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Hint2基因过表达质粒的构建及其
对肝癌细胞BEL-7402迁移的影响

李奇萌, 林国南（首都医科大学，北京 100069）

摘要：目的 探讨Hint2基因过表达质粒的构建及其对肝癌细胞BEL-7402迁移的影响。方法 根据Hint2基
因设计引物，扩增Hint2基因全长并以pcDNA3.1（+）为载体构建Hint2过表达质粒。转染BEL-7402细
胞提取mRNA和总蛋白，分别使用Real-time PCR和Western blot检测转染细胞Hint2 mRNA和蛋白质表达

的变化，应用免疫荧光染色法对细胞中Hint2蛋白与细胞线粒体进行共定位。使用划痕愈合实验检测

Hint2过表达后对肝癌细胞BEL-7402迁移能力的影响。结果 转染Hint2过表达质粒细胞的Hint2 mRNA和

蛋白表达显著上调，免疫荧光染色表明过表达的Hint2蛋白定位于线粒体。划痕愈合实验表明Hint2过表

达质粒使肝癌细胞BEL-7402迁移速率显著降低。结论 Hint2过表达质粒能够上调BEL-7402细胞中Hint2 
mRNA和蛋白质的表达水平，表达的蛋白定位于细胞线粒体并抑制肝癌细胞的迁移。
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Construction of Hint2 overexpression plasmid and its effect on invasion capability of liver cancer cell 
BEL-7402
LI Qi-meng, LIN Guo-nan (Capital Medical University, Beijing 100069, China)
Abstract: Objective To investigate the construction of Hint2 overexpression plasmid and its effect on 
invasion capability of liver cancer cell BEL-7402. Methods According to the sequence of Hint2 gene, primers 
were designed to amplify Hint2 gene fragment for Hint2 gene overexpression plasmid construction. mRNA 
and total protein were extracted from Hint2 overexpressed BEL-7402 cells, real-time PCR and Western 
blot were applied to determine the expression levels of Hint2, and then the location of exogenous Hint2 in 
mitochondria was confirmed through immunorescence staining. Subsequently, wound healing experiment was 
taken to detect the changes of invasion and migration capability of BEL-7402 cells after Hint2 overexpression. 
Results The mRNA and protein expression levels of Hint2 up-regulated significantly in BEL-7402 cells after 
transfection with Hint2 overexpression plasmid. According to the result of immunofluorescence staining, 
the exogenous Hint2 protein was co-located with the mitochondria. Wound healing experiment showed the 
up-regulation of Hint2 restrained the migration ability in BEL-7402 cells. Conclusion After transfection 
with Hint2 overexpression plasmid, the expression level of Hint2, which was bound with mitochondria, was 
increased and the migration ability of BEL-7402 cells was restrained.
Key words: Hint2; pcDNA3.1(+); BEL-7402 cells

肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，发病率

高、转移能力强且预后差，是医学领域长久以来的

难题之一[1]。目前针对肝癌的治疗方法主要集中在

肝切除、肝移植、药物治疗、放射治疗和化学治疗

等，但肝源严重短缺、肝癌细胞对药物敏感性随治

疗次数增多而逐渐降低及放化疗难以取得理想效果

等是目前肝癌治疗失败的重要原因[2]。近年研究发
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现，肝癌细胞中Hint2表达量显著下调，且Hint2可
通过线粒体途径促使细胞凋亡[3]，因此若能够通过

基因治疗提高肝癌细胞中Hint2的表达，促进肿瘤

细胞的凋亡并抑制细胞转移，或许可为攻克肝癌提

供新思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料  BEL-7402 肝癌细胞株购于美国模式

培养物研究所（American Type Culture Collection，
ATCC），pcDNA3.1/Neo 质粒由首都医科大学肝脏

保护与再生调节重点实验室保存，pcDNA3.1/Hint2
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质粒为本人构建。

1.2 主要试剂仪器  主要试剂包括：高糖 DMEM 培

养基（美国 Gibco 公司）、胎牛血清（FBS）（美

国Equitech-Bio公司）、FuGENE HD Transfection（美

国 Promega 公司）、EcoR Ⅰ（日本 TaKaRa 公司）、

BamH Ⅰ（日本 TaKaRa 公司）、T4 DNA 连接酶（日

本TaKaRa公司）、氨苄青霉素钠（美国Sigma公司）、

琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒（北京天根生物科技有

限公司）、质粒大提试剂盒（北京天根生物科技有

限公司）、Hint2抗体（美国Novus Biologicals公司）、

MitoTracker Green（上海碧云天生物技术有限公司）

及 ALexar Fluor594 标记抗兔 IgG（北京中杉金桥

公司）。主要仪器包括：细胞培养箱 HERAcell150i
（美国 Thermo 公司）、细菌培养箱 B6060（德国

Heraeus 公司）、蛋白垂直电泳槽 MINISUB（美国

Bio-Rad公司）、蛋白转印电泳槽Mini Trans-Blot（美

国 Bio-Rad 公司）、化学发光扫描仪 c-Digit（美国

LI-COR 公司）、Real-time PCR 仪 Rotor-Gene Q（德

国 Qiagen 公司）、荧光倒置相差显微镜 FW4000（德

国 Leica 公司）及酶标仪 BIO-RAD 680（美国 Bio-
Rad 公司）。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞cDNA的制备和Hint2过表达质粒的构建  
采用Trizol法提取细胞mRNA，使用mRNA逆转录

试剂盒将细胞mRNA逆转录为cDNA，于-20 ℃冰

箱保存。在Pubmed基因库中选取Hint2基因序列，

根据网站对基因序列的标注，选取其中编码蛋白质

的区域
[4]，利用Oligo7软件设计上下游引物序列，

并在引物前后添加内切酶识别序列，上游引物序

列为5’-CGGGATCCATGGCTGCTGCTGTGCTGC
TG-3’，下游引物序列为5’-CGGAATTCTTAACAC
CACAAGGTTCCTTT-3’，委托北京奥科鼎盛公司

进行序列合成。稀释引物后取cDNA进行PCR反应，

反应体系为：1 μl DNA模板、1 μl上游引物、1 μl下
游引物、25 μl 2 × PCR StarMix和22 μl ddH2O。反

应条件为94 ℃变性30秒；55 ℃复性30秒；72 ℃延

伸1分钟，共30个循环。反应完成后加入6 ×上样缓

冲液，取2～5 μl进行琼脂糖凝胶电泳，切下阳性条

带进行胶回收，回收所得即为Hint2基因全长。将

pcDNA3.1质粒与扩增的目的基因同时进行酶切，

过夜，随后对连接产物进行琼脂糖凝胶电泳，切下

相应位置的样本回收，采用DNA连接酶连接纯化目

的基因和质粒后，将连接产物转入感受态细胞扩增

培养，提取质粒并委托北京奥科鼎盛公司测序。

1.3.2 实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应（Real-

Time PCR）  采用Oligo 7软件根据Hint2基因片

段进行引物序列设计，1 8 s R N A上游引物为：

5’-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3’，下游引物为：

5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’；Hint2上游引物

为：5’-ACGACCAGCAGCTTCTAGGACA-3’，下游

引物为：5’-CCCATCTTGCCATCATTAACCAC-3’，
委托北京奥科鼎盛公司合成。引物可有效扩增模板

DNA序列并与荧光染料SYBR Green结合，再通过机

器对荧光值进行检测。反应条件为：95 ℃ 1分钟；

95 ℃ 15秒，60 ℃ 1分钟，40个循环；95 ℃ 15秒，

60 ℃ 1分钟；95 ℃ 30秒。通过计算RQ值（RQ = 
2-ΔΔCt）比较细胞样本间mRNA的表达差异。为减少

系统误差和偶然误差，每个样本使用3个复孔进行检

测，取3个复孔Ct的平均值计算RQ，结果以柱状图

表示。

1.3.3 Western blot  Hint2过表达质粒转染细胞48小时

后使用RAPI裂解液提取细胞总蛋白，经BCA试剂盒

定量后，配置10% SDS凝胶进行蛋白质电泳，使用

湿转法将蛋白转移到PVDF膜上，5%脱脂奶粉室温

封闭1小时，加入1∶1000稀释的兔抗人Hint2抗体，

4 ℃摇床过夜，第2天取出后以TBST洗膜3次，每次

10分钟，洗膜后加入1∶5000稀释的HRP标记羊抗兔

IgG二抗，室温孵育1小时，TBST洗膜3次，每次10
分钟，采用ECL发光检测，化学发光扫描仪扫描成

像分析蛋白表达量[5-7]。

1.3.4 细胞瞬时转染（transient transfection）  在6孔
板中接种待转染细胞，密度为5 × 104个细胞/孔，细

胞贴壁后，准备转染。向2个1.5 ml EP管加入100 μl 
opti-MEM后分别加入2 μg质粒（pcDNA3.1/Neo或
pcDNA3.1/Hint2）和6 μl Fugene HD转染试剂，静

置5分钟后，将两管溶液轻柔混合均匀，静置15分
钟。弃去6孔板中旧培养液，PBS漂洗3次，向每孔

中加入500 μl DMEM培养基。加入混合的转染试剂

和质粒至6孔板中培养6小时。弃去旧培养基，加入

含10% FBS的DMEM完全培养基，24小时后更换新

的含10% FBS的DMEM培养基。24小时后收集细胞

用于后续实验
[8]。

1.3.5 细胞的免疫荧光技术  取出细胞后用1 × PBS
轻柔洗去皿中多余培养基，4%多聚甲醛处理细胞

15～25分钟以固定细胞形态，用0.1% Triton X-100
室温通透细胞膜5分钟，PBS冲洗后加入1 ml 5% 
BSA封闭液，室温封闭45分钟。随后加入一抗，于

4 ℃静置过夜。PBST轻柔洗去皿中一抗溶液，重复

3次，每次10分钟。吸弃多余PBST，加入已用抗体

稀释液稀释的荧光二抗，湿盒中室温避光孵育30分
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钟，弃去荧光二抗，避光条件下，PBST轻柔洗去

皿中二抗溶液，重复3次，每次15分钟。滴加DAPI
避光孵育5分钟，使标本中细胞核染色。PBST轻柔

洗去DAPI染液。最后在激光共聚焦扫描显微镜下

观察采集图像。

1.3.6 划痕愈合实验  收集转染Hint2过表达质粒和空

载质粒的BEL-7402细胞接种在6孔板上（汇合度约

90%），待细胞贴壁后用1000 μl的枪头在6孔板底

部垂直划线，PBS洗去脱落细胞，再加入DMEM培

养基，培养0小时、12小时和24小时后分别置于倒

置显微镜下拍照，对比不同时间段的划痕宽度，以

24小时划痕宽度与0小时划痕宽度的比值评估细胞

迁移能力。

1.4 统计学处理  采用 SPSS 13.0 统计软件对所得

数据进行统计分析。各实验均独立重复 3 次，计

量资料以 x ± s 表示，两组间比较采用独立样本 t
检验或配对 t 检验。以 P ＜ 0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 Hint2 基因的 PCR 扩增  目的基因扩增出的

Hint2 DNA 条带见图 1。
2.2 质粒及目的基因的酶切  限制性内切酶对质粒相

应的酶切位点进行切割，质粒环状结构被破坏，见

图 2。
2.3 Hint2 过表达质粒测序  Hint2 过表达质粒构建成

功后，测序结果见图 3，将测序结果与美国国家生

图 1  目的基因扩增电泳图
注：M 为 Marker，1 为目的基因片段

pcDNA3.1
DDW BamHⅠ EcoRⅠ

图 2  质粒酶切电泳图 
注：DDW 为双蒸水对照组

图 3  基因测序结果与 Hint2 基因序列对比
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图 4  蛋白序列与 Hint2 蛋白序列对比

图 5  质粒转染细胞后 Hint2 基因 mRNA 的表达
注：对照组转染空载质粒，实验组转染 Hint2 过表达质粒，转染 Hint2 过表达质粒后，细胞内 Hint2 mRNA 表达水平显著上升（t = 

9.219，P = 0.0003）

物技术信息中心网站数据库 [9] 进行对比，结果显示

第 24 和 237 位点发生了突变。转录翻译后的氨基

酸序列比对结果见图 4，未发现氨基酸位点突变。

因此，确定该质粒表达的蛋白质为 Hint2 蛋白。

2.4 质粒转染细胞后 Hint2 基因 mRNA 表达变化  质
粒构建后转染 BEL-7402 细胞，在显微镜下观察细

胞生长状态良好、结构清晰无细菌污染。Real-Time 
PCR 结果显示转染后 BEL-7402 细胞中 Hint2 基因

mRNA 水平显著升高，对照组（转染空载质粒）

RQ 值为 0.7268 ± 0.1433，实验组（转染 Hint2 过表

达质粒）RQ 值为 3.177 ± 0.2005，差异有统计学意

义（t = 9.219，P = 0.0003），见图 5。
2.5 质粒转染细胞后 Hint2 蛋白表达变化  使用化学

发光扫描仪自带软件对电泳条带进行灰度分析，以

细胞中 Hint2 蛋白与 GAPDH 蛋白灰度值的比值作

为衡量蛋白相对表达水平的标准。结果显示对照组

细胞与实验组细胞 Hint2 蛋白的相对表达水平分别

为 0.51 ± 0.07 和 1.12 ± 0.09，差异有统计学意义（t = 
6.75，P = 0.021），见图 6。
2.6 Hint2 蛋白与线粒体共定位  使用带绿色荧光的

MitoTracker 对细胞线粒体进行染色，同时使用红色

荧光对 Hint2 蛋白进行染色，染色后发现红色荧光

与绿色荧光重合，说明质粒表达的蛋白定位于线粒

体发挥作用，见图 7。
2.7 划痕愈合实验检测 Hint2 基因过表达对肝癌细胞

BEL-7402 迁移的影响  转染 Hint2 过表达质粒的细胞

在 24 小时后细胞迁移距离为（161.4 ± 21.79）μm，

显著低于对照组的（300.8 ± 22.11）μm，差异有统

计学意义（t = 4.492，P = 0.002），表明 BEL-7402
细胞的迁移能力与 Hint2 表达量呈负相关，见图 8。
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图 6  Western blot 检测细胞 Hint2 蛋白表达
注：A 为 Western blot 实验结果，对照组转染空载质粒，实验组转染 Hint2 过表达质粒；B 为 Western blot 统计结果，实验组 Hint2 蛋

白表达量显著上调（t = 6.75，P = 0.021）

图 7  免疫荧光对线粒体和 Hint2 蛋白的共定位

图 8  BEL-7402 细胞划痕实验
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3 讨论

Hint蛋白家族即组氨酸三联蛋白家族，所有

Hint家族成员都具有His-X-His-X-His-XX的相似序

列[10]，这一序列经修饰后形成蛋白质与核酸结合、

水解和转移的结合位点[11]。若三联体中央组氨酸残

基突变会使蛋白自动酶解失活。Hint2蛋白是Hint蛋
白家族中的重要一员，是包含163个氨基酸残基的

蛋白质，分子量约为17 kD[12]。有文献报道Hint2与
Hint1有61%序列同源，与Hint3有28%序列同源[13]。

Hint2蛋白在脑、肝脏和胰腺等细胞中均有表达[14]，

但在肝脏中表达量最高[15]，而且主要定位在细胞线

粒体内膜上发挥作用[16]。近年研究显示Hint2可抑制

肿瘤增殖，下调Hint2表达量可增强肿瘤细胞的增

殖和迁移能力[17]。Hint2可通过线粒体途径诱发肿瘤

细胞凋亡来抑制肿瘤的增殖，并在控制肿瘤迁移过

程中发挥重要作用[18-20]。

本实验采用PubMed所提供的Hint2基因序列设

计引物，经PCR扩增后采用EcoRⅠ和BamHⅠ双酶

切将目的基因序列插入pcDNA3.1质粒中，构建了

Hint2过表达质粒，将质粒转入DH5α感受态细胞进

行阳性筛选和扩增，提取质粒后进行测序，结果

显示Hint2基因插入pcDNA3.1质粒中，质粒构建成

功。转染BEL-7402人肝癌细胞后对细胞mRNA和

蛋白表达水平进行检测，发现实验组与对照组相比

Hint2表达量显著升高，共定位结果显示质粒表达

的蛋白质最终定位于线粒体发挥作用。划痕愈合实

验表明过表达Hint2的BEL-7402细胞与对照组细胞

相比迁移速率显著减慢。

本研究表明，构建的Hint2过表达质粒可上调

BEL-7402细胞Hint2蛋白表达量，过表达的Hint2蛋
白定位于细胞线粒体发挥作用，使肿瘤细胞的迁移

能力受到限制。本研究结果为深入探讨Hint2过表

达并影响肿瘤细胞代谢的分子机制奠定了基础，并

为肝肿瘤的基因治疗提供了新思路。
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