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　　［摘要］　目的　探讨Ｅｚｒｉｎ在肝癌细胞侵袭性伪足形成过程中的作用。方法　利用ＧＥＰＩＡ数据库
分析肝癌组织中ＥｚｒｉｎｍＲＮＡ与伪足标志物ＣｏｒｔａｃｔｉｎｍＲＮＡ的表达相关性。将收集的１０５例肝细胞癌
患者的组织标本制作成组织芯片，采用免疫组化检测 Ｅｚｒｉｎ蛋白和伪足标志物 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ蛋白在肝癌组
织中的表达，并分析二者的表达相关性。分析 Ｅｚｒｉｎ的表达水平与肝癌患者临床病理特征及预后的关
系。敲低和上调肝癌细胞中Ｅｚｒｉｎ的表达，采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验观察Ｅｚｒｉｎ蛋白的表达变化对肝癌细胞侵
袭迁移能力的影响，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和细胞免疫荧光技术检测Ｅｚｒｉｎ蛋白表达变化对肝癌细胞侵袭性
伪足形成能力的影响。结果　生物信息学分析结果提示肝癌组织中 ＥｚｒｉｎｍＲＮＡ与伪足标志物
ＣｏｒｔａｃｔｉｎｍＲＮＡ的表达呈正相关（ｒ＝０．４２０，Ｐ＜０．０１）。肝癌组织芯片免疫组化结果显示Ｅｚｒｉｎ蛋白与伪
足标志物Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ蛋白的表达水平呈正相关（ｒ＝０．４９１，Ｐ＜０．００１）。患者临床资料结果显示，Ｅｚｒｉｎ蛋
白的高表达与肝癌患者的血管侵犯率（Ｐ＝０．０１６）及肿瘤相关死亡率（Ｐ＝０．０１８）相关，且 Ｅｚｒｉｎ蛋白高
表达患者的术后５年生存率及术后５年无瘤生存率均较低（Ｐ＜０．０５）。细胞实验结果显示，上调 Ｅｚｒｉｎ
蛋白的表达可促进肝癌细胞的侵袭和迁移（Ｐ＜０．０５），且其高表达可促进肝癌细胞侵袭性伪足的形成
（Ｐ＜０．０５）；敲低Ｅｚｒｉｎ蛋白表达可抑制肝癌细胞侵袭性伪足的形成，并降低肝癌细胞的侵袭和迁移能
力。结论　Ｅｚｒｉｎ可通过调控肝癌细胞侵袭性伪足的形成增强肝癌细胞的侵袭、迁移能力，进而促进肝
癌进展。
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　　［中图法分类号］　Ｒ３９４．３；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３５．７ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１９７２３０３）
［通信作者］　郑树国，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｕｇｕｏｚｈ＠１６３．ｃｏｍ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｅｚｒｉｎｐｒｏｍｏｔｅｓｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｉｎｖａｄｏｐｏｄｉａｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ＺＨＥＮＧＢｏｗｅｎ１，ＷＡＮＧＢａｏｌｉｎ１，ＬＵＹａｏ１，ＨＵＡＮＧＤｅｎｇ１，２，ＺＨＡＮＧＨａｎｇ１，ＬＩＵＪｉａｌｏｎｇ１，ＺＨＥＮＧＳｈｕｇｕｏ１　
　１ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙＳｕｒｇｅｒｙ，ＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙＳｕｒｇｅｒｙ，ＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＴｉｂｅｔＭｉｌｉｔａｒｙＣｏｍｍａｎｄ，
Ｌｈａｓａ，ＴｉｂｅｔＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＲｅｇｉｏｎ，８５００３２，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｅｚｒｉｎｉｎｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｉｎｖａｄｏｐｏｄｉａｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＧＥＰＩＡｄａｔａｂａｓｅｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ
ｅｚｒｉｎａｎｄｔｈｅｉｎｖａｄｏｐｏｄｉａｍａｒｋｅｒｃｏｒｔａｃｔｉｎｉｎＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓａｔｍＲＮＡｌｅｖｅｌ．Ｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍ
１０５ ＨＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｍａｄｅ ｉｎｔｏ ｔｉｓｓｕｅ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｅｚｒｉｎｗｉｔｈｃｏｒｔａｃｔｉｎａｔｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｅｚｒｉｎｌｅｖｅｌａｎｄｔｈｅｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆＨＣＣ
ｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｅｚｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｋｎｏｃｋｅｄｄｏｗｎｏｒｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎＨＣＣ ｃｅｌｌｓ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｚｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｎｔｈｅ

６４３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＨＣＣｃｅｌｌｓ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｗｅｒｅａｌｓｏａｄｏｐｔｅｄｔｏ
ｄｅｔｅｃｔｔｈｅｒｏｌｅｏｆｅｚｒｉｎｉｎｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｉｎｖａｄｏｐｏｄｉａｉｎＨＣＣｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄ
ｔｈａｔｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆｅｚｒｉｎｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｃｏｒｔａｃｔｉｎｉｎＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓ（ｒ＝０．４２０，
Ｐ＜０．０１），ａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｓｓａｙａｌｓｏｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｅｚｒｉｎａｎｄｃｏｒｔａｃｔｉｎ
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是最常
见的消化系统恶性肿瘤之一，在所有恶性肿瘤中，其发

病率位列第６位，肿瘤相关死亡率居第４位［１］。我国

是肝病大国，全世界有一半左右的 ＨＣＣ患者在中
国［１］。目前，手术切除是根治 ＨＣＣ的主要方式，但其
术后５年复发转移率可高达 ７０％以上［２］。ＨＣＣ的高
侵袭转移特性是其术后复发转移及预后不良的重要原

因，而侵袭性伪足（ｉｎｖａｄｏｐｏｄｉａ）的形成是决定肝癌细
胞高侵袭转移潜能的关键分子事件之一［３］。

　　侵袭性伪足是恶性肿瘤细胞膜上的一种膜突起性
结构，主要由缺氧、生长因子、外泌体、基质硬度等因素

诱导形成，具有降解细胞外基质的作用［４－７］。在肿瘤

细胞运动过程中，侵袭性伪足不断伸入细胞外基质，并

在伪足顶端的细胞膜上招募、分泌ＭＴ１－ＭＭＰ、ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９等基质金属蛋白酶，降解细胞外基质，从而促进
肿瘤细胞的侵袭和迁移［８］。研究表明，侵袭性伪足的

形成是ＨＣＣ侵袭转移的关键起始步骤［９－１０］，但其形成

机制尚不明确。

　　Ｅｚｒｉｎ是ＥＲＭ（Ｅｚｒｉｎ／Ｒａｄｉｘｉｎ／Ｍｏｅｓｉｎ）细胞骨架连
接蛋白家族成员，在细胞微绒毛结构的形成、细胞极性

的维持、细胞黏附、细胞迁移及信号转导等方面发挥重

要的生理作用［１１］。近年来，多项研究表明，Ｅｚｒｉｎ在肝
细胞癌中高表达，且与肝细胞癌的侵袭转移潜能呈正

相关［１２－１３］。既往关于 Ｅｚｒｉｎ调控 ＨＣＣ侵袭转移的机
制研究主要侧重于细胞信号转导、细胞骨架重塑以及

ＥＭＴ等方面［１４－１６］，但其是否具有调控肝癌细胞侵袭性

伪足形成的作用目前尚少见相关报道。因此，本实验

主要研究了Ｅｚｒｉｎ可通过调控肝癌细胞侵袭性伪足的
形成促进肝癌细胞的侵袭及迁移，为防止ＨＣＣ侵袭转

移提供潜在靶点。

１　材料与方法

１．１　材料及试剂
　　人肝癌细胞株 ＭＨＣＣ９７Ｈ及 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５购自中
国科学院上海细胞库；胎牛血清、ＤＭＥＭ培养基、ＭＥＭ
培养基购自Ｇｉｂｃｏ公司；兔抗人 Ｅｚｒｉｎ多克隆抗体、兔
抗人ＧＡＰＤＨ单克隆抗体、ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ、
抗鼠／兔通用型免疫组化检测试剂盒购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司；兔抗人 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ单克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ公司；
罗丹明标记的鬼笔环肽、明胶水溶液购自索莱宝公司；

Ｃｙ５荧光二抗购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；含 ＤＡＰＩ的抗荧光
淬灭剂购自 Ｖｅｃｔｏｒｌａｂｓ公司；慢病毒及助染试剂购自
吉凯基因公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室及 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购自
Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒及 ＥＣＬ化学
发光试剂盒购自碧云天公司。

１．２　生物信息学分析
　　使用ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｅｒｐｋｕ．ｃｎ／）在线网
站进行生物信息学分析。登录 ＧＥＰＩＡ网站，点击
“Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ”基因相关性分析模块，ＧｅｎｅＡ与 ＧｅｎｅＢ
分别输入 Ｅｚｒｉｎ与 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ的基因名称，即 ＥＺＲ与
ＣＴＴＮ，相关系数选择默认的Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数，数据集
选择ＴＣＧＡＴｕｍｏｒ数据库中ＬＩＨＣＴｕｍｏｒ数据集，点击
“Ｐｌｏｔ”，生成相关性分析图表。
１．３　临床标本
　　收集并筛选 ２０１０－２０１２年在陆军军医大学第一
附属医院肝胆外科行手术治疗的肝细胞癌患者。记录

患者的性别、年龄、肿瘤大小、肝内转移、血管侵犯、淋

巴结转移、ＴＮＭ分期、病理分化程度等临床病理资料；

７４３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（４）



对患者进行术后随访，随访时间截止至２０１５年１２月
３１日，记录患者的随访信息。纳入标准：住院患者；年
龄１８～７５岁；行手术切除治疗，术后病理证实为肝细
胞癌，病理资料及随访完整。共收集１０５例肝癌患者，
其中，男性９６例，女性９例，年龄（４７．８±１０．１）岁，完
整的临床病理资料见表１。切除的肝癌组织以石蜡包
埋的形式储存在实验室标本库中，标本取出后制成

组织芯片。纳入患者均签署知情同意书，本研究经

陆军军医大学第一附属医院伦理委员会审核批准

（ＫＹ２０２０１２７）。

表１　１０５例ＨＣＣ患者的临床病理资料
临床病理特征 例数（％） 临床病理特征 例数（％）

性别 肝内转移

　男 ９６（９１．４） 　是 ３６（３４．３）
　女 ９（８．６） 　否 ６９（６５．７）
年龄／岁 ＴＮＭ分期
　＜６０ ９４（８９．５） 　Ⅰ期 ２４（２２．９）
　≥６０ １１（１０．５） 　Ⅱ期 １６（１５．２）
肿瘤大小／ｃｍ 　Ⅲ期 ５１（４８．６）
　＜５ ２６（２４．８） 　Ⅳ期 １４（１３．３）
　≥５ ７９（７５．２） 肿瘤分化程度

血管侵犯 　低分化 ２０（１９．１）
　是 ３１（２９．５） 　中分化 ７７（７３．３）
　否 ７４（７０．５） 　高分化 ８（７．６）
淋巴结转移 肿瘤相关死亡

　是 ５（４．８） 　是 ６０（５７．１）
　否 １００（９５．２） 　否 ４５（４２．９）

１．４　免疫组化
　　 将石蜡切片６０℃烘烤２ｈ，二甲苯脱蜡２０ｍｉｎ，
梯度酒精（１００％、９５％、８５％、７５％）水化，每个梯度水
化２次，３ｍｉｎ／次；ＰＢＳ洗涤３次后，３％过氧化氢室温
孵育１０ｍｉｎ以灭活内源性酶活性；洗涤后，将切片放
入柠檬酸钠抗原修复液中，微波炉修复法 ９５～１００℃
低火修复抗原１４ｍｉｎ；冷却至室温并洗涤切片后，５％
山羊血清３７℃下封闭切片３０ｍｉｎ；封闭结束后，将配
制好的一抗溶液滴在切片上４℃孵育过夜；次日，将切
片３７℃复温４５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤切片３次，滴加抗兔／鼠
通用型二抗至切片上３７℃孵育１ｈ；洗涤切片后，ＤＡＢ
显色，苏木精复染，盐酸酒精分化，梯度酒精（７５％、
８５％、９５％、１００％）及二甲苯脱水，风干后用中性树胶
封片，晾干后镜检。染色结果经两位病理医师综合染

色强度及阳性细胞率进行评分。染色强度评分为：无

着色或浅黄色记为１分、棕黄色记为２分、棕褐色记为
３分。阳性细胞率评分为：０％～１０％记为 １分，１１％～
５０％记为２分，５１％～７５％记为３分，７６％～１００％记为
４分。综合评分为染色强度评分与阳性细胞率评分的
乘积，综合评分≤４分判定为低表达，综合评分＞４分
判定为高表达。在进行线性相关分析时，将染色强度

评分（１～３）与阳性细胞率（０％～１００％）的乘积乘以１０
作为描述蛋白表达水平的计量资料进行分析。

１．５　细胞培养
　　ＭＨＣＣ９７Ｈ肝癌细胞株用含１０％胎牛血清的高糖
ＤＭＥＭ培养基培养，ＰＬＣ／ＰＲＦ／５肝癌细胞株用含１０％
胎牛血清的ＭＥＭ培养基培养。细胞放置于３７℃、５％
ＣＯ２的细胞孵育箱中培养，每日观察细胞生长状况，待
细胞生长汇合度达 ８５％～９０％时进行细胞传代、提取
细胞总蛋白等操作。

１．６　慢病毒转染
　　转染前２４ｈ，将生长状态良好的肝癌细胞消化下
来，制备细胞悬液，接种适量的细胞至６孔板，确保细
胞数为２×１０５／孔，次日观察细胞生长情况，汇合度达
７０％即可进行转染；根据推荐 ＭＯＩ值用完全培养基稀
释慢病毒，将 ６孔板各孔中的培养基更换为 １ｍＬ含
有慢病毒及助染试剂的完全培养基；３７℃培养细胞
１０ｈ，将各孔中的培养基更换为正常培养基，继续培养
细胞，中途可对细胞换液以保持细胞活性；感染后约

７２ｈ观察细胞绿色荧光，判断感染率，并使用嘌呤霉
素对转染细胞进行筛选，构建稳定转染的肝癌细胞株。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　使用ＲＩＰＡ（强）裂解液提取肝癌细胞的总蛋白，
ＢＣＡ法检测蛋白溶液浓度，并对各处理组蛋白溶液浓
度进行配平，加入 ５×的 Ｗｅｓｔｅｒｎ上样缓冲液，金属浴
１０ｍｉｎ，制备Ｗｅｓｔｅｒｎ上样蛋白样品。制备１０％分离胶
及５％上层浓缩胶，将蛋白样品及蛋白 Ｍａｒｋｅｒ加入
ＳＤＳＰＡＧＥ胶加样孔内，上层浓缩胶 ８０Ｖ恒压电泳
３０ｍｉｎ，下层胶１４０Ｖ恒压电泳 １ｈ；湿转法将蛋白由
分离胶转移至 ＰＶＤＦ膜上，１２０Ｖ恒压转膜２ｈ；５％脱
脂牛奶室温摇床上封闭２ｈ；根据蛋白 Ｍａｒｋｅｒ条带区
分目标蛋白所在区域并剪切条带，根据推荐稀释比例

稀释目标蛋白一抗，将稀释好的一抗溶液滴加至相对

应的条带上，４℃冰箱孵育过夜；条带经 ＴＢＳＴ漂洗
３次，１０ｍｉｎ／次，滴加相应种属的二抗溶液（稀释比例
１∶５０００），室温摇床上孵育１ｈ；ＴＢＳＴ漂洗３次后，配
制ＥＣＬ显影液，滴加至 ＰＶＤＦ膜条带上，置入凝胶成
像系统显影成像；收集数据并进行半定量分析。

１．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭和迁移实验
　　进行Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验前，在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室
底部铺入４０μＬＭａｔｒｉｇｅｌ基质胶（使用ＤＭＥＭ稀释，比
例为１∶８），３７℃孵育６ｈ，使用前加入２００μＬ无血清
ＤＭＥＭ培养基水化基质胶３０ｍｉｎ。细胞生长汇合度达
８５％～９０％时预先换上无血清培养基饥饿处理细胞
８～１２ｈ，胰酶消化液收获ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞和ＰＬＣ／ＰＲＦ／５
细胞，分别制成无血清 ＤＭＥＭ细胞悬液和无血清

８４３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＭＥＭ细胞悬液；对于ＭＨＣＣ９７Ｈ，每２００微升细胞悬液
中细胞数为８×１０５，对于 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５，每２００微升细胞
悬液中细胞数为１．２×１０６；将２００μＬ无血清培养基稀
释的细胞悬液加入小室上室，下室加入 ８００μＬ含有
２０％胎牛血清的完全培养基，３７℃细胞培养箱中培养
４８ｈ；取出小室，吸尽上室液体，将小室底部浸入４％多
聚甲醛固定３０ｍｉｎ，结晶紫染色１０ｍｉｎ，用双蒸水将结
晶紫洗净，棉签轻轻擦拭小室上室底部；小室倒扣晾干

后，显微镜下拍照，随机拍摄５个视野，计算平均每个
视野穿过小室的细胞数目；迁移实验除不用在小室上

室底部铺基质胶外，方法同侵袭实验。

１．９　细胞免疫荧光
　　为检测侵袭性伪足的形成能力，将细胞爬片置入
２４孔板中，细胞爬片上包被一层 ０．１％的明胶溶液，
３７℃孵育１０ｍｉｎ，使用前加入 ４００μＬ完全培养基水
化明胶基质３０ｍｉｎ；接种适量的肝癌细胞到细胞爬片
上，细胞培养箱内培养 ４８ｈ；取出 ２４孔板，去除培养
基，４％多聚甲醛室温固定 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗后加入免
疫染色封闭液（含少量 ＴｒｉｔｏｎＸ１００）封闭 １５ｍｉｎ，将
２００μＬＣｏｒｔａｃｔｉｎ兔抗溶液（稀释比例１∶５０）滴加至细
胞爬片上，４℃孵育过夜；回收一抗溶液并用ＰＢＳ漂洗
后，滴加２００μＬ山羊抗兔荧光二抗溶液至爬片，３７℃
孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗３次后，滴加２００μＬ罗丹明标
记的鬼笔环肽至爬片，３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗３～
５次后，使用含ＤＡＰＩ的抗荧光淬灭剂封片，免疫荧光
显微镜下采集图片。侵袭性伪足定义为 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ与
Ｆａｃｔｉｎ共定位的斑点，出现明显共定位斑点的细胞判
定为形成侵袭性伪足的细胞，各处理组至少计数３０个
细胞，统计并比较各组细胞形成侵袭性伪足的细胞数

占总细胞数的百分比，通过形成侵袭性伪足的细胞百

分比反映细胞形成侵袭性伪足的能力。

１．１０　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０．２统计软件分析数据，计
量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用两独立样本 ｔ检验。
采用χ２检验或Ｆｉｓｈｅｒ精确检验分析Ｅｚｒｉｎ表达与肝癌
患者临床病理特征间的关系。应用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘
制生存曲线，Ｌｏｇｒａｎｋ检验比较各组生存曲线间的差
异。对Ｅｚｒｉｎ与Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ在肝癌中的表达进行Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性分析。双侧检验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　生物信息学分析 ＨＣＣ组织中 ＥｚｒｉｎｍＲＮＡ与伪
足标志物ＣｏｒｔａｃｔｉｎｍＲＮＡ的表达水平

　　利用ＧＥＰＩＡ数据库分析ＨＣＣ组织中ＥｚｒｉｎｍＲＮＡ
与侵袭性伪足标志物 ＣｏｒｔａｃｔｉｎｍＲＮＡ表达的相关性，

结果显示 ＥｚｒｉｎｍＲＮＡ与伪足标志物 ＣｏｒｔａｃｔｉｎｍＲＮＡ
的表达呈正相关（ｒ＝０．４２０，Ｐ＜０．０１，图１），提示 Ｅｚｒｉｎ
的表达可能与ＨＣＣ侵袭性伪足的形成有关。
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图１　ＧＥＰＩＡ数据库分析肝癌组织中 ＥｚｒｉｎｍＲＮＡ与伪
足标志蛋白ＣｏｒｔａｃｔｉｎｍＲＮＡ表达的相关性

２．２　肝癌组织中 Ｅｚｒｉｎ蛋白与伪足标志物 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ
蛋白的表达

　　收集１０５例肝癌患者肝组织标本，并将其制作成
肝癌组织芯片。采用免疫组化染色观测 ＨＣＣ连续组
织切片上Ｅｚｒｉｎ蛋白与伪足标志物 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ蛋白的表
达（图２），并进行线性相关分析。结果显示Ｅｚｒｉｎ蛋白
与伪足标志物Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ蛋白在肝癌组织中的表达呈正
相关（ｒ＝０．４９１，Ｐ＜０．００１，图３），且存在一定的线性关
系。进一步提示，肝癌组织中 Ｅｚｒｉｎ蛋白的表达与肝
癌细胞伪足的形成密切相关。

２．３　Ｅｚｒｉｎ的高表达可促进ＨＣＣ的恶性进展
　　根据ＨＣＣ组织芯片免疫组化检测结果将１０５例
肝癌患者分为Ｅｚｒｉｎ低表达组（ｎ＝５３）和 Ｅｚｒｉｎ高表达
组（ｎ＝５２），分析两组患者的临床病理资料，结果显
示，Ｅｚｒｉｎ高表达组患者血管侵犯率（Ｐ＝０．０１６）及肿瘤
相关死亡率（Ｐ＝０．０１８）均显著高于 Ｅｚｒｉｎ低表达组
（表２），Ｅｚｒｉｎ的表达水平与肝癌患者的性别、年龄、肿
瘤大小、淋巴结转移、肝内转移、ＴＮＭ分期及肿瘤分化
程度相关性不明显（表２）。对患者预后进行分析，结
果发现Ｅｚｒｉｎ高表达组患者术后 ５年生存率（图 ４Ａ）
及术后５年无瘤生存率（图４Ｂ）均显著低于Ｅｚｒｉｎ低表
达组（Ｐ＜０．０５）。综合Ｅｚｒｉｎ与Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ的表达水平对
患者生存曲线进行双重分析，结果显示Ｅｚｒｉｎ、Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ
均低表达组患者的术后 ５年生存率最高，Ｅｚｒｉｎ、
Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ均高表达组患者术后 ５年生存率最低，Ｅｚｒｉｎ
高表达、Ｃｏｒｔａｃｉｎ低表达组患者和 Ｅｚｒｉｎ低表达、
Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ高表达组患者术后 ５年生存率在二者之间，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ）。

９４３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（４）
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图３　肝癌患者组织中Ｅｚｒｉｎ蛋白与侵袭性伪足标志蛋白
Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ表达的相关分析

２．４　Ｅｚｒｉｎ高表达可促进肝癌细胞的侵袭和迁移
　　采用ＥｚｒｉｎＲＮＡ干扰慢病毒（敲低组）及阴性对照
（对照组）慢病毒转染高侵袭潜能的 ＭＨＣＣ９７Ｈ肝癌
细胞，用Ｅｚｒｉｎ过表达慢病毒（过表达组）及阴性对照
（对照组）慢病毒转染低侵袭潜能的 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５肝癌
细胞，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证慢病毒转染的效果，结果
显示：在ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞中，敲低组细胞 Ｅｚｒｉｎ的蛋白
表达水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ、Ｂ）；在
ＰＬＣ／ＰＲＦ／５细胞中，过表达组细胞 Ｅｚｒｉｎ的蛋白表达
水平显著高于对照组（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｃ、Ｄ）。采用
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭及迁移实验检测 Ｅｚｒｉｎ表达水平的变化
对肝癌细胞侵袭及迁移能力的影响，结果显示：在高侵

袭迁移潜能的ＭＨＣＣ９７Ｈ肝癌细胞中，敲低Ｅｚｒｉｎ的表
达显著抑制肝癌细胞的侵袭及迁移能力（Ｐ＜０．０５，
图５Ｅ、Ｇ、Ｈ）；在低侵袭迁移潜能的 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５细胞
中，过表达Ｅｚｒｉｎ促进肝癌细胞的侵袭及迁移能力（Ｐ＜
０．０５，图５Ｆ、Ｉ、Ｊ）。

表２　Ｅｚｒｉｎ的表达水平与ＨＣＣ临床病理特征的关系 （ｎ＝１０５）

Ｅｚｒｉｎ表达
临床特征 Ｐ值

低表达

（ｎ＝５３）
高表达

（ｎ＝５２）
年龄／岁 ０．７６１
　＜６０ ４８ ４６
　≥６０ ５ ６
性别 ０．４８８
　男性 ４７ ４９
　女性 ６ ３

肿瘤大小／ｃｍ ０．１１３
　＜５ １７ ９
　≥５ ３６ ４３
血管侵犯 ０．０１６
　是 １０ ２１
　否 ４３ ３１

淋巴结转移 ＞０．９９９
　是 ３ ２
　否 ５０ ５０

肝内转移 ０．６８４
　是 １７ １９
　否 ３６ ３３

ＴＮＭ分期 ０．１２６
　Ⅰ～Ⅱ ２４ ２９
　Ⅲ～Ⅳ １６ ３６

肿瘤分化程度 ０．０７１
　低分化 ８ １２
　中分化 ３８ ３９
　高分化 ７ １

肿瘤相关死亡 ０．０１８
　是 ２４ ３６
　否 ２９ １６

０５３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图４　Ｅｚｒｉｎ高、低表达组肝癌患者的生存曲线分析
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞的Ｅｚｒｉｎ蛋白表达及半定量分析；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＬＣ／ＰＲＦ／５细胞的Ｅｚｒｉｎ蛋
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图５　敲低或过表达Ｅｚｒｉｎ对肝癌细胞侵袭及迁移能力的影响
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２．５　Ｅｚｒｉｎ可调控肝癌细胞侵袭性伪足的形成
　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测侵袭性伪足标志蛋白
Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ在各处理组细胞中的表达变化。结果显示，
敲低ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞中Ｅｚｒｉｎ的表达，Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ的表达
水平也随之下降（Ｐ＜０．０５，图 ６Ａ、Ｂ）；与此相反，在
ＰＬＣ／ＰＲＦ／５细胞中过表达 Ｅｚｒｉｎ，Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ的表达水
平则随之上升（Ｐ＜０．０５，图６Ｃ、Ｄ）。采用细胞免疫荧

光技术双重标记Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ与细胞骨架蛋白 Ｆａｃｔｉｎ，结
果显示，与对照组比较，ＭＨＣＣ９７Ｈ敲低组形成侵袭性
伪足的细胞百分比显著下降（Ｐ＜０．０５，图 ６Ｅ、Ｆ），而
ＰＬＣ／ＰＲＦ／５过表达组形成侵袭性伪足的细胞百分比
显著升高（Ｐ＜０．０５，图 ６Ｇ、Ｈ）。提示 Ｅｚｒｉｎ可参与调
控肝癌细胞侵袭性伪足的形成。
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Ｆ：ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞中形成侵袭性伪足的细胞百分比分析；Ｈ：ＰＬＣ／ＰＲＦ／５细胞中形成侵袭性伪足的细胞百分比分析

图６　敲低或过表达Ｅｚｒｉｎ对肝癌细胞侵袭性伪足形成的影响
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３　讨论

　　侵袭性伪足是一种富含 Ｆａｃｔｉｎ的特化膜突起结
构，凭借其向细胞外基质分泌基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）的能力，协助肿瘤细胞突破
固有的基底膜屏障、穿越结构致密的细胞外基质，从而

实现向远处侵袭转移［１７］。侵袭性伪足的形成涉及肿

瘤微环境的改变、细胞信号转导、细胞骨架重塑、蛋白

转运等多个复杂的细胞生物学过程［１８］。其中，细胞骨

架重塑，即肌动蛋白单体（Ｇａｃｔｉｎ）在Ｆａｃｔｉｎ的正极上
的不断聚合促使Ｆａｃｔｉｎ沿正极方向延长，是肿瘤细胞
形成侵袭性伪足的关键驱动力［１９］。

　　现已证实，Ｅｚｒｉｎ作为一种肌动蛋白结合蛋白，可
通过参与调控肌动蛋白细胞骨架的重塑，促进肿瘤细

胞发生ＥＭＴ，从而促使肿瘤细胞发生形态改变，导致
肿瘤细胞由低侵袭潜能的上皮表型向高侵袭潜能的间

质表型转化［２０］。研究表明，在乳腺癌中，Ｅｚｒｉｎ可通过
调节Ｃａｌｐａｉｎ１的细胞膜定位及活性实现对侵袭性伪
足组装的调控［２１］；Ｅｚｒｉｎ可与 ＮＨＥ１、βｉｎｔｅｇｒｉｎ、ＥＧＦＲ、
ｐＮＨＥＲＦ１在乳腺癌细胞的细胞膜上形成功能性的
ＮＨＥ１信号复合体，通过整合细胞外的信号分子，增强
侵袭性伪足上的 ＮＨＥ１活性，促进由 ＮＨＥ１介导形成
的侵袭性伪足对细胞外基质进行降解［２２］。文献［２３］
报道，Ｅｚｒｉｎ可通过诱导糖代谢重编程增强 Ｗａｒｂｕｒｇ效
应，促进肝癌细胞的ＥＭＴ进展。然而，Ｅｚｒｉｎ在肝癌细
胞侵袭性伪足形成过程中的作用以及具体的调控机制

目前尚未阐明。

　　Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ定位于细胞皮层，是一种肌动蛋白结合
蛋白，同时也是酪氨酸激酶 Ｓｒｃ的主要底物［２４］。既往

研究表明，Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ在包括肝癌在内的多种肿瘤的癌
组织中高表达，敲低 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ会抑制肝癌细胞的侵袭
和迁移［２５］。大量研究证实，Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ是肿瘤细胞侵袭
性伪足形成必不可少的关键分子，在侵袭性伪足形成

的起始阶段，侵袭性伪足支架蛋白Ｔｋｓ５局部细胞膜上
募集Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ至膜上磷脂酰肌醇３，４二磷酸富集区
域，从而参与侵袭性伪足前体的形成［２６］；在侵袭性伪

足装配阶段，Ｔｙｒ磷酸化的 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ可调节肌动蛋白
丝切蛋白Ｃｏｆｉｌｉｎ的丝切活性，通过 Ｃｏｆｉｌｉｎ切断肌动蛋
白丝产生钩状末端，从而刺激肌动蛋白的聚合，进而促

进侵袭性伪足的装配［２７］；在侵袭性伪足形成的成熟阶

段，Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ被证实可参与调控 ＭＭＰｓ在侵袭性伪足
的定位和分泌，使装配完成的侵袭性伪足具备降解细

胞外基质的功能与活性［２８］。鉴于 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ在侵袭性

伪足的起始、装配及成熟阶段都发挥着重要作用，

Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ是目前被公认的侵袭性伪足标志蛋白。
　　本研究首先通过 ＧＥＰＩＡ数据库对 Ｅｚｒｉｎ基因
（ＥＺＲ）与侵袭性伪足标志物 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ基因（ＣＴＴＮ）进
行相关性分析，发现在肝癌组织中 ＥＺＲ与 ＣＴＴＮ在转
录组水平上的表达呈正相关。然后，收集１０５例经术
后病理证实为ＨＣＣ的肝癌组织标本，采用免疫组化检
测Ｅｚｒｉｎ与侵袭性伪足标志物 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ的蛋白表达水
平，Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析提示 Ｅｚｒｉｎ蛋白与 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ蛋
白在ＨＣＣ组织中表达存在一定的线性关系，且二者的
表达呈正相关。综合生物信息学分析和组织标本检测

的实验结果，提示 Ｅｚｒｉｎ可能与肝癌细胞侵袭性伪足
的形成密切相关。

　　研究证实Ｅｚｒｉｎ在大多数不同类型的肿瘤中发挥
促癌作用［２９］。与此相同，本研究通过分析 Ｅｚｒｉｎ的表
达与ＨＣＣ患者临床病理资料及患者预后的关系，结果
证实Ｅｚｒｉｎ的高表达与 ＨＣＣ患者的血管侵犯、肿瘤相
关死亡及术后预后不良相关。进一步人为操纵 Ｅｚｒｉｎ
蛋白的表达，实施 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭及迁移实验，在细胞
水平上证实Ｅｚｒｉｎ表达上调可促进肝癌细胞的侵袭及
迁移，Ｅｚｒｉｎ表达下调可抑制肝癌细胞的侵袭及迁移。
上述临床病例研究和细胞实验结果均表明，Ｅｚｒｉｎ可促
进肝细胞癌肿瘤进展，其可能的机制是通过调控肝癌

细胞侵袭性伪足的形成。为证实该猜想，我们在肝癌

细胞上采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测侵袭性伪足标志物
Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ的表达，采用细胞免疫荧光双染技术观察
Ｅｚｒｉｎ对肝癌细胞侵袭性伪足形成的影响。结果证实，
在肝癌细胞中过表达或敲低Ｅｚｒｉｎ，侵袭性伪足标志蛋
白 Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ的表达水平也随之上调或下调；过表达
Ｅｚｒｉｎ可促进肝癌细胞侵袭性伪足的形成，敲低 Ｅｚｒｉｎ
可抑制肝癌细胞侵袭性伪足的形成。

　　综上所述，本研究通过生物信息学分析、临床病例
研究及细胞实验证实 Ｅｚｒｉｎ可促进肝癌的恶性进展，
其机制是通过调控肝癌细胞侵袭性伪足的形成以增强

肝癌细胞的侵袭和迁移能力。然而，本研究结果未在

裸鼠体内环境进行验证，有关 Ｅｚｒｉｎ调控肝癌细胞侵
袭性伪足形成涉及的信号通路和具体调控机制尚需进

一步深入研究。
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