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FCRL3 在原发性肝癌中的表达及其对肝癌
细胞 HepG2 增殖和迁移的影响

孙建海,马燕凌∗,魏武杰,晏　 菲,方红艳,瞿　 姣

(江汉大学附属湖北省第三人民医院肿瘤科, 武汉　 430033)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 Fc 受体样蛋白 3 (Fc receptor-like protein 3,FCRL3)在原发性肝癌中的表达及其对肝癌

细胞 HepG2 增殖和迁移的影响。 方法 　 检测肝癌组织、正常肝组织、肝癌细胞 HepG2 FCRL3 mRNA 及蛋白的表

达,用 MTT 法、细胞划痕实验检测 FCRL3 特异性 siRNA 及 FCRL3 过表达对肝癌细胞 HepG2 增殖率和迁移能力的

影响。 结果　 肝癌组织内 FCRL3 mRNA 表达量和蛋白量均较正常肝组织增加,差异具有统计学意义(P<0. 05);与
FCRL3 干扰表达组比较,FCRL3 阴性对照组和 FCRL3 过表达组肝癌细胞 HepG2 内 FCRL3 mRNA 表达量和蛋白量

均增加,增殖率和迁移能力增加,差异具有统计学意义(P<0. 05);与 FCRL3 阴性对照组比较,FCRL3 过表达组肝癌

细胞 HepG2 内 FCRL3 mRNA 表达量和蛋白量均增加,增殖率和迁移能力增加,差异具有统计学意义(P<0. 05)。 结

论　 肝癌组织中 FCRL3 的表达增加,抑制 FCRL3 的表达可抑制肝癌细胞的增殖和迁移,提示 FCRL3 可能在肝癌

发生过程中发挥重要的作用。
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Expression of Fc receptor-like protein 3 in hepatocellular carcinoma and
its effect on the proliferation and migration of HepG2 cells

SUN Jianhai, MA Yanling∗, WEI Wujie, YAN Fei, FANG Hongyan, QU Jiao
(Department of Oncology, Hubei No. 3 People’s Hospital of Jianghan University, Wuhan 430033, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the expression level of Fc receptor-like protein 3 (FCRL3) in hepatocellular
carcinoma and to determine its effect on the proliferation and migration of hepatocellular carcinoma HepG2 cells. Methods
The expression of FCRL3 mRNA and protein was detected in hepatocellular carcinoma tissues, healthy liver tissues, and
HepG2 cells by RT-PCR. The effects of FCRL3-specific small interfering ( si) RNA on the proliferation and migration of
HepG2 cells were detected by an MTT assay and cell scratch test. Results 　 FCRL3 mRNA and protein expression was
significantly higher in hepatocellular carcinoma tissues than in healthy liver tissues　 (P<0. 05). FCRL3 mRNA and protein
expression levels were significantly lower following siRNA in HepG2 cells, and the proliferation rate and migration ability
were significantly decreased 　 (P < 0. 05). Additionally, the expression of FCRL3 mRNA and protein in HepG2 cells
overexpressing FCRL3 was significantly increased compared with controls, as 　 well the proliferation rate and migration



ability　 (P<0. 05). Conclusions 　 The expression of FCRL3 in hepatocellular carcinoma is up-regulated compared with
healthy liver tissue. FCRL3 inhibition reduces the proliferation and migration of hepatoma cells, suggesting that FCRL3
plays an important role in the progression of hepatocellular carcinoma.
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　 　 肝癌是常见的恶性肿瘤,其发病率和病死率均

位于肿瘤前列。 全球每年新增肝癌患者约为 70 万

例,仅次于肺癌;我国每年新增肝癌患者 30 万左右,
占全球肝癌总患者 50%左右[1-3]。 由于肝细胞具有

较强的代偿功能,80%的患者发现时已经处于中晚

期,手术和放化疗的效果较差,术后有超过 60%的

患者发生了肝癌细胞的转移,其术后 5 年生存率不

超过 5%,癌症复发和转移成为肝癌主要的致死原

因[4-5]。 目前研究者一直致力于从肝癌细胞增殖和

迁移的分子机制去改善肝癌的预后与治疗。 通过

Oncomine 数据库整合疾病基因表达谱发现,Fc 受体

样蛋白(Fc receptor like proteins,FCRL)家族蛋白在

原发性肝癌中显著升高,但其作用机制至今未

明[6-7]。 FCRL3 是 FCRL 家族的重要一员,通过

Oncomine 数据库整合原发性肝癌组织(对比于正常

肝脏组织)表达谱分析发现,FCRL3 在原发性肝癌

中显著升高,提示 FCRL3 蛋白可能在原发性肝癌中

起关键作用,FCRL3 蛋白与多种免疫相关性疾病,
如类风湿性关节炎、甲亢等,但其在肝癌中的作用

尚未清楚[8-10]。 基于上述依据,探讨 FCRL3 在原发

性肝癌中的表达及其对肝癌细胞 HepG2 增殖和迁

移的影响,为 FCRL3 成为肝癌治疗靶点提供一定的

研究依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

48 例肝癌组织来源于我院外科手术切除肝癌

患者的癌组织,40 例人正常肝组织来源于我院外科

因外伤切除的正常肝脏组织。 癌组织和正常组织

均通过病理学进行确诊(本研究得到江汉大学附属

湖北省第三人民医院医学伦理委员会的批准(伦理

审批号:20180215),病人及家属均签署知情同意书。
1. 2　 主要试剂与仪器

肝癌细胞 HepG2(中国科学院典型培养物保藏

委员会细胞库,中国),脂质体 Lipofectamine 2000,
FCRL3 过表达病毒载体和 siRNA 干扰表达病毒载

体(上海吉凯生物公司,中国),青链霉素溶液、胰酶

(Corning 公 司, 美 国 ), RPMI-1640 和 胎 牛 血 清

(Gibco 公司,美国),Trizol Reagent RNA 提取试剂盒

(Invitrogen 公司,美国)、PrimeScript RT reagent Kit
Perfect Real Time RNA 反转录试剂盒(大连 TaKaRa
公司,中国)、UltraSYBR One Step RNA PCR Kit 荧光

定量 PCR 试剂盒(宝生物工程大连有限公司,中
国)、FCRL3 和 GADPH 引物(大连 TaKaRa 公司,中
国),PCR 引物序列(上海生工生物工程有限公司,
中国 ): FCRL3 引 物 序 列: 上 游 引 物 为 5 ’-
AACAGGAAAATAATACAAATGTACAGACCA-3’,下

游引物为: 5’-GGGAAAGAAGACACGAAAGCA-3’;
GAPDH 引 物 序 列: 上 游 引 物 为 5 ’-
TCCCATCACCATCTTCCAG-3’, 下 游 引 物 为: 5 ’-
GGTATCCATCGCCATGCTC -3’,四噻唑蓝 (Methyl
tihiazolyl tetrazolium,MTT)(Amresco 公司,美国)、细
胞蛋白抽提试剂(碧云天生物技术研究所,中国),
鼠抗 FCRL3 单克隆抗体(Santa Cruz 公司,美国),辣
根过氧化物酶 HRP 标记亲和纯化山羊抗小鼠 IgG
二抗、鼠抗 GADPH 单克隆抗体(武汉艾美捷科技有

限公司,中国),二氧化碳细胞培养箱 ( Thermo
Revco,美国),NanoDrop2000c 型蛋白核酸检测仪

(Thermo 公司,美国),实时荧光定量 PCR 仪(Bio-
Rad 公司,美国),倒置显微镜(Nikon 公司,日本),
基质胶、Bio-Rad 垂直电泳仪(BD 公司,美国),凝胶

成像仪(UVP 公司,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养及转染

用含 10%胎牛血清的 RPMI-1640 培养基培养

肝癌细胞 HepG2,条件为 37℃、5% CO2,隔天换液,
当细胞处于对数生长期时用胰酶消化后进行实验。
实验分为 FCRL3 干扰表达组、FCRL3 阴性对照组和

FCRL3 过表达组。 FCRL3 干扰表达组加入 FCRL3
siRNA 干扰表达病毒载体和脂质体、阴性对照组只

加入脂质体、FCRL3 过表达组加入过表达病毒载体

和脂质体,转染成功后继续培养 24 h 收获细胞,进
行相关检测。
1. 3. 2　 实时荧光 RT-PCR 检测 FCRL3 mRNA 的

表达

取肝癌组织、正常肝组织和 HepG2 各组细胞,
根据 RNA 提取试剂盒操作说明书进行总 RNA 提

取,测定 mRNA 浓度和纯度,将提取的总 RNA 根据
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反转录试剂盒说明合成 cDNA,根据 SYBR Premix
Ex TaqTM II 荧光定量 PCR 试剂盒说明,用制备 20
μL 反应体系,在 CFX-96 PCR 扩增仪中进行扩增。
反应条件为预变性 95℃ 30 s、 变性 95℃ 5 s、60℃
44 s、40 个循环,61℃时采集荧光,用实时荧光定量

PCR 仪检测对其表达量进行结果分析,以 GADPH
作为内参,采用 2-△△ Ct法计算 FCRL3 mRNA 的相对

表达量。
1. 3. 3　 Western blot 法检测 FCRL3 蛋白水平

取肝癌组织、正常肝组织和肝癌细胞 HepG2 各

组细胞,根据组织和细胞量加入胞蛋白抽提试液,
冰浴 2 h;4℃、10 000 r / min、15 min,取上清,进行蛋

白定量;调整蛋白浓度,加入 1 / 5 体积的 5× Buffer,
沸水进行变性,-80℃保存备用。 采用 Bio-Rad 湿转

系统 SDS-PAGE 胶进行电泳、切胶;孵育一抗、 4℃
下孵育相应条带过夜、孵育相对于二抗,采集图像,
用凝胶成像仪对免疫印迹条带灰度值并进行分析。
1. 3. 4　 MTT 法检测肝癌细胞 HepG2 增殖率

各组细胞在转染成功后进行消化,以每孔 5×
103 接种于 96 孔板中,每孔 200 μL,继续培养 24 h,
加入 MTT 每孔 50 μL。 培养 4 h,弃上清液,加入

DMSO 每孔 200 μL,振荡 10 min,用检测的吸光度值

(OD 值),计算 HepG2 细胞增殖率[细胞增殖率 =

(实验组 A 值-空白组 A 值) / (对照组 A 值-空白组

A 值)]。 每各剂量组设 3 个平行孔。
1. 3. 5　 细胞划痕法检测肝癌细胞 HepG2 迁移能力

各组细胞在转染成功后进行消化,调整细胞浓

度,以每孔 5×104 接种于 6 孔板内,每孔 200 μL,加
入 1 mL 含血清的 RPMI-1640 培养基,继续培养24 h
左右,使细胞形成单层细胞爬满孔板底部,用 100
μL 灭菌枪头在单层细胞上呈“一”字划痕,用无血

清的 RPMI-1640 培养基清洗 3 次,加无血清培养基

温育细胞 24 h,用显微镜下拍照,每孔 3~5 个视野。
用图像分析仪测量测量划痕宽度,实验重复 3 次。
1. 4　 统计学方法

用 SPSS 19. 0 统计软件进行统计分析。 实验结

果采用均数±标准差(􀭰x±s),采用单因素方差分析和

t 检验进行判断,组间两两比较用 SNK-q 检验,以 P
<0. 05 差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 肝癌组织和正常肝组织内 FCRL3 mRNA 及

蛋白的表达

与正常肝组织比较,肝癌组织内 FCRL3 mRNA
和蛋白表达量均增加,差异具有统计学意义 ( t =
4. 54、3. 87,P<0. 05)(表 1,图 1)。

表 1　 肝癌组织和正常肝组织内 FCRL3 mRNA 及蛋白的表达( x- ± s)
Table 1　 Expression of FCRL3 mRNA and protein in the liver cancer and normal liver tissues

分组
Groups

例数
Number of cases FCRL3 mRNA FCRL3 蛋白

FCRL3 protein
正常肝组织 Normal liver tissue 40 1. 00±0. 03 1. 79±0. 15
肝癌组织 Liver cancer tissue 48 3. 15±0. 37a 3. 57±0. 43a

注:与正常肝组织比较,aP<0. 05。
Note. Compared with normal liver tissue, aP<0. 05.

图 1　 肝癌组织和正常肝组织内 FCRL3 蛋白的表达

Figure 1　 Expression of FCRL3 protein in liver
cancer and normal liver tissues

2. 2　 FCRL3 干扰表达组、FCRL3 阴性对照组和

FCRL3 过表达组肝癌细胞 HepG2 内 FCRL3
mRNA 及蛋白的表达

与 FCRL3 干扰表达组比较,FCRL3 阴性对照组

和 FCRL3 过表达组肝癌细胞 HepG2 内 FCRL3
mRNA 表达量和蛋白量均增加,差异具有统计学意

义(P<0. 05);与 FCRL3 阴性对照组比较,FCRL3 过

表达组肝癌细胞 HepG2 内 FCRL3 mRNA 表达量和

蛋白量均增加,差异具有统计学意义(P<0. 05) (表
2,图 2)。
2. 3　 FCRL3 表达对肝癌细胞 HepG2 增殖率和迁

移能力的影响

与 FCRL3 干扰表达组比较,FCRL3 阴性对照组

和 FCRL3 过表达组肝癌细胞 HepG2 增殖率和迁移

能力增加,差异具有统计学意义 ( P < 0. 05);与

FCRL3 阴性对照组比较,FCRL3 过表达组肝癌细胞

HepG2 增殖率和迁移能力增加,差异具有统计学意

义(P<0. 05)(表 3,图 3)。
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表 2　 FCRL3 干扰表达组、FCRL3 阴性对照组和 FCRL3 过表达组肝癌细胞 HepG2 内 FCRL3 mRNA 及蛋白的表达(􀭰x±s)
Table 2　 The expression of FCRL3 mRNA and protein in hepatocellular carcinoma cells in different groups

分组
Groups

例数
Number of cases FCRL3 mRNA FCRL3 蛋白

FCRL3 protein
FCRL3 干扰表达组

FCRL3 interference expression group 3 0. 57±0. 06 0. 67±0. 11

FCRL3 阴性对照组
FCRL3 negative control group 3 0. 98±0. 04a 1. 84±0. 18a

FCRL3 过表达组
FCRL3 overexpression group 3 1. 86±0. 53ab 2. 54±0. 22ab

注:与 FCRL3 干扰表达组比较,aP<0. 05;与 FCRL3 阴性对照组比较,bP<0. 05。
Note.Compared with the normal FCRL3 interference expression group, aP<0. 05. Compared with the normal FCRL3 negative control group, bP<0. 05.

表 3　 FCRL3 表达对肝癌细胞 HepG2 增殖率和迁移能力的影响(􀭰x±s)
Table 3　 Influence of FCRL3 expression on the proliferation rate and migration ability of HepG2 cells
分组
Groups

例数
Number of cases

细胞增殖(%)
Cell proliferation

迁移能力(μm)
Migration ability

FCRL3 干扰表达组
FCRL3 interference expression group 3 71. 63±5.67 45. 38±3.81

FCRL3 阴性对照组
FCRL3 negative control group 3 96. 22±14.31a 40. 57±12.19a

FCRL3 过表达组
FCRL3 overexpression group 3 175. 48±15.19ab 22. 34±5.66ab

注: FCRL3 干扰表达组比较,a P<0. 05;与 FCRL3 阴性对照组比较,bP<0. 05。
Note. Compared with the normal FCRL3 interference expression group, aP<0. 05.Compared with the normal FCRL3 negative control group, bP<0. 05.

图 2　 各组肝癌细胞 HepG2 内 FCRL3 mRNA
及蛋白的表达

Figure 2　 The expression of FCRL3 mRNA and protein in
hepatocellular carcinoma cells in different groups

3　 讨论

肝癌的发生发展是一个参与因素多、多阶段的

复杂过程,同时与基因、环境等密切相关。 肿瘤细

胞的增殖和迁移严重影响肿瘤患者的预后[11]。
FCRL 基因位于人类染色体 lq21-23 区域,与 Fc 受

体相邻,具有与 Fcy 受体高度结构同源性,因此认为

FCRL 受体与 Fcy 受体有类似功能,参与了多种自身

免疫性疾病[12]。 FCRL 主要在 B 细胞上表达,参与

了 B 细胞的活化和免疫应答等,在 NK 细胞及 T 细

胞亚群上也有一定的表达[13]。 FCRL 家族主要包括

FCRL1-6、FCRLA 和 FCRLB,通过 Oncomine 数据库

整合原发性肝癌组织表达谱发现 FCRL 蛋白家族多

个分子(FCRL1、FCRL3、FCRL4、FCRL5)在原发性

肝癌中显著升高。

FCRL3 基因是一种新的免疫调节基因,长度约

24 kb 碱基序列,包含 16 个外显子和 15 个外含子,
其编码蛋白用药 3~9 个免疫球蛋白(Ig)样结构域,
包含免疫受体酪氨酸活化和抑制基序 ( ITAM 和

ITIM),通过细胞信号传导参与免疫调节功能[14-15]。
FCRL3 是唯一在 B 系细胞以外还表达的 FCRL 家族

成员,同时还可以 T 细胞群和 NK 细胞上表达,主要

表达在淋巴结、扁桃体及胸腺等二级淋巴器官上,
参与了机体自身免疫性疾病的过程,与自身免疫性

甲状腺疾病、风湿性关节炎及系统性红斑狼疮等病

遗传易感性相关[16-17]。 研究表明,核转录因子 NF-
κB 能影响 FCRL3 在 B 细胞的表达水平,而 NF-κB
参与机体防御反应、组织损伤和应激、细胞分化和

调亡以及肿瘤生长抑制过程的信息传递[18]。 既往

主要集中在 FCRL 家族对免疫性疾病,本研究创新

性研究 FCRL3 与肝癌的关系。 本研究发现,肝癌组

织内 FCRL3 mRNA 和蛋白表达量均较正常肝组织

增加。 本研究通过调控肝癌细胞 HepG2 内 FCRL3
表达,通过细胞增殖和迁移能力检测发现,降低

FCRL3 表达后,细胞增殖率和迁移能力均降低,同
时,增加 FCRL3 表达后,细胞增殖率和迁移能力均

增加。
综上所述,肝癌组织中 FCRL3 的表达水平升

高,抑制 FCRL3 的表达可抑制肝癌细胞的增殖和迁

移,提示 FCRL3 可能在肝癌发生过程中发挥重要的

作用,其作用机制有待进一步研究。
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图 3　 FCRL3 表达对肝癌细胞 HepG2 迁移能力的影响

Figure 3　 Effect of FCRL3 expression on migration ability of HepG2 cells
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