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Abstract
AIM: To observe the influence of specificity 
protein 3 (Sp3) silencing on invasion of HepG2 
cells in a xenogeneic graft mouse model, and to 
explore the possible mechanisms involved. 

METHODS: A shRNA-Sp3 or non-relevant 
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RNAi沉默Sp3 基因对裸鼠人肝癌种植瘤细胞侵袭能力的
影响

李 佳, 陆会平, 莫伟嘉, 李海荣, 冯振博

®

■背景资料
转录因子Sp3在多
种人肿瘤细胞株
及组织中高表达, 
调控肿瘤细胞生
长、侵袭等生物
学行为. β-catenin
是Wnt/β-catenin
信号通路中的关
键作用分子,与肿
瘤细胞增殖及浸
润有关. β-catenin
的启动子含有丰
富的GC盒 ,  此结
构能被Sp家族识
别 并 结 合 .  可 见
β -ca tenin 为Sp3
调控的下游基因, 
提 示S p 3 基 因 在
体内参与肝细胞
癌侵袭能力的调
控, 其机制可能与
Wnt/β-catenin信
号通路有关. 

shRNA was transfected into HepG2 cells using 
a lentiviral vector. Non-transfected HepG2 cells 
were used as controls. The three groups of cells 
were injected into nude mice. Tumor formation 
rate was determined, and the pathological mor-
phology of cells in three groups was observed. 
The mRNA and protein expression of Sp3, 
β-catenin, E-cadherin and matrix metallopepti-
dase 9 (MMP-9) was detected by real-time PCR 
and immunohistochemistry. 

RESULTS: The tumor formation rate was low-
er in the shRNA-Sp3 group than in the non-rel-
evant group and control group (60% vs 100%, 
100%). The ability of invasion was weaker in 
the shRNA-Sp3 group. The expression of Sp3, 
β-catenin and MMP-9 mRNAs in the shRNA-
Sp3 group was significantly lower than that in 
the non-relevant group and control group (F = 
29.692, 21.894, 109.414; P = 0.001, 0.002, < 0.001). 
The expression of E-cadherin mRNA was 
significantly higher in the shRNA-Sp3 group 
than in the other two groups (F = 66.983, P < 
0.001). The expression levels of Sp3 (30 ± 5.69), 
β-catenin (28 ± 5.13) and MMP-9 proteins (97 
± 10.41) were significantly lower than those in 
the non-relevant group and control group (P = 
0.000 for all). The expression of E-cadherin pro-
tein (132 ± 4.36) was significantly higher in the 
shRNA-Sp3 group than in the other two groups 
(P = 0.000). 

CONCLUSION: Sp3 may influence the inva-
sion of HepG2 cells in vivo by up-regulating the 
expression of β-catenin and MMP-9 and down-
regulating the expression of E-cadherin. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
Wnt/β-catenin信
号通路的异常激
活参与肝癌的发
生发展, β-catenin
是该信号通路中
的 关 键 作 用 分
子 ,  与 肿 瘤 侵 袭
及 转 移 有 关 ,  近
年 来 不 断 有 新
的β-catenin调节
因 子 被 发 现 ,  提
示β-catenin的调
控 机 制 极 为 复
杂. 因此, 深入探
讨Sp3调控Wnt /
β-catenin信号通
路, 对揭示其在肝
细胞癌恶性生物
学行为调控具有
重大意义.

Xiaohua Zazhi  2014; 22(6): 813-818  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/813.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i6.813 

摘要
目的: 构建裸鼠人肝癌种植瘤模型, 观察沉默
特异性蛋白3(specificity protein 3, Sp3)对裸
鼠人肝癌种植瘤侵袭能力的影响, 并探讨其 
机制. 

方法: 将Sp3 shRNA转染人肝癌HepG2细胞, 
并设无关序列阴性组及空白组为对照, 建立
3组裸鼠人肝癌种植瘤模型. 观察裸鼠肿瘤的
成瘤率, 瘤体进行HE染色观察其病理学改变, 
采用Real-t ime PCR及免疫组织化学检测瘤
组织中Sp3、β-连接素(β-catenin)、E-钙黏附
蛋白(E-cadherin)及基质金属蛋白酶9(matrix 
metalloproteinase 9, MMP-9)mRNA和蛋白的
表达情况. 

结果: 实验组的成瘤率明显低于其他两组
(60% vs  100%, 100%); HE观察实验组肿瘤
细胞侵袭能力明显降低. 荧光定量PCR检测
结果显示, 种植瘤中实验组的Sp3、β-catenin
及MMP-9 mRNA相对表达量明显低于空白
组及阴性组, 差异有统计学意义(F  = 29.692, 
P  = 0.001; F  = 21.894, P  = 0.002; F  = 109.414, 
P <0.001); 实验组瘤体中E-cadherin mRNA
的相对表达量高于其他两组 (F  = 66.983, 
P <0.001). 免疫组织化学结果显示, 实验组Sp3
蛋白表达为30±5.69、β-catenin蛋白表达为
28±5.13、MMP-9蛋白表达为97±10.41均低
于空白组及阴性组; E-cadherin蛋白表达为132
±4.36明显高于其他两组, 差异有统计学意义
(P  = 0.000). 

结论: Sp3可通过上调β-catenin及其下游基因
MMP-9 表达, 同时下调E-cadherin的表达, 增
强人肝癌细胞的侵袭能力. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究结果表明 ,  沉默特异性蛋白

3(specificity protein 3)可通过上调Wnt/β-连接素

(β-catenin)信号中β-catenin及其下游基因基质金

属蛋白酶9(matrix metalloproteinase 9)表达, 同时

下调E-钙黏附蛋白(E-cadherin)的表达, 增强肝癌

细胞侵袭性, 共同促进肿瘤的演进. 
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0  引言

特异性蛋白3(specificity protein 3, Sp3)作为特

异蛋白家族成员之一, 属于特殊转录因子, Sp3
和其他Sp特殊蛋白家族成员一样, 在胚胎形成

及出生后发育时期广泛表达并起关键作用, 但
在成熟齿类动物模型及人类正常组织中, Sp3表
达较低或不表达, 例如裸鼠的肝组织中Sp3几乎

不表达[1]. 而在多种人肿瘤细胞株及组织中高表

达[2-7], 从而调控肿瘤细胞的生长、侵袭等生物

学行为. 我们前期试验证实了Sp3在人肝癌细胞

HepG2中高表达, 并且沉默Sp3基因表达可引起

人肝癌细胞HepG2的生长速度减慢、细胞周期

阻滞[8]. 这些结果提示我们Sp3基因与肝细胞癌

发生发展有关. 侵袭是恶性肿瘤具有的特征性

生物学行为. Wnt/β-catenin信号通路的异常激

活参与肝癌的发生发展, 促进肿瘤细胞增殖及

侵袭. 本研究利用已构建的三株细胞株分别建

立裸鼠人肝癌种植瘤模型, 观察沉默Sp3基因表

达对肝癌细胞侵袭能力的影响, 初步探讨Sp3对
Wnt/β-catenin信号通路的调控对移植瘤肝癌细

胞侵袭能力的影响, 并探讨其可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2肝癌细胞购自中国科学院上海生

物细胞研究所. Balb/c裸鼠购自广西医科大学动

物实验中心, 生产许可证号SCXK桂2009-000, 鼠
龄6 wk, 雌雄兼用, 饲养于广西医科大学动物实

验中心SPF级饲养房. cDNA逆转录试剂盒购自

Fermentas公司, FastStart Universal SYBR Green 
Master (ROX)购自Roche公司. Sp3多克隆一抗

(浓缩液)购自美国Santa Cruze公司, β-catenin、
E-cadherin及基质金属蛋白酶9(matrix metallopro-
teinase 9, MMP-9)单克隆抗体工作液购自北京中

杉金桥生物技术有限公司, 鼠兔通用型二抗购自

上海长岛生物技术有限公司, DAB显色剂购自北

京中杉金桥生物技术有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞转染及裸鼠人肝细胞癌成瘤模型的构

建: 细胞株实验组(Lv-shRNA-Sp3)、阴性组(Lv-
shRNA-NC)由本课题组构建[8]. 将30只裸鼠随机

分为3组: 实验组、阴性组和空白组, 每组10只. 
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■相关报道
P a t h i 等 对 阿 司
匹林在结肠癌治
疗的研究中表明
β-catenin 是Sp家
族 的 下 游 靶 基
因 .  本 课 题 组 前
期实验结果发现
Sp3在人肝癌细胞
HepG2中高表达, 
并且沉默Sp3 基因
表达可引起人肝
癌细胞HepG2的
生长速度减慢、
细胞周期阻滞; 肝
细胞癌组织中Sp3
蛋白高表达, Sp3
高表达与肿瘤恶
性程度呈正相关; 
这些结果提示我
们Sp3 基因与肝细
胞癌的生长及浸
润转移有关.

参照相关文献[9]中的裸鼠皮下种植瘤模型建立

方法, 将转染后48 h的实验组、阴性组及处于对

数期生长的HepG2 3组细胞, 常规消化, 细胞悬

液以1×107细胞/0.2 mL剂量分别接种于相应组

的裸鼠右前肢腋下, 皮下接种. 每隔3 d观察皮下

成瘤情况, 裸鼠接种细胞后第28天处死. 解剖观

察瘤体生长情况. 瘤体组织分为2份: 一份用4%
中性甲醛固定, 制作蜡块后切片进行HE染色及

免疫组织化学染色. 另一份标本立即放置液氮

中, 随后转移至-80 ℃超低温冰箱保存, 用来提

取RNA. 
1.2.2 Real-time PCR检测基因表达: 应用Primer 
5.0软件设计引物并由Invitrogen公司合成, 引物

序列如表1. 使用TRIzol分别提取3组种植瘤的总

RNA, 检测RNA完整度后, 逆转录为cDNA, 参照

逆转录试剂盒说明书进行, Real-time PCR方法

采用ROX公司试剂盒说明书进行, 以β-actin为内

参, 使用ABI公司的PCR仪对PCR产物进行定量

检测, 由计算机分析给出Ct及RQ值. 
1.2.3 免疫组织化学检测β-catenin、E-cadherin及

MMP-9: 石蜡切片脱蜡后, 进行Sp3及E-cadherin
检测的切片浸入pH 8.0 EDTA, 进行β-catenin及
MMP-9检测的切片浸入柠檬酸缓冲液, 均用高

压锅修复1 min 30 s, 3%H2O2于室温孵育10 min
以消除内源性过氧化物酶活性; 分别滴加Sp3(稀
释1∶150)、β-catenin、E-cadherin及MMP-9一
抗, 37 ℃温箱孵育1.5 h; PBS冲洗后滴加二抗, 继
续37 ℃孵育30 min; PBS冲洗后DAB显色, 苏木

素复染, 脱水透明, 中性树胶封片. 实验均设立

阳性对照及阴性对照. 结果判断: 判断结果综合

染色深度结合阳性细胞百分比统计计分. Sp3、
β-catenin、E-cadherin及MMP-9阳性染色呈棕褐

色颗粒, Sp3阳性定位于细胞核, β-catenin定位于

细胞膜、细胞浆及细胞核, E-cadherin阳性定位

于细胞膜, MMP-9阳性定位于细胞浆. 400倍高

倍镜下随机选取10个不连续视野进行观察, 每
个视野计算200个细胞中阳性细胞数, 取其均值. 

统计学处理 应用SPSS16.0软件进行统计分

析, 计量资料用mean±SD表示, 组间比较用单因

素方差分析, 组间多重比较用t检验. P <0.05差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 裸鼠成瘤情况 在给药期间, 共有4只裸鼠死

亡, 其中空白组3只, 阴性组1只, 死亡原因可能

与皮下瘤体生长较快导致恶病质有关. 各组裸

鼠接种肿瘤细胞悬液28 d后处死, 解剖结果显示: 
空白组7只裸鼠均成瘤, 成瘤率100%; 阴性组9只
均成瘤, 成瘤率100%; 实验组10只裸鼠中成瘤6
只, 成瘤率只有60%. 
2.2 三组裸鼠种植瘤的病理学变化 3组瘤体大体

形态均呈结节状或分叶状, 切面灰白、实性质

中, 中央可见坏死. 实验组瘤体包膜均完整, 与
周围组织无黏连, 瘤体易剥离; 空白组和阴性组

瘤体包膜与周围组织粘连. HE染色结果可见3组
种植瘤瘤体镜下均为中等分化肝细胞癌, 癌巢

内癌细胞呈梁状排列, 中间可见坏死, 癌细胞胞

浆呈嗜酸性, 细胞核圆形, 核浆比例增大, 可见

瘤巨细胞. 空白组和阴性组可见癌细胞突破包

膜, 侵犯周围肌组织(图1); 实验组瘤体包膜完整, 
未见癌细胞侵犯周围组织. 
2.3 R e a l-t i m e P C R检测裸鼠种植瘤S p3、
β-catenin、E-cadherin及MMP-9 mRNA表达量 
荧光定量PCR检测结果显示, 种植瘤中实验组

的Sp3、β-catenin及MMP-9 mRNA相对表达量

明显低于空白组及阴性组, 差异有统计学意义

(F  = 29.692, P  = 0.001; F  = 21.894, P  = 0.002; F  = 
109.414, P <0.001), 空白组和阴性组之间的差异

无统计学意义(P >0.05). 实验组瘤体中E-cadherin 
mRNA的相对表达量高于其他两组, 差异有统计

学意义(F  = 66.983, P <0.001), 空白组和阴性组之

间的差异无统计学意义(P >0.05)(图2). 
2 .4  免疫组织化学检测裸鼠种植瘤中S p3、
β-catenin、E-cadherin及MMP-9蛋白的表达情

2014-02-28|Volume 22|Issue 6|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  Real-time PCR引物序列及产物长度

     基因名称 上游引物 下游引物 产物长度(bp)

Sp3 5'-GCTTGCACCTGTCCCAACTGTA-3' 5'-CTCCAGAATGCCAACGCAGA-3' 148

β-catenin 5'-GAGTGCTGAAGGTGCTATCTGTC-3' 5'-CTGAACAAGAGTCCCAAGGAGA-3' 197

E-cadherin 5'-CCAGCGTGGGAGGCTGTATA-3' 5'-TCCAAGCCCTTTGCTGTTTT-3' 110

MMP-9 5'-CGTGTCTGGAGATTCGACTTGA-3' 5'-TTGGAAACTCACACGCCAGA-3' 165

β-actin 5'-GCACCACACCTTCTACAATGAGC-3' 5'-GGATAGCACAGCCTGGATAGCAAC-3' 166
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■创新盘点
本实验构建了基
于HepG2细胞的
裸鼠人肝癌种植
瘤模型, 观察沉默
S p 3 基 因 表 达 对
肝癌细胞侵袭能
力 的 影 响 ,  初 步
探讨Sp3对Wnt /
β-catenin信号通
路的调控对移植
瘤肝癌细胞侵袭
能力的影响, 并探
讨其可能机制.

况 结果显示, 实验组Sp3蛋白表达为30±5.69、
β-catenin蛋白表达为28±5.13、MMP-9蛋白表

达为97±10.41均低于空白组及阴性组, 差异有

统计学意义(P  = 0.000), 空白组和阴性组之间差

异无统计学意义(P >0.05). 而实验组E-cadherin蛋
白表达为132±4.36明显高于其他两组, 差异有

统计学意义(P  = 0.000), 空白组和阴性组之间差

异无统计学意义(P >0.05)(表2, 图3). 

3  讨论

Sp家族属于特殊转录因子, 目前发现有Sp1-9等
9个成员[10-12], 均为具有相似结构及转录特性的

DNA结合蛋白, 该家族成员在C端均存在3个串

联的Cys2His2型锌指结构域, 此结构域使该Sp
家族成员以不同亲和力识别GC/GT盒, 激活很

多哺乳动物细胞的启动子, 决定启动子的特异

性和转录效率从而参与多种基因的调控. 目前

发现许多癌症和疾病都存在Sp1和Sp3异常调节, 
在大多数肿瘤中呈高表达, 并在肿瘤形成过程

中起重要作用, 维持或促进细胞增殖及侵袭, 包
括膀胱癌[2]、乳腺癌[4]、前列腺癌[13]等. 本课题

组前期实验结果[14]也发现肝细胞癌组织中Sp3
蛋白高表达, Sp3高表达与肿瘤恶性程度呈正相

关, 表明Sp3与肝细胞癌的发生发展有关. Wnt/
β-catenin信号通路的异常激活参与肝癌的发生

发展, 而β-catenin是该信号通路中的关键作用

分子[15-17], 不仅在钙黏蛋白介导的细胞黏附、细

胞骨架分化中起重要作用, 而且在Wnt/β-catenin
信号通道的关键环节调控cyclin D1、c-myc及
MMPs等基因的表达, 从而促进肿瘤细胞增殖及

浸润. 
近年来不断有新的β-catenin调节因子被发

现, 提示β-catenin的调控机制极为复杂. β-catenin
启动子含有丰富的GC盒, 此结构能被Sp家族识

别并结合. 在2012年Pathi等[18]对阿司匹林在结

肠癌治疗的研究中发现, 在结肠癌细胞SW480
中利用小RNA干扰技术沉默Sp3导致β-catenin
的表达减少, 表明β-catenin是Sp家族的下游靶基

因. 本实验利用RNA干扰技术构建下调Sp3表达

的裸鼠人肝癌种植瘤模型, 结果发现瘤体Sp3和
β-catenin mRNA及蛋白低表达, 两者表达均呈正

相关, 提示Sp3直接或间接的调控β-catenin的表

达, 这与Pathi的研究是一致的. 裸鼠种植瘤大体
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图  1  3组瘤体癌组织的浸润情况(HE×100). A: 空白组癌细胞突破包膜; B: 阴性组癌细胞浸润周边肌组织; C: 实验组瘤体包

膜完整.

A B C

表  2  各组移植瘤中Sp3、β-catenin、E-cadherin及MMP-9蛋白的表达情况 (n  = 10, mean±SD)

         实验组   阴性组    空白组      F 值  P 值

Sp3   30±5.69 188±5.57 196±1.53 1194 0.000

β-catenin   28±5.13 135±5.14 141±4.00   525.16 0.000

E-cadherin 132±4.36   41±8.39   32±4.73   244.95 0.000

MMP-9   97±10.41 166±12.30 156±4.73     43.262 0.000
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图  2  Real-time PCR检测3组种植瘤中Sp-3、β-catenin、
E-cadherin及MMP-9 mRNA表达量. MMP-9: 基质金属蛋白酶9.
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和镜下观察结果显示, 实验组中癌细胞侵袭能

力减弱, 瘤体周围未见明显浸润. 为了了解Sp3
是否通过调控β-catenin及其下游基因的表达, 参
与肝细胞癌细胞浸润及侵袭, 本实验对3组种

植瘤体中E-cadherin及MMP-9的表达进行检测, 
Real-time PCR和免疫组织化学结果显示: 实验

组中β-catenin和MMP-9 mRNA及蛋白表达显著

降低, E-cadherin表达增加. 本部分实验结果提示

我们: 沉默Sp3基因减弱了人肝癌细胞HepG2的
侵袭能力, Sp3基因在体内参与肝细胞癌侵袭能

力的调控, 其机制可能与抑制Wnt/β-catenin信号

通路有关. 
随着肿瘤的进展, 肿瘤细胞内S p3合成增

多并促进β-catenin转录, 细胞膜上的β-catenin逐

渐转位到细胞质并转移进入细胞核与转录因子

TCF/LEF-1结合, 激活下游肿瘤相关基因的表达, 
诱导肝细胞癌的演进: 包括激活上皮-间充质转

变(epithelial-mesenchymal transition, EMT)调控基

因Slug[19], 后者可抑制E-cadherin的转录, 进而减

少E-cadherin/β-catenin复合体形成, 减弱细胞间

的黏附; 同时Wnt/β-catenin信号通路可通过调节

环氧化物酶-2(cyclooxygenase type 2, COX-2)提
高MMPs的表达[20]; 共同导致肿瘤的浸润及转移. 

以上研究结果表明, Sp3可通过上调Wnt/
β-catenin信号中β-catenin及其下游基因MMP-9
表达, 同时下调E-cadherin的表达, 增强肝癌细胞

侵袭性, 共同促进肿瘤的演进. 因此, 深入探讨

Sp3调控Wnt/β-catenin信号通路, 对揭示其在肝

■应用要点
S p 3 可 通 过 上 调
Wnt/β-catenin信号
中β-catenin及其
下游基因MMP-9
表 达 ,  同 时 下 调
E-cadherin的表达, 
增强肝癌细胞侵
袭性, 共同促进肿
瘤的演进. 本文将
为肝癌侵袭及转
移的分子机制研
究提供线索, 同时
为肝癌晚期治疗
提供新思路.
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图  3  免疫组织化学检测3组种植瘤中Sp3、β-catenin 、E-cadherin及MMP-9蛋白表达(×400). A-D: 实验组; E-H: 空白

组; I-L: 阴性组; A, E, I: Sp3; B, F, J: β-catenin; C, G, K: E-cadherin; D, H, L: MMP-9. MMP-9: 基质金属蛋白酶9.
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细胞癌恶性生物学行为调控具有重大意义, 两
者之间的具体作用机制, 还有待我们的进一步

研究. 
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■同行评价
本文通过裸鼠人
肝癌种植瘤模型
证明沉默Sp3 基因
在体内可减弱人
肝癌细胞HepG2
的迁移及侵袭能
力, 并初步探讨其
机制, 对探索肝癌
发病机制具有实
际意义.
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