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■背景资料
血 管 紧 张 素 Ⅱ
(angiotensin Ⅱ, 
A n g Ⅱ ) 可 以 刺
激肿瘤细胞发生
转移 ,  其机制尚
不明确 .  上皮间
质转化(epithelial 
m e s e n c h y m a l 
transition, EMT)
是近些年肿瘤转
移机制中的热点
问题 ,  肝癌的转
移中研究也较多. 
阐明AngⅡ刺激
肿瘤中涉及EMT
现象的可能性是
较为新颖的科研
问题.
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Abstract
AIM
To detect the expression of molecules of 
the renin-angiotensin system (RAS) in 
hepatocellular carcinoma (HCC) and explore 
whether angiotensin Ⅱ (Ang Ⅱ) induces 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) in 
SSMC7721 cells.

METHODS
Fifty-six HCC tissues were collected, and 
immunohistochemistry and Western blot were 
used to assess the expression of angiotensin 
converting enzyme 1 (ACE1), ACE2, vimentin, 
E-cadherin proteins in these tissues. Ang II 
was then used to stimulate SSMC7721 cells to 
detect whether EMT markers such as vimentin 
and E-cadherin were induced.

RESULTS
Compared with normal tissues, the expression 
of ACE1 and AT1 in HCC tumor tissues were 
higher. Ang II up-regulated the expression of 
vimentin but down-regulated the expression 
of E-cadherin in SSMC7721 cells.

CONCLUSION
The RAS may play a role in HCC metastasis.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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■研发前沿
肝癌转移中的治
疗 ,  比如靶向治
疗需要较为精准
的分子靶点 ,  目
前差强人意 .  需
要从多个可能的
通路研究 .  EMT
是 肿 瘤 转 移 中
的现象之一 ,  其
机制不清 ,  抑制
EMT的发生 ,  可
能可以抑制肝癌
的转移.

Key Words: Renin-angiotensin-aldosterone 
system; Hepatocellular carcinoma; Epithelial-
mesenchymal transition
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摘要
目的
探讨肾素-血管紧张素系统(renin angiotensin 
system, RAS)在肝癌组织中的表达及血管紧
张素Ⅱ(angiotensin Ⅱ, AngⅡ)刺激肝癌细胞
发生上皮间质转换现象. 

方法
搜集56例肝癌手术标本, 组织标本石蜡切
片, 免疫组织化学法测定血管紧张素转化酶
1(angiotensin converting enzyme 1, ACE1)、
ACE2、vimentin、ecadherin蛋白表达定量; 
将细胞分组, 用AngⅡ刺激肝癌细胞系, 比较
不同分组细胞系vimentin、ecadherin蛋白表
达差异.

结果
与正常组织相比, 肝癌组织ACE1、AT1表达
上升, 上皮间质转化(epithelial mesenchymal 
transition, EMT)标志物vimentin蛋白表达
均上升, ecadher in均下降. AngⅡ刺激下, 
SSMC7721细胞系的viment in基因和蛋白
表达均上升, ecadherin下降; 加入AngⅡ的
抑制剂Ang1-7后, 这种变化受到抑制; 加入
Ang1-7的抑制剂A779后, 再次出现vimentin
上升, ecadherin表达下降. 单独加入A779与
对照组差别不大.

结论
AngⅡ可能通过刺激肝癌细胞发生EMT对肝
癌的转移起到促进作用. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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上皮间质转换

核心提要: 肝癌的复发和转移是影响肝癌预

后的重要因素 .  早期研究发现血管紧张素Ⅱ

(angiotensin Ⅱ, AngⅡ)可以促进肝癌转移, 本论

文探讨了AngⅡ通过刺激肝癌细胞发生上皮间

质转化促进肝癌转移的分子机制, 从而探讨血

管紧张素转化酶抑制剂或血管紧张素受体抑制

剂类药物的临床前景, 提供了较新的研究角度.
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0  引言

肾素-血管紧张素系统(r enn in ang io t ens in 
system, RAS)是体内一个重要的神经-体液调

节系统, 其中血管紧张素Ⅱ(angiotensin Ⅱ, 
AngⅡ)是主要的效应分子. 近年来发现AngⅡ
不仅存在于循环系统中, 而且在局部组织, 特
别是肿瘤组织中表达明显, 对于肿瘤的发生、

发展、转移起到了重要的作用[1]. 原发性肝细

胞癌(hepatatocellular carcinoma, HCC)是严重

危害人类健康的恶性肿瘤, 患病率为世界第5
位, 且有逐年上升趋势, 在男性癌症相关致死

原因中位居第3, 每年导致全球约50万人死亡. 
高死亡率的原因是因为发现晚, 手术和介入治

疗之后复发率很高(有报道[2]称3年的复发率达

50%). 因此, 如何防止复发, 并寻找新的治疗手

段是一个值得深入探索和需要逐步解决的科

学问题.
肝癌复发转移是一个多步骤、多环节

的过程. 近年发现上皮间质转化(ep i t he l i a l 
mesenchymal transition, EMT)现象与肝癌转移

有关. 我们的研究想从AngⅡ为切入点, 研究

AngⅡ刺激肝癌细胞发生EMT的现象, 为抑制

EMT发生, 从而抑制肿瘤转移提供新的临床治

疗的靶点.

1  材料和方法

1.1 材料 56例切片来自2010-2011北京大学深

圳医院手术标本. 年龄22-65岁, 所有切片由病

理医师诊断明确. 所有病例为初次手术, 未接

受过放化疗. 本研究经北京大学深圳医院伦理

委员会批准.
1.2 方法

1.2.1 肝脏免疫组织化学实验: 组织由石蜡包

埋, 切片, 伊红染色, 光镜观察. 使用血管紧张

素转化酶1(angiotensin converting enzyme 1, 
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■相关报道
肝 癌 的 转 移 中 , 
确实出现EMT现
象 ,  转化生长因
子β通路, SMAD
通路被证实参与
了 E M T 的 进 程 . 
AngⅡ作为肝脏
微环境中的组分, 
是否能够刺激肝
癌细胞发生EMT, 
此类报道不多.

ACE1)和AT1单抗检测检测RAS主要组分的表

达, 使用钙黏蛋白和波形蛋白抗体检测EMT相
关蛋白的表达(Novus Biologicals, LLC, Co). 随
机拍照10个视野, 使用Imagepro Plus软件分析.
1.2.2 新鲜标本的RNA检测: 100 mg新鲜肝癌

组织使用TRIzol法提取总RNA. 使用高效逆转

录cDNA试剂盒(First Strand cDNA Synthesis 
K i t, K1612). ACE1 、ACE2 、v imen t in 、

ecadherin基因使用ABI-Prism 7500(Applied 
B i o s y s t e m s)扩增, 目的基因表达水平使用

HPRT法(ΔCtsample = Cttarget gene-Ctreference gene), 并使

用2-ΔΔCt法相对定量. 18sRNA由上海生工合成

后作为内参.
1.2.3 药物、抗体和细胞培养及分组: 所有药

物, 除非特殊说明, 均购自Sigma公司(Sigma化
学公司, 路易斯安娜州); 细胞分为6组: 对照组; 
AngⅡ(10-7 mol/L)组; AngⅡ+Ang1-7(10-5 mol/L)
组; AngⅡ+Ang1-7+A779组; Ang1-7+A779组; 
A779组.
1.2.4 细胞实验中RNA分离及RT-PCR实验: 用
TRIzol法提取细胞中的总RNA. 使用合成试剂盒

First Strand cDNA Synthesis Kit 1612(Fermantas)
合成c D N A.  使用a c t i n作为内参 ,  引物序

列: 5'-GGAAGGTGGACAGCGAGGCC-3', 
3'-GTGACGTGGACATCCGCAAAG-5'. vimentin
和ecadherin的基因表达使用ABI-Prism 7500
仪器(Applied Biosystems). 靶基因mRNA的表

达水平使用HPRT来计算(ΔCtsample = Cttarget gene-
Ctreference gene), 使用2-ΔΔCt相对定量. 
1.2.5 Western blot分析: 细胞由RIPA缓冲液裂

解, 加入新鲜消化酶和磷脂酶抑制剂, 后冰上

孵育30 min, 4 ℃ 13000 g离心30 min. 取上清, 
蛋白浓度测定使用BCA法(Pierce). 细胞裂解, 
煮沸, 电泳分离目的蛋白. 转移蛋白至硝酸纤

维素膜. 蛋白封闭后, 使用抗vimentin(Novus), 
抗ecadher in(Novus), 抗β-act in抗体(Santa 
Cruz)4 ℃ 1 h孵育. 冲洗, 之后孵育辣根过氧化

物酶结合的二抗. TBST冲洗3遍, 加入显影剂

和定影剂, 使胶片显影.
统计学处理 采用SPSS13.0软件处理, 数

值变量使用mean±SD, 组间比较使用t检验, 
多重比较使用方差分析, P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 肝癌组织和癌旁组织的基因表达比较 结
果提示, 与正常组织相比, 肝癌组织ACE1、
AT1表达上升, EMT标志基因vimentin表达上

升, ecadherin下降, 差异有统计学意义(P <0.01, 
图1).
2.2 肝癌组织和癌旁组织的蛋白表达比较 与正

常肝组织相比, ACE1、AT1、vimentin在癌巢

中的表达较高, ecadherin在癌巢中的表达较低. 
差异均具有统计学意义(P <0.001, 表1, 图2).
2.3 A n gⅡ刺激下v i m e n t i n和e c a d h e r i n在

S S M C7721中的基因表达  A n gⅡ刺激下 , 
vimentin上升, ecadherin下降; 加入AngⅡ的

抑制剂Ang1-7后, 这种变化受到抑制; 加入

Ang1-7的抑制剂A779后, 再次出现vimentin上

Normal liver
Cancer

ACE1          AT1         vimentin    ecadherin

25

20

15

10

5

0

图  1  QT-PCR法检测肝癌组织和癌旁肝组织ACE1、AT1、
vimentin、ecadherin表达差异.  bP <0.01 vs  癌旁肝组织. 

ACE1: 血管紧张素转化酶1.

     组织 ACE1 AT1 Vimentin Ecadherin

癌旁肝组织 0.0045±0.00042 0.0731±0.00056 0.0450±0.00040 0.0604±0.00026

癌巢组织  0.0557±0.00050b  0.1024±0.00047b  0.0866±0.00064b  0.0487±0.00064b

t值 -247.726 -127.028 -173.643 53.337

P值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

bP<0.001 vs  癌旁肝组织. ACE1: 血管紧张素转化酶1.

表  1  免疫组织化学技术检测ACE1、AT1、vimentin和ecadherin在肝脏癌巢组织和癌旁肝组织中的表达差异

b

b

b

b
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■创新盘点
本文从临床标本
和细胞水平探讨
了AngⅡ刺激肝
癌细胞发生EMT
的可能性.

升, ecadherin表达下降. 单独加入A779与对照

组差别不大(表2, 图3).

3  讨论

RAS组分中, ACE1-AngⅡ-AT1受体轴和ACE2-
Ang1-7-MAS受体轴相互作用, 调控肿瘤的

发生、增殖和转移. ACE1-AngⅡ-AT1受体轴

促进肿瘤发生、增殖和转移; ACE2-Ang1-7-
MAS受体轴抑制肿瘤发生、增殖和转移. 1998
年在Lancet上发表的论文是最早的关于血管

紧张素转化酶抑制剂(angiotensin converting 
enzyme inhibitors, ACEI)和肿瘤转移关系的论

著, 研究回顾性调查了5207例长期使用ACEI
的患者, 结果提示服用该药物可能降低乳腺

200 μm

200 μm

200 μm

200 μm

200 μm

200 μm

200 μm

200 μm

A

C

E

G H

F

B

D

图  2  免疫组织化学染色检测ACE1、AT1、viemtnin、ecadherin在肝癌组织中的蛋白表达. A: ACE1在癌旁肝组织的表

达; B: ACE1在癌巢的表达; C: AT1在肝脏的表达; D: AT1在癌巢的表达; E: Viemtnin在肝脏的表达; F: Vimentin在癌巢

的表达; G: Ecadherin在肝脏的表达; H: Ecadherin在癌巢的表达. ACE1: 血管紧张素转化酶1.
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■应用要点
本文为血管紧张
素受体抑制剂及
血管紧张素转化
酶抑制剂类药物
运用到肝癌转移
中的可能性做了
基础部分的研究.

癌、肺癌的发生率[3], 之后越来越多的研究开

始探讨RAS同乳腺肿瘤、膀胱癌、肝癌和胃

肠道肿瘤的关系[4]. 结果表明AngⅡ可以促进

肿瘤生长, 血管形成和肿瘤转移, 并且抑制凋

亡. 另一方面, Ang1-7、ACEI和血管紧张素受

体抑制剂(angiotensin receptor blocker, ARB)类
药物可以抑制肿瘤生长, 延长患者生存期[5].

近期的研究主要集中在AT1受体表达和

AT1受体同癌症的关系方面. 研究发现AT1在
许多癌症中表达异常, 包括前列腺癌、卵巢

癌、胰腺癌及胃肠道肿瘤. AT1原本在这些正

常组织中都有表达, 在肿瘤中, 表达量有变化[6]. 
Ang1-7已经进入临床研究, 有好的临床应用前

景[7]. 本文提示与正常组织相比, ACE1、AT1
和vimentin在肿瘤组织中比正常组织中表达量

高, 而且ACE1可能通过AT1起作用. AT1在肿

瘤的发生、生长和转移中有表达异常. 研究[8]

发现, 大约10%-20%的乳腺癌可以看到AT1高
表达, 也许与肿瘤处于增长期有关. 例如, AT1
在原位和进展期表达较高, 在转移阶段表达较

低[9]. 我们的研究发现AT1在癌巢的表达达高于

周围肝组织. 血管紧张素转化酶AngⅡ/AT1通

过促进星状细胞增殖加速肝纤维化及肝癌的

发生; 通过内皮生长因子受体(epithelial growth 
factor receptor, EGFR)介导促进肝癌细胞增殖.

这些研究虽然发现Ang Ⅱ/AT1通路对肝脏

纤维化, 肝癌血管形成起到促进作用, 但对于

Ang Ⅱ/AT1对肝癌转移的其他方面的促进作用

研究不多. 近些年, 有学者关注到Ang Ⅱ/AT1对
肝癌细胞EMT/MET的调控作用. 传统的细胞

理论认为, 所有细胞都从祖细胞分化而来, 但
是从20世纪以来, 人们发现除了常规分化以外, 
上皮细胞在特定情况下, 可以表现出可塑性, 
由一种形态转化为另一种形态. 这些上皮细胞, 
与某些介质相互作用后, 逐渐丧失某些上皮细

胞的特征, 比如极性, 细胞间连接, 并逐渐获得

间质细胞的特征, 比如侵袭能力和迁移能力. 
这种现象称之为EMT, 相反的过程称之为间

质上皮转换(mesenchymal epithelial transition, 
MET)[10]. 为了方便研究, 根据发生时情况的不

同, 2007年召开的国际EMT大会, 将EMT分为3
种类型: Ⅰ型在受精卵种植、胚胎形成、器官

形成中发生; Ⅱ型在创伤愈合, 组织重建和纤维

化过程中发生; Ⅲ型在肿瘤侵袭和转移中发生. 
原发灶的肿瘤细胞可以通过EMT转化为间质

细胞, 侵入基底膜, 进入血管发生血行转移, 再
通过MET转化为上皮细胞, 形成远处的次级灶.

以往的研究[4]发现, AngII通过AT1受体使

得TGF-β表达增强, 从而诱导肝癌细胞发生

EMT, 表现为ecadherin下降, vimentin上升; 此
外, 还可以使ERK通路及smad通路活化, 表现

为ERK蛋白表达升高, smad2蛋白表达升高, 用
siRNA干扰抑制AT1表达, 可以导致AT1表达下

降, 从而ERK及smad2蛋白表达也下降, TGF-β
表达量降低, 而细胞的迁移能力和侵袭能力也

降低. 说明, AngⅡ/AT1是可以通过多种通路

影响细胞EMT, 从而影响细胞的迁移和侵袭

表  2  Western blot检测AngⅡ刺激下ecadherin及vimentin的基因变化

     分组 Ecadherin Vimentin

对照组 1.0011±0.00042 1.0012±0.00045

AngⅡ  0.1841±0.00030b  1.2347±0.00031b

AngⅡ+Ang1-7  0.3086±0.00454b  0.9070±0.00471b

AngⅡ+Ang1-7+A779  0.6807±0.00035b  1.1541±0.00034b

A779  0.8791±0.00352b  1.1350±0.00062b

bP<0.001 vs  对照组.
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图  3  AngⅡ刺激下ecadherin及vimentin的基因变化. 
1: 对照组; 2: AngⅡ组; 3: AngⅡ+Ang1-7组; 4: AngⅡ
+Ang1-7+A779组; 5: A779组.
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■名词解释
上 皮 间 质 转 换
(EMT):  上皮细
胞在特定情况下, 
可以表现出可塑
性 ,  由一种形态
转化为另一种形
态 .  这些上皮细
胞 ,  与某些介质
相互作用后 ,  逐
渐丧失某些上皮
细胞的特征 ,  比
如极性 ,  细胞间
连接 ,  并逐渐获
得间质细胞的特
征 ,  比如侵袭能
力 和 迁 移 能 力 . 
这种现象称之为
EMT, 相反的过
程称之为间质上
皮转换.

能力的. 研究[4]发现, 予以AT1受体拮抗剂, 比
如血管紧张素受体抑制剂类药物(angiotensin 
receptor blocker, ARB)抑制细胞, 可发现, 细胞

的侵袭能力下降, EMT现象减弱; TGF-β表达

量下降. 本研究探讨了AngⅡ, 这个居于RAS核
心地位的物质, 如何诱导HCC发生EMT, EMT
相关蛋白, 如ecadherin和vimentin是如何变化

的? 我们的研究发现, AngⅡ刺激下肝癌细胞

系表达的EMT相关蛋白会发生变化, 表现为上

皮标志物表达下降(cadherin表达物下降), 间质

标志物表达上升(vimentin表达物上升). 在临床

标本和细胞水平证实了AngⅡ可以刺激肝癌细

胞发生EMT. 
那么, ACE2/Ang1-7这个轴对肝癌的作用

如何呢? 既往的研究发现, AngⅡ/AT1和ACE2/
Ang1-7这两个不同的轴对肝癌细胞的转移和

迁徙是起到方向相反的调控作用. 对AngⅡ有

抑制作用的Ang1-7可以抑制EMT现象, 而这种

抑制作用可以被A779解除[11-15]. ACE2/Ang1-7
可以抑制多种细胞发生EMT, 如肾小管上皮细

胞, 肺癌细胞发生EMT, 表现为细胞迁移和侵

袭能力下降, ecadherin上升, vimentin下降, α平
滑机动蛋白表达下降. 而加入Ang1-7的抑制剂

A779后, EMT又得到部分恢复. 说明, A779及
其类似物可以作为潜在的抑制肿瘤转移, 包括

肝癌转移的药物, 有一定临床应用的前景. 涉
及的信号通路比较多, 包括JNK、ERK和p38
等[7]. 本实验中, 我们发现, 在AngⅡ刺激下的

肝癌细胞系的EMT同样受到Ang1-7的抑制, 这
种抑制作用可以被A779解除.

今后的研究, 我们将进入信号通路的探讨, 
深入研究AngⅡ/AT1和ACE2/Ang1-7这两个不

同的轴调控EMT的分子机制.
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