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Abstract
AIM: To investigate the effects of hepatocellular 
g r o w t h f a c t o r ( H G F ) o n t h e a n o i k i s o f 
SMMC-7721 cells and the role of phosphoinositide 
3 kinase (PI3K) in this process.

METHODS: SMMC-7721 cells were suspended 
to induce anoikis. The anoikis rate of suspended 
cells was detected by terminal deoxynucleotidyl 
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) 
assay. SMMC-7721 cells cultured in suspension 
were divided into three groups: control cells, 

cells treated with HGF, and those pretreated 
with LY294002 and then treated with HGF. After 
HGF treatment, cell survival and proliferation 
were evaluated by trypan blue staining and 
methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay, re-
spectively; anoikis was detected by flow cytom-
etry; and the expression of Akt, phosphorylated 
Akt (p-Akt), focal adhesion kinase (FAK), and 
phosphorylated FAK (p-FAK) was detected by 
Western blot.

RESULTS: The anoikis rate of suspended 
SMMC-7721 is higher than that of adherent cells 
(21.72% ± 6.85% vs 66.67% ± 7.66%, P < 0.05). 
The survival rat of suspended SMMC-7721 
treated with HGF is significantly higher than 
that of control cells (P < 0.05). However, HGF 
treatment could not significantly improve the 
survival of suspended SMMC-7721 pre-treated 
with LY294002 (P < 0.05). MTT assay showed 
that HGF treatment could improve the prolif-
eration of suspended SMMC-7721 but showed 
little impact on the proliferation of suspended 
SMMC-7721 pre-treated with LY294002 (both P 
< 0.05). FCM and Hoechst 33258 staining results 
indicated that HGF could reduce the anoikis 
of SMMC-7721 while LY294002 could inhibit 
such effect (both P < 0.05). Western blot analysis 
showed that HGF treatment could up-regulate 
the expression of Akt, FAK, p-Akt and p-FAK in 
suspended SMMC-7721 cells but not in suspend-
ed SMMC-7721 cells pre-treated with LY294002.

CONCLUSION: HGF can reduce the anoikis of 
SMMC-7721 cells by activating Akt and FAK in 
a PI3K-dependent manner.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Anoikis, 
Hepatocellular growth factor; Akt; phosphoinositide 
3 kinase
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摘要
目的: 探讨HGF对SMMC-7721失巢凋亡的影
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■背景资料
肝细胞癌是一种
恶性肿瘤, 其病死
率仅次于第一位
的肺癌. 肝细胞生
长因子 (HGF)是
间充质细胞分泌
的多效应因子, 对
细胞增殖等多种
生物学行为具有
调节作用. 失巢凋
亡是细胞由于脱
离其黏附的基质
而产生的, 其对于
维护内环境的稳
定有重要作用, 而
肿瘤细胞具有抗
失巢凋亡的能力.

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系



响以及PI3K在该过程中的作用. 

方法: 悬浮培养SMMC-7721, 建立失巢凋亡模
型, 应用TUNEL染色观察凋亡率. 分别悬浮培
养SMMC-7721、HGF处理后SMMC-7721及
LY294002预处理后的HGF处理细胞, 用台盼
蓝染色观察细胞失巢凋亡后存活率, 用MTT
检测细胞的增殖能力的变化, 流式细胞仪检测
失巢凋亡细胞的早、晚期凋亡率, Hoechst染
色观察不同处理细胞的凋亡情况. 应用免疫印
迹技术检测失巢凋亡后Akt、p-Akt、FAK、

p-FAK的表达.

结 果 :  T U N E L 染 色 显 示 ,  悬 浮 培 养 的
SMMC-7721失巢凋亡率远大于贴壁培养的
SMMC-7721(21.72%±6.85% vs  66.67%±

7.66%, P <0.05); 台盼蓝染色显示, HGF处理
后的SMMC-7721存活率明显高于悬浮培养
细胞(P <0.05), 而HGF不能提高经LY294002预
处理后细胞的存活率; MTT实验显示HGF处
理细胞A值明显大于悬浮培养细胞(P <0.05), 
LY294002预处理细胞与悬浮培养细胞相似. 
流式细胞仪和Hoechst 33258染色均显示HGF
处理后细胞的失巢凋亡明显低于悬浮培养细
胞(P <0.05), 而经LY294002处理后细胞的失巢
凋亡率明显升高. 蛋白印迹结果显示HGF处理
后细胞Akt、FAK、p-Akt、p-FAK的表达均
升高, 而经LY294002预处理后, 其表达与悬浮
培养SMMC-7721一致.

结论: 在肝细胞癌SMMC-7721失巢凋亡过程
中, HGF通过活化Akt和FAK来增强细胞的抗
失巢凋亡能力, 该作用受PI3K的调节.

关键词: 肝细胞癌; 失巢凋亡; 肝细胞生长因子; 

Akt; 磷酸肌酸3激酶
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0  引言

肝细胞癌是一种常见的恶性肿瘤 ,  其发病率

呈逐年上升的趋势 ,  居全球第5位 ,  死亡率居

第3位, 仅次于肺癌和胃癌[1]. 肝细胞生长因子

(hepatocellular growth factor, HGF)是间质细胞

(如成纤维细胞、巨噬细胞等)分泌的一种多效

应生长因子, 对细胞增殖等多种生物学行为具

有调节作用[2]. 失巢凋亡是一种细胞的程序死亡, 
由于是细胞外基质和其他细胞脱离接触而诱发
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的, 他的存在对于维护组织内环境稳定和结构

完整具有重要意义[3]. 当肿瘤细胞离开原发部位, 
获得逃逸失巢凋亡的能力, 便能长时间存活, 这
是恶性肿瘤获得侵袭和转移能力的先决条件. 
我们之前的研究已经证明HGF可以促进肝细胞

癌的侵袭和转移, 并且明确HGF对肝细胞癌侵

袭和转移作用与PI3K有关[4,5]. 
为了进一步论证在失巢凋亡状态下HGF对

肝细胞癌SMMC-7721的作用及影响, 本实验应

用poly-HEMA对肝细胞癌SMMC-7721细胞悬浮

培养, 观察细胞的存活状况, 并初步探讨其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料  肝细胞癌细胞系S M M C-7721为中

国医科大学发育生物学教研室惠赠 ;  H G F、
LY 2 9 4 0 0 2购于S i g m a公司 ;  A k t和磷酸化

Akt(Ser-473)抗体购于Cell Signal公司; FAK和

磷酸化FAK(Tyr-397)抗体购于Invitrogen公司; 
poly-HEMA(P3932-10G)购于Sigma公司; 原位凋

亡试剂盒, 购于日本TaKaRa生物.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人肝细胞癌细胞系SMMC-7721
培养于含100 mL/L胎牛血清、100 g/L青霉素、

100 g/L链霉素的DMEM培养液中, 当细胞生长

至培养瓶底面的70%-80%进行传代.
1.2.2 失巢凋亡的诱导: 为避免细胞贴壁, 按照

Folkman等的方法[10], 取poly-HEMA用950 mL/L
的乙醇, 配置成浓度为120 g/L的储存液, 混合过

夜. 800 g离心, 去除未溶物, 1∶10用950 mL/L
乙醇稀释, 制成工作液. 加入平皿, 室温干燥过

夜, 用之前, 用PBS漂洗2次. 然后, 将细胞以1×
106/mL接种于培养皿中, 培养于含血清10 mL/L
的DMEM培养基中, 37 ℃, 50 mL/L CO2, 培养. 
1.2.3 TUNEL染色: 取贴壁培养与悬浮培养24 h
的SMMC-7721做TUNEL染色, 比较二者凋亡的

差别: 将贴壁培养和悬浮培养的细胞悬浮于PBS
中, 滴加于硅烷处理的载玻片上, 均匀涂片, 风
干, 40 g/L多聚甲醛室温固定30 min. PBS漂洗2
次, 加入透化缓冲液100 µL冰上孵育5 min. PBS
漂洗2次, 加入预冷的TdT反应液(FITC标记)50 
µL孵育在湿盒中, 37 ℃反应60 min, PBS冲洗, 
Hoechst33258复染细胞核, 封片. 计数每200个细

胞中, TUNEL染色阳性的细胞数, 计算百分率. 
计数至少3次独立实验的结果, 记为细胞凋亡率, 
统计分析. 
1.2.4 HGF处理: 将SMMC-7721细胞血清饥饿3 

www.wjgnet.com

■研发前沿
HGF能够促进很
多肿瘤细胞的侵
袭和转移, 而对于
其可以促进细胞
的抗失巢调往能
力研究才刚刚开
始. 并且, 抗失巢
的分子机制研究
目前报道较少. 故
而 ,   HGF促进肝
细胞癌抗失巢凋
亡机制的研究成
为国内外学者的
研究热点. 通过促
进肿瘤细胞的失
巢凋亡成为亟待
解决的问题之一. 
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h, 消化收集, 用无血清DMEM悬浮, 细胞计数后, 
以1×105/mL细胞密度悬浮, 加入HGF浓度为50 
μg/L[4], 处理12 h. 对照组细胞加入等体积无血清

培养液. 
1.2.5 LY294002处理: 细胞培养方法同上, 血清饥

饿3 h, 加入LY294002(终浓度10 μmol/L)预处理1 h, 
PBS漂洗3次, 加入HGF(终浓度50 μg/L)处理12 h. 
1.2.6 台盼蓝染色: 分别取HGF, HGF+LY294002
处理组细胞和对照SMMC-7721细胞取无血清培

养液处理, 悬浮培养0、6、12、24 h, 1∶1(V /V )
与2 g/L的台盼蓝溶液混合, 用血细胞计数板计

数每100倍视野活细胞数, 连续计数3个. 统计分

析, 计算存活率. 
1.2.7 细胞增殖实验(MTT): 将HGF, LY294002处
理组细胞和对照组细胞分别以5×104/mL悬浮, 
每孔100 μL接种于96孔板, 每组3孔, 72 h后取出

孔板, 用PBS漂洗3次, 每孔加入无血清DMEM 
200 μL, 每孔20 μL MTT(pH7.2-7.4)5 g/mL, 
37 ℃, 50 mL/L CO2, 培养4 h, 小心吸弃上清, 每
孔加入DMSO 100 μL, 振荡, 溶解, 于酶标仪以

595 nm 波长扫描, 测定吸光度(A )值. 平行3次, 
取平均值. 
1 .2 .8  流式细胞仪检测 :  用流式细胞仪检测

贴壁培养S M M C-7721、悬浮培养24 h后的

SMMC-7721、HGF处理以及HGF+PI3K处理细

胞的失巢凋亡率. 将细胞收集, 用PBS漂洗2次, 
悬浮于85 µL的缓冲液中, 加入10 µL FITC标记

的AV和5 µL PI, 立即流式细胞仪检测. 
1.2.9 Hoechs t33258染色: 贴壁培养SMMC- 
7721、悬浮培养24 h后的SMMC-7721、HGF处
理以及HGF+PI3K处理细胞, 全部以1×106/mL
涂片. 40 g/L多聚甲醛固定, P B S漂洗, 加入

Hoechst33258染色10 min, PBS漂洗, 甘油封片. 
倒置荧光显微镜观察拍照. 
1.2.10 免疫印迹: 细胞处理方法同上, 24 h后, 离
心收集悬浮培养的细胞, PBS漂洗3次, RIPA缓冲

液冰上裂解30 min, BCA法测定蛋白含量. SDS
聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜, 1 g/L BSA封闭, 一
抗(Akt, p-Akt, FAK, p-FAK)室温孵育3 h, 二抗室

温孵育1 h, BCIP/NBT显色.
统计学处理 文中所有数据均用mean±SD

表示. SPSS13.0统计分析, 应用t检验比较分析.

2  结果

2.1 SMMC-7721细胞存活率 贴壁培养细胞的细

胞凋亡率很低, 而悬浮培养24 h后, 细胞的凋亡

率明显增加(图1, 2); 贴壁培养细胞TUNEL染色

阳性率较悬浮细胞显著降低(21.72%±6.85% vs  

■相关报道
目前的研究认为, 
HGF对于肿瘤细
胞抗失巢凋亡的
机制是通过多信
号 通 路 实 现 的 , 
PI3K信号通路在
此过程中发挥了
重要的作用. HGF
与c-Met结合, 激
活下游很多激酶, 
引起肿瘤细胞的
抗失巢凋亡. 

BA

图  2  不同培养对SMMC-7721细胞存活率的影响(Hoechst33258染色×400). A: 悬浮培养; B: 贴壁培养.

图  1  不同培养对SMMC-7721细胞存活率的影响(TUNEL染色×400). A: 悬浮培养; B: 贴壁培养.

BA
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66.67%±7.66%, P<0.05, 图3).
2.2 HGF对失巢凋亡细胞生存率的影响 SMMC- 
7721分别于无血清培养基(ASF)悬浮培养, HGF
和HGF+LY294002处理后, 经过不同时间的悬

浮培养处理后, ASF台盼蓝染色结果可见, 3组
细胞随着时间的延长, 存活率均逐渐降低, 而经

HGF处理后的SMMC-7721活性明显大于ASF和
HGF+LY294002处理组(图4).
2.3 HGF对失巢凋亡细胞增殖能力的影响 选
择24 h作为细胞悬浮培养后增殖能力检测的时

间. HGF处理后的SMMC-7721细胞的增殖能

力明显高于无血清培养液对照组(约2倍), 而经

HGF+LY294002预处理后的SMMC-7721细胞增

殖能力与对照组无明显差别(图5).
2.4 HGF对细胞失巢凋亡率的影响 由图6可见, 
单染AV的细胞表示早期凋亡; AV和PI双染的细

胞表示晚期凋亡; 贴壁的SMMC-7721早期凋亡

率为5.14%, 悬浮培养24 h后的凋亡率为20.56%, 
加HGF处理后为13.19%, HGF+LY294002处理细

胞的凋亡率为23.12%. 总凋亡率分别为: 13.36%, 
60.82%, 41.24%, 68.75%, 见表1. 贴壁细胞与悬

浮培养细胞、HGF处理细胞与悬浮培养细胞、

HGF+LY294002组细胞与HGF处理细胞相比在

早期凋亡率方面差异具有统计学差异(P <0.05); 
由图7可见, 悬浮培养24 h后, 细胞的凋亡率明显

高于贴壁细胞, 经HGF处理后细胞的凋亡率明显

降低, 而经LY294002抑制后, 凋亡率又重新升高.
2.5 HGF对Akt和FAK的影响 由图8A可见, HGF
处理组细胞的Akt和p-Akt表达约为ASF组的3倍, 
LY294002组约为HGF组细胞的1/3. HGF(50 μg/L)
可以促进Akt的高表达和Akt位点的磷酸化. 由
图8B可见, HGF处理组细胞的FAK表达约为ASF
组的4倍, LY294002组约为HGF组细胞的1/3, 而
p-FAK表达约为ASF组的6倍, LY294002组约

为HGF组细胞的1/5, 所以HGF可以促进FAK表

达增高和磷酸化. (ASF为无血清培养液处理的

悬浮培养细胞; HGF为HGF处理SMMC-7721; 
LY294002为LY294002预处理后加入HGF处理

的SMMC-7721).

3  讨论

正常细胞依赖于细胞外的基质成分黏附生存, 
当脱离这些基质后, 黏附状态被破坏, 即可发生

细胞的失巢凋亡, 这对于维持体正常的组织内

环境是非常重要的. 肿瘤细胞获得了抗失巢凋

亡能力, 即产生了侵袭和转移能力[11-15]. 据文献

报道, 很多恶性肿瘤在失去与细胞外基质的黏

附以后FAK和Akt仍然可以有较高水平的磷酸 

■创新盘点
本文以肝细胞癌
细 胞 系 S M M C - 
7721为研究对象, 
用HGF和PI3K抑
制剂LY294002处
理, 观察其对于在
失巢凋亡时, HGF
和LY294002对于
肝癌细胞的抗失
巢凋亡能力的不
同影响, 简要论述
SMMC-7721的抗
失巢凋亡能力的
机制.
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图  3  TUNEL染色阳性率分析.
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图  4  HGF对失巢凋亡细胞生存率的影响. ASF: 无血清培养

基悬浮培养SMMC-7721; HGF: HGF处理后SMMC-7721; 

HGF+LY294002 :  LY294002预处理后加入HGF处理

SMMC-7721.
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图  5  HGF对失巢凋亡细胞增殖能力的影响. ASF:  无

血清培养基悬浮培养SMMC-7721; HGF: HGF处理后

SMMC-7721; HGF+LY294002: LY294002预处理后加入

HGF处理SMMC-7721.

表  1  流式细胞仪检测细胞凋亡率 (%)

     
分组		      早期凋亡率 晚期凋亡率  总凋亡率

贴壁SMMC-7721组          5.14           8.22         13.36

悬浮SMMC-7721组        20.56         40.26         60.82

HGF组		          13.19         28.05         41.24

HGF+LY294002组	         23.12         45.63         68.75
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化[3,6], 这说明Akt和FAK与肿瘤细胞的抗失巢

凋亡能力的获得有关[7,8]. 我们之前的研究证实, 
HGF能够促进肝细胞癌SMMC-7721的上皮间叶

转化作用, 增强其侵袭和转移能力[4], 增加其黏

着斑激酶的表达[5]. 然而, HGF对于肝细胞癌细

胞失巢凋亡的研究尚未见报道. 
本实验应用poly-HEMA[9,10]包被六孔板, 悬

浮培养细胞, 由TUNEL染色发现悬浮培养细胞

的凋亡率明显高于贴壁细胞, 说明该方法能够

成功制造失巢凋亡模型; 台盼蓝染色结果表明, 
0 h时, 细胞的生存率相同, 从6-24 h, 应用HGF处
理后SMMC-7721细胞的生存能力逐渐强于ASF
组, 而当加入PI3K抑制剂LY294002以后, 细胞的

生存能力明显受到抑制, 与对照组细胞相似. 差

■应用要点
本文探讨肝细胞
癌SMMC-7721失
巢凋亡时, HGF与
LY294002对其影
响及作用机制. 通
过对SMMC-7721
的抗失巢凋亡机
制的论述, 阐明肿
瘤细胞抗失巢凋
亡能力的获得与
HGF有关. 为肝细
胞癌的研究及治
疗提出一个新的
思路.
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图  6  流式细胞仪检测各组细胞的凋亡率. A: 贴壁培养SMMC-7721; B: 悬浮培养SMMC-7721; C: HGF处理SMMC-7721; 

D: LY294002预处理后加HGF处理SMMC-7721.
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图  7  HGF对细胞失巢凋亡率的影响(Hoechst33258染色). A: 贴壁培养SMMC-7721; B: 悬浮培养SMMC-7721; C: HGF处理

SMMC-7721; D: LY294002预处理后加HGF处理SMMC-7721.

图  8  Western blot检测HGF对Akt和FAK的影响. A: 各组Akt与p-Akt的表达结果; B: 各组FAK和p-FAK的表达结果.
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别以24 h的结果最为明显, 可见HGF+LY294002, 
即PI3K抑制剂能够明显抑制HGF引起的细胞活

性增强; MTT实验结果说明, HGF处理后的细胞

抗失巢凋亡能力明显强于对照组细胞, 约为对

照组细胞的2倍, 而经PI3K抑制物LY294002预处

理后, SMMC-7721细胞的增殖能力明显下降, 与
对照组细胞相似; 流式细胞仪结果发现, 悬浮培

养细胞的早期凋亡率, 即AV单染细胞, 约为贴壁

培养细胞4倍, 而经HGF处理后再悬浮培养, 其
凋亡率明显降低, 约为正常贴壁细胞的2.5倍, 而
经LY294002预处理后, HGF的抑制失巢凋亡作

用消失, 与悬浮培养细胞相近, 这说明HGF对细

胞失巢凋亡的抑制作用于PI3K信号通路有关;  
Hoechst33258染色也显示了HGF处理后肝细胞

癌的抗凋亡作用增强, 经PI3K抑制剂抑制后, 该
作用明显消失. 由此可见, HGF可以增强肝细胞

癌细胞SMMC-7721的抗失巢凋亡能力, 并且是

通过调节PI3K信号通路的来调节细胞的抗失巢

凋亡能力. 
Western blot结果显示, HGF处理后的细胞

Akt和p-Akt的表达均高于对照组细胞, 应用PI3K
抑制物LY294002处理后, Akt的表达与磷酸化

水平显著降低约为HGF处理组细胞的1/3. 这些

说明在肝细胞癌SMMC-7721失巢凋亡细胞中

PI3K参与调节Akt的活化过程, 抑制Akt的表达

及活化. 本研究结果也显示了, PI3K抑制剂能够

明显抑制该作用. FAK的表达在HGF处理后也增

加, 但其磷酸化更为明显, 他们都在LY294002预
处理后下降, 但以磷酸化FAK更为明显. 这说明

HGF处理后的肝细胞癌SMMC-7721的抗失巢凋

亡能力增强, 而这种增强作用受PI3K调节. 总之, 
HGF通过活化PI3K激活Akt和FAK, 从而抑制肝

细胞癌细胞的失巢凋亡. 
总之, HGF对于肝细胞癌SMMC-7721的抗

失巢凋亡具有重要的增强作用. 而该作用是通

过PI3K信号通路调节的, 抑制PI3K便可以抑制

HGF引起的SMMC-7721抗失巢凋亡能力的增

强. 这可能为肝细胞癌的治疗提供一个新思路.
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■同行评价
本研究选题较好, 
新颖性强, 但需进
一步研究探讨.


