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沉默PRKCD通过调控上皮-间质转化抑制

肝癌Huh-7细胞的增殖和侵袭

张懿刚1,孟海萍2,徐之端1,赵向阳1,江博文1,谈燚1

(1.蚌埠医学院第一附属医院肝胆外科,安徽 蚌埠 233000;
2.蚌埠医学院第一附属医院检验科,安徽 蚌埠 233000)

摘 要:目的 探讨蛋白激酶Cδ(proteinkinaseCδ,PRKCD)在肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)中的表达水

平、临床意义及其潜在的作用机制。方法 从癌症基因组图谱(TheCancerGenomeAtlas,TCGA)数据库中下载 HCC
的表达数据和临床数据,分析PRKCD在 HCC中的表达水平及其临床意义。收集25例 HCC患者的肿瘤组织及癌旁组

织,采用免疫组化染色检测患者样本中的PRKCD蛋白表达水平。采用 WesternBlot及qRT-PCR法检测PRKCD在正

常肝上皮细胞和肝癌细胞系中的表达水平。通过构建si-PRKCD慢病毒转染到 Huh-7肝癌细胞中,采用CCK-8实验评

估沉默PRKCD对肝癌细胞增殖活性的影响。采用划痕实验、Transwell侵袭实验明确PRKCD对细胞迁移和侵袭的影

响。最后,通过 WesternBlot法检测PRKCD对上皮-间质转化(epithelialtomesenchymaltransition,EMT)关键蛋白

(Vimentin、N-cadherin、E-cadherin、Slug)的内在调控作用。结果 TCGA数据库分析及免疫组化染色结果显示,肝癌组

织中PRKCD的表达量显著高于癌旁组织(P<0.05)。Kaplan-Meier曲线分析显示PRKCD低表达患者的总生存率(o-
verallsurvival,OS)、无病间隔期(disease-freeinterval,DFI)、无病生存期(disease-freesurvival,DFS)显著高于PRKCD高

表达患者。与正常肝上皮细胞LO2相比,PRKCD在肝癌细胞 Huh-7中的蛋白表达水平最高(P<0.05)。与对照组比

较,沉默PRKCD后,PRKCD蛋白表达量显著减少(P<0.05)。肝癌细胞的增殖、侵袭、迁移能力明显降低(P<0.05)。
此外,沉默PRKCD后,Vimentin、N-cadherin、Slug蛋白表达降低,而 E-cadherin蛋白表达升高(P <0.05)。结论 
PRKCD是肝癌的潜在不良预后标志物,沉默PRKCD的表达能够抑制 Huh-7肝癌细胞的增殖和侵袭,其机制可能与上

皮-间质转化过程有关。
关键词:蛋白激酶C;肝肿瘤;癌,肝细胞;上皮-间质转化
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SilencingPRKCDinhibitstheproliferationandinvasionofhepatomaHuh-7
cellsbyregulatingepithelial-mesenchymaltransformation

ZhangYigang1,MengHaiping2,XuZhiduan1,ZhaoXiangyang1,JiangBowen1,TanYi1

(1.DepartmentofHepatobiliarySurgery,TheFirstAffiliatedHospitalofBengbuMedicalCollege,
Bengbu233000,Anhui,China;2.DepartmentofClinicalLaboratory,TheFirstAffiliated

HospitalofBengbuMedicalCollege,Bengbu233000,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheexpressionlevel,clinicalsignificance,andpotentialmechanism
ofproteinkinaseCδ(PRKCD)inhepatocellularcarcinoma(HCC). Methods Theexpressiondataandclini-
caldataofHCCweredownloadedfromTheCancerGenomeAtlas(TCGA)databasetoanalyzetheexpression
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levelofPRKCDinHCCanditsclinicalsignificance.Tumorandadjacentnon-canceroustissuesfrom25HCC
patientswerecollected,andtheproteinexpressionlevelofPRKCDinthesampleswasdetectedusingimmuno-
histochemicalstaining.WesternBlotandqRT-PCR wereperformedto measuretheexpressionlevelsof
PRKCDinnormalliverepithelialcellsandlivercancercelllines.HepatomaHuh-7cellsweretransfectedwith
si-PRKCDlentivirustosilencetheexpressionofPRKCD,andtheeffectofPRKCDsilencingontheprolifera-
tionactivityofhepatomacellswasevaluatedusingtheCCK-8assay.TheimpactofPRKCDoncellmigration
andinvasionwasassessedthroughscratchandTranswellinvasionassays.Finally,theintrinsicregulatory
effectofPRKCDonkeyproteins(Vimentin,N-cadherin,E-cadherin,Slug)involvedinepithelial-mesenchy-
maltransition(EMT)wasdeterminedbyWesternBlot. Results AnalysisofTCGAdatabaseandimmuno-
histochemicalstainingrevealedthattheexpressionlevelofPRKCDwassignificantlyhigherinlivercancertis-
suescomparedtoadjacentnon-canceroustissues(P <0.05).Kaplan-Meiercurveanalysisshowedthatpa-
tientswithlowPRKCDexpressionhadsignificantlyhigheroverallsurvival(OS),disease-freeinterval(DFI),
anddisease-freesurvival(DFS)ratescomparedtopatientswithhighPRKCDexpression.Theproteinexpres-
sionofPRKCDinhepatomaHuh-7cellswasfoundtobethehighestamongthetestedcells(P<0.05)when
comparedtonormalliverepithelialcells(LO2).AftersilencingPRKCD,theproteinexpressionofPRKCDsig-
nificantlydecreased(P<0.05).Consequently,theproliferation,invasion,andmigrationabilitiesofhepato-
macellsweresignificantlyreduced(P<0.05).Furthermore,thesilencingofPRKCDledtoadecreaseinthe
proteinexpressionofVimentin,N-cadherin,andSlug,whiletheproteinexpressionofE-cadherinincreased(P
<0.05). Conclusion PRKCDservesasapotentialadverseprognosticmarkerinhepatocellularcarcinoma.
SilencingtheexpressionofPRKCDcaninhibittheproliferationandinvasionofHuh-7hepatomacells,andthis
effectmaybeassociatedwiththeprocessofepithelial-mesenchymaltransition.
  Keywords: proteinkinaseC;livertumor;cancer,livercells;epithelial-mesenchymaltransformation

  肝癌是世界上第七大流行的癌症,每年约有90
万新发病例和83万人死亡[1]。大多数肝癌患者诊断

时已处于晚期,其治疗手段有限,预后较差[2]。目前,
尚无有效的肝癌预后评估指标。因此,有必要探索新

的肝癌的有效治疗靶点和预后标志物。
蛋白激酶C(proteinkinaseC,PKC)是一种钙依

赖性蛋白激酶,其活性与许多细胞功能有关,包括细胞

周期、细胞凋亡和分化[3]。在小鼠中,PKC参与控制

配子成熟、受精和胚胎发育的各种过程[4]。PKC根据

其反应共性和结构相似性可分为3个亚家族,即经典

PKC(ɑ、βⅠ、βⅡ、γ)、新型PKC(δ、ε、η、θ)和非典型

PKC[5]。在这些成员中,蛋白激酶Cδ(PRKCD)活动

和表达水平的紊乱是许多肿瘤发生与发展中的关键事

件[6-8]。然而,既往研究表明,PRKCD在癌症中的表

达具有促进和抑制的双重作用。PRKCD的表达水平

在子宫内膜癌、鳞状细胞癌和膀胱癌、结直肠癌和子宫

内膜癌中下调[9-12],但在乳腺癌、胰腺癌和非小细胞肺

癌中上调[13-15],表明PRKCD在不同肿瘤发生与发展

中的调控作用是不同的。虽然PRKCD在肿瘤中的作

用存在争议,但不可否认的是,PRKCD的异常表达或

激活与肿瘤的发生发展相关。到目前为止,PRKCD
在肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)中的表

达、功 能 和 作 用 机 制 尚 不 清 楚。因 此,有 必 要 对

PRKCD肝癌中的作用及其作用机制进行探索。

本研究通过癌症基因组图谱(TheCancerGe-
nomeAtlas,TCGA)数据库分析PRKCD在肝癌中的

表达水平和临床意义。采用免疫组化、WesternBlot
和qRT-PCR实验明确PRKCD在肝癌细胞中表达水

平。利用慢病毒构建PRKCD的沉默载体,验证沉默

PRKCD对肝癌细胞生物学行为的影响。采用 West-
ernBlot法明确沉默PRKCD后对肝细胞癌上皮-间

质转化的影响。

1 材料和方法

1.1 细胞与试剂 从中国科学院上海细胞分子卓越

中心研究所购得正常肝上皮细胞LO2和人肝癌细胞

系Huh-7、SMCC-7721、BEL-7404、HLE。从赛默飞世

尔科技有限公司购置胎牛血清,Materigel胶,RPMI-
1640培养基,通过吉满生物科技(上海)有限公司生产

对照NC、PRKCDshRNA-1、PRKCDshRNA-2、PRK
CDshRNA-3所用序列的重组慢病毒液,上海雅酶生

物医药科技有限公司购置 Marker,青-链霉素及BCA
定量试剂、TRIzol、qRT-PCR试剂盒于合肥白鲨生物

科技有限公司购置,一抗(PRKCD)从 Abcam 购置,
(Vimentin、N-cadherin、E-cadherin、Slug、GAPDH)
及二抗均从江苏亲科生物研究中心有限公司购置,

CCK-8试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。

1.2 临床样本 本研究纳入的标本组织均来自2020
~2021年蚌埠医学院第一附属医院肝胆外科经手术

—704—

2023年             右江民族医学院学报              第3期



治疗且病理证实为 HCC的病人。共收集25对肿瘤

组织和癌旁组织。所有患者术前均未接受放疗或化

疗。该项目得到了蚌埠医学院第一附属医院伦理委员

会的批准(伦科批字[2022]第322号),所有患者均已

签署知情同意书。

1.3 TCGA数据的获取和处理 下载TCGA数据库

(https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/)中与 HCC相

关的公开 RNA-seq数据和临床数据。共有374个

HCC样本和50个非癌变组织具有详细的 RNA-seq
数据,将FPKM格式的RNAseq数据转换成了TPM
格式并进行log2转化,利用Limma软件包(3.8版,在

R项目中http://www.bioconductor.org/packages/

release/bioc/html/limma.html)提取PRKCD表达数

据,对数据进行排序和整理。其中,共有377例 HCC
患者的生存信息完整。为了探讨PRKCD的临床意

义,本研究合并了临床和RNA-seq数据,共有370例

患者 有 RNA-seq和 生 存 数 据,311例 患 者 有 上 述

RNA-seq和选定的临床特征数据。以上数据均由

edgeR进行统计学分析与可视化处理。

1.4 免疫组化染色 将获取的肝细胞癌肿瘤组织和

癌旁组织切片依次于二甲苯和无水乙醇浸泡,随后使

用乙醇和蒸馏水脱蜡并进行封闭,4℃摇床过夜,孵育

一抗。磷酸盐缓冲液洗去表面残留一抗,并于二抗中

室温孵育1h,用DAB显色液对组织进行显色,最后

脱水封片,分别在×40和×200倍视野下观察并拍

照,PRKCD蛋白的IHC评分标准为高倍镜下(×200)
随机取5个视野,计数5个视野内阳性细胞所占平均

的百分比。IHC计算为染色强度与阳性细胞百分比

的乘积。染色强度分为0分(阴性)、1分(弱)、2分

(中)、3分(强);阳性细胞百分比分为1分(0%~
25%)、2分(26%~50%)、3分(51%~75%)、4分

(76%~100%)。总分>2分代表阳性表达,计算二者

乘积作为样品染色结果。

1.5 qRT-PCR试验 在肝癌细胞悬液中加入1mL
Trizol,充 分 混 匀 后 室 温 静 置5 min;加 入200μL
BCP,剧烈震荡15s,室温静置2~3min;12000g,4
℃离心15min,随后上层水相中加入500μL异丙醇,
混匀后室温静置10min;12000g,4℃离心10min;
弃去上清,RNA沉淀继续加入75%乙醇混匀,7500
g,4℃离心5min,小心弃去上清乙醇,充分保留RNA
沉淀。EP管开盖晾干,直至RNA沉淀完全干燥;干
燥后RNA产物使用30μLDEPC水溶解,使用核酸

蛋白测定仪测定浓度,-80℃保存。由上海生工生物

工程股份有限公司负责合成,引物序列如下:GAP-
DH:5′-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3′,5′-AGG
GGCCATCCACAGTCTTC-3′;PRKCD:5′-AACCAT

GAGTTTATCGCCACC-3′,5′-AGCGTTACATTGC
CTGCATTT-3′。每个样品重复3次实验,各个基因

的相对表达水平以2-△△Ct进行计算及相关统计学分

析。

1.6 细胞转染 对上述实验中PRKCD表达量最高

的肝癌 Huh-7细胞进行慢病毒转染。本研究对其

PRKCD基因进行了3条不同敲除的序列,将实验分

为4组:NC组、PRKCD-RNAi1组、PRKCD-RNAi2
组和PRKCD-RNAi3组。NC组、PRKCD-RNAi1组、

PRKCD-RNAi2组和PRKCD-RNAi3组分别转染到

提前种好含有 Huh-7细胞6孔板中,随后进行培养,
以备进行后续的表型实验。PRKCD-RNAi序列具体

如下:PRKCDshRNA-1:5′-ACGGUAGAGUUCAAA
GCGGCCTT-3′;PRKCDshRNA-2:5′-UAGUUGUG
AACCUUGAAGCGGTT-3′;PRKCDshRNA-3:5′-C
GUGUGGACACGCCACAUUAUTT-3′。

1.7 CCK-8试验 使用CCK-8法进行细胞增殖实

验,以检测沉默PRKCD后对肝癌细胞增殖的影响。
以每孔1×103 个细胞的密度将100μLHuh7细胞悬

液接种到96孔板中,并于5%CO2、37℃的环境中培

养。分别于第24h、48h、72h、96h、120h在每个孔

内注入10μLCCK8溶液,在37℃下孵育2h。最后,
在酶标仪450nm处测定吸光度,检测OD值。

1.8 划痕试验 采用划痕实验检测沉默PRKCD对

细胞迁移能力的影响。以5×104 个细胞每孔的密度

将Huh7细胞悬液移入6孔板内,待显微镜下观察其

生长至90%以上时,使用无菌移液管尖端于细胞表面

划痕,PBS洗去漂浮细胞,观察划痕宽度并拍照,继续

培养24~48h后,观察划痕宽度并拍照,对比不同组

间划痕宽度的差异。

1.9 Transwell迁移及侵袭实验 采用Transwell小

室实验检测沉默PRKCD对细胞迁移、侵袭能力的影

响。以2×104 个细胞每孔的密度将 Huh7细胞悬液

置于Transwell小室上室中。将新鲜混入10%胎牛血

清完全培养基添加到下室中,并于5%CO2、37℃的环

境中培养。24h后,将小室进行洗涤、固定并用结晶

紫染色20min,干燥后于荧光倒置显微镜进行拍照、
计数,统计学分析各组间差异。

1.10 WesternBlot法 将细胞经RIPA强裂解缓冲

液充分裂解后提取其总蛋白,通过BCA蛋白定量法检

测蛋白质浓度。随后,取等量蛋白样品SDS-PAGE凝

胶进行上样,电泳以分离SDS-PAGE 凝胶上的蛋白

质,并转印到PVDF膜上,使用5%牛奶进行封闭2h。
一抗 PRKCD 以1∶1000比 例 稀 释,N-cadherin、

DAPDH、Vimentin、Bax、E-cadherin、Slug以1∶5000
比例稀释,将蛋白条带置于稀释后的一抗中,于4℃环
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境下静置一夜。第2天再与合适的二抗孵2h,其中二

抗以1∶5000的比例稀释,最后使用ECL法对蛋白

质条带进行曝光显影。通过ImageJ对条带进行灰度

值扫描,使用 GraphPadPrism8.0软件进行统计分

析。

1.11 统计学方法 采用Mann-WhitneyU检验分析

TCGA数据库中PRKCD在肝细胞癌中的表达情况,
利用GraphPadPrism8.0软件分析所有的数据,实验

至少反复进行3次,并以均数±标准差的形式表示。
采用单因素方差分析进行差异比较,P<0.05为差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 PRKCD在肝癌组织中呈高表达 对TCGA数

据库中HCC患者的基因表达分析结果显示,HCC患

者肿瘤组织中PRKCD的表达水平显著高于癌旁组织

(见图1A)。生存分析显示,PRKCD低表达患者的总

生存率(overallsurvival,OS)、无病间隔期(disease-
freeinterval,DFI)、无病生存期(disease-freesurvival,

DSS)显著高于PRKCD高表达患者(见图1B)。对

HCC患者肿瘤组织及癌旁组织中的PRKCD行免疫

组化染色分析后,结果显示:肿瘤组织中,PRKCD阳

性细胞的阳性率为64.00%(16/25),而癌旁组织中

PRKCD阳性细胞的阳性率为36.00%(9/25)(见图

1C)。

注:A.PRKCD分别在癌和癌旁组织中蛋白的表达水平;B.PRKCD高、低表达组总体生存率;C.PRKCD高、

低表达组无进展生存期率;D.PRKCD高、低表达组无病生存期率;E.通过免疫组化法观察PRKCD
在癌和癌旁组织中的表达。*P<0.05;***P<0.001。

图1 PRKCD在肝细胞癌中高表达且与预后不良相关

2.2 沉 默 PRKCD 抑 制 Huh-7肝 癌 细 胞 增 殖 
WesternBlot结果显示,相较于人正常肝组织上皮细

胞,肝 癌 细 胞 系(Huh-7、SMCC-7721、BEL-7404 和

HLE)中PRKCD的蛋白表达水平升高,差异有统计学

意义(见图2A)。qRT-PCR结果也证实,肝癌细胞中

PRKCD的表达水平显著高于正常肝上皮细胞,尤其是

Huh-7细胞(见图2B)。为进一步明确 PRKCD 在

HCC中的作用,本研究构建了慢病毒载体,对 Huh7
细胞进行PRKCD沉默。WesternBlot证实,转染慢

病毒后PRKCD表达水平显著下降(见图2C)。CCK-8

细胞增殖实验表明,沉默PRKCD可显著抑制肝癌细

胞的增殖(见图2D)。

2.3 沉默PRKCD可通过影响上皮-间质转化过程

抑制Huh-7肝癌细胞的迁移和侵袭 细胞划痕实验

结果如图3A所示,与对照组相比,沉默PRKCD组在

48h的划痕宽度明显增宽。Transwell迁移和侵袭实

验则表明,沉默PRKCD后,肝癌细胞的迁移和侵袭能

力明显减弱(见图3B)。为了进一步探索沉默PRKCD
的表达抑制肝癌细胞增殖、迁移和侵袭的内在机制,采
用 Westernblot对上皮-间质转化过程中分子标志物
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的表达水平进行探究。结果表明,沉默PRKCD后,肝
癌细胞中N-cadherin、Slug和Vimentin等的表达水平

降低,而E-cadherin的表达水平上升(见图3C),表明

PRKCD可能通过抑制上皮-间质转化过程而影响

HCC的发生发展。

注:A.WesternBlot检测PRKCD在正常肝细胞和肝癌细胞株中的表达水平;B.qRT-PCR法检测PRKCD在正常肝细

胞和肝癌细胞中 mRNA表达水平;C.WesternBlot观察经慢病毒沉默PRKCD后的敲减效率;D.CCK-8法

检测沉默PRKCD后对肝癌细胞增殖的影响。*P<0.05;**P<0.01;***P<0.001。
图2 沉默PRKCD显著抑制肝癌细胞增殖
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注:A.细胞划痕实验评估沉默PRKCD后对肝癌细胞迁移的影响;B.Transwell验观察沉默

PRKCD后对肝癌细胞迁移和侵袭的影响;C.WesternBlot实验探究沉默PRKCD后

对肝癌细胞上皮-间质转化的影响。*P<0.05;**P<0.01;***P<0.001。

图3 沉默PRKCD通过影响上皮-间质转化过程抑制肝癌细胞的迁移和侵袭

3 讨论

自1968年Fischer和Krebs首次报告以来[16],已
经确定了10多种PKC亚型,根据它们对钙和脂质第

二信使激活的依赖性,可分为3个亚组。相关前期研

究揭示了PKC在影响免疫功能、细胞迁移、存活和代

谢以 及 DNA 损 伤 反 应 和 修 复 方 面 具 有 独 特 作

用[16-17]。鉴于PKC对如此广泛的生物学功能的贡献,

PKC可能还参与了癌症的发生和进展,这已在许多前

期研究中得到明确证实。在PKC家族中,PRKCD是

一种丝氨酸-苏氨酸激酶,可控制肿瘤的细胞周期和

细胞凋亡过程[17]。然而,PRKCD在HCC中的表达水

平、临床意义和内在功能机制尚不清楚。为了揭示

PRKCD在HCC的作用,本研究首先使用从TCGA数

据库下载的数据分析了PRKCD在 HCC中的表达水

平。随后,通过免疫组织化学染色法和 WesternBlot
法验证PRKCD在 HCC癌组织和癌旁组织中的表达

情况。最 后,对 PRKCD 进 行 沉 默,以 探 索 沉 默

PRKCD蛋白对肝癌细胞生物学行为的影响和内在机

制。
基于TCGA数据库的生物信息学分析,本研究发

现与癌旁组织相比,PRKCD在 HCC肿瘤组织中的表

达水平明显增加,且PRKCD高表达与不良预后相关。
高表达PRKCD患者的OS、DFI、DSS生存率显著低于

低表达组,说明PRKCD表达水平与肝癌患者预后紧

密相 关。这 些 结 果 在 很 大 程 度 上 表 明 PRKCD 在

HCC中具有增殖或抗凋亡作用。基于此,又进一步通

过 WesternBlot和 qRT-PCR 在 肝 癌 细 胞 中 验 证

PRKCD的表达水平。结果显示,与人正常肝组织上皮

细胞 LO2相 比,肝 癌 细 胞 系(Huh-7、SMCC-7721、

BEL-7404和 HLE)中 PRKCD 的 蛋 白 表 达 水 平 在

Huh-7细胞中表达最高。qRT-PCR法检测PRKCD

在肝癌细胞中 mRNA表达水平也呈现类似结果。进

一步利用慢病毒转染 Huh-7细胞后,CCK-8实验显

示,与对照组相比,沉默PRKCD蛋白后肝癌细胞的生

长速率在第3天至第4天显著下降。细胞划痕实验和

Transwell实验显示沉默PRKCD能够显著抑制肝癌

细胞侵袭和迁移过程,以上结果提示PRKCD可能在

肝癌的发生发展中发挥癌基因的作用。
上皮-间质转化是一种细胞转移的途径,可将上

皮细胞暂时转化为间质细胞,该过程使肿瘤细胞的活

性增强,使细胞能够摆脱原发病灶,最终导致肿瘤细胞

的远处转移[18-19]。研究表明,EMT在多种肿瘤的发病

过程中发挥着重要的作用,导致肿瘤细胞表现出高度

侵袭性、耐药性、干性和远处器官转移的敏感性,进而

诱导癌症转移和复发[16,20-21]。因此,抑制肝癌细胞的

EMT过程能够抑制肝癌的发生与发展[22]。为了验证

PRKCD诱导的 HCC迁移和侵袭是否与过程有关,本
研究通过 WesternBlot探究了沉默PRKCD对 HCC
细胞中上皮-间质转化过程中相关蛋白的影响。结果

显示,沉默PRKCD可以导致E-cadherin表达增加以

及Vimentin、N-cadherin和Slug的表达降低,表明沉

默PRKCD可以抑制肝癌细胞的上皮-间质转化过

程。由此可以推测,沉默PRKCD可能通过影响上皮

-间质转化过程,从而抑制肝癌细胞的增殖、侵袭和迁

移。
但本研究也存在一定的局限性。首先,本研究纳

入的样本数量有限。其次,仅在一个细胞系中进行了

探索PRKCD在肝细胞癌中的作用和机制的实验。第

三,目前还缺乏建立小鼠模型来进一步验证PRKCD
对体内实验的影响。因此,需要进行进一步的相关实

验来完成上述的限制,从而充分阐述PRKCD在肝癌

中的潜在价值。
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4 结论

本研究结果表明,在肝癌中PRKCD呈高表达,且
与患者预后不良相关。沉默PRKCD可能通过影响上

皮-间质转化过程抑制肝癌细胞 Huh-7的增殖、侵袭

和迁移能力。
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