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摘要 目的：探讨 GPC3（glypican 3）在肝癌细胞糖酵解中的调控作用。方法：采用 siRNA（small interfering RNA）干扰肝癌细胞中

GPC3的表达后，采用 qPCR（quantitative PCR）与 Western blot实验检测肿瘤糖酵解关键调控分子 Glut1（glucose transporter-1）、

HK2（hexokinase 2）与 LDH-A（Lactate Dehydrogenase A）的表达，通过检测培养液中葡萄糖的减少量分析 GPC3对细胞葡萄糖摄

取情况，通过检测培养液中乳酸含量与 PH值分析 GPC3对细胞乳酸产生的影响，通过检测细胞的氧耗速率，分析 GPC3对线粒

体氧化磷酸化功能的影响。结果：干扰肝癌细胞中 GPC3的表达可抑制糖酵解关键调控分子 Glut1、HK2与 LDH-A表达，降低肝

癌细胞葡萄糖摄取速率和细胞氧耗速率，且细胞培养液 PH升高，乳酸产生减少。结论：肝癌细胞中 GPC3高表达通过上调糖酵解

关键调控分子 Glut1、HK2与 LDH-A表达而促进肝癌细胞糖酵解效应，同时抑制线粒体氧化磷酸化活性。这些结果进一步提示糖

代谢重编程可能是 GPC3促进肝癌增殖与转移的重要机制。
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Effect of GPC3 on the Regulation of Glycolysis in Hepatocellular
Carcinoma*

To investigate the role of GPC3 (glypican 3) in the regulation of glycolysis in HCC cells. The ex-

pression of Glut1 (glucose transporter-1), HK2 (hexokinase 2) and LDH-A (Lactate Dehydrogenase A) were detected by qPCR and West-

ern blot analysis after the GPC3 was knocked-down by siRNA in HCC cells. Glucose uptake was analyzed by detecting the reduction of

glucose in the culture medium of HCC cells. Lactate production was analyzed by detecting the concentration of Lactate and pH value in

the culture medium of HCC cells. Oxidative phosphorylation was analyzed by measuring the rate of oxygen consumption in HCC cells.

After GPC3 was knocked-down by siRNA in HCC cells, the expression of Glut1, HK2 and LDH-A, and glucose uptake were

significantly decreased, while pH value of the culture medium and the rate of oxygen consumption was significantly increased.

High expression of GPC3 can promote the glycolytic effect of HCC cells by upregulating the expression of Glut1, HK2 and LDH-A,

which are the key regulators of glycolysis, and inhibit the oxidative phosphorylation activity of HCC cells. These results suggest that glu-

cose metabolism reprogramming is crucial for GPC3 to promote the proliferation and metastasis of hepatocellular carcinoma.
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前言

代谢重编程是肿瘤细胞十大典型特征之一[1]。Warburg效

应是肿瘤细胞代谢重编程的最主要表现，即在非缺氧状态下，

肿瘤细胞葡萄糖摄取与乳酸产生异常增多，而线粒体氧化磷酸

化则被抑制[2]。大量研究已证实糖酵解增强与肿瘤的发生与进
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展密切相关，其主要通过如下几方面参与肿瘤恶性进展[2,3]：①

糖酵解中间产物为肿瘤细胞的快速增殖提供脂类、氨基酸及核

苷酸等大分子合成原料[4]；② 糖酵解产生的还原性 NADPH对

抵抗细胞内活性氧(ROS)（Reactive Oxygen Species）与氧化应

激具有重要意义[5]；③ 糖酵解产生乳酸分泌至细胞外环境，可促

进肿瘤细胞的侵袭与转移；④ 糖酵解使肿瘤细胞对外界缺氧环

境的适应能力增强[6,7]。以往研究证实细胞内癌基因及相关通路

激活，或抑癌基因及相关通路失活在肿瘤糖酵解增强中发挥重

要的调控作用。然而，膜蛋白作为介导胞外信号传递的一类重

要分子，其在肿瘤糖酵解中的作用却鲜有研究。

GPC3是一种跨膜糖蛋白，以往研究证实 GPC3在细胞生

长、分化和迁移等过程中发挥重要作用 [8]。近年来研究证实

GPC3在肝癌细胞中表达异常升高，而在正常肝或癌旁组织中

却几乎不表达 [9-11]。GPC3 可通过激活细胞内 PI3K/Akt、

茁-catienin等通路促进肝癌细胞增殖与转移[12]。然而，GPC3在

肿瘤糖代谢重编程中的作用尚不清楚。本研究主要探讨了

GPC3在肝癌细胞糖酵解中的调控作用与机制。

1 材料与方法

1.1 肝癌细胞系与肝癌临床组织标本

1.1.1 细胞系 肝癌细胞系 SMMC-7721 购自中科院上海细

胞所。细胞培养基为含 10%胎牛血清的 DMEM（Dulbecco's

Modified Eagle Media），培养箱温度为 37℃，CO2浓度为 5%。

1.1.2 肝癌患者组织标本 共收集 35例原发性肝癌癌与癌旁

组织样本，患者为 2012年 1月到 2015年 12月在唐都医院行

肝癌根治性手术治疗的病人，患者男女性别比为 26/9。所有患

者病理诊断明确，临床资料完整，均签署了知情同意书，手术取

得组织后立即置于液氮中保存。

1.1.3 分子与生化试剂 1) 共设计两条靶向 GPC3的 siRNA

干扰片段，其中，1号干扰片段(si-GPC3#1)序列为：5'-CCUGU-

UUCCAGUCAUCUAUTT-3'，2号干扰片段 (si-GPC3#2) 序列

为：5'-CCUGAAAGUAUUUGGGAAUUUTT-3'。对照干扰片段

序列为：5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'。干扰片段由上

海吉玛公司合成。2)Glut1抗体购自美国 Thermal公司(货号为

PA5-27246)，HK2与 LDH-A均购自武汉三鹰生物公司(货号分

别为：22029-1-AP与 19987-1-AP)。Total RNA提取试剂盒购自

OMEGA生物公司 (货号：R6834)；cDNA 反转录试剂盒购自

TaKaRa生物公司(货号：D2680A)；RIPA裂解液购自 Beyotime

生物公司(货号：P0013B)；BAC蛋白定量试剂盒购自 Beyotime

生物公司(货号：P0009)。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 siRNA 干扰肝癌细胞中 GPC3 表达 将肝癌细胞

SMMC-7721以 2× 105个细胞 /孔接种至 6孔板中，常规培养

过夜。采用脂质体法(lip2000)进行 siRNA转染，操作步骤严格

按说明书进行：首先用无血清培养基稀释 siRNA和 lip2000，并

于室温静置 5 min。接着将稀释好的脂质体用移液器转移至稀

释好的干扰片段中，缓慢颠倒混匀后于室温下放置 30 min。用

移液器将 100 滋L干扰片段与脂质体混合物加入 6 孔板细胞

中，培养 6 h后更换新鲜培养液继续培养 24 h，收集细胞后用

于后续实验。

1.2.2 qPCR siRNA干扰肝癌细胞 SMMC-7721中 GPC3表

达后，提取细胞总 RNA并反转录为 cDNA。qPCR引物委托上

海生工生物合成。引物序列分别为：Glut1：GGCCAAGAGT-

GTGCTAAAGAA，ACAGCGTTGATGCCAGACAG；HK2：GA-

GCCACCACTCACCCTACT，CCAGGCATTCGGCAATGTG；

LDH-A：ATGGCAACTCTAAAGGATCAGC，CCAACCCCAA-

CAACTGTAATCT。内参基因 GAPDH：TGTGGGCATCAA-

TGGATTTGG, ACACCATGTATTCCGGGTCAAT。用 2-△ △ Ct法

计算各分子相对表达。

1.2.3 Western Blot siRNA 干扰肝癌细胞 SMMC-7721 中

GPC3表达后，用 RIPA裂解液(含蛋白酶抑制剂)裂解细胞并提

取细胞总蛋白，BAC法测定蛋白浓度后加入上样缓冲液并煮

沸 5 min。调整各组蛋白至合适浓度后上样并电泳，随后转移凝

胶中蛋白至 PVDF膜，用含 5%脱脂奶粉的 PBS室温封闭 1 h，

一抗于 4℃条件下过夜孵育，二抗于 28℃条件下孵育 2 h。最后

用 ECL化学发光法对结果进行检测与分析。

1.2.4 免疫组织化学染色 肿瘤组织用用福尔马林固定 24 h，

石蜡包埋后切片备用。染色流程为：首先，切片依次经二甲苯除

蜡、梯度酒精水化、抗原修复与封闭后，加入 GPC3与 HK2抗

体(1/200稀释)，4℃孵育过夜。其余步骤按商品化免疫组化试剂

盒(福州迈新生物公司，KIT-5020)说明进行。用 DAB显色液显

色后用苏木精复染细胞核，最后，梯度酒精与二甲苯脱水透明

后进行封片，并待切片晾干后于显微镜下观察拍照。

显微镜下将染色强度分为四个等级，分别为：阴性染色(-)，

弱阳性(+)，中等阳性(++)，强阳性(+++)。

1.2.5 葡萄糖摄取与乳酸产生速率检测 葡萄糖摄取与乳酸

产生检测试剂盒均购自南京建成生物公司(货号分别为：F006，

A019-2)。首先，将肝癌细胞 SMMC-7721以 2× 105个细胞 /孔

接种至 6孔板中，培养基最终体积为 3 mL，细胞常规培养 24 h

后收集各组细胞培养上清，各组细胞培养上清中葡萄糖与乳酸

浓度测定均严格按试剂盒说明书进行。pH测定采用贝尔分析

仪器有限公司的 "BPP-920实验室精密型 pH计 "。

1.2.6 细胞氧耗速率检测 采用 "782 Oxygen meter氧电极 "

对各组肝癌细胞的氧耗速率进行检测。实验开始前，首先用清

洁剂清洁电极，之后依次安装阳性与阴性电极，连接连线后对

电极进行校正并建立 "零氧线 "。最后，依次对各组细胞氧耗速

率进行测定。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 16.0统计软件对数据进行分析，多组间差异比

较采用单因素方差分析，两组间比较采用 t检验，以 P＜0.05为

差异具统计学意义。

2 结果

2.1 干扰 GPC3可下调 Glut1、HK2与 LDH-A的表达

为研究 GPC3在肝癌细胞糖酵解中作用，我们首先合成了

2个靶向 GPC3不同位置的 siRNA片段，并对其干扰效率进行

验证，结果如图 1 所示，siRNA#1 与 siRNA#2 均可显著抑制

SMMC-7721细胞中 GPC3的表达。
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siRNA干扰 SMMC-7721细胞中 GPC3表达后，分别用

qPCR 与 Western blot 对参与糖酵解调控的关键分子 Glut1，

HK2及 LDH-A表达进行分析，结果显示：干扰 GPC3表达后，

Glut1、HK2及 LDH-A的 mRNA和蛋白水平均呈现不同程度

下调(图 2)。

2.2 干扰 GPC3可抑制肝癌细胞的葡萄糖摄取与乳酸产生

肿瘤细胞大量摄取外界环境中葡萄糖以维持自身较高的

糖酵解活性。Glut1是细胞膜上参与葡萄糖摄取的重要通道蛋

白，我们已证实干扰 GPC3可抑制 Glut1表达，提示 GPC3可能

参与调控肝癌细胞对葡萄糖的摄取。

为进一步确认 GPC3 是否促进肝癌细胞对葡萄糖的摄

取，我们在细胞培养 24h后，对 GPC3干扰组与对照组细胞培

养上清中葡萄糖浓度进行了检测，结果显示：与对照相比，

GPC3干扰组细胞培养液中葡萄糖浓度较对照组更高，提示

GPC3 干扰组细胞摄取消耗的葡萄糖较对照组更少，证明

GPC3干扰可抑制肝癌细胞对葡萄糖的摄取(图 3A)。

肿瘤细胞糖酵解增强时伴有大量乳酸的生成与胞外释放。

为此，我们进一步分析了 GPC3对肝癌细胞乳酸产生的影响。

细胞培养 24h后，与对照相比，GPC3干扰组细胞培养液中乳酸

含量显著低于对照组(图 3B)，而培养液 PH值则高于对照组(图

3C)。以上结果表明干扰 GPC3的表达可抑制肝癌细胞乳酸的

产生。

图 1 肝癌细胞中 GPC3干扰效率的Western blot分析

Fig.1 Western blot analysis for RNA interference efficiency of GPC3 in

HCC cells

图 2 干扰 GPC3对肝癌细胞糖酵解关键分子表达的影响

(A)mRNA表达；(B)蛋白表达

Fig.2 Effects of GPC3 knocking down on expression of key regulators in glycolysis of HCC cells

(A)mRNA expression level; (B)protein expression level

图 3 干扰 GPC3对肝癌细胞葡糖糖摄取与乳酸产生的影响

(A)葡萄糖摄取；(B)乳酸产生；(C)培养基 pH值

Fig.3 Effects of GPC3 knocking down on the Glucose Uptake, Lactate Production and the pH value of culture medium in HCC cells.

(A)glucose uptake; (B)lactate production; (C)PH value of the culture media
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2.3 干扰 GPC3的肝癌细胞氧耗速率加快

肿瘤糖酵解活性增强往往与线粒体氧化磷酸化功能抑制

相伴。前几部分研究我们已证实 GPC3可促进肝癌细胞糖酵

解，为进一步分析 GPC3是否同时抑制线粒体氧化磷酸化，我

们在 siRNA干扰 GPC3表达后，对细胞氧耗速率进行了分析，

结果显示：干扰 GPC3表达后，细胞氧耗速率显著加快(图 4)，

表明 GPC3促进肝癌细胞糖酵解同时抑制线粒体氧化磷酸化。

2.4 肝癌组织中 GPC3 与糖酵解关键分子 HK2 表达显著正

相关

我们在肝癌细胞模型已证实 GPC3可促进糖酵解并抑制

氧化磷酸化，为在肝癌患者临床组织标本中进一步验证上述结

论，我们用免疫组织化学方法，对 35例肝癌患者组织中 GPC3

及受 GPC3调控的糖酵解分子 HK2的表达进行检测，同时对

染色强度进行等级划分，结果显示：① GPC3与 HK2染色分别

定为于细胞膜与细胞浆中；35例肝癌病人中，GPC3与 HK2表

达阳性率分别为 85.7%(30/35)与 88.6%(31/35)。② 肝癌组织中

GPC3与 HK2表达显著正相关(r=0.425，P=0.011)。

3 讨论

代谢重编程是肿瘤十大特征之一，糖酵解增强是肿瘤代谢

重编程最主要的表现，在肿瘤发生与进展中发挥重要作用[1, 13]，

主要表现在如下几个方面[3]：首先，糖酵解可为肿瘤细胞的快速

增殖提供蛋白、核酸和脂类等生物大分子合成所需的原料。其

次，糖酵解通过产生还原性物质 NADPH促进细胞抵抗氧化损

伤。再次，由于肿瘤内部常存在缺氧，糖酵解可使肿瘤细胞具有

不依赖氧气的能量供应方式。此外，糖酵解产生的乳酸分泌至

细胞外后利用肿瘤细胞的侵袭与转移。由于糖酵解在肿瘤发生

发展的各个阶段均扮演重要角色，阐明糖酵解增强的上游调控

机制是肿瘤代谢研究领域的热点问题，有望为肿瘤诊断与治疗

提供新的潜在标志物与药物靶点[14]。

GPC3属于膜性硫酸乙酰肝素糖蛋白，近年来研究证实

GPC3与肝癌发生进展密切相关 [12]。肝癌患者血浆和组织中

图 4 干扰 GPC3对肝癌细胞氧耗速率的影响

Fig.4 Effects of GPC3 knocking down on the Oxygen Consumption

Ratesof HCC cells

图 5 肝癌组织中 GPC3与 HK2的免疫组化染色及表达相关性分析

(A)GPC3与 HK2典型免疫组化染色结果；

(B)GPC3与 HK2表达水平的 Spearman相关性分析。

Fig.5 Correlation analysis for IHC (immunohistochemistry) staining of GPC3 and HK2 in tumor tissues from HCC patients

(A)Representative IHCstaining results of GPC3 and HK2;

(B)Spearman correlation analysis between expression of GPC3 and HK2.

GPC3表达均上调，且与肝癌患者较差预后显著相关[15-18]。此外，

生物学功能研究证实 GPC3具有显著促进肝癌细胞生长的作

用[19,20]。以往研究认为 GPC3促进肿瘤生长主要依赖与其对多

个促癌信号通路的激活作用，如 Wnt、PI3K/Akt、茁-catienin及

ERK12。靶向 GPC3具有良好的抑制肝癌细胞生长的作用[21]。

然而，GPC3是否在肿瘤代谢重编程，尤其是糖酵解中发挥调控

作用尚不清楚。本研究首次证实 GPC3是重要的参与肝癌细胞

糖酵解调控的分子。干扰 GPC3可抑制肝癌细胞糖酵解关键分
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子 Glut1、HK2及 LDH-A表达，抑制葡萄糖摄取与乳酸产生。

肝癌组织免疫组化染色结果进一步证实 GPC3与糖酵解关键

酶 Glut1、HK2及 LDH-A的表达显著正相关。

自从 1924年德国生理学家 Otto Warburg提出肿瘤细胞在

氧气充足时仍以糖酵解为主要供能方式以来，糖酵解增强的发

生机制一直是肿瘤代谢研究领域的热点[22]。然而，以往研究主

要集中在细胞内癌基因激活与抑癌基因的失活及相关通路异

常在其中的作用[23-25。而对于位于细胞膜表面，参与细胞外信息

传递的细胞膜蛋白在其中的作用却少有研究。Huang与 Ke等

研究证实细胞膜蛋白 CD147可显著促进肝癌细胞糖酵解，首

次证实细胞膜蛋白在肿瘤细胞糖酵解中发挥调控作用[26,27]。

本研究证实 GPC3 可通过上调糖酵解关键分子 Glut1、

HK2及 LDH-A表达而促进肝癌细胞糖酵解活性，提示 GPC3

是新的肿瘤代谢治疗靶点。但 GPC3如何将细胞外信号传递至

细胞核内进而激活 Glut1、HK2及 LDH-A分子的转录与表达？

这将是下一步我们关注和研究的重点。本研究结果进一步说明

细胞膜蛋白在促进肿瘤代谢重编程中发挥重要的调控作用，这

将为今后肿瘤代谢研究提供全新的方向。
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