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Abstract 

Objective: to detect the level of MFG-E8 in serum of patients with liver cancer and its role in liver 
cancer. Methods: ELISA was used to detect the level of MFG-E8 in serum. Molecular cloning was 
used to construct MFG-E8 eukaryotic expression vector. MTT assay and Migration assay were used 
to detect the proliferation and metastasis of HCC. Results: the level of MFG-E8 in patients’ serum 
with liver cancer was significantly increased, which has a good value in the diagnosis of liver can-
cer, and is positively correlated with the level of AFP. Overexpression of MFG-E8 can promote the 
metastasis of liver cancer. Conclusion: the level of serum MFG-E8 in patients with liver cancer is 
high, and it can promote the metastasis of liver cancer. 
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摘  要 

目的：检测肝癌病人血清中MFG-E8水平及探讨其在肝癌中作用。方法：ELISA法检测血清中MFG-E8水
平；分子克隆构建MFG-E8真核表达载体；MTT法和Migration assay法分别检测肝癌增殖和转移作用。

结果：肝癌病人血清中MFG-E8水平明显升高，对肝癌诊断具有很好的价值，且和AFP水平呈正相关；过

表达MFG-E8促进肝癌转移。结论：肝癌病人血清MFG-E8水平升高，其促进肝癌转移，对肝癌诊断具有

很好价值。 
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1. 引言 

肝癌是最常见的恶性肿瘤，其致死率在肿瘤中排第三[1] [2]。在过去的几十年中，肝癌诊断主要依靠

影像学技术和血清标志物[3]。然而，大多数患者在诊断时已经处于肝癌晚期，其生存期一般小于 1 年[4] 
[5]。依靠血液或血清样本检测肝癌相关生物标志物对肝癌的诊断具有重要意义。血清甲胎蛋白 AFP 水平

在肝癌检测中得到了广泛的应用[6]。但是，AFP诊断肝癌的灵敏性和特异性只有60% 和80%左右[7] [8]。
因此，寻找其它更有效的血清标志物尤为重要。 

乳脂肪球表皮生长因子 8 (Milk fat globule–EGF factor 8，MFG-E8)是一种多功能糖蛋白，最早发现于

小鼠乳房上皮细胞中，在清除凋亡细胞中起着重要作用[9]。MFG-E8 存在于心脏、大脑、肾脏、脾脏、

肺脏等中[10]，具有调控受精卵结合[11]、血管新生[12]、凋亡细胞清除等[13]作用。最近还发现其具有免

疫调控和促进炎症反应作用[14] [15]。MFG-E8 可分泌到血液中，在细胞培养液中也可检测到[16]。研究

表明 MFG-E8 科促进肿瘤的上皮间质化(EMT)和肿瘤的药物抵抗[17] [18]。最近研究发现阻断 MFG-E8
可抑制乳腺癌增殖和转移[19]。但是，MFG-E8 在肝癌病人血清中水平及其在肝癌中作用尚未清楚。 

在这篇论文中，我们首先用 ELISA 方法检测肝癌病人血清中 MFG-E8 水平，同时进行 ROC 曲线分

析研究其在肝癌诊断中价值。此外，我们也构建 MFG-E8 质粒，并进一步在肝癌细胞株 HepG2 中研究其

对肝癌增殖和转移作用。 

2. 材料与方法 

标本收集 
健康人血清来自广州医科大学附属第三医院体检中心。肝癌病人血清来自暨南大学附属华侨医院检

验科。所有病人资料和标本收集都严格按照广州医科大学和暨南大学伦理委员会相关规定。伦理批准时

间为 2016 年 5 月。 
试剂和耗材 
MFG-E8 ELISA检测试剂盒购自上海星科生物科技公司。AFPELISA检测试剂盒购自安图生物公司。
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DNA maker 购自 Bio-Rad 公司。引物由 Invitrogen 公司合成。MFG-E8 一抗购自 CST 公司。MTT 购自北

京鼎国公司。Transwell 小室购自 BD 公司。 
MFG-E8 过表达质粒构建 
在 Pubmed 上面调出 MFG-E8 基因 CDS 序列，根据 MFG-E8 基因 CDS 序列设计克隆引物(引物

1F:5'-CCCAAGCTTATGCCGCGCCCCC-3' ；引物 1R:5'-CCGGAATTCCTAACAGCCCAGC-3' ；引物

2F:5'-CCCAAGCTTATGCCGCGCCCCCGCCTGCTGGCC-3'；引物 2R： 
5'-CCGGAATTCCTAACAGCCCAGCAGCTCCAGGCG-3')，以 HepG2 细胞 cDNA 为模板，进行 PCR 钓

取 MFG-E8 基因，酶切、连接到 pcDNA3.1+载体上，经公司测序确定 MFG-E8 过表达质粒构建成功。 
MTT 法检测肝癌细胞增殖能力 
MTT 法，即噻唑兰颜色反应法，是反映细胞增殖活力的测定方法[19]。活细胞里面线粒体琥珀酸脱

氢酶能使 MTT 还原为不溶于水的蓝紫色晶体——甲缵，并沉淀在细胞里面，而死细胞则并不能使细胞里

面的甲缵沉淀。取对数生长期肝癌细胞，接种到 48 孔细胞培养板中，每孔加入 500 ml 细胞悬液，置于

37℃、5% CO2 cell incubator 中培养；细胞贴壁后其融合度达到 80%左右，瞬时转染 MFG-E8 过表达质粒，

不同时间点(24 h, 48 h, 72 h)加入 200 µl 的 MTT 工作液(浓度为 5 mg/ml)，继续培养 4 小时；去掉上清后

每孔加入 2 ml dimethyl sulfoxide(二甲基亚砜，DMSO)，用摇床震荡摇匀，以使蓝色结晶颗粒甲缵完全溶

解，用酶标仪测定 OD570 的光密度值。实验中每个实验组设置 3 个重复的培养孔，重复进行 3 次。 
Migration assay 检测肝癌转移能力 
Migration assay 是用 Boyden transwell 小室来进行实验的。将细胞消化后种植到 6 孔板中，等细胞融

合度到达 80%至 90%时，瞬时转入 MFG-E8 质粒，在不同时间点消化细胞；将消化的细胞置于 15 ml 离
心管中，用无血清的培养液配制成一定浓度细胞悬液。于 24孔板中先加入 500 μl含有 10%血清的培养液，

把 transwell 小室放到 24 孔板中，使 transwell 小室底端刚好接触到下面的培养液。以每孔加入 1 × 105 个

细胞加入 transwell 小室的上室。在不同时间点取出 transwell 小室，用 4%的多聚甲醛固定 15 min。然后

进行结晶紫染色 30 min，用清水轻轻洗去多余结晶紫染液，用棉签小心擦去 transwell 小室里面的细胞，

然后室温晾干，使用显微镜观察 transwell 小室外面细胞和拍照。统计迁移过去的细胞数目。 
统计学分析 
采用 SPSS17.0 软件进行统计学处理。计量资料以均数±标准差表示。血清中 MFG-E8 水平和 AFP 水

平采用 t 检验。ROC 曲线分析用来判断血清 MFG-E8 对肝癌诊断价值。P < 0.05 表示具有统计学意义。 

3. 实验结果 

肝癌病人血清 MFG-E8 水平升高且具有诊断价值 
为了检测 MFG-E8 在肝癌病人血清中水平，我们收集了 30 例健康人和肝癌病人的血清，用 ELISA

试剂盒检测血清中 MFG-E8 水平。结果显示，与对照组相比，肝癌病人血清中 MFG-E8 水平明显高于健

康人(图 1(a))。此外，为了验证血清 MFG-E8 对肝癌病人的诊断价值，我们也进行了 ROC 曲线分析。结

果显示，AUC 面积为 0.987，表明血清 MFG-E8 对肝癌的诊断具有很好的价值(图 1(b))。同时 ROC 曲线

分析表明血清 MFG-E8 对肝癌诊断敏感性和特异性分别为 93.3%和 90%；其诊断的 cutoff 值为 11.95，95%
置信区间为 0.967~1.006 (图 1(c))。 

肝癌病人血清 MFG-E8 水平和 AFP 水平呈正相关 
甲胎蛋白 AFP 是肝癌诊断重要指标之一。为了进一步研究血清 MFG-E8 对肝癌诊断的价值，我们用

肝癌病人血清 MFG-E8 水平和 AFP 水平进行相关性分析。我们首先检测 30 例肝癌病人血清 MFG-E8 水

平和 AFP 水平(图 2(a))，然后进行相关性分析。结果显示肝癌病人血清 MFG-E8 水平和 AFP 水平呈 
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(a)                                    (b) 

 
(c) 

Figure 1. The level of MFG-E8 in HCC patients’ serum and ROC curve analysis. (a) ELISA detection of serum MFG-E8 
levels in patients with hepatocellular carcinoma (n = 30). *** < 0.0001; (b) ROC curve analysis of the value of MFG-E8 in 
the diagnosis of liver cancer; (c) ROC curve analysis of the value of MFG-E8 diagnosis of liver cancer related indicators 
图 1. MFG-E8 在肝癌病人血清中水平及其 ROC 曲线分析。(a) ELISA 法检测肝癌病人血清中 MFG-E8 水平(n = 30)。
*** < 0.0001；(b) ROC 曲线分析 MFG-E8 对肝癌诊断的价值；(c) ROC 曲线分析 MFG-E8 对肝癌诊断的价值相关指标 
 

 
(a) 

 
(b) 

Figure 2. The correlation of MFG-E8 and AFP in HCC patients’ serum. (a) Serum MFG-E8 and AFP levels in patients with 
hepatocellular carcinoma. Detection of serum MFG-E8 and AFP levels in patients with hepatocellular carcinoma (HCC) by 
ELISA method; (b) correlation analysis of serum MFG-E8 and AFP levels in patients with hepatocellular carcinoma 
图 2. 肝癌病人血清 MFG-E8 水平和 AFP 水平呈正相关。(a)肝癌病人血清 MFG-E8 水平和 AFP 水平。ELISA 法检测

肝癌病人血清 MFG-E8 水平和 AFP 水平；(b)肝癌病人血清 MFG-E8 水平和 AFP 水平相关性分析 
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正相关(图 2(b))，具有明显的统计学意义，表明血清 MFG-E8 水平可以联合 AFP 水平来诊断肝癌，可能

成为肝癌诊断指标之一。 
MFG-E8 真核质粒构建及其在肝癌细胞株 HepG2 中表达 
上面结果提示了血清中 MFG-E8 在肝癌中诊断意义。为了进一步研究 MFG-E8 在肝癌中作用，我们

首先构建 MFG-E8 真核质粒。首先，我们设计特异性引物，进行 PCR 试验，在肝癌细胞株 HepG2 中钓

取 MFG-E8 基因。结果显示，在不同的退火温度，引物 2 都可以有效地钓取 MFG-E8 基因，而引物 1 钓

取其它基因片段(图 3(a))。因此，我们选用引物 2 进行 PCR 钓取的 MFG-E8 基因进行酶切、连接到

pcDNA3.1+载体上，最后送公司测序。为了研究 MFG-E8 在肝癌中作用，我们用构建成功的 MFG-E8 质

粒转染肝癌细胞株 HepG2，验证其表达水平。Real-time PCR 和 Western blot 结果显示 MFG-E8 在肝癌细

胞株 HepG2 成功表达(图 3(b)和图 3(c))，为下一步功能研究提供了基础。 
MFG-E8 对肝癌细胞株 HepG2 生长作用 
肿瘤异常增殖是肿瘤恶性特征之一。为了研究 MFG-E8 在肝癌中作用，我们首先检测 MFG-E8 对肝

癌增殖作用。转染 MFG-E8 后在不同时间点(24h、48h、72h)进行 MTT 实验。结果显示，MFG-E8 对肝

癌生长并没有影响(图 4(a))。为了进一步确认 MFG-E8 对肝癌增殖作用，我们也进行了平板克隆形成实

验。与 MTT 实验结果一致，平板克隆形成实验结果也表明 MFG-E8 对肝癌生长作用没有影响(图 4(b))。 
 

 
(a) 

 
(b)                                    (c) 

Figure 3. The construction of MFG-E8 eukaryotic expression vector and expression in HepG2. (a) MFG-E8 target segment 
fishing. Two pairs of primers and different annealing temperatures were used to obtain the target gene; (b) Real-time PCR 
was used to detect the transcription level of MFG-E8 in hepatocellular carcinoma cell line HepG2. *** < 0.0001; (c) Western 
blot detection of MFG-E8 protein in hepatocellular carcinoma cell line HepG2 
图 3. MFG-E8 真核质粒构建及其在肝癌细胞株 HepG2 中表达。(a) MFG-E8 目的片段钓取。用两对引物和不同退火

温度来钓取目的基因；(b) Real-time PCR 检测肝癌细胞株 HepG2 中 MFG-E8 转录水平。*** < 0.0001；(c) Western blot
检测肝癌细胞株 HepG2 中 MFG-E8 蛋白水平 

MFG-E8 促进肝癌细胞株 HepG2 转移作用 
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肿瘤转移也是肿瘤恶性特征之一。接下来我们研究 MFG-E8 对肝癌细胞株 HepG2 转移作用。划痕实

验表明 MFG-E8 促进肝癌细胞株 HepG2 转移(图 5(a))。为了进一步确认 MFG-E8 对肝癌细胞株 HepG2
转移作用，我们也进行了 Migration assay。结果同样表明 MFG-E8 促进肝癌细胞株 HepG2 转移(图 5(b))。 
 

 
(a) 

Vector                MFG-E8 

 
(b) 

Figure 4. The role of MFG-E8 on growth of HepG2 cells. (a) MTT assay was used to detect the effect of MFG-E8 on the 
growth of hepatocellular carcinoma cell line HepG2; (b) and the effect of MFG-E8 on the growth of hepatoma cell line 
HepG2 
图 4. MFG-E8 对肝癌细胞株 HepG2 生长作用。(a) MTT 法检测 MFG-E8 对肝癌细胞株 HepG2 生长作用；(b)平板克

隆形成实验检测 MFG-E8 对肝癌细胞株 HepG2 生长作用 
 

 
(a) 

Vector                MFG-E8 

 
(b) 

Figure 5. The role of MFG-E8 on HepG2 cells metastasis. (a) The effect of MFG-E8 on the metastasis of hepatocellular car-
cinoma cell line HepG2 was detected by scratch test; (b) and Migration (assay) MFG-E8 was used to detect the metastasis of 
hepatocellular carcinoma cell line HepG2 
图 5. MFG-E8 促进肝癌细胞株 HepG2 转移作用。(a)划痕实验检测 MFG-E8 对肝癌细胞株 HepG2 转移作用；(b) 
Migration assay 检测 MFG-E8 对肝癌细胞株 HepG2 转移作用 
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4. 讨论 

肝癌是最常见的恶性肿瘤，其死亡率在恶性肿瘤中排名前列[1]。许多研究表明肝癌的早期诊断和治

疗可明显改善患者预后和生存期[2]。迄今为止，还没有理想的检查手段来筛查早期肝癌。甲胎蛋白是诊

断肝癌的重要指标之一，但是，其灵敏性和特异性低[7]。因此，寻找新的高灵敏性和特异性的血清标志

物对肝癌诊断尤为重要。乳脂球表皮生长因子 8 (milk fat globule-epidermal growth factor-factor 8，MFG-E8)
是包裹着蛋白质和甘油三酯的脂肪球膜组成部分[9]。新生的 MFG-E8 蛋白 N-末端含有信号肽序列，介导

MFG-E8 分泌到细胞外[13]。MFG-E8 广泛存在于人体各个组织和器官中，涉及到许多生理功能，如调控

受精卵结合、血管新生、凋亡细胞清除、免疫调控和促进炎症反应作用[10] [11] [12] [13]。研究表明MFG-E8
可促进乳腺癌和黑色素瘤的发展[17]。最近研究表明 MFG-E8 促进卵巢癌和乳腺癌的增殖和转移[19]。但

是，MFG-E8 在肝癌病人血清中水平、其能否成为诊断肝癌的指标以及 MFG-E8 在肝癌中作用尚未清楚。

在这篇文章中，我们研究发现肝癌病人血清 MFG-E8 表达增高，且 ROC 曲线表明血清 MFG-E8 对肝癌

具有很好的诊断价值(AUC = 0.987；敏感性为 93.3%；特异性为 90%；cutoff 值为 11.95)。此外，我们构

建 MFG-E8 过表达质粒并在肝癌细胞 HepG2 成功表达。功能实验表明 MFG-E8 促进肝癌的转移。 
越来越多研究表明，肝癌的早期诊断和手术明显改善肝癌病人疾病状态和存活期。AFP 是肝癌诊断

的重要指标之一[13]。但是，在许多疾病中AFP水平也升高[8]，AFP在肝癌诊断中特异性仅为80% [7] [8]。
因此，寻找更加敏感性和特异性的诊断标志物尤为重要。我们发现肝癌病人血清 MFG-E8 水平明显升高，

进一步的 ROC 曲线分析表明其具有良好的诊断价值，其特异性优于 AFP，表明血清 MFG-E8 可能成为

诊断肝癌指标之一。 
为了研究 MFG-E8 对肝癌功能影响，我们首先构建 MFG-E8 过表达质粒，并且成功转染肝癌细胞

HepG2，表达高水平的 MFG-E8 (图 3)。MTT 实验和平板克隆形成实验都表明 MFG-E8 对肝癌增殖能力

并没有影响，这和 MFG-E8 促进乳腺癌增殖结果不一致[19]，可能是因为 MFG-E8 在不同的肿瘤中其功

能不一样。进一步的功能实验表明，MFG-E8 具有促进肝癌转移作用，结果类似于 MFG-E8 促进乳腺癌

转移[19]，证明 MFG-E8 促进肿瘤转移具有广泛性。但是，MFG-E8 促进肝癌转移的信号通路及详细分子

机制尚未清楚，是我们本论文的局限地方，还值得我们进一步研究。 
总之，在这篇论文中，我们实验结果证明 MFG-E8 在肝癌病人血清中高表达，且对肝癌具有良好的

诊断意义；进一步研究表明 MFG-E8 促进肝癌转移，而不影响肝癌的增殖能力。 
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