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Abstract
AIM: To investigate the changes of signal 
pathways in the adhesion of hepatocellular 
carcinoma with extracellular matrix.

METHODS: BEL-7402 cells were cultured 
regularly on media containing laminin (LN) or 
bovine serum albumin (BSA, served as control 
matrix). After treatment with anti-integrin α6 
monoclonal antibody, cell changes and integrin 
α6-induced signal pathways were observed.  
Boyden chamber was used to detect cell migra-
tion and invasion ability. Western blot was ad-
opted to analyze the phosphorylation of ERK. 
Reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) was employed to measure the expres-
sion of PI3K and Akt mRNA.

RESULTS: BEL-7402 cells adhered to different 
extracellular matrices within 30 min to 1 h with-
out significance. The rate of cell adhesion on 
LN-coated substrate was 187.2%, but decreased 
to 104.4% after anti-integrinα6 monoclonal 
antibody treatment (P < 0.05). The number of 
BEL-7402 cells migrated through the Matrigel 
was 103.2 ± 16.5 per high power field (HPF), and 
anti-integrin α6 monoclonal antibody inhibited 
it to 88.7 ± 9.9 (P < 0.01). The expression levels of 
PI3K and Akt were up-regulated, and phosphor-
ylation of ERK was increased after BEL-7402 
cell adhered to LN; however, anti-integrin α6 
monoclonal antibody partly inhibited the up-
regulation and phosphorylation. 

CONCLUSION: Cultured BEL-7402 cells highly 
express integrin α6. PI3K and ERK pathway is 
involved in the adhesion associated with LN 
and integrin α6. 
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摘要
目的: 探讨肝细胞癌与细胞外基质发生黏附
过程中所引起的信号转导通路的变化. 

方法: LN作为细胞外基质, BSA作为对照基
质, 常规培养人肝细胞癌细胞系B E L-7402
细胞; 以整合素α6单抗作用后检测细胞黏附
于LN之后的变化以及所诱导的信号传导通
路. Boyden小室检测细胞迁移及侵袭能力; 
Western blot分析检测细胞ERK磷酸化, RT-
PCR方法检测PI3K及Akt基因mRNA表达的
变化.  

结果: 细胞在不同基质上发生黏附的时间为
30 min-1 h, 但没有明显差异. 细胞在LN基质
上的黏附率为187.2%, 而以整合素α6抗体作
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■背景资料
原发性肝细胞肝
癌恶性度高、较
早即发生肝内外
转移. 黏附在转移
过程中非常关键, 
而层黏连蛋白及
其整合素受体的
相互作用在细胞
与细胞外基质的
黏附中诱导的信
号转导通路的改
变具有极其重要
的作用. 

■同行评议者
党双锁 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院第二附属医
院 感 染 科 ;  梁 力
建, 教授, 中山大
学附属第一医院
肝胆外科



用后黏附率为104.4%, 细胞黏附率明显下降
(P <0.05). BEL-7402细胞穿过Matrigel发生侵
袭的细胞数分别为每高倍视野103.2±16.5
个, 抗整合素α6单抗10 mg/L作用后为88.7±
9.9个, 有显著性差异(P <0.01); BEL-7402细胞
PI3K及Akt的表达在黏附于细胞外基质后明
显增加, 而且ERK 磷酸化明显增加, 整合素α6
抗体可以部分降低表达及磷酸化. 

结论: 细胞在黏附过程中有PI3K及ERK两条
传导信号分子参与, 并与整合素α6及LN相关. 
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0  引言

肿瘤的侵袭和转移实质上是细胞与细胞及细胞

与细胞外基质间由特定受体介导的一系列相互

作用, LN是基底膜的非胶原糖蛋白, 参与多种

生物学活性. 整合素α6为细胞表面黏附分子类, 
是LN的单特异性受体, 在很多肿瘤都有整合素

α6的表达和分布的变化[1]. 癌细胞不断迁移扩

散过程的核心是肿瘤细胞不断变化的对于黏附

的选择, 在整合素介导的黏附中有大量的结构

蛋白、骨架蛋白、信号分子及蛋白激酶等参与, 
调节了细胞的运动性、极性、微管动力、细胞

运输和细胞黏附[2]. 
原发性肝细胞肝癌 ( h e p a t o c e l l u l a r 

carcinoma, HCC)是一种恶性度高、较早即发

生肝内外转移的肿瘤. 在大多数肝癌中可以检

测到诱导产生的LN受体α6β1在细胞表面连续

分布而且明显的与LN共表达[3]. 整合素家族介

导的细胞黏附具有重要作用, 整合素与配体结

合后, 在细胞表面集结, 并可集结相关的多分子

复合体, 形成黏着斑, 现在认为这些黏着复合物

也是信号转导的特殊部位. 蛋白质磷酸化是整

合素刺激后可检测到的最早发生的反应, PI3K/
A k t通路和丝裂原活化的蛋白激酶(m i t o g e n-
activated protein kinase, MAPK)通路广泛存在细

胞中, 与肿瘤的侵袭、转移、预后相关[4-5]. 我们

以LN作为细胞外基质, 细胞黏附后以整合素α6
抗体阻断细胞与LN的相互作用, 检测PI3K/Akt
和MAPK/ERK信号转导通路中信号蛋白水平和

磷酸化水平的变化, 阐明LN与整合素α6在肝细
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胞癌转移过程中所诱导的信号转导途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640为GIBCO Co.产品; 抗整

合素α6抗体GoH3购自Chemicon; ABC法免疫

组化检测试剂盒购自Santa Cruz公司; 鼠抗人

β-ERK1/2 mAb购自Santa Cruz公司. 抗β-actin单
抗购自Sigma; 化学发光试剂ECL、胶片均购自

Santa Cruz公司; TRIzol试剂盒为Invitrogen产品; 
MMLV逆转录酶、dNTP为Promega公司产品; 
PCR试剂盒、Marker为天为时代公司产品; PCR
引物由赛百盛生物工程公司合成. BEL-7402人
肝癌细胞系由本室保存. 主要制品: Boyden小
室、无PVP孔径8 μm直径13 mm的聚碳酸酯

膜、人工基膜(Matrigel)及下室趋化因子由北京

大学医学部细胞学系提供. 
1.2 方法 细胞在含100 mL/L胎牛血清的RPMI 
1640培养基, 50 mL/L CO2培养箱内, 37℃培养. 
将基质LN以40 mg/L, 1 mL/cm2表面积的量加至

培养板或培养瓶, 4℃包被过夜, 50 g/L BSA于

37℃封闭40 min. 无血清RPMI 1640漂洗3次后备

用. 对照组不加基质而仅以50 g/L BSA封闭. 培
养的单层细胞经预冷并PBS漂洗后, 加入细胞裂

解液, 用细胞刮棒把细胞集中, 经4℃ 12 000 g离
心2 min去除细胞骨架成分, 取上清. 
1.2.1 细胞黏附实验:  取状态良好的BEL-7402
细胞, 使用前用PBS洗三次, 制成细胞悬液, 每
100 μL稀释液中含细胞8000个, 加入基质包被

的96孔板中, 100 μL/孔, 实验组加整合素α6单
抗(1∶100), 对照组以PBS代替, 50 mL/L CO2培

养箱内37℃孵育1 h. 用无血清培养基100 μL/孔
轻柔漂洗3次以除去未黏附的细胞, 加入酸性磷

酸酶底物应用液(0.2 mol/L乙酸钠缓冲液中含

2 g/L TritonX-100、20 mmol/L硝基苯磷酸盐, 
pH5.5)100 μL/孔, 37℃ 2 h, 加入1 mol/L NaOH 
10 μL/孔终止反应, 室温放置10 min, 全自动酶

标仪405 nm处检测每孔的光吸收值. 
1.2.2 Boyden Chamber检测细胞侵袭: 参照Albini 
et al [6]的体外侵袭实验方法. BEL-7402细胞分

组制备细胞悬液, 浓度为3.5×108/L, 安装好

Boyden Chamber, 在Matrigel凝胶上加入细胞悬

液200 μL, 置于50 mL/L CO2培养箱中于37℃培

养18 h. 将膜固定后, 苏木精染色, 镜下观察. 每
张膜随机选取5个高倍视野, 计数穿过聚碳酸酯

膜的细胞数, 每组细胞设3个复孔. 
1.2.3 PI3K、Akt基因mRNA表达水平的检测: 按
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■相关报道
LN受体α6β1在肝
细胞癌细胞表面
连续分布且明显
与LN共表达 ,  与
肝癌的发生发展
密切相关. 整合素
与配体结合后, 在
细胞表面集结形
成黏着斑, 现在认
为这些黏着复合
物也是信号转导
的特殊部位, 引发
了信号蛋白分子
的磷酸化. 

■研发前沿
在临床抗肝癌治
疗中, 整合素α6有
望成为一个新的
亮点, 寻找肝癌转
移治疗的新途径
和开发新的抗癌
药物, 减少肝癌的
转移与复发, 为该
领域的研究热点. 
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说明书提取培养BEL-7402细胞的RNA, 溶于20 

μL DEPC水中, 测定吸光值(A ). 根据总RNA的

浓度, 分别取1 μg总RNA为模板, β-actin为内参, 
进行半定量RT-PCR. PI3K基因有义链引物序列: 
5'-CATCACTTCCTCCTGCTCTAT-3', 反义链引

物序列: 5'-CAGTTGTTGGCAATCTTCTTC-3', 
产物377 bp; Akt基因有义链引物序列: 5'-GGAC
AACCGCCATCCAGACT-3', 反义链引物序列: 
5'-GCCAGGGACACCTCCATCTC-3', 产物121 
bp; 内参照β-actin基因有义链引物序列: 5'-CAG
AGCAAGAGAGGCATCC-3', 反义链引物序列: 
5'-CTGGGGTGTTGAAGGTCTC-3', 产物217 bp. 
PI3K、Akt扩增条件为: 95℃预变性5 min后进入

30个循环(94℃ 0.5 min, 56℃ 1 min, 72℃ 1 min), 
最后72℃延伸7 min; β-actin的PCR扩增反应条

件为: 95℃ 4 min预变性后开始32个循环(94℃ 1 
min, 62℃ 1 min, 72℃ 2 min), 最后于72℃延伸10 
min. PCR扩增产物在18 g/L琼脂糖凝胶上电泳

分离. 
1.2.4 Western blot检测细胞ERK磷酸化: 细胞约

5×106/瓶, 消化悬浮后使细胞黏附于不同基质

的平皿, 加入裂解缓冲液后, 置冰上裂解20 min, 
4500 g离心10 min, 取上清液, 以120 g/L SDS-
聚丙烯酰胺凝胶分离蛋白样品. 将蛋白转移至

硝酸纤维素膜上, 50 g/L脱脂奶粉封闭过夜, 加

入一抗, 次日加1∶400稀释的一抗, 室温孵育

1 h, 0.5 mL/L Tween 20-PBS洗5遍, 加入羊抗鼠

-HRP(1∶400), 室温孵育1 h, 室温下分别孵育1 
h. 膜与化学发光增强剂反应5 min, 暗房中处理

膜并覆盖底片, 曝光过夜, 经显影和定影, 冲洗

底片并晾干. 以β-actin为内参照.  
统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 数

据处理用SPSS11.0统计软件, 与对照组比较用t
检验. 

2  结果

2.1 细胞黏附实验 细胞在不同基质上发生黏附

的时间为30-60 min, 没有显著性差异. 细胞呈球

形, 很少有伪足伸出(图1). BEL-7402肝癌细胞

的黏附以405 nm的A值表示, 在LN基质上A值

为0.856±0.089; 在无基质包被的A值为0.298±
0.034, 二者相比较差异有显著意义(P <0.05). 用
抗整合素α6单抗10 mg/L作用后二者的黏附细

胞均有减少, A值分别为0.370±0.042和0.181
±0.023, 与抗体作用前相比较有显著性差异(P  
<0.05). LN组黏附率为187.2%, 抗体组为104.4%, 
黏附率明显下降 ,  二者相比差异有显著意义

(P <0.05, 图2). 
2.2 B o y d e n小室检测B E L-7402细胞的侵袭 
BEL-7402细胞穿过Matrigel发生侵袭的细胞数

分别为每高倍视野103.2±16.5个, 抗整合素α6
单抗10 mg/L作用后为88.7±9.9个, 穿膜的细胞

数明显减少, 有显著性差异(P <0.01). 
2.3 PI3K mRNA、Akt mRNA在肝癌细胞中的表

达 PI3K基因RT-PCR产物为377 bp; Akt基因RT-
PCR产物为121 bp; 内参照β-actin基因RT-PCR产
物217 bp. BEL-7402细胞PI3K及Akt的表达在黏

附于细胞外基质LN后明显增加(图3). 
2.4 细胞裂解后Western blot分析检测ERK磷

酸化 利用Western blot技术检测BEL-7402细胞

p-ERK1/2的磷酸化情况. 结果表明, 细胞在LN上

图   2   酸 性 磷 酸 酶 法 检 测 B E L - 7 4 0 2 细 胞 的 黏 附 结 果 . 
aP<0.05 vs  PBS组.

a
a

PBS组
抗体组

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

A
值

LN组                           BSA组

图  1  BEL-7402肝癌细胞的黏附状态(×400). 细胞以球形为

主, 伪足很少见.

600 bp

400 bp

200 bp

100 bp

PI3K

β-actin

Akt

M         LN        LN      BSA      BSA

图  3  BEL-7402细胞PI3K及Akt的表达. M: Marker.

■创新盘点
本文利用肝细胞
癌细胞系 ,  以LN
作为细胞外基质, 
探讨肝细胞肝癌
在与LN发生黏附
过程中所引起的
信号转导通路的
变化 ,  发现LN及
其整合素α6受体
在黏附过程中起
重 要 的 作 用 ,  并
诱 导 了 P I 3 K 和
MAPK两条信号
传导通路. 
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黏附后p-ERK1/2的磷酸化明显增加; 在经整合

素α6单抗10 mg/L作用后p-ERK1/2的磷酸化略

有下降(图4). 

3  讨论

原发性肝癌是我国常见恶性肿瘤之一, 复发与

转移是影响疗效、延长生存期的主要障碍[7]. 目
前对该病的病因及发病机制认识尚不清楚, 死
亡率较高. 肿瘤的转移是一个多阶段复杂的过

程, 其中细胞黏附在癌细胞侵袭转移过程中发

挥着重要作用, 实际上癌细胞不断迁移扩散过

程的核心是肿瘤细胞不断变化的对于黏附的选

择. 整合素α6为细胞表面黏附分子类, 主要和β1
及β4亚单位结合, 组成α6β1和α6β4, 是LN的单

特异性受体. LN是各种基膜的主要成分, 它的合

成和降解始终伴随着肿瘤细胞侵袭和转移的每

一个环节. 在很多肿瘤都有整合素α6的表达和

分布的变化, 整合素与配体结合后, 在细胞表面

集结相关的多分子复合体, 形成黏着斑, 现在认

为这些黏着复合物也是信号转导的特殊部位. 
肿瘤的发生、发展是细胞与细胞外基质

共同参与的多步骤的过程, 肝癌与α6整合素有

着密切的关系, 在大多数肝癌中可以检测到诱

导产生的α6β1, 在细胞表面连续分布而且明显

的与LN共表达, 表达水平与患者的预后呈负相

关[8]. 我们以BEL-7402为靶细胞, 以LN铺板作

为细胞外基质, BSA为对照组, 用抗整合素α6
抗体阻断α6受体与L N基质的结合, 在黏附实

验中发现BEL-7402细胞在不同基质上发生黏

孵的时间为30-60 min, 没有显著性差异. 细胞

呈球形, 很少有伪足伸出, 一般在1 h后开始有

细胞铺展, 伸出伪足. 细胞在LN基质上的黏附

率较对照组明显增加, 而以整合素α6抗体作用

后细胞的黏附有明显的抑制作用, 细胞黏附率

明显下降, 差异具有统计学意义, 表明细胞在

黏附过程中的确有整合素α6和L N的参与, 起
促进黏附的作用. 基底膜是阻止肿瘤细胞侵袭

转移的机械屏障, 其主要功能性成分L N在调

节肿瘤细胞的迁移、侵袭和增殖过程中起活

跃的促进作用. Matrigel是一种人工基膜, 主要

成分为L N、Ⅳ型胶原、硫酸乙酰肝素等, 有
报道认为肿瘤细胞穿过铺板的Matrigel的能力

与他们在动物体内迁移的能力相一致, 可以代

表肿瘤的侵袭能力[9]. 我们的结果发现, 抗整合

素α6单抗可以降低BEL-7402细胞的穿膜能力, 
我们还另有实验发现MMP的分泌也同时减少, 
表明整合素α6和LN与BEL-7402细胞的侵袭表

型相关. 
信号传导通路的异常改变是肿瘤细胞的

重要生物学特性 ,  蛋白质磷酸化是整合素刺

激后可检测到的最早发生的反应. PI3K/Akt通
路广泛存在细胞中 [10],  是参与细胞生长、增

殖、分化调节的信号转导通路, 影响细胞的存

活和凋亡 ,  且与肿瘤的侵袭、转移、预后相

关. PI3K(phosphoinositide 3-kinase)主要由一

个催化亚基和一个调解亚基构成, 本身既具有

S e r/T h r激酶的活性, 也具有磷脂酰肌醇激酶

的活性. Akt又称蛋白激酶B, 有报道Akt-蛋白

激酶B的激活在肝细胞癌的发生、发展中起

了重要的作用. 另一与肝癌的发生有关的信号

转导通路为Ras-MAKP异常[11], MAPK是一组

可以被多种细胞外信号激活的丝/苏氨酸激酶. 
ERK(extracellular signal-regulated kinase)是一

类具有丝氨酸和酪氨酸双重磷酸化能力的蛋白

激酶, 主要有ERK1/2两种亚型, 是最早发现的

经典的MAPK信号转导途径. 整合素介导的细

胞与基底膜间的相互作用调节细胞的极性、迁

移、增殖、分化和细胞的存活[12]. 我们的结果

发现PI3K及Akt的表达在黏附于细胞外基质后

明显增加; LN及整合素α6的相互作用同样促进

了蛋白表达的变化, 细胞在黏附过程中同时启

动了MAKP和PI3K两条信号传导通路, 并与LN
及整合素α6相关. 
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图  4  BEL-7402细胞p-ERK1/2的表达.
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