
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

书书书

·９４４　　 ·
第二军医大学学报　　２０１４年９月第３５卷第９期　　犺狋狋狆：／／狑狑狑．犪犼狊犿犿狌．犮狀

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｅｐ．２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．９

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１４．００９４４ ·论　著·

犛犺犮１在肝癌组织中的表达及对肝癌犛犕犕犆７７２１细胞增殖迁移能力的

影响
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　　［摘要］　目的　探讨Ｓｈｃ１在肝癌组织中的表达情况及其对人肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖、迁移能力的影响。方法　采

用实时定量ＰＣＲ、蛋白质印迹法、免疫组织化学法检测３３例肝癌及其对应的癌旁组织中Ｓｈｃ１的表达情况，并分析Ｓｈｃ１蛋白

表达量与临床特征间的关系；培养肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞，以ｓｉＲＮＡ技术干扰Ｓｈｃ１的表达，采用ＭＴＴ法和细胞划痕试验分别

检测干扰Ｓｈｃ１对细胞增殖活力和迁移能力的影响。结果　在３３对样本中，肝癌组织中Ｓｈｃ１的表达高于癌旁组织（犘＜

０．０５）；Ｓｈｃ１表达于肝癌细胞的胞质中。无肝硬化的患者Ｓｈｃ１阳性率（１００％）高于伴肝硬化者（５４．２％），术前ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级

Ａ级的患者Ｓｈｃ１阳性率（７５．９％）高于Ｂ级或Ｃ级的患者（０％），术前血ＡＦＰ阳性患者Ｓｈｃ１阳性率（７９．２％）高于ＡＦＰ阴性患

者（３３．３％），术后病理ＥｄｍｏｎｄｓｏｎⅢ、Ⅳ级患者Ｓｈｃ１阳性率（８４．２％）高于Ⅰ、Ⅱ级的患者（４２．９％），差异均有统计学意义

（犘＜０．０５）。干扰Ｓｈｃ１表达后，随时间延长，ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖、迁移明显受到抑制（犘＜０．０５）。结论　Ｓｈｃ１在肝癌组织

中高表达，且Ｓｈｃ１的阳性率与有无肝硬化、ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级、术前ＡＦＰ、病理Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级相关；干扰Ｓｈｃ１的表达可抑制肝

癌ＳＭＭＣ７７２１细胞的增殖、迁移能力。
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第９期．戴　敏，等．Ｓｈｃ１在肝癌组织中的表达及对肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖迁移能力的影响 ·９４５　　 ·
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Ｓｈｃ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌＳＭＭＣ７７２１犻狀狏犻狋狉狅．

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　Ｓｈｃ１；ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（９）：９４４９５１］

　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是常

见的恶性肿瘤之一，尤其以亚太地区居多，严重危害

人类健康［１］。深入研究肝细胞癌发生发展过程中重

要的基因对肝癌细胞增殖、迁移等机制的影响，对疾

病诊治具有重大意义。犛犺犮１（Ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｙ２ｄｏ

ｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１）基因位于人

类１号染色体２区１带，编码蛋白为 ｐ５２ＳｈｃＡ、

ｐ４６ＳｈｃＡ和ｐ６６ＳｈｃＡ（其中ｐ６６Ｓｈｃ在人肝组织中表

达量极少），早年被认为具有参与抑制神经细胞凋亡

及调节受体酪氨酸激酶通路等功能。随着对其研究

的深入，人们发现犛犺犮１基因在乳腺癌
［２］、胃肠肿瘤

细胞［３４］、肺癌［５］等多种肿瘤细胞生长中具有重要作

用。犛犺犮１基因在肝癌中的研究刚刚起步，Ｙｏｓｈｉｄａ

等［６］发现ｐ５２ＳｈｃＡ、ｐ４６ＳｈｃＡ高表达于ＬＥＣ（Ｌｏｎｇ

ＥｖａｎｓＣｉｎｎａｍｏｎ）大鼠肝细胞癌中，并且ｐ４６ＳｈｃＡ

的酪氨酸磷酸化参与ＬＥＣ大鼠慢性乙型肝炎发展

为肝细胞癌的过程。目前对人肝细胞癌中Ｓｈｃ１的

研究较少，本研究观察了人肝癌组织中Ｓｈｃ１的表达

情况，分析其表达与临床特征之间的关系，并采用基

因干扰的方法抑制肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞的Ｓｈｃ１

表达水平，观察其对肝癌细胞增殖、迁移等生物学特

性的影响，探讨Ｓｈｃ１在人肝癌发生、发展中的作用。

１　材料和方法

１．１　病例资料　收集２０１３年１月至２０１３年６月

南京医科大学附属无锡市人民医院肝胆外科手术切

除的肝癌及癌旁组织标本３３例和相应的临床资料

（性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤数目、ＴＮＭ 分期、有无

肝硬化、ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级、ＡＦＰ、病理Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分

级、血管脉管侵犯癌栓等方面）。所有标本的病理诊

断均由３位以上高年资病理医师进行诊断核对。每

例患者术前均未接受任何抗肿瘤治疗，采集癌组织及

相应癌旁组织（距肿瘤边缘２ｃｍ）各２００ｇ，立即置于

液氮中保存。所取标本均经患者本人及家属同意。

１．２　主要材料　人正常肝细胞 ＨＬ７７０２（以下简称

Ｌ０２）及５种肝癌细胞 ＭＨＣＣ９７Ｌ、ＭＨＣＣＬＭ３、

ＳＭＭＣ７７２１、ＰＬＣ／ＰＲＦ／５及 ＨｅｐＧ２均为本实验

室存储。ＤＭＥＭ高糖培养液购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；无

支原体优级胎牛血清购自杭州四季青公司；０．２５％

胰酶ＥＤＴＡ、ＯｐｔｉＭＥＭ无血清培养基购自Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司；青霉素、链霉素溶液购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；

ＭＴＴ试剂购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂、Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、无核酶水购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，反转

录试剂盒、ＳＹＢＲ○
Ｒ

ＰｒｅｍｉｘＥＸ Ｔａｑ
ＴＭ
Ⅱ实时定量

ＰＣＲ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司，犛犺犮１、β犪犮狋犻狀 基因

ＰＣＲ引物（ＨＰＬＣ级制品）由ＴａＫａＲａ公司设计、合

成；Ｓｈｃ１抗体、ＧＡＰＤＨ 抗体购自 Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍ 公

司；二抗羊抗鼠ＩｇＧ购自康为公司；Ｓｈｃ１＿ｓｉＲＮＡ购

自ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ公司。

１．３　肝组织和肝细胞中犛犺犮１基因、蛋白的检测　

将３３例肝癌和３３例癌旁组织各分成２份，分别用

于实时定量ＰＣＲ和蛋白质印迹检测。

１．３．１　实时定量ＰＣＲ检测　用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取

总ＲＮＡ，参照反转录试剂盒说明合成ｃＤＮＡ。人

Ｓｈｃ１引物序列 Ｆ：５′ＡＴＧＧＣＣＧＣＡ ＧＡＣＴＧＣ

ＡＡＡＣ３′，Ｒ：５′ＧＴＣＴＴＴＧＧＣＡＡＣＡＴＡＧＧＣ

ＧＡＣＡＴＡＣ３′；βａｃｔｉｎ引物序列Ｆ：５′ＡＧＡＧＣＣ

ＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧＡＴＣＣ３′，Ｒ：５′ＣＴＧＧＧＣ

ＣＴＣ ＧＴＣ ＧＣＣ ＣＡＣ ＡＴＡ３′。 参 照 ＳＹＢＲ○
Ｒ

ＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑ
ＴＭ
Ⅱ实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒使用

说明，应用ＡＢＩＰＣＲ仪行实时ＰＣＲ反应，每个模板

设３个复孔，取平均ＣＴ值，以２－ΔＣＴ（ΔＣＴ＝ＣＴＳｈｃ１

－ＣＴβａｃｔｉｎ）表示犛犺犮１基因的相对表达量。

１．３．２　蛋白质印迹检测　ＲＩＰＡ裂解液提取上述各

组织和细胞中的总蛋白，ＢＣＡ法分别测其浓度，加

４×上样缓冲液后１００℃５ｍｉｎ煮沸。行ＳＤＳＰＡＧＥ

后，湿转至硝酸纤维素膜，将膜用５％脱脂奶粉封闭

２ｈ，加入Ｓｈｃ１一抗（１∶１０００，Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍ）、ＧＡＰ

ＤＨ一抗（１∶５０００，Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍ）于４℃共同孵育

过夜，加入二抗（羊抗鼠抗体，１∶５０００，康为公司）
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室温孵育１ｈ，ＥＣＬ增强发光，应用凝胶成像仪（Ａｌ

ｐｈａｉｍａｇｅｒＨＰ）拍照，采集的曝光时间为４ｓ、８ｓ和

１６ｓ。在肝癌细胞中筛选出Ｓｈｃ１蛋白表达量最高的

一种细胞进行基因干扰实验。

１．３．３　免疫组织化学检测　３３例肝癌和３３例癌旁

组织标本经１０％中性甲醛溶液固定后常规组织处

理，４μｍ厚连续切片，采用免疫组化ＳＰ法进行免疫

组化染色，严格参照试剂盒说明操作。一抗采用鼠

抗人Ｓｈｃ１抗体（１∶５０，Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍ），二抗为生物

素标记的羊抗鼠抗体（１∶１０００，北京中杉金桥生物

技术有限公司）。染色时用已知阳性切片作阳性对

照，用ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。结果判定以胞质

内出现棕黄色颗粒为Ｓｈｃ１蛋白阳性，胞质内不出现

黄色颗粒为阴性。图像采用 Ｏｌｙｍｐｕｓ显微照相系

统采集。

１．４　细胞基因干扰　Ｓｈｃ１的小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ

ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）、阴性对照ｓｉＲＮＡ 和荧

光ＦＡＭｓｉＲＮＡ 由 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ公司设计、合成。

特异性Ｓｈｃ１ｓｉＲＮＡ序列：ｓｅｎｓｅ５′ＣＡＣＣＵＧＡＣＣ

ＡＵＣＡＧＵＡＣＵＡＴＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＵＡＧＵＡＣ

ＵＧＡＵＧＧＵＣＡＧＧＵＧＴＴ３′。阴性对照ｓｉＲＮＡ

序列：ｓｅｎｓｅ５′ＵＵＣ ＵＣＣＧＡＡ ＣＧＵ ＧＵＣＡＣＧ

ＵＴＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＡＣＧ ＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧ

ＡＧＡ ＡＴＴ３′。ＦＡＭｓｉＲＮＡ 序列：ｓｅｎｓｅ５′ＵＵＣ

ＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′

ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３′。ＦＡＭ

是一种绿色荧光基团，由蓝光激发，激发波长４８０

ｎｍ，发射波长５２０ｎｍ，转染效率的高低可以通过荧

光标记的ｓｉＲＮＡ（ＦＡＭｓｉＲＮＡ）实现。将细胞分为

４组：空白组、对照组、干扰组、荧光组。肝癌细胞培

养于含１０％胎牛血清、１×１０８ Ｕ／Ｌ青霉素和１００

ｍｇ／Ｌ链霉素的 ＤＭＥＤ培养液中，置于３７℃、５％

ＣＯ２ 的培养箱中培养，０．２５％胰酶ＥＤＴＡ 消化传

代。将细胞分别接种于６孔板中，每孔细胞密度为

５×１０５／２ ｍＬ。利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 将上述

ｓｉＲＮＡ按每孔１００ｐｍｏｌ分别添加至各组细胞中，空

白组不转染。转染６ｈ后，使用倒置荧光显微镜观

察转染效率，并拍照记录。转染２４ｈ后通过实时定

量ＰＣＲ反应检测各组细胞犛犺犮１基因的表达情况，

用 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 各 组 细 胞 Ｓｈｃ１ 蛋 白

（ｐ５２ＳｈｃＡ、ｐ４６ＳｈｃＡ和ｐ６６ＳｈｃＡ）的表达情况。

１．５　细胞增殖与迁移能力的测定

１．５．１　细胞增殖测定　将肝癌细胞以３０００／１００

μＬ的密度接种于９６孔板，设３个分组（空白组、干

扰组、对照组），每组设８个复孔。采用ＭＴＴ法连续

８ｄ检测各组细胞的光密度（犇４５０）值。以犇４５０值为纵

坐标、时间为横坐标绘制细胞生长曲线图。

１．５．２　细胞划痕愈合实验　将肝癌细胞以５×１０
５／

２ｍＬ的密度接种于６孔板（板的背面划横线，间隔１

ｃｍ一道，横穿过孔。每孔３条线），设３个分组（空

白组、干扰组、对照组）。２４ｈ后用２００μＬ黄吸头进

行垂直于背面横线的划痕（每孔划痕３道，并与背面

横线交叉，形成９个观察点）。ＰＢＳ洗细胞３次，去

除划下的细胞，加入无血清培养液。放入３７℃、５％

ＣＯ２培养箱中培养，在０、１２、２４ｈ取样，１０倍镜下拍

照。采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件计算划痕面积和

长度，划痕距离＝面积／长度，迁移距离＝０ｈ距离－

当前距离。

１．６　统计学处理　利用Ｅｘｃｅｌ软件计算ＰＣＲ结果，

ＡｌｐｈａＶｉｅｗＳＡ软件计算各组蛋白条带的相对灰度

值，使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件对Ｓｈｃ１表达差

异、ｓｉＲＮＡ干扰效率、细胞生长曲线、细胞划痕实验

进行计算、分析、制图等，采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０

分析计算细胞划痕愈合实验图片。采用ＳＰＳＳ１９．０

软件进行统计学分析，计量资料以珔狓±狊表示，组间差

异的比较采用狋检验；计数资料以百分比表示，组间

差异的比较采用Ｆｉｓｈｅｒ精确法检验。检验水准（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　犛犺犮１基因及其蛋白在人肝癌组织和癌旁组织

中的表达　实时定量ＰＣＲ结果显示，３３例肝癌组织

中Ｓｈｃ１的表达（０．１０５±０．０１８）高于相应的癌旁组

织（０．０５７±０．００５，犘＜０．０５），见图１Ａ；在３３对标本

中，２２／３３（６６．７％）例犛犺犮１基因上调（癌组织表达

量／癌旁组织表达量≥１），其中１２／３３（３６．４％）犛犺犮１

基因明显上调（癌组织表达量／癌旁组织表达量≥

２），１１／３３（３３．３％）犛犺犮１基因存在轻度下调（癌组织

表达量／癌旁组织表达量＜１），见图１Ｂ。蛋白质印

迹结果显示，３３例肝癌和相应的癌旁组织中，Ｓｈｃ１

蛋白３个亚型（ｐ５２ＳｈｃＡ、ｐ４６ＳｈｃＡ和ｐ６６ＳｈｃＡ）中

的ｐ５２ＳｈｃＡ、ｐ４６ＳｈｃＡ均有表达，未检测到ｐ６６ＳｈｃＡ
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在人肝组织中表达（图１Ｃ），故本实验主要检测的是

ｐ５２ＳｈｃＡ和ｐ４６ＳｈｃＡ的蛋白总量。将癌组织Ｓｈｃ１

相对表达量／癌旁组织Ｓｈｃ１相对表达量≥１定义为

Ｓｈｃ１阳性表达（＋），癌组织Ｓｈｃ１相对表达量／癌旁

组织Ｓｈｃ１相对表达量＜１定义为Ｓｈｃ１阴性表达

（－），则肝癌组织Ｓｈｃ１阳性率为６６．７％（２２／３３）。

图１　肝细胞癌标本及肝癌细胞系中犛犺犮１的表达

犉犻犵１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犛犺犮１犻狀犺犲狆犪狋狅犮犲犾犾狌犾犪狉犮犪狉犮犻狀狅犿犪（犎犆犆）狊狆犲犮犻犿犲狀狊犪狀犱犮犲犾犾犾犻狀犲狊

Ａ：ＴｈｅＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＳｈｃ１ｉｎ３３ＨＣＣｓｓｐｅｃｉｍｅｎｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．犘＜０．０５．Ｂ：犛犺犮１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｒａｔｉｏｏｆＨＣＣ（Ｔ）／ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ（Ｎ）ｔｏｃａｎｃｅｒ．狀＝６，珔狓±狊．Ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｈｃ１ｐｒｏｔｅｉｎ（ｐ５２ＳｈｃＡ，ｐ４６ＳｈｃＡａｎｄ

ｐ６６ＳｈｃＡ）ｉｎＨＣＣ（Ｔ）ａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ（Ｎ）ｆｒｏｍ４ｒａｎｄｏｍｓａｍｐｌｅｓ．Ｄ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｈｃ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓａｎｄ

ｈｅｐａｔｏｍａｃｅｌｌｓ．１：ＨＬ７７０２；２：ＭＨＣＣ９７Ｌ；３：ＭＨＣＣＬＭ３；４：ＳＭＭＣ７７２１；５：ＰＬＣ／ＰＲＦ／５；６：ＨｅｐＧ２

　　免疫组化结果显示，Ｓｈｃ１在肝细胞癌组织和癌

旁组织中的表达阳性率分别为７５．８％（２５／３３）、

１５．２％（５／３３）。Ｓｈｃ１主要表达在肝细胞癌组织的

胞质中，且明显强于癌旁组织 （图２）。

图２　肝细胞癌（犃，犅）和癌旁组织（犆，犇）犛犺犮１表达的

免疫组化染色结果

犉犻犵２　犐犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犛犺犮１狆狉狅狋犲犻狀

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犺犲狆犪狋狅犮犲犾犾狌犾犪狉犮犪狉犮犻狀狅犿犪（犎犆犆，犃，犅）

犪狀犱犪犱犼犪犮犲狀狋狋犻狊狊狌犲狊（犖狅狀犎犆犆，犆，犇）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０（Ａ，Ｃ），×２００（Ｂ，Ｄ）

２．２　Ｓｈｃ１蛋白表达与临床病理特征的关系　将

Ｓｈｃ１蛋白的表达情况（阳／阴性）与相应临床病理特

征（性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤数目、ＴＮＭ 分期、

ＨＢＶＡｇ、有无肝硬化、ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级、ＡＦＰ、病理

Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级、血管脉管主干的侵犯等）采用

ＳＰＳＳ软件进行Ｆｉｓｈｅｒ精确法计算犘 值。结果显

示：３３对样本中，无肝硬化的患者 Ｓｈｃ１阳性率

（１００％）高于伴肝硬化的患者（５４．２％），术前Ｃｈｉｌｄ

Ｐｕｇｈ分级Ａ级的患者Ｓｈｃ１阳性率（７５．９％）高于Ｂ

级或Ｃ级的患者（０％），术前检测血中ＡＦＰ阳性患

者Ｓｈｃ１ 阳 性 率 （７９．２％）高 于 ＡＦＰ 阴 性 患 者

（３３．３％），术后病理ＥｄｍｏｎｄｓｏｎⅢ、Ⅳ级患者Ｓｈｃ１

阳性率（８４．２％）高于Ⅰ、Ⅱ级的患者（４２．９％），且以

上差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。Ｓｈｃ１蛋白阳性

率与性别、年龄（≤５５岁和＞５５岁）、肿瘤大小（＜５

ｃｍ和≥５μｍ）、肿瘤数目（单个和多个）、ＴＮＭ 分期

（Ⅰ／Ⅱ和Ⅲ／Ⅳ）、ＨＢＶＡｇ（阳性／阴性）、血管脉管主

干的侵犯（有／无）差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

见表１。
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表１　犛犺犮１蛋白表达情况与临床病理特征之间的关系

犜犪犫１　犚犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犛犺犮１狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱犮犾犻狀犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犺犲狆犪狋狅犮犲犾犾狌犾犪狉犮犪狉犮犻狀狅犿犪

犖＝３３

Ｉｔｅｍ 狀 Ｓｈｃ１（＋）狀 Ｓｈｃ１（－）狀 Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ（％） Ｐｅａｒｓｏｎχ
２ 犘

Ｇｅｎｄｅｒ ２．２７ ０．１３２

　Ｍａｌｅ ２６ １９ ７ ７３．１

　Ｆｅｍａｌｅ ７ ３ ４ ４２．９

Ａｇｅ（ｙｅａｒ） １．０２ ０．３１３

　≤５５ １３ １０ ３ ７６．９

　＞５５ ２０ １２ ８ ６０

Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ犱／ｃｍ ０．９９ ０．３２

　＜５ １４ ８ ６ ５７．１

　≥５ １９ １４ ５ ７３．７

Ｔｕｍｏｒｎｕｍｂｅｒ ０．５９ ０．４４２

　Ｓｉｎｇｌｅ ２１ １５ ６ ７１．４

　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ １２ ７ ５ ５８．３

ＴＮＭｓｔａｇｉｎｇ １．１５ ０．２８４

　Ⅰ／Ⅱ ２３ １４ ９ ６０．９

　Ⅲ／Ⅳ １０ ８ ２ ８０

ＨＢＶＡｇ ０．１２ ０．７２９

　＋ ２８ １９ ９ ６７．９

　－ ５ ３ ２ ６０

Ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ ６．１９ ０．０１３

　－ ９ ９ ０ １００

　＋ ２４ １３ １１ ５４．２

ＣｈｉｌｄＰｕｇｈｓｃｏｒｅ ９．１ ０．００３

　Ａ ２９ ２２ ７ ７５．９

　Ｂ／Ｃ ４ ０ ４ ０

ＳｅｒｕｍＡＦＰ ６．１９ ０．０１３

　－ ９ ３ ６ ３３．３

　＋ ２４ １９ ５ ７９．２

ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌＥｄｍｏｎｄｓｏｎｇｒａｄｅ ６．２ ０．０１３

　Ⅰ／Ⅱ １４ ６ ８ ４２．９

　Ⅲ／Ⅳ １９ １６ ３ ８４．２

Ｖａｓｃｕｌａｒｉｎｖａｓｉｏｎ ０．１２ ０．７２９

　－ ２８ １９ ９ ６７．９

　＋ ５ ３ ２ ６０

ＨＢＶ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ；ＡＦＰ：Ａｌｐｈａｆｅｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ

２．３　Ｓｈｃ１蛋白在正常肝细胞和肝癌细胞中的表达　

蛋白质印迹结果显示，在５种肝癌细胞及１种正常

肝细胞中，ＳＭＭＣ７７２１细胞中Ｓｈｃ１蛋白表达量（主

要检测ｐ５２ＳｈｃＡ和ｐ４６ＳｈｃＡ的蛋白总量）高于其他

４种肝癌细胞及正常人肝 ＨＬ７７０２细胞（图１Ｄ）。

遂采用ＳＭＭＣ７７２１细胞行下一步细胞学增殖与迁

移实验。

２．４　干扰肝癌细胞Ｓｈｃ１表达对细胞增殖和迁移的

影响　使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００瞬时转染ｓｉＲＮＡ至

ＳＭＭＣ７７２１细胞中，６ｈ后观察荧光细胞转染效
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率，利用荧光显微镜自带计数软件进行分析，结果如

图３所示，转染效率为６５％。转染２４ｈ后通过荧光

定量ＰＣＲ检测３组细胞（空白组、对照组、干扰组）

Ｓｈｃ１的表达水平，结果显示，干扰组ＳＭＭＣ７７２１细

胞中Ｓｈｃ１的表达低于对照组，差异有统计学意义（犘

＜０．０５，图４Ａ）；同时采用蛋白质印迹法验证了对照

组与干扰组ＳＭＭＣ７７２１细胞中Ｓｈｃ１蛋白的表达

情况（图４Ｂ）。上述结果说明采用ｓｉＲＮＡ成功干扰

了ＳＭＭＣ７７２１细胞中Ｓｈｃ１的表达。

图３　转染６犺后观察荧光细胞转染效率

犉犻犵３　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋犮犲犾犾狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔犪犳狋犲狉６犺狅狌狉狊

Ａ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；Ｂ：Ｏｒｄｉｎａｒｙｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｏｒｉｇｉ

ｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图４　转染２４犺后各组细胞中犛犺犮１基因（犃）、

蛋白（犅）的表达情况

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犛犺１犵犲狀犲（犃）犪狀犱

狆狉狅狋犲犻狀（犅）犻狀犛犕犕犆７７２１犮犲犾犾狊２４犺犪犳狋犲狉狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀

犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；狀＝６，珔狓±狊

２．４．１　干扰Ｓｈｃ１表达对肝癌细胞增殖的影响　采

用 ＭＴＴ法测细胞生长曲线，结果显示，干扰Ｓｈｃ１

的表达后，随着时间的延长，与对照组、空白组相比，

ＳＭＭＣ７７２１细胞的生长明显受到抑制（犘＜０．０５），

而空白组与对照组ＳＭＭＣ７７２１细胞生长差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。见图５。

２．４．２　干扰Ｓｈｃ１表达对肝癌细胞迁移的影响　细

胞划痕实验结果显示，干扰Ｓｈｃ１的表达后１２和２４

ｈ，ＳＭＭＣ７７２１细胞的迁移距离比对照组、空白组

减少，差异有统计学意义（犘＜０．０５，图６）。

图５　犕犜犜法测细胞生长曲线

犉犻犵５　犆犲犾犾犵狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲犫狔犕犜犜犿犲狋犺狅犱

犘＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；狀＝８，珔狓±狊

图６　细胞划痕愈合实验结果

犉犻犵６　犆犲犾犾狑狅狌狀犱犺犲犪犾犻狀犵犪狊狊犪狔

犘＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；狀＝９，珔狓±狊
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３　讨　论

犛犺犮（Ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｕｅａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎ）基因

家族包括犛犺犮１（即犛犺犮Ａ）、犛犺犮２和犛犺犮３（即犖犛犺犮）

３个成员。其中犛犺犮１编码３个分子：ｐ５２ＳｈｃＡ、

ｐ４６ＳｈｃＡ和ｐ６６ＳｈｃＡ。Ｓｈｃ家族蛋白在结构上都具

有特有结构域 ＰＴＢＣＨ１ＳＨ２，ＰＴＢ（ｐｈｏｓｐｈｏｔｙ

ｒｏｓｉｎｅｂｉｎｄｉｎｇ）和ＳＨ２（Ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｙ２）是两个磷

酸酪氨酸结合区域，ＣＨ１（ｃｏｌｌａｇｅｎｈｏｍｏｌｏｇｙ１）含

有酪氨酸磷酸化位点，是Ｓｈｃ蛋白信号输出的区

域［７］。ｐ４６ＳｈｃＡ、ｐ５２ＳｈｃＡ作为典型的接头蛋白在

传递受体型酪氨酸蛋白激酶信号中有重要作用，通

过ＧＲＢ２／ＳＯＳ链接着激活受体酪氨酸激酶的 Ｒａｓ

通路但其在肿瘤中的机制探索还需进一步研究［７］。

ｐ６６Ｓｈｃ蛋白则参与氧化应激、细胞凋亡及衰老等过

程的调控。例如，Ｋｏｃｈ等
［８］发现ｐ６６ｓｈｃＡ能降低酒

精性肝病患者自体的抗氧化防御系统，促进肝病发

展。Ｓｈｃ高表达于早期的神经组织
［９］（主要包含神

经干细胞和神经祖细胞），且通过抑制细胞凋亡保护

神经细胞。Ｔｒｉｎｅｉ等
［１０］指出，在外界氧应激引起的

细胞凋亡过程中，ｐ６６ＳｈｃＡ被证明是ｐ５３的下游分

子并对其介导的凋亡过程有着重要的作用。Ｓｈｃ１

在老年大鼠的肝脏、大脑中选择性上调，提示Ｓｈｃ促

进了正常细胞衰老过程［１１］。

近年来，Ｓｈｃ过表达与癌变的关系逐渐引起人

们的重视，其中以Ｓｈｃ１（即ＳｈｃＡ）最为突出。有研

究者发现甲状腺癌细胞中存在高水平的Ｓｈｃ
［１２］。在

成神经细胞瘤的研究中发现，敲除ＮＳｈｃ后癌细胞

的自发凋亡率明显增加，说明ＮＳｈｃ在肿瘤中的过

多表达抑制了肿瘤细胞的凋亡［７］。Ｖｅｅｒａｍａｎｉ等
［１３］

发现，ｐ６６ＳｈｃＡ在肿瘤细胞中似乎具有促进增殖的作

用。目前在肝细胞癌中Ｓｈｃ１的表达以及细胞学影响

等方面的研究较少。

本研究发现，在人肝细胞癌组织中的犛犺犮１基因

明显高表达于癌旁组织（犘＜０．０５），提示Ｓｈｃ１的高

表达能促进肝细胞癌形成，这与 Ｙｏｓｈｉｄａ等
［６］在动

物实验中研究结果相符合。此外，Ｙｏｓｈｉｄａ等
［６］还

发现在 ＬＥＣ大鼠正常肝脏和肝细胞癌组织中无

ｐ６６ＳｈｃＡ，而本研究采用蛋白质印迹法也未在人肝

癌、癌旁组织中发现ｐ６６ＳｈｃＡ蛋白表达。本研究还

发现，无肝硬化的患者Ｓｈｃ１阳性率（１００％）高于伴

肝硬化的患者（５４．２％），这可能与非肝硬化所致肝

癌的发病机制有关，为探索治疗此类肝癌新方法提

供了有效的信息。ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级是评判患者肝脏

手术术前肝功能情况的准确指标，肝癌手术要求患

者术前为ＣｈｉｌｄＰｕｇｈＡ级，或ＣｈｉｌｄＰｕｇｈＢ级调整

后为ＣｈｉｌｄＰｕｇｈＡ级，术前ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级 Ａ级

的患者Ｓｈｃ１阳性率（７５．９％）高于Ｂ级或Ｃ级的患

者（０％），而ＣｈｉｌｄＰｕｇｈＡ级患者的肝功能优于Ｂ

级或Ｃ级，在肝功能较优的肝癌患者中Ｓｈｃ１表达水

平较高，但由于本研究中 Ｂ／Ｃ 级患者较少（仅４

例），该结果还需加大样本进一步验证。ＡＦＰ作为

肝癌的特异性肿瘤指标，已在临床诊断、病理诊断中

得到了广泛的应用，术前检测血中 ＡＦＰ阳性患者

Ｓｈｃ１阳性率（７９．２％）高于ＡＦＰ阴性患者（３３．３％），

说明犛犺犮１基因的表达与 ＡＦＰ水平有关，为研究

ＡＦＰ阳性肝细胞癌的发病机制提供线索。病理检

查是肝癌诊断的金标准，术后病理ＥｄｍｏｎｄｓｏｎⅢ、

Ⅳ级患者Ｓｈｃ１阳性率（８４．２％）高于Ⅰ、Ⅱ级的患者

（４２．９％），提示Ｓｈｃ１的表达与肝细胞癌的分化程度

有关。并且免疫组化发现Ｓｈｃ１主要表达于肝癌细

胞的胞质中，在癌旁组织中表达较少，为肝癌的

Ｓｈｃ１免疫组化诊断进一步发展奠定基础。对正常

肝细胞和肝癌细胞进行研究，发现肝癌 ＳＭＭＣ

７７２１、ＨｅｐＧ２、ＭＨＣＣ９７Ｌ细胞中Ｓｈｃ１表达量高

于正常肝细胞Ｌ０２，而在肝癌 ＭＨＣＣＬＭ３、ＰＬＣ／

ＰＲＦ／５细胞中的表达量低于Ｌ０２细胞，说明肝癌

Ｓｈｃ１上调现象存在于一部分肝癌细胞。笔者选取

Ｓｈｃ１表达量最高的ＳＭＭＣ７７２１细胞进行研究，利

用ｓｉＲＮＡ干扰ＳＭＭＣ７７２１细胞Ｓｈｃ１的表达，发

现其生物学特性如生长增殖、细胞迁移等受到抑制，

说明降低Ｓｈｃ１的表达能抑制肝癌细胞的生长。

综上所述，犛犺犮１基因在肝细胞癌组织中高表

达，且与是否肝硬化、术前Ｃｈｉｌｄ分级、术前ＡＦＰ水

平、病理Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级相关。干扰Ｓｈｃ１的表达

可以抑制肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞的增殖、迁移能力。

目前Ｓｈｃ１参与乳腺癌、前列腺癌、肺癌、胃肠道

肿瘤细胞增殖的过程已经比较明确，但其致癌机制

仍未完全清楚。Ｙｏｓｈｉｄａ等
［６］发现，ｐ４６ＳｈｃＡ 的酪

氨酸磷酸化参与了大鼠慢性乙型肝炎发展为肝细胞

癌的 过 程。Ｖｅｅｒａｍａｎｉ等
［１４］发 现，前 列 腺 癌 中

ｐ６６Ｓｈｃ水平的升高与细胞内活性氧簇（ＲＯＳ）有关。
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Ｇａｌｉｍｏｖ等
［４］研究发现，雌激素及其受体可能与

ＳｈｃＡ共同参与了结肠癌的发生、发展，并且这个过

程中也涉及ＲＯＳ通路。这或许会为研究人肝细胞

癌中Ｓｈｃ１作用机制方面提供帮助。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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