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Abstract
AIM: To evaluate the effects of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) on cell 
invasion and matrix metalloprotease-9 (MMP-9) 
expression in human hepatocellular carcinoma 
cell line SMMC-7721.

METHODS: SMMC-7721 cells were incubated 
with different concentrations of VEGF. The in-
vasive capacity of cells was determined using 
cell invasion assay. The expression of MMP-9 
mRNA and protein was detected by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) and Western blot, respectively.

RESULTS: Compared with normal control 
cells, cells treated with VEGF had significantly 
increased invasive capacity (P < 0.01). The ex-
pression levels of MMP-9 mRNA and protein 
in VEGF-treated cells were significantly higher 
than those in normal control cells (0.479 ± 0.025, 
0.665 ± 0.024 vs 0.315 ± 0.022; 0.521 ± 0.026, 0.662 
± 0.026 vs 0.366 ± 0.025, both P < 0.01). The ex-

pression levels of MMP-9 mRNA and protein in 
cells incubated with high-concentration VEGF 
(30 µg/L) were significantly higher than those in 
cells incubated with low-concentration VEGF (10 
µg/L) (P < 0.01).

CONCLUSION: VEGF can upregulate MMP-9 
expression and promote cell invasion in human 
hepatocellular carcinoma SMMC-7721 cells via 
an autocrine mechanism.
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摘要
目的: 探讨促血管内皮生长因子(VEGF)对人
肝癌细胞SMMC-7721侵袭力以及对该细胞中
基质金属蛋白酶9(MMP-9)的影响, 初步研究
VEGF对肿瘤侵袭和转移的影响及可能的作
用机制. 

方法: 使用VEGF体外培养人肝癌SMMC-7721
细胞, 通过细胞体外侵袭实验检测细胞侵袭
能力的改变, 再分别使用30 μg/L、10 μg/L 
VEGF培养人肝癌SMMC-7721细胞, 以正常培
养人肝癌SMMC-7721细胞为空白对照组. 使
用半定量RT-PCR和Western blot法对3组细胞
中MMP-9的mRNA和蛋白表达水平进行分析. 

结果: 细胞体外侵袭实验显示, 外加VEGF培
养后, 细胞侵袭力明显增强(P <0.01); MMP-9 
mRNA和蛋白的表达在外加VEGF组中要明显
高于空白对照组(0.479±0.025, 0.665±0.024 
vs  0.315±0.022; 0.521±0.026, 0.662±0.026 
vs  0.366±0.025, 均P <0.01), 且高浓度和低浓
度组之间也有明显差别.

结论: 肝癌SMMC-7721细胞系中存在有自分
泌机制, VEGF可通过自分泌机制上调肝癌细
胞的MMP-9表达, 进而促进肿瘤的浸润转移.

®

■背景资料
目前, 对肝癌的侵
袭转移机制研究
虽取得了一定的
进展, 但具体分子
机制仍不十分清
楚, 对其潜在分子
机制的阐明可以
为肝癌侵袭转移
分子靶向治疗奠
定基础. 以往的研
究认为肿瘤的转
移为旁分泌机制, 
本研究拟探讨肝
癌细胞侵袭的自
分泌机制.
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世界

上常见的恶性肿瘤之一, HCC有高致死率, 特别

是肝硬化基础上发展为肝癌的患者[1], 容易发生

早期肝内外转移, 预后较差. 因此, 对于肝癌的

侵袭转移机制的研究是一个重要课题. 目前, 对
肝癌的侵袭转移机制研究虽取得了一定的进展, 
但具体分子机制仍不十分清楚, 对其潜在分子

机制的阐明可以为肝癌侵袭转移分子靶向治疗

奠定基础. 以往的研究认为肿瘤的转移为旁分

泌机制, 本研究拟探讨肝癌细胞侵袭的自分泌

机制.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株SMMC-7721由本校分

子生物中心实验室提供; D M E M高糖细胞培

养基购自美国Gibco公司; 胎牛血清购自杭州

四季青生物公司; 血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)购自美国-9 
Santa Cruz公司; 单克隆抗人基质金属蛋白酶

9(matrix metalloproteinases 9, MMP-9)抗体购

自美国Santa Cruz生物公司; 免疫组织化学试

剂盒购自北京奥伯森生物公司; TRIzol裂解液

购自美国Invitrogen公司; RT-PCR试剂盒购自

日本TaKaRa公司; Matrigel胶购自美国Becton-
dickinson公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人肝癌细胞株SMMC-7721用
含100 mL/L胎牛血清的DMEM高糖培养基, 在
37℃、50 mL/L CO2培养箱里常规培养, 细胞长

至80%培养皿面积时. 以2.5 g/L胰酶37℃消化1 
min, 倒去胰酶, 加入新鲜培养基, 吹打至单细胞

悬液, 分装传代.
1.2.2 侵袭性实验: 加Matr ige l胶至24孔板上

的Transwell小室上室, 每孔100 μL, 37℃放置

4-5 h; 使用无血清培养基轻柔的清洗凝胶后的

Matrigel, 吸出培养板上多余液体; 下室放置600 
μL含有5 mg/L fibronectin、200 μg/L的VEGF培
养基, 作为黏附底物; 对照组下室加不含VEGF
的无血清培养基; 2组上室均加入含有105个细胞

的悬液, 37℃、50 mL/L CO2培养箱孵育24 h. 取
出上室; 棉签擦去Matrigel胶以及膜上层细胞, 
无水酒精固定膜下层细胞, 苏木素染色; 显微镜

下随机选取10个高倍视野记数. 
1.2.3 RT-PCR分析: 分3组进行细胞培养: 空白

对照组、VEGF 10 μg/L组、VEGF 30 μg/L浓
度组. 细胞培养至细胞融合达90%以上时, 按
TRIzol试剂盒说明提取空白对照组、VEGF 10 
μg/L组、30 μg/L组的细胞总RNA, 琼脂糖凝胶

电泳初步评价RNA的质量, 分光光度仪测定总

RNA纯度. 根据RNA纯度将每组的RNA调至每

个反应体系中含1 μg. MMP-9引物上游序列为

5'-CAC TGT CCA CCC CTC AGA GC-3', 下游序

列为5'-GCC ACT TGT CGG CGA TAA GG-3', 扩
增产物为263 bp; 内参GAPDH引物上游序列为

5'-CAT CTT CCA GGA GCG AGA-3', 下游序列

为5'-TGT TCT CAT ACT TCT CAT-3', 扩增产物

为203 bp. 对RT-PCR产物进行琼脂糖电泳, 数字

成像系统进行拍照分析. 
1.2.4 Western blot检测MMP-9蛋白的表达: 将融

合达90%以上的3组细胞用细胞裂解液裂解, 分
别提取各自的细胞总蛋白, 在11%聚丙烯酰胺

凝胶中电泳, 将蛋白电转膜至硝酸纤维膜上, 50 
g/L脱脂奶粉封闭后分别与抗MMP-9单克隆抗

体杂交, 再与相应的酶标记二抗反应, 阳性条带

用化学发光法检测, 放置Kodak活体成像仪直接

数码显色.
统计学处理 实验的定量检测结果以mean±

SD表示, 2组均数间比较使用t检验; 多组均数间

比较采用单因素方差分析, 两两组间比较采用q
检验. 采用SAS11.5软件进行统计分析, P≤0.05
表示有统计学意义.

2  结果

2.1 外加VEGF后, 人肝癌细胞株SMMC-7721
侵袭力明显增强 通过显微镜下高倍视野计数, 
与空白对照组相比, 外加VEGF的人肝癌细胞

株S M M C-7721细胞的侵袭力明显增加(侵袭

细胞数量: 441.7±29.8256 vs  151.0±29.18904, 
P <0.01, 图1). 
2.2 MMP-9 mRNA的表达 与空白对照组相比, 
外加VEGF组的MMP-9 mRNA表达明显增高, 并
且和浓度之间存在量的关系(表1, 图2).
2.3 M M P-9蛋白的表达  本实验检测人肝癌

S M M C-7721细胞在加入V E G F不同浓度后

MMP-9蛋白水平的表达. 结果显示, 外加VEGF

■研发前沿
肿瘤细胞是否存
在促进侵袭的自
分泌机制还不明
了.
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后, MMP-9蛋白的表达水平与空白对照组相比

明显增高, 并且和浓度之间存在量的关系(表1, 
图3).

3  讨论

肿瘤的侵袭、转移级联反应涉及到多个步骤, 
包括肿瘤在局部生长到一定大小后, 肿瘤细胞

从原发灶脱落, 降解细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)和基底膜, 进入血液循环系统后逃

逸宿主的免疫监控而存活下来, 到达远处组织

器官后黏附并形成微小转移灶, 继而新生血管

形成, 最后继发形成肿瘤. VEGF和基质金属蛋

白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)在此过程

中起着非常重要的作用. 
MMPs是一族Zn2+依赖的蛋白水解酶, 主要

负责组织重塑与ECM的降解, 现已至少发现该

家族的26个成员[2], 他们大多于人体或其他哺乳

动物中表达. MMPs对肿瘤作用为[3]: (1)刺激肿

瘤进展; (2)诱导血管生成; (3)促进肿瘤侵袭; (4)
促进肿瘤细胞从原发位置逃逸; (4)促使肿瘤细

胞在继发转移位点定居等. 
MMPs在恶性肿瘤发生和进展中的作用主

要是降解ECM、促进肿瘤生长、浸润和转移. 
ECM是宿主细胞赖以生存的微环境, 细胞发生

恶性转化后, 必须降解细胞外的基质为自己的

生长提供空间, 并将其改建为适合自己生长的

微环境. MMP-9是MMPs家族中相对分子质量

最大的酶, 他可以降解所有ECM. MMP-9是水解

ECM的重要蛋白水解酶, 在肿瘤的侵袭、转移

过程中发挥重要作用. 主要降解基底膜的主要

成分Ⅳ型胶原、Ⅶ型、Ⅹ型胶原和明胶. 
VEGF是1989年由Ferrara et al发现的, 是最

重要的血管生成调节因子. VEGF对肿瘤的影响

机制可能有[4]: (1)促进肿瘤血管形成, 这与VEGF
能增加血管通透性、促进血管内皮细胞增殖、

促进血管支持物生长有关; (2)促进肿瘤淋巴管

生长; (3)对肿瘤细胞的细胞动力影响; (4)增强肿

瘤细胞对放疗的耐受性及影响免疫功能. VEGF
在许多肿瘤组织中均有较高水平的表达, 如在

脑肿瘤、卵巢肿瘤、黑色素瘤、肺癌、大肠癌

中与肿瘤生长密切相关. Kamel et al [5]在比较肝

癌、肝纤维化患者治疗前与健康者血清VEGF

■相关报道
Kamel et al在比较
肝癌、肝纤维化
患者治疗前与健
康者血清VEGF水
平时发现, 有门静
脉侵犯和转移的
肝癌患者其血清
VEGF和MMP-9
水平较无门静脉
侵犯和转移的明
显升高, 并且发现
血 清 V E G F 水 平
在肿瘤>5 cm和<5 
cm的患者之间存
在明显差异, 显示
了VEGF可以导致
肿瘤侵袭和转移
能力增加.

表  1  人肝癌SMMC-7721细胞中MMP-9蛋白及mRNA的表达

     
		              蛋白	        mRNA

空白对照组	     0.366±0.025	 0.315±0.022

VEGF 10 μg/L组	     0.521±0.026b	 0.479±0.025b

VEGF 30 μg/L组	     0.662±0.026b	 0.665±0.024b

bP<0.01 vs  空白对照组.

A B 图  1  人肝癌细胞株SMMC-7721细胞体外
侵袭图. A: VEGF 200 μg/L组; B: 空白对照组.
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图  2  人肝癌SMMC-7721细胞中MMP-9 mRNA的表达. 1: 

DNA Marker; 2: 空白对照组; 3: VEGF 10 μg/L组; 4: VEGF 

30 μg/L组.

1    2   3

GAPDH

MMP-9

图   3   W e s t e r n 
blot检测MMP-9 
蛋 白 的 表 达 .  1: 

空 白 对 照 组 ;  2 : 

VEGF 10 μg/L组; 2: 

VEGF 30 μg/L组.
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水平时发现, 有门静脉侵犯和转移的肝癌患者

其血清VEGF和MMP-9水平较无门静脉侵犯和

转移的明显升高, 并且发现血清VEGF水平在肿

瘤>5 cm和<5 cm的患者之间存在明显差异, 显
示了VEGF可以导致肿瘤侵袭和转移能力增加. 

M M P s的表达和活性受酶原合成、活化

和抑制剂抑制3个水平调控. 在正常生理条件

下, MMP-9的表达受到严格的调控目前已明确

的上调因素有IL-1、TNF-α、EGF、VEGF等. 
Hiratsuka et al就报道了可以通过肺内皮细胞的

VEGFR-1产生MMP-9从而促进在肿瘤在肺的转

移[6]. 
目前大多数研究显示VEGF作用于肿瘤细

胞周围的间质细胞, 促进MMP-9分泌, 为旁分泌

机制, 肿瘤细胞是否存在促进侵袭的自分泌机

制还不明了, 因此探讨肿瘤细胞的侵袭的自分

泌机制有助于了解肿瘤细胞特性, 丰富肿瘤转

移的理论基础. 
本实验通过对使用V E G F培养的肝癌细

胞和正常培养的肝癌细胞侵袭力的比较, 得出

VEGF可以促进人肝癌SMMC-7721细胞株侵袭

力增加, 证明了VEGF可以促进肿瘤细胞的侵

袭, 和以往的研究一致. MMP-9是肿瘤侵袭转移

中最重要的酶分子之一, 因此我们假设VEGF促
进肿瘤细胞侵袭力增加可能为上调了MMP-9的
表达所致, 在随后的实验中通过检测各组人肝

癌SMMC-7721细胞中MMP-9的表达, 证实了该

假设, 因此可以说VEGF上调肿瘤细胞的MMP-9
表达是增加肿瘤细胞的侵袭力的作用机制之一. 

通过本实验, 证实了肿瘤细胞亦可在外在的细

胞因子作用下自分泌降解基质的酶分子, 从而

促进肿瘤细胞的侵袭, 促进肿瘤细胞的恶性化. 
总之, VEGF在促进肿瘤转移中, 除了旁分

泌机制调节新生血管形成外, 还经自分泌机制

直接作用于肿瘤细胞, 其中包括上调肿瘤细胞

的MMP-9的表达来增加肿瘤细胞的侵袭性. 目
前, 运用分子生物学的手段在基因或蛋白水平

上对一些癌基因或促肿瘤生长的因素进行干预

已成为新的治疗肿瘤的方向. 本研究为肝癌的

基因治疗提供了一定的实验依据.
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