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基质硬度对 PKN3 表达及肝细胞癌侵袭转移的影响

欧阳锡武，陶一明，王志明
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摘   要	 目的：探讨蛋白激酶 C 相关激酶 N3（PKN3）表达与肝细胞癌（HCC）细胞侵袭转移的关系及机制。

方法：检测 72 例出血坏死表型 HCC（HN-HCC）与 32 例无出血坏死表型 HCC（NHN-HCC）组织标

本中胶原纤维含量与 PKN3 的表达；将肝癌 HCCLM3 细胞在不同硬度的聚丙烯酰胺水凝胶培养后，检

测 HCCLM3 细胞的运动侵袭能力、PKN3 基因与蛋白的表达，以及 RhoC 活性。通过 PKN3 干扰以及

PKN3 干扰同时加 RhoC 过表达，观察 HCCLM3 细胞运动侵袭能力以及 FAK、ROCK2、E-cadherin、

Fibronectin 蛋白表达的变化。

结 果： 与 NHN-HCC 组 织 比 较，HN-HCC 组 织 胶 原 纤 维 含 量 与 PKN3 蛋 白 表 达 明 显 增 加（ 均

P<0.05）；与软基质中培养的 HCCLM3 细胞比较，在硬基质中培养的 HCCLM3 细胞 PKN3 的基因与

蛋白表达明显增加、侵袭运动能力明显增强、RhoC 活性明显升高（均 P<0.05），后者活性随 PKN3

表达的抑制而抑制。与对照组细胞比较，干扰 PKN3 表达后，HCCLM3 细胞运动侵袭能力明显降低，

FAK、ROCK2、Fibronectin 蛋 白 表 达 明 显 下 调，E-cadherin 蛋 白 表 达 明 显 下 调（ 均 P<0.05）， 而

PKN3 干扰同时增加 RhoC 表达，HCCLM3 细胞以上变化不明显（均 P>0.05）。

结论： 基质硬度增加能上调 PKN3-ROCK2 信号通路活性，从而促进 HCC 侵袭转移，该机制可能是

HN-HCC 侵袭转移能力较高的重要原因。
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Abstract	 Objective: To investigate the relationship between expression of PKC-related kinase N3 (PKN3) and the 
invasion and metastasis of hepatocellular carcinoma (HCC) cells and the mechanism. 
Methods: The collagen fiber content and PKN3 expression in the specimens of 72 HCC tissues with 
hemorrhagic/necrotic phenotype (HN-HCC) and 32 HCC tissues without hemorrhagic/necrotic phenotype 
(NHN-HCC) were determined. HCC HCCLM3 cells were cultured in polyacrylamide hydrophilic gels of 
different stiffness, and then, the migration and invasion abilities and the PKN3 gene and protein expressions as 
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恶 性 实 体 瘤 发 生 瘤 内 出 血 坏 死 和 肿 瘤 细 胞

的 分 化 程 度 低 和 增 殖 活 性 高 密 切 相 关 ， 通 常 提

示 肿 瘤 微 环 境 失 衡 和 肿 瘤 进 展 [ 1 ]。 笔 者 肝 细 胞 癌

（ H C C ） 的 研 究 [ 3 ]中 发 现 并 证 实 ， 出 血 坏 死 表 型

HCC（HN-HCC）的微血管形态结构紊乱[2]，而且

频 发 卫 星 结 节 、 包 膜 或 血 管 侵 犯 ， 临 床 预 后 差 。

同 时 与 其 相 对 应 的 ， 临 床 上 尚 存 在 无 出 血 坏 死 表

型 H C C （ N H N - H C C ） ， 少 见 肝 内 转 移 ， 手 术 切

除后往往能获得长期生存。笔者运用Masson染色

观 察 到 ， H N - H C C 具 有 较 硬 的 细 胞 外 基 质 硬 度 属

性 ， 而 N H N - H C C 表 现 较 软 细 胞 基 质 硬 度 特 征 。

一 些 实 验 证 据 表 明 ， 细 胞 外 基 质 蛋 白 大 量 沉 积 ，

细胞外基质硬度（mat r i x  s t i f f ne s s）发生改变，

导 致 力 学 - 弹 性 物 理 信 号 的 变 化 ， 参 与 肿 瘤 的 发

生 和 侵 袭 转 移 [ 4 ]。 蛋 白 激 酶 C 相 关 激 酶 N 3 （ P K C -
re la ted  kinase  N3，PKN3）作为Ras同源C（Ras 

homologous C，RhoC）的效应器，通过与RhoC的

相 互 作 用 在 肿 瘤 细 胞 生 长 、 细 胞 迁 移 及 肿 瘤 血 管

生成中发挥作用[5-6]。但细胞外基质硬度调控PKN3

表达促进HC C 侵袭转移机理目前尚不十分清楚。

本实验通过免疫组化方法检测了PKN3表达情况，

应 用 聚 丙 烯 酰 胺 水 凝 胶 不 同 基 底 硬 度 细 胞 培 养 平

台 ， 处 理 高 侵 袭 潜 能 肝 癌 细 胞 株 H C C L M 3 后 ， 观

察了PKN3表达水平及介导的下游信号通路分子事

件，旨从肿瘤微 环境物理力学角度诠释HC C 侵袭

转移作用机制提供新理论和实验基础。

1　材料与方法

1.1  实验材料

HCC组织样本共104例，其中HN-HCC 72例，

NHN -HCC 32例，为2009—2010年间于中南大学

湘雅医院肝脏外科行手术切除的HC C 患者，其临

床病理特征参照笔者[2]以往方法。

1.2  实验方法

1.2.1  Masson 三色染色　Masson 染色试剂盒购自

美国 Sigma 公司，染色操作步骤按试剂盒说明书。

结 果 判 读 参 照 文 献 [7] 报 道： 胶 原 纤 维 显 示 蓝 色，

细胞核显示灰色。

1.2.2  HCCLM3 细胞培养　人高侵袭潜能 HCC 细

胞系 HCCLM3 购自上海复旦大学中山医院肝癌研究

所。HCCLM3 细胞培养条件参照笔者以往方法 [8]。

1.2.3  聚丙烯酰胺水凝胶体外培养系统 [9]　不同硬

度的聚丙烯酰胺凝胶溶液配方（% 丙烯酰胺 :%N，

N’- 亚 甲 基 双 丙 烯 酰 胺） 对 应 凝 胶 硬 度：5 kPa 

（5.5: 0.15）、12 kPa（7.5:0.15）、16 kPa（8:0.264）。

取 制 备 SDS-PAGE 胶 装 置， 将 溶 液 混 匀 后 注 入

玻 璃 板 之 间 的 空 隙； 移 入 37 ℃ 细 胞 培 养 箱 中，

静 置 3 h； 在 无 菌 超 净 工 作 台 中， 将 凝 胶 分 割 成 

1.5 cm×1.5 cm 大小，放于六孔板培养皿中；在凝

胶表面滴加 50 μL I 型胶原包被（0.1 mg/mL)，常

温静置 1.5 h 后备用。 

1.2.4  荧光定量 PCR　将高侵袭转移潜能的肝癌细

well as RhoC activity were measured. After PKN3 interference or PKN3 interference with concomitant RhoC 
overexpression, the changes in migration and invasion abilities and protein expressions of ROCK2, E-cadherin, 
Fibronectin in HCCLM3 cells were analyzed.
Results: Compared with NHN-HCC tissue, collagen fiber content and PKN3 protein expression were 
significantly increased in HN-HCC (both P<0.05); in HCCLM3 cells cultured in firm matrix compared with 
HCCLM3 cells cultured in soft matrix, both gene and protein expressions of PKN3, and the migration and 
invasion abilities as well as the RhoC activity were significantly increased (all P<0.05), while the RhoC activity 
was suppressed with inhibition of PKN3 expression. Compared with control HCCLM3 cells, the migration and 
invasion abilities and the protein expressions of FAK, ROCK2 and Fibronectin were significantly decreased, and 
E-cadherin protein expression was significantly increased in HCCLM3 cells after PKN3 interference (all P<0.05), 
while the above changes were not obvious in HCCLM3 cells after PKN3 interference with concomitant RhoC 
overexpression (all P>0.05).
Conclusion: Increased matrix stiffness can up-regulate the activity of PKN3-ROCK2 signaling pathway, and 
thereby promote the invasion and metastasis of HCC, which may be an important mechanism for the high 
invasion and metastasis ability of HN-HCC. 

Key words	 Carcinoma, Hepatocellular; Hemorrhage; Necrosis; Protein Kinases; Neoplasm Invasiveness
CLC number: R735.7
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胞 HCCLM3 接种不同硬度水凝胶基底硬度细胞培养

系统上培养 48 h。提取细胞总 RNA 合成 cDNA，荧

光定量 PCR 试剂盒购自大连宝生物公司，PKN3 上游

引物：5'-GGC TGT GCT AAA GGT GGA CAA-3'，下

游引物：5'-TCC AGT GGG ATG ACA AAG GTC-3'；

GAPDH 上游引物：5'-TGT CTG GCA CAT TGG ACA 

TT-3'，下游引物：5’-GCA CCG TCA AGG CTG AG 

AAC-3'。PCR 扩增条件参照文献 [10] 报道。

1.2.5  RhoC 过 表 达 质 粒 和 慢 病 毒 载 体 pLKO.1-
PKN3 干扰质粒构建　RhoC 过表达质粒由本课题

组 保 存 [10]。 根 据 PKN3 基 因 序 列， 合 成 其 基 因，

其干扰序列重组病毒包装、收集和病毒浓缩液滴度

检测具体方法参照文献 [11]。

1.2.6  GTPase Pull-Down 实 验　 收 集 5 kPa 和 16 kPa

培 养 条 件 下 的 HCCLM3Si- 对 照 和 HCCLM3Si-PKN3 各

组 细 胞。RhoC Activation Assay Kit 购 自 Cell 

Biolabs 公 司。 按 笔 者 [10] 以 往 方 法 检 测 小 GTPase 

RhoC 的活性状态。

1.2.7  肌动蛋白微丝荧光染色检测细胞骨架　细

胞 骨 架（ 肌 动 蛋 白 微 丝） 荧 光 染 色 试 剂 盒 购 自 上

海杰美公司。操作步骤方法参照笔者 [10] 以往方法。

抗 F-Actin 单克隆抗体，工作浓度 1:50。阴性对照

组为不加抗 F-Actin 单克隆抗体，加 PBST 缓冲液，

其他步骤同上。

1.2.8  侵袭小室实验检测 HCCLM3 细胞侵袭运动

　采用 Transwell 法，侵袭小室购自法国 Millipore

公司。具体方法参照文献 [10]。

1.2.9  Western blot　 实 验 操 作 步 骤 参 照 笔

者 [8] 以 往 方 法。PKN3 单 克 隆 抗 体 购 自 美 国

Sigma 公 司；FAK、ROCK2 抗 体 购 自 美 国 Cell 

Signaling Technology 公 司；RhoC、E-cadherin 和

Fibronectin 抗体购自英国 Abcam 公司，工作浓度

为 1:500~1:1 000。Image J 软件计算条带的灰度值

和 内 参 β-actin 单 克 隆 抗 体（ 美 国 Sigma-Aldrich

公司）灰度值的作为蛋白表达量。

1.3  统计学处理  

所有计数资料数据均以均值±标准差（x±s）

的方式表示，用组间均数比较采用双尾非配对 t检

验 。 对 多 组 细 胞 学 实 验 数 据 采 用 方 差 分 析 。 采 用

SPSS 18.0统计软件分析结果。P<0.05为差异有统计学

意义。用GraphPad Prism Version 6.02软件分析制图。

2　结　果

2.1  HN-HCC 肿瘤基质硬度特征

H C C 组 织 细 胞 外 基 质 软 硬 程 度 与 炎 症 微 环

境 、 肿 瘤 细 胞 分 化 程 度 及 肿 瘤 细 胞 转 移 能 力 密

切 相 关 [ 9 ,  1 2 ]。 利 用 M a s s o n 三 色 染 色 方 法 检 测 H N -
H C C 和 N H N - H C C 肿 瘤 区 域 的 纤 维 胶 原 染 色 情 况

（图1）。和NHN-HCC比较，纤维胶原在HN-HCC

肿瘤中数量[（46.27±9.35）/视野]高于NHN-HCC

[（13.6±5.63）/视野]，差异有统计学意义（P<0.05）。
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图 1　HN-HCC 与 NHN-HCC 组织胶原纤维含量检测
Figure 1　Determination of the collagen fi ber contents in HN-HCC and NHN-HCC tissues

2.2  PKN3 在 HN-HCC 中表达水平高于 NHN-HCC

免疫组化的方法分析发现PKN3蛋白阳性表达

定 位 细 胞 浆 （ 图 2 A ） 。 和 N H N - H C C 的 肿 瘤 邻 近

出 血 坏 死 区 、 肿 瘤 中 心 到 肿 瘤 边 缘 中 间 区 、 肿 瘤

边缘区和邻近非癌肝组织比较，PKN3蛋白在HN -
HCC组的4个区域均表达水平上调。HN-HCC组的

PKN3免疫组化评分（IS）中位数为高于NHN-HCC

组（3.23 vs.  2. 14，P<0.05）（图2B）。

2.3  细胞基质硬度介导 PKN3 表达上调

HCCLM3细胞接种不同基质硬度水凝胶（5、

12、16 kPa），玻璃培养皿培养条件为对照组。

随着基质硬度的增加，荧光定量PCR（图3A）和
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2.4  PKN3 表达上调活化 HCC 细胞 RhoC 活性

G T P a s e  P u l l - D o w n 实 验 分 析 （ 图 4 ） ， 活 化

RhoC蛋白在硬基质（16 kPa）组软基质（5 kPa）

组HCCLM3细胞中上调约2.61倍，差异有统计学意

义（P<0.05）。但无论基质硬度如何，干扰PKN3

表达后，RhoC活性均被明显抑制。

2.5  PKN3 表达上调促进 HCC 细胞侵袭运动

在较硬细胞基质（16 kPa）培养条件下，通

过F -act in荧光染色观察到，较HCCLM3 Si -PKN3组，

H C C L M 3 S i - P K N 3 + R h o C组 细 胞 （ 重 组 质 粒 p c D N A 3 . 1 -
RhoC过表达质粒转染稳定表达PKN3siRNA片断的

HCCLM3细胞）伪足运动明显增多，细胞骨架重组

明显增强，与HCCLM3Si-对照组细胞骨架重组基本相

一致（图5A），回复RhoC表达促进了HCCLM3细

胞迁移运动能力。Transwel l实验检测结果显示，

干扰PKN3再回复RhoC表达促进了HCCLM3细胞侵

袭能力（图5B）。

GTP-RhoC

HCCLM3Si- 对照

HCCLM3Si-PKN3

总 RhoC

-
+

+
-

-
+

+
-

1 0.13 2.61 0.15

5 kPa 16 kPa

图 4　GTPase Pull-Down 实验检测各实验组 HCCLM3 细胞

中 RhoC 活性
Figure 4　GTPase Pull-Down analysis of RhoC activity in matrix 

stiffness treated HCCLM3 cells

HN-HCCNHN-HCC 5

4

3

2

1

0

免
疫

评
分

HN-HCCNHN-HCC
R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4

A                                                     B

图 2　PKN3 免疫组化检测（×200）　　A：切片染色结果；B：PKN3 蛋白在 4 个不同区域的免疫评分  R1：邻近出血坏死区；
R2：出血坏死区和肿瘤边缘中间区；R3：肿瘤边缘区；R4：邻近非癌肝组织

Figure 2　Immunochemical staining for PKN3 (×200) 　　A: Immunochemical staining of the sections; B: Immunochemical staining scores 
at four different regions of tumor specimen  R1: Surrounding region of the hemorrhagic/necrotic area; R2: Intermediate zone between 
the hemorrhagic/necrotic and peritumoral region; R3: Peritumoral region; R4: Adjacent non-tumorous liver tissue

Western blot（图3B）检测发现，HCCLM3细胞中

的PKN3 mRNA和蛋白的表达水平增高，部分差异

有统计学意义（P<0.05）。

PKN3

β-actin

5 kPa 12 kPa 16 kPa 对照

1 0.13 1 0.15

3
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N

3 
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5 kPa 12 kPa 16 kPa Glass A                                                      B

图 3　基质硬度处理对 HCCLM3 细胞 PKN3 表达的影响　　A：荧光定量 PCR 检测结果；B：Western blot 检测结果
Figure 3　Influence of matrix stiffness on PKN3 expression using real time PCR　　A: Results of RT-PCR; B: Results of Western blot 

analysis

P<0.05

P<0.05
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2.6  PKN3 影 响 肝 癌 细 胞 的 FAK、ROCK2、

E-cadherin 和 Fibronectin 蛋白表达

W e s t e r n  b l o t 方 法 检 测 H C C L M 3 S i - 对 照 组 、

HCCLM3Si-PKN3组、HCCLM3Si-PKN3+RhoC组HCCLM3细

胞中蛋白表达水平。结果显示，FAK、ROCK2和

Fibronect in蛋白表达在HCCLM3 Si-PKN3组中显明显

下调，E-cadherin蛋白表达上调，差异均有统计学

意义（均P<0 .05）。干扰PKN3再回复RhoC表达

促进了FAK、ROCK2和Fibronect in蛋白表达上调

（图6）。

图 6　FAK、ROCK2、E-cadherin 和 Fibronectin 蛋白表达

检测
Figure 6　Determination of protein expressions of FAK, ROCK2, 

E-cadherin and Fibronectin 
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1 0.12 0.46

1 3.76 1.13

1 0.18 0.69

16 kPa
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3　讨　论

有 或 者 无 出 血 坏 死 病 理 表 型 是 H C C 肿 瘤 微

环 境 和 肿 瘤 异 质 性 的 一 种 重 要 病 理 学 标 志 [ 3 ]。 但

HC C 合并出血坏死现今尚有很多问题并未阐明。

从 病 理 层 面 可 以 观 察 到 ， H N - H C C 具 有 较 硬 的 细

胞 外 基 质 硬 度 属 性 。 与 此 同 时 ， H N - H C C 发 生 出

血 坏 死 导 致 细 胞 变 软 ， 这 似 乎 是 一 个 矛 盾 现 象 。

Plodinec等 [13]利用原子力学显微镜（atomic  force 

m ic ro scope，AFM）研究肿瘤组织不同阶段和不

同 空 间 位 置 的 力 学 分 布 图 谱 异 质 性 ， 证 实 在 肿 瘤

发 展 过 程 中 的 肿 瘤 基 质 硬 化 和 细 胞 软 化 是 可 以 同

时 存 在 的 。 通 常 完 整 的 胞 外 固 态 基 质 结 构 可 以 抑

制肿瘤细胞侵袭转移 [4, 14]，NHN -HCC内部细胞外

基 质 硬 度 较 为 软 且 细 胞 外 基 质 分 布 较 为 均 匀 ， 导

致 细 胞 间 力 学 保 持 相 对 平 衡 ， 这 可 能 是 不 容 易 发

生侵袭转移的原因之一。而HN-HCC细胞外基质刚

性变硬，一旦发生出血坏死势必会造成HC C 肿瘤

内局部微环境软化，细胞外基质（ECM）发生犹

如 “ 矿 山 塌 方 式 ” 的 改 变 ， 导 致 细 胞 外 基 质 之 间

支 撑 力 学 平 衡 破 坏 ， 肿 瘤 细 胞 表 面 和 细 胞 外 基 质

之 间 的 黏 附 力 学 改 变 ， 使 癌 细 胞 表 面 力 学 平 衡 破

坏。ECM重构可能是有利于HN-HCC发生侵袭转移

的重要原理。

肿瘤微环境在HCC侵袭转移过程中至关重要[15]。

以 往 学 术 界 大 多 关 注 于 肿 瘤 微 环 境 炎 症 、 缺 氧 、

糖酵解、pH值等生化因素调控HCC侵袭转移 [16]。 

新近研究 [ 17]表明，细胞外基质高硬度和发生 机械

力学平衡的改变不但调节HC C 肿瘤干细胞，而且

参与HCC肿瘤血管生成 [18]，已成为肿瘤微环境中

促进侵袭转移一个不容忽视的物理因素 [14,  19-20 ]。

本研究采用免疫组化方法观察到HN-HCC不同区域

也存在PKN3蛋白表达上调，提示HN -HCC的确具

有较强侵袭转移潜能。同时PKN3表达水平与HN -
HC C 基质硬度密切相关，因而，笔者认为： 有可

能基质硬度力学介导PKN3参与了HCC侵袭转移的

过程。为弄清楚PKN3是否在高基质硬度力学调节

16 kPa
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图 5　细胞骨架与细胞侵袭运动检测　　A：F-actin 荧光染色；B：侵袭小室检测 
Figure 5　Determination of cell cytoskeleton and cell invasion ability　　A: F-actin fluorescence staining; B:Transwell migration assay 
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下也可出现表达上调。本研究采用荧光定量PCR和

Western blot方法检测了不同基底膜的硬度培养下

的HCCLM3细胞中PKN3表达情况存在差异。此外

发现PKN3小RNA干扰处理高侵袭转移潜能的肝癌

细 胞 H C C L M 3 后 ， 细 胞 骨 架 改 变 特 征 和 侵 袭 运 动

能力显著下降，而且RhoC活性水平下调。在稳定

表达PKN3 siRNA片断的HCCLM3细胞回复RhoC表

达后证实了PKN3和RhoC间存在相互调控作用。同

时在蛋白水平上对ROCK2、部粘着斑激酶（focal 

adhes ion  k inase，FAK）和Fibronec t in进行了探

讨。结果发现，FAK、ROCK2和Fibronect in表达

显著性上调[21]。故推测本实验中由于PKN3的作用

抑 制 降 低 了 F A K 的 磷 酸 化 水 平 ， 解 除 了 细 胞 间 的

黏附力，使肝癌细胞的侵袭运动力增强。

上述临床标本和体外细胞实验研究结果提示，

HN-HCC表现较硬细胞基质力学特征，高基质硬度

上调PKN3具有明显的促进HCC侵袭转移的功能。
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