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肝癌在我国恶性肿瘤的发病率中居于高位，尽

管目前临床具有放疗、化疗及手术等多种有效方

法，但由于原发性肝癌早期临床症状较为隐匿，确

诊时患者多存在肝癌细胞转移并多处于晚期，手术

治疗的效果显著降低，而由于放疗、化疗较大的毒

副作用在临床使用受限TUV。因此，探寻肝癌的侵袭、

转移机制对制订有效的治疗方案具有重要意义。

研究TWMXV提示丝氨酸S苏氨酸蛋白激酶 HS（-:--:7?:,

G)+WDM7?Q+ Q?,:<+ H，1G;H）对肝癌的预后不良具有

提示作用并可加速肿瘤细胞的侵袭、生长及转移，

还可调节炎性细胞因子而介导肝癌的转移和侵袭，

而 肝 癌 细 胞 上 皮 间 质 （+%?)I+7?:7 -+<+JIK-:7

)":,<?)?/,:7，N1;）转化可被 1G;H 激活，进而增加肝

癌严重程度THV。因此，本研究深入探讨了 1233452

肝癌细胞中1G;H的表达与癌细胞增殖、侵袭迁移的

关系，旨在为肝癌的转移、侵袭机制提供新的思路。

0 !"#$%

UCU 1233452 !"#$% 1233452 肝癌细胞

系购买于复旦大学医学院基础医学院教研室；实验

所用质粒均由南京建成生物研究所提供。

UCW &'()*+, 胎牛血清及 Y1N1 培养液购

于美国 2K67/,+ 公司；1G;H（UZEDD）、NY;[ 消化液

（DCDW\）及胰蛋白酶（DCWE\）购于美国 ]"/)+8,)+JI

公司；̂ +<)+", .7/) 试剂盒及细胞核蛋白、总蛋白试

剂盒购于 18778%/"+ 公司；白细胞介素MW（_`Ma）、白

细胞介素MU!（_`MU!）、肿瘤坏死因子M"（;bcM"）、

趋化因子MW（33`W）N`_G[ 试剂盒及 ;"&,<=+77 小室

试剂盒均购于南京建成生物研究所；大鼠 NOP 及

大鼠抗人磷酸化 NOP 多克隆抗体均购于美国上海

康城生物公司；辣根过氧化物酶标记羊抗大鼠 _!d

美国 eY 公司；酶标仪购于美国 dN 公司。

UCX &'-. 胎牛血清（UD\）高糖 Y1Nb 于 E\

3f

W

及 X5 !条件培养箱传代培养，X ( 传代 U 次；将

1233452 肝癌细胞培养至对数生长期后，接种于

4a 孔板上培养，分为空白组、高表达组（1G;H 转染

高表达）、低表达组（1G;H 转染 <8Ob[）。

UCH /012-. 采用N`_G[ 法检测各组培养

WH* 后上清液中白细胞介素MW（_`Ma）、白细胞介

素MU!（_`MU!）、肿瘤坏死因子M"（;bcM"）、趋化因

子MW（33`W）。

采用 ^+<)+",Mgh#) 法检测各组的 NOP、%MNOP

的表达情况，提取总蛋白后，取 WD 9 总蛋白行 GYGM

][dN 电泳，常规转膜后 E\脱脂奶粉 W I 室温封闭，

分别加入大鼠 NOP 及大鼠抗人磷酸化 NOP 一抗，

次日常规洗膜后加入辣根过氧化物酶标记羊抗大

鼠 _9d，室温 U I 孵育，暗室曝光显色。

采用 1;; 实验检测 X 组肿瘤细胞的增殖能力。

取对数生长期 1233452 肝癌细胞，接种于 4a 孔

板，每孔约 W DDD 个，每组设 E 个平行孔，E\3f

W

、

X5 !条件培养箱培养，细胞贴壁后每孔加入 E 9S`

1;; UD #`，X5 ! H I 孵育，弃除上清培养基后每孔

加 UED #` Y1Gf，振荡后酶标仪（H4W ij 波长）检测

吸光度。

采用 ;":i<=+hh 实验检测各组细胞的侵袭迁移

能力。转染的 1233452肝癌细胞 Hk I培养后消化，

取 U"UD

E 个细胞于灭菌 N] 管（UCE j`），细胞重悬后

具体操作依据 ;":i<=+hh 小室试剂盒说明书，WH I 常

规培养后取出小室，乙醇（4E\）固定，结晶紫染色后

取 E 个视野 WDD 倍显微镜下观察侵袭情况并计数。

UCE 345-. 统计软件采用 G]GGUaCD 版本，

数据表述采用 !"# 表示，数据统计分析采用单因素

方差分析法，组间比较采用 `GYM" 检验，!lDCDE 为

差异有统计学意义。

1 &'

WCU X 6#7 1G;H 89:;<= 高表达组的

1G;H蛋白表达显著高于空白组和低表达组（!lDCDE）；

空白组和低表达组的 1G;H 蛋白表达水平差异无统

计学意义（!ADCDE，表 U）。

WCW X 6#7>?@AB#7CDEF<= 高

表达组的上清液中 _`Ma、_`MU!、;bcM"、33`W 水平

均显著高于空白组和低表达组（!lDCDE）；空白组和

低表达组的上清液中 _`Ma、_`MU!、;bcM"、33`W 水

平差异无统计学意义（!ADCDE，表 W）。

与高表达比较 m!lDCDE

( 0 2)*+,3456-.(/01234!"#567(/89:

578 9 :";<=.('") "> ?@56 <."A+() +B<.+''(") %+C+%' () $+%%' "> 2

D."&<' "> <=A(+)A'4!"$;.+%=A(C+ +B<.+''(") ()A+)'(A,<

组别 _`MaS（%9Sj`） # !

空白组 DCUD4#DCDEXm EUCX4W DCDDD

高表达组 DC55k#DCUkD

低表达组 DCUU5#DCDE4m

赵小丽，等C1G;H 表达对 1233452肝癌细胞细胞因子、NOP 蛋白、%MNOP 蛋白表达的影响及其意义!
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组别 !"#（相对表达强度） $%!"&（相对表达强度）

空白组 '()*+!,(++- ,(./0!,(+,12

高表达组 ,3)10!,(+** ,(/..!,(+41

低表达组 ,()4,!,(+,) ,(.),!,(,)/2

! .(.10 *1(10)

" ,(+-- ,(,,,

与高表达比较 2"5,(,1

与高表达比较 2"5,(,1

! < !"+,-=''./0123(!%$*

'() < #,-4;7- /1 ='' (--(> .0 78+,, 9+/4%- /1 :,;;-(!"$*

组别 67880-7 肝癌细胞（吸光度值） ! "

空白组 ,3.,/!,3,--9 .1()./ ,(,,,

高表达组 ,(*-1!,(,)*

低表达组 ,(.+4!,(,/02

.(. * !"#$% !"&&$:!"& '()*+, 空

白组、高表达组和低表达组的 !"& 蛋白表达差异无

统计学意义（";,(,1）；高表达组的 $:<"# 蛋白显著

高于空白组和低表达组（"5,(,1），空白组和低表达

组的 $:<"# 蛋白表达差异无统计学意义（";,(,1，

表 *，图 +）。

.(* * !"#% 6== -./012 高表达组的

6==实验吸光度值高于空白组和低表达组（"5,(,1）；

空白组和低表达组的 6== 实验吸光度值差异无统

计学意义（";,(,1，表 4）。

.(4 * !"#% =>?@ABCDD -./012 高表达

组的 =>?@ABCDD 实验 67880-7 肝癌细胞迁移数目

高于空白组和低表达组（"5,(,1）；空白组和低表达

组的 =>?@ABCDD 实验 67880-7 肝癌细胞迁移数目

差异无统计学意义（";,(,1，表 1）。
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肝癌是指起源于肝间叶组织和肝脏上皮细胞

的恶性肿瘤，肝癌患者早期临床症状多隐匿，被诊

断时已多为晚期并伴有乏力、消瘦、肝区疼痛及肝

大等临床症状，临床治疗困难E1:/F。此外，肝癌细胞极

易出现转移、浸润，这给肝癌的根治造成了严重障

碍。因此，研究肝癌癌细胞侵袭、转移的相关机制并

探寻灵敏、准确抑制肝癌转移的治疗靶点及方法对

改善和提高肝癌患者预后意义显著。

6G=4 属于机体的重要激酶，可参与细胞骨架

的形态形成、重排、细胞分化及凋亡等多种细胞活

动，可促进细胞的转化及生长E-H)F。高表达组的 6G=4

蛋白表达显著高于空白组和低表达组；空白组和低

表达组的 6G=4 蛋白表达水平差异无统计学意义。

文献E0:+,F提示前列腺及乳腺癌患者肿瘤的恶性程度

及侵袭性与 6G=4 的高表达具有高度相关性，这也

与本研究结果一致。

研究E++:+.F证实肿瘤的转移及侵袭过程与炎症因

子具有密切联系，炎症因子可激活肿瘤细胞及炎症

细胞，对抑制免疫介导的肿瘤监视作用显著。IJ:/、

IJ:+!、=KL:"、88J. 均为重要的促癌炎症因子，认

为上述炎症因子的分泌失调可促进肝癌的早期发

生及进展E+*F。本研究结果显示，高表达组的上清液中

IJ:/、IJ:+!、=KL:"、88J. 水平均显著高于空白组

和低表达组；而空白组和低表达组的上清液中 IJ:

/、IJ:+!、=KL:"、88J. 水平差异无统计学意义。上

述结果提示，肝癌细胞存在较高的炎症因子水平，

可能促进肝癌细胞的增殖、转移及侵袭。动物实验E+4F

证实，肝癌模型小鼠机体 IJ:+! 及 =KL:" 表达水

平明显升高，这也与本研究结果相符。炎症因子由

免疫细胞和某些非免疫细胞产生和分泌，具有免疫

调节作用，参与细胞生长、分化、修复和免疫过程。

而慢性病大多为炎症因子参与的病理生理过程，肿

组别 IJ:/（$MNOJ）PJH+!（$MQOJ）=KLH"（$MQOJ）88J.（$MQOJ）

空白组 443-!+.3,R 4+(/!++(*9 .)(1!/(09 *)(*!++(.9

高表达组 +4*()!*0(1 +).(1!.)(, *01(/!11(* +0,(1!44(,

低表达组 4,(,!+,(19 */()!0(*9 .-(,!/(*9 *-(,!0()9

! *+(/0. 44(1.) 0/(4+- 1.(,,4

" ,(,,, ,(,,, ,(,,, ,(,,,

与高表达比较 9"5,(,1

! ? !"+,-6789+,:;<=>?(!"$*

'() ? @/2%(+.-/0 /1 :>7/A.0, ;,B,;- .0 78, -4%,+0(7(07 /1 78+,,

9+/4%- /1 :,;;-(!"$*

S:<"&

<"&

TUSV7

+ . *

组别 67880-7 肝癌细胞（细胞数） ! "

空白组 ))W*!+4W/9 *1W+-4 ,W,,,

高表达组 *,)W/!4-W.

低表达组 0.W,!+)W/9

与高表达比较 9"5,W,1

@ C !"+,- '+(0-D,;;./0123(!"$*

'() C '+(0-D,;; 7,-7 +,-4;,- /1 78+,, 9+/4%- /1 :,;;(!"$*

+ 为空白组，. 为高表达组，* 为低表达组；S:<"& 蛋白是由 S:

<"&+ 和 S:<"&. 构成，<"& 蛋白是由 <"&+、<"&. 蛋白构成，所以

均显示 . 条电泳带。

& E F,-7,+0&);/7'()*+

G.9 E H,7,:7./0 +,-4;7 F,-7,+0&);/7
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瘤的发生均是由于一个长期的慢性炎症刺激而导

致的。故而，!"#$ 可能是通过调控 %&'(、%&')!、

#*+,"、--&. 等炎症因子的分泌而影响肿瘤组织

的病理发展。

本研究结果显示，空白组、高表达组和低表达

组的 /01 蛋白表达差异无统计学意义；高表达组

的 2,/01 蛋白显著高于空白组和低表达组；空白

组和低表达组的 2,/01 蛋白差异无统计学意义。

上述结果提示，!3--453 肝癌细胞中 !"#$ 高表

达，将会激活 2,/01 蛋白表达，从而提高细胞因子

的表达，促进肝癌细胞的增殖和侵袭。!"#$ 可通过

!671 通路的激活诱导 /!# 肝癌细胞转化，对肝癌

的预后不良具有显著的提示作用。/01 属于 !671

家族最重要的蛋白激酶，其磷酸化后形成 2'/01

才能成为具有活性的蛋白激酶，进而调节包括细胞

分化、增殖、衰老及凋亡等多种细胞调节作用，并调

节炎症因子的分泌及产生89:;。

增殖及侵袭实验结果显示，高表达组的 !## 实

验吸光度值、#<=>?@ABB 实验 !3--453 肝癌细胞迁

移数目高于空白组和低表达组；空白组和低表达组

的 !## 实验吸光度值、#<=>?@ABB 实验 !3--453 肝

癌细胞迁移数目差异无统计学意义。上述结果证实

!3--453 肝癌细胞中 !"#$ 高表达与癌细胞的迁

移具有密切联系，与上述研究结果一致。

综上所述，!3--453 肝癌细胞中 !"#$ 高表

达，将会激活 2,/01蛋白表达，从而提高细胞因子的

表达，提高!3--453肝癌细胞的增殖和侵袭能力。
!"#$%

89; 黄静怡C 廖锦堂D 肝癌分化程度与临床因素的关系探究8E;D 湖南

师范大学学报F医学版GC .H9(C 9IF.JK::

8.; 张志杨，朱磊，贾平，等D 柯里拉京对肝癌细胞增殖、迁移和侵袭

的影响8E;D中国实验方剂学杂志，.L95，..F.9JK9:I

8I; MN>O EC "PA> "C Q=>O QC AR =BS %>PTUTRTN> NV +6"* ?W22<A??A?

XTO<=RTN>C T>Y=?TN> =>Z O<N@RP T> PA2=RNX= [=<[T>NX= [ABB? U\

ZA<AOWB=RT>O RPA 3%+,9"]%M+^79 2=RP@=\8E;S %>RA<>=RTN>=B E _>[NBC

.H95C :HFIJK``

8$; 张思，刘元林，李雪，等S 顺铂通过抑制转移抑制基因 9,细胞

外信号调节激酶及丝氨酸]苏氨酸激酶激活抑制 3A&= 细胞增

殖8E;S中国药理学与毒理学杂志，.H9(，IHF$JKI:H

8:; 梁彦玲，崔付超，姬广森S原发性肝癌患者行肝癌介入化疗栓塞

术的可行性及安全性研究8E;S癌症进展，.H9`，9(（5）：̀:`

8(; 吴爱兵，黎明春，麦宗炯，等S -1." 通过 7%I1]6aR]M"1,I! 信号

通路调控肺腺癌 6:$4 细胞的侵袭及迁移8E;S 中国肺癌杂志，

.H95，.HF$JK.II

85; "W> EC &WN bC &TW &C AR =BS ^TNXA[P=>T[=B 2<NVTBA NV [=>[A< ?RAX,BTaA

[ABB? ZA<TYAZ V<NX !3--453 [ABB BT>A?8E;S E ^TNXA[P=>T[?C .H9(C

$4F9JK$:

8`; 李天然，黄晓斌，黄楚恒，等S 骨髓间充质干细胞对经转化生长

因子 !9、骨桥蛋白基因沉默肝癌细胞 !3--45,3 的影响8E;S

中国组织工程研究，.H95，I`F:JK(`5

84; &T> c，dPN>O !，&T=>O "，AR =BS /XNZT> T>PTUTR? XTO<=RTN> =>Z

T>Y=?TN> NV !3--,453 PWX=> PA2=RN[ABBWB=< [=<[T>NX= [ABB? 8E;S

/e2A< #PA<=2 !AZ，.H9(，9.F:JKII(4

89H; 李聪，邢秀亚，张巍，等S 肝癌中星形细胞上调基因 9 作用于 XT!

[<N0*6,``:,:2]基质金属蛋白酶 4 信号通路促进肝癌转移的

机制研究8E;S 中华消化外科杂志，.H9(，9:F.JK9(9

899; -W T &C M=N ^ _C -=N dC AR =BS fN@><AOWB=RTN> NV ^5 ,3$ T> RPA

!3--45,3 PA2=RN[ABBWB=< [=<[T>NX= [ABB BT>A U\ =<?A>T[ R<TNeTZA8E;S

!NB !AZ 0A2C .H)(C )IFIJK.HI.

8).; 陈翔C陆宝华C袁杰C等S老年结直肠癌血清可溶性细胞间黏附分

子,) 及炎性因子表达的临床意义8E;S重庆医学C .H)(C $:F)(JK..H.

8)I; -PA> gC gW 3C cW *C AR =BS %>RA<=[RTN> UAR@AA> O<=>WBT> 6 =>Z

A>NB=?A ) =RRA>W=RA? RPA XTO<=RTN> =>Z T>Y=?TN> NV PWX=> PA2=RNX=

[ABB?K8E;S _>[NR=<OARC .H)5C `F)`JKIHIH:

8)$; 张莉莉C陈伟C梁国强S北虫草素对体外小鼠肝癌 3.. 细胞增殖

及肝癌鼠血清中 %&,.]#*+," 水平的影响8E;S吉林中医药C .H):C

I:F.JK)`$

8):; +A>O g EC 7=> bC c=>O " !C AR =BS !67$1$ 2<NXNRA? A2TRPABT=B,

XA?A>[P\X=B R<=>?TRTN> =>Z XAR=?R=?T? T> PA2=RN[ABBWB=< [=<[T>N!

X=8E;S #WXN< ^TNBC .H)(C I5F`JK))$:5

（.H)`,H:,H4 收稿）

赵小丽，等S!"#$ 表达对 !3--453 肝癌细胞细胞因子、/01 蛋白、2,/01 蛋白表达的影响及其意义!
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