细胞增殖速率相较于未处理组增殖速率

减慢，从第 6天起差异具有统计学意义 (P<0.05)，但对照组

SK-Hep-1-pIND细胞 Ponesterone A诱导前后没有明显变化。

这些结果表明 Ponesterone A 诱导 MIIP 表达可明显抑制

SK-Hep-1细胞增殖能力。

2.4 MIIP过表达对 SK-Hep-1细胞迁移能力的影响

通过拍照分析 0 h、24 h、48 h的划痕实验结果（图 5,表 1），

结果显示 Ponesterone A 诱导处理后的 SK-Hep-1-pIND-MIIP

细胞迁移明显慢于未处理组，但对照组 SK-Hep-1-pIND细胞在

Ponesterone A诱导前后细胞迁移没有明显变化，说明 MIIP过

表达可以抑制 SK-Hep-1细胞的迁移能力。

图 1 重组质粒载体的酶切电泳鉴定

Fig.1 Identification of the recombinant plasmid vector by enzyme

digestion and electrophoresis

M: DL15000 Marker

3 讨论

肿瘤的发生、侵袭和转移是多基因、多因素、多步骤相互协

调作用的复杂过程，也是目前癌症治疗面临的严峻挑战。原发

肿瘤可以通过手术切除或放射治疗，但是转移的肿瘤难以在不

损伤正常的组织下通过上述手段治疗。因此，研究肿瘤的转移

和侵袭的分子机制具有重要的意义。

迁移侵袭抑制蛋白 (migration and invasion inhibitor pro-

tein，MIIP)是新发现的具有肿瘤迁移侵袭抑制、调节肿瘤细胞

有丝分裂检查点作用的蛋白，由 388个氨基酸组成，MIIP蛋白

具有较强的亲水性，结构中包含 3个 SEG域（低成分复杂区）

和 1个整联蛋白 RGD（精氨酸 -甘氨酸 -天冬氨酸肽结合域）。

MIIP通过与 IGFBP-2蛋白 C端的甲状腺蛋白 -RGD区域结合

而抑制其促进肿瘤细胞侵袭的作用[14]，与 IGFBP-2蛋白通过侵

袭信号通路来共同调节细胞的侵袭能力。在其第 8l～89、143～

151、173～181及 314～322 位氨基酸的位置包含 4个破坏框

(Destruction box，D box)结构域。D box结构域是由 9个氨基酸

组成的一段特殊序列(RXXLXXXXN,X代表任意氨基酸)，其第

一位的氨基酸(R)和第四位的亮氨酸(L)高度保守[5]。含有 D box

结构域的蛋白主要在控制细胞周期中发挥作用。此外，MIIP具

有 6个苏氨酸、42个丝氨酸以及 1个潜在的苏氨酸磷酸化位

点。MIIP还包含一个四重升降螺旋捆，该螺旋捆与细胞色素超
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Fig.5 MIIP过表达对 SK-Hep-1细胞迁移的影响

Fig.5 The effect of MIIP on migration of SK-Hep-1 cells

注：与实验组相比，具有统计学意义(P＜0.01)。

Note: The comparison to experiment group was statistically significant(P＜0.01).

家族成员具有同源性[14]。MIIP的这些结构特点提示其可能在多

种细胞信号传递中起重要作用。目前关于MIIP作用机制的研

究报道包括：MIIP通过与 IGFBP2结合拮抗 IGFBP2的促进细

胞侵袭作用 [14]；MIIP与 Cdc20直接结合可抑制 APC/Cdc20复

合物的形成，从而使细胞停滞在有丝分裂中期，导致染色体不

稳定和肿瘤的发生 [16-18]；MIIP与组蛋白去乙酰化酶 6 (histone

deacetylase 6，HDAC6 )相互作用，降低 HDAC6 稳定性及活

性，抑制 HDAC6介导的 琢微管去乙酰化作用，使 琢微管乙酰
化水平增加，稳定微管结构而降低细胞运动性，从而抑制细胞

的迁移[18,20]。因此，MIIP作为一个潜在的肿瘤抑制基因可能通

过多种信号通路影响肿瘤的侵袭与迁移。

Groups n
Fusion range(cm,Mean± SD)

0 h 24 h 48 h

pIND-MIIP(+) 3 1.7± 0.01 1.41± 0.03 1.15± 0.05

pIND-MIIP 3 1.75± 0.04 0.96± 0.03 0.56± 0.07

pIND(+) 3 1.27± 0.03 0.76± 0.06 0.54± 0.07

pIND 3 1.48± 0.03 0.86± 0.08 0.49± 0.07

表 1 迁移划痕实验数据统计表

Table 1 The wound scratch assay data statistics

MIIP为抑癌基因，抑制肿瘤细胞的迁移和侵袭，MIIP可以

通过 IGFBP2调控细胞的有丝分裂，通过 HDAC6下调目的蛋

白[5]。Song et al首先报道在高侵袭性胶质瘤中 MIIP的表达低

于正常的脑组织和间变性胶质瘤组织[14]。Wu et al发现高度恶

化胶质瘤中的 MIIP表达量低于低恶性程度的胶质瘤。由于

MIIP为抑癌基因，在肿瘤细胞中的稳定过表达会抑制细胞生

长，获得稳定细胞株较为困难，所以本研究选用可诱导表达系

统建立稳定转染的肝癌细胞株，结果显示MIIP在该诱导表达

系统中几乎无泄漏表达，只有在给予诱导剂时才表达。目前关

于MIIP在肝癌中的作用尚无研究报道，本研究在 MIIP表达量

较低的肝癌细胞 SK-Hep-1中展开，建立可诱导表达MIIP的肝

癌细胞系 SK-Hep-1，同样，我们发现在肝癌细胞中 MIIP的表

达水平较低，同时MIIP抑制了细胞的增殖和迁移。我们初步研

究了MIIP基因对肝癌细胞增殖迁移的影响，为后续深入研究

MIIP的功能以及分子机制奠定了基础。
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