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西奥骨化醇抑制ＴＧＦβ１诱导的肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１上皮间质转化

曹令平，涂利宽，吴小翎　　（４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院消化内科）

　　［摘要］　目的　研究西奥骨化醇（ｓｅｏｃａｌｃｉｔｏｌ，ＥＢ１０８９）对 ＴＧＦβ１诱导肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１上皮
间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ，ＥＭＴ）的抑制作用。方法　用不同浓度维生素 Ｄ类似物
ＥＢ１０８９（１、１０、１００、１０００ｎｍｏｌ／Ｌ）作用于肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１６、１２、２４、４８ｈ，筛选出具有统计学意义的
作用浓度和时间。将肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１分为４组（ＥＢ１０８９组、ＴＧＦβ１组、ＥＢ１０８９＋ＴＧＦβ１组和空
白对照组），分别干预４８ｈ。用相差倒置显微镜观察细胞形态变化；通过实时ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分
别检测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达情况；迁移实验和侵袭实验检测 ＥＢ１０８９
对肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１侵袭和迁移能力的影响。结果　ＴＧＦβ１作用后肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１呈现长
梭形，并伸出较多触角，ＥＢ１０８９能明显改善这种形态变化；ＥＢ１０８９可有效升高 ＴＧＦβ１所致的
ＥｃａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ和蛋白低表达（Ｐ＜０．０５），同时降低 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达（Ｐ＜
００５）；ＥＢ１０８９对ＴＧＦβ１诱导的细胞侵袭、迁移具有抑制作用（Ｐ＜００５）。结论　维生素 Ｄ类似物
ＥＢ１０８９能有效抑制ＴＧＦβ１诱导的肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１上皮间质转化现象和侵袭、迁移能力。
　　［关键词］　 ＥＢ１０８９；上皮间质转化；转化生长因子β１；肝癌
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｓｅｏｃａｌｃｉｔｏｌ（ＥＢ１０８９）ｏｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１（ＴＧＦβ１）ｉｎｄｕｃｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ｉｎｔｈｅｈｅｐａｔｏｍａｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌ
ｌｉｎｅＳＭＭＣ７７２１．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＶｉｔａｍｉｎＤａｎａｌｏｇＥＢ１０８９ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１，１０，１００ａｎｄ
１０００ｎｍｏｌ／Ｌ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｒｅａｔｔｈｅＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ（６，１２，２４ａｎｄ４８ｈ）ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｄｏｓｅａｎｄｔｉｍｅ．ＴｈｅｎｔｈｅＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＴＧＦβ１ｇｒｏｕｐ，
ＥＢ１０８９ｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＴＧＦβ１ｇｒｏｕｐｓ．Ｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｗｉｔｈｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．ＲＴ
ＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ，ＮｃａｈｅｒｉｎａｎｄＶｉｍｅｎｔｉｎａｔ
ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ．ＣｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒａｓｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ，ＴＧＦβ１ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｃｅｌｌｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄａｎｏｂｖｉｏｕｓｌｏｎｇｆｕｓｉｆｏｒｍ ｓｈａｐｅ．Ｓｕｃｈ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｐｒｅｖｅｎｔｅｄｂｙｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆＥＢ１０８９．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ＥＢ１０８９ｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ
ａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｂｙＴＧＦβ１（Ｐ＜０．０５），ｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＮｃａｈｅｒｉｎ
ａｎｄＶｉｍｅｎｔｉｎ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄＴＧＦβ１ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅＳＭＭＣ７７２１
ｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＶｉｔａｍｉｎＤａｎａｌｏｇＥＢ１０８９ｉｎｈｉｂｉｔｓＴＧＦβ１ｉｎｄｕｃｅｄＥＭＴ，ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎ
ｔｈｅｈｅｐａｔｏｍａｃａｒｃｉｎｏｍａＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓ．
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　　肝癌是全世界最常见的恶性肿瘤之一，在肿瘤相
关性死亡中位居第３位［１］。目前肝癌治疗是以手术为

主的综合治疗模式，但很多患者就诊时已失去手术机

会，且术后复发率较高。肿瘤细胞的侵袭转移是导致

这一结果的重要原因［２］。目前有研究认为，上皮间质
转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ，ＥＭＴ）能促进
肝癌的侵袭和转移［３］，因此抑制ＥＭＴ现象成为抑制肿

瘤侵袭转移的新途径。维生素 Ｄ３是一种类固醇类化
合物，不仅调节钙磷代谢，而且其具有抑制 ＥＭＴ的作
用［４］。ＥＢ１０８９作为一种最新研制的维生素Ｄ类似物，
在诱导肿瘤细胞凋亡和抑制肿瘤细胞增殖方面有着明

显效果［５－６］，同时与一些抗肿瘤药物具有协同作用，加

强抗肿瘤效果［７］，有重要的临床应用前景。本研究旨

在探讨ＥＢ１０８９对 ＴＧＦβ１诱导肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１
上皮间质转化现象的影响，进一步寻找抑制肿瘤侵袭
转移的新途径。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人肝癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１由重庆医科大学生命
科学研究院实验室提供；新鲜胎牛血清、ＤＭＥＭ高糖
培养基、青霉素／链霉素溶液均购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司；兔抗人Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ多克隆抗体和兔抗人Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ
多克隆抗体，鼠抗人 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ单克隆抗体，辣根过氧
化物酶标记的山羊抗兔ＩｇＧ及山羊抗鼠ＩｇＧ二抗均购
自Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司；鼠抗人 ＧＡＰＤＨ单克隆抗体（内
参）购自碧云天生物技术研究所；引物由宝生物工程

（大连）有限公司合成，反转录试剂盒购自宝生物工程

（大连）有限公司；蛋白质印迹及蛋白质提取相关试剂

购自碧云天生物技术研究所；ＥＢ１０８９购自Ｔｏｃｒｉｓ生物
公司，ＴＧＦβ１购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１　　用含１０％
胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液进行培养，用对数生长期的
细胞制成单细胞悬液，以１×１０５个细胞／瓶的密度接
种于细胞培养瓶中。当细胞密度为３０％ ～４０％时，更
换培养液为含 １％血清的 ＤＭＥＭ培养液继续培养
２４ｈ。对照组细胞加入含０．１％乙醇（纯度１００％）培
养基，目的组细胞分别加入含不同浓度ＥＢ１０８９（１、１０、
１００、１０００ｎｍｏｌ／Ｌ）的培养基培养不同时间（６、１２、２４、
４８ｈ），筛选出ＥＢ１０８９作用于肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１后

上皮标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平变化显著的浓度和时
间。然后将细胞分为 ４个组，其中 ３组分别加入含
１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１、１０００ｎｍｏｌ／ＬＥＢ１０８９、１０００ｎｍｏｌ／Ｌ
ＥＢ１０８９＋１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１的５％ ＤＭＥＭ培养液，空
白对照组加入含０．１％乙醇的５％ ＤＭＥＭ培养液，作
用４８ｈ。
１．２．２　ＲＴＰＣＲ　　ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ，按反
转录试剂盒提供的实验步骤反转录为 ｃＤＮＡ，随后行
实时荧光定量 ＰＣＲ检测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ的表达。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ基因上游引物序列为 ５′
ＣＣＡＡＡＧＣＣＴＣＡＧＧＴＣＡＴＡＡＡＣＡＴ３′，下游引物序列
为 ５′ＴＧＡＧＡＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＡＧＴＣＡＣＣＣＡＣ３′；Ｎｃａｄ
ｈｅｒｉｎ基因上游引物序列为 ５′ＣＣＡＴＣＡＡＧＣＣＴＧＴＧＧ
ＧＡＡＴＣ３′，下游引物序列为 ５′ＧＣＣＧＣＴＴＴＡＡＧＧＣ
ＣＣＴＣＡＴ３′；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ基因上游引物序列为５′ＴＣＴＧ
ＧＡＴＴＣＡＣＴＣＣＣＴＣＴＧＧＴＴ３′，下游引物序列为 ５′
ＡＴＣＧＴＧＡＴＧＣＴＧＡＧＡＡＧＴＴＴＣＧＴ３′；内参照 ＧＡＰＤＨ
基因的上游引物序列为 ５′ＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧ
ＧＡＣＴＣ３′，下游引物序列为５′ＧＴＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴ
ＧＡＴＧＴＴＣＴ３′。扩增条件：第 １步 ９５℃ １ｍｉｎ；第
２步 ９５℃ １０ｓ、６０℃３０ｓ、６５℃５ｓ，共３９个循环；最
后７５℃延伸７ｍｉｎ。采用 ＣＦＸ９６ＲｅａｌｔｉｍｅＳｙｓｔｅｍ软
件，定量分析目的基因 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ及内参照ＧＡＰＤＨ的Ｃｔ值。采用２－ΔΔＣｔ法计算目的
基因的相对表达量并进行统计学分析。实验重复

３次。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　不同组细胞处理一定时间后，
分别提取各组细胞总蛋白，用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度
后，各取３０μｇ蛋白行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白，并转
移至聚偏二氟乙烯膜上，室温条件下在摇床上用封闭

液封闭处理１．５ｈ，加入兔抗人 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ
多克隆抗体（体积稀释比例为１∶１０００）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ单克
隆抗体（体积稀释比例为 １∶１０００）和内参鼠抗人
ＧＡＰＤＨ单克隆抗体（体积稀释比例为１∶１０００），４℃
反应过夜，用ＰＢＳＴ洗膜３次后，加入二抗［辣根过氧
化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ或山羊抗鼠 ＩｇＧ（体积稀
释比例为１∶８０００）］，３７℃反应１ｈ，用ＰＢＳＴ洗膜３次
后，曝光成像。用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＧＡＰＤＨ蛋白条带的灰度值，以
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白和 ＧＡＰＤＨ蛋白
灰度值的比值表示Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋

３４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）



白的相对表达量并进行统计分析。实验重复３次。
１．２．４　细胞形态学观察　　将ＳＭＭＣ７７２１细胞分别
以１×１０５／孔接种于６孔板，培养２４ｈ之后更换为含
１％血清的ＤＭＥＭ培养液进行饥饿化处理约２４ｈ。再
将细胞分为４组并培养４８ｈ（同上）。于图１每组细
胞的形态并拍照，每组拍摄不低于４张照片。实验重
复３次。
１．２．５　细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭迁移实验　　Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室迁移实验时，将 ４个不同处理组的 ＳＭＭＣ
７７２１细胞消化离心，并用无血清培养基吹打均匀；将
不同组含约１×１０５个细胞的２００μＬ无血清培养基的
细胞悬液分别接种于２４孔板中不同小室的上室，小室
膜的直径为８．０μｍ，下室加入６００μＬ含１０％ ＤＭＥＭ
的高糖培养基，放入３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中继续培
养约 ２４ｈ，将不同组的小室用 ４％多聚甲醛固定
３０ｍｉｎ，之后用０．１％结晶紫染色１５ｍｉｎ，用双蒸水洗
３次，显微镜下成像，随机选５个视野进行拍照。Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室侵袭实验步骤基本同前，但加入细胞悬液
前，将基质胶按１∶８的比例稀释后加入小室，放入培养
箱中４８ｈ。实验重复３次。
１．３　统计学方法
　　应用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据统计分析，用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件制图。实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，
两独立样本间的比较采用 ｔ检验，多组之间比较采用
单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ检验。检验
水准为α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＥＢ１０８９作用浓度和时间的筛选
　　１、１０、１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＥＢ１０８９作用于 ＳＭＭＣ
７７２１细胞 ６、１２、２４、４８ｈ，同时设置对照组，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达水平。结果表明当
ＥＢ１０８９的浓度为１０００ｎｍｏ／Ｌ，作用时间为４８ｈ时，
ＳＭＭＣ７７２１细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达相对于对照组差
异最为显著（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图１），故选择ＥＢ１０８９
浓度为１０００ｎｍｏｌ／Ｌ，作用时间为４８ｈ用于后续实验。
２．２　ＴＧＦβ１、ＥＢ１０８９引起 ＳＭＭＣ７７２１细胞形态的

改变

　　ＴＧＦβ１组ＳＭＭＣ７７２１细胞形态由原来的不规则
多边形变为长梭形，并伸出较多触角，与其他３组差别
较大。与空白对照组相比，ＥＢ１０８９组 ＳＭＭＣ７７２１细
胞形态变化不明显。与 ＴＧＦβ１组相比，ＥＢ１０８９＋

ＴＧＦβ１组ＳＭＭＣ７７２１细胞长梭形变化不明显，且触角
减少（图２）。
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图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度的ＥＢ１０８９作用于肝癌细胞

ＳＭＭＣ７７２１不同时间Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平的变化
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Ａ：对照组；Ｂ：ＥＢ１０８９组；Ｃ：ＴＧＦβ１组；Ｄ：ＥＢ１０８９＋ＴＧＦβ１组

图２　相差倒置显微镜观察不同处理组肝癌细胞

ＳＭＭＣ７７２１形态变化　（×２００）

２．３　ＥＢ１０８９作用 ＳＭＭＣ７７２１细胞后相关标志物 的
ｍＲＮＡ与蛋白表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧光定量 ＰＣＲ实验检测４组
细胞。结果显示，与空白对照组相比，ＴＧＦβ１诱导
４８ｈ后，间质细胞标志物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的
ｍＲＮＡ和蛋白表达明显增加（Ｐ＜００５），上皮细胞标
志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达明显降低（Ｐ＜
００５）；ＥＢ１０８９组 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达增
加，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达下降
（Ｐ＜０．０５，图 ３Ａ）。与 ＴＧＦβ１组相比，ＥＢ１０８９＋
ＴＧＦβ１组Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的 ｍＲＮＡ和蛋白表
达明显下降，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达明显回
升（Ｐ＜０．０５），但与对照组相比，ＥＢ１０８９＋ＴＧＦβ１组
Ｎｃａｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达增加，
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达明显减少（Ｐ＜００５，
图３Ｂ）。
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１：对照组；２：ＥＢ１０８９组；３：ＴＧＦβ１组；４：ＥＢ１０８９＋ＴＧＦβ１
组Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：实时荧光定量 ＰＣＲ检测结
果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较，ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＴＧＦβ１组
比较

图３　不同处理组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白和
ｍＲＮＡ表达情况

２．４　ＥＢ１０８９对ＴＧＦβ１诱导ＳＭＭＣ７７２１细胞侵袭和
迁移能力的影响

　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭、迁移实验检测４组细胞侵袭、
迁移能力。结果显示，与空白对照组相比，ＴＧＦβ１组
ＳＭＭＣ７７２１细胞穿膜细胞数明显增加（Ｐ＜０．０５），而
ＥＢ１０８９组穿膜细胞数明显减少（Ｐ＜０．０５）。与 ＴＧＦ
β１组相比，ＥＢ１０８９＋ＴＧＦβ１组穿膜细胞数明显减少
（Ｐ＜０．０５，图４～７）。
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Ａ：对照组；ＢＥＢ１０８９组；Ｃ：ＴＧＦβ１组；Ｄ：ＥＢ１０８９＋ＴＧＦβ１组
图４　显微镜观察ＥＢ１０８９对 ＳＭＭＣ７７２１细胞迁移

能力的影响　（结晶紫 ×１００）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＧＦβ１组比较
图５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测ＥＢ１０８９对 ＳＭＭＣ７７２１细胞迁移

能力的影响
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Ａ：对照组；Ｂ：ＥＢ１０８９组；Ｃ：ＴＧＦβ１组；Ｄ：ＥＢ１０８９＋ＴＧＦβ１组
图６　显微镜观察ＥＢ１０８９对ＳＭＭＣ７７２１细胞侵袭

能力的影响　（结晶紫 ×１００）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＧＦβ１组比较
图７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测ＥＢ１０８９对ＳＭＭＣ７７２１细胞侵袭

能力的影响

３　讨论

　　ＥＭＴ是在特定的生理和病理情况下，上皮细胞向
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间充质细胞分化的现象。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ是上皮细胞的一
种标志性蛋白，在维持组织形态、细胞极性、细胞间连

接方面起着关键作用。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ低表达与肿瘤细胞
侵袭性增加和不良预后有关［８］。Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ为间质细胞特征性蛋白，表达上调与上皮性肿瘤细
胞转移性增强有关［９－１０］。在ＥＭＴ发生过程中，Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ表达下调、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表现为上调趋
势。ＥＭＴ的发生可受环境刺激和众多调节因子的影
响，其机制相当复杂。ＴＧＦβ１是一个重要促 ＥＭＴ因
子，已有研究表明在体外培养的肝癌细胞系、原代肝细

胞以及大鼠肝细胞，均能通过 ＴＧＦβ１诱导出典型的
ＥＭＴ现象［１１］。Ｘｕ等［１２］研究发现，１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１
作用于肝癌细胞４８ｈ时，其诱导 ＥＭＴ效果最佳。本
实验中，我们观察到１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１作用于肝癌细
胞ＳＭＭＣ７７２１４８ｈ后，细胞形态由不规则多边形向长
梭形的“间质样细胞”转变；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果表明在ＴＧＦβ１作用下 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达上调，这些变化均提示肝
癌细胞ＳＭＭＣ７７２１发生ＥＭＴ。
　　维生素Ｄ为固醇类衍生物，维持体内的钙、磷代
谢平衡。近年有研究表明，维生素 Ｄ３能抑制 ＴＧＦβ１
诱导结肠癌细胞的 ＥＭＴ现象，减弱结肠癌细胞的侵
袭、迁移能力［１３］。同时，维生素Ｄ３的类似物 ＭＡＲＴ１０
对胰腺癌、乳腺癌细胞 ＥＭＴ现象表现出比维生素 Ｄ３
更强的抑制作用［１４－１５］。本实验中，我们观察到肝癌细

胞ＳＭＭＣ７７２１在ＴＧＦβ１作用下发生典型的 ＥＭＴ现
象。但在加入１０００ｎｍｏｌ／ＬＥＢ１０８９干预４８ｈ后，细胞
形态向“间质样”转变的趋势明显减缓；同时，Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果提示上皮细胞标志物
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白和ｍＲＮＡ表达与 ＴＧＦβ１组比较明显
上调，间质细胞标志物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白和
ｍＲＮＡ表达则明显下调，表明１０００ｎｍｏｌ／ＬＥＢ１０８９对
于ＴＧＦβ１诱导的肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１发生 ＥＭＴ表
现出抑制作用。ＥＢ１０８９干预后肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１
侵袭、迁移能力的明显下降，亦恰好印证了这点。

　　ＥＢ１０８９能减少机体５０％钙代谢，同时，对多种肿
瘤表现出生长抑制及促进分化的作用，是一种非常有

潜力的抗肿瘤药物。目前相关研究多集中在其对细胞

周期的调控、诱导细胞凋亡等方面，而其对肝癌细胞发

生ＥＭＴ的影响，尚少见相关报道。本研究中我们证实
了ＴＧＦβ１能诱导肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１发生 ＥＭＴ现
象；同时，发现在 ＥＢ１０８９的干预下，ＴＧＦβ１诱导肝癌
细胞ＳＭＭＣ７７２１发生的ＥＭＴ明显减弱，细胞侵袭、迁

移能力也受到明显抑制，其具体机制尚不明确。目前

大多观点认为ＴＧＦβ通过多种途径诱导肿瘤 ＥＭＴ发
生，机制主要是通过Ｓｍａｄ依赖通路和非 Ｓｍａｄ依赖通
路完成。相关研究表明维生素 Ｄ类似物帕立骨化醇
通过抑制 ＴＧＦβ１的 Ｓｍａｄ信号通路来抑制 ＥＭＴ现
象［１６］。Ｄｅｂｒａ等［１７］的实验发现在慢性移植肾肾病中，

维生素 Ｄ的活性形式 １，２５（ＯＨ）２Ｄ３能通过下调
ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ的信号通路中 Ｓｍａｄ２的表达，上调
Ｓｍａｄ７的表达来减轻 ＴＧＦβ１引起的纤维化。因此，
我们认为在 ＴＧＦβ１诱导 ＳＭＭＣ７７２１细胞 ＥＭＴ的
Ｓｍａｄ信号通路中可能存在 ＥＢ１０８９的作用靶点。此
外，ＴＧＦβ１也可通过丝裂原活化的蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）途径激活下游的细胞
外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
Ｅｒｋ），从而诱导肿瘤ＥＭＴ形成。文献［１８］报道，维生
素Ｄ可以下调表皮细胞生长因子受体的表达，通过抑
制ＭＡＰＫ达到促进肿瘤细胞分化、凋亡并抑制其生
长。ＥＢ１０８９是否也对 ＴＧＦβ１激活的 ＭＡＰＫ途径产
生影响，目前尚不明确。Ｗｎｔ通路也能与 ＴＧＦβ１／
Ｓｍａｄ通路作用，上调 ＥＭＴ诱导因子 Ｓｎａｉｌ和 Ｔｗｉｓｔ，抑
制Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，同时激活了 βｃａｔｅｎｉｎ／ＴＣＦ／ＬＥＦ
复合物，间接导致 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ等间质标志物的表达，共
同协调对肿瘤ＥＭＴ的调节。ＥＢ１０８９是否通过中间环
节调节ＥＭＴ，目前少见相关报道。同时，调节肝癌细
胞ＳＭＭＣ７７２１中ＴＧＦβ１及其受体的表达，也可能是
ＥＢ１０８９影响 ＴＧＦβ１诱导的 ＥＭＴ现象的一种机制。
总之，ＴＧＦβ１诱导肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１发生 ＥＭＴ是
一个复杂的过程，ＥＢ１０８９对该过程的影响也可能存在
多种途径，其具体机制有待进一步研究。
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