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骨转移肝细胞瘤差异高表达基因ＨＤＧＦ的筛选及细胞生物学效应的初步研究

张　希１，２，何永鹏２，邵高海１　　４０２１７７重庆，重庆医科大学附属永川医院骨科１；４０００００重庆，重庆大学附属肿瘤医
院肝胆胰肿瘤中心２

　　［摘要］　目的　探究肝癌衍生生长因子（ｈｅｐａｔｏｍａｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＤＧＦ）在肝细胞癌
（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）中的表达，以及其对 ＤＮＡ损伤、增殖、迁移、上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）以及骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）的表达影响作用。方法　分析 ＧＥＯ
数据库中ＨＣＣ骨转移患者与ＨＣＣ非转移患者的肝脏肿瘤中ｍＲＮＡ的差异表达特征，筛选出差异最显
著基因ＨＤＧＦ。利用ｑＲＴＰＣＲ技术验证ＨＤＧＦｍＲＮＡ在转移能力不同的 ＨＣＣ细胞中的表达情况。分
别通过γＨ２ＡＸ免疫荧光实验，分析不同组肝癌细胞的 ＤＮＡ损伤程度。采取 ＣｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８试剂
盒、集落形成实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测ＨＤＧＦ对细胞增殖、迁移能力的影响。通过蛋白质印迹法，
检测ＥＭＴ相关蛋白Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在不同程度骨转移组ＨＣＣ细胞中的表达差异。运用ｑＲＴＰＣＲ
技术和蛋白质印记法（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测各组肝癌细胞中 ＯＰＧ的差异表达。结果　ＨＤＧＦ在骨转
移的ＨＣＣ组织和高转移性ＨＣＣ细胞系中高表达；ＨＤＧＦ高表达能够抑制细胞ＤＮＡ损伤修复；ＨＤＧＦ能
够促进ＨＣＣ细胞系增殖、迁移；ＨＤＧＦ上调Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的蛋白表达水平，同时下调Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的蛋白表达
水平（Ｐ均＜０．０５），且ＨＤＧＦ过表达下调了ＯＰＧ的表达。结论　ＨＤＧＦ在骨转移肝细胞瘤中高表达，并
可能通过促进ＥＭＴ、迁移和增殖而促进骨转移。
　　［关键词］　 肝癌衍生生长因子；ＤＮＡ损伤；肝细胞癌骨转移；骨保护素；上皮间质转化
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＰＧｉｎｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓｏｆｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＨＤＧＦｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
ＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓｗｉｔｈｂｏｎｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄｉｎｈｉｇｈｍｅｔａｓｔａｔｉｃＨＣＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．ＨｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＤＧＦｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
ＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｐａｉｒ．ＨＤＧＦｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＨＣＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．ＨＤＧＦｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＶｉｍｅｎｔｉｎｗｈｉｌｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈａｔｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ（ｂｏｔｈＰ＜０．０５），ａｎｄ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＤＧＦｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＰＧ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＤＧＦｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
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ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是全球
范围内危害人类健康的恶性肿瘤，其发病率高和死亡

率高［１］，且易发生肺、骨、脑等处转移［２］；总体而言，大

约有２５．５％至３８．５％的肝外转移患者最终表现为骨
骼转移导致骨骼受累［３］。溶骨性病变是 ＨＣＣ的骨转
移的主要表现形式，在此过程中，破骨细胞的数量增多

和功能增强，打破了破骨细胞和成骨细胞之间的动态

平衡，从而导致骨组织的破坏［４］。发生骨转移的肿瘤

细胞通过旁分泌多种细胞因子，如 ＮＦκＢ受体活化因
子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｆｏｒｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢｌｉｇａｎｄ，
ＲＡＮＫＬ）、甲状旁腺激素相关肽（ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅ
ｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＴＨｒＰ）、骨保护素（ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＯＰＧ）、巨噬细胞集落刺激因子
（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭＣＳＦ）以及增
殖诱导配体（ａｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＡＰＲＩＬ）等，
影响破骨细胞前体的分化，从而调节破骨细胞的形成

和成熟［４－５］。在骨吸收过程中，大量的生长因子和钙

离子从矿化的骨基质中释放出来，从而可以促进肿瘤

细胞的定植和增殖［４］。在肿瘤细胞和破骨细胞发生

相互作用之前，肝癌细胞必须在体循环中存活并跨越

血窦壁定居在骨髓中［６］。

　　上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）是上皮来源的恶性肿瘤细胞获得迁移和侵袭能
力的重要过程，通过减弱细胞黏附力，增强流动性、可

塑性和抗凋亡能力，从而提高肿瘤细胞在迁移过程中

存活率以及转移到目标部位［７］。到目前为止，开发肝

癌骨转移治疗方法主要针对通过使用骨吸收抑制剂，

例如ＲＡＮＫＬ抗体或双膦酸盐来恢复骨微环境的动态
平衡，以对抗破骨细胞的形成。然而，接受这些治疗的

患者中有 ３０％５０％会出现新的骨并发症或疾病进

展［４］。因此，需要对 ＨＣＣ骨转移有更深刻的了解，以
开发更有效的治疗方法。

　　ＨＣＣ通常与慢性肝损伤密切相关，慢性肝损伤导
致细胞反复死亡和再生，慢性肝脏炎症和纤维化导致

肝细胞ＤＮＡ损伤。作为对 ＤＮＡ损伤的反应，肝细胞
激活 ＤＮＡ损伤反应（ＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＤＤＲ）信
号来修复ＤＮＡ损伤［８］。破坏损伤修复途径可能导致

ＤＮＡ突变和正常细胞转化为肿瘤细胞，导致基因组不
稳定，这可能导致正常细胞死亡或转化为肿瘤细胞，从

而导致肿瘤的发生发展［８］。

　　ＨＤＧＦ最早是从人肝癌细胞系 Ｈｕｈ７的条件培养
基中分离得到，早期研究表明其是一种酸性肝素结合

蛋白，分子量为（１８．５～１９．５）×１０３，其结构与 ｂＦＧＦ相
关［９］。虽然它被认为是一种分泌型生长因子，但它的

氨基酸序列缺乏信号肽，但包括一个与核蛋白的高迁

移率基团盒同源的区域［１０］。有研究发现该生长因子

能够增强成纤维细胞、血管内皮细胞、血管平滑肌细胞

和一些肝癌细胞的增殖能力。最近的研究证实，肝、

肺、肾、肠道和心血管系统的发育过程有 ＨＤＧＦ的参
与［１１－１３］。与邻近的非肿瘤区域相比，在小鼠和人类的

几种类型的癌症中，ＨＤＧＦ的表达增加［１３］。ＨＤＧＦ在
一些实验中被发现，其过度表达影响恶性肿瘤细胞的

侵袭性相关表型，比如细胞增殖、迁移和侵袭［１４－１７］。

因此，对于肝［１８］、胃［１９］、胰腺［２０］和肺［２１］的恶性肿瘤，

以及胃肠道间质瘤［２２］患者来说，ＨＤＧＦ可能是影响疾
病预后的积极因素。

　　在本研究中，我们报道了ＨＤＧＦ通过抑制ＤＮＡ损
伤修复来促进肝癌的发生发展，并且可能通过ＥＭＴ途
径以及下调ＯＰＧ的表达来促进 ＨＣＣ的骨转移，探讨
ＨＤＧＦ在 ＨＣＣ发生及骨转移中的作用，以期为 ＨＣＣ
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骨转移的诊断、治疗及预后提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞、质粒与病毒　　人高转移性 ＨＣＣ细胞
系 ＭＨＣＣ９７Ｈ购自碧云天公司。人正常肝细胞系
（ＬＯ２）以及人原发性肝癌细胞系（ＳＭＭＣ７７２１）是从上
海中科院购得。ＨＤＧＦ过表达质粒、重组敲低 ＨＤＧＦ
慢病毒和阴性对照由吉凯基因公司合成。

１．１．２　主要试剂与仪器　　主要试剂、仪器及厂家见
表１。

表１　主要试验试剂及仪器

名称 生产厂家

胎牛血清（ＦＢＳ） 以色列ＢＩ公司

ＤＭＥＭ培养基 美国Ｇｉｂｃｏ公司

反转录和ｑＲＴＰＣＲ试剂盒 湖南艾科瑞公司

ＧＡＰＤＨＰＣＲ引物 上海生工公司

ＯＰＧＰＣＲ引物 上海生工公司

ＨＤＧＦＰＣＲ引物 上海生工公司

ＣＣＫ８试剂盒 北京索莱宝公司

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室 美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司

总蛋白提取试剂盒 碧云天生物技术（上海）有限公司

ＢＣＡ蛋白定量试剂盒 碧云天生物技术（上海）有限公司

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶
配制试剂盒

碧云天生物技术（上海）有限公司

聚偏二氟乙烯膜 碧云天生物技术（上海）有限公司

骨保护素（ＯＰＧ）抗体 北京博奥森公司

波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ） 北京博奥森公司

Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ） 北京博奥森公司

βａｃｔｉｎ抗体 北京博奥森公司

辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记二抗 北京博奥森公司

ＳＷ９８００型超净工作台 苏州泰安空气技术有限公司

ＰＣＲ逆转录仪 美国ＢｉｏＲａｄ公司

ＣＦＸ９６ＴＭ实时荧光定量ＰＣＲ仪 美国ＢｉｏＲａｄ公司

蛋白垂直电泳电转系统 美国ＢｉｏＲａｄ公司

酶标仪 美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司

１．２　方法
１．２．１　ＧＥＯ数据库数据分析　　所有微阵列数据均
从 ＧＥＯ 数 据 库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ；
ＧＳＥ２７６３５）原始数据下载为 ＭＩＮｉＭＬ文件。它包含了
ＧＳＥ的所有平台、样本和ＧＳＥ记录的数据。归一化处
理前，先对提取的数据进行 ｌｏｇ２变换。微阵列数据通
过Ｒ软件（ｖｅｒｓｉｏｎ３．４．１）中的ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇＣｏｒｅ程
序包的标准化分位数函数进行标准化下载。基于归一

化后数据的注释内容，将探针转换为基因符号。删除

这些数据集中匹配多个基因的探针，并计算测得的多

个探针的基因平均表达值作为最终的表达值。

１．２．２　细胞培养与质粒、慢病毒转染　　在质粒转染
实验中，将处于对数生长期的细胞使用胰酶进行消

化、计数、铺板。提前将细胞按一定数量接种到６孔板
中，观察细胞，当细胞数量达到５０％左右用于进行下
一步转染实验。按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书的步
骤进行转染。在 ＨＣＣ细胞慢病毒转染实验中，向
ＤＭＥＭ培养基中加入１０％胎牛血清（ＦＢＳ），并放置在
３７℃，５％ＣＯ２的恒温培养箱中培养。按照 ＭＯＩ＝４０
加入慢病毒液感染汇合度为 ３０％～４０％的 ＨＣＣ细胞
２４ｈ，以转染空白载体细胞为阴性对照组，ＨＤＧＦ敲低
细胞为实验组，７２ｈ后加入嘌呤霉素筛选。
１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ　　采用 ＴＲＩｚｏｌ试剂法提取组织及
细胞中的总ＲＮＡ，然后按照逆转录试剂盒说明书将其
逆转录为 ｃＤＮＡ，将原液稀释 ５倍后进行 ＲＴＰＣＲ反
应，每组设置３个复孔。运用 ２－ΔΔＣｔ计算 ＲＮＡ的相对
表达量。引物序列如表２。

表２　引物名称及序列

引物名称 引物序列　　　

ＨＤＧＦ
正义：ＣＴＴＡＧＣＡＡＡＧＧＣＧＧＡＣＧＴＡＧ
反义：ＧＣＴＴＧＣＣＡＡＡＣＴＴＣＴＣＣＴＴＧ

ＧＡＰＤＨ
正义：ＣＡＧＣＴＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＴＴ
反义：ＧＴＧＡＣＣＡＧＧＣＧＣＣＣＡＡＴＡＣ

１．２．４　ＣＣＫ８增殖实验　　取转染 ４８ｈ后的细胞
（８０００个／孔），接种于 ９６孔板，每组设置 ３个复孔。
将ＣＣＫ８溶液和无血清 ＤＭＥＭ培养基按１∶１０配置，
弃掉原液后，每孔加１００μＬ配置液，培养箱中孵育２ｈ
后检测４５０ｎｍ波长处的吸光度。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　　细胞转染 ４８ｈ后进行消
化、计数，取 ５００μＬＤＭＥＭ培养基加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下
室、２００μＬ细胞悬液（含５×１０４个细胞）接种于上室，
放入孵箱中培养 ３６ｈ。取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，依次用
４％多聚甲醛固定、结晶紫染色处理、ＰＢＳ洗涤后晾干，
放于倒置显微镜下拍照。

１．２．６　蛋白质印迹法　　①提取各组细胞或组织总
蛋白，使用ＢＣＡ法测其浓度，定量后１００℃沸水中煮
１０ｍｉｎ使蛋白变性。②配胶，上样，进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶电泳，切胶，转膜，５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ，加入一
抗（稀释比例为 ＯＰＧ１∶１０００、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ１∶１０００、
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ１∶１５００和βａｃｔｉｎ１∶１０００），放入４℃冰箱
孵育过夜。③复温，ＴＢＳＴ洗膜每次１０ｍｉｎ，洗３次，加
入二抗（稀释比１∶２０００）室温孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ洗膜每
次１０ｍｉｎ，洗 ３次。④使用 ＥＣＬ试剂盒进行发光显
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影。采用ＩｍａｇｅＪ软件进行半定量分析。
１．２．７　γＨ２ＡＸ免疫荧光　　取转染后４８ｈ处于对
数生长期的细胞（５×１０４个／孔），接种于 ２４孔板。放
入培养箱中培养２４ｈ，弃旧培养液，ＰＢＳ清洗１次，余
步骤按照ＤＮＡ损伤检测试剂盒说明书的步骤进行操
作。使用荧光显微镜进行拍照。

１．２．８　统计学分析　　利用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行统
计学分析，两个样本计数资料间差异采用四格表 χ２检
验，采用ｔ检验进行两组间比较。每个实验至少重复３
次，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＤＧＦ在ＨＣＣ骨转移数据集中高表达
　　根据ＧＥＯ数据库分析，在数据集ＧＳＥ２７６３５的９６
组样本中，与未发生任何部位转移的 ＨＣＣ肿瘤（４８
例）相比，发生骨转移的ＨＣＣ肿瘤样本（４８例）中多个

基因表达存在显著差异。火山图显示了从每个数据集

中鉴定出的差异表达基因的数量，值得注意的是，

ＨＤＧＦｍＲＮＡ的表达在骨转移 ＨＣＣ样本中上调最为
显著（图１Ｂ）。
２．２　高转移性的ＨＣＣ细胞系中ＨＤＧＦ的表达增加
　　如图２所示，与人正常肝细胞系 ＬＯ２相比，低转
移性ＨＣＣ细胞系ＳＭＭＣ７７２１中ＨＤＧＦｍＲＮＡ的表达
量增高（Ｐ＜０．００１），而在高转移性的 ＨＣＣ细胞系
ＭＨＣＣ９７Ｈ中ＨＤＧＦｍＲＮＡ的表达量比ＳＭＭＣ７７２１细
胞有更明显的增加（Ｐ＜０．０１）。
２．３　过表达及敲低ＨＤＧＦ的ＨＣＣ细胞模型构建
　　如图３所示，运用质粒与重组慢病毒转染ＨＣＣ细
胞系ＳＭＭＣ７７２１后，ｑＲＴＰＣＲ结果和ＷＢ结果显示实
验组ＨＤＧＦｍＲＮＡ表达水平与对照组相比显著升高或
降低（Ｐ＜０．００１），表明在ＨＣＣ细胞中ＨＤＧＦ被成功上
调和下调。

!

"

Ａ：ＨＣＣ骨转移数据集差异基因表达热图；Ｂ：ＨＣＣ骨转移数据集差异基因表达火山图

图１　原发性肝癌骨转移ＧＥＯ数据集中差异基因表达
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ａ：Ｐ＜０．００１，ｎ＝３，珋ｘ±ｓ；Ａ：转染载体质粒（ｖｅｃｔｏｒ）或ＨＤＧＦ过
表达质粒（ＨＤＧＦ）的ＳＭＭＣ７７２１细胞中ＨＤＧＦ的表达；Ｂ：转
染ｓｈｎｃ或ｓｈＨＤＧＦ的ＳＭＭＣ７７２１细胞中ＨＤＧＦ的表达

图３　通过ｑＲＴＰＣＲ验证ＳＭＭＣ７７２１细胞中ＨＤＧＦ的
过表达或敲除的效率

２．４　ＨＤＧＦ抑制ＨＣＣ细胞的ＤＮＡ损伤修复
　　采用 γＨ２ＡＸ免疫荧光法检测 ＨＤＧＦ对 ＨＣＣ细
胞的ＤＮＡ损伤修复的影响。如图４所示，与对照组相
比，转染ＨＤＧＦ过表达质粒后明显抑制 ＳＭＭＣ７７２１细
胞的 ＤＮＡ损伤修复，而转染 ＨＤＧＦ敲低慢病毒的
ＳＭＭＣ７７２１细胞ＤＮＡ损伤修复能力则显著增强（图４）。
２．５　ＨＤＧＦ促进ＨＣＣ细胞的增殖与迁移
　　通过ＣＣＫ８和集落形成实验，研究 ＨＤＧＦ对 ＨＣＣ
细胞系增殖能力的影响；通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验研究
ＨＤＧＦ对ＨＣＣ细胞系迁移能力的影响。ＣＣＫ８结果
显示，转染ＨＤＧＦ过表达质粒的ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖
活性较对照组细胞升高（Ｐ＜０．０１，图５Ａ），而转染重组
敲低ＨＤＧＦ慢病毒的 ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖活性较对
照组细胞降低（Ｐ＜０．０１，图 ５Ｂ）。集落形成实验也佐
证了这一结果（图 ５Ｃ）。与对照组相比，在 ＳＭＭＣ
７７２１细胞中过表达ＨＤＧＦ后，穿过小室的细胞数增多
（Ｐ＜０．０１，图５Ｄ），而在ＳＭＭＣ７７２１细胞中敲低ＨＤＧＦ
后穿过小室的细胞数减少（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｅ）。结果表
明过表达ＨＤＧＦ能够促进ＨＣＣ细胞的增殖及迁移。
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图４　γＨ２ＡＸ免疫荧光实验评估原发性肝癌细胞中ＤＮＡ损伤修复情况
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Ａ、Ｂ：采用ＣＣＫ８法测定ＨＣＣ细胞的生长曲线；Ｃ：集落形成法检测ＨＣＣ细胞的增殖情况；Ｄ、Ｅ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测
肝癌细胞的迁移情况

图５　ＣＣＫ８增殖实验、集落形成实验以及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验探究ＨＤＧＦ对ＨＣＣ细胞增殖及迁移的影响

５２６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）



２．６　ＨＤＧＦ激活肝癌细胞 ＥＭＴ途径并下调 ＯＰＧ的
表达

　　基于上述实验，我们通过ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了不同
处理组的 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ以及 ＯＰＧ蛋白表达情
况。实验结果表明，ＳＭＭＣ７７２１细胞经过转染过表达
ＨＤＧＦ后，细胞中 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白的表达水平也有显著
升高，然而 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 ＯＰＧ蛋白表达降低（Ｐ均＜
０．０５，图６Ａ）。与此同时，转染重组ＨＤＧＦ敲低慢病毒
后，细胞中 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达显著降低，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ以
及ＯＰＧ蛋白表达显著升高（Ｐ均＜０．０５，图６Ｂ）。
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Ａ、Ｂ：空载体质粒（ｖｅｃｔｏｒ）、ＨＤＧＦ过表达质粒（ＨＤＧＦ）、ｓｉ

ｎｃ或ｓｉＨＤＧＦ转染 ＳＭＭＣ７７２１细胞中 ＥＭＴ相关蛋白和

ＯＰＧ蛋白水平。ｎ＝３

图６　ＨＤＧＦ对原发性肝癌细胞中ＥＭＴ相关蛋白和

ＯＰＧ蛋白表达的影响

３　讨论

　　直到几年前，ＨＣＣ的骨骼受累还很少被描述。近
年来，尽管在ＨＣＣ治疗方法方面取得了很多进展，如
手术切除、射频消融、经导管动脉化疗栓塞术以及使用

小分子多激酶抑制剂治疗，延长了ＨＣＣ患者的生存时
间。但是，部分治疗方法同时也加速了ＨＣＣ骨转移的
进程。众所周知，骨是仅次于肺和淋巴结的所有肿瘤

的第三大转移部位，据报道，大约２０％的 ＨＣＣ患者有
骨转移［２３－２４］。

　　我们通过 ＧＥＯ数据库发现 ＨＤＧＦ在合并骨转移
的ＨＣＣ中显著高表达，提示其可能与 ＨＣＣ的骨转移
进程相关。本研究发现 ＨＤＧＦ在高转移性的 ＨＣＣ细
胞系中显著高表达，并且过表达ＨＤＧＦ会促进ＨＣＣ的
增殖与迁移。以上这些提示我们ＨＤＧＦ与ＨＣＣ的发生
发展紧密相关，这些有意义的结果值得我们继续去探索

ＨＤＧＦ成为ＨＣＣ诊断标志物和治疗靶点的可能性。
　　更好地了解骨转移在肝癌扩散中的致病机制很重
要，因为与其他嗜骨性癌症一样，血管生成和 ＥＭＴ都
是与肿瘤发展有关的重大事件［２５－２６］。ＨＣＣ骨转移可

能与门脉高压和椎静脉系统的侧支生长有关［２７－２８］。

在ＥＭＴ过程中，上皮细胞失去细胞极性和上皮表型，
重塑细胞骨架，从而获得具有高迁移能力的间质表型。

既往实验结果表明，是恶性肿瘤细胞获得侵袭迁移能

力的一个重要过程［２９］，并被认为是肿瘤发生转移的重

要标志［３０］。其主要的特征为通过 Ｗｎｔ和 Ｎｏｔｃｈ信号
通路使Ｅ钙黏蛋白表达减少、波形蛋白表达增加。结
合我们的研究，ＨＤＧＦ可能通过 ＥＭＴ信号通路促进
ＨＣＣ的转移。我们检测ＨＤＧＦ对ＨＣＣ细胞中ＥＭＴ相
关蛋白表达的影响。结果显示，过表达 ＨＤＧＦ可促进
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达显著升高，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达降
低，而敲低 ＨＤＧＦ则产生相反的作用。以上结果说
明，ＨＤＧＦ可能通过ＥＭＴ通路相关蛋白表达促进ＨＣＣ
的转移。

　　当 ＤＮＡ损伤发生时，细胞通过激活 ＤＤＲ信号来
识别损伤的 ＤＮＡ，并招募 ＤＮＡ修复蛋白到 ＤＮＡ损伤
位点，以促进损伤修复［３１］。损伤修复途径的中断可能

导致某些癌基因或肿瘤抑制基因的突变或失活，从而

导致正常细胞死亡或转化为肿瘤细胞［３１］。与此一致，

我们发现在 ＨＣＣ细胞系中，ＨＤＧＦ高表达抑制 ＤＮＡ
损伤修复并增加癌变进展。

　　在本实验中，我们先检测了ＨＤＧＦ在ＨＣＣ中的表
达，随后探究了其对 ＨＣＣ增殖、迁移的作用，发现
ＨＤＧＦ可通过 ＥＭＴ通路以及下调 ＯＰＧ的表达来促进
肝细胞肝癌的迁移。但未更进一步研究 ＨＤＧＦ对血
管形成以及破骨细胞功能的影响从而促进 ＨＣＣ骨转
移的机制。这是本研究的局限性，希望能在后续研究

中完善这一方面的实验。骨转移涉及的机制很多，

ＥＭＴ相关通路是肝癌转移的普遍过程，在本实验中，
我们只初步探索了ＨＤＧＦ与ＥＭＴ途径的相关性，可在
后续课题中进一步探究ＥＭＴ相关通路和 ＯＰＧ的相互
作用以及肝癌骨转移和其他转移（如肺转移、脑转移

等）的特异性机制网络。
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ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｌｉｖｅｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＣｕｒｒＰｈａｒｍＤｅｓ，２０１２，１８（２７）：４１３５－

４１４７．ＤＯＩ：１０．２１７４／１３８１６１２１２８０２４３０４７７．

［３２］ＬＯＲＤＣＪ，ＡＳＨＷＯＲＴＨＡ．ＴｈｅＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄ

ｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１２，４８１（７３８１）：２８７－２９４．

ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ１０７６０．
（收稿：２０２４０４１３；修回：２０２４０８１０）

（编辑　邓强庭）
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