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自分泌运动因子在肝细胞癌侵袭及转移中的作用 *
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摘要 目的：探讨自分泌运动因子 (AMF) 在人肝细胞癌侵袭和转移中的作用。方法：人肝细胞系 LO2和人肝细胞癌细胞株

MHCC97-H作为实验材料，检测二者 AMF的表达水平；设计并合成针对 AMF基因序列的双链小干扰 RNA转染高转移性人肝

癌细胞株MHCC97-H，Western blot检测 AMF基因的蛋白的表达水平；通过MTT实验检测转染后细胞的增殖力；通过体外 Tran-

swell小室对比沉默 AMF基因前后的肝癌细胞的迁移力和侵袭力；最后用细胞悬液皮下接种小鼠，观察沉默 AMF基因前后肝细

胞的成瘤能力。结果：AMF在MHCC97-H的表达量较高；将双链小干扰 RNA转入MHCC97-H后，AMF的表达显著降低 (P＜

0.05)；沉默 AMF基因序列后，MHCC97-H的增殖力、迁移力和侵袭力均有明显下降 (P＜0.05)；用细胞悬液皮下接种小鼠沉默

AMF基因的MHCC97-H形成的肿瘤体积小于对照组(P＜0.05)。结论：AMF基因可调节肝癌细胞的迁移和侵袭。
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The Effect of Autocrine Motility Factor on the Invasion and Metastasis of
Hepatocellular Carcinoma*

To investigate the effect of autocrine motility factor invasion and metastasis of hepatocellular carcinoma.

Human liver LO2 cells and human liver cancer MHCC97-H cells were used as the research object, and the protein expression

levels of AMF was tested. Chemically synthesized siRNA duplex targeting the AMF gene (AMF-siRNA) was transiently transfected into

MHCC97-H cells protein expression levels of AMF was detected by Western blot; Cell proliferation was determined by MTT experiment

tests after transfection. The effect of AMF knockdown on cell invasion and migration was analyzed by Transwell chamber assays; With

cell suspension finally subcutaneously vaccinated mice and observe silence before and after the AMF genetic liver cell into a tumor ability.

The protein expression of AMF in MHCC97-H quantity was higher; Putting the small double-stranded SiRNA transfection into

MHCC97-H, the protein expression of AMF significantly reduced (P<0.05); After silence, AMF genetic sequences, MHCC97-H prolifer-

ation, migration and invasion forces were significantly decreased (P<0.05); Using cell suspension subcutaneous inoculation of AMF gene

in mice MHCC97-H formation of tumor size was smaller than the control group (P<0.05). SiRNA-mediated silencing of

AMF gene could significantly inhibit the cell invasion and metastasis of human hepatocellular carcinoma.
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前言

在我国，肝细胞癌是一种常见的恶性程度高的肿瘤，外科

手术切除法是治疗该病的有效方法之一，但多数患者在手术治

疗前癌细胞已经开始转移或是扩散，故该病在手术后的复发率

也较高[1,2]。1986年，Liotta等从人黑色素瘤细胞株的血清培养

基中分离、纯化出了一种由肿瘤细胞分泌出的细胞因子，该因

子可以刺激肿瘤细胞的迁移和运动，被命名为自分泌运动因子

(autocrine motility factor, AMF)[3,4]。研究表明恶性肿瘤细胞的转

移与 AMF和 AMF-R有关[5,6]。本试验先对不同细胞中的 AMF

的表达进行了检测，其次沉默了高表达 AMF的细胞，检测其在

增殖力、迁移力和侵袭力是否有影响，最后通过建立鼠原位人

肝细胞癌模型，评估 AMF在肝细胞癌的进展和转移的关系。

1 材料与方法

1.1 实验材料及试剂

人肝细胞癌细胞株 MHCC97-H 和人肝细胞株 LO2 为西

安交通大学基础医学院癌症研究所保存提供，小白鼠购于第四
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军医大学，DMEM培养基购自 Invitrogen公司，胰酶购自 Sig-

ma公司，胎牛血清购自 Gibco，TRIzol和 LipofectamineTM2000

购自 Invitrogen公司，Negative control购自上海吉玛生物有限

公司，小鼠抗人 AMF抗体购自 Abcam公司，Transwell小室购

自Millipore公司，Matrigel胶购自美国 BD公司。

1.2 LO2和MHCC97-H细胞株的复苏和培养

取出保存于液氮罐中细胞，迅速在 37℃水浴融化，随后低

速离心 (1000 rpm, 5 min)，悬浮培养于含有 10%胎牛血清的

DMEM培养液中(MHCC97-H需要高糖 DMEM)，置于恒温培

养箱(37℃, 5% CO2)中培养。待细胞融合度达到 70-80%时，用

0.25%的胰酶消化，并加入完全培养基中和，此后按 1:3进行传

代培养。

1.3 蛋白质免疫印迹(Western Blot)检测肿瘤细胞中 AMF的表

达水平

收集两种细胞提取膜蛋白，蛋白样品采用 Bradford法测定

总蛋白含量。根据蛋白样品的浓度，计算出每孔中蛋白质样品

的体积。SDS-PAGE电泳，转膜，5%脱脂奶粉的 TBST封闭 1

h，加入小鼠抗人 AMF抗体(1∶1000稀释)，4℃过夜孵育，TB-

ST漂洗 10 min，共三次，用 HRP标记的羊抗鼠二抗(1∶10000

稀释)，室温孵育 2 h，用 ECL发光试剂盒曝光，观察结果。

1.4 siRNA的合成

上海吉玛生物有限公司化学合成 3 条针对 AMF序列的

siRNA, 我们从中筛选出一条有效的 siRNA 序列 , 正义链 :

5'-UAAAGAUGGGGAAACUGAGGU-3',反义链: 5'-CUCAGU-

UUCCCCAUCUUUAGA-3'，用 Free-Rnase 水稀释干粉 siRNA,

最终浓度为 20 滋mol/L。
1.5 细胞培养及 siRNA瞬时转染

取对数生长期的细胞胰酶消化、计数,接种于 6孔板，每孔

细胞数为 1.5× 105个，24 h后细胞密度达到 60%，参照 Lipo-

fectamineTM2000 说明书进行瞬时转染。实验分 3 组：只加

LipofectamineTM2000 的空白对照组；加入非特异性 siR-

NA/LipofectamineTM2000复合物的阴性对照组；加入 AMF特异

性 siRNA/LipofectamineTM2000复合物实验组，筛选出成功转染

的细胞株，然后用Western blot(方法同 1.3)检测 AMF的表达情

况。

1.6 MTT细胞增殖试验

将三组细胞用胰蛋白酶消化成单细胞后，接种于 96孔板，

并将每孔的细胞数调整为 1× 104个；刚贴壁记为 0 h，在随后

的 24 h、48 h、72 h、96 h后加入 20 滋LMTT溶液 (5 mg/mL)，各

组细胞再培养 4 h，加入 DMSO后震荡 10 min，用酶标仪测定

OD值，绘制细胞生长曲线。

1.7细胞迁移和侵袭试验

细胞迁移实验将三组细胞培养 24 h后，胰蛋白酶进行消

化，并用无血清 DMEM将细胞密度调整为 1× 105/mL，取 200

滋L加入 Transwell上室 (无 Matrigel包被上室聚碳酸酯滤膜，

滤膜孔径为 8 滋m)，再取 600 滋L含 20%胎牛血清 DMEM培养

液，每个样品做三组重复，37℃细胞培养箱内培养 24 h后取出

小室,小心擦掉上室未迁移的细胞，用 PBS轻轻洗 3次，乙醇

固定,结晶紫染色显微镜下计数 5个视野穿过微孔的细胞数，

求取平均值。

细胞侵袭实验：Transwell上室用Matrigel包被上室聚碳酸

酯滤膜，滤膜孔径为 8 滋m，其余步骤同细胞迁移实验。
1.8 原位肿瘤模型的建立

将MHCC97-H和转染 AMF-siRNA的MHCC97-H细胞在

体外培养至对数期以后，调整细胞密度至 1× 107个 /mL，将小

鼠随机分为 2组，每组 10只小鼠，一组皮下注射 MHCC97-H

细胞悬液 0.5 mL，一组皮下注射 AMF-siRNA 的 MHCC97-H

细胞悬液 0.5 mL，随后将两组小鼠置于相同的生长环境下培养

35 d，解剖小鼠，比较其肿瘤大小。

1.9 统计学处理

数据统计处理采用统计学软件 SPSS17.0软件完成，计量

资料以均数± 标准差(x± s)表示，以 P＜0.05为差异具有统计

学意义。

2 结果

2.1 LO2, MHCC97-H细胞中 AMF的蛋白表达水平

采用 Western-blot 法分析 LO2、MHCC97-H 细胞中 AMF

蛋白的表达。根据实验可以得出MHCC97-H细胞中 AMF的蛋

白水平明显高于 LO2细胞中(P<0.05，图 1)。

2.2 转染后的MHCC97-H蛋白水平的变化

实验组 AMF基因的蛋白水平明显下调，而空白对照和阴

性对照组无明显差异，说明 AMF基因被沉默(P<0.05，图 2)。

2.3 AMF对MHCC97-H细胞的增殖能力的影响

在 0-24 h时，三组细胞的增殖速度无明显差异(P＞0.05)；

在 48 h后，转染后的细胞增殖速度与空白对照组和阴性对照

组存在明显差异(P＜0.05)，而空白对照组和阴性对照组无明显

差异(P＞0.05，图 3)。

图 1 LO2、MHCC97-H细胞中 AMF的蛋白表达

Fig.1 Protein expressions of AMF in LO2 and MHCC97-H

图 2 转染后的MHCC97-H蛋白水平的变化

Fig.2 Protein expressions of AMF transfection into MHCC97-H
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2.4 沉默 AMF基因对MHCC97-H细胞迁移能力的影响

对实验组、空白对照组和阴性对照组穿过 Transwell小室

的细胞数进行方差分析，结果显示：实验组穿过 Transwell小室

的细胞数明显减少(P＜0.05)，而空白对照组和阴性对照组无明

显差异(P＞0.05)，说明沉默 AMF基因后，细胞运动迁移能力下

降(图 4)。

2.5 沉默 AMF基因后MHCC97-H细胞侵袭能力的变化

对实验组、空白对照组和阴性对照组穿过的细胞数进行方

差分析，结果显示：实验组穿过的细胞数明显减少(P＜0.05)，而

空白对照组和阴性对照组无明显差异 (P＞0.05)，说明沉默

AMF基因后，细胞运动侵袭能力下降(图 5)。

2.6 沉默 AMF基因后肿瘤模型建立情况

对比 35 d后三组小鼠皮下肿瘤形成的大小情况，结果显

示：沉默 AMF基因后的MHCC97-H组肿瘤形成的大小显著低

于MHCC97-H组(P＜0.05，图 6)。

3 讨论

目前，治疗肝癌的方式主要有手术切除法、肝脏移植法、免

疫治疗法、化学治疗法等，但这些方法基本上都无法根治肝癌，

接受治疗的患者复发率也是比较高，严重影响肝癌患者的生存
[7-9]。由于我们对肝癌的复发和转移的机制分子机制不完全了

解，因此对其预防和治疗的效果十分有限[10,11]。

1986年，有人从人黑色素瘤细胞的血清培养基中分离纯

化出一种细胞因子，命名为自分泌运动因子(autocrine motility

factor，AMF)，该因子与肿瘤细胞的转移和侵袭有着较为密切

的关系 [12-15]。AMF是一个家族，从不同的细胞分离纯化出来

AMF的分子量是不相同的，而且 AMF存在还原状态和非还原

状态两种状态。肿瘤细胞和正常细胞都可以表达 AMF，但肿瘤

细胞中的 AMF呈过表达的状态。AMF分布在整个细胞的细胞

质中，并不是只存在于细胞的某一特殊的细胞骨架网中[16-18]。有

研究表明 AMF首先与其受体结合，使受体磷酸化，之后激活一

种叫做百日咳毒素敏感的 G蛋白，来刺激肌醇蛋白，从而促使

癌细胞发生运动[19,20]。肝癌是一种比较容易复发和转移的癌症，

AMF在肝癌细胞的迁移和侵袭的过程中是否扮演重要的角色

尚不明确[21]。为此，本试验先对比正常细胞和肝癌细胞中 AMF

的表达量，随后沉默了高转移性的肝癌细胞株中 AMF，观察沉

默 AMF基因后，其迁移力和侵袭力的变化，来说明 AMF在肝

癌细胞的转移和侵袭中的是否有这重要作用，最后在小鼠皮下

进行肿瘤实验，来验证 AMF对肿瘤的生长的影响。

本研究结果显示肝癌细胞中的 AMF表达量明显高于正常

的肝细胞，提示其可能与肝细胞癌的发生相关。本试验合成了

针对 AMF的 siRNA并将其转染到 MHCC97-H细胞中，结果

显示：沉默 AMF基因后，MHCC97-H的增殖力、迁移力和侵袭

力都有明显下降，说明 AMF基因与肝癌细胞的转移和侵袭有

密切的关系；最后用其建立的小鼠肿瘤模型，结果显示转染后

的MHCC97-H形成的肿瘤明显小于未转染时形成的肿瘤。由

此可见，沉默 AMF 基因可以抑制高转移性的肝癌细胞系

MHCC97-H的增殖力、迁移力和侵袭力，并且可以减缓肿瘤形

成的速度。

综上所述，AMF在肝癌的发生和发展中扮演重要角色。但

是 AMF在肝癌的形成和发展中的分子学机制和调控机制，以

及整个发生和发展过程中是否还有其他细胞因子参与都需要

进行下一步的深入研究。

图 3 转染 AMF-siRNA对MHCC97-H细胞的增殖能力的影响

Fig.3 Effects of AMF Silencing On Proliferation in MHCC97-H

图 4 沉默 AMF对MHCC97-H细胞迁移能力影响

Fig.4 Migration of MHCC97-H cells affected by silencing of AMF

图 5 沉默 AMF对MHCC97-H细胞侵袭能力影响

Fig.5 Invasion of MHCC97-H cells affected by silencing of AMF

图 6 35 d后肿瘤大小对比

Fig.6 Comparison of tumor size after 35 d
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