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!!&摘要'!目的!本研究旨在探索沉默基膜聚糖!6>'<?C4"对肝癌细胞侵袭和迁移的影响及其分子机制(方法

通过&B+DT沉默肝癌细胞 ;1,̂ .和 (;%%SU; 中的6>'<?C4(通过实时定量 *%+!Y+:/*%+"检测细胞中

6>'<?C4的'+DT水平#:3C4&J166检测细胞侵袭#划痕实验分析细胞迁移(蛋白印记检测6>'<?C4*((*/S*

-Î 8*I+W"*gDW*,/I+W"和,/gDW蛋白水平(结果!肝癌细胞 ;1,̂ .和 (;%%SU;中6>'<?C4的 '+DT水

平和蛋白质水平高于正常肝细胞Z#.!3$#F#""(;1,̂ .和 (;%%SU;细胞中6>'<?C4&B+DT组 '+DT水平

和蛋白质水平低于对照组!3$#F#""(与&?3C'561组相比#;1,̂ .和 (;%%SU;细胞中6>'<?C4&B+DT组细胞

侵袭和迁移显著降低!3$#F#""(;1,̂ .和 (;%%SU; 细胞中6>'<?C4&B+DT组 ((*/S和 -Î 8表达低于

&?3C'561组!3$#F#""(与&?3C'561组相比#;1,̂ .和 (;%%SU;细胞中6>'<?C4&B+DT组,/I+W"和,/gDW

蛋白水平下降!3$#F#""(结论!&B+DT干扰6>'<?C4通过抑制I+W".gDW通路激活减弱肝癌细胞侵袭和迁移(

&关键词'!肝癌!基膜聚糖!&B+DT!侵袭!迁移!I+W".gDW通路
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%B14H=>!"##$"#%B<4C+.FN(E&)',(;'$C=*K()2+).()"#H(-'/B*;&5$-E*'&I#2*#B+&;>;*K()-*'"#%B14H=>
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&FB;=A'$='!GBH,$=#*,!:71@,67312B11KK1?27K&<614?<4H6>'<?C4742B1<4LC&<74C4='<H3C2<747K6<L13?C4?13

?166&F+,=%<-;!Z>'<?C4JC&&<614?1=5A&B+DT<46<L13?C4?13?166&!;1,̂ .C4=(;%%SU;"F:B1'+DT61L16&

7K6>'<?C4J131=121?21=5AY+:/*%+F%166<4LC&<74JC&'1C&>31=5A:3C4&J166F%166'<H3C2<74JC&21&21=L<C

J7>4=B1C6<4HF:B1,3721<461L16&7K6>'<?C4#((*/S#-Î 8#I+W"#gDW#,/I+W"C4=,/gDWJ131'1C&>31=

5A01&21345672F7,;&D=;!Z<L13?C4?13?166&!;1,̂ .C4=(;%%SU;"BC=B<HB1361L16&7K'+DTC4=,3721<47K

6>'<?C4?7',C31=J<2B473'C6B1,C27?A21Z#.!3$#F#""F&B+DT67J131=2B161L16&7K'+DTC4=,3721<47K

6>'<?C4!3$#F#""#C4=J1CM141=2B1<4LC&<74C4='<H3C2<747K?C4?13?166&!3$#F#""F:B11@,31&&<74&7K((*/

SC4=-Î 8=1?31C&1=J<2B2B1&B+DT&<614?1!3$#F#""F&B+DTC6&731=>?1=2B1,3721<461L167K,/I+W"C4=,/

gDW !3$#F#""F6<($D&;#<(!)<614?<4H6>'<?C45A&B+DTC2214>C21&2B1<4LC&<74C4='<H3C2<747K6<L13?C4?13

?166&L<C<4B<5<2<4H2B1C?2<LC2<747KI+W".gDW,C2BJCAF

&I,CJ<A-;'!!Z<L13?C4?13!!6>'<?C4!!&B+DT!!N4LC&<74!!(<H3C2<74!!I+W".gDW,C2BJCA

!!肝癌是全球第六大恶性肿瘤#.#".年全球肝癌

新增病例URF.万#肝癌死亡病例U$FG万+中国是肝

癌高发地区#全球G#̀ 的肝癌病例都发生在中

国
," .-(在中国肝癌发病率居癌症发病率第Q位#

死亡率居第二位
,Q-(而且中国肝癌新增病例和死亡

人数仍在不断增加
,$ G-(研究肝癌的发生发展机

制具有重要意义(基膜聚糖!6>'<?C4"属于富含亮

氨酸小蛋白聚糖!&'C6661>?<41/3<?B,37217H6A?C4#

)Z+*"家族之一#主要功能是为胶原纤维提供刚性#

与肝纤维化存在密切关系
,!-(6>'<?C4在多种疾病

中具有重要作用#例如眼病#软组织疾病#肾病及癌

症等
,U "#-(本研究的主要目的是探索&B+DT干扰

6>'<?C4后对肝癌细胞侵袭和转移的影响及其分子

机制(

1!材料与方法

1F1!细胞系及主要试剂

!!肝癌细胞系;1,̂ .和 (;%%SU;及正常肝细

胞Z#.来源于美国典型培养物保藏中心 !T'13<?C4

:A,1 %>62>31 %7661?2<74# T:%%"( 培 养 基
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V(I(*胎 牛 血 清 及 转 染 试 剂 :>35781?2

:3C4&K1?2<74+1H142购自赛默飞世尔科技公司(

6>'<?C4&B+DT和&?3C'561!随机无序序列#作为

阴性对照"是由上海吉玛制药技术有限公司提供#且

已 构 建 在 ,̂ *9!.̂ 8*.D17 载 体 质 粒 上(

:3C4&J166小室及人工基底膜购自美国[V公司(

抗6>'<?C4抗体#抗基质金属蛋白酶!((*"/S抗

体#抗血管内皮生长因子!-Î 8"抗体#抗细胞外调

节蛋白激酶!I+W""抗体#抗?/g>4氨基末端激酶

!gDW"抗体#抗,/I+W"抗体和抗,/gDW抗体购自

T5?C'公司(

1F/!细胞系培养及转染

;1,̂ .和 (;%%SU;细胞置于添加了"#̀ 胎

牛血清和"̀ 青/链霉素的V(I( 培养基中#并在

QU_*体积分数G̀ %E. 的恒温培养箱中培养(当

细胞增殖到约R#̀ 时进行传代(按照 :>35781?2

:3C4&K1?2<74+1H142说明书将含6>'<?C4&B+DT

或&?3C'561的质粒转入 ;1,̂ .和 (;%%SU; 细

胞中干扰6>'<?C4表达(

1K5!实时定量967!]7P:967"检测D&N#$'(表达

提取 转 染 前 及 转 染 $R B 后 的 ;1,̂ .*

(;%%SU; 细胞和 Z#.细胞总 +DT 并反转成

?VDT 后进行 Y+:/*%+#6>'<?C4上游引物$G]/

:%̂ T̂ %::̂ T:%:%:%%:T:/Q]#6>'<?C4 下游

引 物$ G]/:̂ :̂%%%T̂ :̂%::T%T̂ TT/Q](

A63N5 为内参#根据)h[+*31'<@I@:CY
:(
说

明书进行Y+:/*%+#用公式.d))%2
计算6>'<?C4的

相对表达量(

1K3!W,;=,A(BD<=检测

用*[)将转染前及转染$RB后的 ;1,̂ .*

(;%%SU;细胞清洗Q次后加入含蛋白酶抑制剂

的细胞裂解液提取总蛋白#"##_变性G'<4后进

行)V)/*T̂ I凝胶电泳分离并转至*-V8膜(然

后用G̀ 的[)T封闭"B#加入相应的一抗#$_过

夜孵育#第二天加入辣根过氧化物酶标记的二抗#室

温孵育"FGB(最后加入发光液后于凝胶成像仪进

行曝光拍照并统计灰度值计算相对表达量(

1KM!PA'(;J,DD检测细胞侵袭能力

将$组细胞!转染6>'<?C4&B+DT的 ;1,̂ .*

转染&?3C'561的 ;1,̂ .*转染6>'<?C4&B+DT的

(;%%SU;和染转&?3C'561(;%%SU;"分别用含

"̀ 胎牛血清的V(I(培养基制成细胞密度为"X

"#! 'Zd"
的悬液#加入铺有人工基底膜的23C4&J166

的上室中(在下室中加入含 .#̀ 胎牛血清的

V(I(培养基(QU_培养.$B后用#FG̀ 的结晶

紫对上室底部细胞进行染色#并用棉签除去上室内

侧的细胞(显微镜下观察并统计细胞数量(

1FL!划痕实验

将$组细胞 !转染6>'<?C4&B+DT的 ;1,̂ .*

转染&?3C'561的 ;1,̂ .*转染6>'<?C4&B+DT的

(;%%SU;和染转&?3C'561(;%%SU;"分别制成

"X"#!'Zd"
的细胞悬液加入到!孔板中#过夜培养

至形成单层细胞后用"#&Z的枪头划横线#用*[)

洗去因划痕而脱落的细胞(显微镜下拍照测量划痕

空隙宽度#培养.$B后再次显微镜下拍照测量划痕

空隙宽度(间隙宽度的变化代表细胞的迁移能力#

用划痕愈合率表示#划痕愈合率b!初始间隙宽度d

培养.$B后的间隙宽度".初始间隙宽度(

1FO!统计学方法

数据间两两比较用独立样本'检验#3$#F#G

为差异有统计学意义(

/!结果

/K1!D&N#$'(在肝癌细胞中高表达

如图"T所示#肝癌细胞;1,̂ .和 (;%%SU;

中6>'<?C4的 '+DT 水平高于正常肝细胞 Z#.

!3$#a#""(而且#肝癌细胞;1,̂ .和 (;%%SU;

中6>'<?C4蛋白水平也高于正常肝细胞!3$#F#"#

图"["(
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图1!]7P:967!F"和蛋白印记!V"检测肝癌细胞和正常肝细胞中

D&N#$'(表达

S#T1!P%,,?@A,;;#<(<>D&N#$'(#(D#*,A$'($,A$,DD;'(-(<AN'D

%,@'=<$C=,;J';-,=,$=,-BC]7P:967 !F"'(-J,;=,A(BD<=

!V"

""3$#F#"#L&FZ#.

/K/!转染;%7RF会干扰肝癌细胞D&N#$'(表达

由图.可知#肝癌细胞 ;1,̂ .和 (;%%SU;

转染6>'<?C4&B+DT后#Y+:/*%+和蛋白印记检

SGQ
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测到细胞中6>'<?C4的 '+DT水平和蛋白水平均

低于对照组!3$#F#""(由此可见#转染6>'<?C4

&B+DT 可 以 成 功 沉 默 肝 癌 细 胞 ;1,̂ . 和

(;%%SU;中6>'<?C4的表达(

HepG2 MHCC97H HepG2 MHCC97H

Scramble

lumican shRNA
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**
**

** **

图/!]7P:967!F"和蛋白印记!V"检测;%7RF干扰后D&N#$'(表达

S#T/!P%,,?@A,;;#<(<>D&N#$'(-,=,$=,-BC]7P:967!F"'(-

W,;=,A(BD<=!V"'>=,A;%7RF#(=,A>,A,($,

""3$#F#"#L&F&?3C'561

/K5!沉默D&N#$'(会减弱肝癌细胞的侵袭能力

如图Q及附表所示#转染6>'<?C4&B+DT后的

;1,̂ .和 (;%%SU; 组每个视野下侵袭细胞数少

于对照组!3$#F##""(以上结果说明#6>'<?C4

&B+DT可减弱肝癌细胞 ;1,̂ .和 (;%%SU; 的

侵袭能力(

/K3!沉默D&N#$'(可降低肝癌细胞迁移能力

由图$及附表可知#;1,̂ .和 (;%%SU; 细

胞转染6>'<?C4&B+DT后划痕愈合率低于对照组

!3$#a#""(由此可见#6>'<?C4&B+DT可降低肝

癌细胞;1,̂ .和 (;%%SU;的迁移能力(

/KM!沉默D&N#$'(对侵袭和迁移相关蛋白表达的

影响

!!如图G所示#肝癌细胞 ;1,̂ .和 (;%%SU;

转染6>'<?C4&B+DT后#((*/S和-Î 8蛋白相

对表达量显著降低!3$#F#""(上述结果表明#

6>'<?C4&B+DT可抑制肝癌;1,̂ .和 (;%%SU;

Scramble lumican shRNA

H
e
p

G
2

M
H

C
C

9
7

H

图5!PA'(;J,DD检测细胞侵袭

S#T5!6,DD#(*';#<(J';N,';&A,-BCPA'(;J,DD

附表!沉默D&N#$'(对肝癌细胞侵袭能力和迁移能力的影响

P'BD,!P%,$,DD#(*';#<('(-N#TA'(=#<('>=,A;%7RF#(=,A>,A,($,

3̂7>,
N4LC&<L1?166&

,13K<16=
07>46=?67&>31
CK213.$B.̀

;1,̂ .

!)?3C'561 QGReQ! URF!eRF!

!6>'<?C4&B+DT .QeU""" .$FSeQF."""

D;%%SU;

!)?3C'561 Q"Re.R R"F.eSFQ

!6>'<?C4&B+DT .!eS"" .SF.eGF"""

!!"""3$#F##"#""3$#F#"#L&F&?3C'561

HepG2 scramble lumican shRNA MHCC97H scramble lumican shRNA

0 h

24 h

图3!划痕实验分析细胞迁移

S#T3!6,DDN#TA'=#<(J';-,=,$=,-BCJ<&(-%,'D#(T

#!Q
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Scramble lumican shRNA
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图M!蛋白印迹检测侵袭和迁移相关蛋白表达

S#TM!P%,,?@A,;;#<(<>#(*';#<('(-N#TA'=#<(A,D'=,-@A<=,#(;-,=,$=,'BCW,;=,A(BD<=

""3$#F#"#L&F&?3C'561

细胞 ((*/S和-Î 8表达(

/KL!沉默D&N#$'(对肝癌细胞中.7I1"!RI通路

相关蛋白的影响

图!显示#;1,̂ .和 (;%%SU;转染6>'<?C4

&B+DT后I+W"和gDW蛋白水平与对照组差异无

统计学意义#但,/I+W"和,/gDW蛋白水平显著低
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Scramble lumican shRNA

图L!蛋白印迹检测.7I1"!RI通路相关蛋白的表达

S#TL!P%,,?@A,;;#<(<>.7I1"!RI@'=%J'CA,D'=,-@A<=,#(;-,=,$=,-BCJ,;=,A(BD<=

""3$#F#"#L&F&?3C'561

于对照组!3$#F#""(

5!讨论

!!随着分子生物学的发展#靶向治疗受到了越来

越多的关注(目前对肝癌的靶向治疗只有索拉非尼

一种靶向药物#索拉非尼是一种酪氨酸激酶抑制剂#

可抑制+CK/"#-Î 8+/.#-Î 8+/Q#血小板源生

长 因 子 受 体 !,6C21612/=13<L1= H37J2B KC?273

31?1,273#*V̂ 8+"及 成 纤 维 生 长 因 子 受 体

!K<53756C&2H37J2BKC?27331?1,273"#8̂ 8+/""

等
,""-(但索拉非尼治疗晚期肝癌的效果有限#仅能

为患者延长一年的寿命
,".-(开发新的分子靶点及

靶向药物迫在眉睫(

!!蛋白聚糖在各种疾病中起着重要作用
,"Q "G-(

富含 亮 氨 酸 小 蛋 白 聚 糖 !&'C6661>?<41/3<?B

,37217H6A?C4#)Z+*"家族可分为$个亚型#其中0

型)Z+*主要包括纤调蛋白聚糖#角膜蛋白#骨调蛋

白和基膜聚糖6>'<?C4等
,"!-(6>'<?C4基因位于"#

号染色体的远中区#其核心蛋白相对分子质量为

QRX"#Q#在间质组织中高表达#可与细胞因子*生长

因子及细胞表面受体等多种蛋白相互作用调节细胞

胶原纤维组装#增殖和迁移等,"U "R-(在各种病理条

件下#6>'<?C4 常 常 是 高 表 达(%T**IZZI))E

等
,"S-
发现在肺腺癌胸膜积液中6>'<?C4表达高于

"!Q
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正常的胸膜积液(有研究表明在心力衰竭中

6>'<?C4表达增强
,.#-#在膀胱尿路上皮癌中6>'<?C4

的'+DT水平和蛋白质水平都增加
,."-(本实验结

果表 明 在 肝 癌 细 胞 ;1,̂ . 和 (;%%SU; 中

6>'<?C4的'+DT水平和蛋白质水平都高于正常

干细胞Z#.(

!!蛋白聚糖对癌症的侵袭和迁移具有重要影

响
,.. .Q-(据报道干扰结肠直肠癌细胞中)Z+*家

族的另一成员T&,73<4表达后#细胞侵袭和迁移明

显降低
,.$-(有研究表明6>'<?C4表达与胃癌的侵

袭能力存在密切联系
,.G-(0TD̂ 等

,.!-
发现干扰胃

癌成纤维母细胞中6>'<?C4表达后#细胞侵袭和迁

移能力明显减弱(有数据表明6>'<?C4可调控胰腺

导管腺癌侵袭相关蛋白的表达
,.U-(本研究结果显

示#&B+DT干扰肝癌细胞;1,̂ .和 (;%%SU;中

6>'<?C4表达后#((*/S和 -Î 8表达减弱#细胞

侵袭和迁移降低(

!!I+W.gDW信号通路在各类疾病中发挥着重要

作用
,.R Q#-(;TD 等

,Q"-
发现&B+DT 干扰肝癌酪

氨酸磷酸酶)B,.可通过I+W信号通路抑制细胞

侵袭和迁移(还有实验发现6>'<?C4可通过I+W

信号通路调节呼吸机诱导的上皮间质转化#6>'<?C4

缺失会导致I+W"..磷酸化水平的降低
,Q.-(有研

究表明I+W信号通路在6>'<?C4影响胰腺癌的发

生发展中起着重要调控作用
,QQ-(本实验结果显示#

&B+DT干扰肝癌细胞 ;1,̂ .和 (;%%SU; 中

6>'<?C4表达后#I+W"和gDW蛋白磷酸化水平下

降#I+W".gDW通路受到抑制(

! ! 本 研 究 表 明#在 肝 癌 细 胞 ;1,̂ . 和

(;%%SU; 中 6>'<?C4 高 表 达+&B+DT 干 扰

6>'<?C4表达后会导致肝癌细胞侵袭能力和迁移能

力降低#((*/S和-Î 8表达减弱#I+W"和gDW

蛋白磷酸化水平下降(综上所述#&B+DT 干扰

6>'<?C4可减弱肝癌细胞侵袭和迁移#这可能是通

过抑制I+W".gDW通路(但关于6>'<?C4在体内

对肝癌发生发展的作用还有待进一步研究#为挖掘

新的肝癌分子靶点和靶向药物提供理论依据(
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