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MFN1在肝癌转移中的调控作用研究 *

耿西林 常虎林 张 煜 海 军 张智勇 郑 伟 杜立学△

（陕西省人民医院肝胆外科 陕西西安 710068）

摘要 目的：探讨线粒体融合蛋白MFN1(mito-fusion 1)在肝癌转移中的作用及其机制。方法：1).采用免疫组化实验检测 15对肝癌

转移灶组织与原发灶组织中MFN1的表达，以明确肝癌转移时是否伴有MFN1表达的改变。2). 采用 siRNA (small interference

RNA)下调肝癌细胞中MFN1的表达后，提高 Transwell迁移实验和 Transwell侵袭实验分别检测其迁移和侵袭能力，通过实时荧

光定量 PCR (Quantitative Real-time PCR，qRT-PCR) 和Western blot实验分别检测基质金属蛋白酶 1 (matrix metalloproteinase 1，

MMP1)、MMP2、MMP7及MMP9的 mRNA和蛋白表达。结果：1)肝癌转移灶组织中MFN1表达显著低于原发灶组织(P<0.05)。2).

下调MFN1表达后，肝癌细胞的迁移和侵袭能力显著升高，MMP7的表达显著增加，而MMP1、MMP2与MMP9的表达无明显变

化。结论：线粒体融合蛋白MFN1在肝癌转移组织中表达显著降低，可能通过激活MMP7表达,促进肝癌细胞侵袭和转移。
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Biological Function of MFN1 in the Metastasis of Hepatocellular
Carcinoma Cells*

To investigate the role of the mitochondrial fusion MFN1 in the metastasis of hepatocellular carcinoma

(HCC) cells. 1. Immunohistochemistry assay was used for evaluating the expression of MFN1 in 15 paired metastatic and pri-

mary tissues of HCC to determine whether the expression of MFN1 was changed during metastasis. 2. After MFN1 was knocked-down in

HCC cells by small interference RNA (siRNA), transwell migration and invasion assays were used to analyze the migration and invasion

capabilities of HCC cells. qRT-PCR and western blot analysis were used for detection of expression levels of matrix metalloproteinase

(MMPs) of MMP1, MMP2, MMP7 and MMP9. The expression of MFN1 in metastatic tissues of HCC is significantly lower than

their paired primary tissues. Knockdown of MFN1 upregulated the migration and invasion abilities, and the expression of MMP7 in HCC

cells, while had no effect on the expressions of MMP1, MMP2 and MMP9. The expression of mitochondrial fission factor

MFN1 is downregulated in metastatic tissues, which may promote the invasion and metastasis of HCC cells by upregulating of MMP7

expression.
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前言

线粒体是真核生物细胞内重要的半自主细胞器，在调控细

胞代谢、凋亡及氧化还原平衡等重要生物学过程中发挥关键作

用[1,2]。细胞内线粒体数目因细胞种类不同而不同，可从几十个

到成百上千个不等。心脏、骨骼肌及脑组织等能量需求旺盛的

细胞中线粒体数目相对较高[3,4]。研究显示细胞中的线粒体并不

非以单个游离的形式存，而是彼此间通过不断的融合与分裂，

进行着物质和信息的传递与交流。线粒体融合与分裂对于线粒

体自身的大小、形态和空间分布进行着密切调控，并进而对调

控个体线粒体的生理功能[5]。线粒体融合与分裂的异常与多种

疾病的发生发展显著相关[6,7]，目前已在神经退行性疾病、糖尿

病及心血管疾病中发现线粒体融合与分裂的异常[8-11]。近年来，

随着研究的深入，人们逐步在不同类型的肿瘤细胞中证实了线

粒体融合与分裂的异常改变[12,13]，线粒体分裂在结肠癌、肺癌与

乳腺癌中显著增强，而线粒体融合则往往被抑制，导致线粒体

明显变短[14-16]。然而，以往研究主要聚焦于线粒体融合分裂异常

在肿瘤生长中的促进作用，在肿瘤转移中的研究相对较少，尤

其是线粒体融合蛋白在肿瘤转移中的作用尚不清楚。

基质金属蛋白酶(matrixmetalloproteinase，MMP)可降解多
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种细胞外基质成分，通过破坏肿瘤细胞外侵袭的组织学屏障而

在肿瘤侵袭转移中发挥作用[17,18]。MMPs家族包含多个成员，其

中 MMP1、MMP2、MMP7及 MMP9被认为是主要参与肿瘤侵

袭转移调控的成员[19]。但目前，线粒体融合与分裂异常在肝癌

细胞 MMPs表达调控中的作用尚不清楚。本研究旨在探讨线

粒体融合关键分子 MFN1在肝癌细胞转移中的调控作用及可

能机制。

1 材料与方法

1.1 肝癌细胞系、组织样本与试剂

1.1.1 肝癌细胞系 高转移性的人肝癌细胞 MHCC97H购自

中科院上海细胞库，我室常规液氮冻存保种。

1.1.2 肝癌组织标本 共收集 15对肝癌原发灶与转移灶组织

样本，其中男性患者 11例，女性 4例。以上患者均经病理确诊

为肝细胞肝癌、具有完整的临床资料，并在实验开展之前签署

了知情同意，手术中取得组织样本后立即置于液氮中保存，直

至后续固定包埋等病理操作。

1.1.3 试剂 1) 委托上海吉玛生物公司合成靶向MFN1分子

的 siRNA 干涉片段，序列为：5'-GGAUCACAUUUUGUU-

GAAGTT-3'；对照用干涉片段序列为：5'-UUCUCCGAA-

CGUGUCACGUTT-3'。2)MFN1、MMP1、MMP2、MMP7、MMP9

及GAPDH(内参)引物由生工生物合成，MFN1基因的上下游引

物序列为 (5'-3')：TGGCTAAGAAGGCGATTACTGC，TCTCC-

GAGATAGCACCTCACC。MMP1 基因的上下游引物序列为

(5'-3')：CACAGCTTTCCTCCACTGCTGCT, GGCATGGTCCA-

CATCTGCTCTTG。MMP2 基因的上下游引物序列为(5'-3')：

ACCTGGATGCCGTCGTGGAC，TGTGGCAGCACCAGGGCA。

MMP7 基因的上下游引物序列为 (5'-3')：GAGTGAGCTAC-

AGTGGGAACA，CTATGACGCGGGAGTTTAACAT。MMP9

基因的上下游引物序列为 (5'-3')：AGACCTGGGCAGATTC-

CAAAC, CGGCAAGTCTTCCGAGTAGT。内参基因 GAPDH

上下游引物序列为：GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT，GGCT-

GTTGTCATACTTCTCATGG。3)MFN1与MMP7分子抗体均

购自 abcam 公司，货号分别为：ab104585 与 ab56706；细胞

RNA提取试剂盒(货号 R6834)与 cDNA反转录试剂盒分别购

自 OMEGA与 TaKaRa生物公司；蛋白裂解液(货号 P0013B)与

定量试剂盒(货号 P0009)均购自碧云天生物公司。

1.2 实验方法与步骤

1.2.1 免疫组化检测 首先，将手术后获得的原发灶与转移灶

肿瘤组织用福尔马林固定 24 h。随后，将组织用石蜡进行包埋

并用切片机进行厚度为 4 滋m的切片，切片在 65℃的温箱中烤

片 2 h后即可进行组化染色。染色前，需以此将切片置于二甲

苯与梯度酒精中进行透明与水化。为避免固定剂对组织中抗原

表位的影响，切片需进行柠檬酸高压修复。此外，切片还需经氧

化氢浸泡以去除内源性过氧化物酶的影响。切片经一抗孵育前

需滴加 BSA进行抗原封闭 1 h，随后加入 PBS稀释的 MFN1

抗体(1/200)于 4℃冰箱中反应过夜，次日用 PBS清洗 3次，每

次 5 min。滴加二抗并继续置于 28℃温箱中反应 20 min，反应

结束后用 PBS洗 3次，每次 5 min。最后，将配置好新鲜 DAB

滴加至组织表明进行显色 5 min，显色结束后滴加苏木精对细

胞核进行染色 2 min。所有染色结束后切片还需经梯度酒精与

二甲苯进行水化与透明处理，最后用中性树胶进行封片。切片

晾干后即可于显微镜下进行结果分析，染色强度共分为 4个等

级，依次为：阴性染色(0)，弱阳性染色(1)，中等阳性染色(2)，强

阳性染色(3)。

1.2.2 靶向MFN1表达的 siRNA转染 siRNA转染采用脂质

体法(lip2000)：首先，将对数生长期的肝癌细胞用胰蛋白酶进行

消化并用细胞计数板计数，按 2× 105 cell/孔的密度将细胞种

至 6孔板中，过夜培养使其贴壁。次日即可进行 siRNA转染操

作，转染步骤为：先将合成好的 siRNA与脂质体用培养液进行

稀释，静置 5 min后将稀释好的二者混在一起，静置 25 min后，

用移液器将以上 100 滋L混合液转加入接种有细胞的 6孔板

中，随后将 6孔板置于培养箱培养，培养 6 h后即可将培养液

更换为含 10%血清的 DMEM培养液，并置于培养箱中继续培

养 24 h，培养结束后即可进行后续蛋白提取、侵袭与迁移等实

验操作。

1.2.3 qRT-PCR实验 按上步中方法对肝癌细胞中 MFN1表

达进行下调后，即可用 RNA提取试剂盒对细胞内 RNA进行提

取，并用反转录试剂盒将所提 RNA反转录为 cDNA。随后即可

进行实时定量 PCR反应，反应条件为：首先，94℃反应 3 min。

随后依次经 94℃反应 1 min，60℃反应 1 min 及 72℃反应 1

min，共进行 35个循环。最后，72℃反应 5 min。反应结束后，按

2-△ △ Ct法对各组相对表达进行计算。

1.2.4 Western Blot实验 用胰蛋白酶消化离心细胞，之后加

入含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液于冰上裂解 30 min，13000

转 /min离心 30 min后收集上清即获得细胞内总蛋白，蛋白用

BAC 法进行浓度检测，随后加入上样缓冲液于沸水中煮 5

min，蛋白自然冷却后即可用加样器加入凝胶中进行电泳。蛋白

在凝胶中进行充分分离后，即可将其转印至 PVDF膜。抗体孵

育前需将 PVDF膜用 5%的脱脂奶粉封闭 1 h，滴加稀释好的一

抗于膜表面后置于 4℃冰箱中反应过夜，PBST洗膜三次，每次

5 min，滴加稀释好的二抗于膜表面并于 28℃下孵育 2 h，孵育

结束后用 PBST洗 3 次，每次 5 min，最后滴加 ECL发光液对

结果进行检测。

1.2.5 Transwell迁移与侵袭实验 事先对肝癌细胞中 MFN1

表达进行 siRNA转染，转染结束后用胰蛋白酶消化离心细胞。

进行侵袭实验前，小室需提前用基质胶进行包被处理，而迁移

实验则可直接进行后续操作。首先，将 500 滋L含血清的培养液
加入小室底部，随后放入小室并加入 50 滋L事先配置好含 BSA

(10 g/L) 的无血清培养液，最后将 200 滋L 密度为 2.5× 105

cell/mL的细胞加入小室内中。分别将小室置于培养箱中培养

24 h(迁移)或 48 h(侵袭)。用棉签将小室内未穿膜细胞擦去，穿

膜细胞用 4%的甲醛固定 10 min，随后用结晶紫对细胞进行染

色 10 min。最后，在显微镜下对穿膜细胞进行观察与拍照。

1.3 统计学分析

所有实验数据的分析均采用 SPSS 17.0统计软件进行，组

间差异比较采用 t检验，以 P＜0.05定义为组间差异具有统计

学意义。

2 结果
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2.1 肝癌转移灶组织中MFN1表达显著下调

用免疫组化实验检测 15 对肝癌原发灶与转移灶组中

MFN1表达并进行染色与强度分析，结果显示肝癌转移灶组织

中MFN1表达显著低于原发灶组织(P<0.05)。MFN1在肝癌原

发灶与转移灶组织中免疫组化染色的典型结果见图 1A，15对

肝癌原发灶与转移灶组织中 MFN1染色强度的统计分析结果

见图 1B。

图 1 肝癌原发灶组织与转移灶组织中MFN1表达分析

A. MFN1在原发灶与转移灶组织中的典型组染色结果；B. 15对肝癌原发灶与转移灶组织中MFN1表达强度的统计分析

Fig. 1 Expression of MFN1 in the primary and metastatic tumor tissues of HCC

A. Representative IHC staining of MFN1 in the primary and metastatic tumor tissues of HCC; B. Statistical analysis of MFN1 IHC staining intensity

between primary and metastatic tumor tissues of 15 paired HCC(N=10)

2.2 下调MFN1表达可显著促进肝癌细胞的迁移

为探讨线粒体融合关键蛋白MFN1在肝癌转移中的作用，

我们事先合成了靶向MFN1表达的 siRNA干涉片段，并对其

效率进行了 qRT-PCR与Western Blot分析。如图 2所示：向肝

癌细胞中转染 siRNA干涉片段 24 h后，MFN1的 mRNA与蛋

白水平均明显降低。

图 2 siRNA下调肝癌细胞中MFN1表达的效率分析

A. qRT-PCR分析；B. Western Blot分析

Fig.2 Analysis for MFN1 interference efficiency by siRNA in HCC cells

A. qRT-PCR analysis；B. Western Blot analysis

用 siRNA下调MFN1表达 24 h后，用 Transwell迁移实验

(不加基质胶)检测其对肝癌细胞迁移能力的影响。如图 3所示：

MFN1表达下调后，迁移至小室底面的细胞明显增多，提示

MFN1可抑制肝癌细胞的迁移。

2.3 下调MFN1表达可显著促进肝癌细胞的侵袭

为进一步研究线粒体分裂因子 MFN1在肝癌细胞侵袭中

的作用，我们在用 siRNA下调 MFN1表达 24 h后，用 Tran-

swell侵袭实验(加基质胶)分析了其对肝癌细胞侵袭能力的影

响。如图 4所示：MFN1表达下调后，侵袭至小室底面的细胞明

显增多，提示MFN1可抑制肝癌细胞侵袭。

2.4 MFN1的表达下调可上调肝癌细胞中MMP7的表达

基质金属蛋白酶(matrixmetalloproteinase，MMP)可降解多

种细胞外基质成分，通过破坏肿瘤细胞外侵袭的组织学屏障而

在肿瘤侵袭转移中发挥关键作用。基于此，我们在用 siRNA下

调MFN1表达后，用 qRT-PCR和Western blot实验对其中重要

的参与肿瘤转移的 MMP1、MMP2、MMP7与 MMP9的表达进
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图 3 下调MFN1表达对肝癌细胞迁移能力的影响

Fig.3 Effects of MFN1 knocking down on the migration ability of HCC cells.

图 4 下调MFN1表达对肝癌细胞侵袭能力的影响

Fig.4 Effects of MFN1 knocking down on the invasion ability of HCC cells.

行了检测，结果如图 5A所示：MFN1表达下调后，MMP7分子

的 mRNA 和蛋白表达水平显著升高，而 MMP1、MMP2 与

MMP9的 mRNA与蛋白水平均未发生显著改变。上述结果提

示MFN1表达下调可能通过上调MMP7的表达而促进肝癌细

胞的迁移与侵袭。

图 5 下调MFN1对肝癌细胞中MMPs分子表达的影响

A：qRT-PCR分析；B：Western blot分析。

Fig.5 The effect of MFN1 konckdown on the expression levels ofmatrix metalloproteinase (MMPs)

A. qRT-PCR analysis；B. Western Blot analysis
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3 讨论

线粒体与细胞的“生老病死”息息相关[1,4,20]，其异常几乎与

所有慢性疾病的发生或进展相关[21-23]。线粒体通过动态的分裂

与融合对自身的形态与功能进行精密调控[24,25]其异常被证实与

肿瘤的发生发展关系密切[13,26,27]。如线粒体分裂可通过调控细胞

周期而促进肺癌细胞的增殖[28]，ERK信号可通过激活线粒体分

裂蛋白 DRP1而促进肾癌细胞的体内外生长[29]。线粒体分裂异

常对肝癌细胞生长具有促进作用。如 Huang等研究发现线粒体

分裂可通过激活 ROS信号而促进体内外肝癌细胞的增殖与生

长[30]。Zhan等研究也证实线粒体分裂蛋白 DRP1介导的线粒体

分裂可通过 p53与 NFkB信号促进肝癌细胞的增殖。除调控肿

瘤细胞的生长外，线粒体分裂也被证实参与肿瘤的转移调控[31]。

Zhao等在乳腺癌的研究发现线粒体分裂可促进乳腺癌的侵袭

与迁移能力[32]。Che等在肺癌的研究中证实表皮生长因子受体

EGFR可通过调控线粒体分裂而促进非小细胞肺癌的转移[33]。

此外，Sun等在肝癌中的研究发现线粒体分裂调控蛋白 DRP1

可通过调控钙信号而促进肿瘤细胞的迁移[34]。由此可见，线粒

体分裂异常与肿瘤的生长及转移均密切相关。然而，线粒体融

合蛋白及其介导的线粒体融合在肿瘤转移中的作用目前却尚

不十分清楚。我们的研究首次证实线粒体融合关键蛋白MFN1

在肝癌转移灶组织中表达显著下调，并促进了肝癌细胞的迁移

与侵袭。因此，肿瘤细胞的线粒体不单存分裂的异常，也存在融

合的异常，分裂与融合异常共同促进了肿瘤的发生与进展。

MMP可通过降解细胞外基质破坏肿瘤转移的组织学屏

障，进而发挥促进肿瘤侵袭转移的作用[17]。但目前，线粒体分裂

分裂与融合异常在肿瘤细胞 MMPs分泌中的调控作用却尚不

清楚。以往多个研究已证实MMP7表达上调可促进肝癌转移[35,36]。

我们的研究首次发现MFN1表达下调可显著上调 MMP7的表

达，提示 MMP7 可能介导了 MFN1 对肝癌转移的调控 , 但

MNF1调控肝癌细胞侵袭转移是否是通过上调MMP7，仍需进

一步的实验证据，这将是我们下一步研究的主要方向之一。然

而，以往在乳腺癌中的研究显示 DRP1介导的线粒体分裂通过

促进板状伪足的形成而调控肿瘤细胞转移[32]。在肝癌中研究的

则显示 DRP1介导的线粒体分裂通过调控钙离子平衡而促进

肿瘤细胞转移[34]。因此，线粒体融合可能存在与分裂不同的促

肿瘤转移机制。

综上，本研究首次证实线粒体融合蛋白MFN1在肝癌转移

过程中的表达显著降低，可能通过上调MMP7的表达而促进

肝癌转移，MFN1可能是潜在的肝癌分子治疗靶标。
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