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Abstract 
AIM: To investigate the influence of loss of 
Smad4 expression on TGF-β1-induced epithelial-
mesenchymal transition in the human hepatocel-
lular carcinoma cell line SMMC-7721.

METHODS: The influence of loss of Smad4 ex-
pression on the expression of β-catenin and Vi-
mentin mRNAs and proteins was evaluated by 
RT-PCR and Western blot. Immunofluorescence 
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低表达Smad4对肝癌细胞SMMC-7721上皮间质转化的影响
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®

■背景资料
上 皮 - 间 质 转 化
(epithelial-mesen-
chymal transition, 
E M T ) 在 胚 胎 发
育、创口愈合和
肿瘤侵袭转移中
起 着 重 要 作 用 . 
Smad4是TGF-β
通路的关键分子, 
研究发现Smad4
与多种肿瘤的侵
袭转移密切相关. 

was used to analyze the location and fluores-
cence intensity of Smad4, β-catenin, Vimentin 
in non-transfected SMMC-7721 cells and those 
transfected with Smad-specific siRNAs (RNAi-
Smad4-2 and RNAi-Smad4-12) or unspecific 
siRNA (RNAi-NC).

RESULTS: Compared to non-transfected 
SMMC-7721 cells and those tranfected with 
RNAi-NC, the expression of β-catenin mRNA 
and protein remarkably increased in SMMC-7721 
cells transfected with RNAi-Smad4-2 or RNAi-
Smad4-12 (all P < 0.05). Loss of Smad4 expression 
promoted β-catenin nuclear translocation. Im-
munofluorescence assay revealed that β-catenin 
fluorescence was located in the nuclei of non-
transfected SMMC-7721 cells and those tran-
fected with RNAi-NC, but in the cytoplasm of 
SMMC-7721 cells transfected with RNAi-Smad4-2 
or RNAi-Smad4-12. On the other hand, loss of 
Smad4 expression down-regulated Vimentin pro-
tein expression (P < 0.05) and cytoplasmic fluo-
rescence intensity, but had no significant impact 
on Vimentin mRNA expression in SMMC-7721 
cells and those transfected with different siRNAs.

CONCLUSION: Loss of Smad4 expression regu-
lates β-catenin and Vimentin and therefore plays 
an important role in inhibiting epithelial-mesen-
chymal transition in SMMC-7721 cells.

Key Words: Smad4; Hepatocellular carcinoma cell; 
Epithelial-mesenchymal transition; β-catenin; Vimentin

Xue HT, Wang HG, Huang XD, Shen P, Ji GZ. Loss 
of Smad4 expression inhibits epithelial-mesenchymal 
transition in SMMC-7721 cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(11): 923-929

摘要 
目的: 探讨低表达Smad4调控上皮间质转化
影响肝癌细胞(hepatocellular carcinoma cells, 
HCC)侵袭转移的相关机制. 

方法: 采用Western blot法观察低表达Smad4对
β-catenin和Vimentin总蛋白表达水平的影响; 
逆转录PCR法测定低表达Smad4后, β-catenin
和Vimentin mRNA表达的变化; 细胞免疫荧光
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■研发前沿
早期转移和复发
是延长肝癌患者
生存期、提高远
期疗效的瓶颈问
题 .  肿 瘤 细 胞 通
过EMT而实现转
移 过 程 ,  是 近 年
来肿瘤领域的研
究热点.

法检测Smad4、β-catenin和Vimentin在肝癌细
胞SMMC-7721及其转染组中的定位及荧光表
达强度. 

结果:  低表达S m a d4后 ,  相较于C O N组和
R N A i-N C组, 在转染组R N A i-S m a d4-2和
RNAi-Smad4-12细胞中, β-catenin mRNA和
相应总蛋白的表达水平明显增加(P <0.05), 并
促使其发生了核转位的改变; 另一方面, 在
RNAi-Smad4-2和RNAi-Smad4-12两转染组细
胞中, Vimentin的蛋白表达水平和相应胞浆荧
光的表达强度比对照组明显下调(P <0.05), 相
应mRNA的表达水平在肝癌SMMC-7721细胞
及其转染组无显著差异. 

结论: 低表达Smad4可调控上皮间质转化相关
标志物β-catenin和Vimentin的表达, 发挥抑制
肝癌SMMC-7721细胞上皮间质转化的作用. 

关 键 词 :  S m a d 4 ;  肝 癌 细 胞 ;  上 皮 间 质 转 化 ; 

β-catenin; Vimentin
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0  引言

肝癌是全球最常见的恶性肿瘤之一, 其中90%
为肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC). 全
球每年的肝癌新发病例数为74.8万, 死亡数为

69.6万[1,2]. 我国是全球肝癌发病率最高的国家, 
在常见肿瘤中肝癌发病率居第2位[3,4]. HCC症

状不明显, 早期诊断率较低, 5年生存率小于5%, 
确诊时多数已发展为中晚期, 发生远处扩散转 
移[5]. 因此, 研究HCC侵袭转移的发生机制, 对
改善肝癌患者预后、延长患者生存期, 具有重

要的意义. 肿瘤的侵袭、转移受多种因素的调

控和影响, 近几年发现上皮间质转化(epithelial-
mesenchymal transition, EMT)是一个关键因 
素[6]. EMT是指有极性的上皮细胞失去其上皮

细胞的表现型, 转化成具有活动能力的间质细

胞生物学特征的过程. 他与胚胎发育、创口愈

合和肿瘤侵袭转移等密切相关[7,8]. 越来越多的

证据[9,10]表明TGF-β1是引发EMT的关键始动因

素, 在EMT过程中发挥关键作用. TGF-β信号通

路的核心是Smad4, 有研究发现在多种肿瘤中, 
Smad4与EMT的发生密切相关[11,12], 但两者在肝

癌组织中的关系国内外尚无相关报道. 
本研究拟观察在肝癌细胞SMMC-7721中, 

低表达Smad4对TGF-β1诱发EMT的影响, 初步

探讨低表达Smad4引起细胞迁移和侵袭能力改

变的相关作用机制, 以期为进一步解释HCC的

侵袭转移机制提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株SMMC-7721购自中国

科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞

生物学研究所; 小鼠抗人Smad4单克隆抗体购

自美国Cell Signaling Technology公司; 鼠抗人

Vimentin单克隆抗体购自美国abcam公司; 兔抗

人β-catenin单克隆抗体购自美国Cell Signaling 
Technology公司; 小鼠抗大鼠β-actin单克隆抗体

和HRP标记的羊抗鼠、羊抗兔二抗购自武汉博

士德公司; 重组人TGF-β1购自美国R&D Systems
公司; 山羊抗鼠/兔IgG(H&L)-FITC购自武汉博

士德公司; 逆转录试剂盒购自加拿大Fermentas
公司; PCR试剂盒购自上海捷瑞生物工程有限公

司; TRIzol Reagent购自美国Invitrogen公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞转染: 课题组前期[13]构建的Smad4 
RNA干扰(RNA interference, RNAi)慢病毒载体, 
经包装、浓缩及检测病毒滴度后感染肝癌细胞

SMMC-7721, 筛选出两组Smad4干扰效率高的

细胞, RNAi-Smad4-2组和RNAi-Smad4-12组, 对
照组为肝癌细胞CON和感染慢病毒空载体的肝

癌细胞RNAi-NC. 
1.2.2 细胞培养: CON组、RNAi-NC组及转染组

细胞, 以含100 mL/L胎牛血清的高糖DMEM培

养基, 于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养, 胰
酶消化、传代, 取对数生长期细胞实验. 
1.2.3 细胞计数: 在24孔板中接种3×104个/孔的

CON组细胞悬液, 培养至70%融合时, 用无血清

的培养基同步化24 h, 分为5组, 分别用0 μg/L、 
1 μg/L、5 μg/L、10 μg/L、20 μg/L的TGF-β1孵
育, 0 h、24 h、48 h、72 h后分别计数. 
1.2.4 Western blot检测Smad4、β-catenin和Vi-
mentin蛋白的表达: 提取细胞总蛋白, BCA法测

定各组蛋白浓度. 根据浓度上样行电泳后, 转膜

至PVDF膜上, 5%脱脂奶粉的TBST封闭1 h, 加
一抗(β-actin 1∶500、Smad4 1∶300、Vimen-
tin 1∶500、β-catenin 1∶1 000)4 ℃杂交过夜, 
TBST漂洗, 加二抗(1∶2 000)室温孵育2 h, TBST
漂洗, 化学发光试剂检测蛋白条带, 测定各条带

积分吸光度(A )值, 定量分析. 
1.2.5 RT-PCR检测β-catenin和Vimentin mRNA
的表达: 用PBS洗涤各组细胞3次, 每孔中加入
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1 mL TRIzol RNA提取液, 按说明书步骤提取

总RNA, 紫外分光光度仪测A 260/A 280的比值, 重
复3次, 计算RNA浓度. 将RNA逆转录为cDNA
后进行循环扩增. PCR引物由美国Invitrogen公
司上海分公司合成, 引物序列: GAPDH上游引

物5'-ATGGGGAAGGTGAAGGTCG-3', 下游

引物5'-GGGTCATTGATGGCAACAATATC-3'; 
β - c a t e n i n上游引物5 ' -G C T G C T G T T T T-
GTTCCGAATGT-3', 下游引物5'-GCCATTG-
GCTCTGTTCTGAAGA-3'; Vimentin上游引物

5'-CCAAACTTTTCCTCCCTGAACC-3', 下游引

物5'-GTGATGCTGAGAAGTTTCGTTGA-3'.
反应条件均为: 95 ℃, 3 min预变性; 94 ℃, 

30 s; 48 ℃, 30 s, 72 ℃, 1 min, 35个循环; 72 ℃
终末延伸5 min. PCR产物经15 g/L琼脂糖凝胶电

泳, 凝胶图像扫描系统成像并进行灰度扫描, 用
GAPDH的表达量校正, 将两者A值的相对量进

行分析, 重复3次. 
1.2.6 细胞免疫荧光法检测Smad4、β-catenin和Vi-
mentin的表达: 0.01%多聚赖氨酸处理盖玻片, 高压

灭菌后备用. 在6孔板中分别加入一片处理好的盖

玻片, 将细胞接种于此(细胞分组情况同前, 每组设

3个孔). 待上述各组SMMC-7721细胞在盖玻片上

生长融合到90%-95%时, 取4%多聚甲醛固定细胞

15 min, 0.5% Triton X-100透化4 min, 5% BSA/PBS
封闭20 min, 加入一抗Smad4、β-catenin(1∶120), 
Vimentin(1∶200), 4 ℃ 2 h, PBS漂洗, 加入二抗

避光孵育1 h, 晾干、封片, 奥林巴斯正置荧光显

微镜观察蛋白定位表达情况.  
统计学处理 所有实验均重复3次以上, 用

SPSS 18.0软件进行统计分析, 定量结果采用

mean±SD表示, 多组均数间比较采用单因素方

差分析, 两两组间比较采用组间q检验, 以P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 细胞计数CON组在不同浓度、不同时间点的

TGF-β1刺激下的生长 在1、5、10 μg/L浓度的

TGF-β1孵育下, 细胞呈浓度依赖性增长; TGF-β1

浓度达到20 μg/L后, 细胞增长的趋势明显减弱, 
且有抑制现象. 而在同一浓度TGF-β1刺激下的

CON组细胞, 在0 h、24 h、48 h时间点, 呈时间依

赖性增长, 48-72 h间, 细胞增长趋势明显减弱, 即
10 μg/L TGF-β1孵育48 h时, 细胞增殖幅度达顶峰

(表1), 后续实验遂采用此浓度和时间点处理细胞. 
2.2 低表达Smad4基因后其相应蛋白的表达 与
CON组(1.60±0.06)及RNAi-NC组(1.60±0.14)
相比, RNAi-Smad4-12组(1.15±0.02)和RNAi-
Smad4-2组(0.45±0.11)细胞中Smad4蛋白表达

明显降低(P <0.05, 图1); 而CON组和RNAi-NC组
细胞间比较, Smad4蛋白的表达无明显差异. 
2.3 低表达Smad4对β-catenin总蛋白的影响 与
CON组和RNAi-NC组相比, TGF-β1刺激前RNAi-
Smad4-2和RNAi-Smad4-12组β-catenin蛋白表达

明显升高(P <0.05). 加入10 μg/L TGF-β1孵育细

胞48 h后, CON组和RNAi-NC组β-catenin蛋白表

达都较未处理时明显减少, RNAi-Smad4-12组相

对减少, 而RNAi-Smad4-2组减少的趋势不显著

(P<0.05, 图2). 
2.4 低表达Smad4对Vimentin蛋白表达的影响 
TGF-β1刺激前RNAi-Smad4-2和RNAi-Smad4-12
组Vimentin蛋白表达相较于CON组和RNAi-NC组
明显减少(P<0.05). 加入10 μg/L TGF-β1孵育细胞

48 h后, CON组和RNAi-NC组Vimentin表达都较

未处理时明显升高, RNAi-Smad4-12组相对升高, 
而RNAi-Smad4-2组升高则不显著(P>0.05, 图3). 
2.5 低表达Smad4对β-catenin和Vimentin mRNA

■应用要点
进一步明确EMT
在HCC中的侵袭
转移发生中的作
用, 探讨HCC的侵
袭转移机制, 将有
利于早期预测预
防肝癌转移发生, 
从而提高肿瘤患
者的生存率.

表  1  计数CON组在不同浓度、不同时间点TGF-β1刺激下         
相对前1 d的细胞增长差值(×104/mL)

     0 μg/L 1 μg/L 5 μg/L 10 μg/L 20 μg/L

0 h   3.0   3.0    3.0     3.0      3.0

24 h   5.7   8.2  15.4   22.9    18.9

48 h 13.0 15.3  19.1   26.8    17.8

72 h   5.3   6.2    9.0   11.2      8.3

图  1  Western blot法检测SMMC-7721细胞敲低Smad4基
因后相应蛋白的表达. aP <0.05 vs  CON组和RNAi-NC组; 

1: CON; 2: RNAi-NC; 3: RNAi-Smad4-12; 4: RNAi-

Smad4-2.
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■创新盘点
本文创新性地在
肝癌细胞SMMC-
7721中, 初步探讨
了S m a d4通过调
控EMT从而影响
H C C侵袭和转移
的机制.

表 达 的 影 响  以G A P D H作为内参照 ,  各组

β-catenin mRNA相对表达量分别为: CON组

(0.91±0.01), RNAi-NC组(0.81±0.01), RNAi-
Smad4-12组(1.30±0.22), RNAi-Smad4-2组(1.19
±0.01). 与CON组及RNAi-NC组相比, 2个转

染组β-catenin mRNA表达明显升高(P <0.05, 图
4A). 4组间的Vimentin mRNA的表达无明显差异

(P >0.05, 图4B). 
2.6 Smad4细胞荧光表达 免疫荧光染色结果显

示, CON组和RNAi-NC组的Smad4表达在细胞浆

处, 转染组的Smad4胞浆表达明显减少(图5). 
2.7 低表达Smad4对β-catenin和Vimentin荧光

表达的影响 CON组和RNAi-NC组的β-catenin
主要表达在细胞核上, 胞浆几乎缺如; RNAi-
Smad4-12和RNAi-Smad4-2组则主要定位于胞浆

处, 细胞核上表达明显减少, β-catenin有明显的

核转位变化. 而Vimentin在4组细胞中都主要定

位于细胞浆和细胞膜上, 2个转染组的Vimentin
细胞荧光表达较CON组和RNAi-NC组减弱, 核
转位改变不明显(图6). 

3  讨论

EMT主要的特征包括[14]: 上皮标志物表达的下

调(E-cadherin、β-catenin等), 间质标志物表达的

上调(Vimentin、N-cadherin等), 角蛋白为主的细

胞骨架转化为波形蛋白为主的细胞骨架, 以及

形态由上皮细胞转化为具有间充质特征的细胞

等. 其中上皮标志物β-catenin表达的下调和间质

细胞标志物Vimentin表达的增加是EMT发生的

一个重要标志. β-catenin是分子量为92 kDa的一

种多功能蛋白, 研究[15]表明, 由β-catenin与cad-
herin形成的蛋白复合物在细胞-细胞以及细胞-
基质的相互关系中具有关键作用. 当β-catenin表
达上调时, 增强细胞间的黏附作用, 使细胞不容

易发生侵袭和转移; 相反, 当β-catenin表达下调

时, 细胞间的黏附作用被破坏, 细胞更容易发生

侵袭和转移. 而Vimentin是分子量为57 KDa的波

形蛋白, 构成成纤维细胞中的中间纤维, 是细胞

骨架成分, 具有调节细胞骨架蛋白、细胞黏附

分子等蛋白间的相互作用, 在很多间叶组织中

表达, 在EMT过程中可作为间叶组织的标志[16]. 
越来越多的证据表明, EMT参与多种肿瘤的

侵袭和转移过程, 包括乳腺癌[17,18]、前列腺癌[19]、

肝癌[20]、结肠癌[21]、肺癌[22]及宫颈癌[23]等, 而且

肿瘤组织中发生EMT的肿瘤细胞数目与病变组织

的侵袭转移程度有关[20]. 
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EMT的发生受到诸多因素的影响[24,25], 其中

TGF-β是引发EMT的关键始动因素[26,27], 并且参

与EMT的全过程. Smad4分子是TGF-β-Smad信
号通路中的关键应答分子, 处于TGF-β信号转导

的中枢地位, 他能够参与调控多种下游靶基因

的表达[28]. 课题组前期[13]采用RNAi技术, 构建了

针对Smad4的RNAi慢病毒载体, 使Smad4低表达

并转染SMMC-7721细胞, 成功构建了多组低表

达Smad4的SMMC-7721细胞. 前期研究发现, 低
表达Smad4后SMMC-7721细胞的侵袭和迁移能

力增加. 
近年来的研究表明, Smad4在多种肿瘤进

展、侵袭和转移中起重要作用[29,30]. EMT参与

多种肿瘤侵袭转移的过程, 有研究[12,31,32]发现, 
S m a d4参与肿瘤组织的E M T过程 .  由此提出

Smad4是否通过EMT介导细胞迁移和侵袭能力

从而影响HCC的侵袭和转移的假设. 
本实验中, 通过Western blot法来验证Smad4

基因敲低后相应蛋白的表达情况, 显示2个转染

组相较于对照组都有不同程度的减少; 细胞免

疫荧光结果也显示, 转染组的Smad4在细胞浆上

的荧光表达较CON组和RNAi-NC组明显减少, 
均证实了转染的成功性和稳定性. 进一步研究

结果显示: 与对照组相比, Smad4低表达会上调

β-catenin mRNA和总蛋白表达量; 下调Vimentin
蛋白表达量, Vimentin mRNA表达未受明显影

■同行评价
本 文 创 新 性 地
将TGF-β和Wnt/
β-catenin信号通
路联系在一起来
研究肝癌细胞株
S M M C - 7 7 2 1 中
Smad4表达水平
降低后对EMT的
影响, 进而探讨了
其在HCC侵袭转
移中的作用意义, 
该文研究水平较
高, 创新性强.
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图  4  RT-PCR法检测Smad4低表达后β-catenin和Vimentin mRNA的表达. aP<0.05 vs  CON组和RNAi-NC组; A: β-catenin; B: 

Vimentin; 1: CON; 2: RNAi-NC; 3: RNAi-Smad4-12; 4: RNAi-Smad4-2.
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图  5  Smad4细胞荧光的表达. A, B, C, D: Smad4; E, F, G, H: DAPI核染; A, E: CON; B, F: RNAi-NC; C, G: RNAi-

Smad4-12; D, H: RNAi-Smad4-2.
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响. 利用免疫荧光技术, 发现低表达Smad4会使

Vimentin在胞浆中的表达出现不同程度的缺失, 
β-catenin发生核转位. 这些研究均表明低表达

Smad4会抑制EMT的发生. 当用10 μg/L TGF-β1
孵育细胞48 h后, 空白对照组和转空组β-catenin
总蛋白表达量都较未处理时明显减少, 而转染组

减少的程度并不显著, Vimentin蛋白表达量在用

TGF-β1刺激后则与β-catenin结果相悖. 众所周知, 
TGF-β1经由依赖Smad4途径和包括Wnt、Ras、
MAPK等多条通路的非依赖Smad4途径[33-35]诱

导了EMT的发生, 当低表达Smad4后, 极大程度

地抑制了依赖Smad4途径, TGF-β1可能即循非

依赖Smad4途径诱导了EMT的发生. 而在转染

组中, 低表达Smad4会潜在抑制非依赖性途径

诱发EMT的现象, 又再次证明了依赖性途径在

TGF-β1诱发EMT过程中的主要性[36,37]. 
总之 ,  本实验的研究结果表明在肝癌细胞

SMMC-7721中, 低表达Smad4可能通过抑制TGF-β1
诱发的EMT来改变肝癌细胞的侵袭转移能力. 
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