
肝癌是一种严重威胁人类健康的高死亡率疾 病，具有高度的增殖活性和侵袭转移特征，目前临

床整体治疗效果难以令人满意［1］。因此，揭示肝癌

高度增殖活性和侵袭转移的精确分子机制对判断

预后、寻找特异治疗靶点及提高肝癌的疗效具有重

要意义。肿瘤细胞代谢及能量产生与正常细胞有

着显著的区别。Warburg效应明确阐述了肿瘤细胞
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［摘 要］ 目的：探讨PKM2对肝癌细胞增殖和侵袭迁移能力的影响及其机制。方法：定量PCR、Western blot和免疫组化检测

肝癌组织及肝癌细胞系（HepG2、Hep3B、Huh7和SMMC⁃7721）PKM2的表达；采用小干扰RNA（siRNA）抑制肝癌细胞PKM2表
达，分析其对肝癌细胞增殖、侵袭和迁移的影响，并研究PKM2 siRNA对Hippo信号通路的影响。结果：定量PCR、Western blot
和免疫组化显示PKM2在肝癌组织表达较癌旁组织表达明显升高，在肝癌细胞较肝细胞（L02）中表达明显升高；PKM2 siRNA
可有效抑制肝癌细胞增殖、侵袭和迁移，进一步证实肝癌细胞中Hippo信号通路被抑制，PKM2 siRNA可有效提高Hippo信号通

路活性，且抑制Hippo信号活性能明显逆转 PKM2 siRNA抑制肝癌细胞增殖、侵袭和迁移能力。结论：PKM2可能通过抑制

LATS1和YAP磷酸化，进而抑制Hippo信号通路，促进肝癌细胞增殖、侵袭和迁移能力。
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［Abstract］ Objective：To investigate effects and mechanisms of PKM2 on hepatocellular carcinoma（HCC）cell. Methods：PKM2
expression was detected in liver cancer tissues and liver cancer cell lines（HepG2，Hep3B，HuH7 and smmc⁃7721）by quantitative PCR
（qPCR），Western blot（WB）and immunohistochemistry（IHC）. PKM2 expression was inhibited by small interfering RNA（siRNA）in HCC
cell lines. Effects of siRNA on the proliferation，invasion and migration was analyzed in HCC cell lines. In addition，we studied the effect
of PKM2 siRNA on Hippo signaling pathway. Results：qPCR，WB and IHC showed PKM2 expression was significantly higher in HCC
tissues than paracancer tissue，and in HCC cell lines than normal liver cell line（L02）. PKM2 siRNA effectively inhibited the proliferation，
invasion and migration of HCC cells. Further study confirmed that Hippo signaling activity was inhibited in HCC cell lines compared with
L02，and was enhanced in PKM2 siRNA⁃treated HCC cell lines. Inhibition of Hippo signaling activity significantly reversed inhibition of
proliferation，invasion and migration in PKM2 siRNA ⁃mediated HCC cell lines. Conclusion：PKM2 may inhibit phosphorylation of
LAST1 and YAP，decrease Hippo signaling pathway，and promote HCC cell proliferation，invasion and migration.
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的代谢特点：与正常细胞氧化磷酸化产生ATP不

同，肿瘤细胞主要依赖糖酵解途径产生ATP，这种现

象即使在氧气充足条件下也没有改变［2］。糖酵解虽

然能快速产生 ATP，但是消耗大量葡萄糖其产生

ATP效率却远远没有氧化磷酸化高，这就决定了肿

瘤细胞要消耗更多葡萄糖来满足其快速、无限增殖

所需要的能量。丙酮酸激酶（pyruvate kinase，PK）是
催化糖酵解的关键酶，用于催化磷酸烯醇式丙酮酸

生成丙酮酸，同时使ADP磷酸化而生成ATP［3］。PK
在哺乳动物细胞中主要有 4 种亚型：PKL、PKR、

PKM1和 PKM2，分别由 PKLR和 PKM基因编码［4］。

PKLR基因编码PKL和PKR，PKL主要在肝脏和肾脏

表达而PKR高表达于红细胞；PKM基因编码PKM1
和PKM2，PKM1在骨骼肌、心脏和脑组织中高表达，

PKM2主要表达于增殖旺盛的组织中，如肿瘤细胞以

及发育中的胚胎［5-6］。PKM2已经被证实在肿瘤组织

中高度表达，在肿瘤微环境高代谢变化可影响肿瘤的

发生及发展。本研究旨在探讨PKM2对肝癌细胞增

殖和侵袭迁移能力的影响及其机制，为临床治疗提供

理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

在南京医科大学第一附属医院收集了 2017年

10月—2018年10月间行肝癌切除的82对肝癌组织

和癌组织标本，所有标本的病理结果通过病理常规

和免疫组化确认。所有新鲜标本通过液氮和福尔马

林分别保存，课题得到患者本人知情同意及南京医

科大学第一附属医院伦理委员会审批同意。人类肝

癌细胞系（HepG2，Hep3B，HuH7和 smmc⁃7721）和正

常人类肝细胞系（L02）均购自中科院上海细胞库。

胎牛血清（FBS）、DMEM培养基、0.25%胰酶、青

链霉素（Gibco公司，美国），TRIzol（Invitrogen公司，

美国）、反转录试剂盒、SBRR Green和定量PRC试剂

盒（TaKaRa公司，日本），引物合成（上海 Invitrogen
公司），蛋白提取试剂盒和BCA蛋白测定试剂盒（南

京凯基公司），PVDF（Bio⁃Rad，Hercules，CA，美国），

抗β⁃actin、抗p⁃LATS1、抗p⁃YAP、抗LATS1、抗YAP
（Cell Signaling Technology公司，美国），PKM2 siRNA
和YAP siRNA上海吉玛生物公司设计合成，细胞迁

移、侵袭小室和Matrigel（BD公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

所有细胞均在恒温恒湿37 ℃、含有5%CO2的细

胞培养箱中进行培养，培养基为添加了10%的胎牛

血清50 U/mL青霉素和50 ug/mL庆大霉素的DMEM
培养基。

1.2.2 慢病毒的包装及感染

包装有 PKM2 siRNA、LATS siRNA和非特异性

（NC）siRNA慢病毒载体购自上海吉玛制药技术有

限公司，病毒感染HepG2细胞过程按照使用说明书

操作。

1.2.3 实时定量PCR
提取各组组织和细胞的RNA逆转录成 cDNA，

以GAPDH为内参对照分析PKM2表达。其中PKM2
引物序列：5′⁃ ATGTCGAAGCCCCATAGTGAA⁃3′和
5′⁃TGGGTGGTGAATCAATGTCCA⁃3′；GAPDH引物

序列：5′⁃ CATCTTCTTTTGCGTCGCCA⁃3′和 5′⁃ TA⁃
AAAGCAGCCCTGGTGACC⁃3′，引物购自上海 Invit⁃
rogen公司。结果采用2-△△Ct法计算相对表达量。

1.2.4 Western blot实验

用RIPA裂解液裂解组织和细胞，提取总蛋白，

BCA测蛋白浓度，加入蛋白上样缓冲液 100 ℃水浴

煮沸5 min。SDS⁃PAGE进行电泳分离后，采用湿转

法转PVDF膜上，5%脱脂奶粉溶液室温封闭 2 h，加
入一抗 4 ℃孵育过夜，TBST洗膜后加入二抗孵育 1
h，TBST洗涤后，加入发光液，凝胶电泳成像系统进

行分析，实验重复3次。

1.2.5 免疫组织化学染色

82对肝癌及癌旁组织经 4%中性福尔马林固

定，石蜡包埋，制作成组织芯片切成 4 μm的石蜡切

片，免疫组化的染色步骤包括：脱蜡、水化、3%过氧

化氢灭活内源性过氧化物酶，檬酸抗原修复，封闭

液封闭非特异性结合位点，一抗（PKM2）4 ℃封闭孵

育过夜，加生物素二抗，加辣根酶标记链霉卵白素

工作液，DAB染色，苏木紫复染，脱水，透明，中性树

脂封片。具体步骤参考免疫组化试剂盒的说明书

（ZSGB⁃BIO）。
1.2.6 流式细胞仪检查细胞周期

将6孔板中已转染小干扰序列的HepG2细胞培

养24 h后吸去培养基，加入不含有血清的DMEM培

养基饥饿 24 h后重新加入完全培养基培养 12 h，细
胞消化重悬于 5 mL 75%乙醇放置于 4 ℃冰箱过

夜。第 2天 PBS清洗 3次后，按照周期染色试剂盒

（杭州联科生物）说明书对细胞进行染色并在流式

细胞仪上检测各分裂期细胞的数量和百分比。

1.2.7 侵袭迁移能力检测

Transwell小室纤维膜孔径为 8 mm下室中加入
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图1 PKM2高表达于肝癌组织和肝癌细胞系

Figure 1 The expression of PKM2 was higher in HCC tissues（HCC cell lines）compared with peritumor tissues（hepatic cell
line）

含10%胎牛血清的DMEM 500 μL，上室中加入不含

血清的DMEM 200 μL，同时每个上室中加入含 2×
104个细胞/mL的悬液，置于细胞培养箱培养24 h后
取出小室，结晶紫染色后在显微镜下随机选取 5个
视野拍照计数。

1.3 统计学方法

各组数据均以均数±标准差（x ± s）表示，采用

Graphpad5.0统计软件对数据进行分析。满足正态

分布以及方差齐性检验的两组间差异的比较采用

两组独立样本的 t检验；细胞不同时间点增殖分析

采用重复测量方差分析。P ≤ 0.05为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 PKM2高表达于肝癌组织和肝癌细胞

收集临床肝癌组织和癌旁组织共82对，采用定

量 PCR检测 PKM2表达，结果显示 PKM2高表达于

肝癌组织（P < 0.01，图 1A）。免疫组化显示肝癌组

织 PKM2表达明显高于癌旁组织（图 1B），Western
blot进一步证实肝癌组织中PKM2蛋白表达明显高

于癌旁组织（P < 0.01，图1C）。此外，采用定量检测

4种肝癌细胞（HepG2、Hep3B、Huh7和SMMC⁃7721）
和正常肝细胞（LO2）中PKM2表达，结果显示4种肝

癌细胞中PKM2表达明显高于正常肝细胞，差异有

统计学意义（P < 0.01，图1D）。
2.2 PKM2 siRNA抑制肝癌细胞增殖

采用小干扰技术沉默HepG2的PKM2表达后，

流式细胞术分析对照组（NC）和干扰组（PKM2 siR⁃
NA）细胞增殖情况，结果显示PKM2 siRNA组较NC
组G0/G1比值升高，S期数量减少，G2/M比值降低，

且差异有统计学意义（图2），证实PKM2 siRNA可有

效抑制肝癌细胞增殖。

2.3 PKM2 siRNA抑制肝癌细胞侵袭

采用小干扰技术沉默HepG2的PKM2表达后，

Transwell小室培养分析NC组和 PKM2 siRNA组细

胞侵袭迁移水平，结果显示 PKM2 siRNA组较 NC
组侵袭迁移明显减少，且差异有统计学意义（图

3），证实 PKM2 siRNA可有效抑制肝癌细胞侵袭迁

移能力。

2.4 Hippo通路在PKM2调控肝癌细胞增殖和侵袭

中发挥关键性作用

首先采用Western blot分析PKM2 siRNA处理后

HepG2细胞Hippo信号通路，结果显示PKM2 siRNA
组 p⁃LATS1 和 p⁃YAP 表达较 NC 组明显升高，而

LATS1和YAP表达则明显降低（图 4A），因而PKM2
siRNA阻断了PKM2对肝癌细胞Hippo通路的抑制，
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图2 PKM2 siRNA抑制肝癌细胞增殖

Figure 2 PKM2 siRNA inhibited proliferation of HCC cell line

继而抑制肝癌细胞的增殖和侵袭。通过LATS siR⁃
NA处理PKM2 siRNA处理后的HepG2，采用流式细

胞术分析肝癌细胞增殖情况，结果显示LATSsiRNA
有效恢复 PKM2 siRNA对肝癌细胞增殖的影响（图

4B）；此外，Transwell小室培养也证实 LATS siRNA
有效恢复PKM2 siRNA对肝癌细胞侵袭迁移的影响

（图4C）。
3 讨 论

PKM2对肿瘤增殖、侵袭的调节正在被逐步阐

明，然而，PKM2在肿瘤组织中的作用仍然有争议。

本研究显示PKM2在肝癌组织及肝癌细胞系表达均

升高，且抑制PKM2表达可抑制肝癌细胞增殖、侵袭

和迁移能力；进一步研究显示PKM2可能抑制LATS
和YAP磷酸化，进而抑制Hippo信号通路促进肝癌

的发生和发展。

A：Transwell分析HepG2肝癌细胞侵袭迁移水平（×200）；B：统
计分析侵袭迁移细胞数量。两组比较，**P < 0.01。

图3 PKM2 siRNA抑制肝癌细胞侵袭迁移

Figure 3 PKM2 siRNA inhibited invasion/migration of
HCC cell line

PKM2 siRNANC

迁
移

细
胞

数
量
（
个
）

NC PKM2 siRNA

150

100

50

0

**

A

B

NC PKM2 siRNA

p⁃LAST1
LAST1

YAP
p⁃YAP

GAPDH

A B

37 kDa
70 kDa
70 kDa

140 kDa
140 kDa

NC LATS1 siRNA/PKM2 siRNA

迁
移

细
胞

数
量
（
个
）

NC

500
400
300
200
100

0

**

LATS1siRNA/PKM2siRNA

C D

NC

0 200 400 600 800 1000

100
80
60
40
20
0

LATS1 siRNA/PKM2 siRNA
100
80
60
40
20
0 0 200 400 600 800 1000

细
胞

周
期

分
布
（
%）

100
80
60
40
20
0

*

G0/G1 S G2/M

NC
LATS1 siRNA/PKM2 siRNA
**

*

A：Western blot分析LATS1、p⁃LATS1、YAP、p⁃YAP和GAPDH表达；B流式细胞术分析HepG2肝癌细胞增殖情况；C：Transwells分析HepG2
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图4 Hippo通路在PKM2调控肝癌细胞增殖和侵袭中发挥关键性作用

Figure 4 Hippo signaling pathway was critical for PKM2⁃mediated proliferation and migration in HCC cell line
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PKM2在脑胶质瘤组织中的水平与脑胶质瘤恶

性程度及患者预后密切相关，因而，PKM2可能是脑

胶质恶性程度和预后的重要生物标志；进一步研究

发现PKM2是β⁃连环蛋白的主要激活剂［7-8］。研究表

明PKM2可调节胆管癌细胞体外迁移、侵袭和增殖，

具有广泛的生物学影响，但并未分析且其机制［9］。

另外，除了催化糖酵解外，PKM2在肿瘤的发生发展

过程中有着非常重要的非代谢作用［10］。PKM2 可以

通过磷酸化组蛋白H3促进基因转录以及肿瘤形

成［11］，ERK1/2可以磷酸化PKM2使其进入细胞核促

进Warburg效应［12］，细胞核内的PKM2还可以上调表

皮生长因子受体（epithelial growth factor receptor，
EGFR）活性从而增加β⁃catenin基因转录［13］。在低

氧条件下，胰腺癌细胞中 PKM2通过干扰核因子

（NF）⁃κB/p65和缺氧诱导因子（HIF）⁃1α活化，引起

血管内生长因子（VEGF）⁃A分泌，最终促进血管的

形成［14］。上述研究与本研究具有相似的结果，即

PKM2促进肿瘤的发生和发展，且为PKM2的非代谢

性作用。Hippo信号通路在肿瘤发生发展中发挥关

键性作用，YAP是Hippo信号通路的效应分子，可直

接被上游LATS1/2磷酸化，继而抑制YAP促生长、抗

凋亡、促癌等活性［15］。本研究首次阐述了PKM2调控

Hippo信号通路影响肝癌细胞增殖和侵袭迁移能力。

不同于本研究结果，有研究显示减少PKM2催

化活性能增加肿瘤细胞的增殖，通过药物激活

PKM2可以抑制细胞中大分子合成，从而阻碍肿瘤

的发展［16-20］。既然低活性的PKM2更有利于肿瘤细

胞的增殖，为什么肿瘤细胞中PKM2的表达反而升

高而不是降低呢？一种解释认为PKM2在细胞中有

2种存在形式：有催化活性的四聚体形式以及没有

催化活性的二聚体形式。二聚体形态的PKM2不能

有效催化完成糖酵解，导致糖酵解的中间产物堆积，

糖异生增加，从而为肿瘤细胞的生长增殖提供蛋白

质、核酸等生物大分子，促进肿瘤的发展［21］。作为糖

代谢的关键酶，PKM2 对巨噬细胞免疫反应的调节

已有相关报导，然而激活PKM2是促进还是抑制免

疫反应仍存在争论。例如，巨噬细胞中PKM2的激

活可显著减少脂多糖（LPS）刺激引起的HIF⁃1α以及

IL⁃1β的表达，从而抑制炎症反应［22］。然而在脓毒血

症中，PKM2可通过增加HIF⁃1α转录活性而促进巨

噬细胞释放高迁移率族蛋白B1（HMGB1），最终导

致炎症反应的增加［23］。

本研究显示 PKM2 可能通过抑制 Hippo 信号

通路促进肝癌细胞的增殖、侵袭和迁移，但 PKM2

强大的生物学活性在肝癌发生和发展有待进一

步研究。
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