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摘要 肿瘤微环境中肝星状细胞能够影响肝癌细胞的生物学行为．在肝脏发育过程中，肝星状细胞通过表皮形态发生素

(epimorphin，EPM，syntaxin2)与肝干细胞接触而促进肝干细胞的功能性分化． EPM在溃疡性结肠炎、间质性肺炎以及结肠
癌中也发挥了重要的作用．发现肝细胞癌(HCC)细胞能够促使星状细胞 EPM表达上调．为了研究肝星状细胞的 EPM对于肝
癌可能的作用，构建了针对 EPM基因表达的 shRNA干扰载体，并将质粒转染肝星状细胞，获得了两株携带该干扰片段的细
胞系．RT-PCR与Western blot检测结果表明，转基因干扰星状细胞系 EPM mRNA和蛋白质表达量明显降低．之后，使用转
基因细胞系的条件培养基对于肿瘤细胞进行侵袭能力的检测，并对星状细胞与肝癌细胞三维共培养，证明 EPM干涉后肝星
状细胞促进肿瘤细胞迁移的能力降低．结果表明通过 RNAi可稳定干扰人肝星状细胞 EPM基因的表达，并且 EPM能够促进
肝癌细胞的转移．
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肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是全
球癌症相关性死亡的主要原因之一，其发病过程复

杂，大部分 HCC的发生均有肝硬化背景，目前有
关 HCC发病机制的研究出现许多热点．肿瘤微环
境 (tumor microenvironment)是一个复杂的综合系
统，它由许多基质细胞组成，包括肝星状细胞、免

疫和炎性细胞、脂肪细胞、胶质细胞、平滑肌细胞

以及一些血管细胞等[1]．这些细胞可以被肿瘤细胞

诱导，在其周围产生大量的生长因子、细胞趋化

因子以及基质降解酶，有利于肿瘤细胞的增殖和

侵袭 [2-3]．

肝星状细胞(hepatic stellate cell，HSC)是肝脏
正常及病理情况下细胞外基质(extracellular matrix，
ECM)的主要来源，HSC活化合成大量 ECM是肝
纤维化和肝硬化发生的核心环节．研究表明，星状

细胞除存在于肝脏和胰腺外，也存在于肺、肾、小

肠等部位[4-5]．自 Enzan等[6]通过 琢-平滑肌肌动蛋

白(琢-smooth muscle actin，琢-SMA)染色发现 HCC
基质中有明显的肌纤维母细胞(myofibroblast, MFB)
浸润以来，肝癌微环境中肿瘤细胞与 HSC的生物
学行为逐渐受到关注．目前，有研究指出肿瘤微环

境中的 HSC 能够显著影响 HCC 细胞的生物学行
为，促进 HCC细胞浸润与增殖[7-9]．

人表皮形态发生素(epimorphin, EPM, syntaxin-2)
基因定位在 7号染色体，基因编码序列为 911 bp，
编码 290 个氨基酸．EPM蛋白存在着 3 种亚型：
玉、域型为 34 ku，芋型为 31 ku，这 3种形式的蛋
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Forward primer(5忆→3忆) Reverse primer(5忆→3忆)
Oligo1 TGTTAAAGGCTATTGAACAATTCAAGA GATTGTTCAATAGCCTTTAACTTTTTTC

Oligo2 TGCATGAAGTTTAATTAGGATTCAAGA GATCCTAATTAAACTTCATGCTTTTTTC

Oligo3 TGAGCAAGGCAAGAAGGAAATTCAAGA GATTTCCTTCTTGCCTTGCTCTTTTTTC

Oligo4 TGTGGATCTTCGGATACGAATTCAAGA GATTCGTATCCGAAGATCCACTTTTTTC

Oligo5 TGAATGATGATGGAGACACATTCAAGA GATGTGTCTCCATCATCATTCTTTTTTC

白质是由选择性剪接产生的[10-11]．EPM高度保守，
主要表达于与表皮组织、肌肉和血管相邻近的组

织、外分泌和内分泌腺等，在正常肝脏主要表达于

肝窦状隙的肝星状细胞(HSC)、汇管区血管和胆管
上．EPM通过表皮 -间质相互作用介导表皮形态
发生，腺管状结构或球状类器官体的形成[11-12]．肝

脏发育过程中，HSC主要通过表面特异性表达的
EPM与肝干细胞直接接触而促进肝干细胞的功能
性分化[13]．在某些疾病中，EPM也发挥了重要的
作用．Bascom 等[14]发现未生育和初产雌性 WAP-
EPM小鼠发生肺泡异常增生和高分化腺癌，表明
在乳腺正常的形态发生过程改变会导致肿瘤．EPM
在溃疡性结肠炎病人中 EPM阳性细胞的数量和表
达谱都会发生改变[15]．在非特异性间质性肺炎中，

EPM参与了弥漫间质性肺纤维化的修复[16]．

为进一步研究肿瘤微环境中 EPM在肝星状细
胞对肝癌细胞影响过程中发挥的作用，我们使用

HCC条件培养基培养 HSC，鉴定 EPM表达是否会
发生变化，并希望通过 RNAi技术降低肝星状细胞
中 EPM的表达，进一步研究了 EPM干涉后 HSC
对肝癌细胞生物学行为的影响．本文使用 RNAi技
术成功构建了 EPM沉默的肝星状细胞，发现 EPM
沉默的肝星状细胞促进肝癌细胞迁移的能力减弱，

并且在三维共培养体系中成球能力增强，这一现象

提示 EPM与肿瘤转移相关．

1 材料与方法

1援1 材料

LX-2细胞购自中南大学中心实验室; HBxF344、
HepG2、MHCC97H由军事医学科学院干细胞与再
生医学研究室保存；限制性内切酶、dNTP、Taq
酶及快速连接试剂盒均购自宝生物公司(Takara)；
引物合成及测序由上海英骏(Invitrogen)公司完成；
pSicoR-PGK-puro (Addgene, Inc.)；高糖培养基、
Puromycin、Polybrene购自 Sigma公司；胎牛血清

购自 Hyclone 公司；Lipofectamine 2000 及 TRIzol
均购自 Invitrogen公司；EPM抗体购自 Abcam公
司； HRP-IgG 购自中杉金桥公司；Matrigel 胶和
Transwell小室购自 BD公司．
1援2 方法

1援2援1 细胞培养及条件培养基获取．LX-2、
HBxF344、HepG2、MHCC97H 细胞置 37℃、5%
CO2孵箱中使用高糖 DMEM添加 10%FBS培养．
为获得条件培养基，细胞置 37℃，5% CO2孵箱中

添加完全培养液培养，待细胞生长至 80%～90%汇
合时，使用无血清高糖 DMEM冲洗 3次，加入无
血清高糖 DMEM 继续培养，48 h 之后收取培养
基，2 000 g离心，取上清分装冻存于-70℃备用．
1援2援2 实时定量 PCR检测肿瘤细胞条件培养基培
养后 LX-2细胞中的 EPM表达水平．用 TRIzol提
取肿瘤细胞条件培养基培养后 LX-2细胞总 RNA，
各取 1 滋g 总 RNA 进行反转录得到 cDNA．采用
SYBR Green法实时定量 PCR检测 EPM的表达．
所用引物序列为：EPM上游引物，5忆 CCATCTTC-
ACTTCCGACATTAT 3忆，EPM 下游引物：5忆 GT-
GGCATTCATAACATTTCTT 3忆；GAPDH 上游引
物， CTGACTTCAACAGCGACACC；GAPDH 下
游引物，TGCTGTAGCCAAATTCGTTGT． 各组
PCR均重复 3次．
1援2援3 人 EPM 基因慢病毒干涉载体的构建．通
过 RNAi 序列设计软件 (http://www.promega.com/
siRNADesigner/program/)设计产生了针对人 EPM
基因并符合慢病毒干涉载体 pSico-PGK-puro 插入
序列要求的 5条干涉片段(表 1)．合成引物后，经
退火、磷酸化，连接到使用 Hpa玉和 Xhol玉酶切过
的慢病毒干涉载体，转化 DH5琢感受态细胞，挑
选阳性克隆并提取质粒，经 Xho玉、Xba玉双酶切
鉴定正确后测序鉴定．以 pSico-PGK-puro为对照
质粒．

Table 1 RNA interference oligonucleotides of EPM
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1援2援4 瞬时转染．将 LX-2细胞接种于 6孔板中，
用含 10%胎牛血清的高糖培养基，在 37℃、5%
CO2条件下培养，融合度大于 90%时瞬时转染．用
Lipofectamine2000 转染细胞，每孔加入溶解于
opti-MEM的 10 滋l Lipofectamine2000和 4 滋g ShEPM
质 粒 DNA， 对 照 组 加 入 与 实 验 组 等 量 的
Lipofectamine2000和 pSicoR-scramble 质粒 DNA．
转染 48 h换液，72 h后收获细胞用于检测．
1援2援5 包装病毒．293-FT细胞培养条件为：高糖
DMEM添加 10%FBS．制备慢病毒干涉载体，慢
病毒干涉对照载体．慢病毒干涉载体或慢病毒对照

载体及包装质粒 pLP1、 pLP2、 pLP/VSVG 质粒
用 Lipofectamine 2000共转染 293FT细胞．10 h后
更换含 1 mmol/L 丙酮酸钠的完全培养基．转染
48～72 h 后收集上清于 15 ml 的无菌离心管中，
4℃，3 000 r/min离心 15 min以去除细胞碎片，病
毒上清分装冻存于-70℃备用．
1援2援6 获得稳定干涉 EPM的 LX-2细胞．LX-2细
胞培养基为高糖 DMEM添加 10%FBS，去除 LX-2
细胞的培养基，加入含 EPM 干涉片段的慢病毒
毒液或对照慢病毒毒液及终浓度为 8 mg/L 的
Polybrene，置 37℃，5%CO2的孵箱中培养过夜．

次日，去除毒液，加入添加 2 mg/L Puromycin 的
完全培养液，培养 1周．药物筛选具有 Puromycin
抗性的细胞后，干涉 LX-2细胞和对照 LX-2细胞
分别命名为 LX-2-sh EPM 1、LX-2-sh EPM 2 和
LX-2-control．
1援2援7 RT-PCR．用 Trizol试剂按照说明书方法提
取 LX-2-sh EPM和 LX-2- control细胞的总 RNA．
各取 1 滋g RNA，反转录成 cDNA．用 PCR方法检
测 EPM基因的表达情况，以 GAPDH为内参照．
所用引物序列为：EPM上游引物，5忆 CCATCTTC-
ACTTCCGACATTAT 3忆，EPM 下游引物：5忆 GT-
GGCATTCATAACATTTCTT 3忆；GAPDH 上游引
物，CTGACTTCAACAGCGACACC；GAPDH下游
引物，TGCTGTAGCCAAATTCGTTGT．
1援2援8 Western blotting. 用 RIPA提取 LX-2-sh EPM
和 LX-2-control 细胞蛋白， 2 种细胞蛋白各取
100 滋g，加入 5伊上样缓冲液，煮沸 5 min，进行
SDS-PAGE，电泳完毕，用 iblot(Invitrogen公司)进
行转膜，5%脱脂奶粉室温封闭 2 h 后，加入兔
抗人 EPM 抗体(1∶2 000)，4℃过夜，TBST洗涤

3次，每次 10 min，加入 HRP偶联山羊抗兔二抗
(1∶1 000)，室温孵育 1 h，TBST洗涤 4次，每次
15 min，ECL显影．以 茁-actin为内参照．
1援2援9 LX-2-sh EPM 1、LX-2-sh EPM 2 和 LX-2-
control细胞条件培养基的获取．3种细胞置 37℃，
5%CO2的孵箱中添加完全培养液培养，待细胞生

长至 80%～90%汇合时，使用无血清高糖 DMEM
冲洗 3 次，加入无血清高糖 DMEM 继续培养，
48 h之后收取培养基，2 000 g离心，取上清分装
冻存于-70℃备用．
1援2援10 划痕实验．HBxF344、HepG2、MHCC97H
置于 37℃，5% CO2的孵箱中使用高糖 DMEM添
加 10%FBS于 6孔板中培养，90%～100%融合时
使用无血清 DMEM 洗 3 次，使用移液器枪头划
痕，分别加入 LX-2-sh EPM 1、LX-2-sh EPM 2和
LX-2- shEPM control 细胞条件培养基．72 h 后照
相，测量划痕宽度．

1援2援11 Transwell实验．-20℃保存的 Matrigel, 4℃
过夜融化．用无血清培养基 1∶6 稀释 Matrigel，
充分混匀．取稀释的Matrigel 400 滋l加入 transwell
板上室，覆盖整个聚碳酯膜，37 ℃，30 min，使
Matrigel聚合成胶．细胞用 PBS漂洗 3次，用无血
清培养基制备单细胞悬液，每个小室加入 5 伊105个

细胞，小室置于 6 孔板中，下层分别为 LX-2-
sh EPM 1、LX-2-sh EPM 2 和 LX-2-shEPM control
细胞条件培养基．

1援2援12 MHCC97H 细胞培养．MHCC97H 细胞分
别与 LX-2-sh EPM 1、 LX-2-sh EPM 2 和 LX-2-
shEPM control 细胞三维共培养， -20℃ 保存的
Matrigel，4℃过夜融化．微量移液枪头和 96孔细
胞培养板预先冰上预冷．取 96孔培养板每孔加入
10 滋l Matrigel原液, 37℃孵育 20 min．使用Matrigel
胶混悬细胞，MHCC97H细胞与 3种 LX-2的密度
均为 0.50伊106/ml，每孔种入 70 滋l混悬液．37℃孵
育 30 min，使 Matrigel 胶凝结后每孔加入 100 滋l
完全培养基，每 48 h换液一次，并观察照相．
1援2援13 统计学处理．定量资料用 x 依 s 表示，采
用 SAS 9.1.3统计软件进行统计分析．本研究采用
单因素两水平成组设计，用 t 检验对平均值进行
两两(ShEPM1与 control、ShEPM2与 control)比较，
P < 0.05表示差异具有统计学意义．
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Fig. 2 Identification of shRNA expression plasmids by using restriction endonuclease
The digestion of the plasmids with Xho玉 and Xba玉resulted in a 380 bp and 7 300 bp fragment. M: DNA marker DL2000; 1: ShEPM 1; 2: ShEPM 2;

3: ShEPM 3; 4: ShEPM4; 5: ShEPM 5; 6: pSico-PGK-puro.

2援2 成功构建人 EPM基因的慢病毒干涉载体
经网站提供的 RNAi序列设计软件设计，我们

获得了 5 条 RNA 序列用于实验研究，同时，以
pSicoR-scramble 为对照质粒．根据载体要求体外
合成包含这些序列的 DNA序列，经引物退火，磷
酸化，连接到慢病毒干涉载体，转化 DH5琢感受态

细胞，挑选克隆扩大培养，提取质粒并用 Xho玉和
Xba玉双酶切鉴定，以未连接干涉片段的空干涉载
体作为阴性对照，酶切鉴定正确(图 2)，然后经测
序鉴定确实已经将所设计的片段连接到慢病毒干涉

载体中，表明慢病毒干涉载体构建成功．

Fig. 1 Relative quantitative PCR using the comparative SYBR Green method
for the detection of EPM mRNA levels in LX鄄2

(a) Real time PCR amplification curve. (b) The mRNA level of EPM was increased significantly in LX-2 after cultured by HCC conditioned medium

compared with control. *P < 0.05 compared to control.

2 结 果

2援1 LX鄄2经肝癌细胞条件培养基培养后 EPM表
达水平升高

为了研究肿瘤细胞对于星状细胞表达水平的影

响，我们收集了肝癌细胞的条件培养基培养 LX-2
细胞．经 72 h后提取 LX-2细胞总 RNA，反转录
为 cDNA 后进行荧光实时定量 PCR 检测，证明
肝癌细胞的条件培养基能够促进 LX-2 表达 EPM
(图 1)．

2援3 瞬时转染鉴定各干涉片段效果

瞬时转染后 72 h消化细胞，用 RIPA提取细胞
蛋白，2种细胞蛋白各取 100 滋g，以 茁-actin为参

照进行蛋白质免疫印迹检测．结果表明 ShEPM-1、
ShEPM-2、ShEPM-4、ShEPM-5均有较好的干涉效
果(图 3)，选取 1、2进行稳定转染实验．
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2援6 ShEPM鄄1、ShEPM鄄2和 ShEPM鄄control细胞
条件培养基对于肝癌细胞体外迁移和浸润能力的

影响

为了研究 EPM干涉后肝星状细胞对于肝癌细

胞迁移能力的影响，对于 3种肝癌细胞系进行了划
痕实验和 Transwell实验，之后分别使用不同的条
件培养基培养，72 h之后观测．结果证明，EPM
被干涉之后，肝癌细胞的迁移能力下降(图 6)．

Fig. 5 RT鄄PCR and Western blot analysis of EPM levels in LX鄄2 after stable transfection with shRNA expression plasmids
RT-PCR analyses(a) and Westen blot (b) indicated that the mRNA and protein levels of EPM in the transgenic cell lines were significantly lower than

that in control.

Fig. 4 After selection with puromycin for 3 days,
stable cell pools were used for cell proliferation

and colony formation studies
(a) LX-2 cells were infected with shRNAi-expressing lentivirus. (b)

LX-2 cells were not exposed to lentivirus.

Fig. 3 Western blot analysis of EPM protein
levels in LX鄄2 after transient transfection

with shRNA expression plasmids
The results of Western blot demonstrated that the three EPM shRNA

vectors (1, 2, 5) caused suppression of EPM protein expression

prominently in comparison with the control.

2援4 慢病毒毒液的产生与感染获得稳定表达干涉

EPM片段及对照的 LX鄄2细胞
慢病毒毒液的产生将慢病毒干涉载体或慢

病毒脱靶对照载体及包装质粒 pLP1、 pLP2、
pLP/VSVG用 Lipofectamine 2000共转染 293FT 细
胞 48 h后于显微镜下观察：大部分细胞形成大量
合胞体，病毒已开始进行包装．转染 72 h后收集
细胞上清液并离心去除细胞碎片．将毒液分装冻存

或直接感染靶细胞．感染前一天于 6 孔板中按照
5伊105个 /孔的密度接种 LX-2细胞，感染时，用添
加有 8 mg/L Polybrene 的 1 ml 慢病毒毒液更换

LX-2细胞培养基，24 h后更换为 2 mg/L Puromycin
的生长培养基培养，以感染细胞为对照筛选具有

Puromycin抗性的细胞．48 h后未转染的细胞全部
死亡．干涉 LX-2细胞和对照 LX-2细胞分别命名
为 LX-2-sh EPM 1、 LX-2-sh EPM 2 和 LX-2-
control．之后换完全培养基按 1∶3传代(图 4)．

2援5 EPM干涉效果的鉴定
分别提取 LX-2-sh EPM和 LX-2-control细胞总

RNA，各取 1 滋g RNA进行逆转录反应，然后进行
半定量 PCR 和实时荧光定量 PCR 分析．半定量
RT-PCR分析表明，干涉后 EPM的 mRNA表达水
平明显下降(图 5a)，同时我们对其干涉效果在蛋白
质水平上进行了进一步的分析．蛋白质免疫印迹结

果表明，ShEPM-1、ShEPM-2 干涉序列均能有效
干涉 EPM的表达(图 5b)．从 RNA水平和蛋白质水
平均能说明所设计的 1、2号干涉序列能够明显降
低内源 EPM表达．

ShEPM1 ShEPM2 ShEPM3 ShEPM4 ShEPM5 Control

茁-Actin

EPM

0.2

0
1

0.4

0.6

0.8

1.0

2 3 4 5 6

(a) (b)

250 滋m 250 滋m

ShEPM1 ShEPM2Control
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EPM

ShEPM1 ShEPM2Control(a) (b)
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3 讨 论

肿瘤的发生和转移与肿瘤细胞所处的内外环境

有着密切关系．它不仅与肿瘤细胞自身的(核和胞
质)内在环境有关，而且与包括肿瘤所在组织的结
构、功能和代谢有关．肿瘤细胞可以通过自分泌和

旁分泌，改变和维持自身生存和发展的条件，促

进肿瘤的生长和发展．全身和局部组织也可通

过代谢、分泌、免疫、结构和功能的改变，限制

和影响肿瘤的发生和发展．肿瘤微环境 (tumor
microenvironment)成纤维细胞(myofibroblast，MFB)
是许多肿瘤基质的主要成分，如结肠癌、子宫颈癌

和皮肤癌．而在肝癌组织中，MFB的主要来源为
活化了的肝星状细胞．近年来，对于肝癌肿瘤微环

Fig. 7 Phase鄄contrast micrographs of LX鄄2 cells and MHCC97H cells viewed directly inside
three鄄dimensional co鄄culture models for morphology on day 2

(a) LX-2-sh EPM control. (b) LX-2EPM 1. (c) LX-2-sh EPM 2.

2援7 ShEPM鄄1、ShEPM鄄2和 ShEPM鄄control细胞
与MHCC97H三维共培养
为了进一步研究星状细胞 EPM对于肝癌细胞

生物学作用的影响，我们对于 MHCC97H 细胞与
LX-2细胞进行了三维共培养．观察到在三维共培

养体系中，MHCC97H细胞与未干涉 EPM的 LX-2
相互之间较少粘附，而 EPM干涉的 LX-2细胞更
容易与 MHCC97H粘附并成球膨胀性生长，提示
EPM的存在对于肿瘤细胞的迁移有促进作用.

Fig. 6 Migratory potential of HCC cell lines were analyzed in monolayer scratch assays(a) and Transwell assay(b)
HCCs were stimulated with conditioned medium (CM) collected from HSCs that had been stably knocked down EPM. (a) Representative pictures of the

areas between scratch fronts after 72 h. : Control ; : ShEPM1 ; : ShEPM2. (b) A transwell motility assay using MHCC97H cells was

performed on inserts pre-coated with Matrigel． Images are representative of the migration of different conditioned medium in three separate

experiments. 1: LX-2-sh EPM control; 2: LX-2EPM 1; 3: LX-2-sh EPM 2. *P < 0.05 compared to control.
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境中 HSC与 HCC细胞之间的相互作用逐渐引起人
们的重视，Faouzi等[17]研究表明 HCC细胞可以诱
导离体 HSC 的活化，而另外的研究证明活化的
HSC能够显著影响 HCC细胞的生物学行为，促进
HCC细胞的增殖与侵袭[7-9]．

人肝脏活化的 HSC可通过分泌多种细胞因子
而增加 HCC 细胞株的侵袭与增殖，HSC 还参与
HCC基质的许多 ECM成分的合成[8]．现已证明静

息的 HSC活化后加速了 HCC细胞本身肿瘤的进
程．Dong等[18]发现在体外活化的 HSC能够通过分
泌肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor，HGF)
提高肝癌细胞的迁移能力．Mikula等[19]证明转化生

长因子 茁(transform growth factor，TGF-茁)也参与了
活化的星状细胞对于肝癌细胞生物学行为的影响．

Amann等[7]通过Western blot方法在体外检测 NF资B
和 ERK在 HSC与 HCC相互作用时的变化，证明
NF资B和 ERK参与了肝癌的进展，从而促进肝癌
细胞的迁移和增殖．因此，活化 HSC的众多细胞
因子可以对肝癌细胞产生影响．

Epimorphin自 1992年被发现以来，对它的研
究越来越深入．Hirai等[20-21]发现，重组的 EPM可
以刺激毛囊从毛发生长的终期进入毛发生长的初

期,并发现这种活性主要存在于一个只有 10个氨基
酸的小肽上，表明 EPM很有可能在毛发再生方面
具有临床应用前景．Zhou等[22]研究在肝脏发育过

程中，发现 EPM蛋白能够影响WB-F344细胞的有
丝分裂方向从而调控肝脏前体细胞向胆管细胞的分

化．Shaker等[23]通过应用 EPM基因缺失小鼠研究
慢性肠炎相关性结肠癌发现，EPM缺失后能够通
过减少 IL-6的分泌及其介导的炎症反应从而降低
结肠癌的发生，揭示了 MFB在结肠损伤、修复和
癌变过程中的角色，也证明了结肠癌微环境中多种

细胞因子参与此过程．

在本实验中我们通过 HCC的条件培养基培养
HSCs，证明 HCCs能够促进 HSCs的 EPM表达上
调．为了进一步研究 EPM 表达增加之后可能对
HCCs 的生物学作用，我们使用 RNA 干涉(RNA
interference，RNAi)方法成功构建了 EPM 干涉载
体．目前，RNAi已经成为基因沉默的重要手段，
在治疗肿瘤及病毒感染方面也展现了相当积极的前

景[24]．慢病毒载体是一种新型病毒载体，具有获得

病毒周期短、滴度高，可以感染分裂、非分裂细

胞，能整合入宿主基因组从而稳定表达目的基因等

特点．慢病毒干涉载体将 RNAi技术和慢病毒载体

的特点结合到一起，使得其能够整合进宿主基因组

从而发挥稳定的 RNA干涉效果，拓宽了 RNA干
涉技术在基因功能研究中的重要作用．我们所用的

慢病毒干涉载体采用 RNA聚合酶芋U6启动子，在
人细胞内能够使下游 400 bp内的序列有效地进行
转录，同时，在 RNA 干涉片段序列后加上
TTTTTT序列以中止转录[25]．我们设计了特异针对

人 EPM基因的干涉 RNA片段，通过构建慢病毒
干涉载体，利用 293FT细胞包装慢病毒，可获得
具有感染力的能够稳定干涉人 EPM 的慢病毒毒
液．HSC细胞内源性高表达 EPM，是检测所设计
的 EPM干涉片段干涉效果的理想细胞．我们用慢
病毒毒液感染 EPM细胞，感染后，不论是 mRNA
水平还是蛋白质水平，均成功地稳定干涉了 HSC
细胞内源 EPM基因的表达．稳定干涉 EPM的肝
星状细胞的获得，为进一步验证 EPM对肝癌细胞
生物学行为的影响奠定了基础．

在研究细胞与细胞之间的相互作用时，常把某

种细胞培养上清液按照一定程序处理，称为该细胞

的条件培养基(conditioned medium，CM)，往往利
用某种细胞的 CM对另一种细胞培养来研究该种细
胞所分泌的因子对另一种细胞的作用．在本研究

中，我们收集了稳定干涉 EPM 的 HSC 条件培养
基，用其检测 EPM干涉后对于肿瘤细胞迁移能力
的影响．实验结果发现，EPM干涉后肝癌细胞的
迁移能力较对照明显下降，即 EPM能够提高肿瘤
细胞的迁移能力．

三维细胞培养技术(three-dimensional cell culture,
TDCC)不同于传统的二维化单层细胞培养,是将具
有三维结构不同材料的载体与各种不同种类的细胞

在体外共同培养，使细胞能够在载体的三维立体空

间结构中迁移、生长，构成三维的细胞 -载体复合
物．目前已较多地应用到了肿瘤生物学的研究．在

我们所构建的三维培养体系中，EPM被干涉后的
星状细胞与肝癌细胞相互黏附，呈球状生长，体积

明显高于对照组．Weinberg等[26]在研究 MicroRNA
9与肿瘤转移的关系时，认为聚集和成球的细胞迁
移能力下降，而分散生长的细胞有较强的迁移能

力．因此，我们观察到的现象证明在肿瘤微环境

中星状细胞的 EPM 干涉后，肝癌细胞转移能力
下降．

综上所述，我们通过构建慢病毒干涉载体的方

法，稳定干涉了 LX-2细胞内源 EPM表达，干涉
效果明显．通过条件培养基培养肝癌细胞，发现
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EPM干涉后肝癌细胞的迁移能力下降．这一工作
将有利于我们进一步开展 EPM在肝癌微环境中参
与调控作用的研究．
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RNAi鄄mediated Stable Silencing of EPM Expression in Hepatic Stellate
Cells Decrease Migration of Hepatocellular Carcinoma*
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Abstract Hepatic stellate cells (HSC) in tumor microenviroment infiltrate the hepatocellular carcinoma (HCC)
stroma, and they play a critical role in HCC progression. Epimorphin ( EPM, also called syntaxin2 ), a
mesenchymal cell surface-associated molecule expressed in HSC, is a key regulator for liver progenitor cells
differentiation,especially during the course of tubulogenesis. It has been reported that the dysfunction of EPM is
related to ulcerative colitis, interstitial pneumonia and colon carcinoma. Therefore, the development of an
EPM-knockdown HSCs will be highly beneficial in such studies. Stable EPM-knockdown transgenic cell lines
were generated by transfecting human hepatic stellate cells with RNA interference (RNAi) plasmids. Reverse
transcriptase polymerase chain reaction (PCR) analyses and Western blot indicated that the mRNA and protein
levels of EPM in the transgenic cell lines were significantly lower than that in control. Conditioned media (CM)
collected from the transgenic cell lines significantly decreased migration of HCC cells cultured in monolayers and
transwells. HCCs and HSCs were co-cultured in 3D model, knocked-down EPM HSCs generated bigger spheroid
culfures than control, the phenomenon also demonstrated that EPM could promote HCCs migration. The results
show that RNAi can be used to stably knock down expression of EPM in human hepatic stellate cells and further
improvements in related technologies will facilitate the studies of its roles in HCC tumorgenesis, proliferation and
migration.
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