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'()! 促进肝癌细胞的迁移与侵袭能力
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（天津医科大学基础医学院病理学教研室，天津 *"""+"）
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肝癌是全球导致死亡的第四大恶性肿瘤，由于

早期症状不明显，预后普遍很差def。目前肝癌手术治

疗及靶向治疗效果均不佳d!f。肝癌的高侵袭性及高

转移性为治疗带来极大困难d*f。核转录因子 '()! 是

-'-（-4V*5*-Q224(）转录因子家族成员，具有高度保

守的碱性区亮氨酸拉链结构 ^HIV（^46IY (1JIQ5$

21MYI51 bIVV1(）d%f。'()! 在调控细胞氧化应激、增殖、

分化及凋亡等多种细胞功能中发挥重要作用d#f。有

研究表明，'()! 在多种恶性肿瘤中呈高表达dFf，并且

与肿瘤细胞侵袭及转移等多种生物学行为密切相

关d+f。目前 '()! 与肝癌发生、发展的机制尚未明确，

与肝癌迁移侵袭关系研究又甚少。研究 '()! 与肝癌

迁移侵袭之间的关系能够为肝癌的诊断、治疗及预

后提供新的思路。

E abc)*

eAe "#

eAeAe 细胞株 所用的人肝癌细胞系 012$+%"! 购

于美国?3-- 公司，,--$ ./* 购于北京协和细胞

库，!;*3 购于上海复旦大学中山附属医院。
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注：!"#$%&'( 在 )* + 与 ,( + 迁移速度以及 -./$,)01$%&'1 在

1) + 与 )* + 迁移速度与对照组相比，2!34506

! ! "#$ "#$%%&'()*+,-./0

&'( ! )$$*+,- .$ "#$% ./ ,0* 1'(#2,'./ '/ 3445678 2/9 :*;5<=>%
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75751 实验试剂 8"9" 培养基、:;"<=7>)0 培养

基、?@AB="9" 培养基均购自美国 %.C&DEFG 公司，

H-I（胎牛血清）购自美国 JBFGD 公司。质粒与慢病

毒包装试剂盒均购自美国 J.E.KD@D.BL 公司，质粒

包括 %H9(!( 过表达质粒（9M=N#71* $!O107），

%H91!1 过表达对照质粒（9M$%9J$!O107）。

7P1 !"

7P1P7 细胞培养 QKK$!"# 在含 70RH-I、SR双

抗的 8"9" 培养基中培养，-./=,)41 细胞使用含

S4RH-I、SR双抗的 :;"<=S>)4 培养基。细胞均在

#,!、含 6RK?

1

的细胞培养箱中培养。

ST151 细胞转染 1U#N 在 70R灭活血清 8"9" 培

养基中培养 )* + 后，根据慢病毒包装说明书，将质

粒转染进 1U#N 细胞，)* + 后收集病毒液，-./ =

,)01、QKK=!"# 在 70R灭活血清培养基中培养 1) +

后，病毒液与培养基以 7VS 比例加入培养皿中，)* +

后在荧光显微镜下观察转染效率，并加入嘌呤霉素

筛选稳定转染细胞。

ST1T# W.XA.&E 印迹 细胞裂解提取蛋白，在 SYR

聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离蛋白，;Z8H 膜转膜

UY [BE，6R脱脂奶粉\N-IN 室温封闭 7 +，加入抗体

%&'1（7V7 000）、J];8Q（7V1 000）、""; 1（7V600）、

"";U（7V600）后 )!过夜，转天恢复室温后洗膜，加

入二抗室温摇床 1 +，洗膜后加入发光液，显影照

相。应用 <[L^. _ 软件分析蛋白条带。

7T1T) 划痕实验 六孔板中培养细胞，1) + 后细胞

融合度达到 7YYR，使用中枪头在每个孔正中轻划

一道线，洗掉漂浮细胞后加入含 6RH-I 的 8"9"

培养基，于 Y、1)、)* + 在倒置显微镜下照相，观察细

胞的迁移程度并记录。

7T1T6 细胞侵袭实验 侵袭实验提前将 "LA&B^./ 胶

与 8"9" 培养基 7V* 比例混合，添加 1Y !! 在

N&LEX`.// 小室，于细胞培养箱过夜；1) 孔板内添加

6YY !! 含 7YRH-I的培养基，上室添加 1YY !!无血

清培养基制成的细胞悬液，细胞数目为 7"7Y

6 个a[!，

细胞培养箱培养 )* + 后取下小室，甲醇固定，结晶

紫染色，倒置显微镜下观察并计数。

7T# #$%&' 采用 I;II 17T0 软件进行统计学

分析。计量资料分析采用 " 检验。以 !30T06 为差异

具有统计学意义。

% 12

1T7 %&'1 ()*+,-./012345 划痕

实验结果显示：与对照组相比，过表达 %&'1 质粒的

QKK=!"# 细胞在 )* + 时间点，伤口愈合速度增强

（"b)T)#6，!30T06），在 ,1 + 时间点迁移速度也较对

照组显著增加（"b#,T77，!30T06）；同样，过表达 %&'1

质粒的 -./=,)01 肝癌细胞在 1) + 时间点，与对照

组比较，迁移速度明显增加（"b77T7,，!30T06），)* +

时间点伤口愈合速度也较对照组增加（"b70T)#，

!30T06），见图 7。

1T1 %&'1 6)*+,7812345 采用 N&LE#

X`.// 侵袭实验评价 %&'1 对肝癌细胞侵袭能力的

影响。结果显示：在过表达 %&'1 的QKK=!"# 肝

癌细胞中，与对照组相比，穿过基质胶及滤膜的细

胞数目增加（"b#TU)6，!30T06）；同样在过表达 %&'1

的-./=,)01肝癌细胞中，穿过基质胶及滤膜的细胞

数目较对照组明显增多（"b7#T67，!30T06），见图 1。

1T# %&'1 9:6)*+, "";1 ; "";U 9:<

45 进一步通过 W.XA.&E 印迹检测转染 %&'1 质

粒后的 QKK=!"# 与 -./=,)01 肝癌细胞中与转移

侵袭相关蛋白的表达情况。结果发现：在过表达

%&'1 的 QKK=!"# 细胞中，"";1 及 "";U 表达量

均增加（"b1T*,U，!30T06；"b6T6*1，!30T06）；同样，在

过表达 %&'1 的 -./=,)01 细胞中，"";1 及 "";U

的表达量也相对增加（"b#T,6>，!30T06；"b1TU>*，

!30T06），见图 #。

1T) %&'1 9:6)*=>?@AB<45 对

J9;<] 数据库中具有临床资料的 )00 例肝癌患者

进行 #$%&$'()*+*, 生存分析，结果发现：%&'1 高表

达肝癌患者的平均生存时间短于 %&'1 低表达的肝

癌患者（-./,$'0 !b0T0)1），见图 )。
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中国肝癌发生率居世界前列，全球范围内中国

有约一半的原发性肝癌病例，原发性肝癌包括肝细

胞肝癌、胆管细胞肝癌、混合型肝癌及纤维板层样

肝癌，其中肝细胞肝癌占 !"#以上$%&。随着医疗水平

的进步，近年来肝癌诊断率得到增加，但临床资料

发现肝癌 ' 年生存率并没有明显提高，这与肝癌容

易发生侵袭、转移有关。肝癌转移使患者失去手术

根治机会，放化疗后容易复发，死亡率极高$!()"&。研究

与肝癌转移相关的分子靶点对肝癌诊断与干预具

有临床指导意义。

*+,- 在多种恶性肿瘤中呈高表达，研究表明

*+,- 在肿瘤发生、发展中发挥重要作用$))&。大量实验

证明，*+,- 通过调控多种信号途径参与肿瘤增殖、

侵袭及转移等多种行为。例如 *+,- 通过调控 *./01)

信号转导途径，促进肝癌迁移侵袭能力$)-&。在乳腺癌

中，*+,- 通过结合雌激素受体相关受体（23/+.425 +2!

026/.+(+278/29 +2026/.+ ): ;<<)）基因启动子序列，

抑制 ;<<) 基因的转录，从而减少 <1.= 蛋白降解，

<1.=能够增强乳腺癌细胞的迁移侵袭及增殖能力$)>&。

*+,- 也能抑制肿瘤细胞 ;(08912+?5 表达，同时上调

*(08912+?5 表达，促使肿瘤细胞丧失上皮特性向间

质细胞转化，肿瘤侵袭转移能力也随之增加$)@&。*+,-

基因敲除能够抑制小鼠脑血管内皮细胞的迁移及

增殖$)'&。*+,- 能够启动 6A- 基因的转录，并形成正反

馈共同促进肿瘤细胞的发生发展$)A&。此外，恶性肿瘤

中如肝癌$)B&、肺癌$)%&、乳腺癌$)!&等 *+,- 高表达提示患

者预后较差，并且 *+,- 表达增加能作为肿瘤患者的

独立预后因素。本研究中，迁移和侵袭实验均表明

*+,- 过表达促进了人肝癌细胞系在体外迁移运动

及侵袭能力，提示 *+,- 表达可能在肝癌侵袭转移进

注：*+,-：核转录因子 ;- 相关因子 -；与对照组相比，C!D"E"'

# ! $%&' "#$%()*+&&'%,&&'(-)*./

)*+ ! ,-.#/00*12 1$ &&'( *2 34456&! 728 9:/5;<=% >/::0 7$?/#

?#720$/>?*12 @*?A 1B/#/-.#/00*12 .:70C*8 1$ "#$%

F27(B@"-(*+,-

GHH(IJ>(0.5/+.7

GHH(IJ>(*+,-

IJ>(0.5/+.7

%"

A"

@"

-"

"

细
胞

数
量
（
个
）

注：IJ>(*+,- 以及 F27(B@"-(*+,- 穿透细胞数量与对照组相

比，C!D"E"'

# % "#$%0$%&12345-67

)*+ % ,$$/>?01$"#$%12?A/*2B70*12*234456&!7289/:5;<=%>/::0
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细
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1$ .7?*/2?0 @*?A A/.7?1>/::F:7# >7#>*21C7

)E"

"E%

"EA

"E@

"E-

"E"

生
存

率

" -" @" A" %" )"" )-"

时间（月）

总生存期
I.N *O;-I- PKJ

G?41 *O;-I- PKJ

"#$%&'( )Q"E"@-

*+R1?41SQ)E@

)T*+UQ"E"@@

'T1?41UQ-""

'T7.NUQ-""

V

V

V

V

V

V

V

V

第 -A 卷天津医科大学学报@)"



展中发挥重要作用，进一步对公共数据库 !"" 例肝

癌患者临床资料进行分析发现，#$%& 高表达的肝癌

患者生存时间普遍短于 #$%& 低表达的肝癌患者，说

明 #$%& 表达与肝癌患者预后具有相关性。

肿瘤细胞发生迁移侵袭离不开细胞外基质及

血管基底膜的蛋白降解，''( 是一种细胞外基质的

锌依赖性蛋白水解酶，在癌症侵袭转移过程发挥关

键作用)&"*。''(& 与 ''(+ 均是 ''( 家族中的重要

成员，在机体中参与新生血管生成、组织修复等过

程)&,*。研究表明，多种恶性肿瘤如肝癌)&&*、乳腺癌)&-*、

黑色素瘤 )&!*等能通过增加 ''(& 及 ''(+ 外分泌

促进肿瘤迁移及侵袭能力。''(& 与 ''(+ 表达不

仅参与肿瘤的侵袭转移过程，也与恶性肿瘤患者的

低生存率密切相关)&./&0*。有学者发现，#$%& 通过调控

其下游靶基因血红素加氧酶/,（1232 4567289:2/,;

<=/,）的转录，间接诱导 ''(& 表达增加，从而进

一步促进恶性肿瘤的迁移侵袭能力)&>*。在肝癌与胶

质瘤中，#$%& 表达促进 ''(& 或 ''(+ 的表达水

平，从而促进肿瘤细胞的迁移及侵袭)&?/&+*。#$%& 基因

敲除后发现食管癌细胞中 ''(& 的表达随之降低，

而 @/A9B12$C8 表达增加，#$%& 通过促进食管癌细胞

''(& 表达促使肿瘤细胞发生上皮间质转化，进一

步增加癌症侵袭性)-"*。本实验通过 D2:E2$8 印迹证

明 #$%& 表达上调后肝癌细胞中 ''(& 与 ''(+ 蛋

白表达均显著增加，其迁移侵袭能力明显增加，提

示 #$%& 很可能通过调控 ''(& 与 ''(+ 的表达，

进而促进肿瘤的迁移侵袭过程。

#$%& 作为家族中最重要的转录因子，其在肿瘤

中发挥的作用尤为重要。本研究通过体外细胞实验

探讨 #$%& 与肝癌细胞迁移侵袭的关系，证明#$%& 通

过调控 ''(& 与 ''(+ 表达促进了肝癌细胞迁移

侵袭能力，并对网络公共数据库进行挖掘发现 #$%&

可能与肝癌患者的不良预后相关，但 #$%& 如何调控

''( 的表达尚需更进一步的研究。本实验分析了

#$%& 在体外肝癌细胞迁移侵袭中的作用机制，为肝

癌在转移侵袭等生物学功能的研究及治疗提供了

新的见解与方向。
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