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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨骨桥蛋白（ＯＰＮ）通过半乳糖凝集素 ３ 结合蛋白（ＬＧＡＬＳ３ＢＰ）促进肝癌细胞迁移的作用

及机制。 方法　 体外培养人肝癌细胞系 ＳＭＭＣ⁃７７２１、稳定转染空真核表达载体的人肝癌细胞系 ＳＭＭＣ⁃Ｐ 及稳定转

染 ＯＰＮ 基因的人肝癌细胞系 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测细胞中 ＯＰＮ 及 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｍＲＮＡ 表达情况，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测细胞中 ＯＰＮ、ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路蛋白表达水平，细胞划痕实验检测细胞迁移能力。 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细

胞中分别转染靶向 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的小干扰 ＲＮＡ（ ｓｉ⁃ＬＧＡＬＳ３ＢＰ）及阴性对照（ ｓｉ⁃ＮＣ）后，检测细胞迁移能力变化和

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路蛋白相对表达水平变化。 结果　 相较于亲本细胞 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 和转染空载体的细胞 ＳＭＭＣ⁃Ｐ，高表

达 ＯＰＮ 的细胞 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 迁移能力明显增强，而且细胞中 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显著上调，同时 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 及 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 蛋白相对表达量均显著升高。 沉默 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 表达后，ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细胞的迁移能力受

到明显抑制，同时 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 及 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 蛋白相对表达水平均显著降低。 结论 　 ＯＰＮ 可以通过上调

ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的表达激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路，从而促进肝癌细胞迁移。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ （ＯＰＮ） ｉｎ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＬＧＡＬＳ３ＢＰ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ＳＭＭＣ⁃７７２１， ＳＭＭＣ⁃Ｐ （ｓｔａｂｌｙ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｐｔｙ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ）， ａｎｄ ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ （ ｓｔａｂｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＯＰＮ ｇｅｎｅ） ｗｅｒｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ． ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＯＰＮ ａｎｄ ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＮ ａｎｄ ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ． Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ． Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＬＧＡＬＳ３ＢＰ⁃ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ （ ｓｉ⁃
ＬＧＡＬＳ３ＢＰ） ｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ （ ｓｉ⁃ＮＣ） ｉｎｔｏ ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ ｃｅｌｌｓ， ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
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ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｉ⁃ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ
ｃｅｌｌｓ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉ⁃ＬＧＡＬＳ３ＢＰ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＯＰＮ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ ｂｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ； ＬＧＡＬＳ３ＢＰ； ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ； ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ； ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）在全

球常见的恶性肿瘤中位居第六［１］，死亡率居第三

位，而在我国死亡率位居第二位，仅次于肺癌［２］。
２０２０ 年中国占全球肝癌病例的 ４５􀆰 ３％和肝癌死亡

人数的 ４７􀆰 １％［３］，患者死亡的主要原因是肿瘤的转

移复发。 骨桥蛋白（ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）是一种磷酸

化糖蛋白，参与机体多种生理及病理过程，是一种

多功能蛋白［４］，可与细胞膜上受体 ＣＤ４４ 及整合素

结合，影响肿瘤生长、浸润及转移过程。 研究表明，
肿瘤患者血清 ＯＰＮ 水平升高常伴随预后不良，在肝

癌转移组织中 ＯＰＮ 表达显著升高，并且与低生存率

和高复发率相关［５－６］。 ＨＣＣ 患者的血清 ＯＰＮ 升高，
提示其可作为 ＨＣＣ 的生物学标志物［７］，在 ＨＣＣ 中

的诊断和预后中具有重要临床意义［８－９］。 半乳糖凝

集 素 ３ 结 合 蛋 白 （ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＬＧＡＬＳ３ＢＰ）是一种分泌型、高糖基化蛋白［１０］，属于

富半胱氨酸清道夫受体（ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｙｓｔｅｉｎｅ⁃
ｒｉｃｈ，ＳＲＣＲ）超家族［１１－１２］。 研究发现，ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 基

因在肝细胞癌、口腔鳞状细胞癌、胃癌等多种肿瘤

组织中和血清中表达增多，可以通过多种方式参与

肿瘤的生长与转移，并引起细胞黏附、免疫反应以

及免疫逃逸［１３－１４］。 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 与肝癌的预后密切

相关，在 ＨＣＣ 患者中，总生存期高的患者血清

ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 表达较正常范围低［１４］，其高表达可能与

ＨＣＣ 患者的不良预后相关［１５］，表明 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 可

以作为肝癌的血清生物学标志物和治疗靶点［１６－１７］。
但其对肝癌细胞的迁移及侵袭的影响研究很少。
而且 ＯＰＮ 与 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 之间是否存在调控关系从

而影响肝癌细胞的迁移尚不明确。 本研究从

ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 在 ＯＰＮ 对肝癌细胞迁移的调控作用及

机制出发， 检测出高表达 ＯＰＮ 的肝癌细胞中

ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的表达情况，发现 ＯＰＮ 可以通过上调

ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 活化 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路，进而促进肝癌细

胞迁移。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

　 　 人肝癌细胞系 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 购自上海细胞库，稳
定转染空真核表达载体的人肝癌细胞系 ＳＭＭＣ⁃Ｐ
及稳定转染 ＯＰＮ 基因的人肝癌细胞系 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ
均由内蒙古医科大学微生物与免疫学研究室构建。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、ＰＢＳ、胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、０􀆰 ２５％胰蛋白酶、青霉素和链霉素均为

美国 ＧＩＢＣＯ 公司产品；遗传霉素 Ｇ４１８ 为美国 Ｓｉｇｍａ
公司产品；总 ＲＮＡ 抽提纯化试剂盒为北京天根生化

科技有限公司产品；ｃＤＮＡ 特异性反转录试剂盒为

北京全式金公司产品；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ
为南京诺唯赞公司产品；ＲＩＰＡ 蛋白质裂解液及蛋白

酶抑制剂为北京索莱宝公司产品；ＢＣＡ 蛋白定量试

剂盒为北京 ＣＷＢＩＯ 公司产品；ＮＣ 膜为武汉博士德

公司产品；脱脂奶粉为美国 ＢＤ 公司产品；兔抗人

ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 抗体为 ａｂｃａｍ 公司产品；兔抗人 ＡＫＴ、ｐ⁃
ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、辣根过氧化物酶

（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的羊抗兔 ＩｇＧ 均

为 美 国 ＣＳＴ 公 司 产 品； ＥＣＬ 发 光 液 为 大 连

ｍｅｉｌｕｎｂｉｏ􀳏 公 司 产 品； 小 ＲＮＡ 转 染 试 剂 盒

ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭ ＣＰ Ｒｅａｇｅｎｔ 为广州锐博生物科技有限公

司产品；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物由北京擎科公司合成；小

ＲＮＡ 干扰片段由广州锐博生物科技有限公司合成。
光学显微镜为德国 Ｌｅｉｃａ Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ ＣＭＳ ＧｍｂＨ；
实时荧光定量 ＰＣＲ 仪为美国 ａｐｐｌｉｅｄ ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

　 　 ＳＭＭＣ⁃７７２１、ＳＭＭＣ⁃Ｐ、ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细胞均使用

含有 １０％ ＦＢＳ、１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ ／ ｍＬ 链

霉素的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基，其中 ＳＭＭＣ⁃Ｐ 及 ＳＭＭＣ⁃
ＯＰＮ 细胞培养基中需加入 ３００ μｇ ／ ｍＬ Ｇ４１８，在 ５％
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ＣＯ２、３７ ℃恒温培养箱中培养。
１􀆰 ３􀆰 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）检测肝癌细

胞中 ＯＰＮ 和 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｍＲＮＡ 表达

　 　 用胰酶消化生长状态良好的肝癌细胞，培养基

重悬，以 ４ × １０５ ／孔接种于 ６ 孔板中，在 ５％ ＣＯ２、
３７ ℃恒温培养箱培养 ２４ ｈ 后，用总 ＲＮＡ 抽提纯化

试剂盒提取细胞中总 ＲＮＡ，用反转录试剂盒合成

ｃＤＮＡ。 参照 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒说

明书，使用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＯＰＮ 及 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 基

因 ｍＲＮＡ 的相对表达量。 ＧＡＰＤＨ 作为内参，每组

设置 ３ 个复孔，用 ２－ΔΔＣｔ 法计算 ｍＲＮＡ 相对表达量。
引 物 序 列 为： ＧＡＰＤＨ 的 上 游 为 ５ ’⁃
ＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧ⁃３ ’， 下 游 为 ５ ’⁃
ＧＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣ⁃３’；ＯＰＮ 的上游为 ５’⁃
ＡＴＣＴＣＣＴＡＧＣＣＣＣＡＣＡＧＡＡＴ⁃３ ’， 下 游 为 ５ ’⁃
ＣＡＴＣＡＧＡＣＴＧＧＴＧＡＧＡＡＴＣＡＴＣ⁃３’； ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的

上游为 ５’⁃ＡＧＧＡＡＣＣＣＡＡＧＧＣＧＴＧＡＡＣ⁃３’，下游为

５’⁃ＴＡＧＡＡＧＡＴＣＴＣＣＡＣＧＣＧＧＣ⁃３’。
１􀆰 ３􀆰 ３　 细胞划痕实验检测细胞迁移

　 　 用胰酶消化生长状态良好的肝癌细胞，培养基

重悬，以 ４×１０５ ／孔接种到 ６ 孔板中，当细胞汇合度

达到 ８０％～９０％时，各孔分别用 ２００ μＬ 消毒枪头与

板底所作横线垂直进行划线，用 ＰＢＳ 冲洗两遍，再
加入无血清培养基，于细胞培养箱中继续培养，分
别在划痕后 ０ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 于显微镜下拍照，
Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析划痕面积，计算细胞愈合率。 细胞愈合

率 ／ ％ ＝（２４ ｈ ／ ４８ ｈ ／ ７２ ｈ 划痕面积－０ ｈ 划痕面积） ／
０ ｈ 划痕面积×１００％。
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＯＰＮ、ＬＧＡＬＳ３ＢＰ、
ＡＫＴ、ｐ⁃ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 蛋白表达

　 　 用胰酶消化对数生长期细胞，培养基重悬，以 ４
×１０５ ／孔接种到 ６ 孔板中，５％ ＣＯ２、３７ ℃培养 ４８～７２
ｈ 后提取总蛋白，根据 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒说明书

测定蛋白浓度。 以 ３０ μｇ 蛋白上样后进行电泳，运
用湿转法将蛋白转到 ＮＣ 膜上，５％脱脂牛奶室温摇

床封闭 １ ｈ 后，分别加入兔抗人 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（１ ∶
１０００）、兔抗人 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 抗体（１ ∶ １０００）、兔抗人

ＡＫＴ 抗体 （ １ ∶ １０００）、兔抗人 ｐ⁃ＡＫＴ 抗体 （ １ ∶
１０００）、兔抗人 ＰＩ３Ｋ 抗体（１ ∶ １０００） 和兔抗人 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ 抗体（１ ∶ １０００），４ ℃冰箱孵育 １２ ～ １８ ｈ，加入

二抗即 ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ（１ ∶ １０００），室温摇

床孵育 １～２ ｈ 后，参照 ＥＣＬ 试剂盒说明书进行电化

学发光测定，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进

行定量分析。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＲＮＡ 干扰

　 　 用胰酶消化 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细胞，培养基重悬，以
４×１０５ ／孔接种在 ６ 孔板中，细胞汇合度达到 ５０％ ～
７０％，参照 ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒说明书操

作，用无血清培养基将靶向 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的小干扰

ＲＮＡ（ｓｉ⁃ＬＧＡＬＳ３ＢＰ）及阴性对照无关序列（ ｓｉ⁃ＮＣ）
分别转染至细胞。 转染 ４ ～ ６ ｈ 后换用完全培养基，
２４ ｈ 后进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验及细胞划痕实验。 ２４ ｈ
后提 取 总 蛋 白 进 行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实 验。 靶 向

ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的小 ＲＮＡ 干扰片段序列为 ５’⁃ＧＧＡ
ＣＣＵＧＵＡＵＧＣＣＵＡＵＧＣＡｄＴｄＴ⁃３’（ｓｉ⁃ＮＣ）和 ３’⁃ｄＴｄＴ
ＣＣＵＧＧＡＣＡＵＡＣＧＧＡＵＡＣＧＵ⁃５’（ｓｉ⁃ＬＧＡＬＳ３ＢＰ）。
１􀆰 ３􀆰 ６　 实验分组

　 　 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞经稳定转染空真核表达载

体的人肝癌细胞系 ＳＭＭＣ⁃Ｐ 及稳定转染 ＯＰＮ 基

因的人肝癌细胞系 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ，即分为 ＳＭＭＣ⁃
７７２１ 组 （ ＳＭＭＣ⁃７７２１ ｇｒｏｕｐ） 、空载组 （ ＳＭＭＣ⁃Ｐ
ｇｒｏｕｐ） 、 过 表 达 ＯＰＮ 组 （ ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ ｇｒｏｕｐ ） 。
ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细 胞 转 染 后 分 为 对 照 组 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ） 、无关序列组 （ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ） 、干扰组 （ ｓｉ⁃
ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｇｒｏｕｐ） 。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ ８ 软件进行作图及统计分

析，多组间比较采用单因素方差分析 （ ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），两组间比较采用独立样本 ｔ 检验进行分

析，计量资料以平均数±标准差（ 􀭰ｘ± ｓ）表示，以 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表明差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＯＰＮ 上调肝癌细胞中 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的表达

　 　 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中稳定转染 ＯＰＮ 后得到高表

达 ＯＰＮ 的细胞 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示，与亲本细胞 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 和转染空载

体的细胞 ＳＭＭＣ⁃Ｐ 相比，ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细胞中 ＯＰＮ
基因的 ｍＲＮＡ（Ｐ＜０􀆰 ００１，图 １Ａ）及蛋白（Ｐ＜０􀆰 ０５ 或

Ｐ＜ ０􀆰 ０１，图 １Ｂ）表达显著升高。 同时，ＬＧＡＬＳ３ＢＰ
基因的 ｍＲＮＡ（Ｐ＜０􀆰 ０１，图 １Ｃ）及蛋白（Ｐ＜０􀆰 ０５，图
１Ｄ）表达水平均显著增加，说明 ＯＰＮ 可以上调肝癌

细胞中 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的表达。
２􀆰 ２　 ＯＰＮ 通过上调 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
通路

　 　 如图 ２ 所示，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了 ＳＭＭＣ⁃
７７２１、ＳＭＭＣ⁃Ｐ 和 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细胞以及 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ
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注：Ａ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测细胞中 ＯＰＮ ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＯＰＮ 蛋白表达；Ｃ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测细胞中 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｍＲＮＡ

表达；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 蛋白表达。 与 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 及空载组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １　 ＯＰＮ 上调肝癌细胞中 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＯＰＮ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ． Ｂ， ＯＰＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｃ， ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ． Ｄ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＭＭＣ⁃７７２１ ａｎｄ

ＳＭＭＣ⁃Ｐ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＯＰＮ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＣＣ ｃｅｌｌｓ

注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＯＰＮ 对 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路的影响；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 对 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路的影响。 与 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 及

空载组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＯＰＮ 及 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 对 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＯＰＮ ｏｎ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ． Ｂ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｏｎ ｔｈｅ

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＭＭＣ⁃７７２１ ａｎｄ ＳＭＭＣ⁃Ｐ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＯＰＮ ａｎｄ ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｏｎ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
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干扰 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 后的 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路相关基因表达

变化。 结果表明，与 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 和 ＳＭＭＣ⁃Ｐ 细胞相

比，ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细胞的 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ（Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜

注：Ａ：ＯＰＮ 影响 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞迁移能力；Ｂ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测细胞中 ＯＰＮ ｍＲＮＡ 表达；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 蛋白

表达；Ｄ：ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 影响 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细胞迁移能力。 与 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 及空载组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与对照组相比， ∗Ｐ＜

０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ３　 ＯＰＮ 及 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 影响肝癌细胞迁移能力

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＯＰＮ ａｆｆｅｃｔｅｄ ＳＭＭＣ⁃７７２１ ｃｅｌｌｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｕｓｉｎｇ ｗｏｕｎｄ⁃ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙｓ． Ｂ， ＯＰＮ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ． Ｃ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｄ， ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ａｆｆｅｃｔｅｄ ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ ｃｅｌｌｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ

ｕｓｉｎｇ ｗｏｕｎｄ⁃ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＭＭＣ⁃７７２１ ａｎｄ ＳＭＭＣ⁃Ｐ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜

０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＯＰＮ ａｎｄ ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ

０􀆰 ０１，图 ２Ａ）及 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ（Ｐ＜０􀆰 ０５，图 ２Ａ）蛋白

相对表达水平均显著上调。 用 ｓｉ⁃ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 干扰

ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 表达后，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组及 ｓｉ⁃ＮＣ 组相比，ｓｉ⁃
ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 组的 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ（Ｐ＜０􀆰 ０５，图 ２Ｂ）及 ｐ⁃
ＡＫＴ ／ ＡＫＴ（Ｐ＜０􀆰 ０５，图 ２Ｂ）蛋白相对表达量均显著

下调，表明 ＯＰＮ 可以通过上调 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 表达激活

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路。
２􀆰 ３ 　 ＯＰＮ 通过上调 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 促进肝癌细胞

迁移

　 　 如图 ３ 所示，通过细胞划痕实验检测了 ＳＭＭＣ⁃
７７２１、ＳＭＭＣ⁃Ｐ 和 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细胞的迁移能力，以
及 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细胞敲低 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 后的细胞迁移

能力变化。 结果显示，与亲本细胞 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 和转

染空载体的细胞 ＳＭＭＣ⁃Ｐ 相比，ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细胞的

迁移能力显著增强（Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜０􀆰 ０１，图 ３Ａ），表
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明 ＯＰＮ 可以促进 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的迁移。 用 ｓｉ⁃
ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 干扰 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 表达后（Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜
０􀆰 ０１ 或 Ｐ＜０􀆰 ００１，图 ３Ｂ、３Ｃ），与对照组及无关序列

组相比，干扰组的细胞迁移能力明显受到抑制（Ｐ＜
０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， 图 ３Ｄ）， 表明 ＯＰＮ 通过上调

ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 表达促进肝癌细胞迁移。

３　 讨论

　 　 癌细胞转移是肝癌患者预后不良和死亡的主

要原因。 骨桥蛋白 ＯＰＮ 是一种分泌型的磷酸化糖

蛋白，在许多肿瘤以及转移组织中表达较高，与肿

瘤转移密切相关。 在肿瘤细胞中，ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的表

达可以刺激血管生成及影响肿瘤相关巨噬细胞极

化，通过调节肿瘤微环境来促进肿瘤的生长和转

移［１８－１９］。 前 期 研 究 采 用 ＵＡＬＣＡＮ 网 站 在 线 对

ＴＣＧＡ 库中数据进行分析，发现肝癌细胞组织中

ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 表达较正常组织高，可能参与肝细胞癌

恶性进展［２０］，但是 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 在肝癌细胞迁移中的

作用及机制研究很少，而且在肝癌细胞迁移中 ＯＰＮ
与 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 之间的调控关系尚不清楚。

本研究以高表达 ＯＰＮ 的肝癌细胞为模型，研究

了 ＯＰＮ 对肝癌细胞迁移的调控作用及其分子机制，
发现肝癌细胞中过表达 ＯＰＮ 后迁移能力增强，同时

细胞中 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的表达水平升高。 而在用小干

扰 ＲＮＡ 敲低细胞中 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 后，肝癌细胞迁移能

力明 显 受 到 抑 制， 表 明 ＯＰＮ 可 以 通 过 上 调

ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的表达从而促进肝癌细胞的迁移。
有资料证实，ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 可以触发 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ

信号通路，导致肿瘤细胞的生长与转移［２１］，以及血

管生成等［２２］。 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路是细胞发育、生
长、分化、细胞凋亡以及血管生成等的关键信号通

路，在癌症细胞中可受到各种致癌基因和生长因子

受体通路的作用而异常激活，与癌症的生长与发展

密切相关［２３］。 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路在 ＨＣＣ 中高度

激活，是对肝癌细胞生长、增殖、迁移、代谢、血管生

成及细胞基质重塑影响极其重要的信号通路之

一［２４－２５］。 因此，为进一步探讨 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 在 ＯＰＮ
促肝癌细胞迁移中的详细作用机制，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测了 ＳＭＭＣ⁃ＯＰＮ 细胞中 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路蛋白

的表达情况，发现 ＯＰＮ 可以活化肝癌细胞中 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 通路。 而在干扰 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 后，ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通

路受到抑制，与文献报道一致［２１］，表明 ＯＰＮ 可通过

调控 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 表达影响 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路活化。

综上所述，肝癌细胞系 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 高表达 ＯＰＮ
后通过上调 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 的表达从而触发 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
信号 通 路， 进 而 促 进 肝 癌 细 胞 迁 移， 也 表 明

ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路在 ＯＰＮ
促迁移中发挥重要作用。 多种基因及分子水平的

改变参与了原发性肝癌的发生发展，本研究发现

ＯＰＮ 与 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ 在促进肝癌细胞迁移中存在调

控关系，丰富了肝癌细胞迁移的分子机制，对后续

深入探讨 ＯＰＮ 对肿瘤转移相关生物学行为的影响

及其作为肝癌生物标志物开发提供实验依据，对研

究肝癌转移具有重要的意义，可为肝癌的临床预防

和诊疗提供新的思路。
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