
肝癌衍生生长因子（hepatoma ⁃ derived growth factor，HDGF）是最初分离于人肝细胞癌细胞株HuH⁃7
条件培养基、可促进成纤维细胞生长的酸性肝素结

合蛋白［1］。现已知HDGF不仅能够促进内皮细胞、

平滑肌细胞及多种恶性肿瘤细胞的增殖，而且具有
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［摘 要］ 目的：研究上调肝癌衍生生长因子（hepatoma⁃derived growth factor，HDGF）表达对胶质瘤细胞体外生物学行为的影

响。方法：通过MTS实验和溴代脱氧尿苷（bromodeoxyuridine，BrdU）掺入实验，研究过表达HDGF对恶性胶质瘤细胞株DBTRG
体外增殖的影响。采用划痕实验、Transwell小室迁移实验和侵袭实验，研究过表达HDGF对DBTRG细胞体外迁移与侵袭能力

的影响。通过Western blot和免疫荧光实验研究上调HDGF表达对细胞黏附分子的表达及亚细胞定位的影响。结果：过表达

组与对照组细胞在增殖率和新生细胞比例上均无明显差异。迁移和侵袭实验结果显示，HDGF过表达细胞较对照细胞的迁移

距离、细胞数量及侵袭细胞数均显著增加。此外，HDGF过表达可增加N⁃cadherin表达但降低β⁃catenin蛋白水平。进一步的结

果显示HDGF过表达不影响β⁃catenin核转位，但可促进其磷酸化。结论：上调HDGF表达可显著增强DBTRG细胞体外迁移与

侵袭能力，这一作用可能与HDGF促进β⁃catenin磷酸化有关。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effects of up ⁃ regulation of hepatoma ⁃ derived growth factor（HDGF）expression on the
biological behavior of glioma cells in vitro. Methods: The effects of overexpression of HDGF on the proliferation of malignant glioma
cell line DBTRG were examined by MTS and bromodeoxyuridine（BrdU）incorporation experiments. The effects of HDGF up⁃regulation
on the migration and invasion of DBTRG in vitro were investigated by Wound⁃healing assay，Transwell assay and Matrigel invasion
assay，respectively. Western blot and immunofluorescence were used to determine the expression and subcellular localization of cell
adhesion molecules. Results: There was no significant difference in the proliferation rate and the proportion of BrdU positive cells
between the overexpressing group and the control group. Compared with the control group，the numbers of migration and invasion cells
in the HDGF overexpression group were significantly increased. In addition，overexpression of HDGF increased N⁃cadherin expression
but decreased β⁃catenin protein levels. Furthermore，HDGF did not affect the nuclear translocation of β ⁃catenin，but promoted its
phosphorylation. Conclusion: HDGF enhances migration and invasion of DBTRG glioma cells in vitro by promoting β ⁃ catenin
phosphorylation.
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促进细胞增殖迁移、血管生成、抗凋亡和神经营养

等生物学活性［2-4］。

HDGF的上述生物学功能使其与恶性肿瘤之间

的关系成为近年来研究的焦点。大量研究证实，

HDGF在多种人类恶性肿瘤中过表达，且在肿瘤的

发生、发展及预后中发挥着重要作用［5-9］。本课题组

在前期发现胶质瘤、乳腺癌和前列腺癌中均存在

HDGF过表达，并且其表达水平与肿瘤恶性程度高

度相关［10］。下调HDGF表达可显著抑制乳腺癌细胞

MCF⁃7和前列腺癌细胞DU145的增殖［9］。在恶性胶

质瘤细胞株中，我们发现HDGF表达下调明显削弱

U87细胞的体外迁移、侵袭及体内成瘤能力，但对其

体外增殖却影响甚微［11］。无独有偶，Hsu等［12］也报

道HDGF表达下调对恶性胶质瘤细胞株G5T迁移与

侵袭能力的抑制远大于对其增殖的抑制。基于这

些极为相似的结果，我们推测同其促细胞增殖作用

相比较，HDGF对胶质瘤侵袭性的影响可能更为重

要。为了证实这一猜测，我们建立了稳定过表达

HDGF的恶性胶质瘤细胞株，研究了上调HDGF表

达对胶质瘤细胞体外恶性生物学行为的影响以及

可能的分子机制。

1 材料和方法

1.1 材料

胶质瘤细胞株DBTRG由美国Van Andel研究所

惠赠，本室保存。过表达质粒pEGFP⁃HDGF由本实

验组前期构建并对其生物学活性进行了验证［13］。

转染试剂FuGENE HD（罗氏公司，美国），G418和溴

代脱氧尿苷（bromodeoxyuridine，BrdU）（Sigma ⁃Al⁃
drich公司，美国）。HDGF抗体由本实验室自制［14］，

β⁃catenin和磷酸化β⁃catenin（p⁃β⁃catenin）抗体（Cell
Signaling Technology 公司，美国），N⁃cadherin 抗体

（Santa Cruz公司，美国），罗丹明标记的羊抗小鼠 IgG
和罗丹明标记的羊抗兔 IgG（Jackson ImmunoRe⁃
search，美国）。DMEM培养基（dulbecco’s modifica⁃
tion of eagle’s medium，DMEM）、0.25%胰蛋白酶

（Invitrogen 公司，美国），胎牛血清（fatal bovine se⁃
rum，FBS）（BI公司，以色列）。RIPA裂解液（上海

碧云天生物有限公司），ECL化学发光底物（Milli⁃
pore 公司，美国），DAPI（Invitrogen 公司，美国），

CellTiter 96®AQueousOne 试 剂（Promega 公 司 ，美

国），Transwell（Millipore公司，美国），Matrigel侵袭

小室（BD Biosciences公司，美国），凝胶成像仪（上

海天能科技有限公司产品），荧光显微镜（Zeiss公

司，德国）。

1.2 方法

1.2.1 稳定转染过表达HDGF细胞株的建立

参照转染试剂FuGENE HD说明书的操作步骤

将 pEGFP⁃HDGF 载体转染至 DBTRG 胶质瘤细胞

中，同时以转染空载体 pEGFP⁃N1作为阴性对照。

48 h后加入 400 μg/mL G418进行阳性细胞株的筛

选。结合荧光显微镜观察所见及Western blot的结

果对稳转细胞株进行鉴定。

1.2.2 细胞增殖实验

分别采用 MTS 和 BrdU掺入实验研究过表达

HDGF对 DBTRG细胞增殖的影响［15-16］。将HDGF
过表达细胞（DBTRG⁃H）和对照组细胞（DBTRG⁃
M）重悬于无血清的培养基中，调整细胞密度为

5×104个/mL，按照100 μL/孔接种于96孔板中，每组

设立 5个复孔。培养 24、48、72、96 h后，分别加入

CellTiter 96®AQueousOne 试剂（20 μL/孔），37 ℃孵

育4 h，用酶标仪测定490 nm的吸光度。

在 BrdU掺入实验中，将两组细胞分别接种于

24 孔板内的玻片上，每组 2 个复孔，37 ℃培养过

夜，次日更换为新鲜无血清培养基，继续培养 24 h
或 48 h，加入 10 μmol/L BrdU 孵育 2 h。细胞经固

定、变性及 5%牛血清白蛋白封闭后，加BrdU 抗体

4 ℃孵育过夜。加罗丹明标记的羊抗小鼠 IgG孵育

1 h。用DAPI对细胞核进行复染、封片。于荧光显

微镜下观察，拍照。采用 Image J 软件对 DAPI 和
BrdU标记的细胞分别进行计数。BrdU掺入实验中

新增殖细胞比例 =（BrdU阳性细胞数/ DPAI标记的

总细胞数）×100%，2个复孔所得的新增殖细胞比例

的均值计为1次实验结果，实验重复3次。

1.2.3 软琼脂克隆形成实验

将细胞悬液与含 0.6%琼脂糖的DMEM培养基

按1∶1混合，按照1 mL/孔接种于预先包被0.6%琼脂

的6孔板中，每孔接种2×103个细胞。每组设3个复

孔，37 ℃培养。21 d后用结晶紫染色，于倒置显微

镜下拍照并计数克隆数量。

1.2.4 划痕实验

将DBTRG⁃M、DBTRG⁃H两组细胞按2×105个/孔
分别接种于 6 孔板，每组 3 个复孔。当细胞接近

100%汇合度时，用 200 μL吸头垂直画出“一”字划

痕，用PBS清洗 2遍，除去脱落漂浮的细胞后，加入

2 mL无血清培养基。于倒置显微镜下拍照记录，为

0 h。培养24 h后再次拍照记录。采用 Image J软件

对两组细胞划痕的距离进行测量分析。

··506



1.2.5 体外迁移和侵袭实验

迁移实验中，用无血清DMEM重悬细胞，调整

细胞密度至 2×105个/mL。在 Transwell的上室中加

入100 μL细胞悬液，下室加入含有10% FBS的新鲜

培养基作为趋化培养基，每组设3个复孔。24 h后，

用棉签小心擦去上室底部的细胞，迁移至下室的细

胞经4%多聚甲醛固定、0.1%结晶紫染色后在200倍
倒置显微镜下随机取5个视野拍照计数。

细胞侵袭实验中，用无血清DMEM重悬细胞，

密度为 3.5×105 个/mL。取 100 μL 细胞悬液加入

Matrigel的Transwell上室中，其余步骤同迁移实验。

1.2.6 Western blot
收集DBTRG⁃M和DBTRG⁃H细胞沉淀，经RIPA

裂解后，离心取上清制备蛋白样品。样品经电泳、

转膜后，5%脱脂奶粉溶液室温封闭 1 h。分别加入

HDGF、β⁃catenin、p⁃β⁃catenin和N⁃cadherin的抗体，

4 ℃孵育过夜。次日弃去一抗，加入HRP标记的二

抗室温孵育1 h。洗膜4次后，加入ECL化学发光底

物，在凝胶成像仪上曝光成像。用 Image J软件对免

疫印迹条带进行灰度分析。

1.2.7 免疫荧光

将DBTRG⁃M和DBTRG⁃H细胞分别接种于玻

片上培养 24 h，经 4%多聚甲醛固定、5% BSA封闭、

0.1% Triton X⁃100透膜后，加β⁃catenin抗体4 ℃孵育

过夜。第2天弃去一抗，加入罗丹明标记羊抗兔 IgG
室温孵育2 h。用DAPI复染细胞核、封片，400倍倒置

荧光显微镜下观察拍照。

1.3 统计学方法

每个实验均重复3次以上，实验数据以均值±标
准差（x ± s）表示。采用GraphPad Prism 6软件对数

据进行统计分析，两组数据间比较采用双侧 t检验，

P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 过表达HDGF胶质瘤细胞株的建立

本课题组前期对多株恶性胶质瘤细胞株中

HDGF表达的研究结果显示，U87细胞株表达水平

最高，DBTRG表达水平最低［11］，因此选择DBTRG细

胞为研究对象，分别将 pEGFP⁃HDGF重组质粒和

pEGFP⁃N1空载体转染至该细胞。经G418筛选3周
后，在荧光显微镜下可见这两组细胞中，95%以上为

带有绿色荧光的阳性细胞。在转染空载体的对照

组DBTRG⁃M细胞中，绿色荧光呈全细胞弥散分布，

而转染 pEGFP⁃HDGF重组质粒的 DBTRG⁃ H细胞

中，绿色荧光定位于细胞核中（图 1A），提示稳转过

表达HDGF细胞株已经建立。为进一步证实这一结

果，又进行了Western blot。如图1B所示，DBTRG⁃M
细胞中，仅见1条约40 kDa的HDGF本底表达条带，

DBTRG⁃ H细胞则呈现 40 kDa和 67 kDa的两条带，

分别为内源性表达的本底HDGF和HDGF⁃GFP融合

蛋白。以上结果证明稳转过表达HDGF细胞株成功

建立。

A B DBTRG⁃M DBTRG⁃H
HDGF⁃GFP

HDGF

β⁃actin

67 kDa

40 kDa

43 kDa

DBTRG⁃M DBTRG⁃H

A：分别将 pEGFP⁃N1空载体和pEGFP⁃HDGF重组质粒转染至DBTRG细胞。G418 筛选3周后，荧光显微镜下可见绿色荧光弥散分布于对

照组DBTRG⁃M细胞中，而转染pEGFP⁃HDGF 重组质粒的DBTRG⁃H细胞中，绿色荧光定位于细胞核中（×400）；B：Western blot 鉴定结果。

图1 稳转过表达HDGF胶质瘤细胞株的建立

Figure 1 Establishment of stable HDGF overexpressing glioma cell line

2.2 上调HDGF表达对DTBRG细胞增殖无影响

我们在前期研究中发现，下调HDGF表达可显

著抑制前列腺癌细胞DU145和乳腺癌细胞MCF7的
体外增殖［9］，但在胶质瘤细胞U87中却并未表现出

同样的生长抑制效应［11］。由此带来的疑问是：

HDGF促细胞生长作用是否存在组织和细胞类型的

差异？因此，我们首先进行MTS实验。如图 2A所

示，在连续 96 h培养过程中，DBTRG⁃H细胞与DB⁃
TRG⁃M细胞呈现出几乎相同的增殖率，提示过表达

HDGF并无促进DBTRG细胞体外生长的作用。为

了进一步验证这一结果，又通过BrdU掺入实验比较

了过表达组与对照组中新增殖细胞的比例。结果

显示，无血清培养24 h或48 h，对照组与HDGF过表

达组中BrdU阳性细胞所占的比例亦无明显差异（图
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A：MTS法测定HDGF高表达细胞（DBTRG⁃H）和对照细胞（DB⁃
TRG⁃M）在 24、48、72、96 h的增殖率（n=6）；B：BrdU掺入实验结果显

示DBTRG⁃H组和DBTRG⁃M组在24 h和48 h新生细胞的比例（n=3）。
图2 HDGF表达升高对DBTRG细胞生长无影响

Figure 2 Elevation of HDGF expression has no effects on
DBTRG cells growth

*
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软琼脂克隆形成实验的典型图片（左）和统计结果（右）。*P＜0.01，n=3。
图3 HDGF上调促进DBTRG细胞的锚着非依赖性生长

Figure 3 HDGF up⁃regulation promotes anchorage⁃independent growth in DBTRG cells

2B）。综合MTS和BrdU掺入实验结果，证实HDGF
表达上调对DBTRG细胞的体外增殖无影响。

2.3 HDGF过表达可促进DBTRG细胞锚着非依赖

性生长

采用软琼脂克隆形成实验评价HDGF表达上调

对DBTRG细胞锚着非依赖性生长的影响。培养 3
周后，可见DBTRG⁃H细胞形成的克隆不仅数量明

显多于DBTRG⁃M细胞，而且这些克隆体积更大，分

枝更多（图3）。这些结果表明，HDGF表达上调不仅

可促进胶质瘤细胞的锚着非依赖性生长，而且有更

高的侵袭潜能。

2.4 上调HDGF表达增强DBTRG细胞体外迁移和

侵袭

为研究HDGF上调对DTRBG细胞迁移能力的

影响，我们分别进行了划痕实验和 Transwell实验。

如图 4所示，划伤 24 h后，同DBTRG⁃M组细胞相比

较，DBTRG⁃H组细胞迁移距离显著增加。Transwell
实验的定量分析结果显示，DBTRG⁃H组的平均迁移

细胞数明显多于DBTRG⁃M组（图 5）。由此证明，

HDGF表达上调可显著提高DBTRG细胞的运动迁

移能力。在此基础上，我们通过Matrigel侵袭实验

进一步研究了HDGF过表达对DBTRG细胞侵袭特

性的影响。结果显示，与DBTRG⁃M组相比，DBTRG
⁃H组穿过Matrigel发生侵袭的细胞数量显著增加

（23.4 ± 2.8 vs. 59.4 ± 7.4，P < 0.001，图 5），表明

HDGF的上调显著促进了胶质瘤细胞的体外侵袭。

2.5 HDGF 过表达促进 N ⁃ cadherin 的表达和β ⁃
catenin磷酸化

细胞迁移和侵袭的过程需要细胞间黏附分子

的协调、动态的组装与分解，catenin与 cadherin形成

的复合物是细胞间黏附的主要调控因素。在胶质

瘤中，β⁃catenin与N⁃cadherin结合，从而调节肿瘤细

胞间的黏附［17］。据报道，敲除HDGF可抑制胶质瘤

细胞U251和U87的侵袭以及β⁃catenin与N⁃cadherin
的表达［18］。为了探讨β⁃catenin和N⁃cadherin是否与

HDGF促进DBTRG细胞侵袭有关，我们进行了免疫

印迹试验。结果表明，与DBTRG⁃M细胞相比，N⁃
cadherin在DBTRG⁃H细胞中的表达明显增加，而β⁃
catenin 的表达显著降低（图 6B）。β⁃catenin 作为
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Wnt途径的关键调控因子，从细胞质转运到细胞核，

促进下游靶基因的转录，从而增强肿瘤细胞的迁移

与侵袭［19］。为了研究β⁃catenin表达降低是否归因

于其向细胞核转位，我们通过免疫荧光观察了β⁃
catenin的亚细胞定位。如图 6A所示，β⁃catenin在

DBTRG⁃H 细胞中的表达显著降低，这与 Western
blot结果一致。然而，无论是DBTRG⁃M细胞还是

DBTRG⁃H细胞中，均未见明显的β⁃catenin核积累现

象。这些结果提示，HDGF的上调可能只是降低β⁃
catenin的总蛋白量，而对Wnt途径无影响。在Wnt
信号缺失的情况下，β⁃catenin磷酸化后迅速被泛素

蛋白酶体所降解。我们的结果显示DBTRG⁃H细胞

中磷酸化β⁃catenin水平较 DBTRG⁃M细胞显著增

加，提示上调HDGF可促进β⁃catenin磷酸化，从而导

致β⁃catenin降解。

3 讨 论

HDGF是一种具有生长因子活性的核蛋白，在

多种恶性肿瘤中高度表达。越来越多的证据表明，

HDGF在肿瘤进展、血管生成、转移和复发中起着重

要作用［20-22］。下调HDGF表达可抑制多种肿瘤细胞

的增殖、迁移和侵袭［12］。然而，我们先前的实验发

现沉默HDGF对胶质瘤细胞U87的迁移和侵袭有显

著抑制作用，但对细胞增殖影响不大［11］。在此，我

们的实验数据表明，上调HDGF表达对DBTRG胶质

瘤细胞的增殖没有影响，但可显著促进其体外迁移

与侵袭。进一步的研究结果表明，HDGF过表达可

促进N⁃cadherin的表达和β⁃catenin磷酸化。

采用Transwell迁移实验和Matrigel侵袭实验分别研究上调HDGF表达对DBTRG细胞体外迁移与侵袭的影响。A：迁移和侵袭实验结果的

典型图片（×100）；B：迁移与侵袭实验的统计结果。**P < 0.001，n=3。
图5 上调HDGF表达促进DBTRG细胞的体外迁移和侵袭

Figure 5 HDGF up⁃regulation enhances the migration and invasion of DBTRG cells in vitro
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A：免疫荧光染色显示β⁃catenin（红色）在DBTRG⁃M和DBTRG⁃H细胞中的表达和亚细胞定位。细胞核用DAPI（蓝色）复染（×400）；B：
Western blot检测HDGF上调对N⁃cadherin、β⁃catenin以及磷酸化β⁃catenin的影响，*P < 0.05，n=3。

图6 HDGF过表达促进N⁃cadherin表达和β⁃catenin磷酸化

Figure 6 HDGF overexpression increases the expression of N⁃cadherin and β⁃catenin phosphorylation

HDGF的表达水平与细胞增殖无关并不是胶质

瘤所特有的，在其他类型的肿瘤中也有相关发现。

在早期非小细胞肺癌（non ⁃ small ⁃ cell carcinoma，
NSCLC）组织中，HDGF表达水平与细胞增殖指标

Ki67之间并不存在相关性［23］。下调 A549、H226、
H358等肺癌细胞的HDGF表达，上述细胞株的非锚

着依赖性生长及体外迁移与侵袭能力受到显著抑

制，但锚着依赖性生长却几乎不受影响［24］。此外，

虽然HDGF中和抗体可明显抑制裸鼠肺癌细胞异种

移植瘤的生长，但对于体外培养肺癌细胞，该抗体

并无诱导其凋亡或抑制其生长作用［25］。这些已有

的报道和我们的研究结果表明，在某些类型的恶性

肿瘤如肺癌和恶性胶质瘤中，HDGF高表达的作用

可能并不是促有丝分裂。

作为一种广谱预后指标，HDGF过表达与包括

脑胶质瘤在内的多种人类恶性肿瘤预后不良呈正

相关［26-29］。临床病理研究表明，HDGF的表达水平

与肺癌、胃癌、乳腺癌的浸润深度、淋巴结转移及远

处转移密切相关［24，30-31］。体外实验结果提示HDGF
可通过调节上皮⁃间充质转化（epithelial⁃mesenchy⁃

mal transition，EMT）影响乳腺癌和前列腺癌细胞的

侵袭性［32］。Song等［33］报道敲除HDGF可抑制胶质瘤

细胞的侵袭及EMT标志物如 vimentin、β⁃catenin 和

N⁃cadherin的表达。本研究结果显示，HDGF过表达

可促进胶质瘤细胞的迁移与侵袭并增加N⁃cadherin
的表达。此外，也观察到DBTRG⁃H过表达细胞表

现出间充质样形态（数据未显示）。β⁃catenin作为

Wnt信号转导的重要调节因子，从细胞质转运到细

胞核，触发EMT相关基因表达，增强胶质瘤细胞的

迁移能力［19，34］。然而，我们的研究结果显示，HDGF
的上调降低了β⁃catenin蛋白水平，但不影响其核转

位，这表明 HDGF 可能不依赖于经典的 Wnt/β ⁃
catenin途径调节胶质瘤细胞的EMT。目前已知β⁃
catenin除通过其转录活性影响肿瘤细胞的迁移与

侵袭以外，尚可通过 catenin/cadherin复合物的动态

组装与解聚调节肿瘤细胞的迁移和侵袭。与β⁃
catenin磷酸化伴随的是 catenin/cadherin复合物解

聚。一些生长因子信号可以诱导β⁃catenin磷酸化，

增强胶质瘤细胞的迁移能力［35-36］。因此，我们的结果

提示，HDGF可能是通过促进β⁃catenin磷酸化，降低

··510



总的β⁃catenin水平，使β⁃catenin/N⁃cadherin复合物

解聚，细胞与细胞黏附性降低，从而增加胶质瘤细

胞的迁移和侵袭。

侵袭性不仅是恶性胶质瘤的重要特征，也是决

定其预后的关键因素。通过本项研究，进一步证实

了HDGF在恶性胶质瘤细胞侵袭中的重要作用。因

此，靶向HDGF可作为改善恶性胶质瘤预后的一种

治疗策略。
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