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［摘　要］目的：探讨人肝星形细胞条件培养液（ＨＳＣＣＭ）对肝癌细胞（ＨＣＣ）上皮－间质转化的影响。方法：
采用ＨＳＣＣＭ培养肝癌细胞（ＳＭＭＣ７７２１），细胞划痕实验和ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验检测ＨＳＣＣＭ对ＳＭＭＣ７７２１
迁移和侵袭的影响，激光共聚焦显微术（ＬＳＣＭ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ＣＭ培养下ＳＭＭＣ７７２１中上皮标志物Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ、间质标志物Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测核转录因子 Ｓｎａｉｌ的表达水平。结果：
ＨＳＣＣＭ培养的ＳＭＭＣ７７２１细胞迁移和侵袭能力增强，和常规培养的ＳＭＭＣ７７２１细胞比较，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）；ＳＭＭＣ７７２１上皮标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达下调、间质标志物Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达
上调，核转录因子Ｓｎａｉｌ表达上调，与常规培养组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：ＨＳＣＣＭ促进了
ＳＭＭＣ７７２１的上皮－间质转化。
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　　肝癌转移和浸润（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ）是术
后高复发和５年存活率低下的主要原因，肝癌细胞
（ｈｅｐａｔｏｍａｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ，ＨＣＣ）发生侵袭的基础
是癌细胞发生上皮－间质细胞转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓ
ｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ，ＥＭＴ）［１－２］。ＨＣＣ发生ＥＭＴ是
内因和外因共同作用的结果，内因主要包括肝癌细

胞自身基因突变或者基因表达紊乱而引起胞内正

常蛋白组学发生改变，进而影响细胞生物学特性和

行为［３－４］；外因主要是指肝癌细胞生存的微环境

（ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ）发生变化，包括细胞外基
质、胞外体液ｐＨ值、激素、细胞因子等各种生物信
号小分子的改变［５－７］。改变肝癌细胞生存微环境，

可以延缓甚至抑制肝癌细胞恶化及侵袭。肝癌细

胞微环境可分为非细胞组分和细胞组分两大类：非

细胞组分主要包括肝癌细胞本身与多种癌旁细胞

分泌的生长因子、细胞因子、细胞外基质以及体循

环运输而来的激素等；细胞组分主要包括肝星形细

胞、肝实质细胞、成纤维细胞、血管内皮细胞和间充

质细胞、巨噬细胞、枯否式细胞、Ｔ细胞等；其中肝
星形细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）在肝癌微环境
中起着十分重要的调控作用［６］。ＨＳＣ在正常的肝
组织中处于静息状态［８］。肝脏一旦受到炎症、化

学、病理因素等侵袭时会使ＨＳＣ发生活化，分泌多
种细胞因子、趋化因子、生长因子和胞外基质，影响

细胞外基质的代谢，导致肝癌细胞发生 ＥＭＴ，促进
肝癌细胞转移和浸润［９－１２］。ＨＳＣ与肝癌细胞之间
进行双向调控，活化的 ＨＳＣ诱导肝癌发生 ＥＭＴ及
其侵袭，肝癌细胞又作用于 ＨＳＣ使其进一步活化
和促进其旁分泌，进而加剧肝癌恶化［１３］。本实验

主要研究肝星形细胞条件培养液对人肝癌细胞系

ＳＭＭＣ７７２１上皮－间质转化的影响，为寻找和阻
断肝癌转移和浸润提供可能靶点。

１　材料与方法

１．１　材料和设备
人肝星形细胞ＬＸ２购于香港大学临床实验中

心，人肝癌细胞系 ＳＭＭＣ７７２１购于中国科学院上
海生命科学研究院细胞库，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ公司，兔抗人 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ抗体，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ抗
体，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ抗体，ＳＮＡＩ１（Ａ２４２）抗体均系多克隆
抗体（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司，１∶５００稀释），鼠抗人 ＧＡＰＤＨ
单克隆抗体（Ｂｉｏｗｏｒｌｄｅ公司，１∶１００００稀释）。电
泳仪及微型垂直电泳槽购于美国 ＧＥ公司，

ＧＢＯＸｉＣｈｅｍｉＸＲ化学发光及凝胶成像仪购于美国
Ｓｙｎｇｅｎｅ公司，ＦＶ１０００激光共聚焦扫描显微镜、倒
置荧光显微镜购于奥林巴斯公司，高速冷冻离心机

购于美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司。
１．２　肝星形细胞及ＳＭＭＣ７７２１的培养

ＳＭＭＣ７７２１培养用添加１０％ ＦＢＳ（ＧＩＢＣＯ公
司）的ＤＭＥＭ培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；肝星形细胞
用添加１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基，在３７℃、５％
ＣＯ２培养箱内培养，根据细胞的生长情况２～３ｄ
更换新鲜培养基继续培养或细胞传代培养。肝星

形细胞条件培养液（ＨＳＣＣＭ）收集是指将肝星形
细胞铺在细胞培养皿中置于３７℃，５％ ＣＯ２孵箱
中进行常规培养，待细胞长８０％密度后，弃旧培养
液，加无血清无酚红的 ＲＰＭＩ１６４０，培养２４～４８ｈ
后，收集上清，离心５ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ，０．２２μｍ过
滤，即为肝星型细胞条件培养基（ＨＳＣＣＭ），－２０℃
冷冻并在一星期内使用。ＳＭＭＣ７７２１的条件培养
是指将细胞常规培养至生长期、细胞密度在７０％
左右时弃去旧培养基，加ＨＳＣＣＭ培养７２ｈ。
１．３　肝癌细胞迁移和侵袭实验

细胞迁移实验设常规组、条件培养组，分别将

已长至８０％密度的各组细胞消化计数，均匀的铺
到２４孔板（１×１０５个细胞／孔），每组设３个复孔，
次日，待细胞长满后，用２０μＬ的加样枪头，紧贴直
尺于２４孔板轻轻划一痕，用 ＰＢＳ洗２遍除去划痕
上的细胞，加新鲜不含血清培养基常规培养，显微

镜下每０、２４、４８、７２ｈ各拍照１次，观察细胞的迁
移情况。细胞侵袭实验分组同迁移实验，小室上层

Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶：ＤＭＥＭ培养基以１∶６冰上稀释，１００μＬ／
每孔铺成单层，３７℃温箱４０ｍｉｎ。将条件分组培
养好的细胞消化制备细胞悬液，每孔 ５×１０５个／
ｍＬ，取细胞悬液每孔４００μＬ加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室孔
径８μｍ，２４孔板中。下室加６００μＬ含１０％ ＦＢＳ
的培养基，放入孵箱培养２４～２８ｈ后，用棉签在小
室内层轻轻擦试胶，用甲醇固定１０ｍｉｎ，苏木精染
核８～１０ｍｉｎ，伊红染浆３～５ｍｉｎ，最后用７０％乙
醇洗涤两遍；在２０倍显微镜下拍照，每个小室至少
拍３～５个视野，数穿越的细胞个数。
１．４　肝癌细胞计数

常规和ＨＳＣＣＭ培养后的肝癌细胞计数，每个
激光共聚焦扫描显微镜专用的玻底皿铺入１×１０５

个细胞，用含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养２～３ｄ，用
４％多聚甲醛室温固定２０ｍｉｎ。冷 ＰＢＳＴ洗３次，
５ｍｉｎ／次。３％ ＢＳＡ室温封闭１ｈ，冷ＰＢＳＴ洗３次，
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５ｍｉｎ／次，加入一抗４℃孵育过夜。次日用ＰＢＳ洗
涤３次后，给细胞上带有荧光基团的Ｄｙｌｉｇｈｔ５４９标
记山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）免疫荧光二抗温育２ｈ和
ＤＡＰＩ用于染色细胞核１５ｍｉｎ。４℃避光保存。激
光共聚焦扫描显微镜计数肝癌细胞。

１．５　Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白及核转
录因子Ｓｎａｉｌ蛋白分析

ＨＳＣＣＭ采用抗原浓缩法，将肝癌细胞冰上裂
解１０ｍｉｎ，刮取裂解物，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
３０ｍｉｎ，上样行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转至 ＰＶＤＦ膜，
室温封闭１ｈ，加一抗稀释液４℃孵育过夜。洗膜
后加入二抗稀释液室温孵育 ２ｈ，膜上均匀加入
ＥＣＬ发光液，放入曝光仪内进行检测，用图像分析
软件对目的蛋白进行灰度定量，计算相对灰度值。

每组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验重复３次。
１．６　统计学分析

计量资料以均数 ±标准差表示，采用 ＳＰＳＳ
１７０统计软件分析，两样本比较采用 ｔ检验，多样
本组间比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯ
ＶＡ），Ｐ＜００５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　肝星形细胞 ＬＸ２促进肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１
迁移

与常规培养组相比，ＨＳＣＣＭ培养的肝癌细胞
ＳＭＭＣ７７２１迁移能力增强，培养４８ｈ和７２ｈ时差
异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图１。
２．２　肝星形细胞 ＬＸ２促进肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１
侵袭

ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果显示，ＨＳＣＣＭ培养的
肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１比常规培养的细胞更具有侵
袭能力，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图２。
２．３　肝星形细胞 ＬＸ２诱导肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１
间质化

激光共聚焦扫描显微镜免疫荧光实验结果显

示，与常规培养组比较，ＨＳＣＣＭ培养的 ＳＭＭＣ
７７２１细胞中上皮标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调，间
质标志物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达上调。见图
３。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，与常规培养组比
较，ＨＳＣＣＭ培养的 ＳＭＭＣ７７２１细胞中上皮标志
物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和核
转录因子Ｓｎａｉｌ表达水平上调。见图４。

３　讨论

ＨＳＣ活化是肝癌细胞发生 ＥＭＴ的重要诱因，
活化的 ＨＳＣ能够分泌细胞外基质如胶原蛋白Ⅰ、
多种 ＭＭＰｓ、各种细胞因子和生长因子，这些分子
与肝癌细胞表面抗原或受体相结合，通过肝癌细胞

内多种信号转导途径影响肝癌细胞基因表达谱，如

黏着斑和黏着带相关蛋白，从而降低细胞与胞外基

质和细胞与细胞之间的黏附连接；同时，活化的肝

癌细胞又分泌化学信号分子进一步促进 ＨＳＣ活
化，从而进一步改变肝癌细胞蛋白组学，最终使肝

癌细胞发生ＥＭＴ和转移浸润［７］。

本研究常规培养ＨＳＣ生长至细胞密度７０％～
８０％后，用无血清培养基培养４８ｈ，使其充分活化，
收集其培养上清液，即 ＨＳＣＣＭ，用于肝癌细胞培
养；条件培养的肝癌细胞采用划痕实验和 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验证实，ＨＳＣＣＭ使肝癌细胞迁移和侵袭能力增
强。另外，免疫荧光检测条件培养的肝癌细胞的３
个ＥＭＴ标志蛋白上皮标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下
调、间质标志物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达上调；
ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测条件培养的肝癌细胞的３个 ＥＭＴ
标志蛋白变化与免疫荧光检测结果相一致；更重要

的是调控ＥＭＴ的核转录因子 Ｓｎａｉｌ蛋白表达也明
显上调，证明肝星形细胞条件培养液可以诱导肝癌

细胞发生ＥＭＴ。这些结果与文献所报道的结果是
一致的，即从培养的 ＨＳＣ细胞上收集的条件培养
基（ＣＭ）培养单层肝癌细胞，可显著诱导肝癌细胞
增殖和迁移［１１］。此外，肝癌内部 ＨＳＣ与肝癌细胞
共培养后，使肝癌细胞活力和生存力、迁移和侵袭

能力增加并伴随肝癌细胞获得 ＥＭＴ［１４］。Ｙａｎｇ
等［１５］发现，用ＨＳＣＴ６细胞的条件培养液培养肝癌
细胞ＭＬ１，其细胞生长速度变慢，但是瘤形成结节
数目增多，同时，体外培养的细胞形态发生变化，细

胞学行为也发生了一定的改变，ＥＭＴ明显。进一
步研究发现，这种条件培养基中胶原蛋白Ｉ的含量
明显增多［１０］。用 ＲＮＡｉ的方法抑制 ＨＳＣＴ６细胞
内胶原蛋白Ｉ的表达，条件培养基中胶原蛋白 Ｉ也
随之减少，用这种条件培养基培养肝癌细胞 ＭＬ１
后，其ＥＭＴ现象显著减弱，证明 ＨＳＣＴ６细胞分泌
的胶原蛋白Ｉ在诱导肝癌细胞ＥＭＴ过程中起着重
要的调控作用［１５］。另外，还有人证明活化的 ＨＳＣ
分泌的细胞因子 ＳＤＦ１／ＣＸＣ在肝癌细胞 ＥＭＴ进
程中也起着重要的调控作用［１６］。活性ＨＳＣ分泌
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（１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５

图１　常规培养和条件培养的肝癌
细胞ＳＭＭＣ７７２１的迁移能力

Ｆｉｇ．１　ＭｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈ
ｒｅｇｕｌａｒｍｅｄｉｕｍｏｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｍｅｄｉｕｍ

（１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５

图２　常规和条件培养ＳＭＭＣ７７２１细胞
的侵袭能力（２０×，孵育２４～２８ｈ）

Ｆｉｇ．２　ＩｎｖａｓｉｏｎｏｆＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｗｉｔｈｒｅｇｕｌａｒｍｅｄｉｕｍｏｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ

ｍｅｄｉｕｍｆｏｒ２４～２８ｈ

注：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ是目的蛋白，ＤＡＰＩ是细胞核，Ｍｅｒｇｅ为相应的目的蛋白和ＤＡＰＩ观察图的叠加

图３　免疫荧光观察Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ在ＳＭＭＣ７７２１细胞中的表达（１０×）
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ，ＮｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄＶｉｍｅｎｔｉｎｉｎＳＭＭＣ７７２１ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

的ＳＤＦ１／ＣＸＣ与肝癌细胞表面受体 ＣＸＣＲ４相互
作用，诱导肝癌细胞发生 ＥＭＴ，促进细胞转移和浸
润，这种现象能够在单独培养的肝癌细胞培养基中

添加ＳＤＦ１细胞因子实现，也能够被 ＣＸＣＲ４特异
性拮抗剂 ＡＭＤ３１００和 ＲＮＡｉ技术抑制 ＣＸＣＲ４蛋
白表达所阻断［１６］。此外，Ｄａｉ等［１７］也发现肝癌细

胞ＥＭＴ与ＨＳＣ内ｍｉＲＮＡｓ表达也密切相关。ＨＳＣ

活化是肝癌细胞 ＥＭＴ的充分条件，而 ｍｉＲ１５５表
达水平直接决定 ＨＳＣ是否活化；在正常条件下，
ＨＳＣ转录生成的 ｍｉＲ１５５能够与细胞内的 ＴＣＦ４
和 ＡＧＴＲ１的 ｍＲＮＡ的 ３’ＵＴＲ相互作用，通过
ｍｉＲＩＳＣ抑制 ＴＣＦ４和 ＡＧＴＲ１蛋白表达，而肝硬化
条件下的 ＨＳＣ以及 ＴＧＦβ１处理的原代 ＨＳＣ和
ＨＳＣＴ６细胞，其蛋白表达水平显著上升，包括
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图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验观察Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和Ｓｎａｉｌ在ＳＭＭＣ７７２１细胞中的表达
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ，

ＶｉｍｅｎｔｉｎａｎｄｓｎａｉｌｉｎＳＭＭＣ７７２１
ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ＴＣＦ４、ＡＧＴＲ１、ＥＲＫ１、ＴＧＦβ１、ａｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃ
ｔｉｎ（ａＳＭＡ）、ＴＩＭＰ１和间质细胞标记物等，这些蛋
白使 ＨＳＣ发生活化和促进肝癌细胞 ＥＭＴ，而这一
过程能够被ｍｉＲ１５５模拟物所逆转［１７］。

以上事实证明 ＨＳＣ诱导肝癌细胞发生 ＥＭＴ
的原因和机制是复杂多样的，而上述研究得出的机

制也不一定是全面的，其完整的分子机制需要继续

探索。本研究只是证实了肝星形细胞条件培养液

对肝癌细胞的影响，并未探讨活化的肝星形细胞促

进肝癌细胞迁移、侵袭和上皮－间质转化的具体分
子机制，相关研究有待进一步制定、实施和论证。
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