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Glypican-3对HepG2肝癌细胞增殖
及侵袭转移的影响

张韬1, 朱琪2, 程变巧2, 林伟国2（1.厦门大学附属福州第二医院 中心实验室，福州 350007；2.厦门大学

附属福州第二医院 肝胆内科，福州 350007）

摘要：目的 探讨磷脂酰肌醇蛋白多糖-3（Glypican-3，GPC-3）在HepG2肝癌细胞增殖及侵袭转移中

的作用。方法 构建并筛选沉默GPC-3最有效的shRNA，转染HepG2细胞，Western blot分析GPC-3蛋白

表达水平；MTT、划痕实验和Transwell小室实验分别检测GPC-3基因沉默对HepG2细胞增殖、转移和

侵袭能力的影响。结果 GPC-3-shRNA-1干扰效果最好，对GPC-3表达抑制率为77.7%；GPC-3沉默后

HepG2细胞增殖显著受到抑制（P = 0.014），细胞转移和侵袭能力显著减弱，侵袭抑制率为52.4%。

结论 GPC-3基因沉默后HepG2细胞增殖、转移和侵袭能力显著受抑制，提示GPC-3在肝癌的发生发展

中起关键作用，可能成为肝癌靶向治疗的目标。
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Effects of Glypican-3 on proliferation, invasiveness and migratory metastasis of HepG2 cells
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Abstract: Objective To investigate the effects of Glypican-3 on proliferation, invasiveness and migratory 
metastasis of HepG2 cells. Methods High effective GPC-3-shRNA was obtained by construction and screening. 
The expression of GPC-3 was analyzed by western blot after transfected into HepG2 cells. The effects of gene 
silence of GPC-3 on proliferation, invasiveness and migratory metastasis of HepG2 cells were analyzed by 
MTT, cell scratch test and transwell chamber system, respectively. Results The most effective shRNA inhibited 
77.7% expression of GPC-3. The proliferation of HepG2 cells were significantly inhibited  after GPC-3 silence 
(P = 0.014). The migratory metastasis and invasiveness with reduced significantly, and the invasion inhibition 
rate was 52.4%. Conclusion The proliferation, invasiveness and migratory metastasis of HepG2 cells were 
significantly inhibited after GPC-3 silence, which suggests that GPC-3 may play an important role in the 
development of hepatic carcinoma and contribute to targeted therapy for hepatic carcinoma.
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肝癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一，我国是

全球肝癌发病率和病死率最高的国家，肝癌患者占

全球的55%。肝癌细胞的扩散和转移是肝癌致死的

主要原因之一，在肝癌的转移侵袭过程中，很多细

胞因子起着重要作用。最近研究发现，磷脂酰肌醇

蛋白多糖-3（Glypican-3，GPC-3）与肝癌的发生

发展密切相关，被认为是肝细胞癌（hepatocellular 
carcinoma，HCC）特异性诊断及靶向治疗最有前

景的生物标志物之一[1-4]。本研究拟通过基因沉默技

术观察GPC-3在肝癌细胞增殖、侵袭和转移中的作
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用，探讨GPC-3在肝癌靶向基因治疗中的可能性。

1 材料和方法

1.1 材料  人HepG2细胞株（福建医学科学研究院馈

赠），4～6周龄裸鼠（购自吴氏实验动物中心），

pGPU6/GFP/Neo-shRNA载体、GenJetTM体外转染

试剂（上海基因），逆转录试剂盒、PCR即用扩增

试剂盒、RIPA裂解液、BCA法蛋白定量试剂盒和

UltraECL底物化学发光检测试剂盒（Invitrogen，
美国）；兔抗人GPC-3、羊抗兔HRP标记二抗

（Abcam，英国）；DEME培养基、胎牛血清

（FBS Gibco，美国）。

1.2 干扰载体的构建、细胞培养和转染  NCBI上查

找GPC-3序列并根据shRNA设计原则设计合成3条
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GPC-3-shRNA及阴性对照序列，见表1。将GPC-3-
shRNA与pGPU6/GFP/Neo-shRNA载体载体连接，

并进行转化、扩增、提取、纯化和鉴定。人HepG2
细胞在含10% FBS的DEME培养基中，转染前1小
时更换培养基。将构建的载体分别转染HepG2细
胞，筛选干扰GPC-3表达效果最好的一组作为干扰

组，转染阴性对照质粒作为阴性对照组，未转染的

HepG2细胞作为空白组。

1.3 Western blot  取样品处理液进行SDS-PAGE电泳，

转膜，用含5%脱脂奶粉的TBST溶液封闭1小时。洗

膜后将封闭的PVDF膜与一抗4 ℃孵育过夜。洗膜后

在室温条件下与二抗孵育1小时，二抗为辣根过氧

化物酶标记的羊抗兔抗体（1∶5000）。洗膜后加入

免疫印迹化学发光试剂（ECL），显影、洗片、晾

干。用凝胶图像分析仪扫描照片，并采用灰度分析

计算各蛋白条带的灰度值。

1.4 MTT  各组实验细胞培养至对数生长期后以1 × 
103/200 μl密度接种到96孔板中，每孔200 μl。在

细胞贴壁后的第1天、3天、5天每孔加入5 mg/ml 
MTT 20 μl，4小时后弃去培养基，每孔加入200 μl 
DMSO，混匀后酶标仪测定A570nm。

1.5 细胞划痕迁移实验  将基因沉默组的HepG2细胞

和对照组分别铺6孔板，每孔细胞数为5 × 105个。待

80%的细胞贴壁后，用灭菌的10 μl移液枪头在6孔板

中间划一条线，每隔12小时观察划线处细胞的融合

状态，待线变窄时停止培养，记录并拍照。

1.6 Transwell小室实验  将Matrigel胶以无血清DEME
培养基1∶3稀释后向小室中加入60 μl，调整沉默组

和对照组细胞浓度为1 × 106个/ml，取100 μl接种于

Transwell上室，小室加600 μl完全培养基，37 ℃，

5% CO2培养箱中培养24小时。用棉签小心擦去滤膜

上层未穿过滤膜的细胞，上层置于95%酒精中固定

30分钟，0.1%结晶紫染色15分钟，拍照。取中央及

4周5个视野（200 × ）计数，计算侵袭抑制率=（对

照组-沉默组）/对照组× 100%。

1.7 统计学分析  数据通过SPSS 13.0软件进行分析，

计量资料以均数±标准差（ x ± s）表示，采用t检
验，以P ＜ 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 shRNA转染以及对GPC-3表达的抑制  shRNA转染

HepG2细胞培养24小时后，荧光显微镜观察并拍照，

随机计数5个视野，计算转染率约80%，见图1。设

表 1  shRNA 名称及序列

名称 序列

GPC-3-shRNA-1
正链：5’- CACCGCGGGTTACTGCAATGTGGTCATTCAAGAGATGACCACATTGCAGTAACCGCTTTTTTG-3’

负链：5’-GATCCAAAAAAGGGGTTACTGCAATGTGGTCATCTCTTGAATGACCACATTGCAGTAACCG-3’

GPC-3-shRNA-2
正链：5’-CACCGGCTCTGAATCTTGGAATTGATTCAAGAGATCAATTCCAAGATTCAGAGCCTTTTTT-3’

负链：5’-GATCCAAAAAAGGCTCTGAATCTTGGAATTGATCTCTTGAATCAATTCCAAGATTCAGAGC-3’

GPC-3-shRNA-3
正链：5’-CACCGCCGAATGCTCACCAGAATGTTTCAAGAGAACATTCTG GTGAGCATTCGGCTTTTTT-3’

负链：5’-GATCCAAAAAAGCCGAATGCTCACCAGAATGTTCTCTTGAAA CATTCTGGTGAGCATTCGG-3’

阴性对照
正链：5’-CACCGTTCTCCGAACGTGTCACGTCAAGAGATTACGTGACAC GTTCGGAGAATTTTTTG-3’
负链：5’-GATCCAAAAAATTCTCCGAACGTGTCACGTAATCTCTTGACGTGACACGTTCGGAGAAC-3’

                   

图 1  shRNA 转染及对 GPC-3 的表达抑制图

注：A：shRNA转染（× 200）；B：Western blot检测GPC-3-shRNA对GPC-3蛋白表达的影响，1、2、3、4、5分别为空白组、阴性对照组、
GPC-3-shRNA-1、GPC-3-shRNA-2、GPC-3-shRNA-3；C：图 B 中蛋白表达相对值。
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计的3种GPC-3-shRNA转染HepG2细胞后，对GPC-3
的表达抑制率分别为77.7%，63.9%和47.6%，其中

GPC-3-shRNA-1对GPC-3表达的沉默效果最好。

2.2 GPC-3基因沉默对细胞增殖的影响  选择干扰效

果最好的GPC-3-shRNA-1作为沉默组，转染HepG2
细胞后，MTT分析空白组、阴性对照组和沉默组的

细胞增殖情况。沉默组细胞第1天、3天、5天细胞

成活率分别为90.1%、72.3%和60.4%，与对照组细

胞相比，明显受到抑制（P值分别为0.014、0.009、
0.002），见图2。
2.3 GPC-3基因沉默对HepG2细胞迁移能力的影响 
选择干扰效果最好的GPC-3-shRNA-1作为沉默组，

转染HepG2细胞后，沉默组细胞迁移能力显著低于

对照组，见图3。
2.4 GPC-3基因沉默对HepG2细胞侵袭能力的影响  
选择干扰效果最好的GPC-3-shRNA-1作为沉默组，

转染HepG2细胞后，沉默组细胞侵袭能力显著低于

对照组，侵袭抑制率为52.4%，见图4。
图 2  MTT 检测 GPC-3 基因沉默对 HepG2 细胞增殖的影响

注：＊与对照组比较，P 值分别为 0.009、0002

图3  GPC-3 基因沉默对 HepG2 细胞迁移能力的影响（× 200）
注：A：对照组；B：沉默组

图 4  GPC-3 基因沉默对 HepG2 细胞侵袭能力的影响（结晶紫染色，× 200）
注：A：对照组；B：沉默组
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3 讨论

GPC-3是一种硫酸肝素糖蛋白和癌胚抗原，主

要表达于胚胎性肝、肾、肺组织及胎盘组织滋养叶

细胞层中，在肝癌中高表达，且特异性较强，是肝

癌诊断的重要指标[5-8]。HCC具有进展快、易侵袭转

移、复发率高和预后差的特点，病死率在恶性肿瘤

中排第3位，因此其早期诊断和有效的治疗尤为重

要。GPC-3特别是对甲胎蛋白阴性的HCC可能是一

种新的高灵敏度和特异性的标志物，对HCC的早期

诊断和靶向治疗有重要的指导意义[9]。

有研究表明，GPC-3沉默后肝癌细胞的生长

受到抑制[10]。Costan等[11]通过免疫组织化学检测发

现，GPC-3在胆管细胞癌均为阴性，在非肝癌肿瘤

中阳性率为3%，而在HCC中阳性率为84%，因此

认为GPC-3不仅能区分肝癌和非肝癌，还能区分

HCC和胆管细胞癌。Zhang等[12]检测正常肝脏、肝

硬化、继发性肝癌及原发性肝癌血清中GPC-3的浓

度，发现GPC-3在健康人、肝硬化、肝炎患者血清

中无表达或低表达，而在原发性肝癌患者血清中

高表达，提示GPC-3有望成为替代AFP的更敏感和

特异的肝癌标记物。本文通过RNAi干扰技术构建

GPC-3的干扰载体，转染HepG2细胞，GPC-3沉默

组HepG2细胞与对照组相比增殖明显受到抑制，与

邰伯军等[4]的研究结果相符。

GPC-3也是一种膜表面分泌蛋白，研究发现

GPC-3与肝癌细胞转移侵袭密切相关[13-16]。Capurro
等[17]采用过表达方法研究GPC-3对肝癌细胞转移侵

袭能力的影响，发现GPC-3增加了SK-Hep-1肝癌

细胞的迁移及侵袭能力。邱志东等 [18]研究发现，

GPC-3表达下调会抑制肝癌细胞株Huh7的增殖和侵

袭能力。姚敏等[19]采用shRNA干扰高转移潜能肝癌

细胞GPC-3的表达，结果发现细胞增殖受到抑制，

迁移和侵袭能力显著下降。本研究采用相反的研究

方法，采用RNAi干扰技术沉默GPC-3的表达，观察

GPC-3对肝癌细胞转移侵袭能力的影响，发现沉默

GPC-3会减弱HepG2肝癌细胞的迁移及侵袭，该研

究方法与Capurro等[17]的研究相反，但结果一致。

GPC-3在肝癌发生发展中的具体机制尚不十分

明确，有研究认为GPC-3通过Bax/Bcl-2/cytochrome 
C/caspase-3信号通路增强细胞抗凋亡能力，从而增强

细胞的侵袭转移能力[20-22]。也有研究认为，GPC-3可
能通过Wnt/β-catenin信号通路，激活Wnt，导致细胞

内β-catenin堆积，进入细胞核，与Hh竞争性结合Ptch

受体，抑制Hh通路，参与肝癌发生发展[23-26]。

本研究尚存在不足之处，仅通过沉默GPC-3研
究其对肝癌细胞增殖、侵袭转移能力的影响，未观

察GPC-3过表达对肝癌细胞增殖、侵袭转移能力的

影响，严谨性有待提高，且未深入探讨其作用机

制。综上，本研究进一步验证了GPC-3可能在肝癌

的发生发展、增殖、侵袭转移中起着重要作用，有

望成为肝癌早期诊断和靶向治疗的生物标志物。
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