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ＨＭＭＲ通过ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路促进肝细胞癌侵袭转移
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　　［摘要］　目的　探讨透明质酸介导的细胞游走受体（ｈｙａｌｕｒｏｎａｎｍｅｄｉａｔｅｄｍｏｔｉｌｉｔｙｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＨＭＭＲ）
对肝细胞癌侵袭转移的影响及潜在机制。方法　采用ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肝癌细胞系和肝
癌组织，以及免疫组化检测肝癌组织中 ＨＭＭＲ的表达；通过划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室观察沉默／过表达
ＨＭＭＲ对肝癌细胞迁移和侵袭能力的影响；通过小鼠肝癌肺转移模型观察沉默ＨＭＭＲ对肝癌肺转移的
影响；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＭＭＲ对Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ｐＭＥＫ、ｐＥＲＫ等蛋白水平的影
响。结果　肝癌细胞系中 ＨＭＭＲ呈高表达。肝癌组织中 ＨＭＭＲ的表达水平显著高于癌旁组织（Ｐ＜
０．０５），并且转移组癌组织中ＨＭＭＲ的水平明显高于非转移组（Ｐ＜０．０５）。沉默 ＨＭＭＲ后细胞的迁移
侵袭能力明显低于对照组（Ｐ＜０．０１），并且 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达上调，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达下调（Ｐ＜
０．０１）；而过表达ＨＭＭＲ后细胞迁移侵袭能力显著增强（Ｐ＜０．０１），并且Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达上调，
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调（Ｐ＜０．０１）。体内实验结果显示基因敲减 ＨＭＭＲ的肝癌细胞导致的肺转移病灶数
显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）；过表达ＨＭＭＲ后ｐＭＥＫ和ｐＥＲＫ表达上调（Ｐ＜０．０１），而ＭＥＫ、ＥＫＲ无明
显变化（Ｐ＞０．０５）。ＭＥＫ抑制剂削弱了过表达 ＨＭＭＲ介导的细胞的迁移侵袭（Ｐ＜０．０１）。结论　
ＨＭＭＲ在肝癌中高表达并且可能通过调控ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路从而促进肝细胞癌侵袭转移。
　　［关键词］　 肝细胞癌；透明质酸介导的细胞游走受体；上皮间质转化；转移；ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路
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　　据最新全球癌症统计数据报告，肝细胞癌
（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）的发病率居所有恶性
肿瘤第６位，但致死率高居第３位［１］。侵袭与转移是

导致肝癌高死亡率的主要原因，然而当前关于肝癌侵

袭转移的分子机制仍没有完全阐明。透明质酸介导的

细胞游走受体（ｈｙａｌｕｒｏｎａｎｍｅｄｉａｔｅｄｍｏｔｉｌｉｔｙｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＨＭＭＲ）作为细胞外基质重要组成成分透明质酸的相
关膜受体之一，在胶质瘤、乳腺癌、胃癌、结直肠癌、膀

胱癌等多种人类恶性肿瘤中高表达［２－６］，提示 ＨＭＭＲ
可能作为一个重要的肿瘤相关抗原参与并调控肿瘤的

发生发展。相关研究还发现ＨＭＭＲ在ＨＣＣ中的表达
水平也显著增高，并且与 ＨＣＣ患者预后不良密切相
关［７］，进一步还发现 ＨＭＭＲ高表达与 ＨＣＣ患者的临
床分期和病理分级呈明显的正相关关系［８］，这些结果

揭示了 ＨＭＭＲ可能在 ＨＣＣ的侵袭转移中发挥着作
用。但截至目前，ＨＭＭＲ在 ＨＣＣ侵袭转移过程中发
挥的具体作用及其分子机制仍不明了。因此本文旨在

探究ＨＭＭＲ对ＨＣＣ侵袭转移的作用及其可能的生物
学机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　肝癌及癌旁组织样本　　１２例肝癌及对应癌
旁组织的冻存样本用于检测 ＨＭＭＲ的表达水平。样
本来源于２０１３年８月至２０１５年８月于重庆市急救医
疗中心肝胆外科接受肝癌肝切除术的患者。肝癌组织

样本经病理诊断证实为肝细胞癌。癌旁肝组织的获取

参照《原发性肝癌规范化病理诊断指南》（２０１５年
版），取自距离肿瘤组织１ｃｍ以上的肝脏组织。术后
３年内连续每年对患者进行追踪随访，经 Ｂ超、ＣＴ、
ＭＲＩ等影像学检查发现肝内外转移者即诊断为肝癌伴
转移。

１．１．２　细胞和动物　　肝癌细胞株 ＭＨＣＣ９７Ｈ购自
复旦ＩＢＳ细胞资源中心。细胞株Ｌ０２、ＳＫＨｅｐ１、Ｈｕｈ７
和ＰＬＣ／ＰＲＦ／５由本实验室传代及保存。１２只６周龄

健康雄性裸鼠，体质量（２０．６±１．２）ｇ，购买并代养于重
庆医科大学实验动物中心。

１．１．３　试剂　　高糖 ＤＭＥＭ培养液、胎牛血清购自
Ｇｉｂｃｏ公司。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂购自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国Ｃｏｒｎｉｎｇ。ＨＭＭＲ
抗体、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 ＧＡＰＤＨ抗体
购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。ＭＥＫ、ｐＭＥＫ、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ抗
体购自Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司。靶向 ＨＭＭＲ的慢病毒购自吉
凯基因公司。ＭＥＫ抑制剂Ｕ１０２６购自ＭＣＥ公司。靶
向ＨＭＭＲ的ｓｉＲＮＡ由吉玛基因公司设计并合成；相关
引物均由上海生工合成。

１．２　方法
１．２．１　细胞转染和感染　　常规用高糖ＤＭＥＭ、１０％
胎牛血清和１％青链霉素双抗于３７℃，５％ＣＯ２孵箱中
培养细胞。参照吉玛公司提供的说明书溶解 ｓｉＲＮＡ，
采用 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂将靶向 ＨＭＭＲ的
ｓｉＲＮＡ转染至肝癌细胞构建沉默 ＨＭＭＲ的细胞模型
（ｓｉＨＭＭＲ１组、ｓｉＨＭＭＲ２组），同时转染与 ＨＭＭＲ的
序列无同源性的 ｓｉＲＮＡ作为阴性对照（ｓｉＮＣ组）。利
用 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂将携带 ＨＭＭＲ的
ｐｃＤＮＡ３．１质粒转染至肝癌细胞构建ＨＭＭＲ过表达细
胞模型（ＨＭＭＲ组），同时转染空白质粒作为阴性对照
（ｐｃＤＮＡ３．１组）。另一方面，稳定敲减 ＨＭＭＲ细胞株
（ｓｈＨＭＭＲ组）的构建则根据吉凯基因提供的慢病毒
感染手册进行操作，病毒感染后７２ｈ在细胞中加入终
浓度１．５μｇ／ｍＬ的嘌呤霉素进行筛选，筛选７ｄ后将
嘌呤霉素浓度减至１／４继续维持。同时构建空白敲减
的细胞株作为阴性对照（ｓｈＮＣ组）。
１．２．２　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测　　适量
ＴＲＩｚｏｌ裂解细胞或组织样本，利用天根公司ＲＮＡ提取
试剂盒提取总 ＲＮＡ。取 １μｇ所提 ＲＮＡ，通过逆转录
试剂盒获得相应 ｃＤＮＡ。利用 ＴａＫａＲａ公司的 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ试剂盒检测 ＨＭＭＲ的 ｍＲＮＡ水平。ＨＭＭＲ上
游引物为：５′ＡＧＣＡＡＣＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡＣＴ３′，下游引物
为：５′ＡＴＡＧＡＧＧＡＧＡＣＧＣＣＡＣＴＴ３′。ＧＡＰＤＨ上游引
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物为：５′ＴＡＴＧＡＣＡＡＣＡＧＣＣＴＣＡＡＧＡＴ３′，下游引物
为：５′ＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣＡ３′。ＰＣＲ 程 度 为：

９５℃，２ｍｉｎ；９５℃，１５ｓ，６０℃，２０ｓ，７２℃，２０ｓ，４０个循
环；７２℃，５ｍｉｎ。相对定量 ＰＣＲ结果采用２!ΔΔＣｔ法分
析。关于组织样本，以癌旁组织为对照，癌组织中

ＨＭＭＲ的ｍＲＮＡ水平升高大于１．５倍的定义为ＨＭＭＲ
高表达，而降低大于１．５倍的则定义为ＨＭＭＲ低表达。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　取３０μｇ细胞或组织总
蛋白经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，后转膜至ＰＶＤＦ膜，
５％牛奶封闭 ２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 ３次后加入一抗（抗
ＨＭＭＲ１∶２０００，抗Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ１∶１０００，抗Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ；
１∶１０００，抗Ｖｉｍｅｎｔｉｎ１：２０００，抗 ｐＭＥＫ１∶１０００，抗
ＭＥＫ１∶２０００，抗 ｐＥＲＫ１∶１０００，抗 ＥＲＫ１∶２０００，
ＧＡＰＤＨ１∶５０００），４℃摇床孵育过夜。次日洗膜后室
温孵育抗兔或抗鼠二抗，ＥＣＬ显影。
１．２．４　免疫组化实验　　石蜡包埋肝癌及癌旁组织切
片，５５℃烤箱过夜。次日，取出切片，再置于９５℃烤箱，
１０ｍｉｎ。然后依次经历脱蜡、抗原修复、透膜，内源性过
氧化物酶阻断剂室温封闭１０ｍｉｎ。接着山羊工作血清
室温封闭１ｈ。滴加一抗（１∶１００，ＴＢＳ稀释）后于４℃暗
盒孵育过夜。次日，ＴＢＳ清洗３次后滴加生物素标记二
抗孵育１ｈ。ＤＡＢ显色后，苏木精复染，梯度酒精、二甲
苯脱水后中性树脂封片。显微镜下观察并拍照。

１．２．５　细胞划痕实验　　采用１ｍｇ／ｍＬ丝裂霉素预
处理细胞２ｈ，去除细胞增殖对迁移侵袭的影响。然后
以３０×１０４／孔接种至 ６孔板，次日细胞铺满整孔。
１０μＬ枪头垂直并均匀的横过细胞，造成“创口”。ＰＢＳ
清洗３次去除划下的细胞，加入无血清培养基培养，置
于３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养。按０、２４ｈ取样，随机
取５个视野拍照。根据公式计算：细胞迁移率 ＝（０ｈ
划痕宽度－２４ｈ划痕宽度）／０ｈ划痕宽度×１００％。
１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　　沉默 ＨＭＭＲ的 ＭＨＣＣ９７Ｈ
细胞取 ８×１０４／小室，过表达 ＨＭＭＲ以及 １０μｍｏｌ／Ｌ
Ｕ１０２６处理４８ｈ后的 Ｈｕｈ７细胞分别取２０×１０４／小室
进行实验。接种至小室前细胞经丝裂霉素预处理，方

法同前。①迁移：细胞用３００μＬ无血清培养基重悬后
加入普通Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内，小室外加入 ８００μＬ常规
培养基，置于孵箱中孵育；②侵袭：提前从－２０℃冰箱
取出含基质胶的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于２４孔板中，小室内
外加入适量无血清培养基后于孵箱中预热小室３０ｍｉｎ。
吸弃孔内外培养基，按照细胞迁移实验的操作步骤加

入细胞。２４ｈ后从孵箱中取出小室，ＰＢＳ清洗２次，轻
柔地用棉签擦净小室内膜的细胞，然后小室置于 ４％
多聚甲醛中固定１５ｍｉｎ。双蒸水清洗２次后，用０．１％
结晶紫溶液染色３０ｍｉｎ。双蒸水冲洗、晾干后，显微镜

下拍照并随机选取５个视野计数穿过小室的细胞数。
１．２．７　裸鼠尾静脉肝癌肺转移模型　　１２只裸鼠随
机分为２组，每组６只。稳定敲减ＨＭＭＲ的ＭＨＣＣ９７Ｈ
细胞和空白敲减细胞，分别以灭菌生理盐水重悬后以

２×１０６／３００μＬ经尾静脉注射入裸鼠体内。每３～５天
观察小鼠存活情况。８周后处死裸鼠，取出肺组织，
４％多聚甲醛固定，石蜡包埋、切片和ＨＥ染色。
１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行统计学分析，数据以 珋ｘ
±ｓ表示。两组间比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验，两组以上比
较采用单因素方差分析。采用卡方检验分析患者临床

病理特征与ＨＭＭＲ表达的相关性。Ｐ＜０．０５为差异具
有统计学意义。

２　结果

２．１　肝癌患者不同临床病理特征中ＨＭＭＲ的表达
　　采用卡方检验分析１２例肝癌患者临床病理特征
与ＨＭＭＲ表达水平的关系，发现 ＨＭＭＲ的表达水平
与肝癌 ＴＮＭ分期存在显著的相关性（表 １）。虽然
５例伴有肺转移患者癌组织中 ＨＭＭＲ的表达均增高，
但数据分析并未检测到 ＨＭＭＲ表达水平与肝癌肺转
移之间的相关性，考虑可能与样本数偏少有关。

表１　１２例肝癌患者不同临床病理特征中ＨＭＭＲ的表达情况

ＨＭＭＲ的表达
基本信息　　 数量 Ｐ值

高 （ｎ＝９） 低 （ｎ＝３）

性别

　男 ８ ７ １ ０．１５７

　女 ４ ２ ２

年龄／岁

　≤５０ ２ １ １ ０．３７１

　＞５０ １０ ８ ２

ＡＦＰ／μｇ·ｍＬ－１

　≤４００ ６ ４ ２ ０．５０５

　＞４００ ６ ５ １

肿瘤大小／ｃｍ

　≤５ ５ ３ ２ ０．３１１

　＞５ ７ ６ １

肺转移

　有 ５ ５ ０ ０．０９１

　无 ７ ４ ３

ＴＮＭ分期

　Ⅰ＋Ⅱ ６ ３ ３ ０．０４６

　Ⅲ＋Ⅳ ６ ６ ０
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２．２　ＨＭＭＲ在肝癌细胞系和肝癌组织中高表达
　　采用ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测正常人肝细
胞Ｌ０２和４种肝癌细胞系，以及１２对肝癌和癌旁组织
中ＨＭＭＲ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结果显示肝癌细
胞中ＨＭＭＲ的表达水平均明显高于Ｌ０２细胞（图１Ａ、
Ｂ），并且ＨＭＭＲ的ｍＲＮＡ水平在高侵袭性肝癌细胞系

ＭＨＣＣ９７Ｈ的表达量最高，在低侵袭性肝癌细胞 Ｈｕｈ７
中的表达最低。此外，临床样本检测结果也发现肝癌组

织中ＨＭＭＲ的相对表达水平高于癌旁组织（Ｐ＜０．０５，图
１Ｃ、Ｄ），并且转移组肝癌组织中 ＨＭＭＲ的相对表达水
平明显高于非转移组（Ｐ＜０．０５，图１Ｅ、Ｆ）。以上结果提
示ＨＭＭＲ可能在肝癌中发挥了促癌转移的作用。
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图１　ＨＭＭＲ在肝癌细胞系和肝癌组织中的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
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２．３　ＨＭＭＲ的表达对肝癌细胞迁移侵袭能力的影响
　　利用 ｓｉＲＮＡ沉默 ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞中 ＨＭＭＲ的表
达（图 ２Ａ），划痕实验结果表明，ｓｉＨＭＭＲ１组、
ｓｉＨＭＭＲ２组沉默 ＨＭＭＲ表达后，细胞的“愈合”能力
明显低于ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０１，图 ２Ｂ），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验也
显示ｓｉＨＭＭＲ１组和 ｓｉＨＭＭＲ２组细胞在有或无基质
胶小室底滤膜上的数量较 ｓｉＮＣ组减少（Ｐ＜０．０１，图
２Ｃ）。提示 ＨＭＭＲ表达降低后细胞迁移和侵袭能力
减弱。另一方面，过表达ＨＭＭＲ后（图２Ｄ），ＨＭＭＲ组
Ｈｕｈ７细胞的“愈合”率明显高于 ｐｃＤＮＡ３．１组（Ｐ＜
０．０１，图２Ｅ），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验也显示ＨＭＭＲ组细胞穿透

小室底膜的数量明显多于 ｐｃＤＮＡ３．１组（Ｐ＜０．０１，图
２Ｆ），提示ＨＭＭＲ过表达后细胞迁移及侵袭能力增强。
２．４　ＨＭＭＲ的表达对肝癌细胞ＥＭＴ的影响
　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测沉默／过表达 ＨＭＭＲ之后
细 胞 中 上 皮 间 质 转 化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃＦｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达变化。结果显示，与对照组比较，沉默
ＨＭＭＲ后 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达下调，Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ表达上调；而过表达 ＨＭＭＲ后 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达上调，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调，差异均有
统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。

!""#

（
$%!&%

'）
!

()*+!

（
',!&%

'）
!

-

.

!

"

"

#

"

&

-

.

/

0

-

.

!

"

"

#

"

1

-.!""#"&-./0 -.!""#"1

%
2

1
3
2

,%

3%

1%

%

细
胞
迁
移
率
（
4

）

-

.

!

"

"

#

"

&

-

.

/

0

-

.

!

"

"

#

"

1

!5%6%&

!5%6%&

-.!""#"&

-./0 -.!""#"1

-.!""#"&

-./0

-.!""#"1

!5%6%&

!5%6%&

!5%6%&

!5%6%&

迁
移

侵
袭

迁移 侵袭

&1%

7%

3%

%

细
胞
穿
孔
率
（
与
对
照
组
比
，
8

）

!""#

（
$%!&%

'）
!

()*+!

（
',!&%

'）
!

9:+/)';& !""#

%
2

1
3
2

迁
移

侵
袭

迁移 侵袭

9:+/)';& !""#

9:+/)';& !""#

7%

,%

3%

1%

%

9:+/)';& !""#

!<%;%%1

细
胞
迁
移
率
（
4

）

9:+/)';&

!""#

7%%

,%%

3%%

1%%

%

细
胞
穿
孔
率
（
与
对
照
组
比
，
4

）

!5%;%&

!5%;%&

0

)

=

+

>

?

Ａ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测沉默或过表达ＨＭＭＲ后细胞中ＨＭＭＲ的表达；Ｂ：沉默 ＨＭＭＲ后划痕实验结果（１００×）；
Ｃ：沉默ＨＭＭＲ后Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果（２００×）；Ｅ：ＨＭＭＲ过表达后划痕实验结果（１００×）；Ｆ：ＨＭＭＲ过表达后
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果（２００×）

图２　ＨＭＭＲ对肝癌细胞迁移侵袭能力的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测沉默／过表达ＨＭＭＲ后细胞中ＥＭＴ相关蛋白的表达；Ｂ：沉默ＨＭＭＲ后细胞中ＥＭＴ相关蛋
白表达的灰度值；Ｃ：过表达ＨＭＭＲ后细胞中ＥＭＴ相关蛋白表达的灰度值

图３　沉默／过表达ＨＭＭＲ后ＥＭＴ相关蛋白表达水平的变化

２．５　ＨＭＭＲ表达变化对肝癌肺转移的影响
　　通过尾静脉注射 ＨＭＭＲ稳定沉默的 ＭＨＣＣ９７Ｈ
细胞和对照组细胞（图 ４Ａ），结果显示，稳定沉默
ＨＭＭＲ的肝癌细胞引起的小鼠肺转移病灶的数量明
显低于ｓｈＮＣ对照组（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ、Ｃ）。
２．６　ＨＭＭＲ表达变化对ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路的影响
　　通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＭＭＲ对细胞中 ＭＥＫ、
ＥＲＫ、ｐＭＥＫ以及 ｐＥＲＫ的蛋白水平的影响，结果见
图５Ａ，过表达 ＨＭＭＲ后，细胞中 ｐＭＥＫ和 ｐＥＲＫ的
表达水平显著上调（Ｐ＜０．０１），但ＭＥＫ和ＥＲＫ的蛋白
表达水平无明显变化（Ｐ＞０．０５）。采用 ＭＥＫ抑制剂
Ｕ１０２６处理细胞４８ｈ，结果发现处理后的细胞中上调
的ｐＭＥＫ和 ｐＥＲＫ的蛋白表达水平明显下调（Ｐ＜
０．０１），但ＭＥＫ和 ＥＲＫ的蛋白表达水平无明显变化
（Ｐ＞０．０５）。并且抑制剂处理后的细胞其迁移侵袭能
力也显著降低（Ｐ＜０．０１，图５Ｂ），证实 ＭＥＫ／ＥＲＫ信号
通路介导了ＨＭＭＲ对肝癌细胞迁移侵袭的促进作用。

３　讨论

　　肝细胞癌是我国人民因癌症死亡的主要病因之

一，而导致ＨＣＣ高致死率的最主要原因就是转移和术
后复发。现有的分子靶向药物索拉菲尼等虽可一定程

度延长晚期肝癌患者的生命，但仍无法防治肝癌复发

和转移。因此，深入研究 ＨＣＣ侵袭转移的发生机制，
探索能够预测、监测 ＨＣＣ转移的潜在标记物，甚至找
到能够有效延缓或终止肝癌转移的方法，是解决目前

肝癌治疗难题的关键措施，对实现个体化治疗，延长患

者生存时间具有重要意义。

　　研究报道 ＨＭＭＲ通过参与细胞运动从而在多种
恶性肿瘤的发生、发展中发挥关键作用［１０］。在 ＨＣＣ
中，王敏等［１１］和黄晨阳等［１２］均报道 ＨＭＭＲ在肝癌组
织的表达水平显著高于癌旁正常组织，并且高表达

ＨＭＭＲ的肝癌患者预后较差。同时，细胞水平的研究
还发现 ＨＭＭＲ可以促进肝癌细胞的增殖［１２］。然而，

ＨＭＭＲ在ＨＣＣ转移中的作用尚不清楚。本研究首先
在细胞层面证实ＨＭＭＲ在肝癌细胞系中高表达，并且
发现高侵袭性肝癌细胞中 ＨＭＭＲ的表达量显著高于
低侵袭性肝癌细胞。接着，在临床样本中检测发现

ＨＭＭＲ与转移性 ＨＣＣ之间的潜在关系，提示 ＨＭＭＲ
可能在ＨＣＣ的侵袭转移中具有重要作用。鉴于肝癌
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测稳定沉默ＨＭＭＲ的细胞株中ＨＭＭＲ的表达；Ｂ：ＨＥ染色观察裸鼠肝癌细胞肺转移（２００×）；Ｃ：肺转移计数

图４　ＨＭＭＲ对肝癌细胞肺转移的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＥＫ、ｐＭＥＫ、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ蛋白的表达及半定量分析；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移侵袭能
力的变化（×２００）

图５　过表达ＨＭＭＲ经ＭＥＫ抑制剂Ｕ１０２６处理后对各组细胞ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路的影响

的侵袭深度和远处转移是导致患者预后差的关键因

素，为了明确ＨＭＭＲ在ＨＣＣ侵袭转移中的作用，本研
究分别以ＭＨＣＣ９７Ｈ和Ｈｕｎ７细胞为研究对象进行一
系列体内外实验，结果发现沉默ＨＭＭＲ可以抑制肝癌
细胞的迁移侵袭和肺转移，而过表达ＨＭＭＲ可以增强
肝癌细胞的迁移侵袭能力。另有研究发现 ＨＭＭＲ在
伤口愈合过程中增加并促进细胞迁移，这一过程可能

与ＥＭＴ密切相关［１３］。ＺＨＡＮＧ等［１４］研究发现 ＨＭＭＲ
通过激活ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ２信号通路诱导 ＥＭＴ并增强胃
癌细胞的干细胞特性。ＬＵ等［１５］报道在头颈癌中高表

达ＨＭＭＲ后下游富集最显著的通路依次是 ＫＲＡＳ信
号路径、ＥＭＴ相关通路等。然而，在肝细胞癌中
ＨＭＭＲ与ＥＭＴ的关系尚不明确。本研究结果发现沉
默ＨＭＭＲ可以上调 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，同时下调 Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达；而过表达 ＨＭＭＲ后 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达却下降，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达增
高，提示ＨＭＭＲ表达变化可以调控 ＥＭＴ，ＨＭＭＲ可能
通过ＥＭＴ进程参与调控ＨＣＣ的侵袭转移。
　　透明质酸与其受体相互作用引发的细胞内一系列
复杂的信号通路是透明质酸参与细胞运动调节的主要

机制。ＣＤ４４和ＨＭＭＲ是细胞表面两种主要的透明质

酸受体。既往研究围绕 ＣＤ４４开展的比较多，已有报
道透明质酸结合 ＣＤ４４可以通过激活 ＳＲＣ／ＭＥＫ／
ＥＲＫ，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ，以及 ＰＩ３Ｋ４ＥＢＰ１ＳＯＸ２等信
号通路调控肿瘤细胞的干性、增殖、迁移和侵袭［１６－１７］。

而作为透明质酸的主要受体之一的 ＨＭＭＲ，现有研究
对于其发挥生物学功能的分子机制却报道极少。

ＡＳＳＭＡＮＮ等［１８］发现ＨＭＭＲ可以与细胞内的激酶、钙
调蛋白和细胞骨架微管蛋白结合，提示ＨＭＭＲ可能参
与细胞骨架重组。ＭＩＳＳＩＮＡＴＯ等研究［１９］发现透明质

酸与ＨＭＭＲ结合后可通过激活ＳＲＣ／ＦＡＫ信号通路最
终引起心外膜细胞 ＥＭＴ和迁移。以上这些研究提示
ＨＭＭＲ被激活后可能也是通过细胞内信号的级联放
大反应来发挥生物学功能的。在前人研究的基础

上［９］，本研究还发现在肝癌细胞内ＨＭＭＲ的表达变化
可以引起ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路活性的改变；且ＭＥＫ抑
制剂可以明显减弱高表达 ＨＭＭＲ所引起的细胞迁移
侵袭能力的增加，以及 ＭＥＫ和 ＥＲＫ磷酸化水平的升
高，证实ＨＭＭＲ可通过调控ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路参与
调控肝癌细胞的迁移侵袭。ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路是丝
裂原活化蛋白激酶级联反应的经典通路，也是研究最

多的激酶通路，其在肿瘤细胞的迁移和转移过程中有
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着不可或缺的作用。本研究结果证实 ＨＭＭＲ在肝癌
侵袭转移中的关键作用，同时也揭示ＨＭＭＲ促进肝癌
细胞转移的潜在分子机制，为探索肝癌新型分子标记物

以及预防肝癌侵袭转移新方法提供一定的理论依据。
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