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GP73通过EMT调节肝癌细胞对奥沙利铂耐药
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摘 要：目的 探究 GP73 是否通过上皮间质转化（EMT）影响肝癌细胞对奥沙利铂耐药。方法 采用实时荧光定量

PCR（qRT-PCR）和Western blotting实验检测GP73在肝癌患者癌旁和癌组织中的表达变化；Western blotting检测GP73在

SMMC7721、Bel-7404和HepG2细胞株中表达差异；采用浓度梯度递增方法建立HepG2奥沙利铂获得性耐药细胞株，通过

MTT法检测奥沙利铂（2、4、8、16、32 μmol/L）对亲本细胞和耐药细胞活性的影响；采用Western blotting实验检测HepG2亲本

细胞和耐药细胞中GP73及上皮间质转化相关分子N-cadherin、Vimentin、E-cadherin的表达；利用 siRNA/质粒分别干扰或过

表达GP73，采用MTT法检测奥沙利铂（2、4、8、16、32 μmol/L）对干扰GP73前后耐药细胞活性的影响；通过Western

blotting实验检测Vimentin、N-cadherin和E-cadherin的表达。结果 与癌旁组织比较，GP73 mRNA和蛋白水平在肝癌组织中

均显著上调（P＜0.05）；与 SMMC7721和Bel-7404GP73细胞比较，GP73在HepG2细胞中显著高表达（P＜0.05）。奥沙利铂对

亲本和耐药细胞的半数抑制浓度（IC50）分别为（12.03±0.06）、（19.26±0.04）μmol/L；干扰GP73后奥沙利铂对耐药细胞的抑制

率升高，8、16、32 μmol/L浓度组差异显著（P＜0.05）。与亲本细胞比较，耐药细胞中GP73、N-cadherin及Vimentin蛋白表达显

著上调（P＜0.05），而E-cadherin蛋白表达显著下调（P＜0.05）。干扰GP73后，Vimentin、N-cadherin表达显著下调，E-cadherin

的表达显著上调（P＜0.05）；过表达GP73后，Vimentin、N-cadherin表达显著上调，E-cadherin的表达显著下调（P＜0.05）。结论

GP73对人肝癌细胞奥沙利铂耐药具有促进作用，其作用机制可能与调节EMT相关。
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GP73 regulates oxaliplatin resistance through EMT in hepatocellular carcinoma
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Abstract: Objective To investigate whether GP73 affects oxaliplatin resistance of hepatocellular carcinoma through EMT. Methods

qPCR and Western blot were used to detect expression of GP73 in adjacent normal tissues and HCC tissues. Western blotting was

used to detect the expression difference of GP73 in SMMC7721, BEL-7404 and HepG2 cell lines. OXA resistant cell was

established by long term and low dose OXA incubation. MTT assay was used to detect the effect of OXA (2, 4, 8, 16, 32 μmol/L) on

the activity of non-resistant and resistant cells and evaluate the establishment of OXA acquired resistant cell lines. Western blotting

was used to detect the expression of GP73, EMT markers N-cadherin, Vimentin and E-cadherin in non-resistant and OXA resistant

cells. GP73 were knocked down and overexpressed by siRNA/plasmid transfection in OXA resistant HepG2 cell. MTT assay was

used to detect the effects of oxaliplatin (2, 4, 8, 16, 32 μmol/L) on the activity of drug-resistant cells before and after GP73

interference. Western blotting was used to detect the expression of GP73, EMT markers N-cadherin、Vimentin and E-cadherin.

Results Compared with adjacent tissues, the mRNA and protein levels of GP73 were significantly up-regulated in liver cancer

tissues (P < 0.05). Compared with SMMC7721 and Bel-7404GP73 cells, the expression of GP73 was significantly higher in HepG2

cells (P < 0.05). The IC50 values of oxaliplatin against parents and drug-resistant cells were (12.03±0.06), (19.26±0.04) μmol/L,
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respectively, respectively. After interfering with GP73, the inhibition rate of oxaliplatin on drug-resistant cells was increased, and

there were significant differences in 8, 16 and 32 μmol/L concentration groups (P < 0.05). Compared with parental cells, the protein

expressions of GP73, N-cadherin and Vimentin in drug-resistant cells were significantly up-regulated (P < 0.05), while the protein

expression of E-cadherin was significantly down-regulated (P < 0.05). After interference with GP73, the expression of Vimentin and

N-cadherin was significantly down-regulated, while the expression of E-cadherin was significantly up-regulated (P < 0.05). After

overexpression of GP73, the expression of Vimentin and N-cadherin were significantly up-regulated, while the expression of

E-cadherin was significantly down-regulated (P < 0.05). Conclusion GP73 can promote oxaliplatin resistance in human hepatoma

cells, and its mechanism may be related to regulating EMT.
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肝细胞癌简称肝癌，是最常见的原发性肝脏恶

性肿瘤，在世界范围内的发病率和死亡率正在逐年

上升［1］。相对于其他恶性肿瘤，肝癌的发病率在男

性中排名第五，在女性中排名第九，在全球癌症死

亡人数中排名第二［2］。乙型肝炎病毒（HBV）感染、

丙型肝炎病毒（HCV）感染、受污染的食物中产生的

黄曲霉素以及酗酒导致的肝硬化是肝癌的主要诱

因。我国肝癌的发病人数占到全球肝癌发病人数

的 51%，是全球肝癌发病率和死亡率较高的国家之

一，严重威胁人民的生命健康［3］。目前，手术切除、

肝移植及消融等根治性治疗仍是肝癌患者首选治

疗方法，但是肝癌早期症状不典型，临床上难以发

现，确诊时多已是中晚期，仅有20%～30%的患者适

合手术，化疗作为肝癌临床常用的姑息性治疗手段

之一，在防治肝癌的复发和转移方面发挥着十分重

要的作用［4-5］。阿霉素、氟尿嘧啶和顺铂等细胞毒药

物的传统化疗方案治疗晚期肝癌，不仅损伤肝功

能，还可能加重肝炎、肝硬化，有效率低，毒副作用

大。因此，寻找一种高效低毒的肝癌化疗药物，成

为众多研究者亟待解决的问题［6］。奥沙利铂是继顺

铂和卡铂之后的第三代铂类抗癌药，已逐渐成为治

疗肝癌的主要药物，但部分患者仍表现出耐药，奥

沙利铂耐药是肝癌治疗中的巨大障碍。因此，发现

影响肝癌化疗耐药的关键靶点及其相关的信号通

路，并了解其作用机理成为亟待解决的关键问题。

高尔基体糖蛋白 73（Golgi protein 73，GP73）是

存在于高尔基体的一种 II型跨膜糖蛋白，相对分子

质量为 7.3×104 ，其基因位于第 9 号染色体，全长

3 042 bp，编码 402 个氨基酸［7］。GP73 在早期肝癌

患者血清内表达上调，是最有潜力的肝癌血清标志

物之一［8-10］。且在膀胱癌、胰腺癌和肝癌中，GP73通

过 诱 导 上 皮 间 质 转 化（epithelial mesenchymal

transition，EMT）促进肿瘤细胞侵袭和转移［11-13］。

EMT是具有极性的上皮细胞向间质细胞发生表型

转变并获得迁移能力的过程［14］。EMT不仅在多种

上皮源性肿瘤的侵袭和转移中起关键作用，而且在

一些肿瘤化疗耐药中也发挥着重要作用［15-16］。肿瘤

细胞在产生获得性耐药的过程中有间质化的趋势，

而本身具有间质分化状态的肿瘤细胞也常表现为

原发性耐药的特点，EMT已逐渐被认为是肿瘤耐药

的一个新的重要机制［17］。因此，本研究探讨 GP73

是否通过调节EMT影响肝癌细胞奥沙利铂耐药，为

临床上应用治疗肝癌时的用药提供实验依据。

1 材料

1.1 标本与细胞株

收集牡丹江医学院附属第二医院病理科 2019

年 1—12月肝癌手术切除标本；正常肝癌和癌周的

新鲜组织 10对，−86 ℃低温冰箱保存，本研究经牡

丹江医学院附属第二医院伦理委员会批准。人肝

癌细胞株HepG2、Bel-7404、SMMC7721购于中国科

学院细胞库。

1.2 药物与主要试剂

奥沙利铂，购自江苏恒瑞医药股份有限公司，

批号为 190723AL。DMEM高糖培养基及胎牛血清

均购自美国Hyclone公司；胰蛋白酶购自美国Sigma

公司；四甲基偶氮唑盐（MTT）购自南京建成公司；

LipofectamineTM2000 购 自 美 国 Invitrogen 公 司 ；

siRNA、质 粒 购 自 锐 博 生 物 ；实 时 荧 光 定 量

PCR（qRT-PCR）引物购自天一辉远生物科技有限公

司 ；GP73、β -actin 抗体购自 Santa Cruz 公司 ；E-

cadherin、N-cadherin 和 Vimentin 抗体购自 Abcam

公司。

2 方法

2.1 细胞培养

HepG2、Bel-7404、SMMC7721细胞株均接种于

含有 10%胎牛血清的高糖DMEM（不含抗菌药物）

中，HepG2耐药细胞培养于含 10%胎牛血清及最大

耐受浓度奥沙利铂 DMEM 培养液中，在 37 ℃、5%

CO2浓度的培养箱中孵育，取对数生长期的细胞用

于实验。
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2.2 GP73在肝癌组织和细胞表达检测

2.2.1 qRT-PCR 检测 GP73 在肝癌组织中的表达

为了初步检测 GP73 在肝癌中的表达，利用 qRT-

PCR 检测 GP73 在肝癌及癌旁组织中的表达变化。

用Trizol法提取肝癌及癌旁组织总RNA，用酶标仪

检测RNA纯度和浓度。用RNA样品 5 μg进行反向

转录，反应体系为 20 μL，逆转录反应条件为：42 ℃

反应 60 min，70 ℃、5 min 终止反应，−20 ℃保存待

用。GP73 正向引物序列为：5'- ATCACCACAGGT

GAGAGGCTCA -3'，反 向 引 物 序 列 为 3'-

ACTTCCTCTCCAGGTT GGTCTG-5'；β -actin 正向

引 物 序 列 为 ：5'- CACCATTGGCAATGAG

CGGTTC-3'，反 向 引 物 序 列 为 3'-AGGTCT

TTGCGGATGTCCA CGT-5'。PCR反应体系 20 μL，

反应条件为 95 ℃、5 min，95 ℃、30 s，60 ℃、30 s，

72 ℃、30 s，40个循环，72 ℃、10 min。采用 2−ΔΔCt法

进行结果分析，求得各mRNA的相对表达量。

2.2.2 Western blotting 检测 GP73 在肝癌组织及细

胞株中的表达 Western blotting检测GP73在肝癌、

癌旁组织和SMMC7721、Bel-7404、HepG2细胞株中

蛋白水平的变化。提取细胞总蛋白：1×SDS 上样

缓冲液裂解细胞，10 000×g离心 20 min，取上清液。

取细胞总蛋白进行 SDS-PAGE凝胶电泳（分离胶浓

度根据不同蛋白的相对分子质量自行选取，一般范

围为 12%～15%），100 V电泳 3 h后，将蛋白电转移

至 PVDF膜，5%脱脂奶粉封闭 PVDF膜上的非特异

性结合位点，加入特异性一抗，4 ℃过夜，PBST缓冲

液洗膜 3次，每次 10 min，加入HRP标记的二抗，室

温孵育 1 h，PBST缓冲液洗膜 3次，每次 10 min。使

用化学发光试剂盒X光片显色目的条带，以 β-actin

作为内参。

2.3 奥沙利铂 HepG2 耐药细胞株的建立、验证及

EMT相关蛋白的表达检测

采用浓度梯度递增方法对肝癌细胞 HepG2 亲

本株进行长时间培养，建立奥沙利铂获得性耐药细

胞株，把HepG2细胞置于含 2 μmol/L奥沙利铂培养

液中，待细胞稳定生长，逐步提高药物浓度（2、4、8、

16、32 μmol/L），直至细胞耐受稳定。

2.3.1 MTT法检测奥沙利铂对HepG2亲本和耐药

细胞活性的影响 取HepG2亲本和耐药细胞以 4×

104/孔的密度接种到 96孔板培养，培养 24 h后加入

不同浓度奥沙利铂（2、4、8、16、32 μmol/L），另设不

加药对照组，每个浓度设 3个复孔。加药后的细胞

继续培养 48 h后，于实验终止前 4 h每孔加入 10 μL

的 MTT溶液，继续培养4 h。用酶标仪测定各孔在

490 nm处的吸光度（A）值。计算细胞抑制率。

细胞抑制率＝1－A 奥沙利铂/A 对照

2.3.2 Western blotting实验检测HepG2亲本和耐药

细胞中 GP73、N-cadherin、Vimentin、E-cadherin蛋白

表达 取 HepG2 亲本和耐药细胞以 6.4×105/孔的

密度接种到 96孔板培养，培养 24 h后，提取总蛋白，

Western blotting 实 验 检 测 GP73、N-cadherin、

Vimentin、E-cadherin蛋白表达，方法同“2.2.2”项。

2.4 干扰/过表达 GP73 对肝癌细胞奥沙利铂耐药

研究

为了进一步探究GP73在HepG2细胞中是否影

响奥沙利铂耐药，采用 siRNA/质粒分别干扰或过表

达GP73。用DMEM分别稀释 2 µg siRNA/质粒，作

为 siRNA/质粒-DMEM 混合液。同时用 DMEM 稀

释X-treme，作为X-treme-DMEM混合液。室温静置

5 min后，将 siRNA/质粒-DMEM 混合液与 X-treme-

DMEM 混合液混匀，静置 20 min。用 DMEM 清洗

细胞 1～2次，并在每孔中加入 1 mL无血清无双抗

DMEM。将 siRNA/质粒-X-treme-DMEM 混合物加

入到每孔细胞中，37 ℃细胞培养箱静置培养。4～

6 h后尽弃孔中液体，换为5%FBS-DMEM。

MTT 法分别检测不同浓度奥沙利铂（2、4、

8、16、32 μmol/L）对HepG2耐药细胞、siGP73耐药

细胞活性的影响，方法同“2.3.1”项。

Western blotting 实验检测 HepG2 耐药细胞、

siGP73 耐药细胞、过表达中 GP73 耐药细胞中

GP73、N-cadherin、Vimentin、E-cadherin 蛋白表达，

方法同“2.3.2”项。

2.5 统计学方法

使用统计软件 SPSS 17.0 进行数据分析，数据

以 x
—

±s表示，多组比较采用方差分析，两组间比较采

用独立样本 t 检验，细胞活性的抑制率曲线采用

Graph Prism 6.0软件进行绘制。

3 结果

3.1 GP73在肝癌组织和细胞中高表达

与癌旁组织比较，GP73 mRNA 和蛋白水平在

肝癌组织中均显著上调（P＜0.05）（图 1-A、B）；与

SMMC7721 和 Bel-7404GP73 细胞比较 ，GP73 在

HepG2细胞中显著高表达（P＜0.05）（图1-C）。

3.2 奥沙利铂HepG2耐药细胞株的建立

MTT法分别检测奥沙利铂对亲本细胞和耐药

细胞活性的影响，分析两者的 IC50分别为（12.03±

0.06）、（19.26±0.04）μmol/L，结果显示，耐药细胞
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比亲本细胞对奥沙利铂具有更强的耐受性、更佳的

稳定性。结果见图2。

3.3 干扰GP73可以缓解肝癌细胞奥沙利铂耐药

采用 siRNA 干扰 GP73，MTT 法检测不同浓度

奥沙利铂对干扰 GP73前后耐药细胞活性的影响，

分析两者的 IC50 分别为（17.11±0.06）、（10.12±

0.05）μmol/L，干扰GP73后奥沙利铂对耐药细胞的

抑制率升高，8、16、32 μmol/L浓度组差异显著（P＜

0.05）。结果见图3。

3.4 亲本与耐药细胞中GP73及EMT相关蛋白的

表达

与亲本细胞比较，耐药细胞中GP73、N-cadherin

及 Vimentin 蛋白表达显著上调（P＜0.05），而 E-

cadherin显著下调（P＜0.05）。结果见图4。

3.5 GP73通过EMT介导肝癌细胞奥沙利铂耐药

如图 5所示，干扰GP73后，Vimentin、间质细胞

标记物 N-cadherin表达显著减少，上皮细胞标记物

E-cadherin的表达显著增加（P＜0.05）；相反，过表

达 GP73 后，Vimentin、N-cadherin 表达显著增加，

A-癌旁和肝癌组织中GP73 mRNA的表达（n=10）；B-癌旁和肝癌组织中GP73蛋白的表达（n=10）；C-肝癌细胞株中GP73蛋白的表达（n=3）

A-Expression of GP73 mRNA in adjacent normal and HCC tissues（n = 10）；B-Expression of GP73 protein in adjacent normal and HCC tis‐

sues（n = 10）；C-GP73 expression in hepatocellular carcinoma cells（n = 3）

图1 GP73在肝癌组织和细胞中的表达（x
—

±s）

Fig. 1 GP73 expression in hepatocellular carcinoma tissues and cells（x
—

±s）

图2 奥沙利铂对HepG2亲本和耐药细胞的抑制率（x
—

±s，，n=3）

Fig. 2 Inhibition rate of oxaliplatin on parental and drug

resistant HepG2 cells (x
—

±s，，n=3)

与耐药细胞组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs drug-resistant cells group

图3 奥沙利铂对HepG2耐药细胞、siGP73耐药细胞活性

的影响（x
—

±s，，n=3）

Fig. 3 Effect of oxaliplatin on activity of HepG2-resistant

cells and siGP73 resistant cells (x
—

±s，，n=3)

与亲本细胞组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs parenta cells group

图4 奥沙利铂耐药细胞中EMT相关蛋白表达（x
—

±s，，n=3）

Fig. 4 Expressionof EMT-related protein in oxaliplatin

resistant cells (x
—

±s，，n=3)
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E-cadherin的表达显著减少（P＜0.05）。结果提示，

GP73可以通过EMT介导肝癌细胞奥沙利铂耐药。

4 讨论

肝癌作为一种常见的恶性肿瘤，在临床治疗中

面临着化疗耐药的重大问题［4］。研究表明，奥沙利

铂作为治疗肿瘤的主要化疗药物之一，在晚期肝癌

的治疗中取得了一定的疗效，是目前公认的最有效

的化疗药。但是在临床实际应用中奥沙利铂对肝

癌患者的疗效并没有表现出如研究中那样有效的

结果，肿瘤细胞对化疗药耐药成为肝癌治疗中的一

个巨大障碍［18］。因此，本研究从 EMT 方向，研究

GP73在肝癌奥沙利铂耐药中的作用机制。

GP73是一种锚定在高尔基体膜上的跨膜糖蛋

白，由 GOLM1 基因编码，参与多种上皮细胞的生

理、病理活动。目前多项研究已证实 GP73是一个

关键的癌基因，具有诱导肝癌EMT，促进侵袭、转移

的功能［19］。为探讨奥沙利铂耐药与 GP73 诱导的

EMT之间的关系，本研究应用Western blotting法检

测 HepG2 亲本和耐药细胞中 GP73 及 EMT 相关分

子的表达。结果显示，耐药细胞中GP73、N-cadherin

及Vimentin均上调，而E-cadherin下调，差异均有统

计学意义，提示GP73可能诱导EMT导致肝癌细胞

对奥沙利铂耐药。进一步对GP73这一关键分子靶

点进行干预，观察 GP73过表达和敲低后对奥沙利

铂耐药肝癌细胞EMT的影响，发现GP73过表达时

奥沙利铂耐药的肝癌细胞发生 EMT，GP73敲低时

反之，说明GP73通过调节EMT进而影响肝癌细胞

奥沙利铂耐药。

有研究表明，在肝癌中，花青苷通过靶向

PDK1-PI3K/Akt 信号通路抑制奥沙利铂诱导的

EMT，而 3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶 1（PDK1）可以

被认为是一个潜在的靶点［20］。同样，BMP4 通过

MEK1/ERK/ELK1信号通路诱导EMT，从而促进奥

沙利铂耐药，这一研究表明，BMP4可能是肝癌患者

接受奥沙利铂化疗的有价值的治疗靶点［21］。GP73

作为奥沙利铂耐药的一个新靶点，有待于进行更深

入的研究，以期探寻更多的临床应用价值和广阔的

应用前景。

本研究结果表明，GP73对人肝癌细胞奥沙利铂

耐药具有促进作用，其作用机制可能是通过调节

EMT的发生，从而影响肝癌细胞的侵袭和转移，为

肿瘤耐药研究提供新的方向，为克服肝癌奥沙利铂

耐药提供理论基础。
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