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的影响
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[摘  要]  目的：探究驱动蛋白-13家族2C（KIF2C）对肝细胞癌（HCC）细胞增殖、侵袭和迁移以及人脐静脉内皮细胞（HUVEC）

血管生成的影响，为HCC治疗提供潜在靶点。方法：用数据库数据分析KIF2C mRNA和蛋白在HCC组织中的表达及其与血管

生成相关因子（VEGFR2和HIF-1α）表达的相关性，常规培养人正常肝细胞QSG-7701、HUVEC和HCC细胞Huh-7、Hep3B2.1-7，

用 Lipofectamine 3000 转染试剂将 sh-NC 和 sh-KIF2C 转染至 Huh-7、Hep3B2.1-7细胞，qPCR 检测各组 QSG-7701、Huh-7 和

Hep3B2.1-7 细胞中 KIF2C mRNA 的表达，WB 法检测各组细胞中 KIF2C 蛋白的表达，细胞克隆形成实验检测敲低 KIF2C 对

Hep3B2.1-7 和 Huh-7 细胞克隆形成的影响，小管生成实验检测敲低 KIF2C 表达的 Huh-7 和 Hep3B2.1-7 细胞的条件培养液对

HUVEC血管生成能力的影响。结果：数据库分析结果显示，KIF2C mRNA和蛋白在HCC组织中均呈高表达（均P<0.01），用

qPCR和WB法检测人HCC中KIF2C mRNA和蛋白的表达水平，结果显示其 mRNA和蛋白在各 HCC 细胞中也呈高表达（均

P<0.01），与数据库数据分析结果相符。数据库数据分析还显示，KIF2C 与 HCC组织中VEGFR2、HIF-1α的表达水平呈正相关

（P<0.05或 P<0.01）。成功构建了稳定低表达KIF2C的Huh-7和Hep3B2.1-7细胞（均 P<0.01），敲低KIF2C表达均可明显抑制

Huh-7和Hep3B2.1-7细胞的增殖能力（均P<0.01）、侵袭和迁移能力（均P<0.01），敲低KIF2C表达的HCC细胞条件培养液均可显

著抑制体外HUVEC的血管生成能力（P<0.05或P<0.01）。结论：KIF2C可促进Huh-7和Hep3B2.1-7细胞增殖、侵袭和迁移以及

HUVEC血管生成的能力，提示KIF2C可能是治疗HCC的潜在靶点。
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[Abstract]  Objective: To explore the effects of kinesin-13 family member 2C (KIF2C) on hepatocellular carcinoma (HCC) cell proliferation, 

invasion and migration as well as human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) angiogenesis to provide potential targets for HCC treatment. 

Methods:  Database data were used to analyze the expression of KIF2C mRNA and protein in HCC tissues and its correlation with the 

expression of angiogenesis-associated factors (VEGFR2 and HIF-1α). Human normal hepatocytes QSG-7701, HUVEC, and HCC cells Huh-

7 and Hep3B2.1-7 were routinely cultured, and sh-NC and sh KIF2C were transfected into Huh-7 and Hep3B2.1-7 cells with Lipofectamine 

3000 transfection reagent. qPCR was performed to detect the expression of KIF2C mRNA in QSG-7701, Huh-7 and Hep3B2.1-7 cells of 

each group, and WB was performed to detect the expression of KIF2C protein in cells of each group, and the effect of KIF2C knockdown 

on the clone formation of Huh3B2.1-7 and Huh-7 cells was examined in the clonogenic assay. Tubulogenesis assay to detect the effect of 

conditioned cultures of knockdown KIF2C-expressing Huh-7 and Hep3B2.1-7 cells on the angiogenic capacity of HUVEC cells. Results: 

Database analysis showed that KIF2C mRNA and protein were highly expressed in HCC tissues (both P<0.01). In addition, database analysis 

suggested that KIF2C mRNA may also be highly expressed in HCC cells, and the results of KIF2C mRNA and protein expression detected 

by qPCR and WB showed that its mRNA and protein were highly expressed in HCC cells (both P<0.01) , consistent with the database data 

analysis. Database data analysis also showed that KIF2C was positively correlated with the expression levels of VEGFR2 and HIF-1α in 

HCC tissues (P<0.05 or P<0.01). Stable low KIF2C-expressing Huh-7 and Hep3B2.1-7 cells were successfully constructed (both P<0.01), 

and knockdown of KIF2C expression significantly inhibited the proliferative (all P<0.01), invasive and migratory (all P<0.01) capacities 
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of Huh-7 and Hep3B2.1-7 cells, and the conditioned culture medium of HCC cells with knockdown of KIF2C expression could significantly 

inhibit the angiogenic capacity of HUVEC cells in vitro (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: KIF2C promotes the ability of Huh-7 and 

Hep3B2.1-7 cells to proliferate, invade and migrate as well as HUVEC angiogenesis, suggesting that KIF2C may be a potential target for 

the treatment of HCC.

[Key words] kinesin-13 family member 2C (KIF2C); hepatocellular carcinoma (HCC); Huh-7 cell; Hep3B2.1-7 cell; proliferation; 

migration; invasion; human umbilical vein endothelial cell (HUVEC); angiogenesis

[Chin J Cancer Biother, 2024, 31(5): 477-483. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2024.05.007]

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）是高

发病率和高致死率的恶性肿瘤之一，对人类健康构

成巨大威胁[1]。其恶性程度高，治疗仍是中国医疗卫

生领域急需解决的难题之一[2]。研究[3]发现，血管生

成与HCC发生发展和预后密切相关，为HCC提供了

一种有前景的新疗法，可能有助于改善HCC治疗困

境。因此，寻找有价值的抗血管生成治疗靶点以改

善患者预后是临床 HCC 治疗的重要目标之一。驱

动蛋白-13家族是一组高度保守的分子马达蛋白，其

家族成员在多种肿瘤中表达上调[4-5]，并可促进肿瘤

血管生成[6]，被认为是近年来新兴的血管生成研究热

点。驱动蛋白-13家族 2C（kinesin-13 family member 

2C, KIF2C）是驱动蛋白-13家族成员之一，其在HCC

中差异表达最显著[7]。目前，KIF2C在调节HCC血管

生成中的功能尚未被研究。因此，本研究通过一系

列实验探究KIF2C在HCC血管生成中的作用，以期

为HCC抗血管生成靶向治疗提供新思路。

1  材料和方法

1.1  组织标本、细胞和主要试剂

人正常肝细胞QSG-7701购自巨洲生物科技有

限公司，HCC细胞Huh-7和Hep3B2.1-7购自中国科

学院上海生命科学研究院细胞资源中心，人脐静脉

内 皮 细 胞（human umbilical vein endothelial cell, 

HUVEC）购自巨洲生物科技有限公司，RPMI 1640培

养基、DMEM培养基、PBS、青霉素-链霉素溶液均购

自武汉普诺赛生命科技有限公司，胎牛血清（FBS）购

自以色列Bioind公司，靶向KIF2C的短发夹核糖核

酸（sh-KIF2C）和阴性对照（sh-NC）购自武汉擎科生

物科技有限公司，兔抗KIF2C抗体、辣根过氧化物酶

标记羊抗兔或小鼠二抗均购自武汉三鹰生物技术有

限公司，Lipofectamine 3000 购自美国 Invitrogen 公

司，Transwell小室购自美国Corning公司，CCK-8试

剂盒购自Biosharp公司。

1.2  用数据库数据分析KIF2C mRNA和蛋白在HCC

组织中的表达及其与VEGFR2和HIF1A表达的相关性

2022 年 10 月从 UCSC Xena 数据库（http://xena.

ucsc. edu/）下载癌症基因组图谱计划（The Cancer 

Genome Atlas，TCGA）中的RNA测序数据，共下载了

369个可用的HCC组织和50个癌旁组织的mRNA表

达谱，分析KIF2C mRNA的表达，用临床蛋白质组学

肿瘤分析联盟（Clinical Proteomics Tumor Analysis 

Consortium, CPTAC）数 据 库（https://proteomics.

cancer.gov/programs/cptac）数据分析 KIF2C 蛋白在

HCC组织中表达。为研究KIF2C与HCC中血管生

成因子之间的相互作用，通过TCGA-LIHC和基因型-

组织表达数据库分析 KIF2C 与 VEGFR2（KDR）和

HIF-1α（HIF1A）之间的基因表达相关性。中分析

KIF2C 与 VEGFR2（KDR）和 HIF-1α（HIF1A）之间的

基因表达相关性。

1.3  细胞培养与转染

QSG-7701细胞用含 10% FBS、1%青-链霉素的

RPMI 1640培养基培养，Huh-7、Hep3B2.1-7细胞用含

10% FBS、1% 青-链霉素的DMEM培养基培养，所有

细胞均置于 37 ℃，5% CO2 的细胞培养箱中培养，每

2 d 更换一次培养基或进行传代培养。采用转染试

剂 Lipofectamine 3000 将 sh-KIF2C 和 sh-NC 转染到

Hep3B2.1-7、Huh-7 细胞中，转染成功后用1 μg/mL的

嘌呤霉素筛选，最后获得稳定敲减KIF2C的Hep3B2.1-

7 和 Huh-7 细胞和相应的阴性对照细胞。

1.4  qPCR检测各组QSG-7701、Huh-7和Hep3B2.1-7

细胞中KIF2C mRNA的表达

收集各组细胞提取其总RNA，并按照说明书使用

诺唯赞公司的逆转录试剂盒和SYBR荧光试剂盒进行

qPCR。PCR 反应参数：95 ℃ 30 s，95 ℃ 10 s、65 ℃ 

30 s，共40个循环。以GAPDH为内参基因，采用2-ΔΔCt

法计算目的基因的相对表达量，引物序列如下：KIF2C

（F：5′-CGCGTTTCTCTTCCTTGCTG-3′ ，R：5′-TCT 

TGATAGCGAGACCGGGA-3′）；GAPDH（F：5′-TGT 

TGCCATCAATGACCCCTT-3′ ，R：5′-CTCCACGAC 

GTACTCAGCG-3′）。

1.5  WB法检测各组细胞中KIF2C蛋白的表达

收集各组细胞并提取其总蛋白质，将各组等

量蛋白质上样 行 SDS-PAGE，然 后 将 其 转移至

PVDF膜，随后用 5% 脱脂奶粉室温下封闭60 min，

然后用1∶5 000稀释KIF2C和GAPDH一抗4 ℃下处

理过夜，后用与匹配的二抗（均 1∶10 000稀释）在室

温下处理 1 h，最后通过Tanon 5200 ECL化学发光成
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像系统显示、拍照和半定量分析。

1.6  CCK-8 法检测敲低 KIF2C 对 Hep3B2.1-7 和

Huh-7细胞增殖活力的影响

将 sh-KIF2C 和 sh-NC 组 的 Huh-7 细 胞 和

Hep3B2.1-7细胞（4×103个/孔）接种于96孔板，每组设

置4个复孔。在1、2、3、4和5 d时，加入CCK-8试剂，

按照CCK-8细胞计数试剂盒说明书进行操作，使用

多功能酶标仪测定每个孔在 450 nm处的光密度（D）

值，以D值代表细胞的增殖活力。

1.7  细 胞 克 隆 形 成 实 验 检 测 敲 低 KIF2C 对

Hep3B2.1-7和Huh-7细胞克隆形成的影响

将 sh-KIF2C 和 sh-NC 组 的 Huh-7 细 胞 和

Hep3B2.1-7细胞（7×102个/孔）接种于 6孔板中，在培

养箱中培养2周后，用4%多聚甲醛固定30 min，再用

0.1%结晶紫染色 20 min，最后在显微镜下观察并对

可见细胞克隆进行计数。

1.8  Transwell 小 室 实 验 检 测 敲 低 KIF2C 对

Hep3B2.1-7和Huh-7细胞迁移与侵袭的影响

细胞迁移实验用 sh-KIF2C和 sh-NC组的 Huh-7

（2×104个/孔）和Hep3B2.1-7细胞（3×104个/孔）接种至

Transwell板上室中；在下室加入 600 μL 20% FBS的

DMEM培养液，随后放置于细胞培养箱中处理适长

时间（Huh-7为 24 h，Hep3B2.1-7为 36 h）。将迁移入

下室的细胞用4%多聚甲醛固定30 min，再用0.1%结

晶紫染色 20 min，接着用PBS缓冲液清洗，再用棉签

将上室中接种侧的未迁移细胞擦除干净，使用显微

镜捕获迁移细胞并计算。在细胞侵袭实验时使用

Transwell 小室的上室预先铺有基质胶，Huh-7 和

Hep3B2.1-7细胞均为5×104个/孔，其他条件与上述迁

移实验相同。

1.9  血管生成相关实验检测敲低 KIF2C 对体外

HUVEC血管生成能力的影响

内皮细胞迁移实验先用 sh-KIF2C 和 sh-NC 组

Huh-7 和 Hep3B2.1-7 细 胞 的 条 件 培 养 液 处 理

HUVEC 48 h，然后将 HUVEC（2×104 个/孔）接种于

Transwell小室上室中，其余操作同方法 1.8中Huh-7

细胞迁移实验。小管形成实验是将HUVEC提前饥

饿，随后用每孔200 μL Matrigel基质胶铺于24孔板，

放置于 37 ℃细胞培养箱30 min，然后取出24孔板每

孔铺 1×105 个 HUVEC 于基质胶上，每组分别加入

200 μL sh-KIF2C和 sh-NC组的Huh-7和Hep3B2.1-7

细胞的条件培养液，之后放回细胞培养箱培养 24 h，

最后在显微镜下观察小管形成情况并拍照。

1.10  统计学处理

所有实验均独立重复 3 次。数据均采用

GraphPad Prism9.0软件统计分析，符合正态分布的计

量数据以 x̄±s 表示，两组比较采用 t检验，多组间比较

采用单因素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示差异

具有统计学意义。

2  结  果

2.1 KIF2C mRNA 和蛋白在 HCC 组织和 Huh-7 和

Hep3B2.1-7细胞中呈高表达

TCGA数据分析结果（图 1A）显示，与癌旁组织

比较，KIF2C mRNA在HCC组织中呈高表达（P<0.01），

CPTAC 数据库数据分析结果（图 1B）显示，与癌

旁组织比较，KIF2C 蛋白在 HCC 组织中也呈高表

达（P<0.01）。通过qPCR和WB法验证人正常肝细胞

QSG-7701、Huh-7、Hep3B2.1-7细胞中KIF2C表达水

平的差异，结果（图1C、D）显示，与QSG-7701细胞相

比，在 Huh-7 和 Hep3B2.1-7 细胞中 KIF2C mRNA 和

蛋白表达水平均显著升高（均P<0.01），本实验检测

结果与数据库数据分析结果相符。因此，选择Huh-7

和Hep3B2.1-7细胞进行后续实验。

A：基于TCGA数据库分析配对癌旁组织组织和肝癌组织中KIF2C的 mRNA表达水平; B：基于CPTAC数据库分析配对癌旁组织

和肝癌组织中KIF2C的蛋白表达水平；C、D：qPCR法（C）或WB法（D）检测QSG-7701、Huh-7和Hep3B2.1-7细胞中KIF2C mRNA

或蛋白的表达。**P<0.01。

图1    KIF2C在HCC组织和细胞中的表达

2.2  数据库数据分析显示KIF2C与HCC组织中血

管生成因子VEGFR2、HIF-1α的表达水平呈正相关

TCGA-LIHC和基因型-组织表达数据库分析结果

（图 2）显示，在HCC组织中KIF2C的表达与VEGFR2
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（R=0.11，P<0.05）及HIF-1α（R=0.297，P<0.01）的表达呈

显著正相关，由此可见，KIF2C可能具备促进HCC血管

生成的能力。

2.3  成功构建了稳定低表达 KIF2C 的 Huh-7 和

Hep3B2.1-7细胞

为验证KIF2C在HCC细胞恶性表型和血管生成

中的作用，使用 shRNA（阴性对照 sh-NC 和靶向

KIF2C的 sh-KIF2C）转染Huh-7和Hep3B2.1-7细胞。

qPCR、WB法检测结果（图 3）显示，与 sh-NC组细胞

相比，sh-KIF2C 组 Huh-7、Hep3B2.1-7 细胞中 KIF2C 

mRNA和蛋白表达水平均明显降低（均P<0.01）。实

验结果表明，本实验在Huh-7和Hep3B2.1-7细胞中成

功敲低KIF2C的表达，可进行后续功能实验。

2.4  敲 低 KIF2C 表 达 可 明 显 抑 制 Huh-7 和

Hep3B2.1-7细胞的增殖能力

CCK-8 法、细胞平板克隆形成实验检测结果

（图 4）显示，与 sh-NC 组比较，sh-KIF2C 组 Huh-7、

Hep3B2.1-7细胞的增殖能力均明显降低（均P<0.01）。

实验结果表明，敲低KIF2C表达可抑制HCC细胞的

增殖能力。

A：KIF2C与VEGFR2的表达相关性；

B：KIF2C与HIF-1α的表达相关性

图2  HCC组织中KIF2C基因表达与VEGFR2、HIF1A表达的相关性分析

A、C：qPCR法检测转染后各组Huh-7（A）、Hep3B2.1-7细胞（C）中KIF2C mRNA的表达；B、D：WB法检测转染后各组Huh-7（B）、

Hep3B2.1-7（D）细胞中KIF2C蛋白的表达。**P<0.01。

图3    sh-NC组和 sh-KIF2C组Huh-7和Hep3B2.1-7细胞中KIF2C的表达

2.5  敲低KIF2C抑制Huh-7和Hep3B2.1-7细胞侵袭

和迁移能力

Transwell 小室实验检测结果（图 5）显示，与

sh-NC组比较，sh-KIF2C组Huh-7和Hep3B2.1-7细胞

的迁移和侵袭细胞数均显著减少（均P<0.01）。实验

结果表明，敲低 KIF2C 表达可明显抑制 Huh-7 和

Hep3B2.1-7细胞侵袭和迁移能力。

2.6  敲低KIF2C表达的HCC细胞条件培养液可抑

制体外HUVEC的血管生成能力

内皮细胞迁移实验和小管形成实验检测结果（图6）

显示，与sh-NC组比较，sh-KIF2C组Huh-7和 Hep3B2.1-7

细胞的条件培养液处理HUVEC 的迁移细胞数和管

状样结构数均显著降低（P<0.05或P<0.01）。实验结果

表明，敲低 HCC 细胞中 KIF2C 表达水平可在体外

抑制 HUVEC的血管形成能力。

3  讨  论

HCC是世界范围内最常见的十大恶性肿瘤之一，

据统计非转移性HCC的5年生存率低于40%，转移性

HCC的5年生存率不足20%[8]。研究[9]发现，肿瘤发生

发展过程中会出现异常的血管生成状态，这为肿瘤细

胞的生存和转移提供了有利条件，抑制肿瘤血管生成

的抗血管生成疗法也应运而生。HCC是典型的高血管

增生性肿瘤，抗血管生成疗法是其最具前景的治疗策

略之一[10]。目前，索拉菲尼和仑伐替尼等抗血管药物已

经纳入晚期HCC的一线治疗，但这些药物带来的生存
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获益仍不容乐观[11]。因此，寻找新的血管生成治疗靶点

是HCC的重点研究方向。有研究证实KIF2C mRNA和

蛋白表达水平在多种癌组织中表达上调，例如非小细

胞肺癌[12-13]、甲状腺癌[14]、子宫内膜癌[15]、胃癌[16]等，本研

究用HPA数据库数据分析发现，KIF2C mRNA在HCC

细胞中也呈高表达，这与ZHANG等[17]的研究结果相符。

目前，已有研究[6]证实，KIF2A在HCC细胞血管生成过

程中发挥重要作用。BioGRID数据库（http:∥thebiogrid.

org）显示KIF2A与KIF2C存在潜在互作关系，提示KIF2C

可能也参与HCC的血管生成。此外，KIF2C在HCC中

调控EMT[18]和Wnt/β-catenin[7]信号通路，而MEK/ERK[19]

和Wnt/β-catenin信号通路[20]在HCC血管生成中发挥关

键作用，表明KIF2C可能通过影响EMT和Wnt/β-catenin

通路参与HCC血管生成。上述研究结果提示，KIF2C

可能与HCC血管生成有关，但目前尚未有明确的研究

报道KIF2C在HCC血管生成中的作用。此外，血管生

成与血管生成因子的表达水平密切相关。VEGFR2主

要在血管内皮细胞中表达，其作为VEGF的受体参与重

塑或刺激肿瘤血管生成的过程[21]。缺氧诱导因子-1可

引发肿瘤血管生成，HIF-1α是该家族成员[22]。CHEN等[23]

研究显示，VEGFR2和HIF-1α是重要的血管生成因子，

可用于HCC血管生成研究，因此本研究基于公共数

据库分析 HCC 组织中 KIF2C 与 VEGFR2 和 HIF-1α

的表达相关性，首次发现 HCC 组织中 KIF2C 与血

管生成因子表达水平呈正相关，说明KIF2C可能促

进HCC血管形成。

A、C：CCK-8法检测转染后各组Huh-7（A）和Hep3B2.1-7细胞（C）的增殖能力； B、D：细胞克隆形成实验检测转染后各组Huh-7

（B）和Hep3B2.1-7细胞（D）的克隆形成能力。**P<0.01。

图4  敲低KIF2C对Huh-7和Hep3B2.1-7细胞增殖能力的影响

肿瘤组织丰富的血管生成是由于血管生成因子

表达失调造成的[24]。VEGFR2[25]和 HIF-1α[26]是 HCC

中重要的血管生成成子。肿瘤血管形成的主要作用

是为肿瘤细胞提供丰富的细胞因子和营养物质，进

而增强肿瘤细胞的增殖、侵袭和迁移能力[27]。为验证

KIF2C促进HCC血管生成这一结论，本研究首先通

过公共数据库（TCGA，CPTAC和HPA），qPCR和WB

分析 KIF2C 在 HCC 组织和细胞的表达水平，发现

KIF2C在HCC组织和细胞中高表达，然后选择Huh-7

和Hep3B2.1-7细胞进行敲降构建稳定低表达KIF2C

的HCC细胞株，通过细胞实验验证敲低KIF2C抑制

HCC细胞的增殖、侵袭和迁移，表明敲低KIF2C表达

水平确实会减弱HCC细胞的增殖、侵袭和迁移能力。

HAN等[25]研究表明，血管生成基因对HCC血管形成

的影响可以通过收集条件培养基处理HUVEC细胞

进行体外血管生成相关实验。内皮细胞迁移实验和

小管生成实验都属于血管生成相关实验。因此本研

究随后收集HCC细胞株条件培养基处理HUVEC细

胞，通过血管生成相关实验验证敲低KIF2C的HCC

细胞条件培养基会减弱HUVEC细胞体外血管生成

能力，表明KIF2C促进HCC血管生成。

综上所述，本研究结果表明，KIF2C基因在HCC

组织和细胞中高表达，其促进HCC血管生成并且增

强HCC细胞的增殖、侵袭和迁移，这一发现对于深入

了解HCC血管生成的相关机制和治疗靶点具有重要

意义，因此靶向KIF2C可能是针对晚期HCC患者抗

血管生成治疗的新希望。
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A：Transwell 实验检测转染后各组Huh-7细胞侵袭和迁移的能力（×200）；B：Transwell实验检测转染后各组Hep3B2.1-7

细胞的侵袭和迁移能力（×200）。**P<0.01。

图5  敲低KIF2C对Huh-7和Hep3B2.1-7细胞侵袭和迁移的影响

A、B：Transwell迁移实验检测转染后各组Huh-7（A）和Hep3B2.1-7（B）细胞的条件培养基对体外HUVEC迁移能力的影响（×200）；

C、D：小管生成实验检测转染后各组Huh-7（C）和Hep3B2.1-7（D）细胞的条件培养基对体外HUVEC管样结构形成的影响（×100）。
*P<0.05，**P<0.01。

图6    敲低KIF2C表达的Huh-7和Hep3B2.1-7细胞的条件培养基对体外HUVEC血管生成的影响
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