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摘要　目的　探讨ＰＰＦＩＡ４在肝细胞癌组织和ＨＣＣＬＭ３细胞中的表达水平及其对肝细胞癌生物学行为的调控。方法　选择
生物信息学分析、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法和免疫组化法检测肝细胞癌患者肿瘤组织中ＰＰＦＩＡ４表达情况并进行患者预后的相关分析；
设计ｓｉＲＮＡ质粒瞬转敲低ＨＣＣＬＭ３细胞中ＰＰＦＩＡ４表达，选取划痕愈合实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测敲低ＰＰＦＩＡ４对ＨＣＣＬＭ３细
胞迁移、侵袭能力的影响；借助Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＨＣＣＬＭ３细胞株转染ｓｉＲＮＡ质粒后上皮－间充质转化（ＥＭＴ）相关蛋白标
志物的表达变化。结果　ＰＰＦＩＡ４在肝细胞癌组织和肝细胞癌细胞（ＨＣＣＬＭ３、Ｌｉ７、ＭＨＣＣ９７Ｈ）中高表达；ＰＰＦＩＡ４高表达提示
患者临床分期较晚，总体生存期（ＯＳ）较短；敲低ＨＣＣＬＭ３细胞株中 ＰＰＦＩＡ４表达后，ＨＣＣＬＭ３细胞迁移和侵袭能力均下降（Ｐ
＜０００１），并且ＥＭＴ标志物表达发生变化，上皮细胞标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达增加（Ｐ＜００１），而间充质标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达下降（Ｐ＜００５、Ｐ＜００１）。结论　ＰＰＦＩＡ４在肝细胞癌组织和肝癌细胞株中呈高表达并与患者不良预后相关，
沉默ＰＰＦＩＡ４后能够调控肝癌细胞生物学行为，抑制ＨＣＣＬＭ３细胞迁移和侵袭能力，其具体机制可能与ＥＭＴ相关。
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Ｅｍａｉｌ：ｗｕｗｅｎｙｏｎｇ＠ａｈｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）已成
为全球第六大最常见的恶性肿瘤，是全球癌症相关

死亡的第三大原因，造成了严重的全球健康负

担［１］。尽管ＨＣＣ的诊疗手段有许多突破性进展，但
肝细胞癌的早期诊断率仍不乐观，再叠加肝细胞癌

易转移、复发的特性，导致肝细胞癌患者的病死率还

处于较高水平［２］。现阶段寻找肝细胞癌诊断的新

型生物学标志物，探索肝细胞癌恶性进展和转移的

机制，对肝细胞癌早期诊断和靶向治疗具有重大意

义。ＰＰＦＩＡ４是一种胞质支架蛋白，定位于染色体
１ｑ３２１扩增区，其在多种癌症中高表达，且与肿瘤
代谢重编程、恶性转移和患者不良预后相关［３－５］。

其家族成员也在肿瘤的发生发展中发挥强大的功

能，目前已被报道在前列腺癌、小细胞肺癌等肿瘤的

恶性进展和病变转移中发挥重要作用［６－７］。该研究

拟探索ＰＰＦＩＡ４在肝细胞癌中的表达情况及其功能
调控的机制，为肝细胞癌诊治提供新的理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织标本收集　收集在安徽省第二人民医
院接受根治性肝细胞癌切除手术患者的 ＨＣＣ组织
及癌旁正常组织样本共６对。收集安徽省第二人民
医院２０２２年１月—２０２４年４月通过手术切除，由病
理证实并临床资料保存完整的 ＨＣＣ组织存档蜡块
４２例。所有患者均在线上签署知情同意书。纳入
标准：① 根治性手术切除的ＨＣＣ组织标本；② 患者
术前未接受任何放、化疗。本研究经安徽省第二人

民医院伦理委员会审查并获得批准［伦理号：（Ｒ）
２０２２００１］。
１．１．２　细胞系和主要试剂　人正常肝细胞ＬＯ２购
自湖南丰晖生物科技有限公司（货号：ＣＬ０１９２），人
ＨＣＣ细胞 ＨＣＣＬＭ３、Ｌｉ７、ＭＨＣＣ９７Ｈ均由本实验室
保存。ＤＭＥＭ培养基和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００购自美
国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｇｉｂｉｃｏ 公 司 （货 号：１２６３４０２８、
Ｌ３０００００１），胎牛血清购自美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ公司（货号：１００９９１５８），青链霉素混合液、ＢＣＡ
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蛋白提取试剂盒、ＥＣＬ发光剂购、Ｓｖｉｓｉｏｎ免疫组化
试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒购自武汉塞维尔生物科技
有限公司（货号：Ｇ４００３１００ＭＬ、Ｇ２０２６２００Ｔ、Ｇ２１６１
２００ＭＬ、Ｇ１３１３１００Ｔ、Ｇ１２１２２００Ｔ），ＰＰＦＩＡ抗体购自
英国ｂｉｏｒｂｙｔ公司（货号：ｏｒｂ５８６５０６），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ抗体购自武汉三鹰生物
科技有限公司 （货号：２０８７４１ＡＰ、２２０１８１ＡＰ、
１０３６６１ＡＰ、６０００４１Ｉｇ），山羊抗兔 ｉｇＧ二抗购自武
汉塞维尔生物科技有限公司（货号：ＧＢ２３３０３）。
１．１．３　主要仪器　医用洁净工作台（型号：ＢＢＳ
ＤＤＣ，济南鑫贝西生物技术有限公司）、ＣＯ２培养箱
（型号：ＭＣＯ１５ＡＣ，日本三洋电机公司）、医用低温
保存箱（型号：ＤＷ８６Ｌ４９０Ｊ，青岛海尔生物医疗股份
有限公司）、电泳电转仪（型号：ＤＹＹ７Ｃ，北京六一
生物 科 技 有 限 公 司）、荧 光 显 微 镜 （型 号：

ＥＶＯＳＭ７０００，日本尼康公司）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及转染　选取 ＬＯ２、ＨＣＣＬＭ３、Ｌｉ
７及 ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞复苏后用完全 ＤＭＥＭ培养基
（１０％胎牛血清、１％青霉素 －链霉素双抗）置于
３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱中进行细胞培养。
　　选取生长状态良好的 ＨＣＣＬＭ３细胞，使用胰酶
消化并计数，将约４×１０５的ＨＣＣＬＭ３细胞接种于６
孔板，待生长密度达到７０％ ～８０％时，将转染试剂
和质粒混合均匀加入细胞中培养４８ｈ。借助 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ法验证ＨＣＣＬＭ３细胞中 ＰＰＦＩＡ４敲低效率。
本研究中选用的ｓｉＲＮＡ序列如下：
ｓｉＲＮＡ ｓｉＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｓｉＰＰＦＩＡ４１ ５′ＣＡＧＧＴＧＧＡＡＣＡＴＧＧＴＧＧＡＧＡＡ３′
ｓｉＰＰＦＩＡ４２ ５′ＧＡＧＡＵＵＧＡＧＡＣＧＣＧＵＧＵＡＡ３′
ｓｉＰＰＦＩＡ４３ ５′ＡＧＧＡＧＡＴＧＧＴＧＴＣＡＴＴＧＡＣＣＡＧ３′

１．２．２　生物信息学分析　本研究选取 ＴＣＧＡ数据
库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ／ｃｃｇ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／ｇｅｎｏｍｅ－
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ／ｔｃｇａ）中ＨＣＣ表达数据，其中共有癌旁正
常组织５０例，ＨＣＣ组织３７４例，同时下载相关的临
床病理资料，这些资料应包括患者年龄、肿瘤分期、

转移情况、淋巴结转移情况、生存时长以及当前的生

存状况，同时删除临床信息不完整的部分。

１．２．３　蛋白提取及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法　ＨＣＣ组织或
细胞先用ＰＢＳ清洗两次后，加入含有１％蛋白酶和
磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液于冰上裂解提取蛋
白，然后使用１００℃金属浴加热１５ｍｉｎ使蛋白变性。
使用ＢＣＡ蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度。调整蛋
白上样量后蛋白样品加样至１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电

泳，并转移到ＰＶＤＦ膜上。ＰＶＤＦ膜使用５％的脱脂
牛奶封闭１ｈ后加入对应一抗在４℃摇床上敷育过
夜。次日，使用ＴＢＳＴ充分洗涤 ＰＶＤＦ膜，然后加入
相应的二抗敷育１ｈ，再用ＴＢＳＴ充分洗涤ＰＶＤＦ膜。
最后滴加ＥＣＬ化学发光剂进行显影。
１．２．４　免疫组化　选取ＨＣＣ组织及癌旁正常组织
蜡块进行预处理。随后使用 ＥｎＶｉｓｉｏｎ法对 ＰＰＦＩＡ４
蛋白在肝细胞癌组织及癌旁正常组织进行定量测定

并进行结果判读。ＥｎＶｉｓｉｏｎ法主要步骤如下：首先
将待染色的４μｍ切片放置于６５℃烤箱烘烤２ｈ；二
甲苯脱蜡水化后经柠檬酸钠缓冲液抗原修复，３％
Ｈ２Ｏ２作用１０ｍｉｎ后去除内源性过氧化物酶活性。
然后滴加一抗（ＰＰＦＩＡ４）４℃孵育过夜，ＰＢＳ清洗切
片后滴加生物素标记的二抗于室温孵育３０ｍｉｎ。最
后，ＤＡＢ显色，苏木精复染，常规脱水后封片后显微
镜下观察染色结果。ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。
所有患者均接受电话回访后在网上签署知情同意

书。免疫组化结果均由两位病理科医师（遵循双盲

原则）共同评定。

　　结果判读：采用半定量积分法进行结果判读，每
张切片随机选取３个高倍镜视野，以细胞质内棕黄
色颗粒为ＰＰＦＩＡ４染色阳性。染色结果按细胞着色
强度分为：无阳性着色—０分，弱着色—１分，中等着
色—２分，强着色—３分并且按照染色阳性细胞百分
比分为阳性细胞＜２５％为１分，２６％～５０％为２分，
５１％～７５％为３分，７６％ ～１００％为４分。最后，将
两项得分结果相乘得到染色分数，其中：０～３为
（－），４～７分为（＋），８～１０分为（＋＋），１１～１２
分为（＋＋＋），其中≥７分为高表达。
１．２．５　划痕愈合实验　将 ＨＣＣＬＭ３细胞（４×１０５

个／孔）接种到含有２ｍｌ完全培养基的 ６孔板中。
显微镜观察细胞进入对数生长期后，用１０μｌ移液
器吸头在对应的孔中划痕，然后用 ＰＢＳ轻微洗涤两
遍，去除漂浮和破损细胞，最后加入相应的培养基于

培养箱中继续培养。在指定时间（０、４８ｈ）采集图
像。

１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　选择 ＨＣＣＬＭ３细胞用胰酶
消化后计数并接种于２４孔板中，每孔接种细胞约４
×１０４个（设置２个平行副孔）。迁移实验中每孔下
方加入８００μｌ含有血清的培养基，上方Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室中加入总体积为２００μｌ无血清的培养基，放置于
原培养箱中培养２４ｈ，随后取出小室经５％甲醛固
定、结晶紫溶液染色，于显微镜下观察结果并拍照。

侵袭实验中需在上方 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中铺基质胶，余
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下步骤与迁移实验相同。两组实验均在显微镜下随

机选取３个视野进行细胞计数并统计。
１．３　统计学处理　所有数据采用 ＳＰＳＳ２６０软件
进行统计学分析，多组间比较使用卡方检验，细胞迁

移、侵袭能力比较采用双因素方差分析；生存分析采

用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法检验。Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＰＰＦＩＡ４在ＨＣＣ组织和ＨＣＣ细胞中的表达
２．１．１　生物信息学分析 ＰＰＦＩＡ４在 ＨＣＣ中的表达
　检索 ＴＣＧＡ数据库，证实在 ＨＣＣ中 ＰＰＦＩＡ４ｍＲ
ＮＡ表达水平上调（Ｐ＜００００１，图１Ａ），且结果显示
ＨＣＣ患者的ＰＰＦＩＡ４ｍＲＮＡ表达水平随着临床分期
进展而升高（Ｐ＜００００１，图１Ｂ）。同时研究发现
ＰＰＦＬＡ４表达较高的患者，其总生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒ
ｖｉｖａｌ，ＯＳ）较短（Ｐ＝０００２，图１Ｃ）。上述数据库分
析结果表明，ＰＰＦＬＡ４ｍＲＮＡ在 ＨＣＣ患者中表达上
调且与ＨＣＣ患者不良预后密切相关。
２．１．２　ＰＰＦＩＡ４蛋白在 ＨＣＣ组织和肝癌细胞系中
的表达　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测６例ＨＣＣ组织及
其癌旁组织中ＰＰＦＬＡ４蛋白表达，证实 ＨＣＣ组织中
ＰＰＦＬＡ４蛋白表达水平明显高于癌旁正常组织（Ｐ＜

００５，图２Ａ）。随后，选择免疫组化法检测 ＨＣＣ组
织ＰＰＦＬＡ４蛋白表达水平，结果显示ＰＰＦＩＡ４蛋白定
位于细胞质，蛋白高表达时染色呈棕黄色颗粒状，并

且ＰＰＦＩＡ４蛋白在ＨＣＣ组织组织中染色强度高于癌
旁组织（图 ２Ｂ）。在 ４２例 ＨＣＣ组织中，３６例
（８５７１％）ＰＰＦＩＡ４蛋白表达阳性，但３４例癌旁组织
中仅有１２例（３５２９％）ＰＰＦＩＡ４蛋白表达阳性。ＰＰ
ＦＩＡ４蛋白在ＨＣＣ组织中表达高于癌旁组织且差异
均有统计学意义（Ｐ＜０００１，表１）。除此以外，选择
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＰＰＦＬＡ４蛋白在 ＨＣＣ细胞系中
的表达，结果提示ＰＰＦＬＡ４蛋白在 ＨＣＣ细胞系表达
对比正常肝细胞显著升高并且在高侵袭性的 ＨＣ
ＣＬＭ３细胞系中表达水平较高（Ｐ＜００１，图２Ｃ），故
选择ＨＣＣＬＭ３细胞系进行后续实验。
２．２　ＰＰＦＩＡ４对ＨＣＣ细胞迁移和侵袭能力的影响
２．２．１　ＰＰＦＬＡ４敲低细胞系构建　选择 ＨＣＣＬＭ３
细胞转染 ｓｉＮＣ、ｓｉＰＰＦＩＡ４＃１、ｓｉＰＰＦＩＡ４＃２和 ｓｉＰＰ
ＦＩＡ４＃３质粒４８ｈ后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测转染
效率（Ｐ＜００１，图３），结果显示转染ｓｉＰＰＦＩＡ４＃２和
ｓｉＰＰＦＩＡ４＃３组 ＰＰＦＩＡ４敲低效率更显著，故选取 ｓｉ
ＰＰＦＩＡ４＃２和ｓｉＰＰＦＩＡ４＃３组进行下游实验。
２．２．２　ＰＰＦＩＡ４对 ＨＣＣ细胞系划痕愈合能力的影
响　采用划痕愈合试验探究ＰＰＦＩＡ４蛋白对于

图１　生物信息学分析ＰＰＦＩＡ４在ＨＣＣ中的表达

Ｆｉｇ．１　ＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＰＦＩＡ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

　　Ａ：ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＰＦＩＡ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｕｓｉｎｇｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ；Ｂ：ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＰＦＩＡ４

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅｓｕｓｉｎｇｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ；Ｃ：Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｈｉｇｈ

ａｎｄｌｏｗＰＰＦＩＡ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｐａｔｉｅｎｔｓｕｓｉｎｇｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ；Ｐ＜００００１ｖｓＮｏｒｍａｌ；＃＃＃＃Ｐ＜

００００１ｖｓＩ；Ｐ＝０００２．

表１　 ＰＰＦＩＡ４蛋白在肝癌组织和癌旁组织中的表达（ｎ）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＦＩＡ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ（ｎ）

Ｇｒｏｕｐ
ＰＰＦＩＡ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅ χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ
ＬｉｖｅｒＣａｎｃｅｒＴｉｓｓｕｅ（ｎ＝４２） ３６ ６ ２０．５２８ ＜０００１
ＡｄｊａｃｅｎｔＴｉｓｓｕｅ（ｎ＝３６） １２ ２４

·６１４· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｍａｒ；６０（３）



图２　ＰＰＦＩＡ４蛋白在ＨＣＣ组织和肝癌细胞系中的表达

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＦＩＡ４ＰｒｏｔｅｉｎｉｎＨｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒＣａｒｃｉｎｏｍａＴｉｓｓｕｅｓａｎｄＬｉｖｅｒＣａｎｃｅｒＣｅｌｌＬｉｎｅｓ

　　Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＦＩＡ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＦＩＡ４ｐｒｏ

ｔｅｉｎｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ，ｗｉｔｈａｓｃａｌｅｂａｒｏｆ５０μｍ，×１００；Ｃ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＰＰＦＩＡ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｐ＜００５ｖｓＴ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＬＯ２．

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测瞬转ｓｉＲＮＡ质粒后ＨＣＣＬＭ３细胞ＰＰＦＩＡ４蛋白表达情况

　　 Ｆｉｇ．３ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＰＦＩＡ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＣＣＬＭ３ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｉｅｎｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｓｉＲＮＡｐｌａｓｍｉｄｓ
Ｐ＜００１ｖｓｓｉＮＣ．
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ＨＣＣＬＭ３细胞划痕愈合能力的作用，结果显示在无
血清培养基培养４８ｈ后，对比ｓｉＮＣ组，使用 ｓｉＰＰ
ＦＩＡ４＃２和ｓｉＰＰＦＩＡ４＃３质粒敲低 ＨＣＣＬＭ３细胞 ＰＰ
ＦＩＡ４表达，ｓｉＰＰＦＩＡ４＃２和 ｓｉＰＰＦＩＡ４＃３组肝癌细胞
株愈合率显著降低（Ｐ＜０００１，图４），提示 ＰＰＦＩＡ４
蛋白下调可显著抑制肝癌细胞迁移能力。

２．２．３　ＰＰＦＩＡ４对ＨＣＣＬＭ３细胞系迁移和侵袭能力
的影响　利用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＰＰＦＩＡ４蛋白对于

ＨＣＣＬＭ３细胞迁移和侵袭能力的影响，结果显示，与
ｓｉＮＣ组对比，ｓｉＰＰＦＩＡ４＃２和 ｓｉＰＰＦＩＡ＃３组肝癌细
胞迁移和侵袭数量显著降低（Ｐ＜０００１，图５）。结
果证实，抑制 ＰＰＦＩＡ４蛋白的表达可减弱 ＨＣＣＬＭ３
细胞的迁移和侵袭能力。

２．３　ＰＰＦＩＡ４对ＨＣＣ细胞上皮－间充质转化（Ｅｐ
ｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关分子的
影响　提取转染ｓｉＮＣ和ｓｉＰＰＦＩＡ４质粒的ＨＣＣＬＭ３

图４　划痕实验检测ＰＰＦＩＡ４对ＨＣＣＬＭ３细胞划痕愈合能力的影响 ×５０

Ｆｉｇ．４　ＷｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆＰＰＦＩＡ４ｏｎｔｈｅｓｃｒａｔｃｈｃｌｏｓｕｒｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＣＣＬＭ３ｃｅｌｌｓ×５０
Ｐ＜００１ｖｓｓｉＮＣ．

图５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＰＰＦＩＡ４对ＨＣＣＬＭ３细胞迁移和侵袭能力的影响 ×１００

Ｆｉｇ．５　ＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰＰＦＩＡ４ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＨＣＣＬＭ３ｃｅｌｌｓ×１００
Ｐ＜０００１ｖｓｓｉＮＣ
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细胞株的蛋白，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＥＭＴ相关
蛋白标志物的表达情况。实验结果显示，ｓｉＰＰＦＩＡ４
＃２和 ｓｉＰＰＦＩＡ＃３组中上皮细胞标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
的表达增加（Ｐ＜００１），而间充质标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的表达下降（Ｐ＜００５、Ｐ＜００１，图６）。
该结果证实在ＨＣＣＬＭ３细胞株中敲低 ＰＰＦＩＡ４蛋白
的表达后，ＥＭＴ进程受到抑制。

３　讨论

　　ＨＣＣ是中国的常见肿瘤之一，具有高侵袭性、
易早期转移的生物学特征，这导致ＨＣＣ患者预后较
差［８］。因此，阻遏ＨＣＣ细胞的早期转移或能提高临
床治疗收益，改善 ＨＣＣ患者预后。人 ＰＰＦＩＡ４属于
ＰＰＦＩＡ家族，其通过编码 ｌｉｐｒｉｎα４蛋白发挥生理作

用，该蛋白的过度表达增强胰腺癌细胞的增殖和侵

袭能力，而抑制该蛋白的表达可提高小细胞肺癌癌

症的治疗效果［９－１０］。目前已有研究［１１］报道 ＰＰＦＩＡ４
蛋白可能与肿瘤异常代谢过程相关。相关研究［１２］

表明ＰＰＦＩＡ４加速结肠癌的糖酵解代谢，从而促进
结肠癌细胞的恶性增殖和转移。而沉默 ＰＰＦＩＡ４可
抑制缺氧卵巢癌细胞糖酵解，阻遏卵巢癌细胞远处

转移［１３］。上述研究提示ＰＰＦＩＡ４可能是抑制肿瘤转
移的新靶点。然而ＰＰＦＩＡ４在ＨＣＣ恶性进展中作用
尚不明确，其具体作用机制仍待进一步探究。

　　本研究首先借助生物信息学分析 ＰＰＦＩＡ４在
ＨＣＣ中的表达水平情况及其与患者临床预后的相
关性。分析结果提示相较于癌旁组织，ＰＰＦＩＡ４在肝
癌组织中ｍＲＮＡ水平显著上调并在临床分期较晚

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测敲低ＨＣＣＬＭ３细胞株中ＰＰＦＩＡ４后ＥＭＴ相关蛋白表达情况
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·９１４·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｍａｒ；６０（３）



的肝癌组织中表达较高。同时，高表达 ＰＰＦＩＡ４的
肝癌患者有着更差的总体生存期。后续通过 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ法和免疫组化法检测 ＨＣＣ组织中 ＰＰＦＩＡ４
的蛋白表达情况，检测结果显示对比癌旁正常组织，

ＨＣＣ组织中 ＰＰＦＩＡ４的表达水平呈高表达，这与公
共数据库生物信息学分析结果相符合。在细胞层面

上，ＰＰＦＩＡ４在 ＨＣＣ细胞株 ＨＣＣＬＭ３、ＳＭＭＣ７７２１、
Ｈｅｐ３Ｂ２１７中表达均高于肝细胞株 ＬＯ２。本研究
结果证实ＰＰＦＩＡ４在 ＨＣＣ组织和 ＨＣＣ细胞中呈高
表达，提示其对ＨＣＣ发生、发展具有调控作用。
　　为研究ＰＰＦＩＡ４异常表达对于ＨＣＣ恶性生物学
行为的影响，本研究借助ｓｉＲＮＡ敲低 ＨＣＣＬＭ３细胞
株中ＰＰＦＩＡ４表达后，通过划痕愈合实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验，发现沉默 ＰＰＦＩＡ４表达后，肝癌细胞 ＨＣＣＬＭ３
的划痕愈合能力和迁移侵袭能力受到了显著抑制。

上述结果提示，ＨＣＣ中 ＰＰＦＩＡ４的高表达可影响肝
癌细胞的功能变化，促进肝癌细胞的恶性生物学行

为，但具体机制尚未阐明。

　　在ＥＭＴ过程中，肿瘤细胞逐渐摆脱其上皮性质
并获得间充质特征，细胞间连接的完整性被破坏，使

其获得更强的运动能力［１４］。有文献［１２］报道，在结

直肠癌中 ＰＰＦＩＡ４通过调节糖酵解相关基因
ＰＦＫＦＢ３和ＥＮＯ２的表达，促进结直肠癌代谢重编
程，从而激活ＥＭＴ进程，推动结直肠癌细胞迁移和
侵袭。因此，本文拟推测 ＰＰＦＩＡ４蛋白在 ＨＣＣ中可
能参与 ＥＭＴ调控。随后借助 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验证
实，敲低 ＰＰＦＩＡ４后 ＨＣＣＬＭ３细胞株中上皮细胞标
志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达增加，而间充质标志物 Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的表达下降，提示 ＥＭＴ进程受到
抑制。上述结果显示在肝癌细胞中 ＰＰＦＩＡ４蛋白可
通过激活 ＥＭＴ进程促进 ＨＣＣ恶性进展，但其具体
的作用机制需要进一步探索。

　　综上所述，本研究中 ＰＰＦＩＡ４蛋白在 ＨＣＣ组织
中表达增加，且与 ＨＣＣ患者的不良预后相关，在肝
癌细胞系ＨＣＣＬＭ３中敲低ＰＰＦＩＡ４蛋白表达能够抑
制其迁移和侵袭能力，作用机制可能与 ＥＭＴ相关。
至此，抑制 ＰＰＦＩＡ４蛋白表达可能成为 ＨＣＣ的新型
治疗靶点，为ＨＣＣ的靶向治疗提供新思路。
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