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FDI-6 下调 FoxM1 抑制人肝癌细胞增殖迁移 
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【摘要】目的 探讨 FDI-6 调控叉头框转录因子 M1( FoxM1) 对人肝癌细胞增殖、侵袭的影响。方法 应用定

量聚合酶链反应检测肝癌细胞 HepG2 中加入 FDI-6 后 FoxM1 的表达影响，细胞增殖实验和细胞迁移实验检测

FoxM1 下调空肝癌细胞的增殖和侵袭能力。结果 在 HepG2 细胞中，FDI-6≥20μmol/L 可明显下调 FoxM1 的表

达。表达。结论 FDI-6 能下调 FoxM1 的表达，抑制肝癌细胞增殖，导致细胞周期发生停滞，降低细胞迁移能力。 
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FDI-6 down-regulation of FoxM1 inhibits proliferation and migration of human  

hepatocellular carcinoma cells 
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【Abstract】Objective: To investigate the effects of FDI-6 regulating forkhead box transcription factor M1 (FoxM1) 
on the proliferation and invasion of human hepatoma cells. Methods: Quantitative polymerase chain reaction was used to 
detect the expression of FoxM1 in HepG2 cells after adding FDI-6. Cell proliferation and migration tests were used to 
detect the ability of FoxM1 to down regulate the proliferation and invasion of empty hepatoma cells. Results: In HepG2 
cells, FDI-6 ≥ 20 μ Mol/L could significantly down regulate the expression of FoxM1. expression. Conclusion: FDI-6 
can down regulate the expression of FoxM1, inhibit the proliferation of hepatoma cells, lead to cell cycle arrest, and 
reduce the ability of cell migration. 
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背景 
肝癌是一种常见的恶性肿瘤，肝细胞型肝癌

（hepatoccellular carcinoma, HCC）和胆管细胞型肝癌

（cholangiocarcinoma, CCA）是两种常见的肝癌，恶性

程度高、发展迅速、容易复发和转移[1-3]。尽管目前肝

癌患者经手术治疗和化疗后存活率显著提高，但由于

肿瘤转移速度快、发病机制复杂、诊断时多处于中晚

期，使得死亡率依旧很高。 
叉头框蛋白 M1（forkhead box M1, FoxM1）属于

Fox 转录因子家族[3]。Fox 家族是以翼状 DNA 结构域

为主要特征的细胞周期调节因子。它可以通过诱导细

胞周期蛋白 B1 和 D1 的表达促进细胞周期进程从而诱

导细胞增殖。FoxM1 已被确定是肿瘤发生的起始因子

[4]，在肝癌、乳腺癌和结肠癌等多种恶性肿瘤中高表达。

同时 FoxM1 过表达也与 HCC 通过上皮间质转化和转

移有关[5]。研究表明沉默 FoxM1 能引起细胞周期阻滞

而抑制肝癌细胞的增殖[6]。FoxM1 通过结合靶基因启

动子中的保守序列发挥调控作用，因此 FoxM1 可能是

肝癌治疗的重要靶点之一。FDI-6 是一种选择性靶向

FoxM1 的小分子抑制剂，已被证实可选择性靶向抑制

FoxM1 的转录[7]。本研究将进一步对 FDI-6 靶向 FoxM1
抑制肝癌细胞增殖机制进行研究。 

1 材料与方法 
1.1 细胞培养 
从-80℃冰箱中取出 HepG2 细胞冻存管，迅速投入

37℃水浴中摇动融化，待融化后取出，将细胞转移到
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10 ml 有 10%胎牛血清（FBS）的 DMEM 的离心管中

进行稀释，1500 rpm 离心 5 min 后移去上清液，加

10%FBS 的培养基重悬，放入 37℃、5% CO2 的培养箱

培养。 
1.2 Western blot 
蛋白提取：细胞：细胞进行相应的处理后，用预

冷的 PBS 洗 3 遍，每个 10 cm2 培养皿内加 1 ml 预冷

的 PBS。迅速将培养皿放置在冰上，用细胞刮匙收集

皿内的细胞，转移到预冷的 EP 管中，4℃下 3000 rpm
离心 5 min，弃上清。2×106 个细胞中加 50 μL 裂解液

（RIPA : PMSF=100 : 1），冰上放置 30 min 以上，使

细胞充分裂解。4℃下，12000 rpm 离心 10 min，取上

清液移至新的 EP 管中。蛋白定量、转膜、封闭、抗体

孵育和显影：转膜完毕后，室温下封闭（5%脱脂牛奶）

1h，用 TBST 洗膜两遍，每次 5 min。然后加入适当比

例 1% BSA 稀释的待测一抗，4 ℃孵育过夜，TBST 洗

膜三次，每次 15 分钟。再加入一抗相对应的二抗，室

温孵育 50 min，TBST 洗膜三次，每次 15 min。避光配

发光剂（A 液: B 液=1:1），加入到 PVDF 膜上，置于

显影仪中显影，使用灰度扫描软件 Quantity One 4.5.0
对条带进行定量分析。 

1.3 RNA 分离和 Real Time-qPCR 
总 RNA 提取：将细胞或组织用预冷的 PBS 洗一

遍，直接加入 TRIzol 裂解细胞（组织 50mg 加 1mL，
6 孔板细胞加 200μL。将 TRIzol 提取液 12000×g 离心

5min，取上清放入除酶 EP 管中。1 mL TRIzol 内加入

200 μL 氯仿，剧烈震荡 15 s，室温放置 20 min。
4℃12000g 离心 15min。离心样本分三层：底层为黄色

有机相，上层为无色水相和中间层，RNA 主要在水相

（300-400 μL 左右），小心取上层液体入新管中。加

入 500μL 异丙醇（大于水相的体积），震荡 15 次，

室温放置半小时。4℃12000g 离心 15min，离心后管底

出现胶状沉淀，弃上清。用 75%去酶乙醇洗涤 RNA，

4℃、7400×g 离心 5 min，弃上清。加 20μL 去酶水溶

解 RNA，测 OD 值，-80℃保存。PCR 扩增：将提取

出来的RNA按浓度算出体积，依次加入dNTP，primer，
Rnase， Revert，然后用去酶超纯水补齐到总体积 20μL，
-20℃保存。Real Time-PCR：去酶水稀释 cDNA，每个

样本加 10μL supermix 混合 0.5μL 待测引物，cDNA 和

混合后的引物按 1:1 的比例加到 PCR 板中，两个复孔，

qPCR 仪检测。 
1.4 MTT 
细胞消化后吹打成细胞悬液，吸取 10μL 细胞悬

液于细胞计数板进行计数 96 孔板每孔所需要的细胞

数可设为 5×103 个，液体量为 100μL。按细胞计数的

结果进行稀释后充分混匀种入培养板中,每组设 4-8 个

复孔，96 孔板外圈滴加 PBS 以减少培养基蒸发。相应

的处理因素处理后，每孔加入无菌的 MTT 液 20μL（避

光操作）。作用 4h 后去掉液体，每孔加 DMSO150μL，
37℃放置 30 min，490 nm 测 OD 值。 

1.5 流式细胞术检测细胞周期 
胰酶消化后收集细胞，细胞用 70%乙醇吹散后于

－20℃固定。离心后弃上清，加入碘化丙啶（propidium 
iodide）及 RnaseA 0.5ml 重悬细胞，避光放置 37℃，

30min。利用流式细胞仪检测。 
2 结果 
2.1 FDI-6 对 FoxM1 表达的影响 
不同浓度（10~50）μmol/L FDI-6 处理 HepG2 细

胞，培养 24 h 后，实时荧光定量 PCR（Quantitative 
Real-time PCR,qRT-PCR）检测 FoxM1的mRNA水平，

结果显示，FDI-6≥20μmol/L 可明显下调 FoxM1 的表

达（图 1）。 

 
图 1 FDI-6 对 FoxM1 表达的影响 

2.2 FDI-6 下调 FoxM1 对细胞增殖能力的影响

（MTT 实验）。 
以加入 FDI-6 的 HepG2 细胞为实验组，24、48、

时，实验组 450 nm 处吸光度值与对空白照组比较差异

均无统计学意义［（0.213 ± 0.004）比（0.236 ± 00.05）、
（0.415 ± 0.014）比（0.526 ±0.015）（均 P＞0.05，实

验 72 h 时，实验组 450 nm 处吸光度值明显低于对照

组［（1.256 ± 0.042）比（2.245± 0.049）］（P ＜ 00.05）。 
2.3 FDI-6 下调 FoxM1 对细胞周期的影响。 
在 HepG2 细胞系中，FDI-6 下调 FoxM1 后，HepG2 

细胞系的实验组 G2/M 期细胞比例均明显低于对照组

［15.7 ± 2.4）%比（26.8 ± 2.8）%（P ＜ 00.05）。 
2.4 FDI-6 下调 FoxM1 对 MMP2 的影响 
FoxM1 在 HepG2 及 BEL7402 细胞系中沉默后，
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24 h时HepG2细胞系的实验组的划痕愈合率均低于对

照组［（65 ± 7）%比（82 ± 4）%（P ＜ 00.05）（图

2）。 

 
图 2 实验组的划痕愈合率均低于对照组 

2.5 FDI-6 下调 FoxM1 对 MMP2 的影响 
Western bolt 结果显示：与对照组比较，实验组与

对照组相比 MMP2 蛋白表达明显下降，提示 FDI-6 下

调 FoxM1 能抑制人肝癌细胞 MMP2 表达（图 3）。 

 
图 3  MMP2 表达量较对照组明显降低 

3 讨论 
FOXM1 是 Forkhead 家族的一个致瘤转录因子，

已被证实在多种肿瘤细胞增殖和细胞周期进展中发挥

至关重要的作用，同时也参与肿瘤细胞增殖、凋亡、

代谢、转移等相关进程的调控，与肿瘤细胞的转移、

血管形成和上皮间质转化（EMT）等关系密切[8]。MMP 
2 是基质金属蛋白酶（MMPs）家族中被描述的人类明

胶酶之一，因其具有降解明胶的能力而命名。肿瘤的

侵袭和转移是一个连续多步骤的过程，对细胞外基质

的降解、肿瘤微血管的形成是导致肿瘤侵袭转移不可

缺少的因素。本研究通过 CCK-8 实验检测细胞的增殖

能力，结果显示 FoxM1 在 HepG2 细胞系中下调后，

细胞增殖能力明显减弱，细胞周期阻滞 G2/M。细胞划

痕实验检测肿瘤细胞的迁移和侵袭能力。结果显示

FoxM1 在 HepG2 细胞系中沉默后，对细胞运动能力产

生阻滞作用，表现为细胞向中间刮痕空隙部位回补的

速度减慢，与对照组相比差异有统计学意义。 
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