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摘 要：【目的】研究KIF23基因对肝癌HepG2细胞体外增殖、迁移及侵袭的影响，并探讨可能的作用机制。

【方法】化学合成针对KIF23基因的 siRNA，通过脂质体转染至HepG2细胞中，应用 qRT-PCR 和Western blot法检测

转染后HepG2细胞中KIF23 mRNA和蛋白表达变化。采用CCK-8法和平板克隆法检测KIF23沉默后对HepG2细胞

增殖的影响，并通过细胞划痕实验和 Transwell侵袭实验分别检测KIF23沉默后对迁移和侵袭能力的影响。Western
blot法检测KIF23基因沉默后对蛋白激酶B（PKB/Akt）及磷酸化Akt（p-Akt）蛋白表达的影响。【结果】KIF23-siRNA
能有效沉默HepG2细胞中 KIF23的mRNA和蛋白表达（P值均<0.01）。CCK-8实验、平板克隆实验、划痕实验和

Transwell侵袭实验结果表明，KIF23-siRNA2干扰组与阴性对照组、空白对照组比较，细胞的增殖、迁移和侵袭能力

均明显受到抑制（P值均<0.05）。KIF23-siRNA2干扰组HepG2细胞中总Akt蛋白的表达水平未发生变化，但磷酸化

Akt蛋白的表达水平明显下调（P<0.05）。【结论】KIF23 可能通过激活Akt信号转导通路促进人肝癌细胞的增殖、

迁移及侵袭能力，KIF23有望成为肝癌基因治疗的新靶点。
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Abstract：【Objective】To investigate the effect of KIF23 gene expression on the proliferation，migration and invasion of
human hepatocellular carcinoma HepG2 cells in vitro，and to explore the possible mechanism.【Methods】The KIF23 siRNA
was transfected into HepG2 cells by lipofectamine 3000. The expression of KIF23 mRNA and protein in HepG2 cells was de⁃
tected by qRT-PCR and Western blot. The effect of silencing KIF23 on the proliferation of HepG2 cells was studied by CCK-
8 assay and plate clone formation assay. The tumor cell abilities of migration and invasion after transfection were measured by
scratch assay and Transwell assay. The expression of protein kinase B（PKB/Akt）and phosphorylated Akt（p-Akt）protein
in HepG2 cells transfected with KIF23-siRNA2 was detected by Western blot.【Results】KIF23-siRNA could effectively si⁃
lence the expression of KIF23 mRNA and protein in HepG2 cells（P<0.01）.The results of CCK-8 assay，plate clone forma⁃
tion assay，scratch assay and Transwell assay demonstrated that the cell proliferation，migration and invasion ability of the
KIF23-siRNA2 interference group were significantly inhibited，compared to the negative control group and the blank control
group（P<0.05）. The expression level of total Akt protein in HepG2 cells was not changed，but the expression level of phos⁃
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是

肝脏最常见的原发恶性肿瘤，具有较高的发病率

和致死率［1-2］。由于其具有容易转移复发的特点，

HCC患者常表现为预后不良［3］。因此，我们需要

进一步研究 HCC 转移复发的分子生物学机制，

为其诊断和治疗提供新的策略。KIF23（kinesin
family member23）是驱动蛋白家族中的一名成员，

其在细胞运动过程中骨架的改变和细胞分裂过程

中纺锤体形成中均有重要作用［4-6］。近来的研究

发现，KIF23在乳腺癌［7］、肺癌［8］、胶质瘤［9］等多种

肿瘤中高表达，且表达水平与肿瘤的恶性程度和

预后等密切相关。最近的研究也发现，在肝细胞

癌患者肿瘤组织中KIF23有高表达［10］。但驱动蛋

白 KIF23 在肝癌发生、发展中的作用尚不清楚。

为探究KIF23对肝癌细胞生物学行为的影响，本

研究采用小干扰RNA（small interfering RNA，siR⁃
NA）沉默 KIF23基因在HepG2细胞中表达，观察

其对肝癌细胞增殖、迁移及侵袭能力的影响，并探

讨可能的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材 料

人肝癌细胞系HepG2购自ATCC；DMEM细胞

培养液、胎牛血清、胰蛋白酶（美国 Gibco公司）；

Lipofectamine3000 转染试剂（Invitrogen 公司）；反

转录试剂盒及 SYBR Premix Ex Taq IITM（Takara公
司）；CCK-8检测试剂盒（日本同仁化学研究所）；

Transwell小室（美国 Corning公司）；Matrigel胶（美

国 BD 公司）；BCA 定量试剂盒（上海碧云天公

司）。KIF23和 GAPDH兔抗人单克隆抗体（美国

Abcam公司），蛋白激酶 B（protein kinase B ，PKB/
Akt）和磷酸化 Akt（phosphorylated Akt ，p-Akt）兔

抗人多克隆抗体（美国Cell Signaling公司）。阴性

对照-siRNA（negative control-siRNA，NC-siRNA）

和 3条针对KIF23基因的 siRNA序列由广州锐博

有限公司设计合成，KIF23-siRNA1 正义链：5′-
CGACAUAACUUACGACAAATT- 3′；反义链：5′-
UUUGUCGUAAGUUAUGUCGTT- 3′ ；KIF23- siR⁃
NA2正义链：5′-GCUACAGACUCAACCGAAATT-
3′；反义链：5′-UUUCGGUUGAGUCUGUAGCTT-
3′；KIF23-siRNA3 正义链：5′-GGAUAUACAGU⁃
GUGAGGUUTT-3′；反义链：5′-AACCUCACACU⁃
GUAUAUCCTT-3′。
1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养与转染人肝癌细胞系 HepG2 细

胞 用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液培养

HepG2细胞，并置于 37 ℃、体积分数 5% CO2培养

箱中培养。采用对数生长期的细胞进行转染，转

染前 1 天将处于对数生长期的HepG2细胞以 5×
105个/孔的密度接种于 6孔板中。次日，当HepG2
细胞密度为 60%~70%时进行转染，具体操作按Li⁃
pofectamine 3000 说明书进行。设立 NC-siRNA，

KIF23-siRNA1，KIF23-siRNA2，KIF23-siRNA3 四

组进行筛选合适的 siRNA干扰KIF23基因。

1.2.2 qRT-PCR法检测KIF23 mRNA的表达 分

别取转染后 24 h的各组细胞，加入Trizol提取细胞

总RNA，提取出的RNA经紫外分光光度计定量。

参照 Takara反转录试剂盒将提取的 RNA反转录

成 cDNA。以此 cDNA 为模板，qRT-PCR 法检测

KIF23的表达，以GAPDH作为内参，采用 2-ΔΔCT法

进行相对定量分析。引物序列，KIF23上游引物：

5′-AACGCCTGGGAGGAGATACA-3′；下游引物：

5′-TGGCAAAGGTGGAAAACTCTG-3′；GAPDH 上

游引物：5′-GATTCCACCCATGGCAAATT-3′；下游

引物：5′-TCTCGCTCCTGGAAGATGGT-3′。qRT-
PCR的反应条件是：95 ℃ 3 min，95 ℃ 5 s，60 ℃
30 s，共 40个循环。试验重复 3次。

1.2.3 Western blot检测KIF23蛋白的表达 分别

取转染后 48 h的各组细胞，按比例加入裂解液，充

phorylated Akt protein was down-regulated（P<0.05）.【Conclusions】KIF23 may promote the proliferation，migration and in⁃
vasion of human hepatocellular carcinoma cells by activating Akt signal transduction pathway. KIF23 is expected to be a new
target for gene therapy of hepatocellular carcinoma.

Key words：hepatocellular carcinoma；RNA interference；KIF23；cell proliferation；migration；invasion
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（1）：34-40］
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分裂解后离心、提取细胞总蛋白。经BCA法定量

蛋白后，分别取各组蛋白 30 μg/孔进行 SDS-PAGE
凝胶电泳，300 mA 恒流 1.5 h 后将蛋白转移至

PVDF。用含 5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，加入相应

抗体，4 ℃孵育过夜，TBST洗 3次，每次 5 min；加
入二抗，室温孵育2 h，TBST洗3次，每次5 min，拿
到暗房进行曝光，胶片扫描后应用 Image J图像分

析软件进行灰度分析。试验重复 3次。

1.2.4 CCK-8法检测KIF23对HepG2细胞增殖能

力的影响 将生长至对数期的细胞进行胰酶消

化、收集并离心，培养液重悬后进行细胞计数，并

稀释至 1×105/mL。往 96孔板进行接种，每孔 100
μL细胞悬浮液，即每孔接种约 1×104个。培养箱

培养过夜，按上述方法进行转染，并继续培养。实

验分为 3组，空白对照组（CON）、阴性对照组（转

染 NC-siRNA）、干扰组（转染干扰效果最强的

KIF23-siRNA2）。每组设置 5个复孔，分别于培养

24、48、72、96 h后加入 CCK-8试剂，每孔 10 μL，
放入 37 ℃培养箱孵育 2 h。最后进行检测（酶标

仪波长 450 nm），记录OD值。

1.2.5 平板克隆形成实验 分别收集各组对数生

长期细胞，常规消化计数后，1×103个/孔接种于 6
孔板，每组设 3个复孔，培养 10 d后，待出现肉眼

可见克隆时，弃去培养液，PBS 冲洗后，甲醇溶液

固定细胞 15 min后，用苏木素染色 15 min，光学显

微镜下观察细胞，并计算细胞数>50个克隆个数。

1.2.6 划痕实验检测细胞的迁移能力 收集生长

至对数期的细胞往 6孔板进行接种，每孔接种约

5×105个。培养箱培养过夜，分组进行转染，并继

续培养。至培养达 90%~100%汇合，用 10 μL 移

液枪头进行划痕，PBS洗三遍，尽量将划出来的细

胞洗掉。再添加无血清培养液继续培养，分别于

0、24、48 h置于高倍显微镜下对划痕距离拍照。对

每组中的划痕距离进行测量，进行平均值计算，24、
48 h对应的划痕距离与0 h的划痕距离的差值即为

该时间段的迁移距离。每组实验设置3个复孔。

1.2.7 Transwell实验检测细胞的侵袭能力 用无

血清 DMEM培养液将Matrigel胶按照 1∶6的比例

进行稀释，取 100 μL的稀释液包被 Transwell小室

底部膜的上室。将分组转染，并培养 24 h 的

HepG2细胞常规消化，离心后再用无血清培养液

重悬细胞，计数并稀释成 3×105/mL，取 100 μL种

入 Transwell 小室内，下室为 600 μL 15%FBS +

DMEM培养过夜。培养 24 h后，小心取出各个上

室，40 g/L多聚甲醛溶液固定 10 min，甲醇室温下

对细胞进行通透处理 20 min，0.1%结晶紫染液染

色室温下 20 min，并用湿棉签小心将上室内膜表

面的细胞擦掉；自然风干后显微镜下各组随机选

取 6个视野观察拍照并计数求平均值。每组实验

设置 3个复孔。

1.2.8 Western blot 法检测 KIF23-siRNA2 转染后

对 Akt 及 p-Akt 蛋白表达的影响 KIF23-siRNA2
转染HepG2 细胞 48 h后，分别收集各组细胞，采

用Western blot 法检测 Akt及 p-Akt 蛋白的表达，

具体步骤参照 1.2.3节，试验重复 3次。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计学软件进行统计分析。

本研究中的各项实验均独立重复 3次，所有结果

以均数±标准差表示，多组间比较使用单因素方

差分析，组内两两比较采用 LSD-t检验，以P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 siRNA干扰对HepG2细胞中KIF23表达的

影响

qRT-PCR 结果显示，在 HepG2 细胞中转染

KIF23-siRNA1，KIF23-siRNA2，KIF23-siRNA3的
各组分别与阴性对照组比较，KIF23 mRNA的相

对表达水平均明显下降，差异具有统计学意义

（F=236.8，P<0.001；LSD-t=19.50，P<0.001；LSD-t=
24.02，P=0.002；LSD-t=20.76，P<0.001 ；图 1A），且

KIF23- siRNA2 组的 KIF23 相对表达强度低于

KIF23-siRNA1，KIF23-siRNA3两组。

Western blot 结果显示，在 HepG2 细胞转染

KIF23-siRNA1，KIF23-siRNA2，KIF23-siRNA3 的

各组分别与阴性对照组间比较，KIF23蛋白的相

对表达均明显下降，差异有统计学意义（F=
128.7，P<0.001；LSD- t=14.09，P<0.001；LSD- t=
18.11，P=0.001；LSD-t=14.76，P=0.004；图 1B），且

KIF23-siRNA2 组的 KIF23 表达强度稍低于干扰

KIF23-siRNA1，KIF23-siRNA3两组。因此选用转

染KIF23-siRNA2进行后续实验。

2.2 KIF23基因沉默对HepG2细胞增殖能力的

影响

CCK-8法检测结果显示，KIF23-siRNA2干扰
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组在转染后 24、48 h两个时间段 3组细胞的OD值

无 明 显 区 别（24 h F=2.814，P=0.137；48 h F=
3.489，P=0.098）。而 72 h后干扰组OD值为 1.668
± 0.054；空白组与阴性组分别为 1.936 ± 0.052；
1.857±0.060；96 h 后干扰组OD值为 1.770±0.054；
空 白 组 与 阴 性 组 分 别 为 2.169 ± 0.003；2.067 ±
0.006，干扰组和空白组、阴性组两两比较，差异具

有统计学意义，增殖能力明显受到抑制（72 h F=
18.33，P=0.003；LSD- t=5.889，P=0.001；LSD- t=
4.163，P=0.006；96 h F=128.8，P<0.001；LSD- t=
15.45，LSD-t=11.50，P值均<0.001，图 2A）。以上

结果提示沉默KIF23表达能够抑制肝癌HepG2细

胞的增殖。

2.3 KIF23基因沉默对HepG2细胞克隆形成能

力的影响

细胞平板克隆形成实验结果显示，KIF23-
siRNA2干扰组的细胞克隆形成数（59.7±6.1）明显

低于 2个对照组（137.3±8.6）、（146.3±14.0），差异

有统计学意义（F=66.35，P<0.001；LSD- t=9.39，

NC- siRNA：HepG2 cells transfected with negative control
（NC）-siRNA；KIF23-siRNA1，KIF23-siRNA2，KIF23-siRNA3：
HepG2 cells transfected with KIF23- siRNAl，KIF23- siRNA2，
KIF23-siRNA3，respectively. 1）P < 0.001，vs NC-siRNA group；
n=3. 2）P<0.01，vs NC-siRNA group；n=3.
图 1 分别采用qPCR（A）与Western blotting法（B）检测

KIF23-siRNA对HepG2细胞中KIF23 mRNA及蛋白表

达的影响

Fig.1 The expression levels of KIF23 mRNA（A）and
protein（B）in HepG2 cells transfected with KIF23-
siRNA were detected by qPCR and Western blotting，

respectively
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CON：HepG2 cells without transfection；NC- siRNA：HepG2
cells transfected with NC- siRNA；KIF23- siRNA2：HepG2 cells
transfected with KIF23-siRNA2. 1）P<0.01，vs CON and NC-siRNA
groups；n=3. 2）P<0.001，vs CON and NC-siRNA groups；n=3.
图 2 CCK-8法（A）和平板克隆形成实验（B）分别检测

KIF23基因沉默对HepG2细胞增殖和克隆形力的影响

Fig.2 Effects of KIF23 gene silencing on proliferation
and clone formation of HepG2 cells were detected by

CCK-8 assay（A）and plate clone formation assay（B），
（Hematoxylin staining），respectively
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LSD-t=10.48，P值均<0.001，图 2B），而 2个对照组

间比较，差异无统计学意义（P=0.318），提示沉默

KIF23表达可明显抑制肝癌HepG2细胞的克隆形

成能力。

2.4 KIF23基因沉默后对HepG2细胞迁移能力

的影响

划痕实验测量结果显示：24 h后空白对照组，

阴性对照组，KIF23-siRNA2干扰组的迁移距离分

别为（153.0±7.2）、（147.3±6.7）、（55.3±6.8）μm，48 h

后迁移距离分别为（237.3 ± 9.0）、（232.3 ± 6.4）、

（81.3±3.5）μm。24 h、48 h KIF23-siRNA2干扰组

迁移距离均显著低于空白对照组、阴性对照组，

且干扰组与空白组、阴性组比较，差异均有统计学

意义（24 h F=189.6，P<0.001；LSD-t=17.58，LSD-t=
16.56，P值均<0.001；48 h F=524.0，P<0.001；LSD-
t=28.09，LSD-t=27.19，P值均< 0.001，图 3A）。结

果提示，沉默KIF23基因表达后，肝癌HepG2细胞

的迁移能力受到明显抑制。

Cells were detected by wound healing assay（A，×40）and Transwell invasion assay（B，crystal violet staining，×100），respectively. The ex⁃
pression levels of Akt and phospho-Akt（p-Akt）proteins in HepG2 cells transfected with KIF23-siRNA2 were detected by Western blotting（C）.
CON：HepG2 cells without transfection；NC-siRNA：HepG2 cells transfected with negative control（NC）-siRNA；KIF23-siRNA2：HepG2 cells
transfected with KIF23-siRNA2. 1）P<0.001，vs CON and NC-siRNA groups；n=3；2）P<0.01，vs NC-siRNA group；n=3；3）P<0.05，vs CON
group；n=3

图 3 KIF23基因沉默对HepG2细胞迁移、侵袭能力和磷酸化Akt蛋白表达的影响

Fig.3 Effects of KIF23 gene silencing on migration，invasion and the phospho-Akt（p-Akt）proteins expression of HepG2
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2.5 KIF23基因沉默后对HepG2细胞侵袭能力

的影响

Transwell侵袭实验结果显示：KIF23-siRNA2
干扰组侵袭至小室膜下的细胞数为每个高倍视野

（16.3±3.1）个，显著少于空白对照组的（54.3±2.5）
个和阴性对照组的（51.3±4.2）个，差异均有统计

学意义（F=121.7，P<0.001；LSD- t=14.03，LSD- t=
12.92，P 值均 <0.001，图 3B）。结果提示，沉默

KIF23基因表达后，肝癌HepG2细胞的侵袭能力

受到明显抑制。

2.6 KIF23基因沉默对HepG2细胞中Akt信号通

路相关蛋白表达的影响

Western blot 检测结果显示，与空白对照组及

阴性对照组细胞相比，KIF23-siRNA2干扰组细胞

中 p-Akt蛋白的表达水平受到明显的抑制，差异

均 有 统 计 学 意 义（F=78.33，P<0.001；LSD- t=
8.678，P=0.013；LSD-t=17.60，P=0.003；图 3C）；而

总Akt蛋白的表达水平在 3组中没有明显的变化

（F=1.398，P=0.217）。以上结果表明，KIF23可能

是通过活化Akt信号通路而发挥其促进HepG2细

胞增殖和侵袭的作用。

3 讨 论

驱动蛋白是 1985年由 Vale等［11］在鱿鱼的轴

突中首次发现的，是真核细胞中一类具有ATP酶

活性的马达蛋白。随着研究深入，迄今为止发现

了 40余种驱动蛋白，分为 14个家族。驱动蛋白超

家族可调控多种细胞功能，主要参与微管运动的

调节。此外，在真核细胞的有丝分裂和减数分裂

过程中也起重要作用，可参与纺锤体和中间体的

形成、染色体的分离等［12］。驱动蛋白类的微管相

关运动蛋白由于其在分裂细胞的关键功能中的作

用而成为有吸引力的抗癌靶标。许多相关的驱动

蛋白抑制剂已经应用到临床阶段，其治疗潜力可

能在未来几年内更明显［13-14］。因此，探索驱动蛋

白在肿瘤发生发展中的作用及相关机制具有重要

意义。

KIF23是由Nislow等［4］首先鉴定发现的，作为

体外移动反向平行微管的正末端运动酶，是驱动

蛋白家族-6中的成员之一，属于N型驱动蛋白，

这种蛋白质在N末端区域含有驱动蛋白超家族的

马达结构［15］。Davies等［16］研究发现中心纺锤体由

KIF23和非运动亚单位 CYK4组成 2∶2异源四聚

体，KIF23从而通过影响纺锤体中期形成从而在

细胞分裂中发挥作用。

驱动蛋白的表达或功能异常在肿瘤的发生发

展中起重要作用［17］。研究发现KIF23在正常组织

中低表达或阴性表达，但是在许多肿瘤，如乳腺

癌、肺癌、胶质瘤中均可检测到 KIF23 的高表

达［7-9］，并且其异常表达与肿瘤的恶性程度、转移

及预后有一定的关系。Kato等［8］研究发现大多数

肺癌组织或细胞系中KIF23表达水平均较高，并

且KIF23表达高的患者预示着更差的预后和更高

的复发率。Iltzsche［18］等发现 RNA干扰介导KIF23
的耗竭能够抑制体内肺肿瘤形成，并诱导肺癌细

胞凋亡。在肝细胞癌中KIF23的作用也开始受到

关注，Sun等［10］研究发现在肝细胞癌患者切除的

肿瘤组织中KIF23高表达。但KIF23在肝细胞癌

发生发展进程中所起的作用尚不清楚。本研究通

过运用RNA干扰技术，下调肝癌细胞系HepG2 细

胞中KIF23的表达，探讨KIF23对肝癌细胞生物学

行为的影响。qRT-PCR和Western blot结果提示，

KIF23- siRNA能够成功下调KIF23在HepG2细胞

中的表达。并且下调KIF23后，肝癌细胞的增殖

能力明显抑制。

驱动蛋白在微管解聚和聚合运动过程中起到

重要作用［19］，而微管与恶性肿瘤的侵袭转移过程

密切相关［20］。考虑到KIF23的微管结合及转运细

胞内物质等功能，推测它在肿瘤细胞迁移侵袭

中也发挥作用。本研究运用KIF23-siRNA2转染

HepG2 细胞后，运用划痕实验与 Transwell 实验

证明了细胞的迁移和侵袭能力均下降了，并且

HepG2细胞中 p-Akt的表达受到明显抑制。由此

提示在HepG2细胞中，KIF23可能主要通过下调

Akt的磷酸化水平来发挥抑制细胞增殖、迁移及

侵袭作用，但具体的调控机制仍不清楚，有待进一

步研究。今后我们也将探究KIF23在肝癌组织标

本的表达情况及其临床意义，并通过动物实验继

续探讨KIF23对体内肿瘤转移能力的影响。

综上所述，本研究初步探讨了 KIF23基因在

HepG2细胞的作用，证明了 KIF23的下调抑制了

肝癌细胞的增殖、迁移及侵袭，并且可能主要通过

调节Akt的磷酸化水平来发挥作用。KIF23基因

有可能作为肝癌基因治疗良好的潜在靶点，为药

物研发提供新的依据。

刘素娟，等. KIF23基因沉默对肝癌HepG2细胞增殖、迁移及侵袭的影响 39
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