槐耳多糖通过调节ACF-1信号通路来抑制人肝癌SMMC-7721细胞的转移
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摘要  TP-1是一种来源于著名真菌-槐耳的多糖。TP-1对SMMC-7721细胞的生长、黏附、迁移和运动有明显的抑制作用。实时定量RT-PCR显示TP-1处理的SMMC-7721细胞的RNA结合因子-1(AUF-1)和星形细胞上调基因-1(AEG-1)、信使RNA(mRNA)水平呈剂量依赖性下降，这与Westernblot检测到的蛋白表达相一致。相反，TP-1处理后，SMCC-7721细胞中的小RNA-122(mir-122)表达增加。此外，TP-1三剂量处理明显增加上皮细胞标记物E钙黏素蛋白的表达，但降低间充质标记物N钙黏素蛋白的水平。此外，苏木素-伊红染色显示TP-1在小鼠原位植入SMMC-7721肿瘤组织的实验研究中对肝癌肺转移有明显的抑制作用。这些结果共同证实了TP-1对SMMC-7721细胞生长和转移的抑制作用，TP-1作为一种有效的抗肝癌转移的化学预防药物，有着广阔的应用前景。
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介绍

肝细胞癌（Hepatocellular carcinoma，HCC）是威胁全球公众健康的最常见恶性肿瘤之一，也是全世界癌症相关死亡的主要原因[1]。超过90%的癌症患者的死亡并非由于他们的原发肿瘤，而是由于侵袭和转移的发展[2]。到目前为止，系统治疗人类肝癌的方法在大多数情况下还不见效，其临床治疗是一大挑战。因此，抑制肝癌的侵袭和转移是阻断肝癌进展、降低死亡率的有效方法。

转移是恶性肿瘤的一个标志，这是一种复杂的现象，肿瘤细胞从原发性肿瘤中分离出来，侵入远处形成继发性肿瘤[3]。这种转移过程包括一系列事件，包括癌细胞黏附、侵袭、迁移、血液和淋巴循环以及靶点的增殖[4]。它是癌症患者死亡的主要原因，且到目前为止，还没有治疗选择。然而，转移的过程和原因非常复杂。这一过程在很大程度上依赖于关键蛋白酶的表达、它们的抑制蛋白、控制它们的信号通路以及周围的宿主因素，例如宿主对癌细胞的抵抗力。在先前的一项研究中，我们证明146例肝癌患者的高RNA结合因子-1（AUF-1）表达与肿瘤大小密切相关，提示AUF-1基因可能在肝癌的进展中起重要作用，是未来一个新的生物标志物[5]。我们还发现，144例肝癌组织中的星形细胞上升基因-1（AEG-1）的过度表达，肿瘤组织中出现上皮间质转化（EMT），这是肿瘤发生发展的关键过程，它提高了癌细胞的转移能力[6]。此外，小RNA-122（miR-122）是一种抗HCC的肿瘤抑制因子，在HCC中常被观察到低表达，与低分化、肿瘤体积增大、转移和侵袭以及预后不良密切相关[7]。因此，用一种天然来源的抗转移药物来抑制或控制AUF-1、AEG-1和EMT的表达，提高miR-122水平，对预防肝癌的发生和HCC的侵袭具有重要的临床价值。正如预期的那样，我们的初步数据已经证明，粗槐耳多糖可以有效抑制体外肝癌细胞的增殖、黏附、迁移和侵袭，至少部分是通过抑制AEG-1和EMT表达的方式[8]。本研究旨在探讨纯化的槐耳多糖对肝癌细胞体外转移的影响，并进一步探讨AUF-1、AEG-1、miR-122和EMT参与肿瘤细胞侵袭转移的机制。此外，我们还研究了该多糖在体内模型中是否能抑制肿瘤细胞的转移。

材料与方法

1.材料与试剂

槐耳提取物由启东盖天利制药有限公司（中国江苏）捐赠。3-（4,5-二甲基噻唑-2-基）-2,5-二苯基四唑溴化铵（MTT）、三氟乙酸（TFA）、标准糖、牛血清白蛋白（BSA）和二甲基亚砜（DMSO）购自Sigma Chemical Co.（美国密苏里州圣路易斯）。胎牛血清（FCS）和达尔伯克改良伊格尔培养基（DMEM）购自Gibco Invitrogen公司（美国纽约州格兰德岛）。DEAE-纤维素-52和琼脂糖凝胶CL-6B来自瑞典的Amersham公司。所有其他试剂都是可用的最高商业级化学品。
2.槐耳多糖的分离纯化
干燥样品（500 g）在80℃回流下用95%乙醇脱脂2 h，共两次，以去除有色物质、单糖、低聚糖和小分子物质。然后用10L沸水提取残渣，每次提取3次，每次2h。离心（1700×g，15分钟）后，将上清液在旋转蒸发器中减压浓缩至最终浓度8%（m/v），然后添加五分之三体积的Sevage试剂去除蛋白质五次[9]，然后用水彻底透析2天。然后，浓缩透析液在4°C下加入95%乙醇至最终浓度40%（v/v）沉淀24小时。离心收集的沉淀物（3000×g，10分钟，20°C）分别用无水乙醇、丙酮和乙醚洗涤，得到粗多糖，命名为TCP-40。
将TCP-40溶解于蒸馏水中并通过0.45μm微孔膜过滤，所得浓缩透析液应用于用去离子水平衡的DEAE-纤维素-52（2.6cm×30cm）柱上。在装载样品后，柱用氯化钠水溶液（0.1和0.5 M，pH 6–7）以2 mL/min的流速分步洗脱。使用自动分步式馏分收集器收集每种馏分，并用苯酚-硫酸法在490 nm吸光度下监测多糖。收集用0.1和0.5 M NaCl溶液洗脱的两个馏分，透析并冷冻干燥。用0.1 M NaCl洗脱的馏分（TCP-40-1）在琼脂糖凝胶CL-6B柱（2.6×100cm）上用0.15 M NaCl以1 mL/min的流速进一步分离，得到一个纯化的多糖，命名为TP-1。
3.分子量测定
采用高效液相色谱法（HPSEC）测定TP-1的平均分子量，该法在配有TSK-G3000 PWXL柱（7.8mmid×30.0cm）和RID检测器的Waters-UPLC系统上进行。流动相为去离子水，流速为0.3 mL/min，温度为30°C。将样品（2.0 mg）溶解在蒸馏水中（2 mL），并通过0.45μm过滤器，离心后注入20μL上清液（8000 rpm；3 min）。使用线性回归法，通过参考各种T系列葡聚糖标准品（T-2000、T-1000、T-500、T-100和T-50、T-20、T-10）的校准曲线来估计分子质量。

4.单糖组成和化学性质

气相色谱（GC）用于单糖的鉴定和定量。简言之，TP-1（10 mg）在100℃下在1 mL、 2 M的TFA中水解2 h。然后，按照田静等人[10]的描述，将单糖常规转化为醛糖醇乙酸酯，并通过GC进行分析。标准单糖（L-鼠李糖、D-阿拉伯糖、D-木糖、D-甘露糖、D-葡萄糖和D-半乳糖）也在相同程序下取得和分析。

以D-葡萄糖为标准的苯酚-硫酸法和以BSA为标准的Bradford法分别测定了这些多糖的总碳水化合物和蛋白质。此外，以GalA为标准，用间羟基联苯在523nm处光度法测定总糖醛酸含量[13]。

5.细胞系

人肝癌细胞系SMMC-7721从中国科学院上海细胞生物学研究所获得，常规培养于添加10%热灭活FCS、100 U/mL青霉素、100μg/mL链霉素、1%丙酮酸钠和2 mM L-谷氨酰胺的DMEM，在37℃条件下，5%CO2和95%空气的增湿环境中。人肝WRL-68和PCC细胞系（ATCC，Manassas，VA，USA）在25cm2烧瓶中，使用添加有10%热灭活FCS、100 U/mL青霉素、100μg/mL链霉素、2.5μg/mL真菌酮、2 mM L-谷氨酰胺、20μg/mL胰岛素、50 nM地塞米松、50μg/mL庆大霉素和100μg/mL万古霉素的DMEM培养基在37℃、有5%二氧化碳湿化条件下生长。细胞在估计的对数生长期传代，直到为每个实验获得足够数量的80–90%的细胞，汇合于25cm2烧瓶。

6.细胞毒性测试

使用MTT染料还原试验评估细胞增殖[14]。试验前一天，将SMMC-7721细胞以每孔1×105的密度接种于含有10%FCS培养基的96孔板中。第二天，洗涤培养物并用不同浓度的TP-1（0、25、50或100μg/mL）处理细胞。24小时后，向每个孔中添加50μL MTT（PBS中5 mg/mL），并在37℃下将孔板再培养4小时。加入100μL二甲基亚砜溶解细胞中形成的甲䐶晶体。使用ELISA平板阅读器（美国加利福尼亚州分子器件公司）在570nm处测定每个孔的光密度。使用ELISA酶标板阅读器（美国加利福尼亚州分子器件公司）在570nm处测定每个孔的光密度。抑制率按以下公式计算：增殖抑制率（%）=（A对照组−A处理组）/A处理组×100%。
7.肿瘤细胞试验

细胞黏附试验在96孔板上使用其他[15]中描述的方法进行，并进行了一些修改。简单地说，用Matrigel基质（11 mg/mL）包裹96孔板并孵育2 h。然后，将2%（0.1%）BSA添加到每个包过的孔中并在37℃下培养1h以阻断任何可能的无界地点。在向每个孔中添加细胞之前，将细胞在含有10%热灭活FCS的DMEM培养基中在37℃、在TP-1（25、50或100μg/mL）或PBS存在下培养30分钟，在37°C的加湿培养箱中进一步培养24小时后将未结合的细胞轻轻洗去，并用MTT法测定黏附细胞，如我们之前在细胞毒性试验部分所述。黏附率按A实验组/A对照组×100%计算。

8.伤口愈合试验

为了测定细胞的运动能力，将SMMC-7721细胞（1×105细胞/mL）接种于6孔培养板中，使其生长至完全融合。融合后，无菌的微量移液管尖端穿过细胞单层的中心，形成一个干净的1毫米宽的伤口区域。随后，用新鲜培养基洗涤损伤的SMMC-7721细胞层以去除松散细胞，并用分别为25、50或100μg/mL的含或不含TP-1的无血清培养基替换。孵育24h后，观察细胞迁移，用倒置相差显微镜拍照。从每三次处理中随机选择5个区域，对穿过白线的迁移细胞进行计数，数据以期望值±标准差表示。
9.趋化性迁移试验

在24孔板上使用孔径为8μm的聚碳酸酯过滤器，在Transwell室中进行不同浓度TP-1处理后的SMMC-7721细胞的自发迁移能力试验。在细胞侵袭试验中，用重组基底膜基质凝胶（50μg/滤膜）包裹滤膜。用胰蛋白酶将SMMC-7721细胞从培养瓶中分离出来，在无血清培养基中以1.5×105细胞/mL的浓度再悬浮，然后在没有或存在不同浓度的TP-1（25、50或100μg/mL）的情况下，以1×105细胞/井的密度将50μL细胞悬浮液接种到上部室。然后，将含有10%FCS的培养基作为化学引诱剂施加到下部室。然后，Transwell在37℃下培养24小时。孵育结束后，用棉签轻轻去除残留在膜上表面的细胞，迁移到滤膜对面的细胞用甲醇固定，用0.1%结晶紫染色。在光学显微镜下，在5个随机选择的区域（×400放大倍数）对迁移到Transwell膜下表面的细胞进行计数。迁移率计算为[（迁移细胞处理组/迁移细胞对照组）×100%]。

10.westernblot分析

为了分析迁移相关蛋白，在用TP-1（25、50或100μg/mL）处理24小时后，通过添加200μL裂解缓冲液[20mM Tris（pH 7.5），150mM NaCl，1%Triton X-100，2.5mM焦磷酸钠，1mM EDTA，1%Na3CO4，0.5μg/mL亮抑酶肽，1mM苯甲基磺酰氟（PMSF）]进行蛋白分离。在10–12%SDS-PAGE凝胶上分离等量的蛋白质（30μg）并转移到硝化纤维素膜上。在室温下，用含有1%（w/v）脱脂奶粉的Tris缓冲盐水（TBS）在TBST[20 mM Tris-HCl（pH 7.6）、8.2 g/L NaCl和0.1%吐温20]中阻断膜的非特异性结合，进行1小时。阻断后，用抗AUF-1、AEG-1、E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白和β-肌动蛋白的一级抗体在4℃下孵育印迹。膜用TBST洗涤三次，用适当的过氧化物酶结合二级抗体进行孵育，并根据制造商的说明使用增强化学发光试剂盒（美国Amersham）检测免疫反应蛋白。

实时定量RT-PCR

根据产品规范，使用TRIzol（Invitrogen）提取总RNA，并使用NanoDrop2000c分光光度计（Thermo科技）检查总RNA的浓度。取1微克总RNA进行RT-PCR，随后的扩增中使用以下cDNA：miR-122:GGGGTGGAGTGTGACAATG（正向）和CAGTGCGTGTCGTGGAGT（反向）;AUF-1信使RNA（mRNA）:AGTGATAGTCATGTC（正向）和CTTCACGAGCTTC（反向）;AEG-1 mRNA:ACGACCTGGCCTTGCTGAAGAATCT（正向）and CGGTTGTAAGTTGCTCGGTGGTAA（反向）;U6小核RNA[U6 small nuclearRNA（snRNA）]:GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT（正向）和CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT（反向）和GAPDH mRNA:AGCGCATCTTTTTGCGTC（正向）和TCATTTGGCAGGTTTTCT（反向）。miR-122的结果用U6 snRNA作为内源性对照进行标准化，GAPDH作为另一个内部参照物使AUF-1和AEG-1mRNA标准化。在ABI7300实时PCR系统（Applied Biosystems，CA）中，在95℃下进行10分钟的扩增，然后在95℃下进行31秒的和60℃下进行1分钟的扩增，进行40个周期。基因表达的相对定量通过2-ΔΔCt方法进行分析[16]。

12.小鼠原位肝肿瘤远处转移模型的建立

雄性无胸腺BALB/c nu/nu小鼠购自哈尔滨医科大学实验动物研究中心。所有动物均维持在标准条件下（温度25±2°C，暗光周期12小时，相对湿度60–70%，并随意喂食正常小鼠的食物和水）。实验按照哈尔滨医科大学实验动物护理与使用机构伦理委员会的伦理原则进行。

利用SMMC-7721建立原位肝癌转移瘤模型，SMMC-7721具有向肺转移的潜能[17]。在4周龄雄性Balb/c裸鼠右上腹皮下注射SMMC-7721细胞（0.1ml PBS中2×106细胞），建立皮下异种移植模型。当肿瘤大小达到约10 mm3时，从小鼠身上取出肿瘤，切成1-mm3块，植入裸鼠肝脏左叶，如前所述建立原位异种移植模型[18]。简单地说，在麻醉下做左上腹部横切口后，肝左叶的一部分肝表面暴露出来，用剪刀机械损伤。然后在左肝组织内植入0.2cm×0.2cm×0.2cm的肿瘤块，初步闭合伤口，闭合腹壁。手术后，将小鼠置于特定的无病原体条件下，并允许小鼠自由进食。然后，将所有携带原位异种移植物的小鼠随机分为4组，每组6只，并在原位移植后第1天通过灌胃给予或不给予TP-1（200、400和800μg/kg），连续4周。4周后处死小鼠。肺组织用10%福尔马林固定，石蜡包埋，切5mm的片，光镜下观察并统计肺表面转移灶数目。
13.统计学分析

数据以平均值±标准差表示。使用t检验进行统计分析，使用GraphPad Prism 5.0软件绘图，P<0.05被认为具有统计显著性。

三、结果
1.TP-1的纯化及理化性质研究

从槐耳浸膏中提取水溶性粗多糖（TCP-40），经脱蛋白、水透析、乙醇沉淀、溶剂交换干燥等工艺得到TCP-40。使用0.1和0.5 M NaCl水溶液作为洗脱剂，在DEAE-纤维素-52阴离子交换柱上进一步对TCP-40进行破碎，得到两个均相组分（图1a）。为了进一步纯化，用0.1 M NaCl洗脱的一部分TCP-40-1再次在琼脂糖凝胶CL-6B渗透色谱上纯化，得到无色多糖（TP-1，图1b）。
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图1  a.槐耳粗多糖TCP-40在DEAE-纤维素-52柱（2.6cm×30cm）上的洗脱曲线。b.多糖组分TCP-40-1在琼脂糖凝胶CL-6B柱（2.6×100cm）上的洗脱曲线。
用HPGPC法测定TP-1的均一性，在15.5min左右的保留时间内，TP-1出现一个对称的单峰，与不同分子量的葡聚糖标准品比较，TP-1的均一性约为2.3×106Da（数据未显示）。化学成分分析表明，TP-1含有93.2%的碳水化合物，不含蛋白质和糖醛酸。Bradford试验呈阴性反应，紫外光谱在280或260 nm处无吸收，表明缺乏蛋白质和核酸。此外，气相色谱分析表明TP-1由甘露糖、半乳糖、鼠李糖、葡萄糖和阿拉伯糖组成，摩尔比为3.1:2.2:2.0:1.1:0.5。

2.TP-1对SMMC-7721细胞的杀伤作用
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通过MTT法测定TP-1抑制SMMC-7721细胞增殖的潜力（图2）。MTT法结果显示TP-1作用24h后，与对照组相比，其抑制作用呈剂量依赖性（P<0.05或P<0.01）。在100μg/mL的最高浓度下，TP-1的抑制率为69.5%。另一方面，TP-1对培养的非肿瘤性肝细胞WRL-68或PPC细胞没有任何细胞毒性，表明TP-1对HCC-SMMC-7721细胞具有良好的敏感性。
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3.TP-1对SMMC-7721细胞黏附和侵袭的影响

为了研究TP-1是否能抑制肝癌的转移生长，我们对SMMC-7721细胞进行了细胞黏附、伤口愈合和迁移实验。首先，我们检测了TP-1对肝癌细胞与基质凝胶涂层板黏附的影响。在黏附试验中，与对照组相比，所示剂量下的TP-1显著且剂量依赖性地抑制SMMC-7721对基质凝胶涂层基质的细胞黏附（P<0.01或P<0.001，图3）。在浓度为25、50和100μg/mL时，与未经处理的对照组相比，TP-1处理可使细胞黏附力分别降低约41.7%、58.4%和68.4%。

接下来，我们采用Transwell迁移和伤口愈合实验来描述细胞对TP-1的迁移反应。在伤口愈合实验中，用不同浓度的TP-1处理24小时的细胞的运动性比未处理的细胞弱得多，表[image: image6.png]TP-1 (ng/mi)
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明TP-1显著抑制SMMC-7721细胞的运动性（图4）。通过Transwell趋化性迁移实验，我们发现TP-1处理24小时后，在10%FCS吸引下，与载体处理的细胞相比（P<0.05、P<0.01或P<0.001），SMMC-7721细胞通过Transwell膜的迁移明显减弱（P<0.05、P<0.01或P<0.001），且呈剂量依赖性，浓度分别为25、50和100μg/mL的TP-1，其抑制率分别为37.8、52.0和61.9%（图5）。所有这些结果表明，TP-1参与抑制创伤诱导和10%FCS诱导的SMMC-7721细胞迁移。
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4.TP-1对SMMC-7721细胞AUF-1、AEG-1和miR-122水平的影响
我们研究了TP-1对SMMC-7721细胞的黏附、迁移和侵袭的抑制作用，并进一步探讨了其在SMMC-7721细胞中表达TP-1减少转移的机制。本实验检测了两个促癌基因（AUF-1和AEG-1）和一个抑癌基因（miR-122）。如图6所示，当用TP-1处理SMMC-7721细胞时，AUF-1和AEG-1 mRNA及相应的蛋白质表达下调，而在暴露于TP-1中24小时后，miR-122水平升高。

5.TP-1对SMMC-7721细胞E-钙黏素和N-钙黏素蛋白表达的影响

由于EMT在浸润性癌细胞的发展过程中起着至关重要的作用[19]，我们通过Westernblot法评估了TP-1对SMMC-7721细胞EMT标记物的影响。三种浓度TP-1的处理明显增加上皮标记物E-钙黏蛋白水平，但降低间充质标记物N-钙黏蛋白表达（图7）。

6.TP-1对SMMC-7721细胞体内肺转移的影响

为了进一步证实TP-1对肝癌体内肺转移的抑制作用，为了进一步证实TP-1对肝癌体内肺转移的抑制作用，我们用苏木素-伊红（H&E）对从裸BALB/c小鼠的原位移植的SMMC-7721肿瘤组织中提取的肺切片进行染色。图8中肺组织的H&E染色结果证明，在未治疗小鼠的肺中观察到许多转移集落，而TP-1治疗小鼠的肺中显示肺转移结节的数量减少，其中400和800μg/kg剂量组与对照组比较，差异有统计学意义（P<0.05）。此外，TP-1治疗的小鼠在整个治疗过程中似乎未体重减轻，表明TP-1的毒性很小。


图8  TP-1治疗小鼠肺表面可见肿瘤数。数据表示为至少六个独立实验的期望值±标准差。*P<0.05，**P<0.01代表与未处理细胞相比。
四、讨论与结论
转移和过度生长是高恶性肿瘤最具有破坏性的特征，它们与癌症治疗效果和预后生存率有关[20]。外科技术和全身治疗的进步在原发性肿瘤的治疗上是有用的[21]。然而，肝细胞癌是一种侵袭性恶性肿瘤，预后差，常在中晚期诊断出[8，22]。即使在接受手术切除的患者中，术后复发和转移的高发生率仍然是进一步生存的一大挑战，这是导致肝癌长期生存率低的原因[23，24]。此外，肝癌对大多数传统的化疗药物具有耐药性[25]。因此，开发对正常细胞低毒、对肝癌生长和转移均有效的新药迫在眉睫。在本研究中，我们首先研究了纯化的槐耳真菌多糖TP-1对肝癌SMMC-7721细胞生长和转移潜能的影响。

MTT法检测TP-1对人肝癌细胞株SMMC-7721生长的抑制作用。我们首次证明了TP-1在体外对SMMC-7721细胞具有良好的抗增殖作用。令人鼓舞的是，TP-1对人肝WRL-68和PCC细胞株无毒性，表明TP-1是一种理想的抗肿瘤药物。

肿瘤细胞的黏附、迁移和侵袭性代表了形成转移所必需的一组独特的生物学特性[26，27]。为了探索TP-1对人肝癌细胞的抗转移作用，我们在SMMC-7721细胞中进行了细胞黏附、伤口愈合和迁移实验。我们发现TP-1（25、50或100μg/mL）在体外剂量依赖性地抑制肿瘤细胞黏附、侵袭和迁移。以上结果表明，TP-1对体外培养的SMMC-7721细胞具有抑制转移的作用。

根据先前的研究，AUF-1和AEG-1的高表达已被证明与肝癌细胞的进展和侵袭有关[5]。因此，我们认为AUF-1和AEG-1的表达降低可能有助于抑制肝癌细胞的转移。在这里，我们证明了经过TP-1处理后，在SMMC-7721细胞中AUF-1和AEG-1在转录物水平和蛋白质水平均降低。

许多研究已经开始阐明miRNA在肝癌发生中的重要性。其中，miR-122作为一种抑癌基因，在肝癌的发生，特别是肝内转移中起着重要作用[28，29]。也有证据表明miR-122水平与肝癌细胞的迁移和侵袭活性有关[30]。因此，抑制miR-122有利于肝癌的生长和转移。在本研究中，TP-1处理可提高SMMC-7721细胞中miR-122的水平。

大量证据表明，上皮间充质转移（EMT）在肿瘤发生和转移中起着重要作用[20]。在侵袭性肿瘤中，此过程的特点是上皮标记物（E-钙黏蛋白）表达减少，间充质标记物（N-钙黏蛋白）的表达增加，从而增加了肿瘤细胞的运动性和侵袭性，进而而引发转移[31，32]。为了进一步了解TP-1介导的抗肿瘤转移机制，我们分析了E-钙黏蛋白和N-钙黏蛋白在SMMC-7721细胞中的表达。Westernblot分析结果显示，当暴露于三种浓度的TP-1时，SMMC-7721细胞从典型上皮表型向梭形间充质表型的转化可延缓，表现为E-钙黏蛋白上调和N-钙黏蛋白丢失，提示TP-1对SMMC-7721细胞的抗转移作用与抑制EMT有关。

与我们的体外模型结果一致，TP-1对肝癌肺转移的抑制作用在体内得到进一步验证。每日400和800μg/kg剂量的TP-1可显著抑制实验动物肺转移结节的数量。此外，TP-1治疗组小鼠在治疗结束时的体重与对照组小鼠相比无差异。

总之，我们证明了TP-1对细胞增殖、粘附、迁移和运动的抑制不仅通过降低AUF-1、AEG-1和N-钙黏蛋白的表达，而且通过增强miR-122和E-cadherin的表达来实现，且呈剂量依赖性。我们还发现TP-1在小鼠体内模型中可以抑制肝癌的肺转移，这与体外实验结果一致。
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图3  a.经100μg/mL的TP-1处理或不经100μg/mL的TP-1处理的基质凝胶涂层板上黏附性SMMC-7721细胞的代表性照片。b.无或存在TP-1（25、50和100μg/mL）时SMMC-7721细胞与基质凝胶涂层板的黏附率。数据表示为至少三个独立实验的期望值±标准差。*P<0.05，**P<0.01代表与未处理细胞相比。





图2  TP-1对SMMC-7721细胞的细胞毒作用。数据表示为至少三个独立实验的期望值±标准差。*P<0.05，**P<0.01代表与未处理细胞相比。








图5  a.经100μg/mL TP-1处理或不经100μg/mL TP-1处理的Transwell膜下侧迁移的SMMC-7721的代表性照片。b.在Transwell趋化迁移实验中，TP-1（0、25、50和100μg/mL）对SMMC-7721细胞迁移的影响。数据表示为至少三个独立实验的期望值±标准差。*P<0.05，**P<0.01代表与未处理细胞相比。








图4  在伤口愈合实验中，TP-1（0、25、50和100μg/mL）对SMMC-7721细胞活力的影响。数据表示为至少三个独立实验的期望值±标准差。*P<0.05，**P<0.01代表与未处理细胞相比。





图7  TP-1处理的SMMC-7721细胞中E-钙黏蛋白和N-钙黏蛋白的表达。





图6  a.TP-1处理的SMMC-7721细胞中AUF-1、AEG-1和miR-122的mRNA表达。数据表示为至少三个独立实验的期望值±标准差。*P<0.05，**P<0.01代表与未处理细胞相比。b.TP-1处理的SMMC-7721细胞中AUF-1和AEG-1的蛋白表达。











