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　　［摘要］　目的　通过调节糖原合酶激酶３β（ＧＳＫ３β）来观察其对肝癌细胞迁移能力的影响，研究ＧＳＫ３β在肝癌细胞迁
移过程中发挥的作用。方法　分别应用ＧＳＫ３特异性抑制剂ＬｉＣｌ和ＳＢ２１６７６３抑制ＧＳＫ３β的活性，或转染ＧＳＫ３βＷＴ、
ＧＳＫ３βＳ９Ａ、ＧＩＤ５６质粒影响ＧＳＫ３β的活性，通过划痕实验、小室迁移实验、微管组织中心体（ＭＴＯＣ）实验等观察处理前后

肝癌细胞系ＳＭＭＣ７７２１和 Ｈｅｐ３Ｂ迁移能力的改变，并用免疫细胞化学法观察肝癌细胞迁移后磷酸化 ＧＳＫ３β（ｐＧＳＫ３β）的

分布。结果　划痕实验发现，用ＬｉＣｌ和ＳＢ２１６７６３处理后，ＳＭＭＣ７７２１细胞的相对迁移率分别下降３６．４４％和４１．７８％，
Ｈｅｐ３Ｂ细胞的相对迁移率都下降２６．６６％。转染ＧＳＫ３βＷＴ后，ＧＳＫ３β和ｐＧＳＫ３β表达上调，ＳＭＭＣ７７２１细胞相对迁移率

降为６１．２７％；转染ＧＳＫ３βＳ９Ａ后，ＧＳＫ３β表达上调，ｐＧＳＫ３β变化不明显，ＳＭＭＣ７７２１细胞相对迁移率降为３８．６１％；转染

ＧＩＤ５６后，ＧＳＫ３β变化不明显，ｐＧＳＫ３β表达增多，ＳＭＭＣ７７２１细胞相对迁移率降为３６．４９％。免疫细胞化学可见，在正常

培养的条件下肝癌细胞发生迁移３ｈ后，细胞内ｐＧＳＫ３β呈现出在细胞前沿边缘附集的现象；而加入ＬｉＣｌ后，ｐＧＳＫ３β的分布

则未呈现这种边缘附集的现象。ＭＴＯＣ实验发现，未加入抑制剂时 Ｈｅｐ３Ｂ细胞 ＭＴＯＣ阳性率在６０％以上，而应用ＧＳＫ３β
抑制剂后 ＭＴＯＣ阳性率明显下降。结论　ＧＳＫ３β在肝癌细胞的迁移过程中起到重要作用，应用针对ＧＳＫ３β的特异性抑制
药物能够影响肝癌细胞的极性化，降低肝癌细胞的迁移能力。
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第１期．王剑飞，等．糖原合酶激酶３β在肝癌细胞迁移过程中的作用 · ２９　　　 ·

　　糖原合酶激酶３β（Ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ
３β，ＧＳＫ３β），是一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，早期
研究认为该酶的功能仅是磷酸化肝糖原合成酶（ＧＳ）
并使之失活，但是后来发现该酶可磷酸化众多底物，
参与蛋白合成及细胞增殖、分化、运动等［１４］。已有
研究表明，ＧＳＫ３β在肝癌的发生发展过程中起重要
作用，并参与肝癌细胞生长和细胞凋亡信号通路调
控［５６］，但是ＧＳＫ３β是否参与了肝癌细胞的转移仍
有待研究。本研究通过上调和下调 ＧＳＫ３β的活
性，观察其活性改变后肝癌细胞系 ＳＭＭＣ７７２１、

Ｈｅｐ３Ｂ迁移能力的变化，以探讨 ＧＳＫ３β在肝癌细
胞迁移过程中所发挥的作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和仪器　ＤＭＥＭ 培养液购自Ｇｉｂｃｏ
公司，ＧＳＫ３特异性抑制剂 ＬｉＣｌ、ＳＢ２１６７６３购自

ＣａｌＢｉｏｃｈｅｍ公司，ＧＳＫ３β、ｐＧＳＫ３β购自ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌｉｎｇ公司，ｐｅｒｉｃｅｎｔｒｉｎ 抗体 购 自 ＢａｂＣｏ 公 司，

αｔｕｂｕｌｉｎ抗体购自Ｓｉｇｍａ公司。Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ电转
仪购自 Ａｍａｘａ公司，荧光显微镜购自 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司，Ｃｈａｍｂｅｒ小室购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。

１．２　细胞培养　肝癌细胞系ＳＭＭＣ７７２１、Ｈｅｐ３Ｂ
均由第二军医大学东方肝胆外科医院卫立辛教授惠

赠。置于含１０％小牛血清的ＤＭＥＭ 培养液，３７℃、

５％ＣＯ２条件下培养。以０．２５％胰酶、０．０２％乙二胺
四乙酸（ＥＤＴＡ）消化、传代。

１．３　细胞划痕实验检测 ＧＳＫ３β抑制剂对细胞迁
移的影响　将细胞种于６孔板内，待细胞长满后，用

１０μｌ微量移液器枪头在其中划痕，用 ＤＭＥＭ 培养
液冲洗并吸净后，分别孵育以含１０μｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
（ＮａＣｌ组）、１０μｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ（ＬｉＣｌ组）、２０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＭＳＯ （ＤＭＳＯ 组 ）、２０ μｍｏｌ／Ｌ ＳＢ２１６７６３
（ＳＢ２１６７６３组）的１０％小牛血清的ＤＭＥＭ 培养液。
分别于划痕后０、２４ｈ拍照，利用显微镜拍照程序测
量划痕宽度，每条划痕测量５次，取其平均值。利用
公式计算：细胞迁移距离（ｄ）＝划痕后２４ｈ宽度－
初始划痕后宽度。ＮａＣｌ组平均值记为ｄ１，ＬｉＣｌ组平
均值记为ｄ２，ＤＭＳＯ组平均值记为ｄ３，ＳＢ２１６７６３组
平均值记为ｄ４，以 ＮａＣｌ组作为标准，ＬｉＣｌ组、ＤＭ
ＳＯ组、ＳＢ２１６７６３组的相对迁移率分别为：ｄ２／ｄ１×
１００％、ｄ３／ｄ１×１００％、ｄ４／ｄ１×１００％。共进行１２组
实验。

１．４　Ｃｈａｍｂｅｒ小室检测质粒转染对细胞迁移的影响

１．４．１　细胞转染　质粒ＧＳＫ３βＳ９Ａ、ＧＳＫ３βＷＴ
（ＷｉｌｄＴｙｐｅ）、ＧＩＤ５６、ＧＩＤ５６ＬＰ均由中国科学院
上海生命科学研究院神经科学研究所王以政教授馈

赠。ＳＭＭＣ７７２１细胞常规培养，取对数生长期的细
胞，采用 Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ电转仪，按操作步骤进行转
染。取１．５×１０６个细胞离心去培养液，加入电转缓
冲液１００μｌ，加所需质粒３μｇ和绿色荧光蛋白基因
（ＧＦＰ）１μｇ共转，对照仅转染ＧＦＰ１μｇ。将细胞、
电转缓冲液和质粒吹打混匀，加入电转杯中，选取所
需的程序，用电穿孔法转染ＳＭＭＣ７７２１细胞。应
用蛋白质印迹法检测转染后ＧＳＫ３β及ｐＧＳＫ３β的
表达。

１．４．２　转染细胞的迁移实验　将转染后的细胞常
规培养２４ｈ后，取约２×１０５的细胞，加入０．５％小牛
血清的ＤＭＥＭ 培养液１００μｌ，滴加于趋化小室内，
于２４孔板中加入１ｍｌ１０％小牛血清的ＤＭＥＭ 培
养液，将小室置于２４孔板内。８ｈ后于荧光显微镜
下观察拍照并计数。将趋化小室底膜之上的细胞拭
去，再次拍照并计算穿膜细胞数。重复２次，以ＧＦＰ
为ＧＳＫ３βＳ９Ａ、ＧＳＫ３β ＷＴ 的阴性对照组，以

ＧＩＤ５６ＬＰ为ＧＩＤ５６的对照组。

１．５　免疫细胞化学检测肝癌细胞内ｐＧＳＫ３β的分
布　将 Ｈｅｐ３Ｂ细胞接种于消毒后的盖玻片上，待细
胞长满后，用１０μｌ微量移液器枪头在其中划痕，用

ＤＭＥＭ培养液冲洗并吸净后，分别孵育以１０％小牛
血清的ＤＭＥＭ 培养液、１０％小牛血清的ＤＭＥＭ 培
养液＋１０μｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ。３ｈ后吸净培养液，ＰＢＳ冲
洗２次，４％多聚甲醛４℃固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次
后，用０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温下孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ
冲洗２次，３％山羊血清４℃封闭１ｈ，吸净后，予以

１１００ＧＳＫ３β抗体孵育，４℃过夜，ＰＢＳ冲洗６次
后，加入１２０００荧光标记鼠抗兔抗体孵育１ｈ，

ＰＢＳ冲洗６次后封片，于荧光显微镜下观察。

１．６　微管组织中心体（ＭＴＯＣ）实验检测 ＧＳＫ３β
抑制剂对 ＭＴＯＣ极性化的影响

１．６．１　ＭＴＯＣ实验步骤　将 Ｈｅｐ３Ｂ细胞接种于消
毒后的盖玻片上，待细胞长满后，用１０μｌ微量移液
器枪头在其中划痕，用ＤＭＥＭ 培养液冲洗并吸净，
分别孵育以含１０μｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１０μｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ、２０

μｍｏｌ／ＬＤＭＳＯ、２０μｍｏｌ／ＬＳＢ２１６７６３的１０％小牛
血清的ＤＭＥＭ培养液。１６ｈ后吸净培养液，ＰＢＳ冲
洗２次，４％多聚甲醛４℃固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次
后，用０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温下孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ
冲洗２次，３％山羊血清４℃封闭１ｈ，吸净后，予以

１１００Ｐｅｒｉｃｅｎｔｒｉｎ抗体孵育，４℃过夜，ＰＢＳ冲洗６
次后，加入１２０００荧光标记鼠抗兔抗体孵育１ｈ，

ＰＢＳ冲洗６次，以１１００００Ｈｏｃｈｅｓｔ核染色１０
ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次后封片，于荧光显微镜下观察。
共进行６组实验。
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１．６．２　结果统计　ＭＴＯＣ实验所标记的ｐｅｒｉｃｅｎ
ｔｒｉｎ蛋白是微管组织中心体的特异成分（红色），利
用 Ｈｏｃｈｅｓｔ染色细胞核（蓝色），并将两个图像融合，
以细胞核的中心为顶点，朝向划痕区域作一１２０°角，
如果 ＭＴＯＣ分布在该角内，则记为阳性，否则记为
阴性。每组取５个视野拍照，计数其中阳性细胞百
分比。分别以ＤＭＳＯ组和 ＮａＣｌ组为对照，其余为
处理组。实验重复２次。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计

学分析，组间比较采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＧＳＫ３β抑制剂对细胞迁移的影响　由细胞划
痕实验结果（图１）可见，应用ＧＳＫ３特异性的抑制
剂ＬｉＣｌ和ＳＢ２１６７６３后，肝癌细胞的迁移能力明显
下降，ＳＭＭＣ７７２１细胞的相对迁移率分别下降

３６．４４％和４１．７８％（Ｐ＜０．０１），Ｈｅｐ３Ｂ细胞的相对
迁移率都下降２６．６６％（Ｐ＜０．０１）。

图１　ＳＭＭＣ７７２１细胞孵育于不同液体的划痕实验

Ｆｉｇ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙｏｆＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＮａＣｌ，ＬｉＣｌ，ＤＭＳＯ，ａｎｄＳＢ２１６７６３

２．２　ＧＳＫ３βＷＴ、ＧＳＫ３βＳ９Ａ、ＧＩＤ５６对肝癌细
胞迁移能力的影响

２．２．１　转染后 ＧＳＫ３β及ｐＧＳＫ３β的表达　蛋白
质印迹结果（图 ２）显示，转染 ＧＳＫ３β ＷＴ 后，

ＧＳＫ３β表达上调，ｐＧＳＫ３β同时增多；转染ＧＳＫ３β
Ｓ９Ａ后，ＧＳＫ３β表达上调，但ｐＧＳＫ３β与 ＧＦＰ对
照组相比变化不明显；转染ＧＩＤ５６ＬＰ后，ＧＳＫ３β、

ｐＧＳＫ３β的 表 达 情 况 与 转 染 ＧＦＰ 一 致；转 染

ＧＩＤ５６后，ＧＳＫ３β表达未出现明显变化，ｐＧＳＫ３β
则明显增多。

图２　转染不同质粒后ＳＭＭＣ７７２１中

ＧＳＫ３β及ｐＧＳＫ３β的表达

Ｆｉｇ２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＳＫ３βａｎｄ

ｐＧＳＫ３βｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳＭＭＣ７７２１

ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｓｍｉｄｓ

２．２．２　转染后肝癌细胞迁移能力的变化　由于

ＧＳＫ３βＳ９Ａ、ＧＳＫ３βＷＴ、ＧＩＤ５６ＬＰ、ＧＩＤ５６质粒
本身不具有荧光，故加入ＧＦＰ共转，进行荧光标记
（图３）。转染不同质粒后，ＳＭＭＣ７７２１细胞迁移能
力明显下降。对照组中，将转染 ＧＦＰ的 ＳＭＭＣ
７７２１细胞加入小室后８ｈ，约有５０．４％的肝癌细胞
穿过纤维膜，进入了纤维膜的下方。将实验结果标
准化后发现，处理组中，转染ＧＳＫ３βＳ９Ａ和ＧＩＤ５６
后，ＳＭＭＣ７７２１ 细 胞 相 对 迁 移 率 分 别 下 降 为

３８．６１％和３６．４９％；转染ＧＳＫ３βＷＴ后，相对迁移
率降为６１．２７％。

２．３　ＧＳＫ３β抑制剂对肝癌细胞内ｐＧＳＫ３β分布
的影响　在正常培养的条件下，肝癌细胞发生迁移

３ｈ后，Ｈｅｐ３Ｂ细胞内ｐＧＳＫ３β呈现出在细胞前沿
边缘附集的现象，而加入ＧＳＫ３β的抑制剂ＬｉＣｌ后，

ｐＧＳＫ３β的分布未 呈 现 这 种 边 缘 附 集 的 现 象
（图４）。

２．４　ＧＳＫ３β抑制剂对肝癌细胞 ＭＴＯＣ的影响　
Ｈｅｐ３Ｂ细胞 ＭＴＯＣ染色及 Ｈｏｃｈｅｓｔ染色结果如图

５所示，未加入抑制剂时，Ｈｅｐ３Ｂ细胞 ＭＴＯＣ阳性
率在６０％以上，其中ＤＭＳＯ组为６２．７６％，ＮａＣｌ组
为６１．２２％。而应用 ＧＳＫ３β抑制剂后，ＭＴＯＣ阳
性率明显下降，ＳＢ２１６７６３组降为３１．１７％，ＬｉＣｌ组
降为２９．０９％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
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图３　不同质粒转染后ＳＭＭＣ７７２１细胞迁移能力的改变

Ｆｉｇ３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｓｍｉｄｓ

图４　Ｈｅｐ３Ｂ细胞划痕后ｐＧＳＫ３β分布的变化

Ｆｉｇ４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｐＧＳＫ３βｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎＨｅｐ３Ｂｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ

图５　Ｈｅｐ３Ｂ细胞 ＭＴＯＣ染色及Ｈｏｃｈｅｓｔ染色

Ｆｉｇ５　ＭＴＯＣａｎｄＨｏｃｈｅｓｔｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨｅｐ３Ｂｃｅｌｌｓ

３　讨　论

　　原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，居
恶性肿瘤病死率的第２位。了解肝癌细胞的迁移机
制对于防治肝癌具有重要意义。肿瘤的转移由一系
列独立的生物学过程所组成。首先，肿瘤细胞必须
侵入原发灶周围的组织，然后进入淋巴管或血管，在
其中得以生存并在适当的条件下附壁，最后从血管
或淋巴管中渗出，进入另一组织并继续生长。在侵
袭过程中，各种溶解酶破坏肿瘤细胞外基质的同时，
肿瘤细胞必须移动进入基质，虽然有组织特异性趋
化因子和结合趋化因子能增强肿瘤细胞的运动性，
但肿瘤细胞自身的运动也是必不可少的［７］。早在

１８６３年病理学家 Ｖｉｒｃｈｏｗ就提出肿瘤细胞具有阿

米巴样运动，现已被国内外研究者所证实。多数学
者观察到，具有侵袭性的肿瘤细胞有较强的运动性，
主要表现为伪足样伸展、膜流动性及向量变化等。

Ｍｏｈｌｅｒ课题组通过体外实验证实肿瘤细胞的运动
能力与转移倾向呈正比关系［８］。肿瘤细胞中一部分
具有较强的转移活性的细胞同时具有较强迁移能力

和分泌蛋白酶降解细胞外基质的能力，能够顺利侵
入肿瘤周边的正常组织中，一方面浸润侵袭正常组
织，另一方面，它们有更多的机会侵袭到血管、淋巴
管等结构，使肿瘤发生远隔转移［９］。

　　本研究发现ＧＳＫ３β在肝癌细胞的迁移过程中
发挥了重要作用。首先，以 ＧＳＫ３β的小分子抑制
剂Ｌｉ＋及ＳＢ２１６７６３［１，４］处理肝癌细胞，通过细胞划

痕实验可以看到，Ｌｉ＋及ＳＢ２１６７６３可以有效地抑制
肝癌细胞的划痕恢复。这与ＧＳＫ３β抑制剂对于神
经胶质瘤细胞的划痕恢复的影响是一致的［１０］。由
于这类抑制剂对于同家族的ＧＳＫ３α也具有抑制作
用，我们进一步用ＧＳＫ３β相关质粒转染肝癌细胞，
以更特异性地证明其在肝癌细胞迁移中的作用。

ＧＩＤ５６为一个能与ＧＳＫ３β结合的肽段，与此肽段
结合后ＧＳＫ３β无法与Ａｘｉｎ蛋白结合，引起细胞动
力学改变，而其对照组中ＧＩＤ５６ＬＰ是ＧＩＤ５６变异
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体，编码产物对 ＧＳＫ３β和 Ａｘｉｎ蛋白的结合无影
响［１１］。转染ＧＩＤ５６后，ＧＳＫ３β发生磷酸化，活性
下降，细胞迁移能力明显降低。这一系列证据都证
明ＧＳＫ３β对于肝癌细胞的迁移非常重要。

　　进一步探讨 ＧＳＫ３β影响肝癌细胞迁移的机
制，我们发现 ＧＳＫ３β可能是通过影响肿瘤细胞运
动时细胞极性建立的影响而作用于细胞迁移。首
先，我们发现ＧＳＫ３β抑制剂可以影响 ＭＴＯＣ的转
向，这提示细胞的极性被破坏。而我们通过对

ＧＳＫ３β的９位丝氨酸的磷酸化的检测，发现在细胞
极性建立过程中，该抑制性磷酸化仅发生在细胞内
朝向迁移方向的边缘，这说明 ＧＳＫ３β的调节是局
部的，进一步提示它在细胞极性建立中扮演一定角
色。更为重要的是我们将 ＧＳＫ３β ＷＴ 和能使

ＧＳＫ３持续激活的 ＧＳＫ３βＳ９Ａ
［１１］转染肝癌细胞

后，发现虽然有活性的ＧＳＫ３β（即非磷酸化型）表达
水平上调了，但转染的细胞迁移能力还是降低了。
这说明肝癌细胞的迁移能力并非单纯仅与 ＧＳＫ３β
的活性强弱有关，还可能与其在细胞内的活性分布
相关。蒋辉等［３，１１］认为ＧＳＫ３β在神经细胞极性发育
过程中其分布存在着极性化，它在发放信号的轴突中
的活性比接受信号的树突中的活性要低；抑制ＧＳＫ
３β可使神经细胞长出多个轴突，而增强 ＧＳＫ３β活
性，神经细胞仅能发育出树突，没有轴突。本研究的
一系列证据表明，ＧＳＫ３β可能在肝癌细胞中存在着
极性化的不对称分布，这种不对称分布在肝癌细胞的
迁移中发挥重要的作用。肝癌细胞利用不对称性地
分子调节机制控制其迁移的相关报道尚不多见。

　　细胞的极性是所有细胞具有的基本特性之一，
也影响着细胞的形态、发育、运动等各项功能［１２］。
细胞若要进行迁移运动，须在外界趋化因素的影响
下，使在细胞内部的分子发生变化，一些蛋白质和离
子重新排列，呈现出不均匀分布，形成了所谓极性
化，获得一种空间上的非对称性，而这种极性化改变
所带来的结果就是细胞膜的变化，包括层形足板及
足丝的形成［１３］。Ｓａｎｄｒｉｎｅ等［１４］认为，细胞迁移是以
一系列细胞前缘（划痕边缘）的形态学改变为开始
的，这包括向划痕区域伸展出伪足、细胞向划痕区域
拉伸等。本研究进一步证实了癌症细胞在迁移时保
守地采用 了正 常细胞运动中的相关机制。在

ＭＴＯＣ实验中，我们发现在加入ＧＳＫ３β的特异性
抑制剂ＬｉＣｌ后，划痕边缘细胞的微管组织中心向划
痕方向的极性化表现明显减少，有的细胞微管组织
中心甚至背向划痕方向移动，呈现出极性化紊乱的
现象。部分趋向划痕方向迁移的细胞仍可出现叶状
伪足，但出现叶状伪足的细胞数量明显较未加入抑

制剂时少。推测加入ＬｉＣｌ后，肝癌细胞发生迁移的
方式并未受到影响，而是通过影响细胞内物质的不对
称分布，即改变细胞的极性来改变细胞的迁移能力。

　　目前，ＧＳＫ３已经成为糖尿病及神经退行性疾
病的治疗靶点，ＧＳＫ３的一些抑制剂能在２型糖尿
病以及阿尔茨海默病的细胞及动物模型中起到有效

的治疗作用。我们的研究提示ＧＳＫ３β在肝癌细胞
的迁移中发挥了重要作用，这可能为治疗肝瘤提供
新的靶点。
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