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缺氧微环境调控 Ｔｗｉｓｔ促进人肝癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１的上皮间质转化
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［摘　要］　目的　探讨缺氧条件下，Ｔｗｉｓｔ基因的表达及其在人肝癌 ＳＭＭＣ７７２１细胞株上皮间质转化中的作用机制。方法
模拟缺氧微环境，分别在常氧（２１％Ｏ２）和缺氧（１％Ｏ２）条件下培养 ＳＭＭＣ７７２１细胞２４ｈ。在倒置光学显微镜下检测 ＳＭＭＣ７７２１
细胞形态学的改变；ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中ＨＩＦ１α、Ｔｗｉｓｔ、上皮表型标记蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ及间质表型标记蛋白Ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ的表达；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验检测缺氧条件和常氧条件下细胞侵袭能力的变化。使用Ｔｗｉｓｔ１靶向ｓｉＲＮＡ抑制其表达后，进一
步采用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＩＦ１α、Ｔｗｉｓｔ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达水平，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭能力变化。结果
在缺氧模拟条件下，人肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞中Ｔｗｉｓｔ基因表达水平显著升高，同时细胞发生上皮间质转化和侵袭能力增强。靶向
沉默Ｔｗｉｓｔ基因后，低氧诱导的上皮间质转化过程被逆转，同时细胞侵袭能力显著减弱。结论　低氧条件下Ｔｗｉｓｔ基因异常激活，进
而促进ＳＭＭＣ７７２１细胞上皮间质转化的发生和侵袭能力的增强。
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　　原发性肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）
发病率位居我国恶性肿瘤前列，而肝炎肝硬化肝癌
这一序贯步骤的发生使得肝癌的发病基础极其广泛。

由于肝癌在发病初期临床症状不明显，易被忽视，就诊

时多已到晚期，已发生癌旁和远处器官的侵袭转移。

晚期肝癌的治疗和预后很差，且肝癌术后极易发生转

移和再复发［１］。因此，肝癌远处侵袭转移的具体机制

研究一直是肝癌领域研究热点。恶性肿瘤的发生和发

展依赖于其特定的微环境，而肿瘤局部的缺血缺氧是

构成微环境的一部分［２］。缺氧微环境在多种恶性肿

瘤的远处侵袭和迁移中扮演重要角色，但是其如何发

挥作用目前鲜有报道。上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
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ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）指恶性肿瘤上皮细胞在
体内外多种刺激因素的长期作用下，通过启动特定程

序来使上皮表型细胞逐渐转化为具有间质表型的细胞

的复杂过程［３４］。ＥＭＴ程序的异常激活与多种恶性肿
瘤的发生发展紧密关联。研究表明，ＥＭＴ过程受多个
转录因子的调控，其中 Ｔｗｉｓｔ作为 ＥＭＴ启动的关键调
控因子，也参与了多种恶性肿瘤的侵袭转移［５６］。本研

究旨在体外模拟缺氧条件下 Ｔｗｉｓｔ基因的表达变化及
其对人肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞ＥＭＴ过程的调控机制。

１　资料与方法

１．１　材料
人肝癌 ＳＭＭＣ７７２１细胞株购自深圳赛恩斯细胞

科技有限公司；ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂购自日本宝生
物；本研究所用ＰＣＲ引物的设计与合成均委托天津拜
恩斯瑞生物科技公司完成；多克隆兔抗人 ＨＩＦ１α、
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｔｗｉｓｔ１和 βａｃｔｉｎ抗体购自美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，辣根酶标记羊抗小鼠或抗兔ＩｇＧ购自
上海瑞伊和源生物科技公司；中分子量 Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ
购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ＥＣＬ超敏型化学发光试剂盒
购自上海百谷歌生物科技公司；胎牛血清购自 ＧＩＢＣＯ
公司；ＤＭＥＭＨ培养基购自美国ＧＩＢＣＯ公司；０．４５ｍｍ
ＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；６孔板、２５ｃｍ２塑料
培养瓶以及２４孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（孔径８μｍ）均购自
海狸生物科技有限公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验所用
细胞级基质胶（Ｍａｔｒｉｇｅｌ）购自湖南佳浩能生物科技公
司；Ｃｏ１７０Ｒ２３００２００三气细胞培养箱（用于模拟缺氧
细胞培养环境）购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；倒置相差显
微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．２　细胞培养

人肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１细胞使用含１０％胎牛
血清、１％青链霉素混合液的 ＤＭＥＭＨ培养基进行培
养，放置于５％ＣＯ２浓度３７℃恒温细胞培养箱中。培
养４８ｈ之后，当细胞铺满培养瓶采用０．２５％胰蛋白酶
消化传代，随后取状态较好且处于对数生长期的细胞

进行后续实验。细胞分别在常氧和低氧条件下培养

２４ｈ，随后进行相关实验检测。为了研究Ｔｗｉｓｔ基因的
作用，我们进一步分为低氧组、低氧下转染 ｓｉＮＣ组以
及低氧下转染Ｔｗｉｓｔ组。
１．３　ｓｉＲＮＡ的设计、合成和目的基因的转染

ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ干扰片段由广州锐博生物有限公司
设计合成，设计３条针对 Ｔｗｉｓｔ基因的特异 ｓｉＲＮＡ，其
序列如下：ｓｉＲＮＡ１靶序列：５ＣＣＴＣＴＧＣＡＴＴＣＴＧＡＴ
ＡＧＡＡ３，ｓｉＲＮＡ２靶序列：５ＡＡＧＡＧＧＴＧＧＡＴＡＴＧＴＣＴ

ＧＧ３，ｓｉＲＮＡ３靶序列：５ＧＣＴＧＡＡＡＣＡＴＧＣＡＧＴＴＧＴＡ３；
及１条无义干扰序列ｓｉＮ０５８１５１２２１４７１５作为阴性对
照组。转染ｓｉＲＮＡ实验分为空白对照组（细胞中除培
养液外不加任何试剂）、阴性对照组（细胞中加入细胞

培养液、ＮＣｓｉＲＮＡ、转染试剂）和干扰组（细胞中加入
细胞培养液、ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ转染试剂）。转染前１ｄ，将
对数生长期的细胞按２×１０５个／孔的细胞密度接种６
孔板中，待细胞融合度达４０％ ～５０％时，按照转染试
剂盒说明书进行基因转染实验。３７℃、５％ＣＯ２条件
下继续培养２４ｈ或４８ｈ后于荧光显微镜下观察转染
阳性细胞数，计算细胞转染率。细胞转染率（％）＝转
染阳性细胞数／细胞总数×１００％。
１．４　逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）

βａｃｔｉｎ引物序列：上游５ＴＣＡＧＧＣＧＴＣＴＧＴＡＧＡＧ
ＧＣＴＴ３，下游 ５ＡＴＧＣＡＣＡＴＣＣＴＴＣＧＡＴＡＡＧＡＣＴＧ３；
ＨＩＦ１α引物序列：上游 ５ＡＧＣＴＴＣＣＡＧＡＣＡＣＧＣＴＡＴ
ＣＡＴ３，下游 ５ＣＧＧＴＡＣＡＡＣＧＡＧＣＴＧＴＴＴＣＴＡＣ３Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ引物序列：上游 ５ＡＴＴＴＴＴＣＣＣＴＣＧＡＣＡＣ
ＣＣＧＡＴ３，下游 ５ＴＣＣＣＡＧＧＣＧＴＡＧＡＣＣＡＡＧＡ３；Ｖｉ
ｍｅｎｔｉｎ引物序列：上游 ５ＡＧＴＣＣＡＣＴＧＡＧＴＡＣＣＧ
ＧＡＧＡＣ３，下游 ５ＣＡＴＴＴＣＡＣＧＣＡＴＣＴＧＧＣＧＴＴＣ３。
ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ２ｍｉｎ，９４℃变性 ２０ｓ，
５６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３０ｓ。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

将已处理好的 ＳＭＭＣ７７２１细胞系用 ＰＢＳ洗涤
３次，随后加入 ＲＩＰＡ裂解液并用细胞刮刀刮下放入
１．５ｍＬＥＰ管中冰上裂解３０ｍｉｎ。随后于１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ并将蛋白上清液冻存于－２０℃。使用５ｘ
蛋白上样缓冲液混匀蛋白上清后于 ９５℃中加热
１０ｍｉｎ，待其充分变性。上机跑电泳，随后转膜并置于
５％脱脂牛奶中封闭１ｈ。封闭结束后使用 ＴＢＳＴ洗膜
３次，每次 ５ｍｉｎ，随后将膜置于多克隆兔抗人的
βｃａｔｅｎｉｎ（浓度１∶１０００）和多克隆兔抗人 βａｃｔｉｎ（浓
度１∶３０００）中４℃孵育过夜。次日，洗膜３次，每次
５ｍｉｎ，置于辣根酶标记羊抗兔 ＩｇＧ中室温孵育 ２ｈ。
ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ，采用 ＥＣＬ化学发光法金
鼎显影。应用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析条带灰度值并作
统计分析。

１．６　肿瘤细胞侵袭实验
将Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶 （Ｍａｔｒｉｇｅｌ原液与无血清培养基之

比为１∶３铺在小室上面，置于３７℃培养箱中待用。将
ＳＭＭＣ７７２１细胞系在无血清 ＤＭＥＭ培养基中饥饿处
理４ｈ后，将其消化、重悬。上室加入无血清细胞悬液
２００μＬ（细胞量４×１０５／ｍＬ），下室加入含２０％ＦＢＳ的
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ＤＭＥＭ高糖细胞培养基，每孔６００μＬ，培养箱中培养
４８ｈ。处理完成后取出小室，用ＰＢＳ洗涤３次，并用湿
棉签轻柔擦除上室面的细胞，随后置于４％多聚甲醛
中固定２０ｍｉｎ。取出室温下风干３～５ｍｉｎ，随后置于
结晶紫染料中染色１５ｍｉｎ。最后用 ＰＢＳ洗涤３次，并
置于倒置显微镜下观察穿过微孔膜的细胞数量，并进

行统计分析。

１．７　统计学方法
所有数据采用ＳＰＳＳ２２．０软件进行数据处理。所

有实验数据采用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，应用 ｔ检
验或单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意
义，Ｐ＜０．０１为差异具有极显著统计学意义。

２　结果

２．１　低氧条件下肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞形态学改变
在常氧环境下，肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞呈典型上皮

细胞样形态，各个细胞之间排列紧密，相互连接。在低

氧环境下刺激２４ｈ之后，低氧组中细胞极性消失，由连
接紧密的扁平状上皮形态逐渐变成连接松散的长梭形

狭长形态细胞，细胞排列分散，呈现游走状态（图１）。
２．２　低氧微环境诱导肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞ＥＭＴ发生
　　肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞在常氧条件和低氧条件下
培养２４ｈ之后，ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与
常氧培养组相比，低氧处理组中ＳＭＭＣ７７２１细胞的上
皮表型蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著
降低，而间质表型蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达
水平显著升高，同时伴有低氧诱导因子ＨＩＦ１α的显著
上调（图２、３）。

ａ：常氧环境下 ＳＭＭＣ７７２１细胞形态；ｂ：低氧环境下 ＳＭＭＣ
７７２１细胞形态
图１　低氧微环境诱导ＳＭＭＣ７７２１细胞ＥＭＴ（×４００）

２．３　低氧微环境增强肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞的体外侵
袭能力

　　经过常氧和低氧环境下分别处理２４ｈ后，与常氧
组相比，低氧处理组ＳＭＭＣ７７２１细胞的侵袭能力显著
增强（图４）。
２．４　沉默Ｔｗｉｓｔ１表达抑制低氧诱导的ＥＭＴ
　　通过使用 Ｔｗｉｓｔ１靶向沉默 ｓｉＲＮＡ来抑制其表达，
进一步检测 Ｔｗｉｓｔ１在低氧诱导的 ＥＭＴ中的作用。
ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，靶向沉默 Ｔｗｉｓｔ后，
低氧微环境诱导的 ＥＭＴ过程被显著逆转，伴随着
ＥｃａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达水平的表达增高和 Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达水平表达下降（图５、６）。
２．５　沉默Ｔｗｉｓｔ１表达减弱低氧诱导的体外侵袭能力

在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验中，发现在使用 Ｔｗｉｓｔ１
靶向沉默 ｓｉＲＮＡ阻断其表达后，低氧培养的 ＳＭＭＣ
７７２１细胞的侵袭能力被显著削弱（图７）。

ａ：ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达；ｂ：ＥｃａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ表达；ｃ：ＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡ表达　　＃：Ｐ＜０．０１
图２　ＲＴＰＣＲ结果定量分析

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＩＦ１α、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达；ｂ、ｃ、ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果定量分析　　＃：Ｐ＜０．０１
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＩＦ１α、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达
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ａ：常氧组；ｂ：低氧组；ｃ：侵袭能力统计分析柱状图　＃：Ｐ＜０．０１
图４　低氧微环境增强肝癌ＳＭＭＣ７２２１细胞侵袭能力（结晶紫染色 ×２００）

ａ：ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ相对表达水平；ｂ：ＥｃａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ相对表达水平；ｃ：ＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡ相对表达水平　：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１
图５　ＲＴＰＣＲ定量分析Ｔｗｉｓｔ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡ表达

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｔｗｉｓｔ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达；ｂ、ｃ、ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果定量分析　：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｔｗｉｓｔ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达

ａ：低氧组；ｂ：低氧＋ｓｉＮＣ组；ｃ：低氧＋ｓｉＴｗｉｓｔ组；ｄ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞侵袭能力定量分析　＃：Ｐ＜０．０１

图７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞侵袭能力（结晶紫染色 ×２００）
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３　讨论

恶性肿瘤最主要的特征是浸润和远处侵袭转移，

既往研究表明约９０％的癌症患者死于恶性肿瘤的转
移。肝细胞癌作为一种快速生长的恶性肿瘤，血供极

其丰富，早期便有高度的血管侵犯和转移能力，导致

６０％～８０％的患者诊断时即为肝癌晚期，且根治性切
除机会极少，从而丧失了治疗机会［７］。实体瘤在生长

过程中由于肿瘤细胞的快速增殖，而局部新生血管形

成相对滞后，使得局部肿瘤组织的血液供应不足，导致

肿瘤细胞处于缺血缺氧微环境［８９］。低氧作为肿瘤微

环境的基本特征，同时也参与恶性肿瘤的侵袭转移、增

殖、凋亡等生物学行为的调控［１０１２］。作为最常见的实

体瘤，原发性肝癌的生长异常迅速，使得局部肿瘤细胞

处于缺氧微环境中，尤以巨块型肝癌最常见。既往研

究表明，原发性肝癌组织中低氧诱导因子（ＨＩＦ１α）表
达水平显著升高，并与临床预后呈负相关［１３１４］。此

外，原发性肝癌组织中处于慢性缺氧环境下的肿瘤细

胞具有更强的侵袭转移能力，而ＥＭＴ过程的启动可能
在其中起着关键作用［１５１６］。

ＥＭＴ是一个高度保守的过程，其通过特定程序使
具有黏附形态的上皮细胞极性消失、失去细胞间紧密

连接，并突破基底膜成为侵袭能力更强的间质细胞。

ＥＭＴ过程不仅参与胚胎形态的形成、多种组织器官的
发育以及慢性退行性纤维化变，而且在恶性肿瘤的侵

袭转移过程中也扮演重要角色［１７］。ＥＭＴ的发生常伴
随着上皮细胞表型标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的下调，间质细
胞表型标志物Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的上调［１８］。研究证实，多种因

素能够诱导ＥＭＴ的发生，而低氧微环境是重要的ＥＭＴ
诱导因素之一［１９］。局部缺血缺氧微环境能引起卵巢

癌［２０］、前列腺癌［２１］等多种肿瘤细胞发生 ＥＭＴ特征的
转变，提高其侵袭转移能力。

Ｔｗｉｓｔ是一类新发现的癌基因，主要参与细胞分化
和胚胎的发育过程，也是 ＥＭＴ过程中的关键调控因
子［２２２３］。研究证实，Ｔｗｉｓｔ与临床上多种恶性肿瘤的发
生发展紧密联系，包括乳腺癌［２４］、前列腺癌［２５］、胃

癌［２６］以及肝癌［２７］等，这些研究均显示 Ｔｗｉｓｔ在这些肿
瘤组织中呈现高表达。另有研究表明，在肿瘤缺氧条

件下存在 Ｔｗｉｓｔ基因的异常激活，其通过调控下游靶
基因对一系列诸如细胞凋亡、增殖、凋亡、侵袭等生物

学事件进行干预，最终影响多种肿瘤的发生发

展［２８２９］。但是在低氧微环境下 Ｔｗｉｓｔ基因在肝细胞癌
ＥＭＴ中的中的作用及其调控机制目前鲜有报道。

本实验中，我们首先将ＳＭＭＣ７７２１细胞分别在常
氧和低氧环境下培养，并采用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
技术验证了体外低氧微环境是否能够诱导 ＳＭＭＣ
７７２１细胞ＥＭＴ的发生。结果表明，与常氧对照组相
比，在低氧环境下培养２４ｈ后的，ＳＭＭＣ７７２１细胞的
形态由最初的多边形向成纤维样细胞形态改变，呈长

梭形、纺锤状。同时并伴随着上皮表型蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
表达的下降和间质表型蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达的升高。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果也证实低氧刺激后发生 ＥＭＴ的 ＳＭＭＣ
７７２１细胞具有更强的侵袭潜能。接下来我们进一步
对ＥＭＴ的关键调控基因Ｔｗｉｓｔ进行检测，结果显示，低
氧环境下培养２４ｈ后 ＳＭＭＣ７７２１细胞中 Ｔｗｉｓｔ基因
显著激活，提示其可能参与低氧环境下ＳＭＭＣ７７２１细
胞ＥＭＴ过程。为了明确 Ｔｗｉｓｔ基因在其中的作用机
制，我们通过特异性 ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ来靶向沉默阻断其
表达，并进一步检测其对细胞ＥＭＴ启动和侵袭能力影
响。研究发现，在靶向沉默 Ｔｗｉｓｔ基因之后，低氧介导
的ＳＭＭＣ７７２１细胞 ＥＭＴ过程和侵袭现象被逆转，表
明Ｔｗｉｓｔ基因在这一过程中起着关键作用。基于以上
研究，我们推测低氧微环境通过激活 Ｔｗｉｓｔ基因来调
控ＳＭＭＣ７７２１细胞 ＥＭＴ过程和体外侵袭转移，最终
促进肝癌的远处转移和复发。

综上所述，本研究初步证实在肝癌ＳＭＭＣ７７２１细
胞中低氧微环境能够通过激活 Ｔｗｉｓｔ基因来诱导 ＥＭＴ
的发生和肿瘤细胞的侵袭转移。因此，深入研究Ｔｗｉｓｔ
基因在肝癌ＥＭＴ过程中的作用及其调节机制，通过靶
向阻断 Ｔｗｉｓｔ基因，从而逆转 ＥＭＴ过程并抑制肿瘤细
胞侵袭转移，这将为肝细胞癌的侵袭转移的预防和特

异性治疗提供新的思路和理论依据。
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