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肿瘤坏死因子α通过核因子κＢ促进肝癌细胞上皮间质转化
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　　［摘要］　目的　研究肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）对肝癌细胞上皮间质转化（ＥＭＴ）的影响并探讨其分子机制。方法　用
ＴＮＦα处理人肝癌细胞株 （Ｈｅｐ３Ｂ和ＳＭＭＣ７７２１）２４ｈ，倒置显微镜下观察处理前后细胞形态的变化，采用荧光定量ＲＴＰＣＲ
和蛋白质印迹分析方法检测细胞中上皮细胞标记物上皮性钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）和β连环素（βｃａｔｅｎｉｎ）、间质细胞标记物波形

蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）和神经性钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）以及转录调控因子Ｔｗｉｓｔ的表达变化，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ及划痕实验分析细胞的侵袭

能力。随后采用荧光素酶报告基因系统和细胞免疫荧光评估ＴＮＦα对核因子κＢ（ＮＦκＢ）的激活作用；蛋白质印迹分析检测

ＩκＢα及ｐＩκＢα蛋白表达水平。ＴＮＦα联合应用ＮＦκＢ抑制剂后，检测细胞ＥＭＴ表型变化。结果　Ｈｅｐ３Ｂ和ＳＭＭＣ７７２１
细胞用ＴＮＦα处理后，表现ＥＭＴ的表型；细胞的划痕愈合率明显大于未处理组（Ｐ＜０．０５），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示细胞穿透膜的

数量亦显著增多（Ｐ＜０．０５）。ＴＮＦα能有效激活ＮＦκＢ报告基因，促进ＮＦκＢｐ６５核转位及ＩκＢα的磷酸化。应用 ＮＦκＢ抑

制剂ＢＡＹ１１７０８２能够逆转ＴＮＦα诱导ＥＭＴ的作用（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＮＦα通过ＮＦκＢ依赖性途径诱导肝癌细胞发生
ＥＭＴ，进而促进肝癌的侵袭转移。

　　［关键词］　肿瘤坏死因子α；肝细胞癌；上皮间质转化；肿瘤侵润；ＮＦκＢ
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）严重

威胁人类身体健康，侵袭与转移是其治疗失败和患

者死亡的主要原因。上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓ

ｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是促进肿瘤转移的重要

因素之一，许多肿瘤的原位存在ＥＭＴ现象［１４］。局

部炎症微环境对肿瘤转移也起着不可忽视的作用，

肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）

参与其中并发挥了重要作用［５６］。近年研究发现，在

某些肿瘤如肾癌、结肠癌及乳腺癌等肿瘤中，ＴＮＦα
可以促进 ＥＭＴ 的发生［２３，７９］。本研究旨在探讨

ＴＮＦα对肝癌ＥＭＴ的影响及其可能机制，为进一步

阐明肝癌细胞侵袭转移的分子机制提供新的理论依

据和治疗靶点。

１　材料和方法

１．１　材料　Ｈｅｐ３Ｂ和ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞株为

第二军医大学东方肝胆外科医院肿瘤免疫与基因治

疗中心保存；ＴＮＦα购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司；ＤＭＥＭ
高糖培养基、胎牛血清、青霉素、链霉素和０．２５％胰

蛋白酶购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＮＦκＢ抑制剂ＢＡＹ１１

７０８２购自Ｓｉｇｍａ公司；兔抗人上皮性钙黏蛋白（Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白 （Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、转录调控因子

Ｔｗｉｓｔ多克隆抗体、β连环素（βｃａｔｅｎｉｎ）、神经性钙

黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）购自Ａｂｃａｍ公司；兔抗人ＩκＢα
和ｐＩκＢα抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；ＮＦκＢｐ６５
抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司；ＡＭＶ 第一链合成试剂盒

ｃＤＮＡ及高保真ＰＣＲ试剂盒均购自Ｔｈｅｒｍｏ公司；

真核细胞膜蛋白提取试剂盒购自碧云天生物工程公

司；ＮＦκＢ双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；标记 ＨＲＰ的羊抗兔二抗购自杭州华

安生物技术有限公司；引物由上海吉玛制药技术有

限公司合成；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染试剂盒购自Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　细胞培养及药物处理　人肝癌细胞株 Ｈｅｐ３Ｂ
和ＳＭＭＣ７７２１分别培养于含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ培养液，其中加入青霉素和链霉素（终浓度

为１００Ｕ／ｍＬ）。培养液于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱

中培养，０．２５％胰酶消化，２～３ｄ消化传代一次，生

长至对数生长期。ＴＮＦα用过滤的超纯水稀释到

１μｇ／ｍＬ，置于－２０℃保存，使用前稀释到工作浓度

（１０ｎｇ／ｍＬ）；以不加 ＴＮＦα 的处理组为对照。

ＮＦκＢ抑制剂（ＢＡＹ１１７０８２）与ＴＮＦα同时加入，工

作浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ。倒置显微镜下观察细胞的生

长状态。

１．３　细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｔｗｉｓｔ、βｃａｔｅｎｉｎ
和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的表达检测

１．３．１　荧光定量ＲＴＰＣＲ　将准备好的各处理组

细胞按照ＴＲＩｚｏｌ试剂一步法提取细胞总ＲＮＡ。按

照ｍＲＮＡ反转录试剂盒将２μｇ总ＲＮＡ反转录为

ｃＤＮＡ，再以ｃＤＮＡ为模板，根据荧光定量ＰＣＲ检测

试剂盒的操作说明建立反应体系（ｃＤＮＡ４μＬ、

ｄｄＨ２Ｏ５μＬ、ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、引物１μＬ），以３磷

酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）为内参，设定循环数为

４０，进行熔解曲线分析，以确定无特异性扩增。目的

基因 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ 上游引物为５′ＴＴＴ ＧＴＡ ＣＡＧ

ＡＴＧＧＧＧＴＧＴＴＧＣ３′，下游引物为５′ＣＡＡＧＣＣ

ＣＡＣＴＴＴＴＣＡＴＡＧＴＴＣＣ３′；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ上游引

物为５′ＣＴＴＣＣＧＣＧＣＣＴＡＣＧＣＣＡ３′，下游引物

为５′ＧＣＣＣＡＧＧＣＧＡＧＧＴＡＣＴＣＣ３′；Ｔｗｉｓｔ上

游引物为５′ＣＧＧＧＡＧＴＣＣＧＣＡＧＴＣＴＴＡ３′，下

游引物为５′ＣＣＣＡＴＧＴＧＡＴＴＣＧＡＴＧＣＧＴ３′；

βｃａｔｅｎｉｎ上游引物为５′ＡＴＴＧＴＣＣＡＣＧＣＴＧＧＡ

ＴＴＴＴＣ３′，下游引物为５′ＴＣＧＡＧＧＡＣＧＧＴＣ

ＧＧＡＣＴ３′；Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ上游引物为５′ＧＴＧＣＣＡ

ＴＴＡＧＣＣＡＡＧＧＧＡＡＴＴＣＡＧＣ３′，下游引物为

５′ＧＣＧＴＴＣＣＴＧＴＴＣＣＡＣＴＣＡＴＡＧＧＡＧＧ

３′。所有的ＰＣＲ均设３个复孔，并同时扩增内参照

ＧＡＰＤＨ。

１．３．２　蛋白质印迹分析　消化收获各处理组的细

胞，采用真核细胞膜蛋白提取试剂盒抽提细胞膜蛋

白，用２００μＬＲＩＰＡ裂解液充分裂解提取蛋白，蛋白

样品１００℃煮沸５ｍｉｎ，与蛋白加样缓冲液混合后上

样，采用１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ分离，转至ＰＶＤＦ膜。

５％脱脂奶室温封闭２ｈ或４℃过夜，加入兔抗人一

抗：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（１１０００）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（１１０００）、

Ｔｗｉｓｔ（１５０）、βｃａｔｅｎｉｎ（１２０００）和 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ
（１６００），４℃过夜，ＴＢＳＴ液漂洗３次，二抗（辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔抗体，１１００００）室温孵

育１ｈ，ＴＢＳＴ液漂洗３次。配置新鲜ＥＣＬ试剂，将

膜孵育３ｍｉｎ，暗室Ｘ线片曝光３０ｓ至５ｍｉｎ，显影

３０ｓ，定影３０ｓ成像。采用ＩＰＰ软件对目的条带进

行灰度分析。实验重复３次。

１．４　细胞侵袭能力检测

１．４．１　细胞划痕实验　将 Ｈｅｐ３Ｂ细胞及ＳＭＭＣ

７７２１细胞接种到６孔板中，待细胞长满单层，弃去培

养液，用无血清培养液漂洗１次，均用灭菌的１０μＬ
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吸头的尖部在６孔板中划出一条宽度约１ｍｍ的无

细胞的痕迹，用无血清培养液漂洗２次，继续培养，

分时段（０ｈ和２４ｈ）在倒置显微镜下拍照，测量划痕

愈合的相对距离，计算划痕愈合率。划痕愈合率

（％）＝（０ｈ划痕距离－２４ｈ划痕距离）／０ｈ划痕距

离×１００％。

１．４．２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验　Ｈｅｐ３Ｂ细胞及

ＳＭＭＣ７７２１细胞贴壁后分组，换液后加入各处理因

素培养２４ｈ，用胰酶消化，离心洗涤并重悬于无血清

的ＤＭＥＭ培养液中，调整细胞密度为５×１０５／ｍＬ。

将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于２４孔板内，取基质胶铺于微

孔滤膜的嵌套上室，嵌套下室加入５００μＬ含１０％胎

牛血清的ＤＭＥＭ培养液，上室加入２００μＬ细胞悬

液，３７℃培养箱内孵育２４ｈ，用棉拭子将小室内面的

基质胶擦去，结晶紫染色２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，４００
倍光镜下计数随机５个不同视野的穿膜细胞数，取

均值，计算迁移细胞的相对数目。

１．５　ＮＦκＢ活性检测

１．５．１　荧光素酶报告基因检测　将正常培养的

Ｈｅｐ３Ｂ和ＳＭＭＣ７７２１细胞接种于２４孔板中，２４ｈ
后将ＮＦκＢ荧光报告质粒、内参照质粒分别与ｐｃＤ

ＮＡ载体重组后共转染细胞，转染方法参照 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ试剂盒说明书。转染后２４ｈ应用ＴＮＦα
处理２４ｈ，处理结束后每孔加入１００μＬ细胞裂解

液，离心。取３０μＬ裂解液上清与等体积荧光素酶

底物混合，于荧光素酶活性检测仪上检测荧光值。

应用酶标仪检测每孔细胞的转染效率。每孔细胞的

荧光素酶活性为测定的荧光值与转染效率的比值。

１．５．２　免疫荧光检测　将约１０４个细胞接种于４８孔

板上。待细胞贴壁后加入ＴＮＦα孵育２４ｈ，ＰＢＳ冲洗

２次，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次，０．１％

ＴｒｉｔｏｎＸ１００破膜６ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次，１０％山羊血

清封闭３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次后加入稀释的一抗

（ＮＦκＢｐ６５，１１０００）孵育过夜，ＰＢＳ冲洗２次，加入

二抗３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次，ＤＡＰＩ染色

１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次，荧光显微镜下观察。

１．５．３　蛋白质印迹分析　采用蛋白质印迹分析检

测细胞中ＩκＢα和ｐＩκＢα的表达，兔抗人ＩκＢα抗体

工作 浓 度 为 １５００，ｐＩκＢα 抗 体 工 作 浓 度 为

１１０００。检测方法同前。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行

结果分析，数据以 珚ｘ±ｓ 表示，组间比较 采 用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＴＮＦα促进 Ｈｅｐ３Ｂ和ＳＭＭＣ７７２１细胞发生

ＥＭＴ　Ｈｅｐ３Ｂ和ＳＭＭＣ７７２１细胞用ＴＮＦα处理２４

ｈ后，倒置显微镜下观察发现对照组的细胞呈多角形

的上皮形态，细胞间排列紧密，而ＴＮＦα处理组的细

胞形态均发生了不同程度的改变，细胞呈类圆或仿锤

体状，细胞间空隙增大（图１Ａ）。ＲＴＰＣＲ及蛋白质印

迹分析结果显示ＴＮＦα处理组细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ与

βｃａｔｅｎｉｎ下调，而Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｔｗｉｓｔ及Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ上调

（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ、１Ｃ）。结果表明，ＴＮＦα可促进

Ｈｅｐ３Ｂ和ＳＭＭＣ７７２１细胞发生ＥＭＴ。

图１　ＴＮＦα体外诱导ＥＭＴ表型

Ｆｉｇ１　ＴＮＦαｉｎｄｕｃｅｄｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆＥＭＴｉｎｖｉｔｒｏ

ＥＭＴ：Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；Ｅｃａｄ：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ；Ｖｉｍ：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ；βｃａｔ：βｃａｔｅｎｉｎ；Ｎｃａｄ：Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ．Ａ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｈａｎｇｅｉｎＨｅｐ３ＢａｎｄＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＴＮＦα（１０ｎｇ／ｍＬ）ｆｏｒ２４ｈ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００；Ｂ：ｍＲ

ＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄ，Ｖｉｍ，Ｔｗｉｓｔ，βｃａｔａｎｄＮｃａｄｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ（Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）；Ｃ：

ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄ，Ｖｉｍ，Ｔｗｉｓｔ，βｃａｔａｎｄＮｃａｄｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
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２．２　ＴＮＦα增强 Ｈｅｐ３Ｂ和ＳＭＭＣ７７２１细胞的侵

袭能力　倒置显微镜下２４ｈ时划痕伤口愈合情况

见图２Ａ，ＴＮＦα处理组［Ｈｅｐ３Ｂ：（６０．６４±１．３９）％，

ＳＭＭＣ７７２１：（６７．６±１．３８）％］与对照组［Ｈｅｐ３Ｂ：

（８．６７±０．８４）％，ＳＭＭＣ７７２１：（１５．３３±１．３２）％］

相比，划痕愈合率明显升高，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验结果显示，对

照组 Ｈｅｐ３Ｂ细胞与ＳＭＭＣ７７２１细胞穿透到滤膜

下的细胞数分别为（３０±８）个、（５０±６）个，ＴＮＦα
（１０ｎｇ／ｍＬ）处理组 Ｈｅｐ３Ｂ与ＳＭＭＣ７７２１细胞穿

透数增加，分别为（８０±５）个、（１３０±５）个，与对照组

比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。结果提

示ＴＮＦα能够增强肝癌细胞系 Ｈｅｐ３Ｂ和ＳＭＭＣ

７７２１的侵袭能力。

图２　细胞划痕愈合实验及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验

Ｆｉｇ２　ＷｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｓｓａｙ

Ａ：Ｉｍａｇｅｓｗｅｒｅｃａｐｔｕｒｅｄｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙａｆｔｅｒｗｏｕｎｄｉｎｇ（０ｈ）ａｎｄ２４ｈｐｏｓｔｗｏｕｎｄｉｎｇ；Ｂ：ＴＮＦαｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｉｎｖａ

ｓｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｏｆＨｅｐ３ＢａｎｄＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　ＴＮＦα 上调 Ｈｅｐ３Ｂ 和 ＳＭＭＣ７７２１ 细胞

ＮＦκＢ活性　荧光素酶报告基因检测结果显示

Ｈｅｐ３Ｂ和ＳＭＭＣ７７２１细胞应用 ＴＮＦα处理２４ｈ
后，ＮＦκＢ报告基因的活性明显强于对照组，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３Ａ）；免疫荧光检测显示

ＴＮＦα显著增强 ＮＦκＢ核转位（图３Ｂ）；蛋白质印

迹检测结果显示 ＴＮＦα处理后，ＩκＢα表达显著下

调，同时ｐＩκＢα表达上调（图３Ｃ）。表明应用ＴＮＦα
可明显上调 Ｈｅｐ３Ｂ和ＳＭＭＣ７７２１细胞的 ＮＦκＢ
活性。　　　　

图３　ＴＮＦα（１０ｎｇ／ｍＬ）激活细胞ＮＦκＢ活性

Ｆｉｇ３　ＴＮＦα（１０ｎｇ／ｍＬ）ｉｎｄｕｃｅｄＮＦκＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

Ａ：Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ２４ｈａｆｔｅｒａｄｄｉｎｇＴＮＦα（Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）；Ｂ：ＮＦκＢｐ６５ｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｅｎｃｅ（Ｔｈｅｐ６５ｓｕｂｕｎｉｔｏｆＮＦκＢｉｎｔｈｅｃｙｔｏｓｏｌｗａｓｓｔａｉｎｅｄｇｒｅｅｎａｎｄ

ｔｈｅｎｕｃｌｅｉｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｂｌｕｅｗｉｔｈＤＡＰＩ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００；Ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩκＢαａｎｄｐＩκＢαｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＴＮＦα

２．４　ＮＦκＢ抑制剂（ＢＡＹ１１７０８２）抑制 ＴＮＦα诱

导的ＥＭＴ　倒置显微镜下观察发现，ＴＮＦα处理

组的细胞呈类圆或仿锤体状的间质表型，细胞间排

列疏松，而 ＮＦκＢ抑制剂（ＢＡＹ１１７０８２）＋ＴＮＦα
处理组的细胞均发生了不同程度的改变，细胞呈多

角形的上皮表型，细胞间排列紧密（图４Ａ）。ＲＴ
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ＰＣＲ及蛋白质印迹分析结果显示，与ＴＮＦα处理组

比较，ＮＦκＢ抑制剂＋ＴＮＦα处理组细胞中Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ与βｃａｔｅｎｉｎ明显上调，而 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｔｗｉｓｔ及

Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ明显下调（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ、４Ｃ）。结果

表明，ＮＦκＢ抑制剂 （ＢＡＹ１１７０８２）可显著抑制

ＴＮＦα诱导的 Ｈｅｐ３Ｂ 和 ＳＭＭＣ７７２１细胞发生

ＥＭＴ。

图４　ＢＡＹ１１７０８２抑制ＴＮＦα诱导的ＥＭＴ

Ｆｉｇ４　ＥＭＴｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＮＦαｃｏｕｌｄｂｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＢＡＹ１１７０８２

ＥＭＴ：Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；Ｅｃａｄ：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ；Ｖｉｍ：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ；βｃａｔ：βｃａｔｅｎｉｎ；Ｎｃａｄ：Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ．Ａ：Ｍｏｒ

ｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎＨｅｐ３ＢａｎｄＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＴＮＦαｉｎａｂｓｅｎｃｅｏｒｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＢＡＹ１１７０８２ｆｏｒ２４ｈ．Ｏｒｉｇｉ

ｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００；Ｂ：ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄ，Ｖｉｍ，Ｔｗｉｓｔ，βｃａｔａｎｄＮｃａｄｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ（Ｐ＜０．０５

ｖｓＴＮＦαｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）；Ｃ：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄ，Ｖｉｍ，Ｔｗｉｓｔ，βｃａｔａｎｄＮｃａｄｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

ａｎａｌｙｓｉｓ

３　讨　论

　　众所周知，ＴＮＦα是一种具有广泛生物学活性

的细胞因子，其主要由单核细胞和巨噬细胞产生。

ＴＮＦα通过形成天然的同源三聚体发挥生物学效

应，它在杀伤和抑制肿瘤细胞、自身免疫病的病理损

伤、促进免疫细胞的分化和功能的发挥以及促进细

胞增殖等方面发挥重要作用。近年来众多研究表明

ＴＮＦα不仅在多种肿瘤中（包括卵巢癌、人类黑素

瘤等）具有促进肿瘤浸润、侵袭和转移的作用［５６］，而

且在某些肿瘤如肾癌、结肠癌及乳腺癌等肿瘤中可

以促进ＥＭＴ的发生［７９］，但ＴＮＦα对肝癌ＥＭＴ的

影响尚不清楚。本研究发现，肝癌细胞 Ｈｅｐ３Ｂ及

ＳＭＭＣ７７２１应用 ＴＮＦα处理后，ＥＭＴ的表型增

强，同时细胞的侵袭能力也相应增加。说明ＴＮＦα
能够促进人肝癌细胞发生 ＥＭＴ及增强其侵袭能

力，但是具体机制尚不明确。

　　ＮＦκＢ是一类功能广泛的核转录调控元件，起

初被认为是机体应对病原体和病毒的调节因子，后

来发现ＮＦκＢ在人类肿瘤中是激活的，而且可以通

过调控其靶基因的表达进而促进肿瘤形成［１０］。细

胞处于静息状态时，ＮＦκＢ与它的抑制因子ＩκＢ结

合在一起 ，以无活性的形式存在于细胞质中，当细

胞受到外界刺激时，与 ＮＦκＢ结合的ＩκＢα发生磷

酸化而被解离，ＮＦκＢ被释放出来进入细胞核内，在

核内，ＮＦκＢ与靶基因的顺式调节元件κＢ位点结

合，并调节这些基因的转录［１１１４］。ＮＦκＢ与相应基

因的启动子结合后，可以促进多种基因的表达，其中

包括促进ＥＭＴ相关基因的表达［１５１６］。有文献报道

ＮＦκＢ可以通过蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，

ＰＫＢ）上调Ｓｎａｉｌ表达而促进肿瘤ＥＭＴ的发生，另

外，ＮＦκＢ还可以通过抑制Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达并上

调ＺＥＢ１、ＺＥＢ２因子而促进肿瘤ＥＭＴ的发生［１７］。

本实验中，ＴＮＦα处理 Ｈｅｐ３Ｂ及ＳＭＭＣ７７２１细胞

２４ｈ后，ＮＦκＢｐ６５活性上调并且ＩκＢα表达下调，

说明外源性ＴＮＦα可以显著增强 ＮＦκＢｐ６５活性

和ＩκＢα的降解。提示ＴＮＦα可能通过ＮＦκＢ信号

转导通路诱导ＥＭＴ的发生。为了进一步验证，我

们随后用ＮＦκＢ抑制剂ＢＡＹ１１７０８２处理细胞，结

果显示ＴＮＦα诱导人肝癌细胞发生ＥＭＴ的作用明

显被抑制，由此我们推测ＴＮＦα可能通过激活ＮＦ

κＢ信号转导通路从而促进 Ｈｅｐ３Ｂ及ＳＭＭＣ７７２１
细胞发生ＥＭＴ，同时显著增强肿瘤细胞的侵袭能

力，其具体机制有待进一步研究。

　　本研究证实了ＴＮＦα促进肝癌细胞株 Ｈｅｐ３Ｂ
及ＳＭＭＣ７７２１发生ＥＭＴ，同时增强肝癌细胞的侵
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袭能力，为肝癌侵袭、转移的预防及治疗提供了新的

理论依据。
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