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FHL2对人鼻咽癌5-8F细胞恶性

生物学行为影响及相关机制
王  雪1  王晓琼1  孟易禹1  金巧智2  陈武兵2  蔡志毅1,2*

(1温州医科大学第一临床医学院, 温州 325000; 2台州市市立医院耳鼻咽喉头颈外科, 台州 318000)

摘要      采用定量Real-time PCR(qRT-PCR)、Western blot法检测NP-69和5-8F细胞中FHL2表
达情况及转染后5-8F各组细胞中FHL2、c-myc、β-catenin的mRNA与蛋白质水平; 利用CCK-8法、

细胞平板克隆形成实验、划痕实验及Transwell实验分别检测转染后5-8F各组细胞增殖、迁移及侵

袭能力。实验结果显示, 鼻咽癌细胞株5-8F的FHL2蛋白质水平高于NP-69, 转染siRNA的5-8F细胞

中FHL2表达水平显著低于无关序列组和空白对照组(P<0.01)。下调FHL2基因表达后5-8F细胞增

殖、侵袭、迁移能力均受到抑制(P<0.05), 且转染组5-8F细胞中c-myc、β-catenin的mRNA及相应

蛋白质水平均有下降(P<0.01)。综上所述, 在5-8F细胞中FHL2高表达。FHL2基因敲低后可以抑制

5-8F细胞增殖、侵袭、迁移能力, 并可能通过Wnt信号通路影响鼻咽癌5-8F细胞的恶性生物学行为。
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The Effect of FHL2 on the Malignant Biological Behaviors of Hunman 
Nasopharyngeal Carcinoma Cell Line 5-8F and Its Related Mechanism

Wang Xue1, Wang Xiaoqiong1, Meng Yiyu1, Jin Qiaozhi2, Cheng Wubing2, Cai Zhiyi1,2*
(1The First Clinical Medical Institute, Wenzhou Medical College, Wenzhou 325000, China; 

2Department of Otolaryngology, Taizhou Municipal Hospital, Taizhou 318000, China)

Abstract       The transient transfection method was employed to down-regulate the FHL2 gene expression 
in human nasopharyngeal carcinoma 5-8F cells. qRT-PCR was used to detect the levels of FHL2, c-myc and 
β-catenin mRNA in each group of  Transfected NP-69 and 5-8F cells. Meanwhile, the levels of FHL2, c-myc and 
β-catenin protein were detected by Western blot. The cell proliferation ability, cloning ability and migration ability 
in transfected cells were detected by CCK-8 method, cell clone formation experiment, wound healing test and 
Transwell assay, respectively.  Western blot results showed that the level of FHL2 in nasopharyngeal carcinoma cell 
line 5-8F was obviously higher than that in non cancerous immortalized human nasopharyngeal epithelial cells NP-
69. After down-regulation of FHL2 gene expression, the abilities of proliferation, migration and invasion of 5-8F 
cells were significantly inhibited (P<0.05). The results from qRT-PCR and Western blot showed that the levels 
of FHL2 mRNA and protein in transfected siRNA cells were significantly lower than that of unrelated sequence 
group and blank control group (P<0.01). Moreover, the levels of c-myc, β-catenin mRNA and protein in the 
transfected 5-8F cells were significantly decreased compared with NC group and control group (P<0.01). Together, 
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the expression of FHL2 gene, a potential oncogene was up-regulated in nasopharyngeal carcinoma 5-8F cells.
FHL2 gene might regulate the germination and development of nasopharyngeal carcinoma through Wnt signaling 
pathway, and the abilities of cell proliferation, migration and invasion were significantly suppressed if FHL2 gene 
was knockdown in the 5-8F cells.

Keywords       FHL2; Wnt pathway; nasopharyngeal carcinoma; cell proliferation

鼻咽癌(nasopharyngeal carcinoma, NPC)是常见

的头颈部恶性肿瘤之一, 近20年来发病率不断上升, 
我国广东、广西、福建和浙江等地为世界鼻咽癌高

发区。目前, 鼻咽癌的发病机制尚不十分清楚, 且经

过以根治性放疗为主的传统的治疗后, 鼻咽癌患者

的十年生存率依然在60%左右[1-2]。又因鼻咽癌解剖

位置隐蔽, 早期症状不典型, 放疗后易复发和远处转

移等因素, 鼻咽癌的早期诊断与预后不甚理想。因

此, 探索新的分子诊断标志物和治疗靶点, 对于鼻咽

癌的早期诊断、治疗及判断预后有重要意义。

FHL(four and half LIM domains)由4个半

LIM结构域组成, 目前发现的FHL家族成员有

FHL1、FHL2、FHL3、FHL4和FHL5(ACT), 其 中, 
FHL2(four and a half LIM domain 2)是FHL蛋白质家

族中研究最深入的成员。早期研究表明, FHL2在细

胞的增殖、分化、凋亡等生物学过程中发挥了举足

轻重的作用[3-4]。近年来研究发现, FHL2还对肿瘤

的发生发展及预后有重要影响[5-6]。更为有趣的是, 
FHL2在肿瘤的发生发展过程中具有两面性, 即可促

进肿瘤发展, 亦可抑制肿瘤发展。随着研究的不断

深入, FHL2作为新的基因靶点, 为诸多肿瘤的基因

治疗提供了新的途径。但FHL2是否能成为鼻咽癌

分子诊断的新靶标尚不明确。

本研究通过体外研究, 利用qRT-PCR及Western 
blot等技术观察在鼻咽癌细胞株5-8F中FHL2基因表

达及下调FHL2蛋白质水平后5-8F细胞生物学行为

的变化, 探索FHL2蛋白在鼻咽癌发生发展中可能发

挥的作用, 分析其与鼻咽癌的相关性及作用机制。

该文旨在为进一步探讨FHL2基因与肿瘤的关系提

供新的实验数据, 并为鼻咽癌的早期诊断提供新的

标志物。

1   材料与方法
1.1   材料

人低分化、成瘤、高转移5-8F鼻咽癌细胞株

及永生化NP-69鼻咽上皮细胞株由中国科学院上海

细胞库提供。DMEM培养基、PBS缓冲液、Opti-
MEMI无血清培养基、胎牛血清和胰蛋白酶-EDTA消

化液均购自Gibco公司。CCK-8试剂盒购自Bryotime
公司。Trizol reagent、cDNA第一链合成试剂盒和

RealMaster Mix(SYBR Green)荧光定量PCR试剂盒

购自天根生物科技有限公司。兔来源单克隆抗体

FHL2、c-myc、β-catenin购自Abcam公司。兔抗人

β-actin抗体购自杭州贤至生物科技有限公司。辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔IgG二抗购自北京索来宝

生物科技有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      用含有10%胎牛血清DMEM培

养基, 在37 °C、5% CO2恒温恒湿条件下贴壁培养

5-8F及NP-69细胞。1~2天换液, 细胞处于对数生长

期时按13׃传代培养。

1.2.2   5-8F细胞转染及转染效率的检测      细胞转染

及转染效率检测采用孟易禹等[7]的方法, 稍作修改。

将对数生长期的5-8F细胞株制成细胞悬液并检测浓

度, 以2×105/孔接种6孔板, 待细胞汇合至70%~90%
时转染, 转染前30~40 min换液, 加入无血清培养基

1.5 mL/孔。按Lipofecttamine 2000(Lipo 2000)说明

书操作, 以250 μL的Opti-MEMI无血清培养基分别

稀释FHL2-siRNA、FAM-NC和Lipo 2000, 混匀后室

温静置5 min。将上述溶液与Lipo 2000稀释液均匀

混合后静置15~20 min, 加入6孔板中继续培养。将

转染siRNA-FHL2+Lipo 2000组(si-FHL2组)作为实

验组, 转染FAM-NC+Lipo 2000组(NC组)作为阴性

对照组, 只加入Lipo 2000稀释液组为空白对照组

(Control组)。6 h后, PBS冲洗细胞2~3次, 去除背景

荧光染料后于荧光显微镜下观察并拍照。荧光染料

组需全程避光操作、培养。

1.2.3   qRT-PCR检测 FHL2的干扰效率及各相关

mRNA水平变化      利用Trizol法提取转染48 h后
5-8F各组细胞总RNA。取少量RNA在紫外分光光

度计下检测D260、D280的D值, 计算D260/D280比(比值

应处于1.8~2.1之间)。按天根生物科技有限公司
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cDNA合成说明书及荧光定量PCR(qRT-PCR)说明

书合成cDNA后配制20 μL反应体系, 每个样本设3
个复孔。qRT-PCR反应步骤为95 °C 15 min、95 °C 
10 s、60 °C 20 s、72 °C 30 s, 共40个循环。反应以

β-actin为内参照。FHL2的上游引物序列为: 5′-GCC 
TGG GTG AGA AAG AAA ACA TAA-3′, 下游引物

序列为: 5′-GAG GAA CGG CAG TGG CAT AAC-3′。
β-actin的上游引物序列为: 5′-CTA CCT CAT GAA 
GAT CCT CAC CGA-3′, 下游引物序列为: 5′-TTC 
TCC TTA ATG TCA CGC ACG ATT-3′。β-catenin的
上游引物序列为: 5′-CCG AAG GAC AGT ACG CAC 
AAG-3′, 下游引物序列为: 5′-CAG GAA GGG ATG 
GAA GGT CTC-3′。c-myc的上游引物序列为: 5′-CAT 
TTT CGG TTG TTG CTG ATC-3′, 下游引物序列为: 
5′-TCC CTC CAC TCG GAA GGA CTA-3′。所得各

孔Ct值以2–ΔΔCt法计算。独立实验重复3次。

1.2.4   Western blot检测FHL2的干扰效率及相关蛋白

质水平      按孟易禹等[7]的方法提取5-8F细胞、NP-69
细胞及各组转染后细胞总蛋白。采用BCA法检测并

调节蛋白质浓度。取等量蛋白质顺序加样, 待目的蛋

白质泳动至分离胶2/3时停止电泳, 采用湿转法转膜, 
5%脱脂奶粉封闭1 h。TBST充分洗膜后加特异性一

抗, 一抗稀释比例为β-actin(1000 1׃)、FHL2(1000 1׃), 
β-catenin(1000 10׃), c-myc(1000 10׃) 4 °C过夜孵育, 
二抗(1000 10׃)室温孵育1 h。采用ECL发光液显影, 
ImageQuant LAS 4000 Mini凝胶成像仪自动曝光, 利
用Quantiy One软件计算各组与内参照β-actin灰度的

相对比值。每个样本重复3次实验。

1.2.5   CCK-8法检测细胞增殖能力      取96孔板按

8×103/孔接种处于对数生长期的5-8F细胞, 参照上述

方法转染各组细胞。每组取6孔, 另设只含完全培养

基的6孔为标准空白孔, 培养48 h后PBS洗涤并于每

孔中加入10 μL CCK-8试剂, 混匀后继续培养1~2 h, 
酶标仪检测450 nm波长下每孔的D值。

1.2.6   平板集落形成实验      将转染后细胞按8×102/
孔接种于6孔板中, 连续培养10天。洗涤后90%甲醇

固定15 min, 再次洗涤后0.1%结晶紫染色15 min, 洗
净拍照。

1.2.7   划痕实验检测细胞迁移能力      取6孔板, 背
面均匀画平行横线后每孔接种约3×105个5-8F细胞。

贴壁培养24 h后, 按上述方法转染各组细胞。6 h后用

100 μL的Tip头垂直于横线划痕, PBS冲洗1~2次, 加入

无血清培养液继续培养。分别于0 h、24 h和48 h在
显微镜下拍照, 用ImageJ 1.46软件计算迁移率。迁

移率=(初始划痕的宽度值–相应点的划痕宽度值)/初
始划痕的宽度值×100%。实验重复3次。

1.2.8   Transwell实验检测细胞侵袭能力      向
Transwell小室的上室中每孔加入50 μL用无血清的

DMEM培养基稀释的Matrigel, 37 °C过夜。使用前

1 h每孔加入100 μL含1%胎牛血清的DMEM培养液, 
使用前吸除。制备终浓度为1×105/mL的各组细胞悬

液。于Transwell上室中每孔加入200 μL细胞悬液, 
下室中每孔加入500 μL含有10%胎牛血清的DMEM
培养基。继续培养12 h。取出Transwell小室, 轻擦

去上室内的细胞。洗涤后4%多聚甲醛固定15 min, 
再次洗涤后0.1%结晶紫染色15 min, 清水冲洗后显

微镜下观察并随机选择3个视野拍照并计数, 实验重

复3次。

1.3   统计学处理

统计学分析采用SPSS 19.0软件。计量资料

以均数±标准差(mean±S.D.)表示, 两组不同细胞间

FHL2蛋白表达量的比较采用χ2检验, 多样本均数之

间比较采用单因素方差分析(ANOVA), 两样本间均

数的差异性分析采用t检验, 率的比较采用χ2检验, 以
P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   细胞转染效率

将带有FAM荧光蛋白的无关序列(FAM-NC)转
入5-8F细胞株6 h后, 于倒置荧光显微镜下检测到绿

色荧光。计算荧光下细胞数、白光下细胞数比值。

结果显示, 转染效率约80%(图1)。
2.2   qRT-PCR检测FHL2、c-myc、β-catenin的
mRNA水平变化

采用qRT-PCR检测FHL2、c-myc、β-catenin相对

表达水平, 根据2–ΔΔCt法计算出相对表达水平。结果

显示, 以内参β-actin的mRNA表达水平为对照, FHL2
在siRNA-FHL2组、NC组及空白对照组的mRNA
相对水平分别为0.18±0.02、0.99±0.02和1.02±0.01, 
β-catenin在siRNA-FHL2组、NC组及 空 白 对 照 组

的mRNA相对水平分别为0.57±0.02、1.05±0.02和
1.04±0.01, c-myc在siRNA-FHL2组、NC组及空白对

照组的mRNA相对水平分别为0.65±0.04、1.15±0.02
和1.19±0.01。应用单因素方差分析对计算结果进行
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统计分析, 结果显示, 转染后siRNA-FHL2组的FHL2、
c-myc、β-catenin的相对表达量明显低于NC组及空白

对照组(P<0.01), NC组和空白对照组之间的差异无统

计学显著性(P>0.05)(图2)。
2.3   Western blot检测FHL2、c-myc、β-catenin
蛋白质水平

根据Western blot实验结果, 计算各组蛋白质与

内参β-actin条带灰度值的平均比值, 得出在NP-69
细胞和5-8F细胞中FHL2相对表达量分别为1.03±0.1
和0.72±0.05, 差异有统计学意义(P<0.01)。人鼻咽

癌5-8F细胞经转染siRNA-FHL2或NC处理48 h后, 
FHL2、c-myc和β-catenin蛋白质水平在si-FHL2组分

别为1.16±0.02、0.65±0.03和1.12±0.02, 在NC组分别

为1.49±0.02、1.02±0.03和1.60±0.02, 而在空白对照

组则分别为1.45±0.02、0.96±0.03和1.69±0.03。结果

显示, si-FHL2组相对NC组及空白对照组明显下调, 

具有统计学意义(P<0.01), NC组和空白对照组之间

无显著差异(P>0.05)(图3和图4)。
2.4   FHL2对5-8F细胞增殖能力的影响

采用CCK-8实验检测FHL2对5-8F细胞增殖能

力的影响。结果表明, si-FHL2组、NC组及空白对

照组的D值分别为0.55±0.02、0.99±0.03和1.01±0.02。
统计分析显示, 敲低FHL2基因后, 5-8F细胞增殖能力

明显低于对照组, 差异有统计学意义(P<0.01), 然而

NC组和空白对照组相比无明显差异(P>0.05)(图5)。
2.5   FHL2对细胞平板克隆形成的影响

集落形成实验结果显示, si-FHL2组的菌落形成

数与NC组和空白对照组的相比明显降低, 而NC组和

空白对照组相比无显著差异。结果提示, 下调FHL2
表达后可以削弱5-8F细胞的集落形成能力(图6)。
2.6   FHL2表达对5-8F细胞迁移能力的影响

划痕实验结果显示, si-FHL2组、NC组和空白

A: 转染6 h后白光下5-8F细胞; B: 转染6 h后荧光下5-8F细胞。

A: the 5-8F cells under the white light after transfectrd for 6 h; B: 5-8F cells under the fluorescence light after transfectrd for 6 h.
图1  转染6 h后5-8F细胞荧光表达情况

Fig.1   The expression of FAM fluorescin in the human nasopharyngeal carcinoma 5-8F cells after tansfected for 6 h
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图 2  转染48 h后5-8F细胞中FHL2、β-catenin、c-myc的mRNA相对水平

Fig.2    The relative level of FHL2, β-catenin, c-myc mRNA in human nasopharyngeal carcinoma 5-8F cells after tansfected for 48 h
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对照组的细胞迁移率分别为0.33±0.03、0.71±0.01
和0.73±0.02, 与NC组和空白对照组相比, si-FHL2组
的5-8F细胞迁移速度明显下降, 差异有统计学意义

(P<0.01)(图7)。
2.7   FHL2表达对5-8F细胞侵袭能力的影响

细胞体外侵袭实验结果显示, si-FHL2组的穿膜

A: Western blot法检测转染后FHL2、β-catenin、c-myc蛋白质水平; B: 蛋白灰度相对分析, **P<0.01, 与对照组比较; ##P<0.01, 与NC组比较。

A: determination of FHL2, β-catenin, c-myc proteins levels detected by Western blot; B: the relative levels of FHL2, β-catenin, c-myc proteins 
analysised by densitometry, **P<0.01 vs control group, ##P<0.01 vs NC group.

图4 转染48 h后5-8F细胞中FHL2、β-catenin、c-myc的蛋白质水平变化

Fig.4   The change of FHL2, β-catenin, c-myc protein levels in 5-8F cells after transfected for 48 h

A: Western blot法检测FHL2蛋白质水平; B: 蛋白灰度相对分析, *P<0.01, 与β-actin灰度值相比, #P<0.01, 与β-actin灰度值相比。

A: determination of FHL2 protein levels detected by Western blot; B: relative protein levels of FHL2 analysised by densitometry, *P<0.01 vs relative 
protein levels of β-actin; #P<0.01 vs relative protein levels of β-actin.

图3   NP-69和58-F细胞中FHL2蛋白质水平

Fig.3   Protein level of FHL2 in 58-F cells and NP-69 cells
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图5   CCK-8法检测转染24 h后各组5-8F细胞的增殖情况

Fig.5   The proliferations of diferent group 5-8F cells tansfected for 24 h detected by CCK-8 assay



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

780 · 临床细胞生物学 ·

图6   转染siRNA-FHL2 10天后5-8F细胞株集落形成能力

Fig.6   Cell colony formation after transfected with siRNA-FHL2 for 10 days
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A: 培养0h的5-8F细胞; B: 培养48h的5-8F细胞; C: 统计学分析。**P<0.01, 与对照组比较; ##P<0.01, 与NC组比较。

A: the 5-8F cells were cultivated for 0 h; B: the 5-8F cells were cultivated for 48 h. C: statistical analysis. **P<0.01 vs control group, **P<0.01 vs NC group.
图 7  干扰FHL2后对5-8F细胞迁移能力的影响

Fig.7   The effect of knock-down FHL2 expression on the migration ability of 5-8F cells
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A: Transwell实验; B:统计学分析穿膜细胞数, **P<0.01, 与对照组比较; ##P<0.01, 与NC组比较。

A: Transwell experiment; B: statistical analysis, **P<0.01 vs control group, **P<0.01 vs NC group.
图8  干扰FHL2后对5-8F细胞侵袭能力的影响

Fig.8   The effect of knock-down FHL2 expression on the invasion ability of 5-8F cells
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细胞数为36±6/视野, NC组的穿膜细胞数为114±8/视
野, 空白对照组的穿膜细胞数为118±7/视野。与NC
组和空白对照组相比, si-FHL2组的5-8F细胞穿模细

胞数明显减少, 差异有统计学意义(P<0.01)(图8)。
 

3   讨论
FHL2作为LIM家族的成员之一,  在肿瘤的发生

发展过程中发挥双重性作用, 在一些肿瘤如卵巢癌、

舌鳞状细胞癌、前列腺癌及胃癌中表达上调, 促进

肿瘤的发生发展[8-12], 而在另一些组织如侵袭性乳腺

癌中表达下调, 抑制肿瘤的发生发展[13]。但FHL2在
鼻咽癌中的相关报道较少。本研究通过qRT-PCR、
Western blot方法比较研究了在鼻咽癌5-8F细胞和

NP69细胞中FHL2 mRNA和蛋白质水平, 结果显示, 
5-8F细胞中FHL2 的mRNA相对水平及蛋白质水平

均显著高于NP69细胞。这提示, FHL2在鼻咽癌的发

生发展过程中可能扮演着重要的角色。

为了进一步探索FHL2对鼻咽癌细胞株5-8F恶
性生物学行为的影响, 我们采用了Lipo 2000瞬时转

染法特异性下调FHL2在5-8F细胞中的表达, 荧光

显微镜观察结果显示转染效率约80%, 并通过qRT-
PCR和Western blot验证FHL2水平较转染前明显降

低。这提示, 我们已成功下调FHL2在5-8F细胞中

的表达。CCK-8实验结果证明, si-FHL2组的D值

较NC组及对照组明显降低; 平板克隆实验证明, si-
FHL2组的菌落数较NC组及对照组明显减少。这

些结果表明, 干扰FHL2可以抑制5-8F细胞的增殖。

Transwell及细胞划痕实验结果同时验证了下调

FHL2的表达可显著抑制鼻咽癌5-8F细胞迁移和侵

袭能力。这些结果都提示, FHL2基因在5-8F细胞的

增殖及转移中发挥了重要作用, 并可能充当了癌基

因的角色, 促进了鼻咽癌的发生发展。

Guo等 [14]发现 , 在HEK293、SW480、A375、
UDC-Mel-N和293T细胞及T细胞因子/淋巴增强因子

家族(TCF/LEF)相关靶基因β-catenin介导的转录中, 
FHL2起着激活的作用。在128、CHO和C2C12肌母

细胞中观察到FHL2是起抑制作用的[14-15]。β-catenin
作为Wnt信号转导通路成分之一, 其突变也可导致

Wnt信号转导通路不恰当的激活[16], 一旦经典Wnt信
号转导通路被激活, 将会使靶基因过度表达, 从而影

响细胞的增殖、分化, 促进肿瘤的发生[17]。在其他

肿瘤的研究中(如舌鳞状细胞癌)发现, FHL2充当了

癌基因的角色, 且过表达的FHL2使舌鳞状细胞癌中

NF-κB、β-catenin的表达上调, 提示在舌鳞状细胞癌

中FHL2可能通过Wnt/β-catenin及NF-κB信号通路调

控鳞状细胞癌的发生发展[18]。而FHL2是否通过Wnt
信号通路调控鼻咽癌细胞增殖和转移尚不明确。本

研究利用qRT-PCR、Western blot方法检测了Wnt通
路相关成员c-myc、β-catenin的mRNA及蛋白质水平, 
结果显示, 转染si-FHL2组细胞中Wnt通路相关成员

c-myc、β-catenin的mRNA及蛋白质水平显著下降, 
这与FHL2蛋白质在舌鳞状细胞癌中的发现一致。

以上结果提示, FHL2极有可能通过Wnt信号通路途

径调控鼻咽癌的发生发展。

综上所述, FHL2在5-8F细胞中高表达, 敲低

FHL2基因表达能抑制5-8F细胞的增殖, 并显著降低

其侵袭能力, 说明FHL2在鼻咽癌中扮演着癌基因的

角色。敲低FHL2能影响5-8F细胞中c-myc、β-catenin
的表达, 表明其极可能通过调控c-myc、β-catenin表
达参与鼻咽癌的增殖与转移过程。然而, FHL2蛋白

质是否通过Wnt信号通路抑制鼻咽癌细胞的增殖、

侵袭能力尚不十分明确, 同时需要体内实验进一步

验证FHL2蛋白质在鼻咽癌发生发展中的作用, 这也

是本课题组后续的研究方向。本研究为FHL2蛋白

与鼻咽癌之间的密切关系提供了新的实验依据, 更
有助于FHL2基因作为早期鼻咽癌分子诊断标志物

应用于临床。
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