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HMBA诱导人肝癌 SMMC-7721 细胞分化过程中

Nucleophosmin 的表达与定位变化

李祺福
*
,  唐  剑,  刘庆榕,  石松林,  陈祥峰,  宋建晔

(厦门大学生命科学学院细胞生物学研究室, 细胞生物学和肿瘤细胞工程教育部重点实验室,厦门  361005,福建)

摘要  通过选择性抽提经环六亚甲基双乙酰胺( hexamethylene bisacetamide, HMBA)诱导处理前后的
人肝癌SMMC-7721细胞核基质,并运用亚细胞蛋白质组学等分析技术,研究nucleophosmin ( NPM)在

核基质上的表达和定位变化, 及其与相关基因产物的共定位关系,观察研究了nucleophosmin在诱导

分化前后人肝癌 SMMC-7721细胞核基质中的存在、分布及其与相关基因产物的共定位关系.双向

凝胶电泳和质谱鉴定结果显示, nucleophosmin 存在于 SMMC-7721细胞核基质蛋白组分中,在 HMBA

处理后细胞核基质中表达下调.蛋白质印迹杂交实验结果确证了 nucleophosmin 在核基质中的存在

及其在诱导处理后细胞核基质中表达下调的变化.免疫荧光显微镜观察显示, nucleophosmin 定位在

SMMC-7721细胞核基质上,经 HMBA处理后出现分布位置与表达水平的变化. 激光扫描共聚焦显

微镜观察结果显示, SMMC-7721 细胞中, nucleophosmin与 c- fos、c-myc、rb、p53 等基因产物具有共定

位关系,但在诱导处理后细胞内的共定位区域发生了改变.研究结果证实, nucleophosmin 是一种核

基质蛋白, 定位于核基质纤维上, nucleophosmin 在人肝癌 SMMC-7721 细胞诱导分化过程中的表达

分布,及其与相关癌基因、抑癌基因产物的关系对 SMMC-7721 细胞分化具有重要影响.
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Expression and Localization of Nucleophosmin During HMBA-induced

Differentiation in Human Hepatocarcinoma SMMC-7721 Cells

LI Q-i Fu
*
, TANG Jian,LIU Qing-Rong, SHI Song-Lin, CHEN Xiang-Feng, SONG Jian-Ye

( Key Laboratory of EducationMinistry for Cell Biology and Tumor Cell Engineering , School of Lif e Sciences ,

Xiamen University , Xiamen  361005, Fujian , China)

Abstract  To explore the existence and distribut ion of nucleophosmin in the nuclear matrix and its co-
localization with the other related gene products following HMBA treatment in the human hepatocarcinoma

SMMC-7721 cells, the nuclear matrix of SMMC-7721 cells was extracted prePpost HMBA induced

differentiation. 2D PAGE proteomics analyses showed that nucleophosmin existed in the fractions of nuclear

matrix proteins and was down-regulated after HMBA treatment with further confirmation by Western blot

analysis. The immunofluorescence observat ion revealed that nucleophosmin located in the nuclear matrix, HMBA

treatment altered its expression level and distribution profile. The co- localizat ion of nucleophosmin with cancer-

related genes and the products of oncogenes or tumor repression genes, including c- fos, c-myc, p53 and Rb,

using laser scanning confocal microscopy, were evaluated, and substantial differences were observed following

HMBA treatment. The results implies that nucleophosmin, as a nuclear matrix protein, the level of its expression
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and the colocalization with cancer-related gene products may play an important role during the different iation of

SMMC-7721 cell.

Key words  nucleophosmin; nuclear matrix; hepatocarcinoma cell; cell differentiation

  Nucleophosmin(又称 NPM、B23、numatrin、NO38)

是主要的核仁磷酸化蛋白. NPM 具有多方面功能,

不仅与 RNA装配与合成、染色体复制、调节抑癌基

因 p53 和 p14的活性、作为分子伴侣防止蛋白集聚

等过程密切相关,而且参与监控核仁活性及细胞增

殖,因而,在细胞增殖和生长中发挥重要作用
[ 1~ 3]

.

目前,有关 NPM 与细胞分化的关系及其在细胞内的

定位与核转运的机制问题尚不是很清楚.研究表明,

NPM 可能是一种潜在的癌基因,在肝癌、胃癌、前列

腺癌等多种肿瘤细胞中存在高表达的现象, 并在肿

瘤细胞分化过程中呈表达下调趋势
[ 4, 5]
, 这与有关

NPM 在某些细胞内的高表达引发肿瘤抑制功能的

报道相矛盾,NPM与癌细胞恶性表型逆转的关系问

题尚待进一步研究. 此外,前人研究显示, NPM 存在

于人肝癌及前列腺癌细胞核基质组分中, 并作为一

种核质穿梭蛋白在维持细胞核稳定性及基因表达调

控方面起重要作用
[ 6, 7]
.我们以前对人成骨肉瘤 MG-

63细胞的研究中发现, NPM 存在于核基质组分中,

并随着肿瘤细胞分化而出现表达量的改变, 提示其

是一种核基质蛋白,并与肿瘤细胞增殖分化过程密

切相关. 为此, 本文应用 HMBA 诱导处理人肝癌

SMMC-7721细胞, 对NPM在人肝癌 SMMC-7721细胞

核基质中的存在、定位及其表达变化, 以及 NPM 与

SMMC-7721细胞相关癌基因、抑癌基因的相互关系

做进一步研究, 从而为揭示 NPM 在肿瘤细胞增殖分

化过程中的调节作用, 以及阐明细胞癌变与逆转机

理问题提供进一步的科学依据.

1  材料与方法

111  材料

人肝癌 SMMC-7721 细胞购自中科院上海生命

科学研究院细胞库, 小鼠抗人 NPM 抗体购自

NeoMarkers 公司, 山羊抗兔 IgG-FITC、山羊抗鼠

CY3、兔抗人 P53抗体、兔抗人 Rb 抗体购自武汉博

士德生物公司, 兔抗人 c-Myc 抗体和兔抗人 c-Fos

抗体购自北京中杉生物公司, RPMI-1640 培养基为

GIBCO公司产品,新生牛血清为杭州四季青生物工

程材料有限公司产品, 环六亚甲基双乙酰胺

( hexamethylene bisacetamide, HMBA)购自 Sigma 公司.

112  细胞培养与诱导分化处理

人肝癌 SMMC-7721细胞培养于 RPM-I 1640 培养

液中(内含 15% 热灭活小牛血清、100 UPml青霉素、
100 LgPml链霉素、50 LgPml卡那霉素, pH 712) ,于 37 e
培养.取对数生长期细胞消化传代.细胞传代培养至

24 h后,诱导处理组细胞更换含 5 mmolPL HMBA的培
养液,细胞每2~ 3 d换液 1次,连续培养后备用.

113  细胞的选择性抽提及光镜样品制备
细胞的选择性抽提同文献[ 8] .经选择性抽提的

盖玻片培养细胞用 2% 戊二醛(无酶消化液配)于

4 e 预固定 30min, 011 molPL PBS( pH 714) 漂洗后,
于 012% 考马斯亮蓝染液中染色 20 min, 蒸馏水漂

洗,晾干,二甲苯透明, 中性树脂封片, Olympus BH-2

型显微镜下观察拍照.

114  选择性抽提核基质蛋白

依据细胞核基质蛋白的常规制备方法
[ 9]
并加以

优化, SMMC-7721细胞用 PBS洗2次后,加入含 015%
Triton X-100的细胞骨架提取液Ñ ( CSK100, 10 mmolPL
PIPES, pH 618, 300 mmolPL蔗糖, 100 mmolPL NaCl, 3
mmolPL MgCl2 , 1 mmolPL EGTA, 1 mmolPL PMSF) , 0 e

放置 10 min,离心,去上清,加入含 015% Triton X-100

细胞骨架提取液Ò ( CSK50, 10 mmolPL PIPES, pH 618,
300 mmolPL 蔗糖, 50 mmolPL NaCl, 3 mmolPL MgCl2 , 1

mmolPL EGTA ,1 mmolPL PMSF) ,洗涤 2次, 离心,去除

上清液.然后加入以 CSK50 配制的含 300 UPml DNase
I的消化液室温消化 30 min, 最后逐滴加入 1 molPL
(NH4 ) 2SO4至终浓度为 0125 molPL,室温15 min,离心,

去上清,剩余不溶性沉淀物即为核基质蛋白成分,于

- 80 e 贮存备用.

115  双向电泳与图像分析

常规方法进行双向电泳, 以质谱兼容的硝酸银

染色法染色,对 3个重复实验组凝胶图像蛋白点的

检测、匹配、定量、标准化及统计学分析均通过凝胶

图像分析软件 PDQuest 810( Bio-Rad公司)进行. 蛋
白点的光密度值进行了标准量化, 相对密度变化超

过 2倍的点定义为差异表达的蛋白点.

116  核基质蛋白的质谱鉴定

挖取差异表达的蛋白点, 经漂洗、脱色、DTT 还

原、烷基化、干燥、胶内酶解、肽段抽提等步骤后,通

过 ReFlexTM Ó 型 MALDI-TOF 质谱仪( Bruke 公司)

获取酶解蛋白的肽指纹 ( PMF) 数据.数据经分析软
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件 flexAnalysis 进行处理, 消除误差与污染峰. 最后

在 MASCOT ( www. matrixscience. com)蛋白质组数据

库中进行查询鉴定.

117  蛋白质印迹杂交(Western印迹)

取适量核基质蛋白样品进行常规 SDS-PAGE. 电

泳结束后, 以半干法将条带转移到 PVDF 膜

(Millipore)上. 丽春红染色检测电转效果, 漂洗, 干

燥. PVDF 膜以 5% BSA室温孵育 115 h.加入 NPM

( 1B2 000) 抗体稀释液,室温孵育 2 h.漂洗后加入辣

根过氧化物酶(HRP)标记的二抗, 室温孵育 1 h. 漂

洗后以ECL 化学发光检测试剂盒检测, X光片图像

扫描并保存.以 5% BSA代替一抗作为阴性对照. 实

验中以在诱导分化处理前后核基质中稳定表达的 B

肌动蛋白作为内参衡量上样量差异.

118  Nucleophosmin 的免疫荧光显微镜观察

SMMC-7721细胞和经 5 mmolPL 的 HMBA 处理

5 d的细胞接种到玻片上,继续培养 2~ 3 d后取出,

以 PBS洗涤 2次, 5 minP次,选择性抽提核基质-中间
纤维系统(具体步骤参照 113) , PBS 中洗涤, 4% 多
聚甲醛中固定 10 min, PBS 漂洗, 5% BSA 室温封闭

1 h.分别滴加 1 000倍稀释的 NPM 抗体 30 Ll, 室温

孵育 30 min,移入 4 e 冰箱中孵育过夜, 漂洗.滴加

Cy3标记的二抗稀释液,避光, 37 e 孵育 30 min, 漂

洗, 抗荧光淬灭剂 ( Beyotime公司产品) 封片.以 5%

BSA 代替 NPM 抗体进行免疫荧光染色,作为阴性对

照.荧光显微镜下观察拍照.

119  激光共聚焦显微镜样品的制备与观察

SMMC-7721细胞和经 5 mmolPL HMBA 处理 5 d

的细胞接种到玻片上,继续培养 2~ 3 d 后, 取出长

有细胞的玻片, 以 PBS洗涤 2次,每次 5 min, 透膜,

4% 多聚甲醛中固定, 5% BSA 室温封闭 1 h, 以 5 %

BSA配制一抗作用液( NPM 稀释1 000倍, P53、Rb、c-

Myc和 c-Fos各稀释 200 倍) . 设制共定位抗体组合:

NPMPc-Fos、NPMPc-Myc、NPMPRb、NPMPP53 等. 各加
40 Ll 相应一抗稀释液至玻片上, 室温孵育 30 min, 4

e 孵育过夜, 漂洗.配制相应组合的二抗稀释液, 各

取 30 Ll 加到玻片上,室温孵育 30 min, 4 e 孵育 3

h,避光,漂洗.抗荧光淬灭剂封片. TCS-SP2 MP 型激

光共聚焦显微镜下观察拍照.

2  结果

211  双向凝胶电泳结果与图像分析
人肝癌 SMMC-7721 细胞与 HMBA 处理后细胞

提取的核基质蛋白双向电泳均重复 3 次以上, 以至

少 2 次的电泳图谱为基础, 采用 Bio-Rad 公司的

PDQuest 810版本凝胶图像分析软件对采集到的双
向电泳图像进行定量分析. Fig11-A 中的 C 20 和 H

20分别为处理前后鉴定为 NPM蛋白点. Fig11-B 为
NPM 蛋白点局部放大图像. Fig11-C 为 NPM 蛋白点

在处理前后细胞核基质上表达量差异的相对水平.

分析结果显示,HMBA 诱导处理后 NPM相对表达量

从6 800下降为2 700,处理前是处理后的215倍.
212  MALDI-TOF-MS质谱鉴定

对差异表达的蛋白点进行 MALDI-TOF-MS 质谱

分析,将获得的肽指纹图谱输入数据库进行肽段匹

配检验,其中编号为 C 20 的蛋白点经查询后,鉴定

为 NPM 蛋白,相关结果见 Table 1.

213  蛋白质印迹杂交验证结果
应用抗 NPM 的抗体对经 SDS-PAGE 并转膜的

样品进行免疫检测, 应用化学发光法 ( ECL)进行显

色后在分子量 38 kD 附近得到 1条单一蛋白条带.

SMMC-7721 组的条带较粗而深, HMBA 处理组的条

带相对较浅而细, 显示经 HMBA 诱导处理后, NPM

表达量明显降低 ( Fig. 2) ,阴性对照组未检测到蛋白

条带.内参 B-Actin( 42 kD) 显示对照与处理组的上

样量无显著差异.

214  Nucleophosmin 在 SMMC-7721 细胞核基质-中

间纤维系统上的定位和表达

光镜显示,经选择性抽提后细胞保留下一个遍

布原有细胞部位、呈相互交织的纤维网络,细胞质区

域中可见密集细长的中间纤维由核纤层上呈放射状

发出,终止于远端的细胞边缘处,两类纤维通过核纤

层相连接, 形成统一的核基质-核纤层-中间纤维

( NM-L-IF)系统. SMMC-7721细胞中, 细胞质靠近核

纤层周围的纤维染色较深, 中间纤维较为致密, 而在

细胞质边缘较稀少, 分布不均匀; 在 HMBA 处理组

细胞中, 细胞染色较浅, 纤维分布较为均匀、铺展

( Fig13A, Fig13B) .
NPM 抗体免疫荧光标记观察经 HMBA 处理前

后 SMMC-7721 细胞选择性抽提的样品, 观察结果显

示 SMMC-7721 细胞核基质-中间纤维系统中标记

NPM的红色荧光较强,主要分布在细胞核区域尤其

是残余核仁中,其中残余核仁荧光较强,核基质与核

纤层区域荧光较微弱( Fig13C) ; 经 HMBA 处理后细

胞的核基质-中间纤维系统,NPM 在细胞核基质中的

分布发生了明显变化, 细胞核区域内的荧光强度整

体减弱, 且荧光有从残余核仁向核内基质和核纤层

扩散的趋势(Fig13D) ,阴性对照组未观察到荧光.
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Fig. 1 2-D PAGE gels of nuclear matrix proteins from SMMC-7721 cells ( silver staining)

(A) 2-D PAGE gels of nuclear matrix proteins from SMMC-7721 cells before and after HMBA treatment ;

( B) Enlarged maps of changed expression of NPM from SMMC-7721 cells; ( C) Relat ive expression level of NPM in nuclear matrix

Table 1  Proteins identified by using MASCOT database ( www. matrixscience. com)
Spot No. NCBInr entry Protein name M rPpI Sequence coverage Score Biological function

No120 gi83641870
Nucleophosmin1

isoform 3
28 497P41 56 23% 69

Also known as NPM, numatrin,

No38, B23 protein

gi40353734
Nucleophosmin1

isoform 2
29 617P41 47 23% 65

A major nucleolus phosphoprotein,

a component of NM

Fig. 2  Western blotting of NPM in nuclear matrix of

SMMC-7721 cell

Nuclear matrix proteins were obtained by extraction as described in 1. 4.

1: SMMC-7721 cells; 2: HMBA-treated cells; M: Marker; B-Actin:

loading control

215  Nucleophosmin 与癌基因 c-fos、c-myc、mtp 53

以及抑癌基因 rb 表达产物在细胞内的共定位关系

用 NPM 抗体分别和 c-Fos、c-Myc、P53 以及 Rb

等的特异性抗体配对组合,对 SMMC-7721细胞进行

双重免疫荧光染色, NPM 抗体以红色荧光染料 Cy3

标记,其它抗体以绿色荧光染料 FITC 标记,激光扫

描共聚焦显微镜观察 NPM 及相应基因产物的定位

关系及其变化,两者共定位部位叠加后为黄色或橙

黄色( Fig14) .
21511  NPM 和 c-Fos 在人肝癌 SMMC-7721 细胞内

的共定位关系  双重免疫荧光标记结果显示,对照

组 SMMC-7721细胞中, 代表 NPM 的红色荧光主要

分布于核仁与核质区域,核仁部位荧光尤其强烈,细
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Fig. 3 Light microscope( LM) or fluorescent microscope observation of the nuclear matrix- intemediate filament system of

SMMC-7721 cells
Cells were select ive extrated. ( A) LM observat ion of NM-IF system in SMMC-7721 cells ( Coomassie brilliant blue staining, 400@ ) . ( B ) LM

observat ion of NM- IF system in SMMC-7721 cells after treatment with HMBA ( Coomassie brilliant blue staining, 400@ ) . ( C) Immunofluorescence
staining of NPM in the nuclear matrix- intermediate filament system of SMMC-7721 cells ( 200@ ) . ( D) Immunof luorescence staining of NPM in the
nuclear matrix-intermediate f ilament system of SMMC-7721 cells after HMBA treatment ( 200@ )

Fig. 4 SCM observation of the co-localization of NPM and c- Fos, c-Myc, P53 and Rb SMMC-7721 cells and HMBA-

treated cells were extracted with Triton X-100 buffer
( 1 ) 6) Expression of NPM and c-Fos in SMMC-7721 cells (100@ ) ; ( 7 ) 12) Expression of NPM and c-Myc in SMMC-7721 cells ( 100@ ) ;
( 13 ) 18) Expression of NPM and mtP53 in SMMC-7721 cells ( 100@ ) ; ( 19 ) 24) Expression of NPM and Rb in SMMC-7721 cells (100@ )
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胞质内荧光极弱; 代表 c-Fos 的绿色荧光在整个细

胞区域内均有分布,细胞核内荧光较强并且相当密

集,核仁区域荧光密集成簇, 细胞质荧光分布较均

匀, 呈发散状分布, 直至细胞边缘. 叠加荧光显示,

NPM 和 c-Fos 在细胞核内尤其是核仁的中心区域有

较强的共定位关系; 而在 HMBA 处理后的 SMMC-

7721细胞中,红色荧光整体减弱, 主要分布于核仁,

核质与核纤层中亦能见少量荧光; c-Fos 的荧光强度

也有所减弱,主要位于核仁及核仁四周,细胞质区域

内荧光强度较弱,呈弥散状分布,叠加荧光显示两种

蛋白在细胞核仁及核膜区域存在共定位关系( Fig14
( 1~ 6) ) .

21512  NPM 和 c-Myc 在人肝癌 SMMC-7721细胞内

的共定位关系  结果显示,对照组 SMMC-7721 细胞

中,红色荧光主要分布于核仁与核质区域, 荧光较

强,绿色荧光主要分布在细胞核内,核仁区域荧光强

度较高,细胞质靠近细胞核的区域中有少量荧光呈

弥散状分布,叠加荧光显示 NPM 和 c-Myc 在细胞核

内有共定位,核仁的中心区域最明显,核仁四周叠加

荧光相对较弱, 核质中的共定位较弱; 经 HMBA 处

理后的细胞中, 红色荧光整体减弱, 主要分布于核

仁,核质与核纤层中有少量荧光,绿色荧光强度整体

较弱,主要集中在核仁及核质区域中,细胞质中荧光

极弱, 偶尔可见呈散点状的荧光分布. 叠加荧光显

示, c-Myc 和 NPM 在细胞核仁的中心区域存在共定

位关系,核质中出现大量呈散点状的黄色和橙黄色

的荧光,提示两者的共定位有由核仁向核质扩散的

趋势(Fig14( 7~ 12) ) .
21513  NPM 和 mtP53 在人肝癌 SMMC-7721细胞内

的共定位关系  野生型 P53 蛋白的半衰期极短(仅

约 6 min) ,本研究免疫细胞化学方法检测到的 P53

蛋白主要是相对稳定的突变型 P53产物.激光共聚

焦显微镜观察结果显示, 对照组 SMMC-7721 细胞

中,代表 NPM 的红色荧光主要分布于核仁与核质区

域,荧光强度高,绿色荧光在整个细胞区域内强度均

较高,核区域荧光强烈, 密集成簇,细胞质中荧光相

对较弱,呈弥散状分布, 直至细胞边缘, 叠加荧光显

示 NPM 和 mtP53 主要在核仁及靠近核仁的核质区

域内有共定位关系, 核周稍弱;经诱导分化处理后的

细胞中,红色及绿色荧光强度均整体减弱,红色荧光

主要分布于核仁,核质与核纤层中有少量荧光,细胞

核区域内的绿色荧光呈块状分布,细胞质中绿色荧

光极弱,偶尔可见散点状的荧光分布,两种颜色荧光

叠加后显示, NPM 与 mtP53 在核仁中心及核质中靠

近核膜的区域存在共定位关系, 显示两者的共定位

有由核质向核周转移的趋势( Fig14( 13~ 18) ) .
21514  NPM 和 Rb 在人肝癌 SMMC-7721 细胞内的

共定位关系  激光共聚焦显微镜观察结果显示, 对

照组 SMMC-7721细胞内,绿色荧光主要定位于细胞

核内,核仁区域荧光较强, 分布不均匀, 细胞质荧光

稍弱,叠加荧光显示, NPM 和 Rb主要在核仁及核质

内的大部分区域均有相同的定位; 而经 HMBA 诱导

分化处理后,红色荧光整体减弱,主要分布于核仁及

核质,绿色荧光整体增强, 主要聚集在核质及核仁

中,细胞质中绿色荧光相对减弱, 叠加荧光显示 Rb

和 NPM 在核仁处存在共定位关系,两者共定位关系

有由核质向核仁转移的趋势( Fig14( 19~ 24) ) .

3  讨论

311  Nucleophosmin 在核基质上的定位及其在

SMMC-7721细胞分化过程中的表达变化

NPM 作为一种重要的核仁磷酸化蛋白, 不仅参

与了核糖体、中心体以及组蛋白的组装、rRNA 前体

的加工等重要生命活动,同时,其亚细胞定位的改变

与细胞的增殖分化与癌变密切相关. 前人研究表明,

NPM 位于核仁的颗粒区,在其它亚细胞组分中较少

分布,且其定位受细胞周期及一些细胞毒药物的影

响,有关它在核基质上的定位尚不明确.仅有研究显

示,NPM 存在于人肝癌及前列腺癌细胞核基质组分

中
[ 6, 7]
,本文双向电泳及蛋白质印迹杂交实验均证

实,人肝癌 SMMC-7721 细胞核基质蛋白组分中存在

NPM 的表达, 免疫荧光显微镜观察结果显示, NPM

定位于 SMMC-7721细胞核基质上, 分布于核基质和

残余核仁中,在经 HMBA 诱导处理后细胞核基质中

则出现 NPM 从残余核仁向核基质边缘区域和核纤

层扩散的分布位置变化.有关 NPM 在诱导分化前后

的肿瘤细胞核基质上的定位变化目前仍未见报道,

仅有研究称肝细胞再生过程中, NPM 在细胞内的定

位发生了由核仁向核质、核膜及细胞质转移的改变,

因此本文研究结果进一步证实了 NPM 是一种核基

质蛋白,定位于核基质上.

NPM在细胞增殖和生长中发挥重要作用
[ 1~ 3]

.

并在多种肿瘤细胞中存在高表达现象
[ 10]
, 与细胞癌

变具有密切关系.本文双向电泳结果显示, NPM 在

人肝癌 SMMC-7721 细胞核基质蛋白组分中表达水

平较高,而经 HMBA 处理后细胞中其表达水平显著

降低. 蛋白质印迹杂交结果进一步证实了 NPM 在

HMBA诱导后细胞核基质蛋白组分中表达明显下
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调,免疫荧光染色结果同样显示经 HMBA 处理后细

胞核基质-中间纤维系统中 NPM 表达明显减弱. 充

分表明了 NPM 在 HMBA 诱导人肝癌 SMMC-7721 细

胞分化过程中呈现表达下调的变化.前人曾有过人

骨髓白血病 K562 细胞分化过程中出现 NPM 表达

下调的报道
[ 5]
,而我们在对人成骨肉瘤 MG-63 细胞

核基质蛋白的研究中,已发现 NPM 存在于核基质组

分中,并在 MG-63细胞核基质蛋白的研究中出现表

达下调的变化(待发表资料) . 本文有关人肝癌细胞

核基质中 NPM 表达的研究,进一步肯定了 NPM 表

达的变化, 证实 NPM 参与肿瘤细胞增殖与分化的

调控.

312  Nucleophosmin 与相关癌基因、抑癌基因表达

产物的共定位关系及其在 SMMC-7721 细胞分化过

程中的变化

NPM 不仅参与维持细胞核、核仁及染色体的稳

定,并与核糖体的装配、转运、DNA 合成等一系列重

要过程密切相关
[ 1~ 3]

, NPM 参与肿瘤细胞诱导分化

的调控涉及复杂的机制和途径.本文研究结果显示,

NPM 和 c-Fos、c-Myc、mtP53、Rb 在人肝癌 SMMC-

7721细胞核区域内尤其是核仁位置有共定位关系;

而在诱导分化后的细胞中, NPM 和 c-Fos、c-Myc、

mtP53 表达降低, Rb 表达升高. 其中, NPM 与 c-Fos

的共定位区域主要位于核仁及核膜区域, NPM 与 c-

Myc的共定位区域有从核仁向核质中扩散的趋势,

NPM 与 mtP53 在核仁中心及核质中靠近核膜的区

域存在共定位关系, 并有由核质向核周转移的趋势,

Rb 和 NPM 的共定位关系则发生了由核质向核仁转

移的趋势. 前人研究表明, 在维甲酸( RA)诱导人白

血病细胞分化过程中, c-myc介导的 NPM 的表达呈

转录下调趋势
[ 11]
,人类的 NPM 基因座上具有 c-Myc

的结合位点, c-myc 基因表达的上调可提高 NPM 的

转录水平
[ 12]
. NPM 的 C 端结构域与 P53的2个结构

域相互作用, 表明它们可以直接结合, NPM 与 P53

结合并调节 P53 蛋白的稳定性和转录活性, NPM 还

涉及到 ARF-p53 肿瘤抑制途径的调控
[13~ 15]

. 此外,

NPM 能与磷酸化的 ppRB 相结合而影响 E2F1 介导

的转录
[ 16]
. 因此, 本文结果证实了 SMMC-7721 细胞

分化过程中 NPM 的表达与定位变化与 c-Fos、c-

Myc、P53 以及 Rb 表达变化具有一定关系, NPM 的

表达及其定位的改变对人肝癌 SMMC-7721 细胞的

增殖分化具有重要影响, 并可能通过与以上相关癌

基因或抑癌基因产物的相互作用而参与细胞分化的

调控.

综上所述,核基质蛋白 NPM 作为一种重要的细

胞增殖分化调控因子, 其细胞定位及表达水平的改

变在人肝癌 SMMC-7721 细胞分化和恶性表型逆转

过程中发挥重要作用. NPM 可能是 HMBA 作用的靶

向性蛋白,并通过与癌基因、抑癌基因的协同作用,

共同调控细胞的增殖分化. 进一步研究 NPM 在核基

质上的功能,对于揭示细胞增殖分化、癌变与逆转的

机理具有重要意义.
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