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Thy-1通过调控Notch1通路促进肝癌细胞EMT进程

邴强 a，周文君 b，李云山 a（兰州市第一人民医院 a. 肝胆外科；b. 普通外科，甘肃 兰州 730000）

[摘 要] 目的: 探索细胞表面抗原Thy-1通过调控Notch1通路促进肝癌HepG2和MHCC-97细胞上皮间质转化（EMT）。方

法：选用具有高转移特性的MHCC-97细胞和低转移特性的HepG2细胞作为研究对象，WB检测细胞内Thy-1、Notch1蛋白表达水

平。用重组慢病毒转染MHCC-97和HepG2细胞，构建高表达与低表达Thy-1蛋白的细胞，再分别用Notch1激动剂 rhNF-κB（1

gsu/ml）和Notch1抑制剂MW167（100 μmol/L）处理细胞24 h。Transwell实验检测Thy-1表达变化、rhNF-κB和MW167处理对细

胞侵袭能力的影响，qPCR检测对Notch1 mRNA表达的影响，WB实验检测细胞内EMT相关蛋白表达的影响。结果：MHCC-97

细胞中Thy-1、Notch1蛋白表达量均高于HepG2细胞（P<0.05）。成功构建Thy-1过表达的HepG2细胞和Thy-1低表达的MHCC-

97细胞。与亲本HepG2细胞相比，Thy-1过表达HepG2细胞侵袭能力显著增强[（475.78±80.37）vs（183.23±55.34）个，P<0.05）]、

波形蛋白表达显著升高（P<0.05）、上皮钙黏素蛋白表达显著降低（P<0.05）、Notch1 mRNA表达水平显著升高（P<0.05）；与亲本

MHCC-97细胞相比，Thy-1沉默的MHCC-97细胞侵袭能力显著降低[（237.44±62.18）vs（543.56±77.94）个，P<0.05）]、波形蛋白表

达显著降低（P<0.05）、上皮钙黏素蛋白表达显著升高（P<0.05）、Notch1 mRNA表达水平显著降低（P<0.05）。而Notch1激活剂或

抑制剂处理上述肝癌细胞可逆转由于Thy-1沉默或过表达所造成的改变。结论：Thy-1可通过调控Notch1表达影响肝癌HepG2

和MHCC-97细胞的EMT。

[关键词] 肝癌；HepG2细胞；MHCC-97细胞；Thy-1；细胞表面抗原；Notch1通路；转移；上皮间质转化

[中图分类号] R735.7; R730.2 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2019）11-1189-07

Thy-1 promotes EMT process of liver cancer cells by regulating Notch1 pathway

BING Qianga, ZHOU Wenjunb, LI Yunshana (a. Department of Hepatobiliary Surgery; b. Department of General Surgery, The First

People's Hospital of Lanzhou City, Lanzhou 730000, Gansu, China)

[Abstract] Objective: To explore the role of Thy-1 cell surface antigen（Thy-1）in promoting epithelial-mesenchymal transition

(EMT) in liver cancer HepG2 and MHCC-97 cells by regulating Notch1 pathway. Methods: MHCC-97 cells with high metastatic char-

acteristics and HepG2 cells with low metastatic characteristics were selected as subjects. WB was used to detect the expression lev-

els of Thy-1 and Notch1 in cells. MHCC-97 and HepG2 cells were transfected with lentivirus to construct cells with high and low

expression of Thy-1 protein. Cells were treated with Notch1 agonist rhNF-κB (1 gsu/ml) and Notch1 inhibitor MW167 (100 μmol/L)

for 24 h respectively. Transwell assay was used to detect the effect of Thy-1 expression on cell invasion; qPCR was used to detect the ef-

fect on Notch1 mRNA expression; WB was used to detect the effect on intracellular EMT-related protein expression. Results: The

expression levels of Thy-1 and Notch1 in MHCC-97 cells were higher than those in HepG2 cells (P<0.05). Thy-1 overexpressing

HepG2 cells and Thy-1 low expressing MHCC-97 cells were successfully constructed. Compared with HepG2 cells, the invasion ability

of Thy-1 overexpressing HepG2 cells was significantly enhanced (183.23±55.34 vs 475.78±80.37, P<0.05), vimentin expression was

significantly increased (P<0.05), epithelial cadherin protein expression was significantly decreased (P<0.05), and the expression level

of Notch1 mRNA was significantly increased (P<0.05). Compared with MHCC-97 cells, the invasion ability of Thy-1 silenced MHCC-

97 cells was significantly decreased (543.56±77.94 vs 237.44±62.18, P<0.05), the expression of vimentin was significantly decreased

(P<0.05), epithelial cadherin protein expression was significantly increased (P<0.05), and Notch1 mRNA expression level was signifi-

cantly decreased (P<0.05). Treatment of liver cancer cells with Notch1 activators or inhibitors can reverse the changes caused by Thy-1

silencing or overexpression. Conclusion: Thy-1 can affect the EMT process of HepG2 and MHCC-97 cells by regulating the expression

of Notch1.
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上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transi-

tion, EMT）在促进癌症获得转移能力的过程中起重

要作用[1-2]。该过程中上皮钙黏素（E-cadherin）表达下

调以及细胞骨架蛋白波形蛋白（Vimentin）等表达下

调，进而改变细胞间连接与细胞形态，促进细胞转

移[3]。E-cadherin以及波形蛋白的表达变化与肝癌的

分期、分化程度以及浸润转移具有密切关系[4]。与

EMT 相关的因子包括TGF -β、FGF、miRNAs、BMP-2

等[5-8]，相关通路包括TGF-β/Smads通路、Wnt/β-catenin

通路、Notch1通路等[7, 9-12]。其中Notch信号通路异常

与肝癌的发生、发展、转移密切相关[13]。细胞表面抗

原 Thy-1作为间质干细胞标志物，表达于细胞膜表

面，在基质互作、神经再生、黏附转移、癌症、炎症以

及纤维化中起重要作用[14-15]。研究[16-18]发现，Thy-1在

骨髓来源的干细胞、成人或胎儿肝脏干细胞/祖细胞

均有表达，但是在成熟的肝细胞中并未发现其表达。

Thy-1是前列腺癌的肿瘤标志物[19-20]；在低分化肝癌

中Thy-1出现表达[21]；Thy-1+肝癌细胞具有肿瘤干细

胞特性，与Thy-1—细胞相比，具有强的致瘤能力和转

移能力[22-23]。基因分析显示，肝癌细胞中Thy-1+的过

表达与肝癌组织的炎症、耐药性、转移、脂质代谢密

切相关[24]。但Thy-1蛋白调控肝癌细胞转移的具体

机制尚不明确。本研究将基于Notch1信号通路，探

索Thy-1调控肝癌细胞转移的分子机制，为临床治疗

肝癌转移提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

HepG2、MHCC-97细胞均购自中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库，均用含有 10%胎牛血清

的DMEM高糖培养液于 37 ℃、5% CO2的培养箱中

培养，待细胞贴壁生长至80%～90%汇合时传代。

Notch1激动剂 rhNF-κB购自美国Promega公司，

Notch1抑制剂MW167购自美国Calbiochem公司，兔

SP9001免疫组化试剂、SDS-PAGE凝胶试剂盒、ECL发

光液均购自碧云天生物科技有限公司，逆转录试剂盒、

荧光定量试剂盒购自TaKaRa公司，Transwell小室购自

Millipore公司，Matrigel胶购自BD公司，兔抗Notch1单

克隆抗体、兔抗Thy-1单克隆抗体、兔抗E-cadherin单克

隆抗体、兔抗Vimentin单克隆抗体均购自Abcam公司。

实时荧光定量PCR仪购自Bio-rad公司。绿色荧光蛋白

（GFP）标记的Thy-1过表达（GV365）与低表达（GV493）

慢病毒载体由上海吉凯基因化学技术有限公司构建。

Notch1 正向引物：5 ′ -CCCAGCAGGTGCAGC-

CACAG - 3 ′ 、反向引物：5 ′ - GGTGATCTGGGACG-

GCATGG-3 ′ ；GAPDH 正向引物：5 ′ -AAGGCTGT-

GGGCAAGG - 3 ′ 、反向引物 ：5 ′ - TGGAGGAGT-

GGGTGTCG-3 ′。

1.2 高表达或低表达Thy-1蛋白细胞的构建

绿色荧光蛋白（GFP）标记的 Thy-1 过表达与低

表达慢病毒载体由上海吉凯基因化学技术有限公司

构建。将 1×104 个 HepG2 或 MHCC97 细胞悬浮于

0.4 ml H-DMEM 培养基中，加入 0.1 ml GFP 标记的

Thy-1过表达或低表达慢病毒载体（2×107 IU/ml），在

37 ℃下温育12 h。将转染后的细胞转移到25 cm2的

培养瓶中，加入4 ml新鲜的完全培养基连续培养，转

染72 h后在荧光显微镜下观察计数GFP阳性细胞以

评估转导效率。通过WB实验进一步验证高表达或

低表达Thy-1蛋白的细胞是否构建成功。以不做任

何处理的培养细胞作为对照组。

1.3 实验分组

根据细胞转染物不同，分为Thy-1过表达组、Thy-

1低表达组。后续实验中，Notch1激动剂 rhNF-κB以1

gsu/ml处理细胞24 h，Notch1抑制剂MW167以100 μmol/

L处理细胞24 h，取处理后细胞进行实验。

1.4 Transwell实验检测Thy-1表达对肝癌细胞侵袭

能力的影响

取4 ℃放置30 min 的24 孔板和Transwell小室。

将Transwell小室放入24孔板，用4 ℃无血清DMEM培

养基稀释Matrigel基质胶（培养基∶胶=8∶1），取稀释好

的基质胶50 µl铺于Tranwell小室微孔膜的上表面，轻

轻震荡24 孔板使胶均匀铺展开，放入培养箱1 h使胶凝

固。同时取对数生长期的各组细胞，胰蛋白酶消化，用

无血清DMEM培养基吹打成单细胞悬液，细胞密度为

4×105个/ml，其中不加血清。取出24孔板，下室中加入

600 µl含有20%FBS的DMEM培养基，上室中加入400

µl配制好的单细胞悬液，盖上盖子，放入37 ℃、5%CO2

培养箱培养24 h，取出小室，小心吸弃培养基，PBS漂洗，

甲醇固定30 min后，用棉签轻轻拭去未穿膜的细胞，0.1%

结晶紫染色2 min，PBS反复漂洗至未结合染料全部洗

去，显微镜下观察并计数穿膜细胞，每个浓度选取不同

视野拍照记录。

1.5 WB实验检测细胞中EMT相关蛋白的表达

取各组细胞，PBS洗涤后，组织中加入预冷RIPA裂

解液研碎、细胞直接加入RIPA裂解液在冰上裂解，提取

细胞总蛋白，测定蛋白浓度，加入4×上样缓冲液，煮沸
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5 min，充分变性，－20 ℃保存备用。SDS-PAGE制胶：

10%分离胶+5%浓缩胶，按蛋白浓度确定上样量，然后

经过电泳、转膜、封闭、一抗孵育过夜（Notch1、Thy-1抗

体以1∶800稀释，E-cadherin、Vimentin抗体以1∶1 000稀

释），PBS洗涤，二抗室温孵育1.5 h，PBS洗涤，ECL发光

液显色，X射线片显影，拍照。

1.6 qPCR实验

取细胞加入TRIzol于冰上充分研碎，室温静置5

min，13 000×g离心 5 min，吸取上清，加入氯仿，静置

离心，吸取上清加入异丙醇，静置离心，弃去上清，

75%乙醇清洗沉淀，离心弃上清，保留沉淀干燥，用

DEPC水溶解。然后按照TaKaRa反应试剂盒依次经

过去除基因组DNA反应、反转录反应和PCR进行扩

增，扩增程序为：预变性：95 ℃、10 min、1循环数；扩

增：95 ℃、15 s，60 ℃、15 s，72 ℃、30 s、40个循环。用

2-△△Ct计算基因相对表达量。

1.7 统计学处理

采用 SPSS21.0统计软件进行分析，所有实验独

立重复 3次。率的比较采用卡方检验，Pearson相关

系数衡量两组间相关性，多组间比较采用单因素方

差分析，组间两两比较采用LSD-t检验，均以P<0.05

或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 MHCC-97和HepG2肝癌细胞中Thy-1和Notch1

表达的差异

WB检测结果（图1）显示，MHCC-97细胞中Thy-1、

Notch1蛋白表达量均高于HepG2细胞，差异具有统

计学意义（P<0.05）。

2.2 成功构建Thy-1过/低表达的HepG2/MHCC-97细胞

Thy-1过表达载体转染HepG2细胞、Thy-1低表

达载体转染MHCC-97细胞72 h后，荧光显微镜下观

察结果（图 2）显示，转染组细胞发出绿色荧光，而对

照组细胞几乎没有 GFP 表达，说明转染效率较高。

WB实验检测结果（图3）显示，与对照组相比，转染组

HepG2细胞内Thy-1表达升高、转染组MHCC-97细

胞内Thy-1表达降低，说明Thy-1过表达的HepG2细

胞和Thy-1低表达的MHCC-97细胞构建成功。

2.3 Thy-1影响HepG2和MHCC-97细胞的侵袭能力

Transwell侵袭实验结果（图 4）显示，与无转染

的对照组MHCC-97细胞相比，Thy-1沉默后MHCC-

97 细胞侵袭数目显著降低，差异具有统计学意义

[（237.44±62.18）vs（543.56±77.94）个，P<0.05）]；与

HepG2细胞相比，Thy-1过表达的HepG2细胞侵袭数

目明显增多，差异具有统计学意义[（475.78±80.37）

vs（183.23±55.34）个，P<0.05）]。

*P<0.05 vs MHCC-97 group

A: Protein expression detected by WB; B: Data statistics

图1 Thy-1和Notch1在MHCC-97细胞中呈高表达

Fig.1 Thy-1 and Notch1 were highly expressed

in MHCC-97 cells

图2 Thy-1过表达、低表达载体成功转染

HepG2、、MHCC-97细胞（（×400））

Fig.2 Thy-1 overexpression and low expression vectors were

successfully transfected into HepG2 and MHCC-97 cells (×400)

1：HepG2; 2: HepG2 Thy-1 over-expression;

3: MHCC-97; 4: MHCC-97 Thy-1 knock-down

图3 Thy-1过表达的HepG2细胞和Thy-1低表达的

MHCC-97细胞构建成功

Fig.3 Thy-1 overexpressing HepG2 cells and Thy-1 low

expressing MHCC-97 cells were successfully constructed
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2.4 Thy-1 影响 HepG2 和 MHCC-97 细胞中 EMT 标

志蛋白的表达

WB实验检测结果（图 5）显示，与HepG2细胞相

比，Thy-1过表达组细胞中波形蛋白表达显著升高

（P<0.05），上皮钙黏素蛋白表达显著降低（P<0.05）；

与MHCC-97细胞相比，Thy-1沉默组MHCC-97细胞

中波形蛋白表达显著降低（P<0.05），上皮钙黏素蛋白

表达显著升高（P<0.05）。

2.5 Thy-1 对 HepG2 和 MHCC-97 细 胞 中 Notch1

mRNA表达的影响

qPCR检测结果（见图 6）显示，与HepG2细胞相

比，Thy-1 过表达 HepG2 细胞中 Notch1 mRNA 表达

水平显著升高（P<0.05）；与MHCC-97细胞相比，Thy-

1沉默的MHCC97细胞中Notch1 mRNA表达水平显

著降低（P<0.05）。

图4 Thy-1对肝癌细胞侵袭的影响（（×200））

Fig.4 Effect of Thy-1 on invasion of liver cancer cells (×200)

1：HepG2; 2: HepG2 Thy-1 over-expression; 3: MHCC-97; 4: MHCC-97 Thy-1 knock-down
*P<0.05 vs HepG2 group；△P<0.05 vs MHCC-97 group

A：WB analysis of Vimentin and E-cadherin protein expression; B, C：Semi-quantitative analysis of Vimentin and E-cadherin protein expression

图5 Thy-1蛋白过表达与沉默对细胞中波形蛋白、上皮钙黏素蛋白表达的影响，

Fig.5 Effect of Thy-1 protein overexpression and silencing on the expression of Vimentin and E-cadherin in cells

1：HepG2; 2: HepG2 Thy-1 over-expression; 3: MHCC-97;

4: MHCC-97 Thy-1 knock-down
*P<0.05 vs HepG2 group；△P<0.05 vs MHCC-97 group

图6 Thy-1过表达与沉默对细胞中Notch1 mRNA的影响

Fig.6 Effect of Thy-1 overexpression and silencing

on Notch1 mRNA in cells

2.6 Thy-1通过Notch1蛋白调控肝癌细胞侵袭

Transwell 侵袭实验结果（图 7）显示，与 HepG2

细胞相比，Thy-1过表达HepG2细胞侵袭能力显著升

高（P<0.05）；与Thy-1过表达HepG2细胞相比，Noch1

抑制剂MW167使Thy-1过表达HepG2细胞侵袭能力

显著降低（P<0.05）。与 MHCC-97 细胞相比，Thy-1

沉默的MHCC-97细胞侵袭能力显著降低（P<0.05）；

与Thy-1沉默的MHCC-97细胞相比，Notch1激动剂

rhNF-κB使Thy-1沉默的MHCC-97细胞的侵袭能力

显著升高（P<0.05）。

2.7 Thy-1通过Notch1蛋白对肝癌细胞中EMT标志

蛋白的影响

WB实验检测结果（图 8）显示，与HepG2细胞相

比，Thy-1过表达HepG2细胞内Vimentin表达水平显

著升高（P<0.05），E-cadherin表达水平显著降低（P<

0.05）；与Thy-1过表达HepG2细胞相比，Noch1抑制

剂MW167使Thy-1过表达HepG2细胞Vimentin显著

降低（P<0.05），E-cadherin 蛋白显著升高（P<0.05）。
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与MHCC-97细胞相比，Thy-1沉默的MHCC-97细胞

Vimentin蛋白显著降低（P<0.05），E-cadherin蛋白显

著升高（P<0.05）；与 Thy-1沉默的MHCC-97细胞相

比，Noch1激动剂 rhNF-κB使Thy-1沉默的MHCC-97

细胞Vimentin显著升高（P<0.05），E-cadherin蛋白显

著降低（P<0.05）。

1：HepG2; 2: HepG2 Thy-1 over-expression; 3: HepG2 Thy-1 over-expression+MW167; 4: MHCC-97;

5: MHCC-97 Thy-1 knock-down; 6: MHCC-97 Thy-1 knock-down+rhNF-κB
*P<0.05 vs group 1;▲P<0.05 vs group 2; △P<0.05 vs group 4;▽P<0.05 vs group 5

A: Image of transwell chamber invasion assay (×200); B: Statistical graph of the number of invading cells

图7 Thy-1通过Notch1蛋白对肝癌细胞侵袭的影响

Fig.7 Effect of Thy-1 on the invasion of liver cancer cells via Notch1 protein

1：HepG2; 2: HepG2 Thy-1 over-expression; 3: HepG2 Thy-1 over-expression+MW167; 4: MHCC-97;

5: MHCC-97 Thy-1 knock-down; 6: MHCC-97 Thy-1 knock-down+rhNF-κB
*P<0.05 vs group 1; ▲P<0.05 vs group 2; △P<0.05 vs group 4; ▽P<0.05 vs group 5

A：WB analysis of Vimentin and E-cadherin protein expression;

B, C: Semi-quantitative analysis of Vimentin and E-cadherin protein expression

图8 Thy-1通过Notch1蛋白对肝癌细胞中EMT标志蛋白的影响

Fig.8 Effect of Thy-1 on EMT marker protein in liver cancer cells via Notch1 protein

3 讨 论

在正常细胞中Thy-1作为干细胞标志物可抑制

干细胞异常增殖，具有维持细胞干性的功能[23]；在肝

癌中Thy-1作为癌基因调控癌症细胞的增殖、分化、

转移以及致瘤能力[23, 25]。Notch 1和Thy-1蛋白不仅

能促进细胞增殖，还能抑制细胞分化，保持细胞处于

低分化状态。为在体外研究Thy-1和Notch1之间相

互关系以及两者对肝癌EMT转化的影响，本研究选

取具有高转移特性的MHCC-97细胞和低转移特性

的HepG2细胞进行实验，首先发现MHCC97细胞中

Notch1和Thy-1蛋白表达均显著高于HepG2细胞，提

示肝癌细胞中Notch1和Thy-1蛋白表达可能与其转

移能力有关。

采用基因技术使 MHCC-97 细胞中 Thy-1 基因

沉默，同时使HepG2细胞中Thy-1基因过表达，结果

发现Thy-1基因的沉默使MHCC-97细胞转移能力显

著降低，Thy-1基因过表达使HepG2细胞转移能力显

著升高，证实Thy-1的表达可促进肝癌细胞的转移。

肿瘤细胞的转移与EMT密切相关，EMT赋予肿瘤细

··1193



中国肿瘤生物治疗杂志, 2019, 26(11)

胞结构和功能上的易变性，使其获得间质细胞特性，

进而增强转移能力[26]。本研究发现，Thy-1基因的沉

默使MHCC-97细胞中上皮钙黏素表达升高，波形蛋

白表达降低，Thy-1基因过表达使HepG2细胞中上皮

钙黏素表达降低，波形蛋白表达升高。作为EMT标

志物，上皮钙黏素在EMT中表达降低，使细胞间连接

减弱；波形蛋白在EMT中表达升高，赋予细胞高的变

形性[27]。以上提示肝癌细胞中Thy-1的高表达促进

细胞EMT，提高肝癌细胞转移能力。

进一步发现Thy-1基因的沉默使MHCC-97细胞

中Notch1表达降低，Thy-1基因过表达使HepG2细胞

中 Notch1 表达升高，提示 Thy-1 可激活肝癌细胞中

Notch1信号通路。研究[28-29]发现Notch1作为原癌基

因在多个癌症中表达上调。在癌症中，Notch1高表

达导致癌症细胞对来自于邻近细胞的Notch配体的

刺激极为敏感，Notch信号通路激活的阈值降低，

大量 Notch 受体被活化，进入细胞核招募与转移

相关的转录因子启动相关蛋白的表达，促进癌

细胞 EMT，同时抑制癌细胞分化。因此推测，在

肝癌细胞中异常表达的 Thy-1 可通过激活 Notch1

信号通路促进肝癌细胞 EMT 和转移。为进一步

探索 Thy-1 是否通过调控 Notch1 信号通路促进

肝癌细胞转移和 EMT，本研究将 Notch1 激动剂

rhNF- κB 和抑制剂 MW167 应用于实验，结果发

现 ，rhNF - κB 可 逆 转 由 于 Thy-1 沉 默 造 成 的

MHCC-97 细胞侵袭能力的降低，而 MW167 同样

可逆转由于 Thy-1 过表达造成的HepG2细胞侵袭

能力的升高，并且 rhNF-κB可逆转Thy-1沉默造成的

MET转化和Thy-1过表达造成的EMT转化。以上证

实在肝癌细胞中Thy-1可通过调控Notch1通路的表

达影响肝癌细胞的EMT转化和转移。

综上，在肝癌细胞中Thy-1的高表达可通过激活

Notch1信号通路促进肝癌细胞EMT进程，提高肿瘤

转移能力。但由于影响EMT转化的信号通路复杂，

Thy-1是否同时与其他信号通路发生作用影响肝癌

细胞转移，还需进一步研究。
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