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Abstract
AIM: To investigate the effect of hepatocellular 
growth factor (HGF) on the invasion and 
metastasis of hepatocellular carcinoma and the 
role of PI3 kinase in this process.

METHODS: Cell culture, Transwell assay, 
wound healing and WB technology were used 
to explore the effect of HGF on the invasion 

and metastasis of SMMC7721 cells. SMMC-7721 
cells were then pretreated with PI3 kinase in-
hibitor LY294002 (10 μmol/L) and the effect of 
LY294002 on HGF was investigated. 

RESULTS: Transwell assay and wound healing 
assay showed increased invasion and metastasis 
capacity of SMMC-7721 which was treated with 
HGF. WB showed raised expression of N-cad, 
MMP-2, MMP-9, Vimentin, and decreased ex-
pression of E-cad in HGF- treated SMMC-7721. 
When pretreated with LY294002 (10 μmol/L), 
SMMC-7721 was not influenced by HGF and 
no morphological change was observed. Tran-
swell assay and wound healing assay had the 
same results as the non-treated SMMC-7721. WB 
showed no significant difference in expressions 
of N-cad, MMP-2, MMP-9, Vimentin and E-cad. 

C O N C L U S I O N : H G F p r o m o t e s E M T o f 
SMMC-7721, and PI3 kinase plays an essential 
role in this process. 

Key Words: Hepatocellular Growth Factor; Hepato-
cellular carcinoma; EMT; PI3K
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摘要
目的: 研究HGF对肝细胞癌SMMC-7721的上
皮-间叶转化的作用, 并对其机制进行探讨.

方法: HGF处理SMMC-7721后, 应用细胞培
养、Transwe l l、划痕实验、WB技术研究
HGF对肝癌细胞SMMC-7721上皮-间叶转化
的作用. 并应用PI3 kinase抑制物LY294002 10 
μmol/L预处理细胞, 观察SMMC-7721的变化, 
研究PI3 kinase对于HGF作用机制的影响. 

结果: Transwell和划痕实验显示HGF处理的细
胞侵袭和转移能力增强, 蛋白印迹结果显示
HGF处理的细胞的N-cad、MMP-2、MMP-9
和Vimentin的表达增加, E-cad的表达减少. 
LY294002预处理后, 细胞不再受HGF的影响, 

®

■背景资料
原发性肝癌的恶
性程度高, 并且早
期就有转移. 肝细
胞癌的生长受体
内多种因素的影
响, 其中肝细胞生
长因子对于促进
肝细胞癌的侵袭
和转移能力以及
上皮-间叶转化发
挥了重要的作用. 

■同行评议者
高英堂 ,  研究员 , 
天津市第三中心
医院, 天津市肝胆
疾病研究所分子
细胞室 ;  吴建国 ,  
教授, 武汉大学生
命科学学院病毒
学国家重点实验
室
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细胞的形态没有明显变化, Transwell和划痕
实验结果与未经处理的SMMC-7721相同. 蛋
白印迹结果显示: 细胞的N-cad、MMP-2、
MMP-9、Vimentin和E-cad的表达变化不明显.

结论: HGF能够促进SMMC-7721的上皮间叶
转化, 这种作用通过PI3 Kinase实现.

关键词: 肝细胞生长因子; 肝细胞癌; EMT; PI3K
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0  引言

肝细胞癌是一种常见的恶性肿瘤, 发病率居全

球第5位[1], 随着近年来治疗方法的不断改进, 特
别是肝移植在临床上的应用, 肝细胞癌患者的

预后已经得到明显的改善. 但是, 由于肝细胞癌

的高侵袭和高转移能力使得患者还是难以逃

离复发的命运. 肝细胞生长因子(hepatocellular 
growth factor, HGF)是肝细胞分泌的一种具有

较强刺激肝细胞增殖作用的多功能细胞因子, 
其在肝细胞癌的表达明显增加. 他主要通过与

细胞膜表面的c-Met受体结合而发挥生物作用. 
HGF与c-Met结合后, 促进受体自身的磷酸化, 进
而导致含有Src同源结构域的多种底物磷酸化, 
包括磷脂酶C、PI3K等[2], 在肿瘤的侵袭和转移

方面HGF具有重要作用[3-5]. 但是关于HGF调节

肝细胞癌侵袭和转移机制的研究国内外报道较

少. 本实验应用细胞培养、Transwell、蛋白印迹

等技术, 对HGF体外处理肝癌细胞SMMC-7721
进行研究, 观察HGF对SMMC-7721上皮-间叶转

化的作用, 探讨其作用机制, 为治疗肝细胞癌以

及肝细胞癌的发病机制的研究提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 SMMC-7721购自中国科学院细胞库, 
HGF与LY294002购自Sigma公司. DMEM培养基

购至Gibco公司, 胎牛血清购自天津, CO2培养箱

为德国Thermal产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养与镜下观察: SMMC-7721细胞于

含100 mL/L FBS, 100 g/L青霉素, 100 单位/mL链
霉素的DMEM培养基中培养, 置于37℃, 50 mL/L 
CO2培养箱培养, 细胞每3-4天换液, 细胞80%融

合后1∶3传代. 每天观察记录. 

1.2.2 细胞处理: 观察HGF对SMMC-7721的侵袭

和转移能力的影响: 取30代以内的细胞进行实

验. 将细胞以2×109/L接种于六孔板中, 24 h后, 
用PBS洗三次, 加入无血清DMEM+F12, 细胞

饥饿12 h, 然后分别加入HGF 0、25、50、100 
μg/L, 4 h后做Transwell计数细胞数, 筛选HGF最
佳剂量. 观察LY294002对HGF的EMT作用的影

响: 加入LY294002, 10 μmol/L预处理细胞1 h, 然
后加入最佳浓度的HGF, 4 h.  
1.2.3 划痕实验: 细胞长满单层后, 分别用最佳浓

度的HGF和LY294002预处理的SMMC-7721做
划痕试验, 用10 μL枪头在中间划一横线, 之后

0、24 h分别观察照相. 
1.2.4 Transwell实验: 将HGF、LY294002处理好的

细胞含血清100 mL/L的DMEM培养基用悬浮, 以2
×105接种于Fribronecting包被的Corning Transwell
孔板其中的12个Transwell上, 上室每孔加入100 
μL, 下室加入600 μL含血清200 mL/L的DMEM培

养基. 12 h后, 取出上室, 用棉签蘸去上层的细胞, 
加入100 mL/L新鲜配置的甲醛溶液固定30 min, 然
后用Hochest 33285染色15 min. 甘油封片后用荧光

显微镜检测细胞通过情况. 平均每个小室计数5个
视野. 取平均值分析细胞的穿透能力. 
1.2.5 Western blot检测: 将HGF、LY294002处理

好的细胞, 用细胞刮刀刮下, 收集至EP管内. 用
TBS漂洗后加入RIPA缓冲液(10 mL/L NP-40, 5 
g/L脱氧胆酸钠, 10 g/L SDS, 1 g/L PMSF)裂解

细胞, 考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度. 加热变性, 
SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜, 5%脱脂奶粉

封闭过夜, 加入1∶1000倍稀释的一抗(E-cad、
N-cad、MMP-2、MMP-9、Vimentin), 杂交2 h, 
β-actin作为内参. TBST洗膜后加入二抗温育1 h, 
TBST洗膜后进行BCIP/NBT显色, 采用Chemi-
genius凝胶成像系统分析目的蛋白的表达量. 

2  结果

2.1 HGF处理SMMC-7721的最佳浓度 由Transwell
实验结果显示50 μg/L的HGF是最佳的浓度(图1).

■相关报道
H G F 、 H G F 受
体对于肝细胞癌
的侵袭和转移能
力具有重要的作
用 .  他 们 对 于 肿
瘤的治疗有着重
要的影响 .  PI3K
和MAPK信号通
路在肿瘤的侵袭
和转移过程中发
挥着重要的作用, 
现在的研究认为, 
HGF对于肝细胞
癌的侵袭和转移
能力的影响是通
过多种信号通路
实现的. 

■创新盘点
本文以肝细胞癌
SMMC-7721为研
究对象, 用HGF处
理 ,  观察其上皮-
间叶转化作用, 并
且探讨其发挥作
用 的 机 制 .  研 究
发现HGF是通过
PI3K信号通路发
挥促进肝细胞癌
的侵袭和转移作
用.
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图  1  HGF不同浓度处理SMMC-7721的Transwell结果.
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2.2 划痕实验结果结果 划痕实验可见HGF处理后的

细胞, 细胞的划痕愈合比未经处理的S M M C- 
7721快. 而经LY294002预处理后的细胞, 细胞的

划痕愈合情况也与不加HGF处理细胞的愈合情

况相似, 不再加快(图2).
2.3 Transwell实验 从实验结果可见, HGF处理

组的细胞比要比未经HGF处理的SMMC-7721
细胞多二倍以上, 而当加入LY294002(PI3K抑制

物)预处理后的SMMC-7721细胞侵袭能力明显

下降(图3). 
2.4 Wes te rn b lo t结果 细胞经HGF处理后的

SMMC-7721, 随着HGF浓度的增加E-cad的表

达而明显降低, MMP-2、MMP-9的表达明显增

高, N-cad的表达明显增加、Vimentin的表达明

显增加. β-Actin作为内参. 而经LY294002预处

理1 h后, HGF对于SMMC-7721的作用明显减

弱, E-cad的表达与未经处理的SMMC-7721无
差别, MMP-2、MMP-9的表达与HGF处理的

SMMC-7721相比也有不同程度的减少, N-cad的
表达也不再增加. Vimentin的表达不变(图4).

3  讨论 

HGF与细胞膜上的特异性受体c-Met结合而激活

其自身磷酸化而导致多种底物磷酸化, 如磷脂酶

Cγ, PI3K等. 从而引起细胞内一系列传导. 继而, 
发挥生物学功能, 如促进细胞增殖、运动等[2]. 

由实验结果可见, HGF能够促进SMMC- 
7721的侵袭和转移能力, 并且有一定的剂量依

赖性, <50 μg/L时随着浓度的增加, 侵袭和转

移能力增强, >50 μg/L以后, 侵袭和转移能力

不再增强. Transwell实验显示SMMC-7721在
HGF<50 μg/L时, 随着HGF浓度的增加, 细胞的

侵袭能力明显增强, 细胞的划痕愈合加快、穿

透能力增强.  蛋白印迹结果显示: HGF处理后的

SMMC-7721的E-cad的表达明显减少, E-cad是
钙黏素家族的成员之一, 他主要介导细胞与细

■应用要点
本研究对于临床
上治疗肝细胞癌, 
寻找抑制其侵袭
和转移的新途径, 
以及开发抗肿瘤
新药提供一个新
的研究方向. 为肝
细胞癌的研究提
供一个新热点. 

图  2  HGF处理后的细胞生长结果(×100). A-C: 划痕实验0 h细胞; D-F: 划痕实验24 h细胞; A, D: 未处理的SMMC-7721; B, 

E: HGF处理的SMMC-7721; C, F: LY294002预处理后加入HGF.

A B

C D

E F
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胞之间的连接, 他的表达减少, 细胞之间的连接

就会减弱, 促进了细胞的侵袭和转移. MMP-2, 
M M P-9是金属蛋白酶家族的成员, 他们能够

水解基底膜和基质成分. 其表达的增加有利于

肿瘤细胞的生长、侵润和转移. WB结果显示, 
HGF处理后的SMMC-7721的MMP-2、MMP-9
的表达均明显升高, 也促进了SMMC-7721的侵

袭和转移. 研究证实N-cad与Vimentin表达的增

加有助于肿瘤的侵袭和转移能力. Vimentin, 即
波形蛋白, 是细胞中间丝的一种蛋白, 多表达于

间叶肿瘤中, 目前研究认为, N-cad与Vimentin表
达的增加与肿瘤细胞的EMT呈正比[6-7]. HGF处
理后的细胞, N-cad与Vimentin的表达均增加.

LY294002能够抑制H G F的E M T作用 . 
LY294002是PI3K的抑制剂, 他能够抑制PI3K的

活性. 当应用LY294002预处理SMMC-7721, 1 h
后, 细胞的PI3K的活性被抑制, 当再加入HGF后, 
细胞的形态学变化以及划痕实验、Transwell结
果显示, 其对于SMMC-7721的EMT作用明显减

弱. 在形态学上, 细胞的形态变化不如单纯HGF
处理细胞变化明显, 划痕实验和Transwell结果也

显示经LY294002预处理后, 再加入HGF也不会

增加细胞划痕愈合速度、穿透能力也不再增强, 
并且浓度组之间也无差别. 蛋白印迹结果显示, 
经LY294002预处理后, E-cad的表达不再受HGF
的影响, 与未处理的SMMC-7721的表达量相同. 
因而, LY294002能够抑制了细胞的EMT, 减弱了

细胞的侵袭和转移能力. MMP-2, MMP-9的表

达也受到LY294002的抑制作用, 表达量明显减

少. 减弱了HGF处理SMMC-7721的侵袭能力. 经
LY294002处理后的细胞, N-cad与Vimentin的表

达也不再增加, 而是与SMMC-7721的表达程度

接近. 细胞的侵袭和转移能力减弱. 
总之, HGF能够增强SMMC-7721的上皮-间

叶转化能力[8-9], 侵袭和转移能力, 降低细胞的黏

附能力. 其机制与PI3K有关[10], HGF通过与c-Met
结合[11-12]后激活了PI3K, 继而引起一系列的细胞

内信号传导, 促进了肝细胞癌SMMC-7721的上

皮-间叶转化.
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■名词��解释
EMT(上皮 -间叶
转化):  具有极性
的上皮细胞转化
成为具有活动能
力的间质细胞并
获得侵袭和迁移
能力的过程,他存
在于人体多个生
理和病理过程中. 
EMT的发生涉及
到多个信号转导
通路和复杂的分
子机制,与钙连接
素、生长因子、

转录因子、微环
境等有关. EMT与
肿瘤细胞的侵袭
和转移关系密切. 
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                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一律左

顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进之处即可. 

(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中

说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易

被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一

个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图

可按●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表

中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 

4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位

数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 

表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并

考入磁盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 

必须使用双面胶条黏 贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴. (5)致谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐. 

(常务副总编辑: 张海宁 2008-10-08)

■同行评价
本文的研究内容
尚可, 实验数据较
充足, 具有反映实
验结果的图片资
料, 科学结论较明
确, 具有一定的新
颖性.


