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神经酰胺合成酶3通过SMAD6基因影响肝细胞癌的侵袭和转移

蔡进中，刘育齐，李启洋，文振超，李勇，陈现现

（深圳市人民医院介入科，深圳 518020）

[摘要] 目的：由于缺乏早期诊断和有效治疗，肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)患者预后较差。因此迫

切需要更好地了解HCC相关的分子机制，并确定早期诊断和治疗的有效靶点。本研究旨在探讨神经酰胺合成酶 3

(ceramide synthase 3，CerS3)在HCC中的表达及其生物学作用。方法：收集深圳市人民医院 159例HCC接受根治性

切除术患者的临床标本，包括HCC组织和邻近非肿瘤组织。采用免疫组织化学染色、蛋白印迹法和 real-time PCR检

测CerS3在HCC组织和邻近非肿瘤组织中的表达。体外实验中，将Hep3B细胞分为载体对照组和CerS3载体组，并

分别用含有 cDNA 对照或 CerS3 cDNA 的反转录病毒载体转染细胞；将 HCC LM3 细胞分为 shRNA 对照组或 CerS3

shRNA组，并分别用含有 shRNA对照或CerS3 shRNA慢病毒载体转染细胞。分别采用MTT、EdU、Transwell和划痕

试验测定细胞的增殖、迁移和侵袭，并进行RNA测序以确定CerS3的下游信号。结果：与相应的相邻非肿瘤组织相

比，HCC组织中CerS3 mRNA和蛋白质水平均升高(均P<0.05)。Cox回归生存模型的单变量和多变量分析显示：静脉

浸润(95% CI：1.8~9.2，P<0.01)、TNM分期(95% CI：2.3~5.2，P<0.05)、组织学分级差(95% CI：1.4~6.8，P<0.05)和

CerS3(95% CI：1.5~3.9，P<0.05)与 HCC 患者总生存率显著相关。此外，与肿瘤组织中 CerS3 低表达患者相比，

CerS3高表达患者的总生存率显著缩短(P<0.05)。与载体对照组相比，CerS3载体组Hep3B细胞活力、EdU阳性细胞

数、迁移和侵袭细胞数均显著增加(均P<0.05)。与 shRNA对照组相比，CerS3 shRNA组HCC LM3细胞活力、EdU阳

性细胞数、迁移和侵袭细胞数均显著降低(均P<0.05)。RNA测序将母体抗生物皮肤生长因子同源物 6(small mothers

against decapentaplegic family member 6，SMAD6)基因鉴定为促进HCC转移的致癌基因。结论：CerS3的过度表达与

不良临床特征和不良预后密切相关。CerS3在功能上可通过激活SMAD6基因参与肝癌细胞的增殖、侵袭和转移。

[关键词] 神经酰胺合成酶3；母体抗生物皮肤生长因子同源物6；肝细胞癌；侵袭；转移
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understand the molecular mechanisms associated with HCC and to identify effective targets

for early diagnosis and treatment. This study is to explore the expression and biological

role of ceramide synthase 3 (CerS3) in HCC.

Methods: A total of 159 pairs of HCC tissues and adjacent non-tumor tissues were

obtained from the patients underwent radical resection in Shenzhen People’s Hospital, and

the total RNA and proteins from HCC tissues and adjacent non-tumor tissues were

obtained. The expression of CerS3 protein and mRNA in HCC was detected by

immunohistochemistry, Western blotting and real-time PCR. In vitro experiments, Hep3B

cells were divided into a control vector group and a CerS3 vector group, and the cells were

transfected with retroviral vector containing control cDNA or CerS3 cDNA, respectively.

HCCLM3 cells were divided into a normal control shRNA group and a CerS3 shRNA

group, and the cells were transfected with lentiviral vectors containing normal control

shRNA or CerS3 shRNA, respectively. MTT, EdU, Transwell and scratch method were

used to detect cell proliferation, migration and invasion. RNA sequencing was performed to

determine the downstream signal of CerS3.

Results: Compared with the corresponding adjacent tissues, the mRNA and protein levels

of CerS3 were elevated in the HCC tissues, with significant difference (both P<0.05). The

Univariate and multivariate analysis showed that the overall survival rate was significantly

correlated with the presence of venous invasion (95% CI 1.8− 9.2, P<0.01), TNM stage

(95% CI 2.3−5.2, P<0.05), poor histological grade (95% CI 1.4−6.8, P<0.05), and CerS3

(95% CI 1.5−3.9, P<0.05). Furthermore, the high CerS3 expression levels in tumor tissues

were significantly associated with shorter overall survival rates compared with the low

CerS3 expression (P<0.05). Compared with the vector control group, the Hep3B cell

viability, EdU positive cells, and migration and invasion cell numbers in the CerS3 vector

group were significantly increased (all P<0.05). Compared with the shRNA normal control

group, the HCCLM3 cell viability, EdU positive cells, and numbers of migrating and

invasive cells in the CerS3 shRNA group were significantly lower (all P<0.05). The RNA

sequencing confirmed that the small mothers against decapentaplegic family member 6

(SMAD6) gene as an oncogenic gene could promote the HCC metastasis.

Conclusion: Clinically, the overexpression of CerS3 is closely related to poor clinical

features and poor prognosis. Functionally, CerS3 participates in the proliferation, invasion

and metastasis of liver cancer cells via activating SMAD6 gene.

KEYWORDS ceramide synthase 3; small mothers against decapentaplegic family member 6;

hepatocellular carcinoma; invasion; metastasis

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是一种

常见的消化系统恶性肿瘤，是全球癌症相关死亡的

第 3大原因[1]。目前，手术切除、经导管动脉化学药

物治疗栓塞、放射治疗和化学药物治疗(以下简称放

化疗)、射频消融和一些其他靶向方法已用于治疗

HCC[2]。然而，由于缺乏早期诊断和有效治疗，HCC

患者预后较差，中位生存期为 13~26 个月[3]。因此，

迫切需要更好地了解HCC相关的分子机制并确定早

期诊断和治疗的有效靶点。代谢异常是肿瘤细胞的

主要特征之一[4]。肿瘤组织通过改变代谢物水平满足

快速生长的生物能量、生物合成和氧化还原需求[5]。

神经酰胺合成酶是真核生物脂质代谢中产生神经酰

胺的关键酶[6]，近年来在肿瘤领域受到越来越多的关

注。神经酰胺合成酶(ceramide synthase，CerS)基因

家族包括6个基因(CerS1~6)，它们编码在不同的染色

体上，合成不同链长的脂肪酰辅酶 A[7]。其中，

CerS3 基因主要合成神经酰胺，促进细胞迁移和转

移，是细胞凋亡的重要介质[8]。最近的许多研究[9-10]

表明：CerS3基因参与了多种肿瘤的发生和发展，如

CerS3基因在肺癌和胃癌细胞中高度表达。然而，很
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少有研究探讨CerS3基因在HCC发生中的机制作用。

母体抗生物皮肤生长因子同源物 6(small mothers

against decapentaplegic family member 6，SMAD6)是

骨形态发生蛋白/SMAD信号转导的重要反馈抑制调

节剂[11]。发育综合征中骨形态发生蛋白信号的不平衡

可以加速疾病的进展，包括癌症[12]。在 HCC 中

SMAD6基因的表达上调可促进癌细胞增殖[11]。然而，

SMAD6 基因在 HCC 进展中的分子机制尚未完全阐

明。本研究分析了 CerS3 在 HCC 患者临床标本中的

表达情况，及CerS3的下调对肝癌细胞转移的影响及

相关机制，旨在为HCC转移的治疗提供有力的实验

依据。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

MTT 试剂购自上海 Beyotime 公司；抗兔 CerS3

单克隆抗体、抗兔SMAD6单克隆抗体、HRP偶联的

山羊抗兔 IgG 购自美国 Cell Signaling Technology 公

司；抗兔GAPDH单克隆抗体购自武汉Proteintech公

司；10%胎牛血清、DMEM培养基购自美国Gibco公

司；Oligofectamine转染试剂购自美国 Thermo Fisher

Scientific公司；TRIzol试剂购自美国 Invitrogen公司；

Fast King RT 试剂盒购自北京天根生化科技有限公

司；TB Green Fast qPCR Mix 购自日本 Takara 公司；

蛋白质提取试剂、BCA 蛋白检测试剂盒购自北京

Solarbio 公司；EdU 试剂盒购自美国 Roche 公司；

Transwell室购自美国BD Biosciences公司。

ABI 7900HT Fast 型 real-time PCR 系统购自美国

Applied Biosystems 公司；ChemiDoc MP 成像系统购

自美国 Bio-Rad 公司；SpectraMax i3x 微孔板读数器

购自美国Molecular Devices公司；蔡司荧光显微镜购

自德国 Carl Zeiss 公司；DP70 CCD 系统购自日本

Olympus公司。

1.2 组织标本

收集深圳市人民医院(以下简称本院)收治的 159

例接受HCC根治性切除术患者的临床标本，包括肝

癌组织和邻近非肿瘤组织。临床样本储存于−80 ℃
中，用于 RNA 和蛋白质的提取。此外，为了验证

CerS3在肝癌组织中的表达，从癌症基因组图谱(The

Cancer Genome Atlas，TCGA；https://portal.gdc.gov/)

下载用于RNA测序的基因表达数据。数据集的选择

标准如下：1)原发性肝细胞癌；2)包含癌组织和癌旁

匹配组织；3)HCC 的病因有很多，包括丙型肝炎病

毒和乙型肝炎病毒等病毒感染、酗酒、非酒精性脂

肪性肝炎等。研究经本院医学伦理委员会批准(审批

号：2020-05)，所有患者签署知情同意书。

1.3 方法

1.3.1免疫组织化学分析

HCC组织和匹配的邻近肝组织标本用多聚甲醛

固定并进行石蜡包埋，切成 4 μm厚的切片。将肿瘤

切片用二甲苯脱蜡并在不同浓度的乙醇中再水化。

用PBS洗涤后，用柠檬酸-盐酸在95~100 ℃的温度下

进行抗原回收20 min。将载玻片与含有阻断液的正常

马血清孵育。随后，将切片与抗兔CerS3单克隆抗体

(1꞉500)孵育过夜。次日，将切片与辣根过氧化物酶偶

联的二抗一起孵育 2 h。最后，用苏木精和二甲苯对

载玻片进行复染。

1.3.2细胞培养和分组

正常肝细胞系 LO2 和 4 种 HCC 细胞系 (Huh7、

Hep3B、MHCC97H 和 HCCLM3)购自中国科学院典

型培养物保藏委员会细胞库。将细胞接种在含有

10% FBS 的 DMEM 培养基中，并在 37 ℃下含有 5%

CO2的潮湿培养箱中进行培养。将Hep3B细胞分为对

照载体组和CerS3载体组，并分别用含有对照 cDNA

或 CerS3 cDNA 的反转录病毒载体转染细胞；将

HCCLM3细胞分为 shRNA对照组或CerS3 shRNA组，

并分别用 shRNA对照或CerS3 shRNA慢病毒载体转

染细胞。此外，为了考察 SMAD6 基因敲低对 CerS3

在HCC细胞中致癌作用的影响，将Hep3B细胞分为

载 体 (vector) 对 照 +siRNA 对 照 组 、 CerS3 vector+

siRNA 对照组和 CerS3 vector+SMAD6 siRNA 组，并

分别用含有 cDNA对照、CerS3 cDNA的反转录病毒

载体和SMAD6 siRNA+相应的乱序 siRNA转染细胞。

1.3.3病毒转导和 siRNA转染

将CerS3 cDNA克隆到以包装过表达CerS3的反

转录病毒载体。从美国 Sigma Aldrich 公司获得包含

CerS3-shRNA和阴性对照 shRNA(shRNA 对照)的慢病

毒载体。通过将细胞与含有聚凝胺(8 μg/mL)的病毒上清

液一起孵育来进行病毒转导。SMAD6 siRNA和相应

的乱序 siRNA 购自上海 GenePharma 公司。使用

Oligofectamine转染试剂进行 siRNA转染。

1.3.4 RNA提取和 real-time PCR分析

使用TRIzol试剂从组织样品中提取总RNA，并

采用FastKing RT试剂盒制备 cDNA。在ABI 7900HT

Fast型 real-time PCR系统中使用TB Green Fast qPCR

Mix 进行 real-time PCR。将反应物在 96 孔板中于

95 ℃扩增 5 min，然后 95 ℃ 10 s、55.7 ℃ 30 s，进行

40 个循环。 CerS3、 GAPDH 的引物由上海 Gene-

Pharma公司合成。使用 2−ΔΔCt方法计算相对倍数变化

[ΔΔCt=实验组(Ct目的基因−Ct对照基因)−对照组(Ct目的基因−
Ct对照基因)]。CerS3 和 GAPDH 的正向引物序列分别为

5'-TCGAAGAGTGGTAAGGTTCACA-3' 和 5'-TCAA-

GAAGGTGGTGAAGCAGG-3'，反向引物序列分别

为 5'-TATATCAAAGGTGTTTAC-3' 和 5'-TCAAAGG-
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GTGGAGGAGTGGGT-3'。

1.3.5蛋白质印迹法

通过蛋白质提取试剂制备来自HCC组织(随机选

取第 4、7、23、36、47、62 号患者)或细胞的蛋白

质。采用 BCA 蛋白质检测试剂盒检测蛋白质浓度。

通过SDS-PAGE凝胶分离蛋白质后，使用以下针对指

定靶蛋白的一抗进行探测：抗 CerS3 抗体(1꞉1 000，

条带大小56 kD)，抗SMAD6抗体(1꞉1 000，条带大小

48 kD)和抗GAPDH抗体(1꞉5 000，条带大小 37 kD)。

洗涤后，转移到PVDF膜，再将PVDF与用HRP偶联

的山羊抗兔 IgG(1꞉5 000)在室温下孵育 1 h。洗涤后，

PVDF膜与ECL底物一起孵育，在印迹上产生化学发

光，由 ChemiDoc MP 成像系统捕获图像并通过

Image J软件进行标准化。

1.3.6细胞增殖分析

采用MTT测定转染后的Hep3B细胞或HCCLM3

细胞的活力。将细胞接种在 96孔培养板中(1×103个/

孔)，分别在 0、24、48 和 72 h 时，将 2 mg/mL MTT

溶液添加到细胞中。在培养箱中培养4 h后，加入二

甲亚砜以溶解产物。在SpectraMax i3x微孔板读数器

上测量 450 nm处的吸光度值。使用 5-乙炔基-2'脱氧

尿苷(5-ethynyl-2'-deoxyuridine，EdU)试剂盒进行EdU

掺入测定以评估细胞的增殖能力。将细胞接种在 96

孔培养板中(1×103个/孔)，培养 72 h后，加入 100 μL

含50 μmol/L EdU的培养基中孵育2 h。弃培养液，加

入100 μL 4%多聚甲醛固定细胞15 min，加入100 μL

0.5% TritonX-100透化细胞30 min。在暗处加入100 μL

1×Hoechst33342反应液孵育20 min。冲洗后，使用蔡

司荧光显微镜随机选取5个不同视野进行量化。

1.3.7 Transwell检测

将转染后的Hep3B细胞或HCCLM3细胞重悬于

不含FBS的DMEM中，并调整细胞密度至1×106个/mL。

然后，将100 μL细胞悬浮液加入未包被或用Matrigel

基质胶包被的Transwell室的上室。下室充满 500 μL

含 15% FBS 的 DMEM，细胞在 37 ℃和 5% CO2条件

下培养 24 h。用棉签去除 Transwell 膜上室细胞，下

室细胞用甲醇固定 5 min，0.1% 结晶紫染色 15 min。

使用DP70 CCD系统在光学显微镜下选取5个不同视

野定量计算通过膜的细胞数，并计算平均值。

Transwell小室的孔径为8 μm。

1.3.8细胞划痕试验

将 Hep3B 细胞或 HCCLM3 细胞接种于 6 孔板中

进行过夜黏附，并通过拖动 200 μL移液管尖端穿过

孔中心进行损伤。用磷酸盐缓冲液(pH 7.4)清洗细胞，

并用培养基替换。在0和24 h评估划痕愈合或细胞迁

移图像并拍照。相对划痕愈合计算为初始划痕面积

的百分比。

1.4 统计学处理

数据以均数±标准差(x̄±s)表示。至少进行 3个独

立的重复实验用于计算标准差。使用GraphPad Prism

8统计学软件进行数据分析。癌与癌旁的配对样本差

异分析用配对 t检验；不同时间点的细胞活力应用重

复测量方差分析。Pearson χ2检验用于确定CerS3表达

水平与肝癌不同临床病理特征的关系。Student’s t检

验用于两组之间比较；单向方差分析用于多组之间

的比较；Kaplan-Meier方法用于计算生存曲线。采用

Cox 回归分析 CerS3 表达与生存结果之间的相关性，

计算风险比(hazard ratio，HR)和95%CI。P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 CerS3在肝癌组织中高表达与肝癌患者生存率低

有关

蛋白质印迹法和 real-time PCR检测的结果显示：

与相应的癌旁组织相比，HCC 组织中 CerS3 mRNA

和蛋白质水平均升高(分别P<0.01和P<0.001，图1A、

1B)。此外，免疫组织化学分析显示：与癌旁组织相

比，HCC组织中CerS3的蛋白质表达上调(图1C)。临

床相关性分析显示：CerS3 蛋白质高表达与静脉浸

润、组织学分级差和晚期肿瘤淋巴结转移(根据TNM

分期)显著相关 (表 1)。Kaplan-Meier 分析显示：与

CerS3低表达相比，肿瘤组织中CerS3高表达与总生

存率显著缩短相关(P<0.05，图 1D)。与正常组织相

比，CerS3在肝癌中的表达较高(P<0.001，图1E)，并

且CerS3高表达HCC患者总生存率显著缩短(P<0.01；

图 1F)。此外，Cox 多变量分析显示：静脉浸润、

TNM 分期、组织学分级和 CerS3 与患者不良总生存

率独立相关(表2)。

2.2 CerS3促进HCC细胞的生长和转移

与永生化正常肝细胞系LO2相比，HCC细胞系

中 CerS3 的表达增加 (分别 P<0.05 和 P<0.001，图

2A)。然后，在 Hep3B 和 HCCLM3 细胞中分别进行

CerS3过表达和敲低以验证CerS3在HCC细胞中的生

物学功能(图2B、2C)。结果显示：与vector对照组相

比，CerS3 vector组Hep3B细胞活力和EdU阳性细胞

均显著增加(均P<0.05，图 2D、2E)；与 shRNA对照

组相比，CerS3 shRNA 组 HCCLM3 细胞活力和 EdU

阳性细胞均显著降低(均P<0.05，图 2E、2F)。此外，

与 vector 对照组相比，CerS3 vector 组 Hep3B 细胞的

迁移和侵袭数目以及划痕愈合显著增加(均P<0.05)；

与 shRNA对照组相比，CerS3 shRNA组HCCLM3细

胞的迁移和侵袭数目以及划痕愈合显著降低 (P<

0.05，图3)。
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图1 CerS3在肝癌中的相对表达及其临床意义

Figure 1 Relative expression of CerS3 in liver cancer and its clinical significance

A: Expression of CerS3 protein in the hepatocellular carcinoma tissues (HCC#4, 7, 23, 36, 47, and 62 represent the number of

hepatocellular carcinoma tissues, respectively) and quantitative analysis by Western blotting. T: Tumor tissues; NT: Non-tumor tissues.

***P<0.001. B: Relative expression of CerS3 mRNA in the hepatocellular carcinoma tissues and non-tumor tissues by real-time PCR.

**P<0.01. C: Immunohistochemical analysis of the expression of CerS3 in the tumor tissues and non-tumor tissues. D: Kaplan-Meier

curve analysis of overall survival rate with low and high CerS3 expression in the HCC patients. E: Differential expression analysis of

CerS3 gene in the tumor tissues and non-tumor tissues in the TCGA database. ***P<0.001. F: Correlation of CerS3 gene expression in

TCGA database with overall survival rate in HCC patients.

表1 CerS3表达水平与肝癌患者不同临床病理特征的关系

Table 1 Relationship between the expression level of CerS3 and different clinicopathological features in liver cancer patients

临床病理特征

性别

男

女

年龄/岁

≤50

>50

CerS3表达/[例(%)]

低表达(n=71)

59(83.1)

12(16.9)

35(49.3)

36(50.7)

高表达(n=88)

75(85.2)

13(14.8)

41(46.6)

47(53.4)

P

0.718

0.741
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表1(续)

临床病理特征

甲胎蛋白水平/(μg·L−1)

≤20

>20

血清白蛋白水平/(g·L−1)

<34

≥34

总胆红素水平/(μmol·L−1)

≤20.5

>20.5

肝硬化

否

是

乙型肝炎病毒感染

否

是

组织学分级

良好

中等

差

静脉浸润

否

是

TNM分期

I~II期

III~IV期

CerS3表达/[例(%)]

低表达(n=71)

29(40.8)

42(59.2)

62(87.3)

9(12.7)

66(93.0)

5(7.0)

25(35.2)

46(64.8)

8(11.3)

63(88.7)

12(16.9)

53(74.6)

6(8.5)

61(85.9)

10(14.1)

45(63.4)

26(36.6)

高表达(n=88)

24(27.3)

64(72.7)

71(80.7)

17(19.3)

77(87.5)

11(12.5)

41(46.6)

47(53.4)

9(10.2)

79(89.8)

3(3.4)

54(61.4)

31(35.2)

57(64.8)

31(35.2)

19(21.6)

69(78.4)

P

0.068

0.255

0.249

0.144

0.817

<0.001

0.004

<0.001

TNM：肿瘤分期系统；CerS3：神经酰胺合成酶3。

表2 Cox回归生存模型的单变量和多变量分析临床病理特征与肝癌患者生存率的关系

Table 2 Univariate and multivariate analysis of the relationship between clinicopathological characteristics and survival in

patients with liver cancer by Cox regression survival model

特征

性别

年龄

甲胎蛋白水平

静脉浸润

肝硬化

乙型肝炎病毒感染

TNM分期

血清白蛋白水平

总胆红素水平

组织学分级

CerS3

单变量分析

HR

1.3

4.7

0.5

4.0

1.8

1.4

3.4

1.4

1.6

3.1

2.4

95% CI

0.4~4.2

0.6~34.8

0.2~1.1

1.8~9.2

0.9~3.7

0.2~10.2

2.3~5.2

0.6~2.9

0.7~3.3

1.4~6.8

1.5~3.9

P

0.715

0.133

0.086

0.001

0.116

0.761

0.002

0.426

0.242

0.005

0.023

多变量分析

HR

1.4

3.3

1.6

1.9

1.7

95% CI

0.8~2.5

1.5~7.6

1.2~2.6

1.2~3.1

1.1~2.7

P

0.281

0.004

0.017

0.011

0.030

TNM：肿瘤分期系统；CerS3：神经酰胺合成酶3。
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图2 CerS3促进肝癌细胞的增殖

Figure 2 CerS3 promotes the proliferation of liver cancer cell lines

A: Expression of CerS3 level in the normal liver cell line (LO2) and the 4 kinds of HCC cell lines (Huh7, Hep3B, MHCC97H and

HCCLM3) by Western blotting. *P<0.05, ***P<0.001 vs the LO2. B: Detection of CerS3 protein expressionin the Hep3B of the

vector control group and the CerS3 vector group. ***P<0.001 vs the vector control group. C: Expressionof CerS3 in the HCCLM3

of the shRNA control group and the CerS3 shRNA group. **P<0.01 vs the shRNA control group. D: Changes in cell viability after

CerS3 overexpression in Hep3B cells by MTT method in the vector control group and the CerS3 vector group. *P<0.05 vs the vector

control group. E: Changes in cell viability after CerS3 knockdown in HCCLM3 cells by MTT method in the shRNA control group

and the CerS3 shRNA group.*P<0.05 vs the shRNA control group. F: Changes of cell proliferation after CerS3 overexpression in

Hep3B cells by EdU method (scale bar=100 μm) in the vector control group and the CerS3 vector group (scale bar=100 μm).*P<

0.05 vs the vector control group. G: Changes of cell proliferation after CerS3 knockdown in HCCLM3 cells by EdU method in the

shRNA control group and the CerS3 shRNA group (scale bar=100 μm). *P<0.05 vs the shRNA control group.
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图3 CerS3促进肝癌细胞的细胞迁移和侵袭

Figure 3 CerS3 promotes migration and invasion of liver cancer cell lines

A: Changes of cell migration and invasion after CerS3 overexpression in Hep3B cells in the vector control group and the CerS3

vector group by Transwell method. *P<0.05 vs the vector control group. B: Changes of cell migration and invasion after CerS3

knockdown in HCCLM3 cells in the shRNA control group and the CerS3 shRNA group by Transwell method. *P<0.05 vs the

shRNA control group. C: Scratch healing after CerS3 overexpression in Hep3B cells in the vector control group and the CerS3

vector group by scratch assay. *P<0.05 vs the vector control group. D: Scratch healing after CerS3 knockdown in HCCLM3 cells in

the shRNA control group and the CerS3 shRNA group by scratch assay. *P<0.05 vs the shRNA control group.
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2.3 CerS3介导的HCC细胞转移需要SMAD6

与 shRNA 对照组相比，CerS3 shRNA 组中多种

相关基因的表达降低(图 4A、4B)。其中，将 SMAD6

鉴定为促进 HCC 转移的致癌基因。与 vector 对照组

相比，CerS3 vector组Hep3B细胞中SMAD6表达显著

增 加 (P<0.001， 图 4C)； 与 shRNA 对 照 组 相 比 ，

CerS3 shRNA 组 HCCLM3 细胞中 SMAD6 表达降低

(P<0.001，图4D)。

2.4 敲低SMAD6消除CerS3在HCC细胞株中的致癌

功能

与 CerS3 vector+siRNA 对 照 组 相 比 ， CerS3

vector+SMAD6 siRNA组细胞活力、EdU阳性细胞数、

迁移和侵袭细胞数与划痕愈合均显著增加 (均 P<

0.05，图5)。

图4 CerS3上调肝癌细胞株中SMAD6表达

Figure 4 CerS3 upregulates SMAD6 expression in liver cancer lines

A: Heat map of mRNA expression abundance in the HCCLM3 cells in the shRNA control group and the CerS3 shRNA group by

RNA sequencing. B: Heat map of the top 20 mRNA expression abundance down-regulated genes in the shRNA control group and

the CerS3 shRNA group. C: SMAD6 expression in Hep3B cells in the vector control group and the CerS3 vector group. ***P<0.001

vs the vector control group. D: SMAD6 expression in HCCLM3 cells in the shRNA control group and the CerS3 shRNA group. ***P<

0.001 vs the shRNA control group.
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图5 SMAD6敲低消除了CerS3在肝癌细胞株中的致癌作用

Figure 5 SMAD6 knockdown abolished the oncogenic role of CerS3 in liver cancer cell lines

A: Expression of CerS3 and SMAD6 in Hep3B cells in the vector control+siRNA control group, the CerS3 vector + siRNA control

group and the CerS3 vector+SMAD6 siRNA group by Western blotting. B: Quantitative analysis of the expression of CerS3 and

SMAD6 in Hep3B cells in the vector control+siRNA control group, the CerS3 vector+siRNA control group and the CerS3 vector +

SMAD6 siRNA group. C−F: Proliferation, migration and invasion of Hep3B cells by MTT method (C), Edu method (D), Transwell (E),

and scrath (F) in the vector control+siRNA control group, the CerS3 vector+siRNA control group and the CerS3 vector + SMAD6

siRNA group. *P<0.05 vs the vector control+siRNA control group; †P<0.05 vs the CerS3 vector+the siRNA control group.
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3 讨 论

HCC在中国是一种高发病率和高病死率的恶性

肿瘤。目前，关于HCC发生、发展和转移的分子机

制仍不清楚。最近的研究[13]表明基因表达和信号通路

的异常改变是HCC进展的关键。因此，阐明HCC的

分子机制对于发现新的生物标志物和治疗策略具有

重要意义。CerS的主要功能是合成神经酰胺，神经

酰胺是真核细胞膜的重要组成部分[7]。神经酰胺合成

酶在癌症的发病机制中起着重要作用。例如，CerS1

和 CerS2 在乳腺癌中的过度表达可促进肿瘤细胞增

殖，并与不良预后相关[14]。人肝癌组织中 CerS4

mRNA和蛋白质水平上调，CerS4促进体外和体内肝

癌细胞的增殖[15]。CerS5已被确定为结直肠癌的肿瘤

标志物和预后指标[16]。研究[9-10]还发现：CerS3 在乳

腺癌、非小细胞肺癌、胃癌和头颈癌中高度表达。

本研究对 CerS3 在 HCC 中的表达和功能进行表征和

研究，结果发现CerS3在肝癌组织和细胞系中过度表

达。CerS3水平升高与HCC患者的不良临床特征及预

后相关；本研究体外实验表明CerS3促进肝癌细胞的

增殖、迁移和侵袭。这些结果提示 CerS3 在 HCC 中

具有致癌作用。

转移是各种肿瘤的重要特征，包括 HCC[17]。研

究[18]进一步使用RNA测序，确定了CerS3对HCC转

移的影响可能取决于SMAD6。SMAD6是特异性蛋白

家族的成员，参与重要的生物过程，如细胞生长、

凋亡和癌变。有证据[19]表明 SMAD6调控的基因表达

在各种肿瘤的转移中起关键作用[19]。高SMAD6蛋白

质水平被认为是多种癌症患者的不良预后因素[20]。研

究[11]发现，SMAD6的上调与HCC的直接肝浸润、静

脉浸润和晚期TNM分期显著相关。SMAD6高表达的

肝癌患者预后明显较差[21]。此外，来自体外和体内的

研究[21]显示SMAD6的缺失抑制了肝癌的转移。因此，

阐明SMAD6的表达调控机制将有助于了解HCC的转

移过程。本研究结果表明：敲除 CerS3 可降低

SMAD6的表达，抑制肝癌细胞的增殖、侵袭和迁移。

此外，CerS3对细胞增殖、迁移和侵袭的促进作用可

被 SMAD6敲低消除。因此，这些数据证实CerS3正

调控 SMAD6的表达，从而促进HCC的侵袭和转移，

表明它是HCC中一个新的SMAD6调节因子。

总之，本研究确定了在肝癌中 CerS3 的表达上

调。临床上，CerS3的过度表达与不良临床特征和不

良预后密切相关。在功能上，CerS3通过促进肝癌细

胞的增殖、迁移和侵袭，发挥癌基因的作用。本研

究还阐明了CerS3增强 SMAD6介导的HCC细胞生长

和转移，促进了疾病的发展。因此，CerS3是肝癌潜

在的生物标志物和治疗靶点。
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