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　　［摘要］　背景与目的：钠钙交换体亚型1(Na+-Ca2+ exchanger isoform 1，NCX1)可通过对细胞Ca2+平衡的

调节参与癌症的发生，但是否参与肝癌的发生、发展及其作用机制的研究鲜见报道。该研究旨在探讨NCX1在

肝癌中的表达变化，对人肝癌细胞HepG2增殖、迁移能力的影响及其可能的机制。方法：运用实时荧光定量聚

合酶链反应(real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)和蛋白［质］印迹法(Western 

blot)检测NCX1 mRNA及蛋白在人正常肝细胞株LO2、肝癌细胞株HepG2、人正常肝组织和原发性肝细胞癌患

者癌组织中的表达。采用共聚焦显微镜技术观察NCX1在细胞外无钠溶液刺激活化后，对正常肝细胞LO2及肝

癌细胞HepG2中钙离子浓度的调控。采用MTT法、细胞划痕实验检测NCXl特异性的阻断剂KB-R7943对人肝癌

细胞HepG2增殖、迁移的影响。结果：在肝癌细胞株HepG2和肝细胞癌组织中，NCX1 mRNA和蛋白质的表达

均高于正常肝细胞株LO2和正常肝组织(P<0.05)。共聚焦显微镜实验发现，细胞外无钠溶液可以激活细胞内钙

升高，正常肝细胞LO2及肝癌细胞HepG2细胞内钙离子浓度均增高，但肝癌细胞HepG2细胞内钙离子增高的幅

值明显高于LO2细胞(P<0.05)，NCXl特异性阻断剂KB-R7943可以显著阻断胞外无钠诱导的细胞内钙离子升高

(P<0.05)。KB-R7943可以显著抑制肝癌细胞HepG2的增殖及迁移(P<0.05)。结论：原发性肝癌中NCX1的表达量

上调，NCX1的活化可以调节细胞内钙变化，抑制NCX1的活性可以进一步抑制肝癌细胞的增殖和迁移。这提示

NCX1可能在原发性肝癌的发生、发展中起了重要的作用。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Previous studies have suggested Na+-Ca2+ exchanger isoform 1 (NCX1) 

as a key component of calcium homeostasis was involved in the tumorigenesis. However, the role of NCX1 and calcium 

signal in tumorigenesis of hepatocellular carcinoma (HCC) has not been explored. This study aimed to investigate the effect 

of NCX1 on cell proliferation and migration of HCC HepG2 cells in vitro and the possible mechanism. Methods: Both 

the real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) and Western blot were applied to assess 

the expression of NCX1 mRNA and protein in normal hepatic cells (LO2), HCC cell line (HepG2), human normal hepatic 

tissues and hepatocellular carcinoma tissues. The change of intracellular calcium signal in LO2 and HepG2 cells via acti-

vated NCX1 channel in the presence or absence of Na+ was examined by a confocal laser scanning microscope. The effects 

of NCX1 special inhibitor KB-R7943 on cell proliferation and migration of HepG2 cells were measured by MTT and cell 
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scratch test. Results: Both mRNA and protein expression of NCX1 were higher in HCC tissues and cell line HepG2 than 

in the normal tissues and cell line LO2 (P<0.05). The activation of NCX1 channel induced a slight rise in cytoplasmic Ca2+ 

concentration ([Ca2+]cyt) in normal cells, but caused a marked increase in cancer cells. And the NCX1 activation induced 

intracellular calcium increase was significantly reversed by NCX1 inhibitor KB-R7943 (P<0.05). Both NCX1-mediated 

proliferation and migration of HepG2 were also significantly attenuated by the KB-R7943 (P<0.05). Conclusion: NCX1 is 

up-regulated in HCC cells and tissues. The activation of NCX1 mediates intracellular calcium homeostasis. The inhibition 

of NCX1 activity can suppress the proliferation and migration of HepG2 cells. It is suggested that NCX1 may be involved in 

the development and progression of HCC.

  　［Key words］ Na+-Ca2+ exchanger isoform 1; Calcium; Hepatocellular carcinoma; Proliferation; Migration; KB-

R7943

　　肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一。多年

来的临床研究表明，由于肝脏具有强大的代偿

能力，早期症状不明显，近80%的患者都是到

了中、晚期才能明确诊断，因此肝癌的高转移

性及高复发性成为肝癌患者术后5年生存率并

不理想的主要原因。为了改善肝癌的预后和治

疗，研究者一直致力于肝癌细胞恶性转化及防

止肝癌侵袭转移的分子生物学机制研究，近年

的研究显示，细胞内钙离子(Ca2+)平衡失调在恶

性肿瘤的发生、发展中发挥重要的作用［1］，并

有研究发现肝癌细胞中的Ca2+平衡遭到破坏，

其细胞质内Ca2+浓度是增加的［2］。由于细胞内

Ca2+平衡主要是通过膜相关蛋白如钙泵、钙离子

交换体和钙通道等共同来实现的，因此，上述

Ca2+调节蛋白在肿瘤领域的研究中已日益受到关

注。钠钙交换体亚型1(Na+-Ca2+ exchanger isoform 

1，NCX1)是细胞膜上广泛表达的一种膜蛋白，

可通过正向转运或者反向转运方式将Na1+和Ca2+

进行交换［3］，因此，是维持细胞内外Ca2+平衡

的重要蛋白之一。关于NCX1与肿瘤的关系，已

有研究发现其通过对Ca2+平衡的调节参与了乳

腺癌的发生、发展［4］，但针对NCX1与肝癌发

生、发展的研究，目前基本未涉及。本文首先

通过检测对比NCX1在正常肝组织和肝癌组织、

正常肝细胞和肝癌细胞的表达变化，继而进行

NCX1对肝癌细胞内Ca2+调控的功能观察，再进

一步通过使用NCX1特异性抑制剂处理，观察其

对肝癌细胞增殖、迁移的影响，旨在为临床肝

细胞癌的治疗寻找新的潜在药物作用靶点。

1　材料和方法

1.1　主要试剂 

　　NCX1单克隆抗体购自美国Millipore公司，

β-actin单克隆抗体和钙染料Frua-2/AM购自美国

Invitrogen公司，辣根过氧化物酶(HRP)标记山

羊抗小鼠二抗购自杭州联科生物技术股份有限

公司，细胞培养用DMEM高糖培养液购自美国

Gibco公司，青霉素-链霉素溶液、RIPA裂解液

和BCA蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生

物技术有限公司，实时荧光定量聚合酶链反应

(real-time fluorescent quantitative polymerase chain 

reaction，RTFQ-PCR)及PCR相关试剂购自宝生

物工程(大连)有限公司，NCX1特异性抑制剂

KB-R7943购自美国Sigma公司，MTT试剂盒购

自南京凯基生物科技发展有限公司。

1.2　组织来源

　　人正常肝组织来源于遵义医学院附属医院

因外伤切除的正常肝脏组织，人肝癌组织为

第三军医大学附属医院及遵义医学院附属医院

外科手术切除肝细胞性肝癌患者的癌组织。

正常组织及癌组织各20例，所有标本均经病理 

确诊。

1.3　方法

1.3.1　细胞培养

　　人肝癌细胞株HepG2以及正常肝细胞株LO2
购自中国科学院上海生命科学研究院生物化学

与细胞生物学研究所细胞库细胞资源中心，用

美国Gibco公司的改良型RPMI-1640培养基(内

含有10%胎牛血清、100 ug/L青霉素和100 ug/L
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链霉素)在37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱

中培养肝癌细胞HepG2和正常肝细胞株LO2，

用含0.02%EDTA的0.25%胰蛋白酶溶液消化并 

传代。

1.3.2　RTFQ-PCR检测NCX1的mRNA表达 

变化

　　取对数生长期的正常肝细胞株LO2及肝癌细

胞株HepG2，以及人正常肝组织及肝癌组织。

按照RNA试剂盒的操作方法提取细胞及组织总

RNA，最后将RNA原液用0.1%DEPC水稀释50

倍(即2 µL+98 µL 0.1%DEPC)，用全波段酶标仪

测定并记录吸光度(D)值D260 nm、D280 nm、D260 nm/ 

D 2 8 0  n m 值 ( 重 复 3 次 ) 。 样 本 中 总 R N A 浓 度 = 

D260 nm×40 µg/mL×50倍。(注：D260 nm值介于

0.15~0.1，D260 nm/D280 nm值介于1.8~2.2提示浓度及

纯度均可靠)。

　　引物的合成由宝生物工程(大连)有限公司合

成。NCX1(230 bp)上游引物序列：5’-TGTGCAT 

CTCAGCAATGTCA-3’，下游引物序列 ：5 ’- TT 

C C T C G A G C T C C A G A T G T T - 3 ’ 。 β - a c t i n 

(186 bp)上游引物序列：5’-TGGCACCCAG 

CACAATGAA-3’，下游引物序列：5’-CTAAG 

TCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3’。结果以2－ΔΔCt

值表示目的mRNA 的相对表达水平。实验重复 

3 次。

1.3.3　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测

NCX1蛋白表达水平

　　取对数生长期的正常肝细胞株LO2及肝癌

细胞株HepG2细胞，以及人正常肝组织及肝

癌组织，用RIPA裂解液取总蛋白，并定量为

100 μg，Western blot测量肝癌组织与正常肝细

胞中NCX1蛋白的含量，并同步检测内参β-actin
的蛋白量。Western blot操作步骤：将上述提

取的蛋白加入等量的2×上样缓冲液，100 ℃
煮沸5 min后上样，上样体积为20 μL，然后进

行电泳、转膜，用含5%脱脂奶粉的TBST室温

封闭1 h，然后在一抗稀释液(1%的BSA)按照

1∶500的比例加入NCX1抗体，4 ℃过夜，次日

用TBST洗膜3次，每次10 min，加入用TBST稀

释的二抗，在室温下作用1 h，洗膜3次，每次

10 min，加入ECL发光剂作用1 min后曝光。用

软件IPWin 60测量目的蛋白条带积分光密度值

(IOD)，其结果用目的条带IOD除以相应组的内

参条带IOD表示。实验重复3次。

1.3.4　共聚焦显微镜技术检测细胞内Ca2+变化

　　细胞爬片用0.25%的胰酶消化后，用10% 

RPMI-1640培养基制成密度2×104个的细胞悬

液，滴入24孔板中，预先在特殊的glass coverslip

载玻片上爬片，常规培养过夜。实验时用PSS 

(含140 mmol/L Na+、5 mmol/L K+、2 mmol/L 

Ca2+、147 mmol/L Cl+、10 mmol/L HEPES和

10 mmol/L葡萄糖，pH为7.4)液漂洗3次后，加

入终浓度为10 μmol/L Frua2/AM，室温避光

温育60 min，温育结束再用 PSS溶液漂洗3次 

(10 min/次)，在激光共聚焦显微镜下观察，激

发波长340 nm，发射波长510 nm处探测荧光

发射，数据采集间隔时间为10 s，扫描时间为

16 min，动态观察Frua2/AM所标Ca2+的荧光强度

的变化来表示细胞质内游离Ca2 +水平的变化。

　　具体实验分组(注：每次上机每个实验至少

重复3次)：

　　① 通过无钠PSS溶液激活细胞NCX1，观察

细胞内钙离子浓度的变化，记录比较正常肝细

胞及肝癌细胞NCX1活化后细胞内Ca2+荧光强度

的改变。

　　② 抑制剂验证NCX1具有调控正常肝细胞

及肝癌细胞内钙升高的作用：先用无钠PSS溶

液刺激出第一次上升峰，然后用含NCX1阻断剂

KB-R7943(10 μm/L)的有钠PSS溶液将升高的荧

光洗回基线，待基线稳定后再用含阻断剂KB-

R7943(10 μm/L)的无钠刺激，观察加入阻断剂前

后细胞内Ca2+的荧光强度的变化并采集数据。

1.3.5　MTT法检测肝癌细胞HepG2的增殖能力

　　处于对数生长期的细胞，0.25%胰蛋白酶消

化吹打成单细胞悬液，用含10％胎牛血清的培

养液调整细胞密度为2×104个/mL，接种于96孔

板中，200 μL/孔。细胞贴壁后去掉培养液，配

置终浓度为10、20和40 μmol/L的KB-R7943培养

基加入96孔板中，对照组用PBS替代，每个浓度

做6个复孔。连续温育48 h后每孔加MTT 20 μL 
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(5 mg/mL)，继续培养4 h，小心去除上清液，每

孔再加入DMSO 150 mL，终止反应，为使MTT还

原产物完全溶解，将96孔板放入恒温振荡器，

水平振荡10 min。用酶标仪于490 nm波长处测定

每孔D值，并用空白对照组的D值调零。 细胞生

长抑制率(IR) = (1-D实验组/D对照组) ×100%。若IR

为＋，说明药物对细胞增殖具有抑制作用；IR

为0，说明对细胞增殖无影响；IR为－，说明对

细胞增殖具有促进作用。实验重复3次。

1.3.6　细胞划痕法检测细胞迁移能力

　　将细胞密度为(5×104~10×104)个/mL的

HepG2细胞铺于48孔板内，每孔500 μL，加入

含10%胎牛血清的DMEM-改良型RPMI-1640培

养基，培养16~24 h后使细胞爬满孔板底部，

形成单层细胞。将这些细胞分为对照组和KB-

R7943组。用10 μL灭菌枪头在单层细胞上呈

“一”字划痕，用无菌PBS清洗3次，分别给予

终浓度为10、20和40 μmol/L的KB-R7943无血清

培养基温育细胞，对照组加入等量的PBS代替，

平行重复2个副孔，在倒置显微镜下拍照，每个

孔取3~5个视野。用图像分析仪测量24 h后划痕

两侧细胞间距离的变化，测量划痕宽度，比较

各组细胞间划痕的愈合情况。实验重复3 次。

1.4　统计学处理

　　采用SPSS 16.0和GraphPad Prism 5.0软件对

各实验结果进行统计学分析，各实验均独立重

复3次。结果数据以x±s表示，多组间均数比较

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

2　结　　果

2.1　NCX1 mRNA在不同细胞及组织中的表达

　　NCX1扩增产物凝胶电泳检查特异的目的

条带，长度为230 bp，β-actin长度为186 bp，

两目的条带与理论值相符。肝癌细胞HepG2

中 N C X 1  m R N A 表 达 显 著 高 于 正 常 肝 细 胞

LO2(P=0.023 1)，肝癌组织中NCX1 mRNA表达

显著高于正常肝组织(P=0.038 3，图1)。

图 1　采用RTFQ-PCR检测正常肝细胞、肝癌细胞、正常肝组织及肝癌组织中的NCX1mRNA的表达水平 

Fig. 1    The expression levels of NCX1 mRNA in different cells and tissues detected by RTFQ-PCR

A: Detection in cell lines; B: Detection in tissues; 1: NCX1 mRNA in LO2 cell lines; 2: NCX1 mRNA in HepG2 cell lines; 3: β-actin in LO2 
cell lines; 4: β-actin in HepG2 cell lines; 5: NCX1 mRNA in human normal hepatic tissues; 6: β-actin in human normal hepatic tissues; 7: NCX1 
mRNA in HCC tissues; 8: β-actin in HCC tissues; *: P<0.05, as compared with LO2 (n=3), #: P<0.05, as compared with HCC (n=20). M: Marker

2.2　正常肝细胞株LO2、肝癌细胞株HepG2及

正常肝组织、肝癌组织中NCX1蛋白的表达比较

　　与正常肝组织相比，肝癌组织中NCX1蛋

白表达明显增高(P=0.031 7)；同样，肝癌细胞

HepG2中NCX1的蛋白表达同样也高于正常肝细

胞LO2，提示病理情况下NCX1表达上调(图2，

P=0.039 0)。

2.3　共聚焦显微镜检测NCX1对正常肝细胞

株LO2和肝癌细胞株HepG2细胞内Ca2+的调控 

作用

　　通过无钠环境激活NCX1后正常肝细胞LO2

和肝癌细胞HepG2细胞内的Ca2+荧光值均瞬时

升高，并且HepG2细胞升高幅度较LO2细胞更

为明显，差异有统计学意义(P=0.015 8)。这提
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示NCX1在癌症中对细胞内钙的调控能力增强。

进一步为了反向验证NCX1对细胞内钙的调控能

力，我们用含有NCX1阻断剂KB-R7943的PSS溶

液将细胞内Ca2+洗脱回基线，并再次给予的含

有NCX1阻断剂的无钠PSS溶液刺激，发现KB-

R7943抑制了NCX1的功能后，LO2及HepG2细胞

内Ca2+荧光值升高幅度较前均明显下降，其上升

幅度仅为无阻断剂组的1/3左右，差异有统计学

意义(P均<0.05)。由此证明NCX1的确参与正常

肝细胞及肝癌细胞的内钙调控(图3)。

2.4　Western blot检测用PSS和KB-R7943处

理后，正常肝细胞株LO2和肝癌细胞株HepG2

细胞NCX1的表达变化

　　与PSS溶液处理组相比，KB-R7943处理

10 min后LO2细胞NCX1的蛋白表达无明显变化

(P=0.637 0)；同样，在肝癌细胞HepG2中NCX1

的蛋白表达相对于PSS处理组差异亦无统计学意

义(图4，P=0.787 1)，这一结果提示至少在此作

用时间点，NCX1抑制剂KB-R7943对细胞内钙

信号的抑制可能并不是因为影响了NCX1的蛋白

表达，而是通过阻断NCX1的功能来实现的。

2.5　NCX1特异性抑制剂KB-R7943对HepG2

细胞增殖的影响

　　MTT结果显示，加入不同浓度NCX1阻断

剂KB-R7943处理48 h后，均能不同程度地抑制

HepG2细胞生长，48 h后发现10 μmol/L处理组

细胞增殖能力低于对照组，差异有统计学意义

(P=0.028 4)，20 μmol/L处理组细胞增殖能力明显

低于对照组(P=0.011 8)，40 μmol/L处理组细胞增

殖能力被进一步抑制(P=0.002 6，图5)。

图 2　Western blot检测正常肝细胞株LO2、肝癌细胞株HepG2、正常肝组织、肝癌组织中NCX1蛋白的表达

Fig. 2    The expression levels of NCX1 protein in normal hepatic cells (LO2), HCC cell lines (HepG2), human normal hepatic tissues and 

hepatocellular carcinoma tissues were detected by Western blot, respectively

A: Western blot analysis; B: Data analysis by bar graph; *: P<0.05, as compared with LO2 (n=3), *: P<0.05, as compared with HCC (n=20) 

图 3　共聚焦检测正常肝细胞LO2和肝癌细胞HepG2细胞内Ca2+浓度变化

Fig. 3    Removal of external Na+ (0Na+)-induce Ca2+ entry via the Ca2+ model of plasma membrane NCX1 in LO2 (A) and HepG2 (B) cells 

and can be attenuated by treated with KB-R7943

Cells were superfused with normal physiological salt solution (140 mmol/L Na+) caused a rapid increase ［Ca2+］cyt concentration of fluorescence 
ratio. Treated with KB-R7943 (10 μm) significantly inhibited the 0Na+-induced increase in ［Ca2+］cyt concentration. A: LO2 cells; B: HepG2 
cells; C: Summarized data showed the effect of KB-R7943 on 0Na+- induced rise in ［Ca2+］cyt in LO2 and HepG2 cells, 30-40 cells for each 
group. *: P<0.05, LO2 vs HepG2 (n=3), #: P<0.05; LO2 vs LO2+KB (n=3); &: P<0.05, HepG2 vs HepG2+KB (n=3)
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图 5　浓度梯度的KB-R7943对人肝癌细胞株HepG2细胞增殖的

抑制作用

Fig. 5    The effects of KB-R7943 on cell proliferative capability

The proliferation of HepG2 cells were detected by MTT in 48 h, high 
dose of KB-R7943 (10, 20 and 30 μm) significantly inhibited HepG2 
cells proliferation. *: P<0.05, **: P<0.01, as compared with the control 
(n=3).
2.6　NCX1特异性抑制剂KB-R7943对HepG2

细胞迁移的影响

　 　 细 胞 划 痕 实 验 结 果 显 示 ， 2 4  h 后 空 白

对 照 组 H e p G 2 细 胞 的 迁 移 距 离 为 ( 4 0 . 1 ± 

13.5)μm；10 μmol/L KB-R7943组HepG2细

胞的迁移距离为(22.3±11.2)μm，小于空白

对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P = 0 . 0 3 6  1 ) ；

20 μmol/L KB-R7943组HepG2细胞的迁移距

离为(14.5±13.1) μm，明显小于空白对照组

(P=0.0371，P<0.05)；40 μmol/L KB-R7943

处 理 后 的 H e p G 2 细 胞 的 迁 移 距 离 为 ( 7 . 7 ± 

13.1) μm，细胞迁移能力显著降低(P=0.002 0)，

提示NCX1阻断剂KB-R7943能明显抑制HepG2

细 胞 的 迁 移 能 力 。 这 一 结 果 表 明 ， 抑 制

NCX1的活性可以抑制胃癌细胞HepG2的迁移 

(图6)。

 (×50)

图 6　NCX1阻断剂KB-R7943对人肝癌细胞株HepG2细胞迁移的抑制作用

Fig. 6    Effect of KB-R7943 inhibition on migration of HepG2 cells by scratch wound assay

Cells were treated with different concentrations of KB-R7943 (10, 20 and 40 μmol/L) for 48 h. *: P<0.05, **: P<0.01, as compared with the control 
(n=3)

图 4　Western blot检测阻断剂KB-R7943对HepG2肝癌细胞NCX1蛋白表达的影响

Fig. 4    Protein expression of NCX1 in LO2 and HepG2 cells after treament of KB-R7943 by Western blot

A: LO2 and HepG2 Cells were lysed and then Western blot analysis was performed to detect NCX1 protein expression after treatment of KB-
R7943 (10 μm) for 10 minutes, PSS solution was control; B: Summary data showed the effect of KB-R7943 on NCX1 expression in HepG2 cells. 
P＞0.05, as compared with PSS (n=3).
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《中国癌症杂志》2016年第26卷第9期 741

3　讨　　论

　　本研究显示，在肝癌细胞株和肝癌组织

中，NCX1的mRNA和蛋白表达水平均明显高于

正常肝细胞株和正常肝组织。通过对NCX1调控

细胞内Ca2+的功能研究发现，在无钠PSS溶液刺

激后，正常肝细胞和肝癌细胞内Ca2+浓度均大幅

度升高，但是肝癌细胞Ca2+浓度升高幅度明显高

于正常肝细胞，进一步用NCX1蛋白特异性抑制

剂KB-R7943作用后，细胞内Ca2+升高则被明显

抑制。同时，MTT和细胞划痕实验显示，10、

20和40 μmol/L剂量的KB-R7943处理对肝癌细

胞的增殖和迁移均具有显著的抑制作用，且都

存在剂量依赖性。上述结果提示，在原发性肝

癌中NCX1的表达量增加、Ca2+浓度升高，这可

能在原发性肝癌的发展中起了重要的作用。此

外，抑制NCX1的活性可以抑制HepG2肝癌细胞

的增殖和迁移，其机制可能与NCX1参与调控肝

癌细胞内Ca2+浓度的平衡有关。

　　NCX1为NCX的3个亚型之一，是一种主要

存在于细胞膜上的双向转运蛋白，首见报道于

枪乌贼巨大神经轴突及豚鼠心脏上，后续发现

哺乳动物细胞中NCX1亦广泛表达，尤其在可

兴奋性细胞如心肌、脑组织的细胞中，其主要

功能是将细胞内多余的Ca2+转移到细胞外，因

此，是Ca2+排出细胞外的重要途径［5］，但在

某些病理条件下，也可反向转运Ca2+入细胞(即

反向模式)［6］，导致细胞内Ca2+超载。而Ca2+

则是一种普遍存在的细胞信号分子，参与调节

了各种各样的细胞生理生化过程。既往研究发

现，NCX1参与了多种疾病中Ca2+平衡的调控，

尤其是在中枢神经系统、心血管系统、内分泌

系统等多种疾病的病理生理过程中发挥关键作 

用 ［ 7 - 1 1 ］。 在 肿 瘤 领 域 ， 近 年 有 文 献 报 道 ，

TGF-B诱导胰腺癌细胞内Ca2+浓度的增加很可能

就是通过NCX1，进而激活了PKCa信号通路导致

肿瘤侵袭的发生［4］。本实验发现，在静息状态

下，LO2和HepG2细胞内Ca2+维持在恒定水平，

但在给予细胞外无钠溶液刺激后，两种细胞内

Ca2+水平均迅速增高，出现明显的钙峰，这主要

由于胞外的无钠状态形成了Ca2+浓度梯度，激活

了NCX1的钙流入模式(即反向模式)，大量Ca2+迅

速流入细胞内，从而引起细胞内Ca2+浓度的增

加。但经NCX1蛋白特异性抑制剂KB-R7943(其

主要作用是抑制NCXl的钙流入模式即反向模式)

作用后，细胞内Ca2+浓度升高被明显抑制，表明

NCX1参与了肝癌细胞内Ca2+浓度变化的调节，

且根据实验所检测KB-R7943处理后对正常肝

细胞株LO2和肝癌细胞株HepG2细胞NCX1的表

达结果，初步提示，在NCX1抑制剂KB-R7943

处理10 min这一时间点，对细胞内钙信号的抑

制可能不是依赖于对NCX1蛋白表达的影响，

而是通过抑制NCX1的活性来实现的，并由此

推断NCX1可能还是调控肝癌细胞内Ca2+平衡的

一种主要蛋白。而实验结果中得到的肝癌细胞

HepG2在无钠环境中细胞内Ca2+高于正常肝细胞

LO2，分析其主要原因可能是肝癌细胞NCX1表

达高于正常肝细胞LO2。而且，有较多的研究表

明，细胞内Ca2+浓度的变化是触发细胞增殖、迁

移相关信号转导的始动因素，Ca2+在哺乳类动物

的细胞周期中发挥着重要作用，特别是在G1早

期、G1/S转折和G2/M转折中［12-14］。例如TRPV6

在高度分化的前列腺癌中高表达，其在癌症中

表达的增强可使大量Ca2+内流导致细胞核因子的

激活，进而影响细胞周期的进程［15］。此外，

在癌细胞迁移过程中，Ca2+首先会在癌细胞内部

形成一个稳定而瞬时的浓度梯度变化—从细胞

迁移头端至尾部促使细胞迁移、侵袭。结合本

实验NCX1特异性抑制剂KB-R7943既能抑制细

胞内Ca2+浓度升高，又能抑制肝癌细胞HepG2的

过度增殖与迁移，且存在剂量依赖性，表明由

NCX1介导的钙信号异常可能是肝癌细胞异常增

殖、迁移的一个重要促进因素。

　　综上，本研究首次发现了NCX1在肝癌组织

及肝癌细胞中表达。功能实验结果进一步证实

NCXl在肝癌细胞中可能通过对细胞内Ca2+的调

节参与了肝癌的发生及发展，提示NCX1可能作

为原发性肝癌的潜在治疗靶点。但其肝癌细胞

内Ca2+浓度增高后具体是怎样影响肝癌细胞生
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物学特性的机制尚不清楚，还有待于进一步的 

研究。
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