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EP300调控肝癌细胞侵袭迁移的机制★
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摘要： 目的　探讨组蛋白乙酰基转移酶家族成员腺病毒 E1A 结合蛋白 P300（EP300）调控肝癌细胞侵袭、迁移

的作用及机制。方法　收集我院 45 例肝癌患者的癌旁组织与癌组织，利用 qRT-PCR 检测 EP300 在组织中的表

达。在肝细胞癌细胞系 HepG2 中构建 EP300 稳定干扰细胞系，细胞划痕实验和 Transwell 实验观察干扰 EP300 表达

对 HepG2 细胞侵袭和转移的影响。Western blotting 分析 EP300 对 WNT 通路的影响。结果　与癌旁组织相比，

EP300 在肝癌组织中的表达明显增加。与对照组相比，EP300 低表达 HepG2 细胞划痕愈合更慢（P<0.05），穿膜细胞

明显减少（P<0.05），SNAIL 表达明显减少，E-cadherin 表达明显增加。结论　EP300 能够通过激活 WNT 通路促进

肝癌细胞侵袭和迁移。
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Abstract: Objective To investigate the effect and mechanism of adenovirus E1A binding protein P300 (EP300), a 
member of histone acetyltransferase family, on the invasion and metastasis of hepatocelluar carcinoma cells. Methods 
The paracancer tissues and tumor tissues of 45 patients with hepatocelluar carcinoma in our hospital were collected, 
and the expression of EP300 in tissues were further verified by qRT-PCR. EP300 stable interfering cell lines were 
constructed in hepatocellular carcinoma cell line HepG2. The effects of interfering EP300 on the invasion and metasta⁃
sis of HepG2 cells were observed by cell scratch assay and Transwell assay. The effects of EP300 on WNT pathway 
was analyzed by Western blotting. Results The expression of EP300 in hepatocellular carcinoma was significantly in⁃
creased as compared with that in adjacent tissues (P<0.05). Moreover, lowly-espressed EP300 could inhibit the cells 
scratch healing and invasion. After downregulation of EP300 expression, the SNAIL expression decreased significant⁃
ly, while the E-cadherin expression increased significantly. Conclusion EP300 can promote the invasion and metasta⁃
sis of hepatocelluar carcinoma cells by activating WNT pathway. 
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前言

肝癌是目前世界上最常见的恶性肿瘤之一，

我国每年肝癌新发病例约占全球的 50%［1］。肝癌

的侵袭和转移是其高死亡率的主要原因之一，因

此，探寻防治新靶点、寻找有效治疗手段以及深入

研究肝癌的发病机制显得尤为迫切［2-3］。腺病毒

E1A 结合蛋白 P300（EP300）是组蛋白乙酰转移酶

家族的重要成员［4］。研究发现，EP300 可发挥组蛋

白乙酰转移酶活性，通过调控下游靶基因的转录

或稳定性参与调节细胞的生物学过程，在细胞增

殖、分化、凋亡、细胞周期调节和DNA损伤修复等过

程中起着广泛的生物学作用［5］。EP300在不同肿瘤

中所调控的下游基因不同，故其在不同肿瘤中起到

的作用也不尽相同，在某些肿瘤中起到抑癌作用，

而在另一些肿瘤中起到促癌作用［4， 6］。目前，EP300
在肝癌中的研究较少。有研究在动物模型中发现，

阿苯达唑标记的胞质体能够靶向ERK1/2-HIF-1α-
p300/CREB 轴，抑制肝癌的发展［7］。我们前期研究

发现，相比于癌旁组织，肝癌组织中 EP300 的表达

明显升高，在肝癌中可能起到促癌作用。本研究

拟探讨 EP300对肝癌细胞侵袭、转移的影响以及作

用机制，期望为肝癌的预后和治疗提供新靶点。

1　材料与方法

1.1　qRT-PCR　收集我院 2018年 1月—2019年 6
月收治的 45 例肝细胞癌初治患者的癌组织和癌旁

组织，其中男 27 例，女 18 例，中位年龄 53 岁，术前

Child-Pugh 分级均为 A 级，ICG-15 均低于 10%，均

诊断为原发性肝癌，且术后病理学检查证实为肝细

胞癌。所有患者均签署知情同意书，本研究已通过

湖南省肿瘤医院医学伦理委员会批准。

利用试剂盒（Qiagene）提取组织 RNA，检测

RNA的浓度与纯度后进行逆转录，得到 cDNA，按照

试剂说明书加入 qRT-PCR 荧光试剂和引物，采用

Bio-Rad 荧光 PCR 仪进行扩增和检测。EP300引物

序列：上游 5'-GATGACCCTTCCCAGCCTCAAA-3'，
下 游 5'-GCCAGATGATCTCATGGTGAAGG-3'；GAP⁃
DH 引 物 序 列 ：上 游 5'-GTCTCCTCTGACTTCAA⁃
CAGCG-3'，下 游 5'-ACCACCCTGTTGCTGTAGC⁃
CAA-3'。
1.2　细胞培养及慢病毒感染　人肝癌细胞 HepG2
和 Huh7 购于 ATCC 细胞库，采用含 10% 胎牛血清

（Gibco）的DMEM培养基（Gibco）培养，培养环境为：

5% CO2、37 ℃。

取对数生长期 HepG2、Huh7 细胞，胰酶消化后

使用不含双抗的 10% 胎牛血清培养基制成单细胞

悬液，接种到 6孔板中，培养至细胞密度为 50% 时，

进行 EP300 慢病毒感染（EP300 干扰慢病毒包装质

粒购于吉凯公司）。然后弃上清，加入 1 mL无血清

Opti-MEM（Gibco），并添加感染增强剂Polybrene，保
证终浓度为 8 μg·mL-1。12 h后观察细胞感染情况，

并更换含双抗的10%胎牛血清培养基。72 h后观察

慢病毒感染HepG2细胞的效率。将 6孔板中的细胞

消化后转入 10 cm培养皿，加入 2.5 μg·mL-1潮霉素，

筛选EP300稳定干扰细胞系。

1.3　Western blotting 检测蛋白表达　使用 RIPA
蛋白裂解液冰上裂解细胞并收集细胞总蛋白，BCA
法检测蛋白浓度。取相同浓度的总蛋白加入上样

缓冲液，置于沸水中煮沸 10 min后立即置于冰上冷

却，离心。随后采用 SDS-PAGE 凝胶电泳，湿转法

将蛋白转印至PVDF膜，封闭液室温封闭 0.5 h，加入

一抗 EP300（CST， 70088）、SNAIL（CST， 3879）、E-
cadherin（CST， 3195）、GAPDH（CST， 5174），4 ℃孵

育过夜（≥16 h），PBST洗膜 3次，每次 15 min，然后加

入二抗，室温孵育 1 h，PBST 洗膜 3次，每次 15 min。
采用ECL化学发光法对条带进行检测。

1.4　细胞划痕实验　将对数生长期细胞均匀接种

于 6孔板中，待细胞密度为 85%时，用 10 μL移液枪

头垂直于培养板在孔中间均匀划“十”字。PBS清洗

3次去除脱落细胞，将细胞置于含 1%胎牛血清培养

基中培养。在相同位置观察划痕宽度，并比较相对

愈合度。相对愈合率=（初始细胞间距离均值-t 时
刻细胞间距离均值）/初始细胞间距离均值。

1.5　细胞侵袭实验　取 1.0×104个细胞与含 5% 胎

牛血清的DMEM培养基混匀后，均匀接种于预先铺

好 Matrigel 基质胶（Corning， 356230）的 Transwell 上
室，Transwell 下室加入 500 μL 含 20% 胎牛血清的

DMEM 培养基，培养 48 h。用棉签轻轻擦净小室

上层基质胶去除未穿透的细胞，4% 多聚甲醛固定

10 min，0.2% 结晶紫染色 30 min，清水漂洗，镜下计

数小室滤膜底下室附着的细胞。每个小室观察 3个

视野，取平均值。

1.6　统计学分析　运用 SPSS 20.0 对数据进行分

析。两组间计数资料比较采用卡方检验，计量资料

用均数±标准差（x̄±s）表示，组间比较采用 t检验，以
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P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　EP300在肝癌组织中高表达　相比于癌旁组

织，肝癌组织中 EP300 表达明显升高（图 1），表明

EP300在肝癌的发生发展中可能起到重要作用。

2.2　干扰 EP300 表达抑制肝癌细胞侵袭和迁移　

转染慢病毒后，HepG2 和 Huh7 细胞中 EP300 的

mRNA水平（图 2a）和蛋白水平（图 2b）均明显下降。

在 HepG2细胞中干扰 EP300表达后，相比于空载体

组，稳定干扰EP300表达组划痕愈合度更低（图2c）；

Transwell 实验显示，稳定干扰 EP300 表达能够明显

抑制HepG2细胞的侵袭（图 2d）。以上实验表明，在

肝癌细胞中干扰EP300表达可明显抑制其侵袭和迁

移能力。

2.3　EP300可能通过WNT通路发挥作用　相比于

对照组，干扰EP300表达后，HepG2细胞中 SNAIL表

达明显降低，E-cadherin 表达明显升高（图 3），表明

EP300 可能通过 WNT 通路抑制肝癌细胞侵袭和

迁移。

图1　EP300在肝癌及癌旁组织中的表达（**P<0. 01）
Fig.  1　Expression of EP300 in paracancer tissues and 

hepatocelluar carcinoma tissues (**P<0. 01)

注：（a） EP300 mRNA表达；（b） EP300蛋白表达；（c）细胞划痕实验；（d） Transwell实验。*P<0.05。
Note: The mRNA levels (a) and protein levels (b) were detected to verify the interference efficiency of EP300. Cell wound healing assay (c) was 

used to detect the change of cell wound healing rate after EP300 interference compared with the control group. Cell metastases after interference with 
EP300 was detected by Transwell assay (d). *P<0.05.

图2　干扰EP300表达明显抑制肝癌细胞侵袭和迁移

Fig.  2　Interference of EP300 expression significantly inhibited the migration and metastasis of hepatocelluar carcinoma cells
−− 716
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3　讨论

肝癌目前是我国常见恶性肿瘤之一，因其具有

发病隐蔽、易侵袭转移、恶性程度高及预后不良等

特点，发病率、复发率和死亡率均相对较高［8］。目

前，手术是肝癌的主要治疗手段。尽管随着医学科

学不断的发展和进步、肝癌诊疗技术不断的突破和

提高、医用器械不断的更新和完善，肝癌患者获得

了妥善规范的治疗并取得了较好的治疗效果［9-10］，
但术后复发和转移是患者手术效果和生存期的重

要影响因素。因此，寻求肝癌早期分子标志物，研

究肝癌发生发展相关机制，对改善肝癌患者的预后

十分重要。

EP300 是组蛋白乙酰转移酶家族的重要成员，

能够使组蛋白中保守的赖氨酸残基乙酰化，从而调

控相关基因的表达［11-12］。EP300的功能需要根据它

所转录的基因来判断，因此具有抑癌和促癌双重

性。在抑癌方面，EP300 可通过维持 p53 的稳定性

来保证 p53的作用［13］，进而确保细胞周期正常进行，

也可与其他蛋白相互结合共同调控 p53 的功能，从

而抑制肿瘤的发生发展［14］。在卵巢癌和乳腺癌中，

EP300可与BRCA1相结合影响下游靶基因的转录，

进而促进肿瘤细胞凋亡［15］。而在肿瘤缺氧细胞模

型的研究中发现，EP300可与HIF-1α结合促发缺氧

反应，从而促进肿瘤细胞增殖［16］。EP300也可促进

TCF3-HLF复合体形成，进而加快白血病的进展［17］。
虽然有研究显示，阿苯达唑标记的胞质体能够靶向

ERK1/2-HIF-1α-p300/CREB 轴，在动物模型中能

抑制肝癌的发展［7］，但是其在肝癌中的表达及作用

机制少有报道。本研究发现，肝癌组织中 EP300表

达明显升高，说明其可能促进肝癌的发生发展，发

挥促癌作用；进一步通过在肝癌细胞中稳定干扰

EP300 的表达发现，干扰 EP300 表达能够明显抑制

肝癌细胞侵袭和迁移。并且，在肝癌细胞中干扰

EP300 表达后，WNT 通路中与侵袭、迁移相关的蛋

白 SNAIL表达明显降低，E-cadherin表达明显升高，

表明 EP300 可能通过调控 WNT 通路促进肝癌的侵

袭和转移。

综上所述，EP300在肝癌组织中高表达，下调其

表达可抑制肝癌细胞侵袭和迁移。EP300可能通过

WNT通路在肝癌的发生发展中发挥促癌作用，有望

成为肝癌防治的新靶点，但其调控WNT通路的具体

分子机制以及动物体内实验研究需要进一步完善。
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