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Bub1基因对人肝癌MHCC97-H细胞增殖、周期和凋亡的影响 *
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摘要目的：研究 Bub1基因在肝癌中的表达以及对肝癌细胞系MHCC97-H增殖、周期和凋亡的影响。方法：利用 RNA干扰技术

下调肝癌细胞系 MHCC97-H 中 Bub1 的表达；qRT-PCR 和 Western Blot 分别检测 Bub1 在 mRNA 和蛋白水平表达的变化；

CCK-8实验检测肿瘤细胞增殖能力的改变；流式细胞术检测细胞周期和凋亡的变化。结果：qRT-PCR和Western Blot结果显示

si-Bub1能够成功下调 Bub1的表达；下调 Bub1后肝癌MHCC97-H细胞的增殖能力下降(P<0.05)，细胞的凋亡比例升高(P<0.05)，

细胞发生 S期阻滞。结论：Bub1基因在肝癌中高表达，下调 Bub1的表达后能够降低肝癌细胞的增殖能力，促进细胞凋亡，诱导细

胞发生 S期阻滞。
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Influence of Bub1 Gene on the Cell Proliferation, Cell Cycle and Apoptosis
in Human Hepatocellular Carcinoma Cell Line MHCC97-H*

To study the expression of Bub1 in hepatocellular carcinoma (HCC) and its effect on the cell proliferation,

cell cycle and apoptosis in hepatocellular carcinoma cell line MHCC97-H. Bub1 was down-regulated by small interfering RNA

(siRNA) in MHCC97-H. qRT-PCR and Western blot were used to determine the expression of mRNA and protein. CCK-8 assay was

performed to evaluate the proliferation ability. Apoptosis and cell cycles were determined by flow cytometry. qRT-PCR and

Western blot showed that si-Bub1 group displayed a low expression of Bub1. Down-regulated of Bub1 by siRNA significantly inhibited

the cell proliferation (P<0.05), Cell cycle had changed and increased the cell apoptosis rates (P<0.05). Bub1 was highly

expressed in hepatocellular carcinoma and down-regulating the expression of Bub1 could reduce the proliferation of hepatocellular

carcinoma cells and affect the cell cycle and apoptosis of HCC.
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·基础研究·

前言

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是全球常见的

恶性肿瘤[1]。发展迅速，易转移和高复发是肝癌死亡率居高不下

的主要原因[2]。因此，探索与肝癌发生发展相关的新靶点对肝癌

的诊疗具有重要的意义。肿瘤细胞周期失调后，主要表现为不

受调控的异常增殖和基因组的不稳定性[3]。细胞周期是由多种

激酶在不同时相发挥功能来调控的，包括周期素依赖的激酶

(CDKs)、Polo样激酶(PLK)、Bub蛋白和 BubR1等[4]。研究显示

Bub1是一种有丝分裂检查点蛋白质，其在乳腺癌、前列腺癌和

胶质瘤等肿瘤中高表达[5-8]，并且与临床不良预后密切相关[9,10]，

可能参与肿瘤的异常细胞周期和增殖过程中 [11,12]。目前，Bub1

在肝癌中表达情况以及在肝癌发生发展中所扮演的角色尚不

清楚。因此，本研究拟探讨 Bub1在肝癌中的表达情况及干预

Bub1后对肝癌细胞增殖、周期及凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

人肝癌细胞系 MHCC97-H购自中国科学院上海细胞库，

DMEM 培养液 (Hyclone 公司 )，胎牛血清 (Gibco 公司 )；

Bub1-siRNA及 negative control (上海吉玛公司)；Lipofectamine

2000转染试剂 (Invitrogen公司)；Bub1引物 (上海生工公司)；

RNAiso试剂 (大连 Takara公司)；反转录试剂盒及 SYBR Pre-

mix Ex Taq TM II(大连 Takara公司)；CCK-8检测试剂盒(南京

恩晶生物公司)；细胞周期快速检测试剂盒(北京达科为公司)；

FITC-Annexin V凋亡检测试剂盒(Biolegend)；Millipore ECL发
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图 1 Bub1基因在肝脏肿瘤组织、正常组织和细胞系中的表达情况

Fig.1 Expression level of Bub1 in the normal liver tissue, primary liver

tumor and liver cancer cells

Note: compared with the normal liver tissue group, *P<0.05.

光液(Millipore公司)；流式细胞仪(Beckman FC-500)；Real-time

PCR和化学显像仪均为 Bio-rad公司产品；全自动酶标仪(E-

poch)。

1.2 实验方法

1.2.1 数据库中 Bub1在肝癌中的表达情况 通过利用网上

数据库(MERAV)[13]检索 Bub1基因在肝癌组织、正常组织和肝

癌细胞系中的表达情况，然后下载标准化后的数据资料，利用

GraphPad Prism5进行数据整理。

1.2.2 细胞培养及转染 人肝癌细胞系MHCC97-H细胞使用

含 10 %胎牛血清的 DMEM培养液，置于 37℃、5 % CO2培养

箱中培养。待细胞状态良好后，采用指数生长期的细胞进行转

染，具体操作按 Lipofectamine 2000说明书进行。细胞转染 24 h

后，收集细胞进行后续实验。

1.2.3 qRT-PCR法检测 Bub1基因的表达 采用 RNAiso试剂

按照试剂盒说明书提取细胞总 RNA。参照反转录试剂盒操作

说明将提取的 RNA反转录成 cDNA，qPCR法检测 Bub1的表

达，以 茁-actin作为内参，采用 2-△ △ CT法进行相对定量分析。

qPCR的反应条件如下：95℃ 10 s，59℃ 30 s，72℃ 30 s，40个

循 环 。 引 物 序 列 ，Bub1 上 游 引 物 ：5 -AGCCCA-

GACAGTAACAGACTC-3 ；下游引物：5 -GTTGGCAACCT-

TATGTGTTTCAC-3；茁-actin上游引物：5 -CATGTACGTTGC-
TATCCAGGC-3 ；下游引物：5 -CTCCTTAATGTCACGCAC-

GAT-3。

1.2.4 Western Blot检测 Bub1基因的表达 细胞转染后继续

培养 48 h后收集各组细胞，用加入蛋白酶抑制剂(PMSF碧云

天公司)的细胞裂解液(RIPA碧云天公司)裂解细胞，振荡，离心

后提取总蛋白，保存于 -80℃。BCA法(北京索莱宝公司)测蛋

白浓度。蛋白上样量为 30 滋g，经过 SDS-PAGE凝胶电泳恒压

分离后，恒流转至 PVDF膜，5 % BSA摇床室温封闭 1 h后，于

4℃冰箱孵育一抗过夜。Bub1一抗(1：1000，Abcam)、茁-actin一
抗(1：3000，Abcam)。次日，TBST洗 3次，每次 10 min，HRP标

记山羊抗兔二抗(中衫金桥公司)室温孵育 1 h，TBST洗 3次，

每次 10 min。利用化学显像仪显影。

1.2.5 CCK-8 法检测干扰 Bub1 对 MHCC97-H 细胞增殖能力

的影响 收集各组细胞用 0.25 %的胰蛋白酶消化成单细胞悬

液，调整浓度为 2.5× 103/mL，以每孔 100 滋L体积接种于 96孔

板中，置于培养箱中常规培养。分别于接种后第 1、2、3、4和 5

天进行 CCK-8法检测。在避光条件下加入 100 滋L新鲜培养基
和 CCK-8试剂 10 滋L，震荡混匀后 37℃培养箱中孵育 2 h，酶

标仪 450 nm波长检测光密度值(OD)。

1.2.6 流式细胞术检测干扰 Bub1对 MHCC97-H细胞周期和

凋亡的影响 收集各组细胞后用 0.25 %的胰蛋白酶消化后充

分重悬成单细胞悬液，调整为合适细胞密度后，按细胞周期快

速检测试剂盒的操作说明，取 1× 106个细胞细胞重悬于预冷

的 PBS中洗涤，500× g离心 5 min后弃上清。然后加入 500 滋L
平衡至室温后的试剂重悬，流式细胞仪(Beckman FC-500)检测

细胞周期。同样，按照细胞凋亡检测试剂盒的操作说明，取 5×

106个细胞重悬于预冷的 PBS中洗涤 2次，然后用 1 mL Bind-

ing buffer重悬，4℃下 800× g离心 5 min后弃上清，用 100 滋L
Binding buffer重悬后加入 5 滋L FITC- Annexin V 和 10 滋L PI

试剂，震荡混匀后于室温避光孵育 15 min。然后加入 500 滋L
Binding buffer重悬，流式细胞仪(Beckman FC-500)检测各组细

胞凋亡的情况。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 13.0统计软件分析。所有结果以均数± 标准差

表示，对两组实验数据采用 t检验，以 P＜0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 Bub1在肝癌组织中的表达情况

通过检索 Bub1基因的信息资料和样本的选取 (肝脏正常

组织、肝癌肿瘤组织和肝癌细胞系) 后，下载原始数据后用

GraphPad Prism5进行整理分析后发现，Bub1在肝癌组织中的

表达高于正常肝组织(P<0.05)，并且在数据库中的肝癌细胞系

中 Bub1的表达量也明显升高，进一步证实 Bub1在肝癌组织

中的高表达。见图 1。

2.2 特异性下调 Bub1后MHCC97-H细胞中 Bub1的表达

分别利用 Lipofectamine2000转染 MHCC97-H细胞，分为

si-NC和 si-Bub1组，然后通过 qRT-PCR和Western Blot检测

Bub1下调情况。如图 2所示，转染后 si-Bub1能够明显下调

Bub1在MHCC97-H细胞中的 mRNA和蛋白表达(P<0.05)。

2.3 特异性下调 Bub1后对MHCC97-H细胞增殖能力的影响

CCK-8 法检测结果显示：第 1 天和第 2 天 si-NC 组与

si-Bub1组之间没有显著性差异(P>0.05)。第 3天，si-NC组 OD

值(1.222± 0.039)，si-Bub1 组 OD 值(0.994± 0.064)(P<0.05)；第

4天，si-NC组 OD值(1.697± 0.039)，si-Bub1组 OD值(1.324±

0.071)(P<0.05)；第 5天，si-NC组 OD值(2.301± 0.113)，si-Bub1

组 OD值(1.753± 0.099)(P<0.05)均有显著差异。以上结果提示，

下调 Bub1后能够明显抑制肝癌细胞的增殖。见图 3。

2.4 特异性下调 Bub1后对MHCC97-H细胞周期的影响

利用流式细胞仪检测各组细胞周期的改变，结果显示
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图 3转染 Bub1 siRNA后对MHCC97-H细胞增殖的影响

Fig.3 Effect of transfection with Bub1 siRNA on the proliferation of

MHCC97-H cells detected by CCK-8 assay

Note: At the same day compared with si-NC group, *P<0.05.

图 4 MHCC97-H细胞转染 Bub1 siRNA后细胞周期的变化

Fig.4 The cell cycle of MHCC97-H after being transfected by Bub1 siRNA

Note: Compared with si-NC group，*P<0.05.

si-NC 细胞 S 期比例为 (20.36± 0.42)%，si-Bub1 组的比例为

(26.33± 0.61)%，二者比较有显著性差异(P<0.05)。以上结果提

示下调 Bub1后能够诱导肝癌细胞发生 S期阻滞。见图 4。

2.5 特异性下调 Bub1后对MHCC97-H细胞凋亡的影响

利用流式细胞仪检测各组细胞凋亡的改变，结果显示：

si-Bub1组的肿瘤细胞凋亡比例(20.34± 3.92)%，与 si-NC组凋

亡率(5.61± 2.53)%相比明显升高(P<0.05)，表明下调 Bub1的表

达能够明显提高肝癌细胞的凋亡比例。

3 讨论

肝癌作为肝脏最常见的原发性肿瘤，恶性程度极高[14]，并

且由于肝癌病人并发症多、病情复杂常常伴有肝功能异常使得

其预后往往不佳[15]。因此，深入探究肝癌的异常生物学行为能

够为肝癌的治疗提供更多的思路。

细胞周期有丝分裂纺锤体检查点丝 /苏氨酸激酶(Bub1)基

因编码一类丝 /苏氨酸激酶，在细胞有丝分裂的过程中发挥重

要的调控作用[16]。该蛋白通过磷酸化有丝分裂检查点复合物的

部分部件并激活纺锤体的检查点，从而调控有丝分裂后期促进

复合物的形成和激活[17,18]。该蛋白还可能参与到 DNA的损伤修

复过程中[3]。已有的研究显示有丝分裂激酶和有丝分裂检查点

蛋白在细胞分裂过程和维持染色质稳定性的过程中具有重要

的作用[19]。Jia L[18]等研究发现 Bub1对细胞周期的调控可能是

通过磷酸化 Cdc20分子来实现的。该基因的表达异常和多种肿

图 2 MHCC97-H转染 siRNA后 Bub1的 mRNA和蛋白水平的改变

A:转染 si-Bub1后 Bub1基因 mRNA的表达降低；B：转染 si-Bub1后 Bub1基因蛋白的表达降低

Fig.2 Expression of Bub1 mRNA and protein in MHCC97-H after being transfected by siRNA

A：Bub1 mRNA decreased after transfected si-Bub1 in MHCC97-H cells;

B: Bub1 protein decreased after transfected si-Bub1 in MHCC97-H cells

Note: compared with si-NC group, *P<0.05.
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图 5 MHCC97-H细胞转染 Bub1 siRNA后细胞凋亡的情况

Fig.5 Effect of transfection with Bub1 siRNA on the apoptosis of MHCC97-H cells

Note: Compared with si-NC group, *P<0.05.

瘤的发生发展有关，并且有研究表明该基因也涉及乳腺癌等肿

瘤干细胞的生物学行为中[20,21]。

本研究结果显示 Bub1在肝脏原发性肿瘤中的表达情况明

显升高，并且在肝癌细胞系中的表达丰度也很高，通过小干扰

RNA下调 Bub1后发现肝癌细胞的增殖能力下降，出现明显的

S期阻滞，凋亡细胞的比例升高。以上结果表明下调 Bub1后可

能抑制肝癌的发生发展。

综上所述，Bub1在肝癌中高表达，并且与肿瘤的异常增殖

过程密切相关，可能通过调控细胞周期以及凋亡相关的通路维

持肿瘤细胞的增殖能力，而通过对 Bub1基因在肝癌中的研究

能够加深对肝癌的认识并为寻找有效治疗提供新的思路。
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