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Abstract   
AIM: To investigate the relationship between 
GPC3 expression and proliferative ability of he-
patocellular carcinoma (HCC) cells.   

METHODS: Immunohistochemistry was em-
ployed to detect the expression of GPC3 in 54 
HCC tissues. The correlation between GPC3 ex-
pression and Ki-67 labeling index (Li) and other 
clinicopathologic characteristics was studied. An 
shRNA targeting the GPC3 gene was transfected 
into SMMC7721 cells to silence GPC3 expres-
sion. MTT assay was performed to determine 
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GPC3与肝癌细胞增殖的相关性

李海荣, 黄兰姗, 陈 罡, 陆会平, 冯振博

®

■背景资料
磷 脂 酰 肌 醇 蛋
白聚糖-3(glypi-
can-3, GPC3)肝
细胞癌(hepatocel-
lular carcinoma, 
H C C ) 患 者 过 度
表达的癌抗原之
一, 初步展示出作
为新的肝癌蛋白
类标志物的临床
应用价值 .  然而 , 
G P C 3 对 肝 癌 细
胞生长的作用及
具体机制报道不
一, 本研究采用检
测临床组织表达
和体外功能实验
的方法深入研究
GPC3促进HCC发
生发展的分子机
制, 探讨GPC3在
肝细胞癌增殖中
的价值具有重要
的意义. 

the effect of GPC3 knockdown on the growth of 
HCC SMMC7721 cells.  

RESULTS: GPC3 expression was significantly 
correlated with Ki-67 Li (r = 0.521, P = 0.000). 
GPC3 expression was related to differentiation 
degree and vessel invasion of HCC (r = 0.287, 
0.289; P = 0.035, 0.034). The cell proliferative 
activity was significantly reduced in the GPC3-
shRNA group compared with the negative con-
trol group and blank control group (F = 45.38, P 
= 0.000). 

CONCLUSION: GPC3 may play an important 
role in the occurrence, development and inva-
sion of HCC, mainly due to the effect on the pro-
liferation of HCC cells. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要  
目的: 探讨肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)组织内及体外细胞培养中磷脂酰肌醇
蛋白聚糖-3(glypican-3, GPC3)与细胞增殖的 
关系.  

方法: 采用免疫组织化学方法检测54例HCC
组织中GPC3的表达, 并对比其与Ki-67标记指
数及各种临床病理参数的关系. 使用shRNA
抑制SMMC7721肝癌细胞系中GPC3的表达, 
MTT检测肝癌细胞的增殖变化.    

结果: 在HCC组织中, GPC3与Ki-67指数有关
(r  = 0.521, P  = 0.000), 也与分化程度、血管浸
润情况具有相关性(r  = 0.287, 0.289; P  = 0.035, 
0.034). 体外实验结果显示, 抑制GPC3表达后, 

■同行评议者
潘兴华, 副主任医
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军成都军区昆明
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组织器官工程研
究中心
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■研发前沿
GPC3是glypican
家 族 的 一 员 ,  通
过 磷 脂 酰 肌 醇
锚 定 在 细 胞 膜
上 ,  通 过 结 合 多
种细胞表面生长
因子而调控细胞
生长、增殖、分
化、黏附和迁移
等 行 为 .  目 前 其
研究的热点主要
为调控基因表达
的机制以及肿瘤
靶 向 基 因 治 疗
的 作 用 ,  但 关 于
GPC3在肝细胞癌
增殖、转移及复
发中的作用及具
体机制报道不一, 
组织标本检测与
体外实验的联合
能够比较系统的
为GPC3在肝细胞
癌增殖、转移的
作用提供新的实
验证据.

实验组细胞增殖活性明显低于阴性对照组和
空白对照组(F  = 45.38, P  = 0.000).    

结论: GPC3在HCC的发生、发展和浸润过程
中起重要作用, 主要与影响肝癌细胞增殖有关.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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增殖

核心提示: K i-67在肝细胞癌(h e p a t o c e l l u l a r 
carcinoma, HCC)中表达越高, 预后越差. 磷脂酰

肌醇蛋白聚糖-3(glypican-3, GPC3)的表达强度与

分化程度有关, 且与Ki-67有明显正相关关系. 通
过抑制GPC3基因在SMMC7721细胞系的表达, 对
肝癌细胞系的增殖有明显抑制作用, GPC3过表达

在肝细胞癌增殖过程中起直接促进作用.
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0  引言

磷脂酰肌醇蛋白聚糖-3(glypican-3, GPC3)是一

种膜性硫酸乙酰肝素蛋白多糖, 通过磷脂酰肌

醇锚定在细胞膜上, 并通过结合多种细胞表面

生长因子来调控细胞生长、增殖、分化、黏附

和迁移等行为. 近年来, 研究发现, GPC3可成为

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的一个

新的肿瘤标志物[1]. 因此, 深入研究GPC3在肝癌

发生、发展中的作用, 对于揭示肝癌形成及发

展的机制具有重要意义.  
细胞生长各个阶段的变化是肿瘤发生发展

的重要因素, 细胞增殖失控的结果是肿瘤细胞

数量的增多, 导致肿瘤的生长, 进而引发肿瘤细

胞的转移. 肿瘤细胞的增殖状态及增殖能力是

评判肿瘤生物学行为的重要指标. Ki-67是一种

抗核增殖细胞核蛋白的单克隆抗体, 其表达于

细胞周期的各个活跃时期, 而在静止期表达消

失, 被认为是细胞增殖活性的标志物[2]. 本研究

采用免疫组织化学方法检测HCC组织中GPC3
的表达, 对比其与K i-67标记指数及各种临床

病理参数的关系; 并进一步在体外实验中使用

RNA干扰技术抑制SMMC7721肝癌细胞GPC3
的表达, 检测干扰后HCC细胞的增殖变化, 探索

GPC3与肿瘤细胞增殖的关系, 为HCC的预防和

治疗提供新的思路.  

1  材料和方法

1.1 材料 收集2010-01/2011-12广西医科大学第

一附属医院病理科HCC及相应癌旁肝组织蜡块

标本54例, 其中男性47例, 女性7例, 年龄24-74
岁, 平均年龄48岁. 参照WHO肿瘤分类与诊断

标准2010版进行分级, 将分化程度分高、中、

低分化3组. 所有病例病理资料完整, 患者术前

均未行放、化疗及免疫治疗. GPC3、血管内

皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)、Ki-67、nm23即用型抗体、DAB显色

剂购自中杉金桥生物技术有限公司. SMMC7721
肝癌细胞系购自中国科学院上海生科院细胞资

源中心细胞库; 质粒的构建和包装购自上海吉

凯公司; 1640培养基、胎牛血清购自WISENT公
司; Lipofectime 2000转染试剂购自Invitrogen公
司; 细胞总RNA提取试剂盒购自Axygen公司; 逆
转录试剂盒购自Fermentas公司.  
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法: 采用免疫组织化学SP法: 
操作步骤按照试剂盒说明书进行. 用经预实验

证明阳性表达的胃癌组织作为阳性对照, PBS代
替一抗作为阴性对照.  
1.2.2 结果判断: 采用双评分半定量方法, 细胞核

和/细胞质出现淡黄色、棕黄色或棕褐色染色为

阳性细胞. 每张切片随机选取5个高倍视野(×
400), 每个视野数100个细胞, 按阳性细胞所占百

分比评分[3]: ≤5%为0; 6%-25%为1; 26%-50%为

2; 51%-75%为3; ≥76%为4. 其次染色强度评分: 
不着色为0; 淡黄色为1; 棕黄色为2; 棕褐色为3. 
最后将染色强度与阳性细胞所占百分比计分乘

积定为每1例染色的综合评分, 0-2分为(-), 3-5分
为(+), 6-9分为(++), 10-12分为(+++), 所有-、+、
++、+++分别对应阴性、弱阳性、中等阳性、

强阳性.  
1 . 2 . 3  细 胞 培 养 和 转 染 :  人肝癌细胞系

SMMC7721培养于含10%胎牛血清的1640培养

基, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养. 将shRNA
转染至人肝癌细胞系SMMC7721, 于转染前24 h
将对数生长期细胞接种于24孔板, 细胞数为5×
104个/孔; 用opti-mem减血清培养基培养24 h后, 
细胞融合率达到80%即进行转染; 转染6 h后换

含10%胎牛血清1640培养基继续培养. 细胞分3
组: 空白对照组(未转染组)、阴性对照组(空载

质粒组)和实验组(GPC3-shRNA转染组)于荧光

显微镜下观察24、48、72 h转染效果.  
1.2.4 RT-PCR检测基因表达: 应用Primer 5.0
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■相关报道
L i g a t o 等 认 为
G P C 3 可 用 于 区
别原发性肝癌与
其 他 良 恶 性 肝
肿 瘤 和 转 移 灶 , 
Shirakawa等指出
GPC3表达强度与
肝细胞癌增殖复
发相关. 但杜经丽
等对185例肝癌患
者中临床病理情
况进行生存分析, 
发现GPC3与术后
复发无明显关系.

设计软件设计引物 ,  (1)G P C3: 上游 ,  T C C-
GCTCCTTCTTCCAGAGA; 下游, ATGTT-
GGGCCCTTAGGGAGA; (2)β-ac t in: 上游, 
GCACCACACCTTCTACAATGAGC; 下游, 
GGATAGCACAGCCTGGATAGCAAC; PCR反
应条件为: 95 ℃预变性3 min, 95 ℃变性30 s, 
54 ℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 72 ℃再延伸7 
min, 4 ℃ ∞; GPC3为35个循环; β-actin为28个
循环. 引物均由美国Invitrogen公司合成. 细胞总

RNA提取按照Axygen提取试剂盒说明书完成,  
各取总RNA 0.8 µg逆转录获得cDNA, 以β-actin
为内参, 进行PCR反应. PCR产物以18 g/L琼脂

糖凝胶电泳, 核酸染料染色. 应用Bio-Rad凝胶成

像系统分析, PCR产物量以光密度/面积表示, 以
GPC3产物量/β-actin产物量的比值为最终结果, 
重复3次.  
1.2.5 MTT法检测细胞增殖: 取对数生长期的各

组细胞接种于96孔板, 计数1.5×103个细胞/孔, 
每组细胞做5个复孔; 分别于种板后24、48、
72、96 h加入10 µL MTT溶液; 培养箱中孵育4 h
后, 小心吸尽培养液, 每孔加入150 µL DMSO; 酶
标仪检测570 nm处吸光度(A)值, 绘制生长曲线.  

统计学处理 采用SPSS16.0统计软件对数据

进行分析. 计量资料采用方差分析, GPC3与临床

参数关系采用χ2检验或Fisher确切概率法, 相关

性分析用Spearman等级相关分析, 检验水准α = 

0.05. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 GPC3的表达与临床病理参数的关系 GPC3
在HCC组织中表达定位于细胞质中(图1A), 其阳

性率为72%(39/54)明显高于癌旁组织(5%, 3/54, 
P  = 0.000). 经χ2检验或Fisher确切概率法分析

GPC3的表达水平在HCC组织分化程度、血管

癌栓中的表达差异显著(表1). 经Spearman相关

性分析GPC3与其二者有关(r  = 0.287, 0.289; P  
= 0.035, 0.034), 与患者性别、年龄、是否有肝

硬化、肿瘤大小、肿瘤数目、AFP、HBsAg、
nm23的表达无关(P >0.05).  
2.2 GPC3、nm23、VEGF与Ki-67的关系 HCC组
织中GPC3的表达水平与Ki-67呈明显相关性(r  = 
0.521, P  = 0.000); HCC组织中nm23的表达水平

与Ki-67、VEGF表达均无相关性(P >0.05). Ki-67
表达强度与VEGF表达呈显著正相关(r  = 0.353, 
P  = 0.009)(表2).  
2.3 GPC3对肝癌细胞SMMC7721增殖的影响

2.3.1 细胞转染效率: SMMC7721细胞转染荧

光阴性对照质粒后, 在荧光显微镜下观察发现

24、48、72 h荧光表达逐渐增多(图2).  
2.3.2 RT-PCR检测GPC3 mRNA表达量: 相对空

白对照组和阴性对照组, 实验组GPC3 mRNA表

达受到抑制(0.233±0.066 vs  0.760±0.072, 0.707

图  1  HCC组织中GPC3、nm23、Ki-67、VEGF的阳性表达情况(SP×400). A: GPC3; B: nm23; C: Ki-67; D: VEGF. HCC: 肝

细胞癌; GPC3: 磷脂酰肌醇蛋白聚糖-3; VEGF: 血管内皮生长因子.

A B

DC
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■创新盘点
关 于 G P C 3 与 肝
细胞癌的作用研
究 较 多 ,  而 关 于
GPC3与Ki-67、
VEGF、nm23等
临床病理参数之
间的关系报道较
少, 本研究通过组
织标本检测与体
外实验的联合对
GPC3促进肝细胞
癌增殖、转移提
供更多实验依据.

±0.083, F  = 45.38, P  = 0.000)(图3).
2.3.3 细胞增殖活性判定: 与空白对照组和阴性

对照组相比, 实验组细胞570 nm处的A值在转染

24、48、72、96 h时的差异均具有统计学意义

(P <0.01). 由此可见, 实验组细胞生长受到明显

抑制(表3, 图4).     

图  2  转染荧光阴性对照组质粒后3个时间段荧光表达的强度(×200). A: 24 h荧光表达; B: 48 h荧光表达; C: 72 h荧光表达.
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图  3  各组细胞GPC3 mRNA表达情况. A: RT-PCR检测各组细胞GPC3 mRNA相对表达水平; 1: 实验组; 2: 阴性对照组; 3: 

空白对照组; B: RT-PCR检测各组细胞β-actin mRNA相对表达水平; 1: 空白对照组; 2: 阴性对照组; 3: 实验组; C: 各组细胞

GPC3 mRNA的相对表达量. GPC3: 磷脂酰肌醇蛋白聚糖-3.



2112               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年5月28日   第22卷  第15期 

2014-05-28|Volume 22|Issue 15|WCJD|www.wjgnet.com

3  讨论

目前, GPC3与肝癌临床病理关系已成为研究的

热点[4,5]. 在生理状态下, GPC3多在胚胎、胎儿

时期表达, 出生后仅少数器官低表达, 并且与多

种恶性肿瘤的发生发展密切相关[6,7], 在肺癌[8]、

乳腺癌[9]、胃癌[10]等的表达下降, 而在HCC、

黑色素瘤等组织中高表达. Abdu l-Al等[11]发现

在原发性肝癌患者中阳性率为72%. Ligato等[12]

认为GPC3是一个高度敏感的肿瘤标志物, 可用

于区别原发性肝癌与其他良恶性肝肿瘤和转

移灶. 本研究结果显示, HCC组织中GPC3的表

达明显高于癌旁肝组织(P  = 0.000), 阳性率为

72%(39/54), 与患者性别、年龄、肝硬化、肿瘤

大小、肿瘤数目、AFP、HBsAg无关. 在影响预

后因素的研究中[13], 血管癌栓被认为是反映术后

复发和转移的最准确的预后指标. 本研究发现, 
GPC3的表达强度与血管癌栓有关, 提示GPC3
在肝细胞癌侵袭、转移过程中发挥重要作用. 
并且在肝细胞癌的预后研究中, 有报道[14]指出

GPC3是肝癌术后早期复发的独立危险因子, 而
且Shirakawa等[15]指出GPC3表达强度越高, 其促

进肝细胞癌增殖、复发转移的可能性越大.  
肿瘤细胞异常增殖、转移的产生总是与

多种基因的协同表达有关[16]. 因此, 为了完成转

移, 肿瘤细胞的每一步都会由不同的基因调控. 
nm23是第一个发现与转移抑制相关的基因[17], 
其表达水平的下降和胃癌 [18]、黑色素瘤 [19]、

乳腺癌 [20]的转移与不良预后有密切关系. Na-
kayama等[21]也提出nm23与肝癌转移有关. nm23
基因产物主要表达于细胞浆, 细胞膜少量表达, 
其数量的变化影响肿瘤细胞对周围组织及基质

的附着能力, 从而影响癌转移过程. GPC3主要由

■应用要点
GPC3的过表达在
HCC增殖、转移
及术后复发过程
中具有重要作用, 
其作为分子治疗
的靶点在进入临
床治疗阶段之前
依然需要更多基
础及临床实验的
支持.

     

表  1  GPC3与肝细胞癌临床病理参数的联系

分组
               GPC3

      χ2   P值
-  + ++ +++

性别   0.770 0.950

  男 13 10 12  12

  女   2   2   2    1

年龄(岁)   1.794 0.616

  ＜50 10   7 10    9

  ≥50   5   5   4    4

肿瘤大小(cm)   0.779 0.914

  ＜5   5   4   3    4

  ≥5 10   8 11    9

肿瘤数目   5.411 0.146

  多发   6   1   7    3

  单发   9 11   7  10

分化程度 10.289 0.049

  高分化 14   8   6    8

  中分化   1   3   7    5

  低分化   0   1   1    0

血管癌栓   4.418 0.023

  有   7   5   5    1

  无   8   7   9  12

肝硬化   1.327 0.275

  有   7   6   4    4

  无   8   6 10    9

组织分型   8.500 0.470

  混合细胞型   3   2   3    4   

  梁索型   9 10   7    4   

  腺样型   1   0   2    2

  透明细胞型   2   0   2    3

肝硬化   1.993 0.574

  无   8   6 10    9

  有   7   6   4    4

AFP   1.523 0.677

  (-)      7   4   7    4

  (+)      8   8   7    9

HBsAg   4.097 0.251

  (-)      8   6   3    4

  (+)      7   6 11    9

nm23   6.986 0.645

  -   1   0   1    0

  +   4   5   5    9

  ++   6   4   4    2

  +++   4   3   4    2

VEGF   5.011 0.843

  -   3   1   1    2

  +   4   5   3    4

  ++   4   4   7    6

  +++   4   2   3    1

GPC3: 磷脂酰肌醇蛋白聚糖-3; AFP: 甲胎蛋白; VEGF: 血管内

皮生长因子; HBsAg: 乙型肝炎表面抗原.

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

A
57

0值

0              24             48             72             96
t /h

空白对照组
阴性对照组
实验组

图  4  各组细胞生长曲线.
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癌细胞合成、分泌, 而本研究结果显示nm23蛋
白主要定位于细胞浆, 这可能提示二者在调节

肿瘤转移方面存在某种内在联系. 但本研究显

示, GPC3表达强度与nm23表达强度之间并无相

关性, 故不能确切地证明GPC3和nm23在HCC中
表达的相关性, 也说明二者在控制癌细胞转移

方面可能不存在直接的相互调节. 对于GPC3和
nm23之间无直接相互作用调节HCC转移复发的

现象, 可以用他们不同的生化机制来解释. GPC3
过表达可致β-catenin显著增高, 与MMP及增殖

信号结合, 促进HCC发展[22]. 关于nm23的作用机

制, 多数学者认为nm23蛋白可通过与GAP蛋白

相互作用[23], 从而调节细胞信号传递、细胞分化

和转移等过程中发挥作用, 且与NDPK具有同源

性, 可使NTP变成NDP.  
增殖细胞核抗原Ki-67的表达被认为控制

细胞的增殖周期, 利用Ki-67标记指数可以检测

肿瘤细胞的增殖能力. 其抗原表达仅分布在细

胞核内, 被认为与有丝分裂密切相关, 能全面

反映细胞群体的增殖活性[24]. Ki-67在HCC中的

表达情况还与预后有关[25], 表达越高,  预后越

差. 实验证实, GPC3的表达强度与分化程度有

关, GPC3在低分化HCC组的阳性率高于高分化

HCC组的阳性率, 表明GPC3与肿瘤的恶性程度

有关; 另外, 本实验通过检测GPC3在组织中的表

达情况及细胞功能学实验的结果显示, GPC3在
HCC中的表达强度与Ki-67有明显正相关关系, 

GPC3高表达组Ki-67指数明显增高(P <0.01). 通
过抑制GPC3基因在SMMC7721细胞系的表达情

况后, 我们发现, 对肝细胞癌增殖具有明显抑制

作用(P <0.01), 提示GPC3的过表达在肝细胞癌增

殖过程中起直接促进作用.  
肿瘤细胞的增殖、转移依赖肿瘤的血管新

生过程. 研究显示, 当越多的微血管在肿瘤组织

内形成, 肿瘤细胞的增殖能力越强就越有可能

进入血液循环[26]. 目前, VEGF为血管内皮细胞

特异的标志物, 在肝细胞癌血管生成中起促进

作用[27]. 本研究中VEGF的阳性率为87%(47/54), 
提示有大量的新血管生成, 为快速生长的癌细

胞提供足够的营养, 对癌细胞在血管中的转移

起重要作用. 本研究结果表明, GPC3在HCC中
的表达与VEGF无相关性, 而Ki-67的表达水平

与VEGF相关, 提示GPC3可能并不是直接影响

VEGF促进血管生成, 导致肝癌细胞增殖、转移; 
可能通过调节胰岛素样生长因子2(insulin-like 
growth factor-Ⅱ, IGF2)[28]、Wnt[29]等信号通路来

调节HCC细胞的增殖、分化、黏附和转移, 间
接引起大量血管新生, 影响肝癌细胞的转移. 因
此, GPC3促进HCC的转移今后可能应更多从信

号通路方面进行探讨.  
原发性肝癌的致死率主要就在肝癌术后复

发转移上, GPC3的过表达在HCC发生、发展及

术后复发转移[30]过程中具有重要作用, 其作为分

子治疗的靶点[31]在进入临床治疗阶段之前依然

■同行评价
该论文通过组织
标本检测与体外
实验证明了GPC3
与肝癌细胞增殖
的 关 系 ,  对 阐 明
GPC3在肝细胞癌
生长中的作用提
出了新证据.

表  2  HCC组织中GPC3、VEGF、 nm23及Ki-67的关系

     GPC3
P 值

VEGF
P 值

nm23
P 值

- + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++

Ki-67 0.000 0.009 0.518

- 8 2   0 2 5 4   0 3 0 5 4 3

+ 2 9   1 2 0 9   3 2 0 7 4 3

++ 5 1 12 4 1 2 16 3 2 6 8 6

+++ 0 0   1 5 1 1   2 2 0 5 0 1

GPC3: 磷脂酰肌醇蛋白聚糖-3; VEGF: 血管内皮生长因子; HCC: 肝细胞癌.

表  3  MTT检测细胞增殖活性 (mean±SD)

     分组   空白对照组   阴性对照组     实验组    F 值   P 值

24 h 0.273±0.027 0.252±0.029 0.197±0.032   6.195 0.004

48 h 0.581±0.016 0.565±0.026 0.396±0.027 96.239 0.000

72 h 0.639±0.018 0.603±0.036 0.453±0.025 65.318 0.000

96 h 0.667±0.022 0.655±0.027 0.544±0.029 33.731 0.000
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需要更多基础及临床实验支持, 相信对GPC3的
进一步研究能有助于我们对肝癌更深层的认识, 
为肝癌的诊断、治疗提供更多手段.  
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