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巨噬细胞游走抑制因子在乙型肝炎病毒

相关性肝细胞癌中的调控作用
纪世博 1  庄立伟 1  张雨 1  李贲 1  程丹颖 1  刘顺爱 2  成军 3  邢卉春 1

【摘要】目的   探讨巨噬细胞游走抑制因子（MIF）在乙型肝炎病毒（HBV）相关性肝细胞癌

（HCC）中的调控作用机制。方法   通过转染lentivirus-MIF shRNA，抑制人肝癌细胞系HepG2.2.15中
MIF的表达，分为转染组和空转组。应用四甲基偶氮唑蓝（MTT）法检测细胞的生长增殖变化，采

用流式细胞仪观察细胞的凋亡变化，应用Western blot蛋白印记法检测MIF、核因子κB（NF-κB）和B

细胞淋巴瘤/白血病-2（Bcl-2）蛋白水平变化。转染组与空转组的细胞增殖和凋亡相关实验指标采用

配对资料t检验分析。结果   MIF在HepG2.2.15细胞中呈高表达，抑制MIF表达后，与空转组相比，转

染组HepG2.2.15细胞的活性下降（53.0 ± 2.0）%（t = 6.421、P = 0.023），凋亡增加（22.5 ± 3.0）%（t = 

5.837、P = 0.027），同时NF-κB、Bcl-2蛋白表达分别下降（48.8 ± 2.0）%（t = 6.936、P = 0.021）和

（50.3 ± 3.0）%（t = 6.729、P = 0.022），差异均有统计学意义。结论   MIF可能通过调控NF-κB及其

下游Bcl-2通路的基因表达，从而影响HepG2.2.15细胞的增殖与凋亡。抑制MIF可能会成为HBV感染相

关性HCC治疗的新靶点。
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【Abstract】Objective   To investigate the regulatory mechanism of macrophage migration 

inhibitory factor (MIF) in hepatitis B virus (HBV) related hepatocellular carcinoma (HCC). Methods   MIF 

expression was inhibited in human HCC cell line HepG2.2.15 by transfection of lentivirus-MIF shRNA. 

HepG2.2.15 cells were divided into transfection group and control group. The growth and proliferation 

changes of HepG2.2.15 cells were detected by 3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT), changes of apoptosis in the cells were observed by flow cytometry, the protein level 

changes of MIF, nuclear factor κB (NF-κB) and B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) were determined by Western 

blot. The experimental indicators of cell proliferation and apoptosis between transfection group and control 

group were analyzed by paired-wise data t-test. Results   MIF was highly expressed in HepG2.2.15 cell.                                      
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Compared with the control group, the proliferation of HepG2.2.15 cell in transfection group was decreased 

by (53.0 ± 2.0) % (t = 6.421, P = 0.023), the apoptosis was increased by (22.5 ± 3.0)% (t = 5.837, P = 0.027), 

while the protein expression of NF-κB and Bcl-2 were decreased by (48.8 ± 2.0)% (t = 6.936, P = 0.021) 

and (50.3 ± 3.0)% (t = 6.729, P = 0.022) , respectively, all with significant differences. Conclusions   MIF 

could affect the proliferation and apoptosis of HepG2.2.15 cells by regulating the gene expression of NF-

κB and its downstream Bcl-2 pathway. Inhibition of MIF may become a novel target for treatment of HBV 

infection-associated HCC.

【Key words】Migration inhibitory factor; Hepatitis B virus; Hepatocellular carcinoma; Nuclear factor 

kappa B; B-cell lymphoma-2

肝细胞肝癌（hepatocellular  carcinoma，
HCC）是全球范围内威胁人类健康的最常见恶性

肿瘤之一，其病死率居第3位，每年约78万人死于

HCC[1-4]。我国每年死于HCC的人数占全球HCC死

亡人数的半数之多[5-6]。乙型肝炎病毒（hepatitis B 
virus，HBV）感染是导致HCC发生、发展的主要

致病因素，80%以上HCC患者存在HBV感染，由

慢性肝炎逐渐进展为肝硬化，甚至HCC[7-10]。故可

见HBV感染与HCC发生、发展密切相关，而HBV
感染在其中发挥的作用虽已有较多报道，但其发

病机制错综复杂，目前仍存在尚未明确的分子机

制。

巨噬细胞游走抑制因子（macrophage migration 
inhibitory factor，MIF）是一种由T淋巴细胞活化后

分泌，通过促进巨噬细胞聚集，从而促进炎症反应

发生、发展的细胞因子[11-12]。MIF能够与多种趋化

因子受体结合，进而激活下游多种信号转导通路产

生相应的功能[13-15]。近年来，多项肿瘤相关研究提

示，MIF在多种肿瘤细胞中呈高表达，表明其密切

参与多种肿瘤的发生、发展和转移等过程[16-20]。其

中，有研究发现MIF在HCC患者血清及组织中亦呈

高表达[21-24]，提示MIF可能在HCC发生和发展中发

挥一定作用。

本研究通过转染MIF的shRNA重组慢病毒，抑

制MIF在人肝癌细胞系HepG2.2.15中的表达，应用

四甲基偶氮唑蓝（MTT）法检测转染细胞的生长

增殖变化，流式细胞仪观察细胞凋亡的变化，应

用Western blot分析检测MIF、核因子κB（nuclear 
factor kappa B，NF-κB）和B细胞淋巴瘤/白血病-2
（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）蛋白的表达，探索

MIF在HBV相关性HCC的发生、发展过程中起到的

作用及可能机制，现报道如下。

材料与方法

一、实验材料

人肝癌细胞系HepG2、HepG2.2.15和人正常肝

细胞系L02共3种细胞系均由首都医科大学附属北京

地坛医院传染病研究所提供。将上述3种细胞系于

DMEM高糖培养基（含有10%胎牛血清）中培养，

放置于细胞培养箱（温度37 ℃、CO2浓度和饱和湿

度5%）中。人肝癌细胞系HepG2.2.15培养于DMEM
高糖培养基，其中G418浓度为360 mg/L，其整合

了HBV ayw亚型完全基因组，可稳定分泌HBsAg、
HBeAg和完整Dane颗粒。

二、实验主要试剂

M I F的 s h R N A重组慢病毒（M I F - R N A i -
l e n t i v i r u s ）与阴性对照慢病毒购自上海

吉 凯 基 因 公 司 ， M I F 基 因 干 扰 序 列 为 ：

5'-UUGGUGUUUACGAUGAACAUCGGCA-3'。
兔抗人βactin抗体、兔抗人的MIF多克隆抗体、兔

抗人NF-κB及Bcl-2单克隆抗体，均购自美国CST公
司。碱性磷酸酶标记的山羊抗兔IgG抗体购自北京

中杉金桥生物技术有限公司。

三、细胞转染

选择（5～8）× 104个HepG2.2.15细胞，去血清

后继续培养6～8 h，以使其同步化，之后把慢病毒

以1 μl︰104个细胞的比例加入培养皿中，8 h以后

换为含血清的培养基，继续培养细胞3 d后应用荧

光显微镜观察病毒的转染效率。

四、采用MTT法检测HepG2.2.15的细胞活力

测定转染成功后3 d的HepG2.2.15细胞的细

胞活力，严格依照南京凯基公司MTT细胞活力检

测试剂盒中说明完成操作。将处于对数期增长的

HepG2.2.15细胞种于96孔培养板，每个孔103个细
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胞，待细胞贴壁，融合度为30%～70%时，于不

同时间点检测细胞活力，在每个孔中加入浓度为

5 mg/ml MTT 20 μl，置于温度为37 ℃、CO2浓度

和饱和湿度为5%细胞培养箱培养，继续孵育4 h，
弃掉培养液后于每孔中加入二甲基亚砜（dimethyl 
sulfoxide，DMSO） 150 μl，于室温振荡10 min，选

取波长为490 nm，于酶联免疫检测仪上计算光吸收

值并记录实验测量结果，绘制细胞生长曲线（时间

为横坐标、吸光度值为纵坐标）并分析结果。

五、应用流式细胞仪检测HepG2.2.15细胞的凋亡

HepG2.2.15细胞进行消化（使用不含EDTA的

胰蛋白酶），之后离心5 min，用预冷的Staining 
buffer冲洗2次，以1 × 106细胞/ml浓度的Annexin V 
Binding buffer来重悬细胞，然后加10 μl 7-AAD，

后再加5 μl FITC Annexin V，混匀后于室温、避

光、充分作用15 min，每管再加Annexin V Binding 
Buffer 400 μl，在1 h内采用流式细胞仪选取488 nm
波长进行检测与分析。

六、应用Western blot分析检测MIF、NF-κB和
Bcl-2蛋白表达

提取HepG2.2.15细胞、空转组HepG2.2.15细胞

以及转染组细胞的蛋白，加入5倍样品缓冲液，在

99 ℃沸水浴中进行变性5 min，将提取好的蛋白通过

10% SDS-PAGE分离，电泳90 min后电转到硝酸纤维

素膜上，用5%脱脂奶粉室温封闭60 min，加入兔抗

人MIF单克隆抗体、兔抗人NF-κB单克隆抗体（1︰
1 000）、兔抗人Bcl-2单克隆抗体（1︰1 000），于           
4 ℃冰箱中过夜，之后使用1× TBST洗膜3次后于室

温下与碱性磷酸酶标记的山羊抗兔的IgG抗体进行

孵育、杂交，60 min后加入显色液进行显色发光，

扫描并分析条带灰度值，以β-actin作为参照。

八、统计学处理

应用SPSS 19.0软件进行统计学分析，转染组

与空转组细胞增殖和凋亡所涉及的相关指标均为计

量资料且符合正态分布，以 x ± s表示，两组间比

较采用配对资料t检验。以P ＜ 0.05为差异有统计

学意义。

结    果

一、MIF在细胞系中的表达

Western blot分析显示，MIF在人肝癌细胞系

HepG2、HepG2.2.15、人正常肝细胞系L02中均有

表达，且在HepG2.2.15细胞中的表达水平高于在

HepG2细胞与L02细胞中的表达（图1）。

二、细胞的活性与凋亡

用慢病毒转染抑制MIF基因后，HepG2.2.15
细胞的生长增殖受到抑制，同时细胞凋亡增加，

转染HepG2.2.15细胞在72 h达到最大抑制效率，

HepG2.2.15转染组细胞增殖活力较空转组细胞

下降（53.0 ± 2.0）%，差异有统计学意义（t = 
6.421、P = 0.023），见图2。采用流式细胞仪检测

HepG2.2.15转染组的细胞凋亡比例较空转组增加

（22.5 ± 3.0）%，差异有统计学意义（t = 5.837、
P = 0.027），见图3。

三、Western blot检测MIF、NF-κB、Bcl-2蛋白

水平

Wes te rn  b lo t检测显示，通过慢病毒转染

HepG2.2.15细胞抑制了MIF蛋白的表达，其抑制

效率为（73.6 ± 2.0）%（t = 7.623、P = 0.018）；

与空转组相比，MIF蛋白被抑制后转染组NF-κB、
Bcl-2蛋白表达亦出现下降，分别下降（48.8 ± 
2.0）%（t = 6.936、P = 0.021）和（50.3 ± 3.0）%
（t = 6.729、P = 0.022），差异均有统计学意义，

见图4。

图1  HepG2.2.15细胞、HepG2细胞及L02细胞中MIF和
β-actin蛋白的表达

图2  MTT检测MIF抑制后HepG2.2.15细胞的活力变化
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讨    论

目前全球范围内，HCC是严重影响人类健康

位居第6位的常见恶性肿瘤，病死率在全球恶性

肿瘤中占第3位[1-3, 25-26]。而我国人群HCC发病率在

恶性肿瘤中居第4位，病死率居第3位，每年死于

HCC的患者约38.3万人[3, 5-6]。HCC发生、发展过程

中，HBV感染是其重要影响因素之一[7-8, 10, 27-29]，但

HBV感染在HCC发生和发展过程中的作用机制十

分复杂，目前尚未明确。

MIF为1966年Bloom和Bennett在研究迟发型超

敏反应时发现的一种由活化T淋巴细胞分泌，通过

促进巨噬细胞在炎性反应区域聚集，刺激、激活

炎症因子，进而促进炎症反应发生、进展的细胞

因子[11-12, 30]，其广泛表达于多种免疫细胞，如T、B
淋巴细胞、单核细胞、肥大细胞和树突状细胞等，

通过多种信号转导通路在多种炎性疾病中发挥关键

作用[13-15]。有研究发现[16-20, 31]，MIF不仅参与多种

炎症反应的多个环节，且在多种恶性肿瘤中广泛高

表达，如前列腺癌、结肠癌和肺癌等，并在这些肿

瘤的发生、发展以及转移中起着重要作用。

多项研究表明[21-24, 32]，MIF在HCC患者中亦呈

高表达，但目前尚未在不同病因所致肝癌类型中进

行研究，尤其是MIF自身对HBV感染相关HCC的影

响鲜见报道，其具体作用机制亦尚未明确。本研

究发现，MIF在人肝癌细胞系HepG2和HepG2.2.15
中均有表达，而其在HepG2.2.15细胞中的表达水

平高于HepG2细胞，二者虽均为肝癌细胞系，但

HepG2.2.15细胞整合了HBV ayw亚型完全基因组，

可稳定分泌HBsAg、HBeAg和完整的Dane颗粒，

故考虑HepG2.2.15细胞中MIF表达更高可能与HBV
有关，推测MIF可能与HBV感染相关HCC相关。

NF-κB作为一类非常重要的转录因子，参与

调节细胞增殖与凋亡等过程[33-34]。一方面，NF-κB
可调控细胞周期蛋白D1的表达，促进细胞增殖；

另一方面，磷酸化NF-κB可调控下游靶基因的表

达，从而抑制细胞凋亡。因此，NF-κB在多种肿瘤

的发生、发展等过程中发挥十分重要的作用[35-37]。

Bcl-2是B细胞淋巴瘤/白血病蛋白家族的成员，在

细胞凋亡调控过程中发挥重要作用[38-39]。磷酸化

NF-κB可通过上调下游靶基因Bcl-2表达，从而发

挥抗凋亡作用[40-41]。本研究表明抑制MIF表达水平

后，HepG2.2.15细胞的增殖活性降低，细胞凋亡增

加，提示MIF参与并调控HepG2.2.15细胞的增殖和

凋亡。同时，伴随NF-κB基因表达水平降低，其下

游通路中Bcl-2表达亦显著下降，推测MIF可能通过

调控NF-κB及其下游Bcl-2通路的基因表达，从而影

响HepG2.2.15细胞的增殖与凋亡。而这一系列过程

的发生与HBV感染直接相关还是炎症反应间接导

致，更多的分子机制尚待进一步探讨。

综上，本研究提示MIF在HepG2.2.15细胞增

殖和凋亡中发挥重要作用，或许可作为HBV相关

图4  HepG2.2.15细胞中MIF、NF-κB、Bcl-2和β-actin蛋白表达

图3  流式细胞术检测MIF抑制后HepG2.2.15细胞的凋亡

空转组                                                             转染组



·  383  ·   中华实验和临床感染病杂志(电子版) 2021年12月 第15卷 第6期 Chin J Exp Clin Infect Dis (Electronic Edition), December  2021, Vol.15, No.6

HCC的早期预警分子标记物；抑制MIF表达可能会

成为HBV感染相关性HCC治疗的潜在靶点。
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