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Abstract
AIM: To explore the effects of metastasis-suppressor gene
KAI1 on tumorigenicity and metastasis of hepatocellular
carcinoma cells MHCC97-H with high metastatic potential
in nude mice.

METHODS: The MHCC97-H hepatocellular carcinoma cells
with high metastatic potential transfected with sense or
antisense KAI1 expression plasmid in our previous experi-
ments were inoculated subcutaneously into nude mice. The
growth of subcutaneous tumor was observed, then the
subcutaneous tumor tissues were harvested and implanted
orthotopicly into nude mice liver. The tumor metastasis in
lung was carefully examined under microscope. MHCC97-H
and the cells transfected with vector pCI-neo, but without
KAI1 gene were used as control.

RESULTS: The different cells inoculated subcutaneously all
had tumorigenicity. There were no significant differences
in the speed of tumor growth among different groups, but
the antisense group showed stronger invasion ability than
others. The spontaneous metastasis to lung occurred in
latency period of six weeks via orthotopic implantation of
tumor tissue. Immunostaining showed strongly positive for

AFP in lung metastatic lesions, which indicated those were
lung metastatic lesions from hepatocellular carcinoma. The
number of lung metastatic lesions increased dramaticly in
antisense group (P =0.00 158), decreased significantly in
sense group (P =0.00 465) and no significant difference in
vector pCI-neo group (P =0.15 166), as compared with
their paternal MHCC97-H group.

CONCLUSION: The metastasis-suppressor gene KAI1 has
no significant effects on tumorigenicity and growth of
MHCC97-H hepatocellular carcinoma cells, but enhanced
KAI1 expression can decrease the invasion ability and
inhibit the metastasis, which offers an important clue to
investigate the anti-metastasis treatment for hepatocellular
carcinoma.
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摘要

目的: 研究肿瘤转移抑制基因KAI1对MHCC97-H细胞裸

鼠成瘤及转移的影响.

方法: 将已转染KAI1正 反义核苷酸的高转移潜能肝癌细

胞MHCC97-H接种裸鼠皮下 观察皮下肿瘤生长情况

再将皮下肿瘤组织进行裸鼠原位肝接种 观察接种后肿瘤

肺转移情况. 其中 转染空载体及未转染的MHCC97-H亲

本细胞作为实验对照组.

结果: 正义组 反义组 空载体组及亲本细胞组裸鼠皮下

均成瘤 肿瘤出现的时间 肿瘤块生长的速度无明显差异

生长方式上反义组表现出明显的侵袭性. 原位肝接种6 wk

后裸鼠肺部均出现癌巢 AFP染色可见癌巢中肿瘤细胞质

有黄色颗粒沉着 证实为肝癌转移至肺形成的转移灶. 与

MHCC97-H亲本细胞组比较 反义组转移灶数目明显增加

(P =0.0 0158) 正义组转移灶数目明显减少(P =0.00 465) 差

异均有显著性 而载体组转移灶数目无明显变化(P =0.15 166).

结论: 肿瘤转移抑制基因KAI1对MHCC97-H细胞裸鼠成

瘤性及肿瘤生长无明显影响 但上调KAI1蛋白的表达水平

能在一定程度上降低肿瘤的侵袭性 抑制转移的发生. 这为

肝癌的抗转移治疗研究提供了重要线索.
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0   引言

原发性肝癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一[1-9]. 肝癌

发病隐匿 发展迅速[10-12] 大多数患者在确诊时已有

转移[13-16] 不宜或无法切除[17-19] 死亡率位列我国恶

性肿瘤病死率的第二位[20] 而术后大部分患者死于复

发. 转移和复发是影响肝癌预后的主要因素. 因此 阐

明肝癌转移 复发的发生机制 寻求有效的抗转移治疗

措施 对改善肝癌患者预后有重要意义. KAI1基因是在

前列腺癌细胞中发现的一种肿瘤转移抑制基因 属跨膜

4超家族(transmembrane 4 superfamily TM4SF)成员. 已有

研究表明其在多种恶性肿瘤如卵巢癌[21] 宫颈癌[22]

子宫内膜癌[23]等中表达减少 但对肝癌的影响国内外

研究较少 而且多均从组织病理学角度进行 在裸鼠体

内进行实验 模拟肝癌体内发生 发展 转移的研究未

见报道. 我们即从该角度入手 建立裸鼠肝癌成瘤及转

移模型 探讨KAI1 基因对肝癌侵袭 转移的影响

为肝癌的抗转移治疗提供线索.

1   材料和方法

1.1 材料  MHCC97-H肝癌细胞系为上海复旦大学医学

院附属中山医院肝癌研究所建立的高转移潜能细胞

属贴壁生长型[24]. 我们前已利用亚克隆技术构建了人类

KAI1全长正 反义结构基因哺乳动物真核表达质粒

通过DOTAP脂质体介导的转染系统分别将其转入该肝

癌细胞中 并进行了基因整合和表达的鉴定 说明基因

转染成功 可获得预期KAI1蛋白表达[25]. 转染有KAI1

正义基因的肝癌细胞重新命名为MHCC97-H-S 转染

KAI1反义基因的肝癌细胞命名为MHCC97-H-AS 转

染有pCI-neo空载体的肝癌细胞命名为MHCC97-H-pCI.

细胞培养条件为: 高糖DMEM(Hyclone公司)加100 mL/L优

等胎牛血清(Hyclone公司)和两种抗生素(青霉素100 mg/L

链霉素100 mg/L) 37 50 mL/L CO2 饱和湿度培

养. 实验用BALB/c裸鼠购自华中科技大学同济医学院动

物学部(生产合格证号: 医动字第19-52号). 共 80只 先

后分为两批 每批40只 均为 4-6周龄 质量17-

20 g. 每批随机分为4组 每组10只 分别为正义组 反

义组 MHCC97-H亲本细胞组 空载体组. 饲养在重庆

医科大学动物中心 恒温(25-27 ) 恒湿(45-50 )

新鲜空气高度除尘除菌 无特殊病原体(SPF)环境下饲

养. 动物置于有机玻璃饲养盒内 安放于层流式超净架

内 每只饲养盒内饲养5只动物 灭菌处理的水和饲料

供动物自由摄入. 实验过程为无菌操作.

1.2方法  将处于对数生长期癌细胞培养液丢弃 用无

菌中性PBS洗涤细胞1次 胰酶消化 从培养瓶洗脱下

吹打成单细胞悬液. 离心后重悬 密度约为5 1010/L

在1 h内将0.2 mL单细胞悬液接种于裸鼠右侧背部皮下.

接种后密切观察接种部位肿瘤的生长情况. 在皮下肿瘤

长至直径1 cm左右时用脱颈法处死裸鼠 取肿瘤组织

仔细去除表面的纤维包膜 血管 用 PBS 缓冲液漂

洗后放入盛DMEM培养液的培养皿中 切成约1 mm3

小块瘤组织待用. 每组处死1只 其余继续饲养观察.

用 30 g/L硫酸戊巴比妥钠腹腔注射法麻醉裸鼠 剂量

40-50 mg/kg. 动物取仰卧位 皮肤用5 g/L碘伏消毒2

次 铺无菌孔巾. 取左肋缘下切口 长约1-2 cm 分

层切开腹壁 进入腹腔 暴露肝脏左叶. 轻轻将肝左

叶拖出腹腔置于湿纱布上 在其表面做 0.3 cm 斜切

口 压迫止血 将瘤组织块植入肝内 每组每只约

3 块瘤组织 压迫切口 待切口表面血凝将肝脏轻

轻地送回腹腔 6-0的无损伤缝线逐层缝合腹膜 腹

壁肌肉及皮肤 无菌饲养(Cancer Res 1993;53:1204).

每周观察动物1次 用精密卡尺测量肿瘤最大直径和

垂直短径. 参照文献(中华医学杂志 2000;80:831) 测

量肿瘤长短径 肿瘤体积为长径 短径 2 0.5 绘

制各组肿瘤生长的体积曲线. 接种 8 wk 后处死裸鼠

肿瘤组织行HE染色. 原位肝接种肿瘤接种 6 wk 后处

死裸鼠 观察肝脏肿瘤组织侵犯周围脏器 组织情况

测量肿瘤大小 取肝脏肿瘤组织甲醛固定 石蜡包

埋 HE染色. 切除所有肺组织 40 g/L甲醛溶液固定

石蜡包埋. 双肺蜡块取5个冠状切面 每个切面连续切

5张 每张厚4-5 µm 每个切面之间相距0.8 mm (以
最大冠状切面为中心) 切片做HE染色 在镜下进行

肺转移结节记数(同一个结节出现于不同切面上按一个

结节计) 比较各组肺转移结节数目的差异. 取肺组织

石蜡切片用SP法行AFP免疫组化染色 对转移灶行

定性观察. 兔抗人AFP多克隆抗体及SP免疫组化试剂

盒均为北京中山公司产品. 具体步骤按照试剂盒说明

进行.

        统计学处理  所有实验数据均经t 检验.

2   结果

2.1 皮下接种后肿瘤  裸鼠共 40只 在实验过程中无

意外死亡 均存活. 在皮下注射肿瘤细胞悬液后各组均

在2 wk左右出现肿瘤组织块 随后肿瘤组织块增长迅

速 并逐渐可见肿瘤表面红色粗大的肿瘤血管. 接种

8 wk后处死裸鼠 分离切除皮下肿瘤块 并测量其大

小. 在分离过程中可见肿瘤组织呈鱼肉状 质脆 易出

血 中间可见坏死 肿瘤与深部组织呈浸润性生长(表

1 图 1 ) .

表1  正 反义KAI1基因转染的肝癌细胞皮下和原位肝接种的侵犯部位

肿瘤        皮下种植肿瘤(n =10)            肝种植肿瘤(n =10)

分组                       股骨           脊柱           腹膜     膈肌     肠系膜

反义组 4        5 6 4 2

正义组 0        1 1 0 0

97组 2        3 3 2 1

载体组 3        2 4 1 1

2.2原位肝接种后肿瘤  裸鼠共40只 在实验过程中也
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无意外死亡 均存活. 接种 6 wk 后裸鼠衰竭 处死裸

鼠 打开腹腔 可见肝脏部位白色肿瘤组织块 表

面凹凸不平结节状 有丰富的肿瘤血管. 肿瘤侵犯大部

分肝脏 只存留少量肝组织 有的可见肿瘤组织与腹

膜 腹壁 肠系膜等组织粘连 有一只可见膈肌上

白色癌灶. 分离肿瘤组织时见肿瘤组织呈鱼肉状 质

脆 易出血 中间可见坏死. 各组肿瘤组织侵犯周围

脏器 组织(表 1 图 2). 巨检见双肺呈暗红色 未见

明显转移结节. 镜检见转移灶分布于周边肺 以间质内

微转移瘤和血管内瘤栓为主 灶内癌细胞体积明显增

大 核大浆少 多见病理性核分裂像. 如上方法记数

转移情况 可见反义组转移灶数目为 27.7 3.8 个 /

只 正义组转移灶数目为 16.1 2.2 个 / 只 载体组

转移灶数目为21.6 3.6个 /只 MHCC97-H亲本细胞

组为19.3 2.3个 /只. 其中 与MHCC97-H亲本细胞

组比较 反义组转移灶数目明显增加 正义组转移灶

数目明显减少 差异均有显著性(P <0.01) 而载体组

转移灶数目无明显变化(P >0.1). 肺转移灶及肺血管瘤栓

(图3 4). 肺转移灶的AFP表达部位主要在上述核大浆

少 细胞聚集的细胞团块内 呈细胞质着色 可见癌

巢中肿瘤细胞质有黄色颗粒沉着(图5). 证明这些细胞团

图1  皮下肿瘤生长曲线.

图2  肝肿瘤HE 200.

图 5  肺转移瘤AFP染色 200.图 4  肺血管内瘤栓 200.

图 3  肺转移瘤HE 200.

块确是肝癌转移至肺形成的转移灶.

3   讨论

肿瘤细胞的侵袭转移是一个复杂的生物学过程 涉及

癌细胞从原发灶脱落 侵袭和穿透基底膜 降解细胞外

基质 向远处转移等. 因此 深入研究肝癌转移的发生

机制 寻求有效的抗转移治疗措施 对改善肝癌患者预

后具有重要意义. KAI1基因是前列腺癌的转移抑制基因.

该基因定位于人类染色体11p11.2 全长约80 kb 包

括 8 kb 的 5  区域 10 个外显子 9个内含子和8 kb

的 3区 编码产物为含267个氨基酸的细胞膜糖蛋白

Mr 29 610. 其分子结构中含有4个跨膜功能区和一个大

的胞外糖基化功能区 因而结构上属跨膜 4 超家族

(transmembrane 4 superfamily TM4SF) 成员 其生物

学功能至今仍有诸多不清楚的地方. 他们在细胞膜上的

定位和广泛的糖基化提示他们在细胞与细胞及细胞与

胞外基质的相互作用中发挥功能 而这些作用在肿瘤

的侵袭和转移中具有十分重要的意义. 特别是这些分子

的N糖基化与其抑制转移作用是一致的 因为N端连接

寡聚糖的过程与转移表型有关. 研究发现MRP1基因产

物与细胞的穿透性和运动性有关 并可降低某些肿瘤细

胞的转移潜能 而且在肿瘤细胞中MRP-1与KAI1 变

化具有一致性. 另外大部分TM4SF成员同B细胞MHC
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类糖蛋白或T细胞的CD4和CD8分子介导细胞和周围

环境的信号转导 进而影响细胞的运动和分化.

       本实验可看出 从生长速度看 皮下肿瘤和肝原

位种植肿瘤各组基本一致 说明 K A I 1 基因对

MHCC97-H肝癌细胞的生长无明显影响 这与前期的

体外实验结果是一致的 即转染正 反义KAI1 基因

及空载体细胞与原细胞株比较 绘制的生长曲线无差

异 也与Takaoka et al在结肠癌 Dong et al在前列腺

癌细胞中的研究结果一致. 从生长方式看 反义组明显

呈浸润性 皮下肿瘤表现为与深部组织融合生长 有

的甚至侵犯脊柱 原位肝种植肿瘤表现为分别侵犯腹

膜 皮下组织 肠系膜甚至膈肌(在膈肌上形成白色

转移灶) 载体组 MHCC97-H 亲本细胞组则浸润性

较差 而正义组则几乎未见周围脏器 组织浸润 说

明KAI1基因影响肿瘤的侵袭性 反义基因使KAI1基

因的功能减弱 在动物体内具体表现为反义组肿瘤组

织侵袭性增强 而正义基因则明显增强了其功能 表

现为肿瘤组织向周围组织的侵袭能力减弱 这与我们

以前体外Boyden Chamber侵袭实验的结果一致. 从KAI1

基因对肺转移的影响看 反义组转移灶数目为27.7

3.8个 /只 正义组转移灶数目为16.1 2.2个 /只 载

体组转移灶数目为21.6 3.6个 /只 MHCC97-H亲本

组为19.3 2.3个 /只. 与MHCC97-H亲本细胞组比较

反义组转移灶数目明显增加(P =0.00 158) 正义组转移

灶数目明显减少(P =0.00 465) 差异均有显著性 而

载体组转移灶数目无明显变化(P =0.15 166). 说明KAI1

反义基因明显促进了肺转移的发生 即KAI1基因失去

了其肿瘤转移抑制作用而使转移更易发生 而正义基

因上调了KAI1蛋白的表达水平从而在一定程度上抑制

了转移的发生. 提示上调KAI1基因在肝癌细胞内的表达

可能是抑制肝癌转移的一条有效途径 这为肝细胞癌

的抗转移治疗提供了实验基础.

       肿瘤转移的发生过程极其复杂 他涉及肿瘤细胞

与细胞之间 肿瘤细胞与细胞外基质之间以及细胞外

基质与细胞外基质之间的相互作用. 在今后的工作中

为进一步研究KAI1 影响转移的可能机制 我们拟从

细胞外基质成分入手 探讨KAI1对细胞外基质各成分

表达的影响.
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