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Abstract
AIM: To explore the role of Cdc42 in epidermal 
growth factor (EGF)-stimulated formation of 
filopodia in HepG2 cells.

METHODS: HepG2 cells were divided into four 
groups: normal control group, EGF-treated group, 
small interfering RNA (siRNA) transfection group, 
and EGF-treated siRNA transfection group. The 
siRNA targeting the Cdc42 gene was introduced into 
HepG2 cells by liposome-mediated transfection. The 
expression of Cdc42 mRNA and protein was detected 
by reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and Western blot, respectively. Actin-tracker 

green fluorescent probe was used to detect the forma-
tion of filopodia in HepG2 cells. Cell migration was 
measured by Transwell migration assay. 

RESULTS: No significant differences were noted 
in the expression levels of total Cdc42 protein and 
Cdc42 mRNA between the EGF-treated group and 
the normal control group. However, the expression 
level of active Cdc42 protein was significantly higher 
in the EGF-treated group than in the normal control 
group (0.713 ± 0.021 vs 0.423 ± 0.015, P < 0.05). Trans-
fection of siRNA targeting the Cdc42 gene could 
not only inhibit the expression of Cdc42 protein and 
mRNA (0.118 ± 0.017 vs 1.128 ± 0.024, and 0.351 ± 
0.021 vs 0.936 ± 0.024, respectively; both P < 0.05) but 
also reduce filopodia formation and cell migration in 
EGF-treated cells (98.43 ± 3.11 vs 61.09 ± 3.58, 50.53 ± 
2.34 and 62.73 ± 2.64, respectively; all P < 0.05). 

CONCLUSION: Cdc42 activation is crucial for EGF-
stimulated filopodia formation and cell migration in 
HepG2 cells. 
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摘要
目的: 探讨表皮生长因子(EGF)对HepG2细胞
丝状伪足形成和细胞体外侵袭能力的影响以
及细胞分裂周期蛋白42(Cdc42)在其中的作用.

方法: 将Cdc42 siRNA转染HepG2细胞株, RT-
PCR和Western blot检测EGF组、EGF+siRNA
干扰组、s i R N A干扰组及空白对照组细胞
Cdc42 mRNA转录以及蛋白的表达水平, 微
丝绿色荧光探针(actin-tracker green)染色检测
HepG2细胞丝状伪足形成, 侵袭小室检测细胞
体外侵袭能力. 

结果: 经EGF处理后HepG2细胞可见明显丝
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■背景资料
肝癌是我国发病
率最高的恶性肿
瘤之一, 肝癌复发
和转移一直是影
响其治疗效果的
重要因素. 深入研
究肝癌转移和复
发机制, 并针对此
寻求有效治疗措
施成为当今肝癌
研究中的重点和
难点.

■同行评议者
秦建民 ,  副教授 , 
上海中医药大学
附属普陀医院肝
胆外科



状伪足形成, EGF组细胞内Cdc42 mRNA及总
蛋白(Total-Cdc42)表达量无显著变化, 但活性
Cdc42(Active-Cdc42)显著增高(0.713±0.021 vs 
0.423±0.015, P<0.05), siRNA干扰组Cdc42表达及
活性受到明显抑制(0.118±0.017 vs 1.128±0.024; 
0.351±0.021 vs 0.936±0.024, 均P<0.05), 并抑制
EGF诱导的细胞丝状伪足形成, EGF组细胞体外
侵袭能力显著高于其余各组(98.43±3.11 vs 61.09
±3.58, 50.53±2.34, 62.73±2.64, 均P<0.05).

结论: EGF通过激活Cdc42诱导HepG2细胞丝
状伪足形成并增强其体外侵袭能力.

关键词: 细胞分裂周期蛋白42; 表皮生长因子; 肝

癌; RNA干扰
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0  引言

肝癌的发病率位于固体肿瘤的第6位, 而我国的

患者则占一半以上[1], 目前肝癌的治疗效果仍

然十分不理想. 表皮生长因子(epidermal growth 
factor, EGF)具有酪氨酸蛋白激酶活性, 是生长

因子家族的主要成员之一. 研究证实EGF与肝癌

的发生发展密切相关, EGF与其受体结合后能刺

激肿瘤细胞增殖, 促进肿瘤细胞转移[2-4], 但其具

体机制并不十分清楚. 细胞分裂周期蛋白42(cell 
division cycle 42, Cdc42)是Rho GTP超家族酶中

的一个亚类, 是细胞骨架运动及物质运输的关

键调控因子[5]. 近年来研究发现, Cdc42在多种恶

性肿瘤中高表达, 并和肿瘤的发生、侵袭和转

移密切相关[6,7]. 本课题旨在研究EGF对诱导肝

细胞系HepG2丝状伪足形成的作用以及Cdc42
基因在这一过程中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞株HepG2由本实验室保存; 
TRIzol RNA抽提试剂、聚合酶链反应试剂盒、

R P M I 1640培养基、新生牛血清等购自美国

Gibco公司; Lipofectamine 2000、Cdc42 siRNA
购自Invitrogen公司; 免疫印迹(Western blot)化学

发光试剂、硝酸纤维素膜、Cdc42及Anti-Active 
Cdc42单克隆抗体单克隆抗体购自美国Sigma公
司; Cdc42引物由上海生物工程公司合成: 5'-GCC
CGTGACCTGAAGGCTGTCA-3', 5'-TGCTTTTA
GTATGATGCCGACACCA-3', 内参3-磷酸甘油醛
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脱氢酶(GAPDH)由ToYoBo公司试剂盒提供. 预
期扩增产物的大小分别为477和264 bp.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及Cdc42 siRNA转染: 将人肝癌

细胞株HepG2细胞含10%血清、100 kU/L青霉

素、100 mg/L链霉素的RPMI 1640培养液中, 3 
d传代1次. 细胞以2.5 mL培养基种入6孔培养板

中, 4-6 h后采用脂质体介导方法转染siRNA, 参
照说明书提供的资料. 每孔加入3 μL脂质体包裹

的siRNA(终浓度为10 nmol/L), 每孔最终体积为

1 mL. 40 h后更换含血清培养基进行分析. 
1.2.2 分组: 将细胞分为EGF组、EGF+siRNA干扰

组、siRNA干扰组和空白对照组, 前两组分别加入

2 mL EGF(10 μg/L)作用5 min, 然后收集细胞检测. 
1.2.3 Cdc42基因RT-PCR分析: TRIzol试剂提取各

组细胞总RNA, 使用紫外分光光度计调整RNA浓

度为1 g/L. 在9 μL无RNA酶水中加入1 μg RNA, 
Oligo(dT)20 1 µL, 温度65 ℃, 10 min后立即置于

冰上. 加入5×RT Buffer 4 μL, dNTP Mixture(各
10 mmol/L)2 μL, RNase Inhibitor(10 U/μL)1 μL, 
ReverTra Ace 1 μL, 反应条件: 42℃, 20 min, 85 ℃, 
5 min, 4 ℃, 5 min. 瞬间离心后置-20 ℃保存. 在
25 μLPCR体系中加入Cdc42上下游引物各1 μL, 
TaqDNA聚合酶1 μL, 循环条件: 94 ℃, 1 min预变

性, 94 ℃, 30 s, 67 ℃(GAPDH为55 ℃)30 s, 72 ℃, 
30 s. 共35个循环, 72 ℃延伸1 min. PCR产物25 µL
上样琼脂糖凝胶, 50 V电泳30-45 min后照相. 
1.2.4 各组细胞cdc42蛋白及活性Cdc42(Active-
Cdc42)Western blot定量分析: 将约1×106细胞加

60 μL去污剂裂解液进行匀浆. 置于冰上30 min, 
4 ℃下12 000 r/min离心5 min, 取上清液即为总蛋

白抽提物, BCA试剂盒测定蛋白浓度; 蛋白样品

(每泳道60 µg)及蛋白相对分子质量标准进行120 
g/L SDS-PAGE电泳, 再将蛋白质点转移到纤维

素(NC)膜上, 置于含50 g/L脱脂奶粉的TBST(50 
mmol/L Tris-HCL, pH7.6; 150 mmol/L NaCl; 0.1% 
Tween20)中4 ℃过夜; 加入以TBST稀释的抗

Cdc42及Anti- Active-Cdc42单克隆抗体(1∶200, 
V/V, 兔抗鼠)和抗GAPDH抗体(1∶500, V/V, 兔抗

鼠)后4 ℃过夜; 次日加入辣根过氧化物酶标记二

抗(1∶2000, V/V, 羊抗兔IgG), 37 ℃摇床下杂交1 
h, 洗膜后用ECL试剂盒检测, X光胶片曝光、照

相. 图像运用Quantitive one软件进行分析. 
1.2.5 微丝绿色荧光染色: 收集各组细胞用PBS
洗涤细胞2次, PBS配制的3.7%甲醛溶液室温

固定细胞10 min. 含0.1% Triton X-100的PBS洗

www.wjgnet.com

■研发前沿
最新的活体内图
像观察研究揭示
了肿瘤细胞迁移
是如何受局部微
环境所调节以及
肿瘤细胞在转移
过程中的形状变
化. 研究显示, 细
胞伪足在肿瘤转
移中起重要作用. 
这些新发现为肿
瘤浸润转移的分
子机制提出了新
的观点.
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涤2-4次, 每次约5 min, 免疫荧光染色二抗稀释

液(P0108)按照1∶200的比例稀释Actin-Tracker 
Green, 把Actin-tracker Green染色工作液按照每

个片子约200 μL的比例滴加到片子上, 室温避光

孵育20-60 min. 用免疫染色洗涤液洗2-4次, 每次

约5 min, 后用荧光显微镜进行观察.
1.2.6 细胞体外侵袭能力检测: 构建侵袭小室, 
加入趋化因子, 每组小孔加入细胞数为6×105, 
37 ℃, 50 mL/L CO2孵育箱中培养16 h, 棉棒擦去

膜上细胞和matrigel胶, 取膜固定并染色, 高倍镜

下计数膜背面细胞数, 同时以2.5 g/L的胰酶消化

后计数贴附于24孔板内的细胞数, 计算穿膜细

胞数. 穿膜细胞数 = 膜背面细胞数+贴附于24孔
板内细胞数. 重复3次取平均值.
统计学处理 全部资料用SPSS10.0软件进行

统计分析, 计量资料用mean±SD表示, 各组及组

间比较用t检验.

2  结果

2.1 各组细胞Cdc42 mRNA的表达 EGF组细胞

中Cdc42基因条带灰度为1.132±0.075, 空白对

照组细胞条带灰度为1.128±0.024, 两组转录水

平无显著差异(n  = 4, P >0.05), EGF+siRNA组及

siRNA组细胞中条带灰度为0.121±0.013, 0.118
±0.017, 显著低于前两组(n  = 4, 均P <0.01, 图1图1).
2.2 各组细胞总Cdc42蛋白及GTP-cdc42的表达 
空白对照组及EGF处理组细胞中Total-Cdc42蛋
白条带灰度为0.936±0.024及0.917±0.033, 无
显著性差异(n  = 4, P>0.05), EGF+siRNA转染组

及siRNA转染组细胞中Total-Cdc42蛋白灰度为

0.477±0.019, 0.351±0.021, 均显著低于前两组

(n  = 4, 均P<0.05). 空白对照组及EGF处理组细胞

中Active-Cdc42蛋白条带灰度差异具有显著性意

义(0.423±0.015 vs  0.713±0.021,, n  = 4, P <0.01, 
图2). EGF+siRNA转染组及siRNA转染组细胞中). EGF+siRNA转染组及siRNA转染组细胞中

ative-Cdc42蛋白表达水平为0.113±0.015, 0.098
±0.021, 要显著低于前两组(n  = 4, 均P<0.05).
2.3 各组细胞微丝绿色荧光染色结果 荧光显微

镜观察发现EGF处理细胞形成大量丝状伪足, 而
空白对照组、siRNA转染组以及EGF+siRNA转

染组细胞未见明显丝状伪足形成(图3).
2.4  细胞体外侵袭能力检测  E G F组、E G F+ 
siRNA干扰组、siRNA干扰组、空白对照组的穿

膜细胞数分别为(98.43±3.11)个、(61.09±3.58)
个、(50.53±2.34)个和(62.73±2.64)个, EGF组的和(62.73±2.64)个, EGF组的62.73±2.64)个, EGF组的

穿膜细胞数要显著高于其余各组(均均P<0.05).

3  讨论

EGF是细胞外重要的信息物质, 其与靶细胞上特

异性EGFR结合诱导受体自身磷酸化, 激活众多的

下游信号途径, 从而产生相应的生物学效应. EGF
与创伤愈合, 细胞的增殖分化及肿瘤的发生均有

密切关系[8]. 转基因小鼠研究发现当肝脏过表达

EGF时可诱导肝癌的形成[9], 可见EGF在肝癌的形

成过程中发挥了重要的作用[8,10], 但其具体参与途

径目前并不十分清楚. 最新的活体内图像观察和

侵袭性测定分析发现细胞伪足在肿瘤的侵犯与

转移过程中发挥了至关重要的作用[11]. 细胞伪足

包括丝状伪足、片状伪足、侵入性伪足、足体

等, 细胞伪足内富含动力型的肌动蛋白, 其内的

肌动蛋白呈网络状排列. 丝状伪足和片状伪足在

肿瘤侵袭起始阶段起黏附作用[12]. 本实验发现经

EGF处理的HepG2细胞可形成典型的丝状伪足, 
且细胞的侵袭能力明显增强, 可见诱导丝状伪足

形成是EGF促进肝癌细胞转移的重要途径之一, 
肝癌细胞的丝状伪足在侵袭的起始阶段可能起

主要作用, 主要功能有包括运动、黏附、摄取营

养和吞噬以及支持作用. EGF是通过何种途径诱

导肿瘤细胞丝状伪足形成的呢？有研究发现Rho
家族蛋白之一的Cdc42可诱导丝状伪足形成, 因
此我们认为EGF很可能是通过调控Cdc42途径诱

导HepG2细胞丝状伪足的形成. 

图  1  Cdc42 mRNA转录水平. 1: DNA marker; 2: EGF+ 
siRNA转染组; 3: siRNA转染组; 4: EGF组; 5: 空白对照组.
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图  2  Cdc42蛋白的表达. 1: EGF+siRNA转染组; 2: siRNA
转染组; 3: 空白对照组; 4: EGF组.

■应用要点
本 研 究 发 现 , 
Cdc42是调控肝癌
细胞丝状伪足形
成的关键因子, 因
此调控Cdc42的活
性有可能成为治
疗肝癌转移的新
途径. 
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Rho家族蛋白是Ras超家族中最早被克隆出

来的蛋白, Rho家族蛋白主要影响细胞骨架的肌

动蛋白, 异常活化的Rho家族能启动肿瘤细胞无

限增殖、浸润和转移的特性, 直接参与肿瘤的

进展[13], 已有研究发现Rho家族蛋白与肝癌的发

病密切相关[14]. Cdc42是Rho家族蛋白是Ras超
家族中小相对分子质量G蛋白的成员之一, 具
有GTP酶活性. 研究证实Cdc42是细胞骨架肌动

蛋白的重要调节因子, 而肌动蛋白的运动是肿

瘤细胞伪足形成及肿瘤转移的关键因素. Cdc42
蛋白在非活性G D P结合形式和活性G T P结合

(active-Cdc42)形式之间循环. Cdc42蛋白与GDP 
结合形式游离于胞质中; 与GTP结合形式则作用

于细胞内的效应因子. 本实验发现EGF能显著增

加active-Cdc42的量, 但对Cdc42转录及蛋白表

达总量影响并不十分显著. 通过siRNA干扰抑制

HepG2细胞Cdc42表达后能逆转EGF诱导的细胞

丝状伪足的形成, 且能显著抑制肿瘤细胞的转

移能力. 本结果说明GTP结合形式Cdc42在EGF
诱导的HepG2细胞伪足形成及肿瘤转移过程中

发挥了关键的作用, EGF激活Cdc42的具体途径

则有待于进一步研究. 
总之, 深入研究EGF对肝癌细胞的生物学作

用有利于揭示肝癌的发生、发展尤其是侵袭转

移过程中异常的信号转导机制, 可以为肝癌的

临床治疗提供新的思路和理论依据. Cdc42基因

的功能特点决定其具有潜在的临床意义, 可能

使其成为有用的预后指标, 本身的信号途径可

能成为肿瘤治疗的新靶点.
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■同行评价
本研究立题具有
新意, 结论具有较
为重要的应用价
值和一定的参考
价值.

图  3  细胞丝状伪足形成(×400). A: 空白对照组; B: siRNA转染组; C: EGF+siRNA转染组; D: EGF组.
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