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研究论文

肝癌细胞中骨桥蛋白基因表达调控的分子机制研究
赵慎安  梅馨予  乔晓京  刘雪妮  乔守怡*  吴燕华*

(复旦大学生命科学学院, 上海 200438)

摘要      骨桥蛋白(osteopontin, OPN)是人体内一种重要的分泌蛋白, 在细胞黏附、迁移、机

体免疫等作用中发挥重要的生理功能。近年来的研究发现, OPN在恶性肿瘤组织中参与诱导细胞

外基质的降解及重构, 对肿瘤细胞的侵袭能力有重要调控作用。此外, OPN在肝癌及其他多种肿瘤

类型中表达均显著上调, 但调控机制尚未完全阐明。该研究从肝癌细胞株中克隆了OPN基因SPP1
的启动子序列pSPP1, 尝试鉴定肝癌中SPP1的主要调控机制。截断突变体及点突变体分析发现, 完
整的区域(–24~–17)是pSPP1转录活性所必需的, 外源表达AP-1转录因子的c-jun亚基, 能够显著提高

这一区域的转录活性, 然而, c-fos没有这种作用效果。凝胶迁移实验进一步证明AP-1转录因子与

pSPP1的直接相互作用。利用实时定量PCR和Western blot还发现, 外源表达c-jun能够显著提高内

源性OPN的表达水平。以上实验结果揭示, AP-1转录因子介导的转录调控很可能是肝癌细胞OPN
表达调控的关键机制, 这一研究发现有望为肝癌诊断及治疗提供新的思路。

关键词      肝癌; 骨桥蛋白; 转录调控; AP-1

Transcriptional Regulation of Human Osteopontin in Hepatocellular 
Cacinoma Cells

Zhao Shen’an, Mei Xinyu, Qiao Xiaojing, Liu Xueni, Qiao Shouyi*, Wu Yanhua*
(School of Life Science, Fudan University, Shanghai 200438, China)

Abstract       Osteopontin (OPN) is a secreted glycophosphoprotein which is important in cell adhesion, 
migration, body immune, etc. Recent studies recognized the essential role of OPN in carcinogenesis and tumor 
metastasis through regulating extracellular cell matrix (ECM) degradation and remodeling. OPN is significantly 
up-regulated in multiple cancers including hepatocellular carcinoma (HCC), and is relevant with the malignancy. 
However, the molecular mechanism of OPN regulation remains largely illusive. In our study, in order to investigate the 
regulation mechanism of OPN gene SPP1 in hepatocellular carcinoma, the full-length promoter (pSPP1) was cloned. 
Deletion and point mutation analysis demonstrated that –24~–17 region is essential for the transcriptional activity 
of pSPP1. Overexpression of AP-1 factor subunit c-jun, but not c-fos, can significantly enhance the transcriptional 
activity, and EMSA assay proved the direct binding of c-jun to pSPP1. Moreover, overexpression of c-jun can 
effectively induce endogenous OPN expression, which is demonstrated by both Western blot and qRT-PCR assay. 
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 在恶性肿瘤转移的早期阶段 , 肿瘤细胞与其

他细胞的黏附能力及与细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)黏附能力的变化 , 对细胞侵袭能力

有重要影响。在这一过程中 , 以整合素(integrin)、
CD44等为主的一些细胞表面受体分子发挥着关键

的调控作用。例如 , 经配体活化的整合素可以通过

磷酸化激活金属蛋白酶以降解ECM, 从而促进肿瘤

细胞的侵袭 [1]。

骨桥蛋白(osteopontin, OPN)是一种分泌性钙结合

磷酸化蛋白, 属于小整合素配体家族成员[2]。OPN在

人体中表达广泛, 参与多种重要的生理、病理过程[3-4]。

近年来, 越来越多的研究表明, OPN与恶性肿瘤的迁

徙转移有密切的关系[5]。在多种器官类型的恶性肿

瘤中, 相对于正常癌旁组织, 肿瘤组织中的OPN呈现

显著高表达, 并且恶性程度较高的肿瘤中OPN表达水

平相对恶性程度较低的肿瘤也有显著升高[6-7]。对于

OPN功能与机制的研究主要围绕着其与integrin αvβ3、

CD44等细胞受体的相互作用以及细胞内信号转导途

径进行展开, 已知包括促进细胞外基质降解、介导细

胞–细胞和细胞-ECM黏附、抑制细胞凋亡等, 强烈提

示了OPN与肿瘤转移的功能联系[8]。 
在具有高转移率的肝细胞癌(hepatocellular 

carcinoma, HCC)中, 癌组织中OPN的表达水平也显

著高于正常组织[9], 并且与肿瘤恶性程度呈现正相

关性[10]。2003年, Ye等[11]的研究发现, OPN是转移性

肝癌组织与非转移性肝癌组织的主要差异蛋白, 靶
向OPN的封阻性抗体可以有效抑制肝癌细胞的转

移。但是, OPN基因SPP1在肝癌发生发展过程中的

表达调控机制仍未明确阐明。OPN在不同生理病理

组织中的表达受到多样化的信号通路调控, 先后鉴

定出多种通路转录因子均与OPN的表达水平密切相

关[12-15], 不同肿瘤细胞中OPN的表达调控机制存在

显著差异[15], 而其在肝癌中详细的调控机制尚不明

确。为此, 本研究着重于探究在肝癌细胞中的OPN
基因SPP1的转录调控机制。

1   材料与方法
1.1   分子克隆和载体构建

利用基因组DNA抽提试剂盒(Axygen公司)提
取肝癌细胞Hep-3B的基因组DNA(gDNA)。以该

gDNA为模板, 扩增SPP1的启动子序列pSPP1, 构建

到pGL3质粒载体(Promega公司)中。PCR扩增的相

关引物序列以及对应的片段位置如表1所示。

SPP1的D2启 动 子 片 段 点 突 变 构 建 利 用

QuickChange点突变试剂盒(Stratagene公司, USA), 
根据提供的说明书进行。pCMV-myc-cjun和pCMV-
myc-cfos质粒受赠于韩丁丁博士(中国科学院上海生

命科学研究院计算生物学研究所)。
1.2   细胞培养及瞬时转染

Hep-3B、SK-HEP-1及SMMC-7721细胞培养于

DMEM完全培养基中, 内含10%胎牛血清(Gibco公司), 
置于37 °C、5% CO2及饱和和湿度的培养箱中。细胞

传代后18~24 h, 待细胞汇合度为80%时, 以Lipofectin 
2000(Invitrogen公司)脂质体转染试剂进行质粒转染。

表1   PCR引物序列

Table 1   The primer sequence of PCR
目的基因  
Target gene

引物序列  
Primer sequence

SPP1-P
(–2 178~+402 nt)

F: 5′-CGG TAC CTG AGA GAG GCC TTG GGA CTA GGA-3′
R: 5′-CCT CGA GAT CGG TGG TTT CCG TTC TTT TGA-3′

SPP1-P1
(–2 178~–687 nt)

F: 5′-CGG TAC CTG AGA GAG GCC TTG GGA CTAG GA-3′
R: 5′-CCT CGA GAA TAC TAT TAC CTA GGT CAT GGG-3′ 

SPP1-P2
(–998~+402 nt)

F: 5′-CGG TAC CTT GGG AGA AAA ACTA GAA AAA AAA-3′
R: 5′-CCT CGA GAT CGG TGG TTT CCG TTC TTT TGA-3′

SPP1-D1
(–473~–59 nt)

F: 5′- CAC GGT ACC TAG TGC CAT TTG TCT AAG-3′
R: 5′-CGC TAG CCC TGC TCC CAC ACT T-3′

SPP1-D2
(–57~+180 nt)

F: 5′-ACG GTA CCA AGT GTG GGA GCA GG-3′
R: 5′-CGC TAG CCA CAA CCC AGT AGC AA-3′

Taken together, our findings recognize AP-1 factor as a key mechanism of OPN regulation in HCC cell, which brings 
new insights into HCC diagnosis and gene therapy.
        Keywords       hepatocellular carcinoma (HCC); osteopontin (OPN); gene transcription; AP-1 
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1.3   双荧光素酶报告基因活性检测

以1×105/孔的密度将对数生长期的细胞接种于

24孔培养板, 实验组转染构建有OPN启动子的pGL3报
告基因质粒以及pRL-TK质粒, 以空pGL质粒为对照。

转染后24 h收集细胞, 检测双荧光素酶报告基因的信

1.5  Western blot 
细胞转染后36~48 h, 以SDS裂解液裂解细胞获

取总蛋白, 煮沸10 min。蛋白质在100 V电压下, 通过

10% SDS-PAGE蛋白电泳分离, 湿转法转移至PVDF
膜上。依次以5%脱脂奶粉于室温下封闭1 h, 加入一

抗于4 °C孵育过夜, 加入辣根过氧化物酶标记的二

抗孵育45 min, 以ECL(enhanced chemiluminescence)
化学发光试剂(Pierce公司)显影并在凝胶成像系统

上检测信号。

1.6   凝胶迁移实验

以细胞核蛋白抽提试剂盒(Thermo Scientific公
司)提取核蛋白, 每10 μL蛋白与20 fmol生物素标记的

核酸探针在室温下孵育30 min[孵育体系20 μL, 含缓

冲buffer及1 μg poly(Di:dC)], 竞争性抑制组孵育体系

表2   qRT-PCR引物序列

Table 2   The primer sequence of qRT-PCR
目的基因 
Target gene

引物序列 
Primer sequence

c-jun F: 5′-TCG ACA TGG AGT CCC AGG A-3′

R: 5′-GGC GAT TCT CTC CAG CTT CC-3′

SPP1 F: 5′-CCG AGG TGA TAG TGT GGT TTA TGG-3′

R: 5′-TGG ACT GCT TGT GGC TGT GG-3′

GAPDH F: 5′-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-3′
R: 5′-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3′

表3   EMSA探针序列

Table 3   The probe sequence of EMSA assay
目的基因 
Target gene

探针序列 
Probe sequence

SPP1-D2w.t. 5′-GAA  AAC CTC ATG ACA CAA TCT CTC CGC C-3′

SPP1-D2mut 5′-GAA  AAC CTC ATC CTA CAA TCT CTC CGC C-3′

AP-1 consensus 5′-CGC TTG ATG AGT CAG CCG GAA-3′

号强度。根据Promega公司提供的说明书进行。

1.4   实时定量PCR检测mRNA转录

细胞转染后24~36 h, 以Trizol试剂(Axygen公司)抽
提总RNA, 并取1~2 μg RNA反转录成cDNA(TaKaRa公
司试剂盒)。反转录后的cDNA稀释20~100倍作为模板, 
采用SYBR PremixEx Taq(TaKaRa公司)进行荧光定量

PCR检测。相关引物序列如表2所示。

中同时加入2 pmol非标记探针, 对照组中同时加入

2 pmol带有突变的非标记探针。孵育后, 样品与5 μL 
loading buffer混合, 在150 V电压下通过6.5% PAGE非
变性电泳分离, 湿转法转至尼龙膜上, 尼龙膜于245 nm

紫外光源下交联15 min。膜依次以封闭液孵育15 min、 

加入辣根过氧化物酶的封闭液孵育15 min, 洗膜后以

ECL化学发光试剂盒(Thermo Scientific公司)显影并

在凝胶成像系统上检测。相关探针序列如表3所示

(Invitrogen公司合成)。
1.7   数据处理

数据用平均数±标准差(mean±S.D.)表示, 组间

均数采用t检验, P<0.05表示差异显著, P<0.01表示

差异极显著。

2   结果
2.1   SPP1基因启动子的克隆及转录活性检测

利用BIMAS在线分析软件预测人SPP1的启动

子区域位于转录起始位点上游2 Kb范围内, 以肝

癌细胞Hep-3B的基因组为模板, 扩增获得该启动

子预测区域全长SPP1-P(–2 178~+402 nt)。再以

该全长启动子(P)为模板, 扩增两个截断体, 分别

命名为P1(–2 178~–687 nt)和P2(–998~+402 nt)。
上述DNA区段均构建至pGL3报告基因质粒中。

图1A所示为重组质粒双酶切结果, 可见插入的目

的片段大小符合理论预期。质粒转染至肝癌细胞

系SK-HEP-1及Hep-3B, 并以双荧光素酶报告基因

系统检测其对下游报告基因的转录调控活性。如图

1B所示, pGL3-P2与pGL3-P相比, 转录激活活性呈现

持平(Hep-3B)或上升(SK-HEP-1), 而pGL3-P1在两种

细胞中均失去了转录激活活性, 提示激活SPP1基因

转录水平的关键元件主要分布在–687~+402区间。

为了进一步缩小转录调控候选区域, 将P2做截

断突变体, 分别为D1(–473~–59 nt)、 D2(–57~+180 nt)
和D3(+156~+402 nt)(图1C)。以与上述相同的方法

分析其活性, 结果如图1D所示, 有且仅有D2区段保

留了P2的转录激活活性, 提示SPP1启动子的D2区是

主要激活型顺式转录元件的所在区段。

2.2   SPP1启动子上AP-1结合元件转录活性鉴定

根据转录因子分析软件发现, 在D2区域, 主要

顺式转录调控元件是转录因子AP-1结合位点, 序列

为TGACACAA, 位于–24~–17区, 且除D2外的其余

启动子区域上并不再有其他AP-1结合位点。AP-1



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

赵慎安等: 肝癌细胞中骨桥蛋白基因表达调控的分子机制研究 1077

途径是已知的与肿瘤生长及转移均密切相关的信号

通路, 推测其可能对D2的转录活性有关键性作用。

为了验证这一猜想, 我们在SK-HEP-1细胞中, 外源

共转染AP-1转录因子的蛋白亚基c-jun或c-fos, 检测

D2截断体的转录激活活性。结果可见, 在共转染

c-jun后, 下游报告基因的表达水平显著上升, 提示表

达c-jun可进一步提高D2的转录激活活性, 但共转染

c-fos对D2活性没有影响(图2A)。
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A: 外源转染AP-1因子c-jun和c-fos对D2活性的影响。实验独立重复3次, **P<0.01, 与Vector组相比; B: 构建带有点突变的SPP1启动子D2-mut, 
外源转染0, 400, 800 ng c-jun表达质粒, 分别对D2及D2mut活性的影响。实验独立重复3次, **P<0.01, 与c-jun 0 ng组相比。

A: SK-HEP-1 cells were co-transfected with AP-1 factor c-jun and c-fos respectively, and luciferase activities were further assayed. Values are indicated 
as the mean±S.D., n=3, **P<0.01 compared with Vector group; B: point mutations were introduced into the AP-1 site inside SPP1 promoter before 
luciferase assay was conducted. n=3, **P<0.01 compared with c-jun 0 ng group.

图2   SPP1启动子AP-1结合位点的活性分析

Fig.2   Transcriptional activity analysis of the AP-1 binding-site on pSPP1

为了验证上述结果, 我们在D2的AP-1结合元

件上引入3个连续的点突变(TGACACAA突变为

TCCTACAA), 命名为D2-mut, 并构建入pGL3质粒以

进行双荧光素酶分析。结果显示, 点突变的引入不

仅使D2自身的转录活性显著降低, 而且还抑制了D2
对外源c-jun的应答(图2B)。
2.3   SPP1启动子与AP-1的蛋白质-DNA互作验证

为了进一步证明D2上存在有功能的AP-1结合

A、B: SPP1的全长启动子(P)和截断体(P1、P2)的双荧光酶素报告基因表达检测; C、D: 截断体(D1、D2、D3)的双荧光素酶报告基因表达检测。

实验在SK-HEP-1和Hep-3B两种细胞株中进行, 实验独立重复3次, **P<0.01, 与P组相比(A和B); **P<0.01, 与D1组相比(C和D)。
A,B: full length SPP1 promoter (P) and two large truncates (P1 and P2) were cloned and luciferase activities were assessed in both SK-HEP-1 and Hep-
3B cells. Values are indicated as the mean±S.D.; C,D: three small truncates (D1, D2, D3) from P2 fragment were further constructed and luciferase 
assay was conducted in SK-HEP-1 and Hep-3B cells. n=3, **P<0.01 compared with P group (A, B); **P<0.01 compared with D1 group (C, D).

图1   SPP1启动子各区段截断体的构建及转录活性分析

Fig.1   SPP1 promoter construction cloning and activity analysis
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元件, 我们进行了凝胶阻滞实验。以生长状态良好

的肝癌细胞SMMC-7721提取细胞核蛋白, 以SPP1启
动子D2区的AP-1结合位点序列设计探针, 分别以生

物素标记的探针、非标记的探针以及非标记的突变

探针进行核蛋白结合凝胶迁移实验, 以文献报导的

AP-1结合探针序列作为阳性对照[16]。如图3所示, 生
物素标记的SPP1启动子探针能够与核蛋白结合, 非
标记的相应探针能够抑制标记探针与核蛋白的结合, 
而突变的非标记探针不能抑制。启动子探针与蛋白

结合的迁移条带大小与阳性对照大小位置相符合。

2.4   AP-1转录因子对肝癌细胞内源性OPN的表

达调控作用鉴定

上述的体外转录活性实验均提示, 在肝癌中

SPP1启动子上的AP-1结合元件很可能对其转录调

控事件起到关键性作用。为进一步验证AP-1转录因

子及其结合位点对内源性OPN表达的调控作用, 我
们在SK-HEP-1肝癌细胞中转染c-jun后检测了内源

性OPN的表达变化。实时定量PCR实验和Western 
blot实验分别从mRNA水平和蛋白质水平证明, AP-1
转录因子的c-jun亚基可以显著提高内源性OPN的表

达水平(图4)。

3   讨论
OPN基因SPP1位于染色体4q13, 由7个外显子

和6个内含子组成, 其编码的骨桥蛋白OPN是一种

带有RGD黏附序列的分泌性蛋白, 作为细胞表面受

A: 外源转染不同剂量的c-jun表达质粒, 对SK-HEP-1细胞中OPN蛋白质表达量的影响; B: 外源转染不同剂量的c-jun表达质粒, 对SK-HEP-1细胞

中SPP1 mRNA转录水平的影响。

A: SK-HEP-1 cells were transfected with c-jun at different dosages and OPN protein were investigated through Western blot; B: SK-HEP-1 cells were 
transfected with c-jun at different dosages and endogenous SPP1 mRNA were investigated through qRT-PCR.

图4    Western blot和qRT-PCR 鉴定AP-1转录因子c-jun上调肝癌细胞内源OPN的表达水平

Fig.4    Western blot and qRT-PCR assay demonstrated c-jun inducing OPN expression in HCC cells
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左栏: 以文献报导的AP-1结合序列作为阳性对照探针; 右栏: 以SPP1
启动子上的AP-1结合位点为探针, 与SMMC-7721肝癌细胞核蛋白孵

育, 进行凝胶迁移实验。探针以生物素于5′端标记, 竞争性抑制组加

入过量的(100倍)非标记的探针或非标记的带点突变探针。

Left panel: a consensus AP-1 binding site was used as the positive control; 
Right panel: the AP-1 site from SPP1 promoter was labeled with biotin 
and incubated with SMMC-7721 nuclear extracts after cell transfection 
with c-jun. 100-fold excess of the competitor wildtype oligonucleotides, 
mutant oligonucleotides and anti-c-jun antibody were added as indicated. 
图3   凝胶迁移实验鉴定AP-1转录因子c-jun能够与SPP1启

动子上AP-1结合位点互作

Fig.3    Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
demonstrating c-jun protein binding affinity to AP-1 on pSPP1

c-jun

Free probe

Biotin-labled probe
Competitor

Antibody

AP-1 SPP1-promoter

mut w.t.
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SPP1-P(w.t.)

 SPP1-P(mut)

CGCTTGATGACTCAGCCGGAA

CAGAAAACCTCATGACACAATCTCTCCGCC

CAGAAAACCTCATCCTACAATCTCTCCGCC
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体integrin αvβ3、CD44所识别的重要配体, 参与调控

ECM的降解以及重构, 从而在多种恶性肿瘤中促进

细胞的移动及侵袭。例如, 在肝癌中OPN在经蛋白

酶切割后与CD44的互作能够诱导细胞的侵袭性增

强, 从而促进肿瘤转移[17]。鉴于OPN在恶性肿瘤转

移中的重要功能, 多项研究尝试将OPN分子及其相

关功能通路应用于恶性肿瘤的治疗策略, OPN的信

号转导通路以及表达调控途径也成为相关领域的关

注热点。根据现有的研究结果, OPN在不同的病理

环境及各种癌症中的表达调控机制不尽相同。 
AP-1家族是已知的与肿瘤生长和转移密切相

关的一类转录因子, 其复合物的主要组成亚基为

c-jun及c-fos。癌症病理中, 多种细胞外源刺激均可

以激活AP-1转录复合物[18], 在肝癌中AP-1可以诱

导细胞恶性转化; 在乳腺癌[19]、梭状细胞癌[20]、乳

腺上皮细胞[21]以及多种动物模型中的研究结果显

示[18], AP-1高表达可以增强细胞的转移和侵袭能

力。除此之外, 有研究报导AP-1促进细胞侵袭能力

变化的功能机制是由CD44介导的[22], 鉴于OPN
与CD44在肿瘤转移中密切的互作关系, 可以推

测AP-1途径很可能参与到癌症中OPN的表达调

控。在成骨细胞中, AP-1通过肝细胞生长因子

(hepatocyte growth factor, HGF)促进OPN的表达, 
且c-jun和c-fos亚基均验证可以与启动子上的相应

碱基位点结合[23]; 在动脉平滑肌细胞中, AP-1也被

证实与OPN的转录激活相关[24]。

我们的研究结果揭示在肝癌细胞中, AP-1途
径是OPN转录调控的关键性机制, 其中AP-1家族

的c-jun因子, 而非c-fos起到主导作用。凝胶迁移

实验证明了c-jun蛋白与OPN基因SPP1启动子上

位于–24~–17的AP-1结合位点的直接互作, 通过

启动子截断体/报告基因重组质粒的构建, 我们证

实包含AP-1结合位点的D2区域具有最强的转录

激活活性, 该区段的缺失以及在AP-1结合位点中

引入点突变均会使启动子的整体转录激活活性显

著降低。除此之外, 外源过表达c-jun能够成功促

进肝癌细胞中OPN基因的表达水平, 在mRNA及

蛋白水平上均得到验证。近年来, 也有少量研究

报道了肝癌细胞中OPN的转录调控机制, 如Chen
等[25]鉴定肝癌细胞HCCLM6中转录因子c-Myb能
够与OPN基因SPP1启动子结合并提高转录活性, 
利用siRNA削减细胞内源c-Myb, 可使OPN的表达

显著下降, 进而抑制细胞迁移、侵袭能力。Guo
等[26]发现, 肝癌样本中OPN与诱导型一氧化氮合

酶(inducible nitric oxide synthase, iNOS)正 相 关, 
Hep-G2细胞中一氧化氮(nitric oxide, NO)能够诱

导OPN基因SPP1的转录, 促进蛋白表达。这些研

究结果的差异性既反映了在不同肝癌细胞中OPN
表达调控的异质型, 同时也提示了肝癌中OPN可

能受到多途径的表达调控作用。因此, 在将来的

研究中, 我们还将借助其他手段, 如临床肝癌样本

的基因表达谱的相关性分析, 进一步阐明OPN与

其他转录因子的互作网络, 分析肝癌发生发展过

程中不同转录调控机制在OPN表达调控中所发挥

功能的主次关系。

综上所述, 本文首次在肝癌细胞中较为清晰

地阐明了骨桥蛋白OPN的转录调控机制, 提示通

过干预AP-1信号通路实现OPN表达调控的可能

性, 为临床肿瘤转移的诊断标记物的开发及靶向

治疗提供了新策略。
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