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Smad7对肝癌细胞增殖和迁移的影响及其临床意义 *

王玉林 董 菁 王 琳 高雪辰 沈怡敏△

（苏州大学附属第一医院临床检测中心 江苏苏州 215006）

摘要 目的：探究 Smad7对肝癌细胞增殖和迁移的影响及其临床意义。方法：通过转染 pcDNA3.1(+)-Smad7质粒或 Smad7的小干

扰 RNA使得 Smad7在肝癌细胞系 HepG2和 Huh7中过表达或敲减，应用MTT法检测 Smad7对肝癌细胞增殖的影响，采用细胞

划痕实验以及 Transwell实验探讨 Smad7对肝癌细胞迁移的影响。采用 qRT-PCR检测 9例肝癌癌患者手术切除的组织样本中

Smad7的表达。结果：过表达 Smad7的肝癌细胞增殖能力与对照组相比有明显的下降，而敲减 smad7能够促进肝癌细胞的增殖。

过表达 smad7的肝癌细胞穿过 Transwell小室底膜的能力显著下降，而敲减 Smad7能够促进这种能力。Smad7在肝癌癌旁组织中

的表达显著高于癌组织。结论：Smad7能够在肝细胞肝癌的进展中发挥负向调控作用。
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The Role of Smad7 in Hepatocellular Carcinoma Proliferation and Migration
and Its Clinical Significance*

To investigate the role of Smad7 in the Hepatocellular carcinoma (HCC) migration and proliferation and its

clinical significance. Through transfecting pcDNA3.1(+)-Smad7 or siRNA Smad7 to overexpress or knockdown the Smad7 ex-

pression in HCC cell lines HepG2 and Huh7. The MTT assays were used to test the role of Smad7 in proliferation of HCC cells. Tran-

swell and wound-healing assays were used to detect the effect of Smad7 on migratory ability in both tow cell lines. RT-PCR was used to

test the Smad7 expression in 9 clinical HCC patients' specimens. As the results, overexpression of Smad7 significantly inhibited

the proliferation of cells compared with the control group, while knockdown Smad7 promoted the proliferation. At the same time, over-

expression of Smad7 could inhibit the migratory ability of HCC cells compared with the control group, while knockdown smad7 could

accelerate this ability. The expression of Smad7 in cancer tissue was significantly lower compared with normal mucosa tissue adjacent to

cancer. Smad7 is a kind of anti-progressive molecule in HCC.
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前言

肝细胞肝癌(Hepatocellular，HCC)是世界范围内发病率与

致死率均位居前列的恶性肿瘤[1]，发病过程经历炎症、纤维化、

肝硬化等多个阶段，涉及复杂的生理病理过程。已有多种信号

通路被证实与 HCC的发生发展过程密切相关，然而有效的分

子靶点以及分子治疗手段仍尚未完全阐明。转化生长因子茁
(Transforming growth factor 茁，TGF-茁)通路被证实是 HCC发生

发展的关键节点[2,3]，这一信号通路在肝脏发生损伤时调控了肝

脏细胞的增殖、分化、凋亡、炎症、血管新生、上皮间质化、细胞

迁移以及侵袭等一系列生理病理过程[4,5]，在肝脏再生和代偿性

增殖中扮演了重要角色，是肝脏疾病向恶性疾病转化的重要节

点[6,7]。

Smad蛋白家族是 TGF-茁受体激酶底物[8]，分为受体激活

型 Smad1、2、3、5、8、9，通用型 Smad4以及抑制型 Smad6、7，其

形成复合物转导特异性信号，调节靶基因的转录[9,10]。Smad7作

为 TGF-茁信号通路中较特殊的发挥负向调控功能的蛋白[11]，已

被证实与多种鳞状上皮细胞肿瘤的进展相关[12,13]，但其在肝细

胞肝癌中的作用机制尚不明确。本研究通过细胞实验和基因操

纵的方式对其在肝细胞肝癌的进展中的功能和机制进行了深

入研究。

1 材料和方法

1.1 细胞培养
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人肝癌细胞系 HepG2 和 Huh7 培养于含有 10 %胎牛血

清、pH值为 7.2~7.4的 DMEM培养液 (100 U/mL青霉素、100

滋g/mL链霉素)中，于 37 ℃、5 % CO2、饱和湿度的培养箱中常

规培养。

1.2 实时定量聚合酶链式反应(qRT-PCR)

采用 ABI实时定量 PCR试剂盒(美国)、特异的 smad7 及

茁-actin引物，7500实时定量 PCR系统(ABI, Mannheim,德国)进

行实时定量 PCR。转染后细胞培养 24 h，采用 Trizol试剂盒

(Invitrogen，美国)提取 RNA，采用 ABI逆转录试剂盒(美国)，采

用试剂盒中 Random引物逆转录得到 cDNA，后进入 PCR实

验。退火温度为 60℃，茁-actin为内参。Smad7定量引物上游：

CGGAAGTCAAGAGGCTGTGT；下游：TGGACAGTCAGTTG-

GTTTGAGA。茁-actin定量引物上游：TACCTCATGAAGATC-
CTCACC；下游：TTTCGTGGATGCCACAGGAC。

1.3 核苷酸合成及转染

人 smad7 siRNA来自于 Gene Pharma公司(中国，上海)，人

Smad7表达载体 pcDNA3.1(+)-Smad7由公司构建。细胞均采用

Lipofectamine2000转染试剂(life technologies,中国)。HepG2和

Huh7细胞按照 2× 105的密度接种于 60 mm培养皿，融合度达

到 60~70 %时按照说明书剂量转染。

1.4 细胞迁移能力实验

HepG2和 Huh7细胞分别传代接种于培养皿中，转染后 24

h消化并计数，取 1× 105细胞并用无血清培养基重悬接种于

transwell小室上室，控制液体量为 200 滋L，下室加入有血清培
养基 500 滋L，培养 24 h后，将 transwell小室取出，擦去底膜上

层细胞，将底膜进行结晶紫(1 mg/mL)染色并对下层细胞进行

计数统计。

1.5 细胞划痕实验

先用Marker笔在 3.5厘米板背后均匀划横线以定位。将培

养皿中接种细胞，待细胞贴壁后，进行转染。转染后 24小时，此

时融合率接近 70%，用已高压灭菌的枪头垂直横线做多条划

痕，倾斜培养皿，用 PBS小心清洗 3次，吸弃液体以除去细胞

碎片，加入新鲜培养基进行常规培养，根据细胞生长速度，按照

0小时、24小时、48小时小时取相同位置拍照。

1.6 四唑盐(MTT)检测细胞增殖能力

HepG2 细胞及 Huh7 细胞传代过夜贴壁后转染 Control

siRNA和 Smad7 siRNA，按 1× 105接种于 96孔板中，每组 6

个副孔，置于 37℃细胞孵箱培养 48小时。每孔加入 20 滋LMTT

(5 mg/mL)，继续培养 4 h后，弃去培养基，每孔加入 150 滋L
DMSO，震荡摇匀 10 min，使用酶联免疫检测仪 OD490 nm 检

测吸光度值，结果以实验组 /对照组数值呈现。

1.7 Western Blot
收集细胞采用含 PMSF的细胞裂解液 RIPA裂解收集蛋

白，采用 BCA试剂盒定量，标准化后进行 Western Blot实验，

抗体 Smad7（1：1000，R&D, USA），茁-actin(1：4000，Cell Signal,
USA)。

1.8 统计学分析

所有数据均为三次独立重复实验结果的平均值，以均数±

标准差(x± s)表示，采用 Graphpad Prism 5软件进行统计分析，组

间比较采用 student-t检验，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 过表达 Smad7显著抑制肝癌细胞的增殖

为探究过表达 Smad7在肝癌细胞增殖中的作用，我们选

用 HepG2和 Huh7两种肝癌细胞进行细胞增殖能力实验。首先

将细胞培养至对数生长期融合率约 70%时，转染 pcDNA3.1(+)

-Smad7及对照组质粒 Vector，24小时候后收集细胞提取 RNA

和蛋白，并采用 qRT-PCR及 western blot的方法检测转染效

率，结果如图 1-A。实验结果表明过表达 Smad7是成功的。

采用上述相同方法转染的细胞 24小时后进行消化计数，

按每孔 1× 105接种于 96孔板中，每列接种 6孔，每种细胞两

列，采用完全培养基培养。48小时后弃去培养液，每孔加入

200 滋L无血清培养基及 20 滋LMTT溶液，37℃孵育 4 h。弃去

培养液，每孔加入 150 滋L DMSO溶液震荡溶解 10 min，酶标仪

490 nm检测吸光度值，结果如图 1-B所示。统计结果均来自三

次独立重复试验。实验结果证明，转染了 pcDNA3.1(+)-Smad7

的细胞，其增殖速度明显低于对照组，即过表达 Smad7能够抑

制肝癌细胞的增殖。

2.2 过表达 Smad7抑制肝癌细胞的迁移

为检测 Smad7对肝癌细胞迁移能力的影响，我们采用转

染过表达 Smad7质粒的 HepG2和 Huh7细胞进行了细胞划痕

实验。如图 2-A和图 2-B所示，细胞进行划痕后 24 h和 72 h对

划痕进行拍照并统计细胞迁移距离，统计结果来自三次独立重

复试验，结果如图所示。实验结果显示过表达 Smad7的细胞划

痕愈合距离即细胞迁移距离明显小于对照组，表明过表达

Smad7能够抑制肝癌细胞的迁移。

2.3 敲减 Smad7促进肝癌细胞的增殖和迁移

为了解敲减 Smad7 在肝癌细胞中的作用，我们选用

HepG2和 Huh7两种肝癌细胞转染 Control siRNA以及 Smad7

siRNA后进行细胞增殖和细胞迁移实验。图 3-A检测了敲减

Smad7的转染效率，实验结果证实敲减是成功的。MTT结果如

图 3-B所示，实验结果显示转染了 Smad7 siRNA的细胞增殖

能力明显高于对照组，即敲减 Smad7能够促进肝癌细胞的增殖。

为了进一步证实 Smad7对于肝癌细胞迁移能力的影响，

我们选用 HepG2 细胞进行了另一种检测细胞迁移能力的实

验，即 Transwell实验。将转染 Smad7 siRNA及 Control siRNA

后 24 h的 HepG2细胞消化计数，取 2× 105细胞重悬在 200 滋L
无血清培养基中，接种于 Transwell小室上室，下室补充 500

滋L完全培养基。常规培养 24 h后，将上室取出，对穿过底膜的

细胞进行结晶紫染色和计数，结果如图 3-B所示。实验结果证

明，敲减 Smad7能够促进细胞的迁移。

以上三组实验结果均表明 Smad7能够抑制肝癌细胞的增

殖和迁移，在一定程度上发挥了抑癌作用。

2.4 Smad7在肝细胞肝癌患者中的临床意义

为了研究 Smad7在临床肝癌患者组织中的表达情况及临

床意义，我们收集了 9例肝癌癌患者手术切除的组织样本，提

取组织 RNA并逆转录，采用 qRT-PCR的方法检测其中 Smad7

的表达量，按癌旁正常组织 /癌组织比值进行统计。实验结果

显示：在 9个病例中，癌症组织中 Smad7的表达量低于癌旁正

常组织的有 6例，如图所示。
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图 1 过表达 Smad7抑制肝癌细胞的增殖

A.过表达 Smad7的转染效率；B. MTT实验结果。

Fig.1 Overexpressed Smad7 inhibits the proliferation of HCC cells

A.The detection of the transfection efficiency; B. The result of MTT experiments.

Note: *P<0.05, ** P<0.01, compared with the vector group.

图 2 过表达 Smad7抑制肝癌细胞的迁移

A和 B.分别在 HepG2和 Huh7细胞中进行细胞划痕实验，对细胞迁移距离进行统计分析。

Fig.2 Overexpression of Smad7 prohibited the migration of HCC

A and B. HepG2 and Hunh7 cells were preceded by wound-healing assay respectively.

Note: *P<0.05, ** P<0.01, compared with the vector group.

图 3 敲减 Smad7表达促进肝癌细胞的增殖和迁移

A.敲减 Smad7效率验证；B和 C.敲减 Smad7后进行MTT实验和 Transwell实验。

Fig.3 Knock down Smad7 promoted the proliferation and migration of HCC cells

A. The efficiency of knocking down; B and C. The MTT and Transwell assay after knocking down Smad7.

Note: *P<0.05, ** P<0.01, compared with control group.
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由上述临床样本中 Smad7检测结果可知，9例中的 6例肝

癌患者，其肝癌组织中的 Smad7的表达量显著高于正常肝脏

组织。这一实验结果结合图 2和图 3，从侧面证明 Smad7发挥

了抑制肝癌进展的作用，并可能在肝癌患者中发挥抑制肝癌转

移的作用。

3 讨论

TGF-茁在肝细胞癌变初期可作为抑癌因子抑制细胞增殖,

启动细胞分化或凋亡，而在肿瘤发展期则可因某些原因丧失对

TGF-茁应答的敏感性，刺激血管生成、抑制免疫反应、促进上皮
间质化, 为肿瘤细胞的快速生长和转移提供良好的局部环境，

反而成为促癌因子，扮演着肿瘤抑制基因和癌基因的双重角色[14]。

以往对 Smad 家族在肿瘤中调控作用的研究，主要集中在

Smad2/3上，有研究证实它们在肿瘤进展中起到了促进作用[9,15]，

而缺少 TGF-茁通路依赖 Smad家族发挥双重调控作用的证据。

在本研究中，我们对 Smad7在肝癌中的功能进行了深入探讨，

由结果图 1-B，图 3-B可知，在过表达和敲减 Smad7时，从正反

两方面均可证实其在肝癌细胞 HepG2和 Huh7中，发挥了抑制

其细胞增殖的作用，与同家族成员在肿瘤中的调控功能相反，

这可能是 TGF-茁 信号通路作为抑癌因子发挥作用的机制之
一，也进一步证明了 TGF-茁通路对肿瘤的调控是双向的[16]。在

现有的 TGF-茁对肿瘤双向调控的分子研究中，Smad7多被认
为与家族成员协同进行促癌调控作用[17,18]，然而在我们的研究

中证实了 Smad7作为 TGF-茁通路中具有重要的调控节点，在
肝细胞肝癌进展过程在发挥了抑制肝细胞肝癌增殖和转移的

作用，由图 2以及图 3-C可知，Smad7不仅能够抑制肝癌细胞

的增殖，还能抑制细胞的划痕愈合能力和穿过小室底膜的能

力，这些证明了 smad7能够在一定程度上抑制肿瘤的转移。导

致这种结果的原因可能是因为 Smad7具有时间节点依赖性的

双重调节功能，而我们采用的细胞模型均为分化较差、增殖和

转移能力较强的肝癌细胞的结果[19,20]。图 4结果显示，部分肝癌

患者的正常组织中 Smad7的表达量高于癌症组织，虽该实验

结果由于病例数较少以及个体差异等因素并无统计意义，但亦

能在一定程度上说明 Smad7在肝癌患者组织中确实存在差异

表达，并具有一定的抑癌作用，也符合近年来在其他肿瘤疾病

中对其的研究[21]。在后续的研究中我们将进一步细化对 Smad7

双重调控机制的研究，采用不同分期的肝癌患者组织进行相关

基因水平的检测和功能验证，并探究其下游关键靶分子，为不

同期别肝癌的诊断与治疗提供新的理论依据。
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