
原发性肝癌是全球第6大常见恶性肿瘤，占肿瘤相

关死亡原因的第 3 位，其中 75% ~85%为肝细胞癌

（HCC）［1, 2］。由于症状不明显，绝大多数HCC患者初诊

时即为中晚期，仅30%~40%的患者符合根治性切除条

件［3］，且术后5年复发率高达70%［4］。针对中晚期HCC

及术后复发患者，一些新的系统性治疗药物也逐步被应

用，包括激酶抑制剂（索拉菲尼、仑伐替尼、瑞格菲尼）、

血管生成抑制剂（贝伐珠单抗、雷莫芦单抗）以及免疫检

查点抑制剂（帕博利珠单抗、阿替利珠单抗、纳武利尤单

抗）［5］，但总体客观有效率仅有15%~20%，患者预后并没

有显著提高［6］。由于HCC的高发病率、高复发率、高死

亡率和目前治疗方案的局限性，它已成为人类面临的重

大公共卫生问题之一［7］。 因此，深入研究HCC发生发

展的分子机制从而开拓更加有效的治疗策略至关重要。

C型凝集素结构域家族5成员A（CLEC5A）是一类

II型跨膜蛋白，主要表达于巨噬细胞、单核细胞、中性粒

细胞和树突状细胞等髓系细胞［8］。CLEC5A属于模式

识别受体的一员，它通过衔接蛋白DNAX活化蛋白12

（DAP12）活化脾脏酪氨酸激酶（SYK），后者进一步激活

下游的相关信号通路，诱导宿主大量释放白介素-6（IL-6）、

肿瘤坏死因子（TNF）、白介素-8（IL-8）等细胞因子及炎

症因子［9］。因此，CLEC5A广泛参与调控人体各类炎症

和感染性疾病，是人体免疫反应的重要参与者。研究表
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摘要：目的 研究C型凝集素结构域家族 5成员A（CLEC5A）对肝细胞癌（HCC）增殖、迁移和侵袭能力以及上皮-间质转化

（EMT）特性的影响，探索CLEC5A在HCC发生发展过程中的作用及机制。方法 采用免疫组化实验检测CLEC5A在50例HCC

组织和癌旁组织中的表达特点，并分析其与HCC肝癌临床病理参数的相关性；通过慢病毒转染构建CLEC5A过表达HCC细

胞，分别采用细胞增殖实验（CCK-8法、EdU法）、细胞迁移和侵袭实验（Transwell法）和Western blot实验检测CLEC5A对HCC

细胞增殖、迁移及侵袭能力以及EMT标志物表达水平的影响。结果 CLEC5A蛋白在HCC癌组织中的表达低于癌旁组织，其

表达水平与患者的肿瘤大小（P=0.008）、肿瘤数量（P=0.010）、肿瘤分化程度（P=0.016）、BCLC分期（P=0.040）和微血管侵犯（P=

0.024）等相关；过表达CLEC5A能够抑制HCC细胞的增殖、迁移及侵袭能力，并逆转HCC细胞的EMT特性。结论 CLEC5A是

HCC潜在的抑癌基因，有望成为该疾病新的治疗靶点。
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Abstract: Objective To evaluate the effects of CLEC5A expression level on cell proliferation, migration and invasion and
epithelial-mesenchymal transition (EMT) in hepatocellular carcinoma (HCC) and explore the role of CLEC5A in the
tumorigenesis and progression of HCC. Methods The expression level of CLEC5A was detected in 50 pairs of HCC and
adjacent tissues using immunohistochemical staining, and its association with clinicopathological parameters of HCC patients
was analyzed. Cultured HCC cell line SK-HEP-1 was transfected with a lentiviral vector overexpressing CLEC5A, and the
transfection efficiency was verified using real-time fluorescence quantitative PCR and Western blotting. The changes in
proliferation, migration and invasion abilities of the transfected cells were analyzed using CCK-8, 5-ethynyl-29-deoxyuridine
(EdU) and Transwell assays, and EMT of the cells was determined using Western blotting. Results The protein expression level
of CLEC5A was significantly lower in HCC tissues than in the adjacent tissues (P<0.001). The expression level of CLEC5A was
significantly correlated with tumor size (P=0.008), tumor number (P=0.010), histological differentiation (P=0.016),
microvascular invasion (P=0.024) and BCLC stage (P=0.040). In SK-HEP-1 cells, overexpression of CLEC5A obviously inhibited
the cell proliferation, migration and invasion and reversed EMT phenotype of the cells. Conclusion CLEC5A is a potential
HCC suppressor gene and may serve as a promising therapeutic target for HCC.
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明，CLEC5A的异常表达参与多种恶性肿瘤的发生发

展，过表达CLEC5A能够抑制骨肉瘤细胞的迁移、侵袭，

并通过JNK信号通路调控该细胞的肺转移过程［10］；本课

题组既往研究也表明，CLEC5A过表达抑制胆管癌细胞

的增殖及转移能力，是该疾病潜在的抑癌基因［11］；某些

研究认为CLEC5A在某些肿瘤中可能充当促癌基因，

CLEC5A高表达于恶性胶质瘤组织，其高表达促进胶质

瘤细胞的增殖及转移能力［12］；也有研究显示CLEC5A高

表达于胃癌组织并提示患者不良预后，敲低CLEC5A

抑制胃癌细胞增殖，并诱导细胞发生凋亡［13］。以上表明

CLEC5A在恶性肿瘤发生发展过程中发挥关键作用。

但CLEC5A与HCC之间的关联研究很少，仅有报道显

示，尼扎替丁靶向抑制CLEC5A高表达的肝脏巨噬细

胞，进而发挥抗炎及抗纤维化作用［14］。该研究仅提示尼

扎替丁具有潜在的抗肿瘤作用，未能系统阐明CLEC5A

如何参与HCC发生发展及其可能的分子机制。鉴于

此，本研究首先检测CLEC5A在HCC组织中的表达特

点并分析其表达水平与患者临床病理参数的关系，然后

探究 CLEC5A 对 HCC 细胞的生物学功能，针对

CLEC5A的潜在分子机制进行评价，从而为HCC的诊

治提供新的潜在靶点。

1 材料和方法

1.1 组织样本

HCC癌组织和癌旁组织均来源于我院病理科，回

顾性选取2020年1月~2021年12月在南方医科大学顺

德医院（佛山市顺德第一人民医院）肝胆胰脾外科行根

治性肝癌切除术并满足以下纳入标准的HCC患者50

例。纳入标准为：术前未接受抗肿瘤治疗，如介入治疗、

化学治疗、放射治疗、靶向治疗及免疫治疗等；血清学检

查提示乙肝表面抗原（+），但无丙肝感染；术后病理学检

查证实为HCC；切缘无肿瘤组织残留；临床病理参数资

料完整；排除标准：合并其他部位恶性肿瘤；非根治性切

除；合并自身免疫系统疾病、精神类疾病、妊娠、哺乳等

可能影响本研究检测结果。本研究获得南方医科大学

顺德医院（佛山市顺德第一人民医院）伦理委员会的批

准（20201219），所有参与实验的患者或其家属知晓本研

究并签署知情同意书。

1.2 实验试剂

DMEM高糖细胞培养基、0.25%胰蛋白酶、胎牛血

清（Gibco）；CCK-8试剂盒、EdU细胞增殖检测试剂盒

（上海碧云天公司）；Trizol试剂（Invitrogen）；逆转录及

qRT-PCR 试剂盒（Takara）；CLEC5A 过表达慢病毒、

CLEC5A 引物序列、GAPDH 引物序列（上海吉凯公

司）；CLEC5A一抗抗体（Abcam）；E-Cadherin、N-Cad-

herin、Vimentin、Snail、Slug、GAPDH一抗抗体（CST）；

二抗（Proteintech）。

1.3 方法

1.3.1 免疫组化染色实验 HCC组织和癌旁组织石蜡标

本制成4 μm厚度的切片，切片经常规烤片、二甲苯脱

蜡、梯度酒精水水化处理，微波炉抗原修复10 min，加入

3% H2O2孵育15 min，阻断内源性过氧化氢酶，接着加入

CLEC5A抗体（1∶100）置于4℃环境孵育过夜，次日PBS

充分洗涤切片，加入相应种属的二抗常温孵育30 min，

二氨基苯联胺（DAB）镜下显色，苏木素复染细胞核，氨

水返蓝后常规封片。根据改良后的免疫组化结果评分

方法对结果进行评分：按着色强度分别将无着色、轻度

着色、中度着色及深度着色记为0分、1分、2分和3分；按

阳性细胞占总细胞数的比例，分别将0%、1%~10%、11%

~50%及≥51%记为0分、1分、2分和3分；用着色强度和

阳性细胞分布比例得分的乘积代表组织CLEC5A蛋白

的表达水平，总分为0~9分，定义0~1分为阴性表达，2~

9分为阳性表达。

1.3.2 细胞培养和慢病毒细胞感染 SK-HEP-1细胞购

自中国科学院细胞库，使用含10%胎牛血清的DMEM

高糖培养基，置于含5% CO2，37℃饱和湿度环境中进行

培养。取对数生长期的HCC细胞接种于6孔板，当融合

度达15%~30%后，按MOI=50加入慢病毒溶液，24 h后

更换新鲜培养基，转染后72 h收集细胞进行后续实验检

测。实验分组为对照组（NC）和过表达组（OE）。

1.3.3 荧光定量PCR实验使用Trizol试剂提取细胞总

RNA，测定RNA浓度后按照逆转录试剂盒说明书将总

RNA逆转录成cDNA，再以cDNA为模板进行目的基因

的荧光定量 PCR反应。目的基因的引物序列如下：

CLEC5A上游：5'-CCCAACGGCTTCATTACCAC-3'，

下游5'-TGTTGATCCAACGCCACCTT-3'；GAPDH上

游：5'-TGACTTCAACAGCGACACCCA-3'，下游：5'-

CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3'。

1.3.4 CCK-8法细胞增殖实验 转染后的HCC细胞按

1×103/孔接种于 96孔板，分别在接种后 0、24、48、72、

96 h加入10 μL CCK-8试剂，37℃孵育2 h，酶标仪设置

450 nm波长测定吸光度，绘制生长曲线。

1.3.5 EdU法细胞增殖实验 转染后的HCC细胞按1×

105/孔接种于96孔板，常规培养24 h后加入含 10 μmol/L

EdU染液的DMEM高糖培养基，继续孵育2 h；EdU标

记细胞完成后，去除培养液，并加入1 mL 4%多聚甲醛

室温固定30 min；PBS 洗涤3次后，加入0.5% Triton X-

100摇床孵育10 min，再用PBS洗涤细胞；加入DAPI染

液，室温避光孵育10 min后，用PBS清洗，甘油封片。采

用倒置荧光显微镜观察细胞染色情况，随机选择5个视

野计算EdU阳性细胞率。

1.3.6 细胞迁移、侵袭实验 细胞迁移实验：以无血清

的DMEM高糖培养基重悬转染后的HCC细胞，按照
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1×104/孔接种于Transwell上室，下室加入含10%胎牛血

清的DMEM高糖培养基，正常培养条件下培养24 h后，

取出小室并用棉球轻吸去小室中旧培养基，4%多聚甲醛

固定细胞15 min，结晶紫染色10 min，PBS清洗后晾干。

显微镜下随机选择5个视野进行细胞计数并拍照记录。

细胞侵袭实验：提前使用Matrigel 包被Transwell

小室，其余实验步骤同细胞迁移实验。

1.3.7 Western blot 实验 提取转染后的HCC细胞总蛋

白，采用BCA法进行蛋白定量，取30 μg样品进行SDS-

PAGE电泳，电泳后电转到PVDF膜，5%脱脂奶粉室温

封闭1 h，将膜分别置于CLEC5A（1∶1000）、E-Cadherin

（1∶1000）、N- Cadherin（1∶1000）、Vimentin（1∶1000）、

Snail（1∶1000）、Slug（1∶1000）、GAPDH（1∶1000）等一抗

4℃孵育过夜，次日PBST洗膜后选择相应种属的二抗

室温孵育1 h，PBST洗膜后采用ECL化学发光法显色并

采集图像，计算目的蛋白的相对表达量。

1.4 统计学分析

数据采用GraphPad Prism 8.0软件进行统计学分

析。HCC组织和癌旁组织CLEC5A表达阳性率比较、

CLEC5A表达与HCC患者临床病理参数关系分析采用

卡方检验。计量资料以均数±标准差表示，两组间数据

比较采用t检验，多组间数据比较采用单因素方差分析，

组间数据比较采用LSD-t检验。当P<0.05认为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 CLEC5A在HCC组织及癌旁组织中的表达情况

免疫组化结果显示，CLEC5A蛋白阳性信号定位

于细胞质内，HCC 组织中 CLEC5A 蛋白的阳性率

（26%，13/50）明显低于癌旁组织（64%，32/50），进一步

比较两者的免疫组化评分发现，HCC组织中CLEC5A

蛋白的平均评分值（1.08）显著低于平均癌旁组织

（2.98），两者差异具有统计学意义（P<0.001，图1）；统计

分析HCC组织中CLEC5A的表达水平与临床病理参数

之间的关系：CLEC5A蛋白在HCC组织中的表达水平

与患者的肿瘤大小（P=0.008）、肿瘤数量（P=0.010）、肿

瘤分化程度（P=0.016）、BCLC分期（P=0.040）和微血管

侵犯（P=0.024）相关（表1）。
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图 1 免疫组化检测CLEC5A蛋白在HCC组和癌旁组织中的表达
Fig.1 Immunohistochemical staining for CLEC5A protein in HCC tissues and adjacent tissues (Original magnification: ×200). A:
Negative expression of CLEC5A protein in HCC tissues. B: Positive expression of CLEC5A protein in adjacent tissues. C:
Comparison of immunohistochemical staining score between HCC and adjacent tissues (***P<0.001).

A B

2.2 CLEC5A过表达慢病毒转染HCC细胞

采用 CLEC5A 过表达慢病毒感染 SK-HEP-1 细

胞。荧光定量PCR及Western blot实验结果均显示，

CLEC5A 过表达慢病毒显著提高 SK-HEP-1 细胞中

CLEC5A的表达水平（P<0.05，图 2）。

2.3 CLEC5A过表达抑制HCC细胞增殖、迁移及侵袭

采用CCK-8法检测CLEC5A过表达后HCC细胞

增殖能力的变化，结果显示，过表达组SK-HEP-1细胞

的增殖活力在CCK-8试剂处理48 h后明显受到抑制

（P<0.001，图 3）。采用EdU法检测CLEC5A过表达后

HCC细胞增殖能力的变化，结果显示，过表达组SK-

HEP-1细胞EdU阳性率明显低于对照组（P<0.001）。采

用Transwell实验分别检测CLEC5A过表达后HCC细

胞迁移和侵袭能力的变化，其中细胞迁移实验结果显

示，过表达组SK-HEP-1细胞迁移数量为84±4个，明显

少于对照组细胞247±4个；细胞侵袭实验结果显示，过

表达组SK-HEP-1细胞侵袭数量为94±3个，明显少于对

照组细胞（图 5）。

2.4 CLEC5A 过表达逆转 HCC 细胞上皮-间质转化

（EMT）特性

采用Western blot实验检测HCC细胞中EMT相关

蛋白E-Cadherin、N-Cadherin、Vimentin、Snail及Slug蛋

白的表达，结果显示，过表达CLEC5A明显上调SK-

HEP-1细胞内E-Cadherin蛋白的表达，并显著下调N-

Cadherin、Vimentin 、Snail及Slug蛋白的表达（图 6）。
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3 讨论

本研究首次证实CLEC5A在HCC组织中显著低

表达，其表达水平与肿瘤大小、肿瘤数量、肿瘤分化程

度、BCLC分期和微血管侵犯等密切相关。其中，微血

管侵犯是一种恶性肿瘤特有的病理学表现，是指肿瘤细

胞进入血管腔内形成能被显微镜捕捉到的细胞团的现

象，它是HCC患者术后复发风险的重要预测指标［15-17］。

微血管侵犯的发生涉及肿瘤细胞微环境以及患者体内

表1 CLEC5A表达与HCC患者临床病理参数的关系
Tab.1 Correlation between CLEC5A expression and clinicopathological parameters of HCC patients

Clinicopathological parameter

Gender

Male

Female

Age (year)

<60

≥60

AFP level (ng/L)

<200

≥200

Tumor differentiation

Well

Moderate

Poor

Tumor size (cm)

<5

≥5

Tumor number

Single

Multiple

Micro-vascular invasion

Negative

Positive

BCLC stage

A

B

C

CLEC5A expression

Negative

21

16

25

12

11

26

7

17

13

8

29

16

21

15

22

11

16

10

Positive

9

4

10

3

5

8

8

3

2

8

5

11

2

10

3

9

3

1
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图 2 SK-HEP-1细胞转染慢病毒后CLEC5A mRNA（A）和蛋白（B）的表达水平
Fig.2 Expression levels of CLEC5A mRNA (A) and protein (B) in SK-HEP-1 cells
transfected with the lentiviral vector overexpressing CLEC5A. ***P<0.001.
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免疫功能状态及内分泌代谢等因素，是一个多方面、多

步骤的病理过程［18-21］。某些针对HCC细胞本身的促癌/

抑癌基因被认为是影响微血管侵犯发生的重要因素，如

lncRNA-AC104958.2过表达后能够促进肿瘤生长，诱

导HCC细胞发生微血管侵犯［22］。CLEC5A低表达与微

血管侵犯存在有关，提示CLEC5A非常有可能是调控

HCC进展的关键基因，其低表达提示HCC患者存在较

高的疾病发展风险。

文献报道CLEC5A在急性髓细胞性白血病患者中

呈低表达，而且其表达水平受转录因子PU.1正向调

控［23］。已有研究显示，过表达PU.1可以抑制HCC细胞

图 3 过表达CLEC5A后SK-HEP-1细胞增殖活
力的变化
Fig.3 Viability of SK- HEP- 1 cells with CLEC5A
overexpression. ***P<0.001.
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图 4 过表达CLEC5A后SK-HEP-1细胞
EdU阳性数量的变化
Fig.4 Percentage of EdU-positive SK-HEP-1
cells with CLEC5A overexpression (EdU or
DAPI staining, ×100). ***P<0.001.

图 5 过表达CLEC5A后SK-HEP-1细胞迁移和侵袭能力的变化
Fig.5 Cell migration and invasion of SK-HEP-1 cells with CLEC5A overexpression (Crystal violet staining, ×100). ***P<0.001.
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增殖及侵袭等生物学行为［24, 25］。因此，CLEC5A是否类

似的抗肿瘤作用，值得我们深入研究。为全面了解

CLEC5A对HCC细胞生长增殖特性的影响，我们分别

选用了CCK-8增殖实验和EdU染色实验。CCK-8法所

描绘的增殖曲线能够反映观察时间区间内细胞增殖的

速率，而EdU染色法检测的是特定时间点处于增殖期细

胞的数量，我们这两部分实验结果均有力地证明了过表

达CLEC5A抑制HCC细胞的增殖能力，可被认为是潜

在的抑癌基因。

异常的细胞迁移和侵袭是肿瘤细胞的另一基本特

征，增强的细胞迁移和侵袭能力会导致肿瘤发生转移，

是肿瘤进展的重要过程［26］。我们采用Transwell实验检

测CLEC5A对HCC细胞迁移及侵袭特性的影响。结果

显示，过表达CLEC5A可以同时抑制HCC细胞的迁移

及侵袭能力。EMT是指上皮细胞通过特定程序失去其

上皮表型而转变为具有较强迁移和侵袭能力的间质表

型细胞的生物学过程，被认为是HCC发生转移复发的

关键步骤［27, 28］。我们进一步研究 CLEC5A对HCC细胞

EMT的影响，结果显示过表达CLEC5A增加了上皮表

型蛋白 E-Cadherin 的表达，而减少了间质表型蛋白 Vi-

mentin 和 N-Cadherin 的表达，EMT表型的转换受到某

些转录因子调控［29, 30］，其中就包括Snail家族蛋白。我们

的研究结果显示，过表达CLEC5A同时能够减少Snail

和Slug蛋白的表达，说明CLEC5A是通过调控Snail、

Slug蛋白进而影响HCC细胞EMT进程。众多研究表

明微血管侵犯是HCC发生肝外转移的主要途径，其与

肿瘤的EMT进程也具有密切的关系［31, 32］。CLEC5A的

表达水平与患者是否具有微血管侵犯显著相关，进一步

佐证了CLEC5A对HCC的EMT进程起着关键作用，但

具体的调控机制仍待进一步实验探索。

综上所述，HCC组织中CLEC5A表达下调与肿瘤

的恶性进展相关，CLEC5A可作为一个抑癌基因参与调

控HCC增殖、迁移以及侵袭能力的变化，可能参与调控

HCC的EMT进程，但其在HCC中的调控机制仍需深入

研究。探究CLEC5A在HCC中的作用及分子机制，可

为HCC的靶向治疗提供新的思路。
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