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Abstract
AIM: To investigate the role of the p38MAPK 
signal transduction pathway in the metastasis 
and adhesion of hepatocellular carcinoma cell 
line HepG2 induced by vascular endothelial 
growth factor (VEGF).

METHODS: Hepatocellular cancinoma cell 
line HepG2 were or not pretreated with specific 
blocker (SB203580) of p38MAPK signal trans-
duction pathway. 3H-TdR infiltration and the ex-
periment of rat tail colloid were used to measure 
the effects of different concentrations of VEGF 
on the homotypic and hetertypic adhesion in 
HepG2 cells. Flow cytometry was adopted to 
detect VEGF-induced expression of CD44v6 and 
by Boyden-Chamber assay was used to evaluate 
VEGF-induced metastasis of HepG2 cells.

RESULTS: After 1 and 5 μg/L VEGF induction 

for 60 min, the values (dpm/min) of 3H-TdR 
infiltration in HepG2 cells were 1 758.67 ± 289.46 
and 1 380.03 ± 328.55; for 90 min, the values 
were 3 124.30 ± 2 262.14 and 2 245.60 ± 273.24, 
respectively. After 10 μg/L VEGF induction, the 
values were 1 232.32 ± 201.04, 2 337.50 ± 333.04, 
and 2 236.99 ± 237.07, respectively, which were 
dramatically lower than those in control group 
(P < 0.05 or 0.01). However, in the HepG2 cells 
pretreated with SB203580, the values of 3H-
TdR infiltration after 60, 90 and 120 min were 
1 232.32 ± 201.04, 2 337.50 ± 333.04, and 2 236.99 
± 237.07, respectively, and the homotypic adhe-
sion induced by VEGF were inhibited. After 5 
and 10 μg/L induction for 60 min, the optical 
densities (A values) of the experiment of rat tail 
colloid were 0.263 ± 0.021 and 0.238 ± 0.034, re-
spectively. After 1, 5, and 10 μg/L VEGF induc-
tion for 90 min, the A values were 0.269 ± 0.023, 
0.373 ± 0.083, and 0.393 ± 0.081, respectively; for 
120 min, the A values were 0.371 ± 0.061, 0.390 ± 
0.074, and 0.433 ± 0.122, respectively, in HepG2 
cells, which were remarkably higher than those 
in control group (P < 0.05 or P < 0.01). However, 
in the HepG2 cells pretreated with SB203580, the 
A values after 60, 90, and 120 min were 0.201 ± 
0.035, 0.347 ± 0.112, and 0.479 ± 0.217, respec-
tively, and the hetertypic adhesion induced by 
VEGF was restrained. After 5 μg/L VEGF induc-
tion for 2 h, the CD44v6 positive HepG2 cells 
counted for a percentage of 32.6% ± 4.2%, but 
rate of positive cell decreased to 4.3% ± 0.54% 
when p38MAPK signal transduction pathway 
was blocked (P < 0.01).

CONCLUSION: VEGF can promote the het-
ertypic adhesion and decrease the homotypic 
adhesion of hepatocellular carcinoma HepG2 
cells by through p38MAPK signal transduction 
pathway, which play an important role in the 
invasion and metastasis of HepG2 cells.
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■背景资料
血管内皮细胞生
长 因 子 ( V E G F )
在肝癌组织中有
较 高 表 达 ,  并 与
肝癌浸润和转移
密切相关. VEGF
对肿瘤细胞形态
学改变研究甚少. 
p 3 8 信 号 通 路 是
MAPK家族重要
组成, 在全身性炎
症反应、休克、

细胞迁移、细胞
凋亡、心血管疾
病等方面具有重
要作用. 业已表明
肿瘤转移过程涉
及多种机制, 其中
癌细胞运动、黏
附、瘤体内血管
生成、癌细胞凋
亡及转移相关基
因与肿瘤浸润.
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摘要
目的: 观察血管内皮细胞生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)通过p38信号
传导通路诱导肝癌HepG2细胞转移及其对黏
附作用的影响. 

方法:  以p38M A P K信号通路特异性阻断
剂S B203580预处理肝癌H e p G2细胞, 采用
3H-TdR掺入及鼠尾胶黏附实验测定不同浓度
VEGF对肝癌HepG2细胞同质性和异质性黏
附作用, 流式细胞术检测VEGF诱导肝癌细胞
CD44v6表达. 

结果: 1 μg/L和5 μg/L VEGF诱导HepG2细
胞60 min 3H-TdR掺入实验结果(dpm/min)分
别为1 758.67±289.46、1 380.03±328.55; 
90 min分别为3 124.30±2 262.14、2 245.60
±273.24; 10 μg/L VEGF诱导HepG2细胞60, 
90, 120 min 3H-TdR掺入实验分别为1 232.32
±201.04、2 337.50±333.04、2 236.99±
237.07, 显著低于对照组的2 184.49±336.03、
3 560.00±255.17、4 337.40±377.35(P <0.05
或0.01); 经SB203580预处理的HepG2细胞, 60, 
90, 120 min后的结果为2 634.23±375.21、
3 834.82±535.79、4 398.40±564.76, VEGF
诱导肝癌细胞同质性黏附作用降低. 5 μg/L和
10 μg/L VEGF诱导HepG2细胞60 min鼠尾胶
黏附实验吸光度A 值为0.263±0.021、0.238
±0.034, 1, 5和10 μg/L VEGF诱导HepG2细
胞90 min A 值分别为0.269±0.023、0.373±
0.083、0.393±0.081; 120 min分别为0.371±
0.061、0.390±0.074、0.433±0.122, 分别高
于对照组的0.130±0.025、0.143±0.036、
0.210±0.028(P <0.05或0.01); 经SB203580预
处理的HepG2细胞, 60, 90, 120 min鼠尾胶黏附
实验吸光度A 值分别为0.201±0.035、0.347±
0.112、0.479±0.217, VEGF诱导的肝癌细胞
异质性黏附作用降低. 5 μg/L VEGF诱导肝癌
细胞2 h后CD44v6表达阳性细胞数为32.6%±

4.2%, 用SB203580阻断p38信号传导通路后, 
CD44v6阳性细胞数(4.3%±0.54%)显著下降
(P <0.01).

结论: VEGF可以通过p38信号传导通路增加
肝癌细胞异质性黏附作用以及降低肝癌细胞
的同质性黏附作用, 促进肝癌HepG2细胞侵袭
与转移.
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0  引言

血管内皮细胞生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)可诱导肿瘤血管形成, 在肿

瘤组织中有较高表达, 与肿瘤浸润和转移密切

相关[1-5]. 我们研究了VEGF可以通过p38MAPK
信号传导通路诱导肝癌细胞出现转移 [6-8],  但
是与肿瘤浸润和转移密切相关VEGF是否通过

p38MAPK信号传导通路影响肝癌转移过程中肿

瘤细胞黏附作用, 目前还未见文献报道. 我们研

究了VEGF作用于肝癌细胞后以及用SB203580
特异性阻断p38MAPK信号传导通路后VEGF对
肝癌细胞同质性黏附和异质性黏附的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌HepG2细胞株由南方医科大学南

方医院消化疾病研究所实验中心提供, RPMI 
1640购自Sigma, 小牛血清购自杭州四季青公

司, VEGF购自美国Pepro Tech, 用无血清RPMI 
1640培养液配制成10 mg/L, 置于-200℃保存待

用. 鼠尾胶(主要含Ⅰ、Ⅳ型胶原酶, 由暨南大

学医学院病理教研室谢举楦教授惠赠). 牛血清

白蛋白(BSA)为Sigma公司产品, 用无血清RPMI 
1640培养液配制成10 μg/L置于4℃冰箱保存. 
p38磷酸化活性检测试剂盒购自NEW ENGLISH 
B i o L a b s公司. M T T为美国S i g m a公司产品. 
p38MAPK信号通路特异性阻断剂SB203580购
自美国Calbiochem公司, M r 337.4, 用二甲基亚砜

(DMSO)溶解, 配制成1 mmol/L, 置于-20℃保存

待用. CD44v6小鼠抗人一抗, FITC标记羊抗小鼠

IgG二抗购自武汉博士德生物工程有限公司. 美
国Meridian公司生产Acas ULTIMA312型激光共

聚焦显微镜.
1.2 方法

1.2.1 p38MAPK蛋白激酶测定 HepG2细胞以1×
106细胞/瓶的浓度接种于50 mL培养瓶中, 设对

照组、5 μg/L VEGF组、5 μg/L VEGF+5 μmol/
L SB203580, 37℃、50 mL/L CO2培养2 h后, 收
集细胞, 超声波裂解30 s, 冰浴10 min, 10 000 g
低温离心10 min, 收集细胞裂解液上清, 考马斯

■创新盘点
本文阐述了VEGF
诱导肝癌细胞转
移的机制, 是通过
p38MAPK信号通
路导致了同质性
黏附作用降低和
异质性黏附作用
增强. 
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亮蓝法测定蛋白质浓度. 取200 μL细胞裂解液

上清, 加入2 μL p38mAB, 冰上放置45 min于
4℃以12 000 g离心10 min, 取上清500 μL, 加入

蛋白A-Sepharose 40 μL, 混匀, 4℃搅拌孵育1 h, 
4℃, 10 000 g离心, 加入1×SDS-PAGE 50 μL加
样缓冲液, 煮沸10 min, SDS-PAGE电泳, 将蛋白

转移至硝酸纤维素膜, 显影, 定影, 对显影条带

进行定量分析. 
1.2.2 细胞基质黏附实验(异质性黏附实验) 将
4℃保存的5 g/L鼠尾胶(暨南大学医学院病理

教研室谢举楦教授惠赠, PBS稀释)加入96孔板

中, 每孔20 μL, 置于37℃烤箱中1 h. 在铺好鼠

尾胶的96孔板中加入培养的HepG2细胞(108/L), 
每孔100 μL, 37℃, 50 mL/L CO2培养24 h后, 
每孔加终浓度5 μg/L VEGF分别培养60, 90, 
120 min, 对照组仅加PBS缓冲液. 另外一组为预

先用SB203580阻断p38MAPK组(简称SB组), 在
铺好鼠尾胶的96孔板中加入培养的HepG2细胞

(108/L), 每孔100 μL, 37℃, 50 mL/L CO2培养

24 h后, 每孔加终浓度5 μ SB203580, 15 min后
加入5 μg/L VEGF, 培养120 min(SB组). 各组细

胞培养结束后, 缓慢吸出培养液, 每孔加入5 g/L
的四氮唑兰盐(MTT)20 μL, 继续培养4 h, 吸出

MTT, 每孔中加入二甲基亚砜(DMSO)100 μL, 
室温孵育10 min, 用Biol Rad-酶联免疫检测仪在

570 nm测吸光度A值. 每组设4个复孔, 取平均值.
1.2 .3  流式细胞术检测V E G F诱导肝癌细胞

CD44v6表达 HepG2细胞以1×106细胞/瓶的浓

度接种于50 mL培养瓶中, 设对照组、1, 5, 10 
VEGF组、1 μg/L VEGF+5 μmol SB203580、
5 μg/L VEGF+5 μmol SB203580、10 μg/L 
VEGF+5 μmol SB203580组, 37℃、CO2培养2 h
后, 观察VEGF及阻断p38信号通路VEGF对肝癌

黏附分子CD44v6表达关系. 除对照组外, 其余每

管细胞中加入0.5 mL稀释抗CD44v6一抗(武汉

博士德生物医学公司, 1∶86稀释). 冰浴30 min, 
1 500 r/min离心5 min, 弃上清. 加入FITC标记

羊抗小鼠IgG二抗(武汉博士德生物医学公司, 1
∶100稀释), 暗处冰浴30 min. 500目尼龙网过

滤, 调整细胞浓度为1×106/mL, 总量0.5 mL, 冰
浴备用. 上机检测. 每组测试3次, 取3次测试结

果平均值.
1.2.4 细胞间黏附实验(同质性黏附实验) 96孔板

中加入培养的HepG2细胞(108/L), 每孔100 μL, 
置于37℃、50 mL/L CO2培养箱. 在细胞生长

旺盛时加入含3H-TdR的新鲜RPMI 1640培养液, 

标记18-24 h后, 调整细胞浓度为108/L, 然后将

标记的细胞悬液100 μL加到单层培养的靶细

胞表面, 设置空白、全部加入标记肿瘤细胞对

照组, 以及VEGF 1 μg/L、5 μg/L、10 μg/L浓
度组, 各组分别培养60, 90, 120 min, 每组设3个
复孔, 取平均值. 另外一组预先用SB203580阻
断p38MAPK信号传导通路组, 在长满单层细胞

的培养孔中每孔预先终浓度5 μmol SB203580, 
15 min后加入终浓度5 μg/L VEGF, 置于37℃、

CO2培养箱中培养2 h, 培养结束后, 多头细胞收

集仪收集96孔板底部的细胞至醋酸纤维滤纸上, 
考干后置于闪烁液中, Backman-L600型液闪仪

进行液闪计数, 测定脉冲数cpm(dpm/min). 每组

取3次实验结果的平均值. 
1.2.5 肝癌细胞E-c a d h e r i n表达 消化培养的

HepG2细胞(1085/L)100 μL置于细胞培养皿中

央, 置于37℃、CO2培养6-8 h. 对照组加入5 μL 
RPMI 1640, 一组加入VEGF, 使终浓度为5 μg/L, 
另外一组在加终浓度为5 μg/L VEGF前15 min, 
预先在细胞培养皿底加入终浓度 5  μ m o l 
SB203580(SB组), 继续培养120 min, 5mL/L小
牛血清100 μL覆盖细胞10 min, 去除内源性非

特异性蛋白. 加入小鼠抗人E-Cadnine IgG一抗

0.5-1 mg/L, 置于湿盒中, 室温下孵育60 min. 
加入FITC标记羊抗小鼠二抗, 室温下暗处孵育

30 min后, 上机激光共聚焦显微镜检测计算每

个样品100个细胞的平均荧光值.
统计学处理 多组间计数资料比较采用F检

验、两组间比较采用t检验.

2  结果

2.1 VEGF对肝癌细胞p38MAPK激活 VEGF
诱导肝癌细胞后5 m i n p38M A P K活性开始

增加, 30-60 min明显增高, 120 min达到高峰, 
300 min接近基础水平(图1). 
2.2 p38MAPK信号传导通路调控VEGF诱导肝

癌细胞异质性黏附作用 V E G F可以使肝癌细

胞与基质的黏附(异质性黏附)作用增加. 明显

高于对照组(P <0.05). 5 μg/L、10 μg/L VEGF
对肝癌细胞的异质性黏附作用大于1  μ g / L 
VEGF(P <0.05). 肝癌细胞的异质性黏附作用在

VEGF诱导后60 min开始产生, 90-120 min作用

最强, 持续作用6 h, 并呈时间、剂量依赖关系. 
用SB203580阻断p38MAPK信号传导通路, 能够

抑制VEGF增强肝癌细胞异质性黏附作用, 有利

于肝癌细胞道的侵袭与转移(表1). 

■应用要点
研究肿瘤转移过
程中p38 MAPK信
号传导通路改变, 
对于了解p38信号
传导通路与肿瘤
转移关系以及p38
信号传导通路作
为肿瘤治疗靶点
提供理论依据和
治疗途径.
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2.3 p38信号传导通路调控VEGF诱导肝癌细胞

CD44v6表达 对照组CD44v6表达阳性肝癌细

胞为1.7%, 1 μg/L、10 μg/L VEGF诱导肝癌细

胞2 h后CD44v6表达阳性细胞数为3.1%, 1.7%, 

与对照组比较, 差异无显著性(P >0.05), 5 μg/L 
VEGF肝癌细胞2 h CD44v6表达阳性细胞数为

32.6%, 显著高于其余各组(P <0.01). 用SB203580
阻断p38信号传导通路后, 能显著抑制5 μg/L 
VEGF上调肝癌细胞表达CD44v6蛋白(表2).
2.4 p38信号传导通路调控V E G F诱导肝癌细

胞同质性黏附作用 1 μg/L VEGF作用肝癌细

胞120 m i n后同质性黏附作用降低有显著性, 
P <0.05; 5 μg/L、10 μg/L VEGF作用肝癌细胞

60, 90 min后显著降低同质性黏附作用, P <0.05, 
作用120 min后同质性黏附作用有非常显著性

降低, P <0.01. 用SB203580阻断p38信号传导通

路, 可以显著抑制VEGF诱导肝癌细胞同质性黏

附作用降低(表3).
2.5 肝癌细胞E-cadherin表达 激光扫描共聚焦

显微镜观察发现肝癌细胞表达的钙黏附素蛋白

分布在细胞膜表面. 对照组肝癌细胞荧光强度

(图2A)较VEGF诱导2 h后肝癌荧光强度(图2B)
更高, VEGF能够降低肝癌细胞钙黏附素的表

达, 与对照组比较, 差异有非常显著性(P <0.01). 
SB203580阻断p38MAPK信号传导通路, 可阻断

VEGF诱导的E-cadherin表达降低(图2C), 与对

    

表 2 流式细胞术检测p38信号传导通路调控VEGF诱导肝
癌细胞CD44v6表达

分组                                 CD44v6表达阳性细胞数 (％) 

对照                                             1.7±0.12

1 μg/L VEGF                            3.1±0.24

5 μg/L VEGF                          32.6±4.20b

10 μg/L VEGF                            1.7±0.09

SB+1 μg/L VEGF                            3.3±0.21

SB+5 μg/L VEGF                            4.3±0.54

SB+10 μg/L VEGF                            2.1±0.41

bP<0.01 vs  其他各组.

图 2 激光扫描共聚焦显微镜下的肝癌细胞. A: 对照组肝

癌细胞; B: 肝癌细胞E-cadherin表达; C: 阻断p38信号传导通

路, 抑制VEGF诱导肝癌细胞E-cadherin 表达下降.
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表 1 p38MAPK信号传导通路调控VEGF诱导HepG2细胞异
质性黏附作用 (A值)

                                                  t  (VEGF  作用) min

                                     60                     90                      120

对照        0.130±0.025  0.143±0.036  0.210±0.028 

1 μg/L VEGF    0.185±0.017  0.269±0.023a 0.371±0.061a

5 μg/L VEGF    0.263±0.021a 0.373±0.083a 0.390±0.074a

10 μg/L VEGF  0.238±0.034a 0.393±0.081a 0.433±0.122b

SB组                0.201±0.035  0.347±0.112  0.479±0.217b

aP<0.05 vs  对照组, bP<0.01.

分组

图 1 VEGF对肝癌细胞p38MAPK活性测定. A: MAPK; B: 对

照组; C: 诱导5 min; D: 诱导15 min; E: 诱导30 min; F: 诱导 

60 min; G: 诱导120 min; H: 诱导300 min.

A  B  C  D  E  F  G  H
p30MAPK
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照组(757±103)比较(vs  803±121, P >0.05), 与
VEGF组(352±56)比较(P <0.01).

3  讨论

癌的侵袭与转移行为是引起肿瘤患者死亡的

主要原因, 癌转移是一个复杂的多步骤连续过

程, 包括肿瘤细胞从原发部位脱落、肿瘤细胞

溶解组织基质后移动、肿瘤细胞与血管内皮细

胞黏附、肿瘤细胞穿透血管壁、肿瘤细胞在血

管内运行、转移灶的形成等过程. 已有资料显

示, 癌转移与肿瘤细胞之间黏附能力降低以及

瘤细胞与内皮细胞黏附能力增强有关[9-13]. 研究

表明, E-cadherin的表达减少或在动物高浸润性

肿瘤细胞株, 其瘤细胞表面的钙黏附蛋白分子

E(E-cadherin)丧失与肿瘤细胞从原发瘤上脱落

密切相关[14-15]. 钙黏附蛋白分子是一类介导同种

细胞相互黏附的钙依赖性跨膜蛋白, 参与形成

和维护正常细胞的连接, 是介导细胞间连接最

重要的一类分子. 他通过连接素与细胞骨架形

成一复合物, 他的活性也可影响细胞间紧密连

接、缝隙连接和桥粒连接. 而将编码黏附分子E
的DNA插入到肿瘤细胞基因组中, 则肿瘤细胞

丧失转移和浸润能力[16-17]. E-黏附素介导细胞间

的黏附作用, 高浸润性肿瘤细胞E-cadherin的表

达和分泌减少, 使瘤细胞彼此分散才能侵入细

胞外基质(extracellular matrix, EMC)[18-20]. 肿瘤

的生长可分为肿瘤细胞的克隆性增殖期(无血管

期)和血管形成期[21]. 当肿瘤组织生长在2-3 mm
以内时, 肿瘤细胞数在107以内, 肿瘤组织没有

血管生成, 肿瘤一般无转移倾向. 一旦新生毛细

血管长进肿瘤组织, 肿瘤组织中VEGF表达增

加, 血管生成增多, 肿瘤转移倾向增高[22]. VEGF
促使肿瘤组织血管生成是肿瘤生长和转移的形

态学基础, 是促进肿瘤转移的重要因素, 他不仅

为肿瘤细胞提供充足的营养, 促进肿瘤细胞分

裂、增殖, 而且为转移的肿瘤细胞提供了通道. 
我们研究表明VEGF也能使肝癌细胞本身转移

能力增强[23-24], VEGF可以减少肝癌HepG2细胞

E-cadherin黏附素的表达和分泌, 细胞间同质性

黏附作用降低, 5 μg/L VEGF作用肝癌细胞2 h, 
与对照组比较, 差异有非常显著性, P <0.01. 同质

性黏附作用减弱, 恶性肿瘤细胞彼此间黏附及

连接作用减弱, 使肿瘤细胞从原发灶脱落, 获得

高转移的能力[25-26].  
我们研究表明, VEGF可以使肝癌细胞穿透

羊膜基质能力增强, VEGF诱导向下室转移的细

胞显著高于对照组[27]. 癌细胞侵袭转移过程, 包
括肿瘤细胞从原发癌灶脱离, 并与基质和血管

内皮细胞黏附, 进入循环中在远隔器官着床的

过程. 我们研究发现, VEGF可以诱导肝癌HepG2

细胞异质性黏附作用增加, 呈时间、剂量依赖

关系. 异质性黏附作用增加可以增强肿瘤细胞

与内皮细胞的黏附, 穿过内皮细胞进入血液循

环; 异质性黏附作用增加可以增强脱离的肿瘤

细胞要与基质的胶原纤维黏附, 有利于肿瘤细

胞的运动和转移灶的形成[28]. 1 μg/L VEGF作用

120 min后、1 μg/L、5 μg/L、10 μg/L VEGF
作用60, 90, 120 min后诱导大肠癌细胞同质性

黏附作用减弱, 与对照组比较, 差异有显著性或

非常显著性, P <0.05或P <0.01. 恶性肿瘤细胞彼

此间黏附及连接作用减弱, 使肿瘤细胞从原发

灶脱落, 获得高转移的能力[29].  
VEGF诱导肝癌细胞转移, 与其增强肝癌细

胞异质性黏附作用, 降低肝癌细胞同质性黏附

作用有关. 研究VEGF作用的信号传导途径, 并
阻断VEGF发生生物学作用的信号途径, 可能成

为抑制VEGF诱导的肿瘤侵润与转移的新靶点. 
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