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MST4通过激活MAPK-ERK信号通路
调节炎症因子释放促进肝癌的 

侵袭和转移的机制研究
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　　［摘要］　背景与目的：丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶4(mammalian Ste20-like kinase 4，MST4)促进肿

瘤的侵袭和转移，前期研究发现，MST4可以通过上皮间质转化促进肝癌细胞的侵袭和转移。该研究旨在探

讨MST4通过激活丝裂原活化蛋白激酶信号通路-细胞外信号调节激酶(mitogen-activated protein kinase-

extracellular signal-regulated kinase，MAPK-ERK)信号通路影响炎症因子释放调节炎症微环境，促进肝癌

的侵袭和转移。方法：采用实时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent quantitative polymerase 

chain reaction，RTFQ-PCR)方法对MST4高表达的肝癌细胞中白介素1β(interleukin-1β，IL-1β)、白介素

6(interleukin-6，IL-6)、肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor-α，TNF-α)和趋化因子2(CC chemokine 

ligand-2，CCL2)的转录水平进行检查，通过蛋白［质］印迹法(Western blot)和酶联免疫吸附测定法

(enzyme-linked immune sorbent assay，ELISA)研究MST4对肝癌细胞分泌炎症因子IL-1β、IL-6、TNF-α和
CCL2蛋白量的表达及活性的影响。结果：MST4高表达的肝癌细胞，其IL-1β、IL-6、TNF-α和CCL2的转录水

平、蛋白水平和分泌水平显著高于MST4低表达的肝癌细胞系(P＜0.05)。同时发现MST4可以通过改变ERK磷酸化

的水平，促进细胞因子释放的改变。结论：MST4可以通过MAPK-ERK信号通路活化完成对肿瘤细胞分泌炎症因子

的调节，促进炎症因子的分泌，增强肝癌细胞侵袭和转移的能力。
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　　［Abstract］ Background and purpose: It has been reported that mammalian Ste20-like kinase 4 (MST4) 
promotes the invasion and metastasis of tumors. In the previous research, we found that MST4 promoted invasion and 
metastasis of liver cancer through epithelial-mesenchymal transition. In this study, we explored the effect of MST4 on 
promoting the invasion and metastasis of hepatocellular carcinoma (HCC) cells by activating MAPK-ERK signaling 
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　　肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，其发

病率居全球肿瘤发病率第5位，死亡率居男性肿

瘤的第2位［1］。虽然以手术为中心的肝癌治疗

取得一定成效，但复发和转移仍然是肝癌疗效

的瓶颈。近年，多项研究证实肿瘤微环境成分

可以预测并影响肝癌术后的复发和转移［2］，提

示肝癌细胞与癌周微环境相互作用的研究可能

为解决肝癌治疗瓶颈提供突破点。

　 　 丝 氨 酸 / 苏 氨 酸 蛋 白 激 酶 4 ( m a m m a l i a n  
Ste20-like kinase 4，MST4)是常见的哺乳动物生

发中心激酶类成员。研究发现MST4可促进肿瘤

的生长、侵袭和转移［3-8］。我们在前期研究中

发现，MST4可提示肝癌的不良预后，进一步研

究发现，MST4可以激活丝裂原活化蛋白激酶信

号通路(mitogen-activated protein kinase，MAPK)
信号通路诱导肝癌细胞上皮间质转化(epitheli-
al-mesenchymal transitional，EMT)转化促进肝

癌恶性度增高［9］。最新研究发现，MST4还可

以调节炎症因子的分泌［10］。而研究发现炎症

微环境中可以通过许多炎性细胞因子，如肿瘤

坏死因子α(tumor necrosis factor-α，TNF-α)、

白介素1β(interleukin-1β，IL-1β)、白介素6 
(interleukin-6，IL-6)、趋化因子2(CC chemokine 
ligand-2，CCL2)、转化生长因子、血管内皮生

长因子及黏附分子等，直接影响肿瘤的发生、

发展、侵袭和转移［11］。提示MST4可能通过调

节免疫微环境因子的途径促进肝癌的侵袭和转

移。本研究旨在通过检测MST4对肝癌细胞分泌

炎症因子IL-1β、IL-6、TNF-α和CCL2的影响，

探讨MST4通过调节癌旁微环境中炎症因子的表

达促进肝癌恶性行为的机制。

1 材料和方法

1.1　细胞株

　　人肝癌细胞系MHCC97H由复旦大学肝癌研

究所保存和培养。

1.2　试剂

　　高糖DMEM培养液购自美国Gibco-BRL公

司，特级胎牛血清(40 nm过滤)购自美国Hyclone
公司，0.25%胰蛋白酶和0.02%EDTA消化液购

自美国Gibco公司，MST4(rabbit，polyclonal，
1∶500)购自美国Proteintech公司，细胞总蛋白

和核蛋白抽提试剂盒购自美国Millipore公司，

蛋白［质］印迹法(Western blot)试剂盒购自美

国Millipore公司，大鼠抗细胞外信号调节激酶

(extracellular signal-regulated kinase，ERK)多克

隆抗体、大鼠抗人磷酸化ERK(p-ERK)多克隆抗

体购自美国Santa Cruz公司，辣根过氧化物酶标

记的羊抗大鼠IgG购自上海康成生物工程有限公

司，实时荧光定量聚合酶链反应(real-time flu-
orescent quantitative polymerase chain reaction，

RTFQ-PCR)逆转录试剂盒和SYBR Premix Ex 
TaqTM试剂盒购自日本Toyobo公司。引物由生

工生物工程(上海)股份有限公司设计合成，IL-
1β、IL-6、TNF-α和CCL-2酶联免疫吸附测定法

(enzyme-linked immuno sorbent assay，ELISA)
试剂盒购自英国Abcam公司，磷酸化ERK抑

制剂PD98095等其他各种化学试剂均为国产分 

析纯。

pathway and inflammatory factors. Methods: We used real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction 
(RTFQ-PCR) to detect the transcription of IL-1β, IL-6, TNF-α and CCL2 in different HCC cell lines expressing MST4 
differently. Then we studied the different secretion of IL-1β, IL-6, TNF-α and CCL2 in cells using Western blot and 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Results: The RNA transcription and protein translation levels of IL-1β, 
IL-6, TNF-α and CCL2 were significantly higher in HCC cell line with high expression of MST4 than those in the HCC 
cell line with lower expression of MST4 (P<0.05). We found that MST4 could change the level of phosphorylation 
of ERK to promote secretion of inflammatory cytokines.  Conclusion: High expression of MST4 can upregulate the 
secretion of inflammatory factors (IL-1β, IL-6, TNF-α and CCL2) in HCC cells and enhance the ability of invasion and 
metastasis of HCC cells, through activating the MAPK-ERK signaling pathway.
  　［Key words］ Mammalian Ste20-like kinase 4; Hepatocellular carcinoma; Inflammatory factors; Invasion and 
metastasis
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1.3　实验方法

1.3.1　细胞培养和细胞总蛋白抽提

　 　 M H C C 9 7 H 肝 癌 细 胞 系 分 为 三 组 ［ 9 ］，

分 别 为 对 照 组 M H C C 9 7 H - W T 、 高 表 达 组 

MHCC97H-MST4和低表达组MHCC97H-KD，

用 含 1 0 % 胎 牛 血 清 的 高 糖 D M E M 培 养 液 于 

37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱内传代培

养，每隔3 d传代1次。将对数生长期的MH-
CC97H细胞分组，进行后续Western blot和

ELISA实验。按照试剂盒说明抽提细胞总蛋

白，采用Bradford法测定蛋白浓度。

1.3.2　RTFQ-PCR检测

　　RTFQ-PCR检测各组细胞中的炎症基因IL-
1β、IL-6、CCL2和TNF-α表达，并且以GAPDH
基因为管家基因。实验方法按说明书操作。各

引物的序列见表1。

表 1　引物序列图

Tab. 1    Primer sequence

Gene Primer sequence

MST4

Forward primer 5’-TTCGAGCTGGTCCATTTGATG-3’

Reverse primer 5’-TGAATGCAGATAGTCCAGACCT-3’

IL-1β

Forward primer 5’-ACTCCTTAGTCCTCGGCCA-3’

Reverse primer 5’-CCATCAGAGGCAAGGAGGAA-3’

IL-6

Forward primer 5’-GAGGATACCACTCCCAACAGACC-3’

Reverse primer 5’-AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA-3’

CCL2

Forward primer 5’-GGAAGCACGGCAGCAGAATA-3’

Reverse primer 5’-AACTTGAGGGAGAAGTAGGAAT-
GG-3’

TNF-α

Forward primer 5’-TGGAACTGGCAGAAGAGG-3’

Reverse primer 5’-AGACAGAAGAGCGTGGTG-3’

GAPDH

Forward primer 5’-TGTG GGCATCAATGGATTTGG-3’

Reverse primer 5’-ACACCATGTATTCCG GGTCAAT-3’

1.3.3　Western blot检测ERK和p-ERK的表 

达水平

　　取20 mg总蛋白经12%十二烷基磺酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳后转移至聚偏氟乙烯膜，用5%

脱脂奶粉室温封闭2 h，加入一抗，4 ℃温育过

夜，次日用洗膜缓冲液洗膜后加入荧光标记的二

抗(1∶10 000稀释)，室温温育1 h。曝光显色。

1.3.4　ELISA法检测MST4表达上调对MHCCH97H

分泌炎症因子IL-1β、IL-6、TNF-α和CCL-2的

影响

　　取对数生长期的MHCC97H细胞培养上清

液，调整细胞密度为2×105个/mL，接种于96孔

板，每孔100 μL，37 ℃温箱温育贴壁4 h后，设

空白组、MHCC97H-MST4组(MST4转染高表达

组)、MHCC97H-KD组(MST4转染干扰siRNA族)
和PD98095组(MST4转染高表达组+每孔浓度40 
μmol/L，5 μL)，每组6个复孔，培养24 h后，用

ELISA试剂盒检测上清液中IL-1β、IL-6、TNF-α
和CCL-2的水平(PD98095为ERK磷酸化抑制剂)。
1.3.5　统计学处理

　　采用SPSS 18.0软件对数据进行分析，实验

结果以x±s 表示，组间比较采用单因素方差分

析，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　RTFQ-PCR检测结果

　　RTFQ-PCR检测发现，高表达MST4的MH-
CC97H肝癌细胞株比低表达MST4的MHCC97H
肝癌细胞株中炎症因子IL-6、IL-1β、TNF-α和

CCL2的转录水平显著升高，差异有统计学意义

(P<0.05，图1)。
2.2　ELISA检测结果

　　ELISA检测发现，高表达MST4的MHCC97H
肝癌细胞株比低表达MST4的MHCC97H肝癌细胞

株中炎症因子IL-6、IL-1β、TNF-α和CCL2的分泌

量增多，差异有统计学意义(P<0.05，图2)。
2.3　Western blot检测结果

　　Western blot检测发现，MST4高表达的MH-
CC97H细胞株中p-ERK表达量增高，差异有统计

学意义(P＜0.05)。利用p-ERK抑制剂可以有效抑

制下游IL-6、IL-1β、TNF-α和CCL2的转录水平和

分泌量，差异有统计学意义(P<0.05，图3)。
2.4　使用信号通路抑制剂对炎症因子分泌的

ELISA检测结果

　　ELISA检测发现高表达MST4的MHCC97H
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肝癌细胞株比野生的肝癌MHCC97H细胞株中炎

症因子IL-6、IL-1β、TNF-α和CCL2的分泌量增

多，利用PD98095抑制ERK的磷酸化，可以明

显抑制MHCC97H细胞对炎症因子的分泌，差异

有统计学意义(P<0.05，图4)。

图 2　ELISA检测高表达MST4和低表达MST4的MHCC97H肝癌细胞株中炎症因子IL-6、IL-1β、TNF-α和CCL2的分泌量

Fig. 2    The secretion of the inflammatory cytokines IL-6, IL-1β, TNF-α and CCL2 in the high MST4 expression and the low MST4 

expression of MHCC97H hepatocellular carcinoma cell lines detected by ELISA

*: P＜0.05

图 1　RTFQ-PCR检测高表达MST4和低表达MST4的MHCC97H肝癌细胞株中炎症因子IL-6、IL-1β、TNF-α和CCL2的转录水平

Fig. 1    The transcription level of the inflammatory cytokines IL-6, IL-1β, TNF-α and CCL2 in the high MST4 expression and the low 

MST4 expression of MHCC97H hepatocellular carcinoma cell lines detected by RTFQ-PCR
*: P＜0.05

图 3　Western blot检测结果

Fig. 3    Result of Western blot detection
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3　讨　　论

　　MST4属于常见的哺乳动物生发中心激酶类

成员，可促进细胞的生长和转化，参与细胞骨

架重排、形态形成、细胞凋亡及分化等细胞活

动［12］。在乳腺癌和前列腺癌的中，高表达的

MST4与侵袭性和恶性程度密切相关［13］。我们

在前期研究中发现，MST4可以激活MAPK信号

通路诱导肝癌细胞EMT转化促进肝癌恶性度增

高，更重要的是其对肝癌的不良预后具有很好

地提示作用［9］。本研究在前期研究结果的基础

上，首次有针对性地聚焦于MAPK信号通路下

游的炎症因子转录和分泌。通过体外实验，利

用RTFQ-PCR、ELISA和Western blot技术从不

同层面和角度进行分析研究，发现MST4可以

通过激活MAPK-pERK信号通路促进肝癌细胞

中炎症因子IL-6、IL-1β、TNF-α和CCL2的转录

水平上调，进而使得肝癌细胞对IL-6、IL-1β、

TNF-α和CCL2的分泌增加。为明确其机制，我

们利用MAPK-pERK信号通路活化的抑制剂对

进行MST4高表达的肝癌细胞进行干预，发现阻

断MAPK-pERK信号通路后，肝癌细胞中IL-6、

IL-1β、TNF-α和CCL2的转录及分泌水平均下

调。提示MAPK-pERK信号通路的激活与MST4
调节肝癌细胞炎症因子分泌密切相关。

　　ERK是MAPK家族中研究最广泛的蛋白激

酶之一。ERK磷酸化后成为有活性的蛋白激

酶，可调节细胞的多种功能，包括细胞增殖、

分化、凋亡和衰老，还能调节炎症因子的产

生和分泌［14-15］。炎症因子与肝癌发生、发展

存在密切关系。肿瘤细胞的侵袭、转移过程

中，炎症因子可激活炎症细胞和肿瘤细胞，

对于维持慢性炎症、促进肿瘤细胞进展与增

殖、抑制免疫介导的肿瘤监视具有非常重要的

作用。在众多因子中，IL-1、IL-6、TNF-α及

CCL2的研究较为深入，是公认的促癌炎症因

子。在具有肝炎背景的肝恶性肿瘤的研究中，

无论是乙肝或是丙肝引起的肝硬化肝癌患者其

体内细胞因子如IL-6、TNF-α及IL-1β的表达均

高于正常人群，由此认为这些炎症因子的分

泌失调促进肝癌的早期发生、发展［16］。有动

物模型研究进一步证实，在肝炎转基因小鼠

HCC模型中，TNF-α和IL-1β的表达水平明显增

高［17-18］。对临床肝癌、肝硬化和健康人群中

血清IL-6的研究发现，肝癌患者的血液中IL-6
水平显著高于肝硬化和正常人群［19］。Wang 
等 ［20］在临床肝癌病例蛋白芯片的研究中发

现，血清CCL2的变化与肝癌高度相关，并且

认为CCL2可作为甲胎蛋白的补偿标志物从而

协助预测肝癌的预后。上述研究都从现象方面

对炎症因子IL-1β、IL-6、TNF-α及CCL2与肝癌

发生、发展的相关性进行证实，而机制研究则

进一步说明其促进肝癌侵袭和转移的作用。在

肿瘤的发展中，TNF-α可以通过激活细胞核因

子-κB促进肝癌细胞增殖［21］。IL-6、TNF-α和

图 4　ELISA检测MHCC97H肝癌细胞株中炎症因子IL-6、IL-1β、TNF-α和CCL2的分泌量

Fig. 4    The secretion of the inflammatory cytokines IL-6, IL-1β, TNF-α and CCL2 in the MHCC97H hepatocellular carcinoma cell lines 

detected by ELISA

*: P＜0.05
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IL-1β在细胞研究中证实可以促进肝细胞肝癌

细胞的生长和侵袭。有研究发现，CCL2可以

通过诱导并激活肿瘤相关巨噬细胞促进肝细胞

肝癌的增殖、侵袭和转移［22］。因此，IL-1β、

IL-6、TNF-α及CCL2等炎症因子对于肝癌的恶

性行为具有显著的促进作用。

　　本研究通过干扰和上调肝癌细胞系MH-
CC97H中MST4表达的增高从而促进了炎症因

子IL-1β、IL-6、TNF-α及CCL2的转录和分泌的

水平，进一步研究发现MST4可以通过MAPK-
ERK信号通路活化完成对肿瘤细胞分泌炎症因

子的调节。为MST4促进肝癌侵袭和转移的研究

提供新的理论依据。
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