
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年6月18日; 17(17): 1707-1712
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

MT1E在肝癌形成过程中的表达及其在肝癌细胞中的作用

管冬元, 方肇勤, 代小平, 梁 超, 胡 卫, 吴中华, 高必峰

管冬元, 方肇勤, 代小平, 梁超, 胡卫, 吴中华, 上海中医药大
学基础医学院 上海市 201203
高必峰, 科罗拉多大学医学院 美国科罗拉多州 80220
管冬元, 博士, 副教授, 主要从事中医药防治肿瘤的分子机制研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 30271576; No. 30400582; 
No. 30672574
作者贡献分布: 此文主要由方肇勤与管冬元设计、实验、分析
及撰写; 课题由方肇勤与管冬元设计并提供研究经费; 代小平、
梁超及胡卫承担了大部分的实验工作; 吴中华参与了部分实验
及辅助研究工作; 高必峰主要参与基因芯片及其数据分析; 论文
写作由管冬元与方肇勤完成.
通讯作者: 方肇勤, 201203, 上海市蔡伦路1200号, 上海中医药
大学基础医学院实验中医学教研室. zqfang@sh163d.sta.net.cn
电话: 021-51322115
收稿日期: 2009-03-30   修回日期: 2009-05-09
接受日期: 2009-05-18   在线出版日期: 2009-06-18

Expression of MT1E during the 
formation of hepatocellular 
carcinoma and its function in 
hepatocarcinoma cells 

Dong-Yuan Guan, Zhao-Qin Fang, Xiao-Ping Dai, 
Chao Liang, Wei Hu, Zhong-Hua Wu, Bi-Feng Gao

Dong-Yuan Guan, Zhao-Qin Fang, Xiao-Ping Dai, Chao 
Liang, Wei Hu, Zhong-Hua Wu, Basic Medical School; 
Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, 
Shanghai 201203, China
Bi-Feng Gao, Medical College of Colorado State Univer-
sity, Denver CO 80220, United States
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30271576; No. 30400582; No. 30672574
Correspondence to: Zhao-Qin Fang, Experimental Chi-
nese Medicine Office of Preclinical Medical Institute in 
Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, 1200 
Cailun Road, Shanghai 201203, 
China. zqfang@sh163d.sta.net.cn
Received: 2009-03-30    Revised: 2009-05-09
Accepted: 2009-05-18    Published online: 2009-06-18 

Abstract
AIM: To investigate the expression of MT1E 
mRNA at different stages of l iver cancer 
development and its biological functions in 
hepatocarcinoma cells.

METHODS: Rat hepatocellular carcinoma (HCC) 
models were induced by diethylnitrosamine 
(DEN), and the dynamic histological changes 
of liver tissue and the differential expression 
of MT1E gene were observed after the 4th, 8th, 
16th and 20th weeks. Two siRNA targets toward 

MT1E gene were designed, recombinant plasmid 
was transfected into HCC cell line SMMC-7721, 
the gene expression of MT1E was determined 
using real-time quantitative PCR, and the cell vi-
ability was determined by MTT assay. 

RESULTS: At the 4th week and 8th week the 
major pathological changes presented inflam-
matory changes in liver tissue, after 16th week 
presented typical proliferation changes, until 
20th week developed into HCC. According to the 
gene chip results, the expression of MT1E was 
increased significantly after 16th week, with sig-
nificant difference compared with control group 
(gene chip reading: 11524 vs 5462). An effective 
siRNA target sequence in MT1E was got, the 
gene expression was decreased greatly at the 72 
h after transfection compared with blank control 
group and negative control group (0.38 vs 1.00, 
0.93, both P < 0.01). MTT assay result displayed, 
the cell growth and proliferation were depressed 
obviously when interference target  was effec-
tively transfected 144 h (0.1700 ± 0.0313 vs 0.5748 
± 0.0480, P < 0.01). 

CONCLUSION: DEN-induced rat HCC models 
were established successfully, the expression of 
MT1E is increased obviously at the later stage 
of development of HCC, perhaps related to the 
malignant proliferation of tumor cells. 

Key Words: Metallothionein 1E; Gene expression; 
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摘要
目的: 探讨MT1E基因在肝癌形成过程中不同
阶段的表达及其在肝癌细胞中的生物学功能. 

方法: DEN诱发大鼠肝癌形成模型, 分别观
察造模4、8、16、20 wk后肝脏组织病理形
态学的改变以及MT1E基因表达的差异; 针对
MT1E基因mRNA序列设计2个siRNA靶点, 分
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■背景资料
近年来的研究表
明, 在多种肿瘤组
织中MT的含量明
显增加, 致癌过程
中MT的产生与肿
瘤的迅速生长、

致 癌 物 质 的 刺
激、癌基因的激
活等有关 ,  其中 , 
MT1E是其重要的
亚型. 那么, 在肝
癌的形成过程中, 
M T 1 E 基 因 的 表
达是否发生明显
变化, 以及在肝癌
细胞的生长增殖
过程中该基因的
生物学功能如何? 
有待于进一步深
入研究. 

■同行评议者
黄志勇, 教授, 华中
科技大学同济医
学院附属同济医
院肝脏外科中心



别经质粒重组后电转入SMMC-7721肝癌细胞
株中, 实时荧光定量PCR检测MT1E基因的表
达, MTT法检测细胞生长增殖.  

结果: 大鼠肝癌造模4、8 wk时肝组织主要表
现为炎性病变, 而到16 wk后呈现典型的增生
病变, 20 wk后已全部发展为肝细胞癌. MT1E
基因在造模16 wk后表达明显增加, 与对照组
比较差异显著(芯片读数: 11524 vs  5462). 成功
筛选到MT1E基因RNA干扰的一个有效靶序
列, 电转染72 h后该基因的表达量较空白对照
组与阴性对照组明显降低(0.38 vs  1.00, 0.93, 
P <0.01). 与阴性对照组比较, 有效干扰靶点电
转染144 h后细胞的生长增殖得到了明显抑制
(0.1700±0.0313 vs  0.5748±0.0480, P <0.01). 

结论:  成功应用D E N诱发大鼠肝癌形成 , 
MT1E基因在肝癌形成的后期表达明显升高, 
其高表达与肿瘤细胞的恶性增殖有关. 

关键词: 金属硫蛋白1E; 基因表达; 生物芯片; 肝癌; 
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0  引言

原发性肝癌(primary hepatic carcinoma, PHC)是
我国高发的恶性肿瘤之一, 据统计, 每年约有

13万人死于PHC, 占全世界PHC年死亡人数的

43.7%. 大量的研究表明, 在PHC的发生与发展

过程中存在着多个基因的表达失调. 其中, 有些

基因与PHC的关系已做了大量深入的研究工作, 
但相当一部分表达失调的基因与PHC的关系尚

待进一步的研究. 我们课题组在前期的研究中, 
发现一批在二乙基亚硝胺(diethylnitrosamine, 
DEN)所诱导大鼠PHC形成过程中明显表达上调

的基因, 其中包括金属硫蛋白1E(metallothionein 
1E, MT1E)[1], 然而, 国内外对MT1E在肝癌细胞

中的生物学作用研究甚少. 本文将研究在DEN
诱发大鼠肝癌模型中MT1E的表达, 并深入探讨

MT1E在肝癌细胞中可能的生物学功能, 以揭示

MT1E在肝癌细胞中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠, 体质量100-120 g, 30
只 ,购自上海中医药大学实验动物中心 .  转染
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细胞为SMMC-7721肝癌细胞株购自中国科学

院上海细胞所. 转染载体为pSilencerTM2.1-U6 
neo质粒(Ambion公司); Bam HⅠ与Hin d Ⅲ限

制性内切酶(A m b i o n公司); 质粒纯化试剂盒

PureYieldTM Plasmid Midiprep System(Promega
公司 ) ;  M T 1 E基因的R N A i靶序列分别为 : 
(1)AAAGAGTGCAAATGCACCTCC, (2)AA
ATGCACCTCCTGCAAGAAG; 基因电转仪

为GenePluler XcellTM(Bio-rad公司); MT1E基
因干扰效率的实时荧光定量RT-P C R检测引

物为: 上游GCTCCATTCTGCTTTCCAAC, 
下游A G A G C T G T T C C C A C AT C A G G, 扩
增产物长度为2 7 7  b p ;  G A P D H内参基因

的实时荧光定量R T- P C R检测引物为 :  上
游G A G T C A A C G G AT T T G G T C G T, 下游

TTGATTTTGGAGGGATCTCG, 扩增产物长度为

238 bp; 实时荧光定量PCR试剂盒为TaKaRa公司

的SYBR Premix Ex Taq(Perfect Real Time)试剂盒; 
实时荧光定量PCR仪为Rotor-Gene 3000(GENE
公司); 酶标仪为BIO-TEK公司的Elx800型. 
1.2 方法 
1.2.1 大鼠肝癌模型的制备: 随机分为正常组10
只、造模组20只, 正常组大鼠常规饲养, 造模组

大鼠自由饮用含8×10-5 DEN(购自中国科学院

南京土壤研究所)水溶液, 共20 wk. 造模组分别

于第4、8、16周末各处死2只大鼠, 其他肝癌造

模组与正常组大鼠至20 wk末动物处死.  
1.2.2 病理形态学观察: 所有动物处死后, 造模组

取病灶比较严重的肝组织或肝癌组织进行常规

HE染色. 
1.2.3 芯片检测: 取正常组肝组织、造模组病灶

比较严重的肝组织或肝癌组织用TRIzol试剂盒

提取组织总RNA后, 由美国科罗拉多大学医学

院生物芯片检测中心进行Affymetrix rat 230A 
GeneChip芯片检测. 
1.2.4 RNA干扰检测: (1)从GenBank数据库中

搜索到人M T1E基因的m R N A序列(登录号为

NM_175617.3), 并确认cds区. (2)针对MT1E基
因的mRNA序列的cds区, 应用Ambion公司在线

的siRNA设计软件设计RNA干扰序列(长度为21 
bp), 并进行BLAST比对, 以确定干扰序列的特

异性. 同时, 每个靶序列通过该软件可自动生成

2条克隆入质粒的序列(含正、反向RNA干扰序

列与Bam HⅠ与Hin d Ⅲ限制性内切酶酶切位点, 
长度为64 bp), 该序列由Invitrogen上海分公司合

成. (3)将合成后的同一干扰位点上的两条单链

www.wjgnet.com

■相关报道
Wu et al研究发现, 
MT1E的高表达与
癌细胞的侵袭和
转移呈正相关. 

■研发前沿
大量的研究表明, 
在原发性肝癌的
发生与发展过程
中存在着多个基
因的表达失调. 其
中, 有些基因与肝
癌的关系已做了
大量深入的研究
工作 ,  如 ras等基
因, 但相当一部分
表达失调的基因
与肝癌的关系尚
待进一步的研究. 
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DNA, 退火结合成双链后, 重组到经Bam HⅠ与

Hin d Ⅲ双酶切的pSilencerTM2.1-U6 neo质粒中, 
并转染到大肠杆菌DH5α中. (4)重组后质粒经大

肠杆菌大量扩增后, 由质粒纯化试剂盒得到待

转染的含RNA干扰序列的重组质粒, 经DNA测

序验证后, 稀释成0.1 g/L. (5)用基因电转仪将重

组质粒转入SMMC-7721肝癌细胞中, 电转体系

含80 μL重组质粒(0.1 g/L)、400 μL细胞(2×106

个/L, 以不含牛血清的1640液悬浮细胞). 同时, 
设立空白对照组(去离子水)与阴性对照组(相同

浓度的自身环化的质粒). (6)电转染后, 混匀于6 
mL含牛血清的1640培养液, 一部分加入到96孔
板中, 分别于24、72、144 h后进行MTT检测; 一
部分加入到6孔板中, 72 h后提取其总RNA, 进行

实时荧光定量RT-PCR检测. 所有细胞均于24 h
后换用含G418(浓度400 mg/L)的培养液进行培

养. (7)MTT检测: 常规MTT检测, 每个样本平行

做4个复孔. (8)实时荧光定量RT-PCR检测: 将电

转染72 h后的细胞收集起来, 用TRIzol液提取其

总RNA, 各实验组取2 μg总RNA进行反转录, 再
以反转录产物为模板, 用TaKaRa公司的SYBR 
Premix Ex Taq(Perfect Real Time)试剂盒进行标

准曲线的绘制, 以及以GAPDH为内参的相对表

达量分析. 扩增反应体系为(共计25 μL): 消毒双

蒸水9.5 μL, SYBR Premix Ex Taq(2×) 12.5 μL, 
上、下游引物(各5 μmol/L) 2 μL, RT产物 1 μL. 
扩增反应条件: 95℃×30 s; 95℃×5 s; 60℃×30  
s, 40个循环. 结果以采用∆∆CT法加以分析. 

统计学处理 基因芯片数据的分析详细步骤

和灵敏度问题以及定量的方法参考Affymetrix 
GeneChip网站的技术手册; 所有计量资料均采

用SPSS12.0软件包的方差分析. 

2  结果

2.1 大鼠肝癌诱发过程中不同时期肝脏病理形

态学观察 正常组大鼠肝脏经外观与病理检查, 
均正常(图1A, 图2A). 在20只造模组中, 除第4、
8、16周末各处死2只大鼠及第19周意外死亡2

只(经解剖发现腹腔大量出血所致)外, 其余12
只大鼠肝癌组织病理观察结果均表现出肝细胞

癌病理特征. 第4周, 肝脏外观色泽偏淡, 表面光

滑, 但肝脏已轻度肿胀; 光镜下, 肝小叶中央的

肝细胞混浊, 轻度水样变性, 伴炎症细胞浸润(图
1B, 图2B). 第8周, 肝脏表面呈暗红色, 并有细小

的灰白结节; 光镜下, 肝细胞水样变性与炎症细

胞浸润较第4周更加明显, 并偶见桥性坏死, 细
胞排列出现混乱(图1C, 图2C). 第16周, 肝脏体

积明显增大, 表面灰白结节, 直径大小不一; 光
镜下, 可见明显的增生结节, 结节内细胞增生相

当活跃, 伴显著异型性, 可见双核与多核等病理

性有丝分裂相(图1D, 图2D). 第20周, 肝脏体积

显著增大, 表面布满大小不一的灰白结节, 分布

无规律, 直径在0.1-1.5 cm之间不等, 同时伴有出

血斑点(图1E, 图2E); 光镜下, 可见柱状及腺管

结构肝细胞癌, 癌细胞形态不一, 有嗜碱性小癌

细胞、嗜酸性大癌细胞及透明细胞等几种形态, 
癌细胞核的大小、规则不一, 病理性有丝分裂

相多见. 
2.2 大鼠肝癌诱发过程中不同阶段大鼠肝组织

的基因芯片检测结果 所有大鼠在处死时迅速取

正常组肝组织、造模组病灶比较严重的肝组织

或肝癌组织, 用TRIzol试剂盒提取组织总RNA, 
经质量检测与浓度测定后, 将同阶段RNA的样

本分别取10 μg混合, 标注为正常组、造模4、
8、16、20 wk. RNA经翻转后, 进行Affymetrix 
rat 230A GeneChip检测(共5张芯片).  MT1E基因

在正常肝组织本身具有较高的表达水平, 基因

芯片中的表达量(芯片读数)为5462, 在肝癌诱发

的初期(第4、8周)时, 表达变化不明显, 基因芯

片中的表达量(芯片读数)为6649和4285, 但到达

后期(第16、20周)时, 表达明显增加, 基因芯片

中的表达量(芯片读数)为11 524和14 639. 
2.3 RNA干扰效率检测 在对MT1E基因RNA干

扰靶点的设计过程中, 经BLAST比对后确认得

到2个靶序列, 但电转染后72 h经实时荧光定量

RT-PCR检测, 只有其中一个靶点为有效靶点, 其

图  1  大鼠肝脏外观. A: 正常组; B: 造模4 wk后; C: 造模8 wk后; D: 造模16 wk后; E: 造模20 wk后.

A B C D E ■创新盘点
本文以大鼠自由
引用DEN水溶液
诱发肝癌形成模
型, 以基因芯片检
测与RNAi技术为
主要检测手段, 系
统观测了在大鼠
肝癌形成过程中
不同时间段MT1E
基因的表达变化, 
以及在人肝癌细
胞株SMMC-7721
中该基因表达明
显受到抑制后, 对
肝癌细胞生长增
殖的影响, 以进一
步探讨该基因在
肝癌细胞中的生
物学功能. 
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序列为AAAGAGTGCAAATGCACCTCC, 其干

扰效率(以空白对照组为参照, GAPDH基因为内

参, 进行∆∆CT法分析). 结果表明, SMMC-7721肝
癌细胞中在电转染MT1E基因干扰序列72 h后, 
MT1E基因的表达量较空白对照组与阴性对照组

明显降低(0.38 vs  1.00, 0.93, P<0.01). 扩增产物经

琼脂糖凝胶电泳检验, 具有高度特异性(图3). 
2.4 MT1E基因干扰序列电转染后对肝癌细胞生

长增殖的影响 应用MTT法检测空白对照组、阴

性对照组、RNA干扰组SMMC-7721肝癌细胞

的生长增殖. 经多次重复实验结果表明, 空白对

照组在电转染144 h后检测MTT的吸收值明显

降低, 这是由于细胞在电转染24 h后均采用了含

G418抗生素(未转染质粒的细胞生长将被抑制

甚至死亡)的培养液进行培养; 阴性对照组在电

转染144 h后呈明显的上升趋势, 而RNA干扰组

此时的检测结果却进一步下降, 表现出经RNA
干扰引起的MT1E基因功能沉默的生物学效应, 
即在SMMC-7721肝癌细胞中MT1E基因的生物

学功能可能与细胞的恶性增殖有关(表1). 

3  讨论

DEN是一种很强的化学毒剂, 其作用的靶器官

主要是肝脏, 常用于PHC动物模型的制备, 但亦

能诱发食管、肾、鼻腔、气管与肺的肿瘤. 我
们的结果并未发现明显的食管、肺等肝外肿瘤

的形成, 这可能与造模时间, 造模方式, 动物品

系等有关[2]. 一般认为以DEN诱发的大鼠肝癌

模型以肝细胞癌为主, 其癌变过程分为炎症反
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表  1  电转染后不同时间点MT1E基因干扰序列对肝癌细胞生长增殖的影响 (A 值, n  = 4, mean
±SD)

     
分组                          	            24 h	                         72 h		                 144 h

空白对照组	 0.7280±0.0750                 0.7808±0.0639                 0.2310±0.0938b

阴性对照组	 0.6490±0.0155                 0.4038±0.0803                 0.5748±0.0480

RNA干扰组	 0.5578±0.0397                 0.2950±0.0792                 0.1700±0.0313b

bP<0.01 vs  阴性对照组.

图  2  不同时期肝脏病理形态学观察(HE×400). A: 正常组; B: 造模4 wk后; C: 造模8 wk后; D: 造模16 wk后; E: 造模20 wk后.

CBA

ED

图  3  MT1E基因扩增产物
经实时荧光定量RT-PCR
检测结果. 1: DNA Marker; 

2: 空白对照组GAPDH; 3: 

空白对照组MT1E.

1          2             3

■应用要点
本研究进一步阐
明 了 M T 1 E 在 肝
癌 形 成 与 增 殖
过程中的生物学
功能 .  结果表明 , 
M T 1 E 的 高 表 达
与肝癌的形成密
切相关, 也与肝癌
细胞的生长增殖
密切相关. 
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应、非癌性增生性改变和肝癌发生3个阶段, 与
人PHC形成过程相似[3]. 本实验观察到在第4周
时已出现肝细胞水样变, 第8周时更甚, 同时伴

有明显炎症细胞浸润, 为非特异性炎症反应; 第
16周时, 肝脏体积增大, 表面有灰白结节明显, 
肝小叶结构混乱, 呈现出非典型增生灶形态; 第
20周时, 癌肿已形成, 在观测的12个样本中均呈

现出典型的肝细胞癌特征. 
金属硫蛋白(me ta l lo th ione in, MT)是一

类低相对分子质量、高金属含量、富含半胱

氨酸、功能独特的小分子胞质结合蛋白 .  根
据M T所带电荷性质的差异 ,  其家族可分为

MT1、MT2、MT3和MT4四种异构体. MT1主
要存在于哺乳动物和一些无脊椎动物中, 又包

括TM1A、TM1B、TM1C、TM1E、TM1F、
T M1G、T M1H、T M1I、T M1M、T M1Q、

TM1S等多种亚型, 其中, TM1E是常见且重要

的一种亚型[4-5]. MT中金属的组成依赖于自然

环境和动物体对金属的暴露情况, 在受金属离

子诱导后肝T M1主要结合金属锌 .  近年来的

研究表明, 在包括PHC在内的多种肿瘤组织中

MT的含量明显增加[6]. 致癌过程中MT的产生

与肿瘤的迅速生长、致癌物质的刺激、癌基

因的激活等有关. 其中, 有一些研究结果表明,
肿瘤组织上MT的含量与肿瘤的分化程度及预

后有密切关系[7]. 也有研究认为, MT1E的高表

达与癌细胞的侵袭和转移呈正相关[8]. 
RNA干扰实验是一种高效、特异的基因沉

默手段. 所产生的siRNA与目的基因mRNA的同

源序列互补结合后,会特异性地导致该目的基因

mRNA发生降解, 进而失去翻译成蛋白质的功

能. 目前, RNA干扰实验已成为研究基因功能的

强有力的实验方法[9-10], 也在肿瘤的研究领域中

得到了广泛的引用[11-16]. 在RNA干扰实验中, 细
胞转染通常有脂质体转染与电转染2种方式. 而
siRNA的形成通常也有3种方式: (1)直接转染化

学合成的siRNA; (2)通过构建质粒转染后生物

合成; (3)通过病毒包装转染后生物合成. 我们根

据siRNA的设计原则,利用在线软件设计MT1E
基因的2个靶点, 分别应用质粒构建与电转染的

方法, 将在SMMC-7721肝癌细胞产生特异性的

s iRNA, 并通过实时荧光定量PCR检测转染后

MT1E基因mRNA的表达水平, 结果证实在2个靶

序列中以“AAAGAGTGCAAA TGCACCTCC”
靶序列的效果最好(可达60%以上), 可用于后续

生物学功能实验. 应用MTT法, 对MT1E基因干

扰后SMMC-7721肝癌细胞的生长增殖进行检测, 
结果显示, MT1E基因沉默后其促进细胞增殖的

能力被逐步削弱, 在转染144 h后抑制的效率已明

显高于阴性对照组(P <0.01), 证明该基因在促进

细胞生长增殖方面起重要作用. 
本研究表明, 在DEN诱发的大鼠肝癌过程

中, MT1E基因的表达在诱癌的后期(即16与20 
wk)时明显升高, 我们推测该基因的高表达可能

与PHC的发生发展有着密切的联系. 进一步通过

RNA干扰实验观察到该基因在SMMC-7721肝癌

细胞中得到有效干扰(即产生基因沉默效应)后, 
肝癌细胞的生长得到明显地抑制. 

总之, 无论是整体动物实验, 还是应用先进

的细胞生物学方法, 都相互印证了MT1E基因在

PHC发生发展过程中发挥着重要的生物学功能, 
其高表达与肝癌细胞的恶性增生有关. 
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