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摘   要：异质性细胞叠套(heterotypic cell-in-cell, heCIC)结构是细胞间一种独特的相互作用方式，其

中肿瘤细胞可内化免疫细胞形成 heCIC 结构，从而提升免疫细胞的杀伤效率。然而，调节 heCIC
结构形成的机制尚未阐明。本研究聚焦于上皮膜蛋白 3 (epithelial membrane protein 3, EMP3)，一种

在肝癌患者组织表达增加并伴随不良预后的 PMP-22/EMP/MP20 蛋白家族成员，探讨了其在调节

自然杀伤细胞-肝癌细胞形成 heCIC 结构中的作用。通过分析课题组前期分选出的具有不同 heCIC
形成能力的单克隆肝癌细胞株，发现 heCIC 形成能力高的细胞株中 EMP3 表达较低，而 heCIC 形

成能力低的细胞株中 EMP3 表达较高。利用基因编辑技术敲低 EMP3 表达可以促进 heCIC 结构的

形成，而 EMP3 的过度表达则显著抑制了这一过程。通过检测与 heCIC 结构形成相关的分子表达

水平发现，EMP3 通过调节肿瘤细胞的黏附能力和细胞骨架来抑制肝癌细胞 heCIC 结构的形成。本

研究为靶向 EMP3 促进肝癌细胞 heCIC 结构介导的肿瘤免疫增强提供了研究基础。 
关键词：上皮膜蛋白 3；肝细胞癌；肿瘤免疫治疗；异质性细胞叠套结构 
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EMP3 inhibits the formation of heterotypic cell-in-cell 
structures in hepatocellular carcinoma 
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Abstract: Heterotypic cell-in-cell (heCIC) structures represent a unique intercellular interaction 
where tumor cells internalize immune cells to enhance the killing efficiency of immune cells. 
However, the mechanism of heCIC structure formation remains to be fully elucidated. In this 
study, we explored the role of epithelial membrane protein 3 (EMP3), a PMP-22/EMP/MP20 
protein family member highly expressed in the patients with hepatocellular carcinoma and poor 
prognosis, in the formation of the heCIC structure formed by natural killer cells and 
hepatocellular carcinoma cells. The analysis of monoclonal hepatocellular carcinoma cell lines 
revealed that EMP3 presented low expression in the cells with high capability to form heCIC 
structure and high expression in those with low capability. Knocking down the expression of 
EMP3 by gene editing promoted the formation of heCIC structures, while overexpression of 
EMP3 significantly inhibited this process. Additionally, the expression of factors involved in the 
heCIC structure formation suggested that EMP3 inhibited the formation of heCIC structures by 
modulating the adhesion ability and cytoskeleton of tumor cells. The findings lay a foundation 
for enhancing the heCIC-mediated tumor immunotherapy by targeting EMP3. 
Keywords: epithelial membrane protein 3; hepatocellular carcinoma; tumor immunotherapy; 
heterotypic cell-in-cell structure 

 
 

细胞叠套(cell-in-cell, CIC)结构最早在肿瘤

中作为一种独特的细胞间相互作用被发现[1]，根

据形成 CIC 结构细胞来源的不同，分为同种来

源的同质性细胞叠套 (homotypic cell-in-cell, 

hoCIC)结构以及不同细胞来源形成的异质性细

胞叠套(heterotypic cell-in-cell, heCIC)结构[2-7]。

HoCIC 结构中进入内部的细胞可能出现存活或

逃逸，但最常见的细胞命运是死亡 [8]。HoCIC

结构中内部细胞会发生溶酶体途径介导的非凋

亡性死亡，这属于细胞非自主性死亡，与经典

的细胞死亡方式如凋亡、焦亡等有明显区别，

这种特殊的死亡方式被命名为 entosis，并且在

2012 年正式被国际细胞死亡命名协会纳入细胞

死亡名录中[4,9]。与 hoCIC 介导的内化同类细胞

诱导 entosis 不同，heCIC 结构中由于细胞来源

不同，细胞效应也多种多样[10]。本课题组近期

的研究表明，肿瘤组织中这种内化免疫细胞所

形成的 heCIC 结构占 CIC 结构的半数以上[11]。

肝癌细胞内化自然杀伤细胞形成的 heCIC 结构

能够显著提升肿瘤免疫杀伤效率，提示 heCIC

结构可能是肿瘤免疫调节过程中的一个重要组

成部分。并且在 heCIC 结构形成的过程中，细
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胞骨架和细胞黏附的相关分子发生了变化，其

中细胞黏附增加或细胞刚性降低都能有效促进

heCIC 结构的形成[12]，这为后续开展 heCIC 的

机制研究奠定了基础。 

上皮膜蛋白 3 (epithelial membrane protein 3, 
EMP3)属于 PMP-22/EMP/MP20 蛋白质家族，

该基因编码的蛋白含有 4 个跨膜结构域和 2 个

N-连接糖基化位点。研究显示 EMP3 是肿瘤中

重要的抑癌因子，神经母细胞瘤中由 EMP3 基

因甲基化水平升高导致的翻译水平下降与不良

结局相关，过表达 EMP3 能够显著抑制神经胶

母细胞瘤增殖[13]。研究发现 EMP3 能够抑制胆

囊癌、食管鳞状细胞癌的进展，并可以抑制乳

腺癌中 DNA 同源重组修复改善肿瘤细胞化疗

敏感性[14-16]。与此同时，研究人员发现 EMP3
可以促进胃癌、肺癌细胞增殖和上皮-间充质转

化诱导肿瘤干性的形成；并且在胶质母细胞瘤

中 EMP3 作为免疫抑制因子，通过驱动巨噬细

胞 M2 极化并减少其分泌趋化因子，从而抑制 T
细胞浸润[17-19]。这些研究结果表明 EMP3 具有

肿瘤组织选择特异性。 
本研究中，我们发现 EMP3 在肝癌患者组

织中表达显著升高，并且其高表达与患者不良

预后相关。应用分子生物学相关手段阐明 EMP3
在肝癌细胞 heCIC 结构形成过程的调节作用和

机制，为深入认识 heCIC 结构介导肿瘤免疫调

节提供新的切入点，并为临床肝癌肿瘤的治疗

提供新的靶点。 

1  材料与方法 
1.1  细胞培养 

所用细胞均由中国医学科学院细胞死亡创

新单元保存提供。肝细胞癌单克隆细胞株由人

肝癌亚历山大细胞 PLC/PRF/5 (PLC)分选，人类

胚胎肾细胞系 HEK-293T，使用包含 1%链-青霉

素(北京索莱宝生物科技有限公司)、10%胎牛血

清 (苏州伊科赛生物科技股份有限公司 )的
DMEM 培养基(北京中科迈晨科技有限公司)于
37 ℃、5% CO2 恒温培养箱中进行培养。人恶性

非霍奇金淋巴瘤患者的自然杀伤细胞 NK92MI
细胞系使用包含 10%胎牛血清及 10%马血清的

RPMI-1640 培养基进行培养。所有细胞在进行

实验前均使用支原体检测试剂盒(上海翌圣生

物科技股份有限公司)检测，确认无支原体污染

后开展相关细胞及分子生物学实验。 

1.2  主要仪器及相关试剂 
实验仪器主要包括：艾本德公司的高速低

温离心机、赛默飞世尔公司的 NanoDrop2000
及酶标仪、伯乐公司的电泳-转印系统、天能公

司的化学发光成像仪、耶拿实时定量荧光 PCR
仪、艾利泰克公司甩片机、尼康宽场荧光显微

镜等。 
相关试剂主要包括：赛默飞世尔公司的蛋

白 BCA 定量试剂盒及细胞染料 cell tracker green
和 cell tracker orange、诺维赞生物技术公司的

HiScript Ⅱ Q RT SuperMix for qPCR (+gDNA 
wiper)逆转录试剂盒、赛多利斯公司的 PEI 转染

试剂 jetPRIME® Versatile DNA/siRNA transfection 
reagent 等。 

1.3  方法 
1.3.1  病毒包装、EMP3 稳定敲低细胞系的构建

及瞬转转染过表达 EMP3 
取生长状态良好的 HEK-293T 细胞按照

5×105/孔铺于含有胶原的 6 孔细胞培养板中过

夜培养，确认细胞铺匀贴壁。吸取 EMP3 敲低

质粒、pMD2.G 及 psPAX2 包装质粒各 1 μg，在

含有 4 μL jetPRIME reagent 的 buffer 中稀释，

室温下孵育 15 min，而后加入含有培养基的细

胞培养板中，6 h 后更换为含有 10%血清的培养
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基，继续培养 48 h，收集上清即为病毒液。应

用 0.45 μm 滤器过滤病毒液后备用。将肝癌细

胞单克隆细胞株 F6FT、I1FT 按照 4×105/孔铺至

6 孔板，待细胞贴壁后，按照 1:1 的比例将病毒

液加入含有 polybrene 的培养基中至总体积为 2 mL
进行病毒感染，24 h 后更换为完全培养基并在

48 h 后更换为含有 2 μg/mL 嘌呤霉素的培养基

继续培养 2−3 d 以筛选稳定细胞株。 
EMP3 瞬时过表达：将肝癌单克隆细胞株

A4S、C1FT 按照 5×105/孔提前铺至 6 孔板中，

待细胞贴壁后，根据 Polyplus 公司 PEI 转染试

剂说明书按每孔 2 μg pcDNA3.1-EMP3 和 4 μL 
jetPRIME reagent 转染至总体积为 2 mL 的完全培

养基中，6 h 后换液，培养 48 h 后开展相关实验。 
1.3.2  RNA 提取和荧光实时定量 PCR 试验 

弃培养基并使用 PBS 润洗细胞后，加入

TaKaRa 公司的 TRIzol 溶液裂解细胞并收集于

1.5 mL EP 管中，经过三氯甲烷萃取、异丙醇及

75%乙醇洗脱提纯后获得 RNA，上述过程均在

冰浴条件下完成。待晾干后加入焦碳酸二乙酯

(diethyl pyrocarbonate, DEPC)水溶解，并使用超

微量分光光度计检测 RNA 浓度及 OD260/OD230、

OD260/OD280 比值确认纯度。 
根据南京诺维赞生物技术公司逆转录试剂

盒的说明书，取 1 μg RNA 逆转录为 cDNA 后加

入 80 μL DPEC 水稀释 5 倍至终体积 100 μL，而

后将 2×SYBR Green Master Mix、Primer-Forward、
Primer-Reverse、cDNA 及 DEPC 水按表 1 内体

系配比配制为混合溶液，利用实时定量荧光

PCR 仪检测 mRNA 表达水平变化。RT-PCR 的

AGR2、ANXA13、EMP3 及 GAPDH 引物序列

(5′→3′)参照表 2。 
1.3.3  蛋白提取及蛋白质印迹检测 

按 100:1:1 的比例混合 RIPA、磷酸化蛋白

酶抑制剂(100×)及蛋白酶抑制剂(100×)配制细 

表 1  RT-PCR 反应体系 
Table 1  RT-PCR reaction buffers 
Buffer Volume (μL) 

2×SYBR Green Master Mix 5.0 

Primer-Forward 0.5 

Primer-Reverse 0.5 

cDNA  2.0 

DPEC H2O 2.0 

 
表 2  RT-PCR 引物序列 
Table 2  RT-PCR primers 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 

EMP3-F GGAGGTCTCTTCTATGCCACC 

EMP3-R AGGATCTCCTCGGCGTGAAT 

AGR2-F CGACTCACACAAGGCAGAGT 

AGR2-R TTGGCTCCAGGTTTGACTGT 

ANXA13-F TGGGCAATCGTCATAGCCAG 

ANXA13-R CTCTGGCTCTCCATTCCGTG 

GAPDH-F ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG 

GAPDH-R GCCATCACGCCACAGTTTC 

 
胞蛋白裂解液，使用超声破碎仪对裂解液进行

破碎裂解后离心，取得裂解液上清并应用 BCA
定量试剂盒检测蛋白浓度。按 1/4 体积加入

loading buffer (5×)并于 100 ℃金属浴放置    
10 min。而后根据蛋白浓度按照等质量蛋白质

体积依次进行电泳、电转，转膜完成后用 5%脱

脂牛奶对 PVDF 膜封闭 1 h，一抗 4 ℃孵育过

夜，第 2 天用 1×TBST 洗涤 3 次，每次 10 min。
室温下进行二抗孵育 1 h 后再次使用 1×TBST
洗涤，而后用化学发光法对蛋白质进行曝光

检测。 
1.3.4  异质性细胞叠套结构形成率检测 

用细胞绿色追踪器按照 1:1 000 比例与不

含血清的 DMEM 培养基混合配制肿瘤细胞染

色液，将重悬后的细胞悬液放置于 37 ℃培养箱

中孵育 15 min 后，去除染色液并用 PBS 润洗

2 次，而后消化并离心细胞沉淀，用含血清的
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DMEM 培养基将沉淀重悬后，按照 2×105/孔将细

胞铺于 12 孔细胞培养板中，过夜培养，待细胞

展开贴壁后，用细胞橙色追踪器按 1:1 000 比例

与不含血清的 RPMI-1640 培养基配制的染色液

将 NK92MI 重悬后放置于 37 ℃培养箱内孵育

15 min 进行染色处理，离心并使用 PBS 润洗   
2 次后，使用含有 10%胎牛血清、10%马血清的

RPMI-1640 培养基重悬并加入到 12孔板中与肿

瘤细胞共同培养 10 h。共孵育结束后，消化并

收集细胞沉淀，用 PBS 重悬细胞沉淀后，用细

胞甩片仪甩片处理，用 4%多聚甲醛固定处理，

并使用含 DAPI 的封片剂进行封片过夜。采用

共聚焦荧光显微镜进行观察和计数。 
1.3.5  数据统计分析 

所有统计分析均使用 GraphPad Prism 9.0 

(GraphPad software)进行。数据以 3 个独立实验的

平均值±标准差( x ±s)表示。使用学生 t 检验或双

向方差分析检验分析统计显著性。所有数据均被

认为具有统计显著性，统计显著性阈值用*表示。

*代表 P<0.05；**代表 P<0.01。 

2  结果与分析 
2.1  表达谱分析系统筛选与 heCIC 结构形

成能力相关的基因 
课题组前期通过有限稀释法结合免疫细胞

共培养，筛选到多株 heCIC 结构形成率有显著

差异的、遗传背景相近的同源(isogenic)肝癌细

胞单克隆细胞株，并根据 heCIC 结构形成率分

成 heCIClow、heCIChigh 两组细胞，用表达谱芯

片检测 heCIClow、heCIChigh 两组细胞中和 heCIC
结构形成密切相关的差异基因组(图 1)。本研究

结合 TCGA 数据库筛选到与 heCIC 形成相关的

有表达差异的基因 AGR2、ANXA13 及 EMP3，

同时有临床表达及预后差异。如图 2A 所示，

AGR2 虽然在肝细胞癌患者中无明显差异，但

低表达 AGR2 的肝癌患者有更长的总生存期

(overall survival)。ANXA13 和 EMP3 基因在肿

瘤患者组织中表达升高并且与预后不良相关

(图 2B、2C)。 

2.2  EMP3 在不同 heCIC 形成率的细胞株

中有表达差异 
按表 1 配制混合溶液后用 qRT-PCR 技术检测

AGR2、ANXA13 及 EMP3 (引物序列见表 2)的表达

水平，我们发现，AGR2 基因在 Fif 及 E18f 单

克隆细胞株中表达水平过低，无法检测到 Ct 值

(图 3A)；而 ANXA13 基因在 heCIClow 细胞株中

的 F6ft 及 I1ft 细胞株中呈现出高表达趋势，而在

其余两种细胞株的表达水平与 heCIChigh 组细

胞株相比无明显差异，与 heCIChigh 组细胞株

ANXA13 表达也无明显差异(图 3B)；如图 3C、

3D 所示，EMP3 基因在 heCIClow 组别的各个细

胞株中均表现出较高的 mRNA 表达水平。

Western blotting 实验进一步证实了 EMP3 在

heCIClow 组 细 胞 株 中 表 达 水 平 显 著 高 于

heCIChigh 组细胞株，提示 EMP3 可能参与调节

肝癌细胞和 NK92MI 细胞间 heCIC 结构形成

过程。 

2.3  敲低 EMP3 显著促进肝癌细胞-NK92MI
细胞间 heCIC 结构形成 

为了解析 EMP3 在肝癌细胞形成 heCIC 结

构中的调节作用，在 F6ft 及 I1ft 细胞株中对

EMP3 进行敲低，并检测了敲低效率(图 4A)。与

NK92MI 共培养后，细胞甩片结果显示，F6ft
细胞株 heCIC 结构形成率由敲低前的约 3%升

高至 9%，I1ft 细胞株在 EMP3 敲低后 heCIC 结

构形成率由约 4%升高至 8%，提示敲低 EMP3

能够有效增加肝癌细胞和免疫细胞间 heCIC 结

构的形成(图 4B、4C)。 
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图 1  差异 heCIC 细胞株模型的筛选和表达谱分析 
Figure 1  Establishment of differentiated heCIC mono-cloning cells lines and RNA-Seq. HeCIClow group: 
I7s, F6ft and I1ft cell lines. HeCIChigh group: C1ft, E18F,E2t, A4s and G4ft cell lines. 3D reconstruction 
image of heCICs formed between NK92MI (orange) and A4s (green) cells. Scale bar: 10 μm. 
 
2.4  过表达EMP3抑制 heCIChigh组细胞株

heCIC 结构形成 
向 C1ft 和 A4s 细胞中瞬时转染 pcDNA3.1- 

EMP3 过表达质粒及对照质粒并检测转染效率，

其中 C1ft 细胞中 EMP3 表达水平升高近 15 倍，

A4s 细胞中 EMP3 表达水平升高约 12 倍(图 5A)。
用绿色细胞追踪器染色肿瘤细胞后，检测用橙

色细胞追踪器染色后的 NK92MI 细胞共培养

后的 heCIC 结构形成变化。结果显示，过表达

EMP3 后 C1ft 和 A4s 的 heCIC 结构形成分别 
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图 2  HeCIC RNA-Seq 差异基因筛选和临床预后分析 
Figure 2  Screen the relationship among differential genes of heCIC structures RNA-Seq and clinical 
outcomes of liver cancer patients. The expression in heCIC structures screening data and clinical patients of 
AGR2, ANXA13, and EMP3 (A−C) with the overall survival data.  
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图 3  验证筛选差异基因 
Figure 3  Verification screening of differential genes 
by qRT-PCR assays. A−C: The expression of AGR2, 
ANXA13, and EMP3 in differential heCIC ability cell 
lines. D: Protein expression level of EMP3 in above 
cell lines.  

下降约 7%和约 9%，提示 EMP3 基因具有抑制

肝癌细胞内化 NK92MI 细胞形成 heCIC 结构的

作用(图 5B、5C)。 

2.5  EMP3 通过调节细胞黏附能力及细胞

骨架影响 heCIC 形成 
为了解析 EMP3 抑制 heCIC 结构形成的机

制，检测了与 heCIC 结构形成相关分子的表达

水平。结果显示(图 6)，敲低 EMP3 能够显著促

进 F6ft 细胞表达 E-cadherin、N-cadherin 及

β-catenin，增加细胞黏附能力。同时，ROCK1
的表达明显下降。与之对应的是，过表达 EMP3
后，A4s 细胞的 N-cadherin 和 β-catenin 表达出

现不同程度的下降，Rac1 及 pMLC 表达升高，提

示细胞刚性增加。上述结果进一步支持了 EMP3
对于肝癌细胞 heCIC 结构形成的抑制作用。 

3  讨论与结论 
HeCIC 结构介导免疫细胞内化是机体免疫

调节中的重要组成部分。研究显示，近 1/3 的

自身免疫性肝炎患者的组织病理切片中发现了

heCIC 结构的形成；同时，研究人员在小鼠肝炎

模型中也发现了这种现象，炎性组织中 heCIC 结

构形成率远高于对照组并与炎症的严重程度正

相关[20-21]。课题组近期有关于 COVID-19 病毒

性肺炎的研究发现，被病毒刺突蛋白诱导产生

的肺上皮细胞合胞体，可以很容易通过 heCIC
结构内化免疫细胞，造成淋巴细胞减少症[22]。

以上研究表明 heCIC 结构在机体炎症及感染过

程中扮演不同角色，既参与了肝细胞对抗损伤的

免疫自稳过程，也参与了病毒感染诱导机体免疫

缺陷的进程。同样地，heCIC 结构在肿瘤免疫

调节中也发挥了多重作用。早在 20 世纪 80 年代，

我国学者王小宁教授就曾发现了 NK 细胞能够

“钻入”到肿瘤细胞中形成“cell-in-cell”结构的现

象[23]。近年的研究对此现象的机制进行了进一步 
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图 4  敲低 EMP3 能够促进 heCIClow 组细胞株 heCICs 形成 
Figure 4  Knockdown of EMP3 promotes the formation of heCIC structures formation in heCIClow group 
cell lines. A: The efficiency of EMP3-knockdown in F6ft and I1ft cell lines. B−C: Quantification of 
percentage of heCIC structures formation. Tumor cells (green), NK92MI cells (orange) and DAPI for nuclear 
staining. Scale bar: 100 μm. * P<0.05; ** P<0.01. 
 
 

阐述：肿瘤细胞可以内化 NK 细胞及细胞毒性 T
细胞并促进其内部的颗粒酶释放进而杀死免疫

细胞，并将此过程命名为“emperitosis”[3]。近期

也有研究团队发现白细胞介素 6 (interleukin 6, 
IL-6)具有调节 heCIC 结构形成并促进结肠癌

免疫逃逸的作用 [24]。与上述研究结果不同的

是，有研究人员发现源自脐带血的单核细胞也

能够通过 heCIC 结构杀死肿瘤细胞[25]。这些研

究表明 heCIC 结构在肿瘤免疫调节作用中的机

制复杂，解析 heCIC 结构形成过程的关键分子

对于阐明其介导的肿瘤免疫调节作用具有重要

意义。 
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图 5  过表达 EMP3 抑制 heCIChigh 组细胞株 heCIC 结构形成 
Figure 5  Overexpression of EMP3 inhibits the formation of heCIC structures in cell lines of the heCIChigh 
group. A: The efficiency of EMP3-overexpression in C1ft and A4s cell lines. B: Quantification of percentage 
of heCIC structures formation. C: Representative images of increased heCIC in A4s EMP3-OE cell lines. 
Scale bar: 100 μm. * P<0.05; ** P<0.01. 
 

本研究发现，与肝癌患者不良预后有关的

EMP3 分子在不同 heCIC 形成能力的细胞株中

具有表达差异。研究中应用的 F6ft 细胞株为异

质性 cell-in-cell 结构形成能力低的肝癌细胞株，

A4s 细胞株为异质性 cell-in-cell 结构形成能力

高的肝癌细胞株。包括上述两株细胞在内的多株

单克隆细胞株均从遗传背景相同的 PLC/PRF/5
中采用有限稀释法分选，并经过 heCIC 结构形

成能力验证后分为 heCIClow、heCIChigh 细胞。

各组中单克隆细胞株在 heCIC 结构形成方面虽

然具有相似的细胞生物学行为，但各组细胞中

表观遗传调控的信号通路及蛋白表达情况并不 
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图 6  EMP3 通过调节细胞黏附能力及细胞骨架

影响 heCIC 结构形成 
Figure 6  EMP3 is involved in the formation of 
heCIC structures through its modulation of cell 
adhesion and cytoskeletal organization. Western 
blotting analysis of the protein level of heCIC 
related genes in EMP3-knockdown of F6ft and 
EMP3-overexpression of A4s cell lines. 
 
完全相同。课题组前期研究表明，细胞黏附增

加、细胞刚性下降均能促进肝癌细胞 heCIC 结

构的形成。将 NK92MI 细胞分别与敲低/过表达

EMP3 的细胞株进行共培养发现，敲低 EMP3
能够促进 heCIClow 组细胞 heCIC 结构形成，而

过表达 EMP3 则显著抑制了 heCIChigh 组细胞

heCIC 结构形成。进一步检测 heCIC 结构形成

相关分子的蛋白水平，我们发现抑制 F6ft 细胞

EMP3 的表达能够促进细胞黏附相关分子的表

达水平，提示细胞黏附能力升高；而在 A4s 细

胞中过表达 EMP3 虽然对黏附相关分子的表达

水平无显著影响，但细胞骨架相关蛋白表达水

平升高，提示细胞刚性增强。鉴于 cell-in-cell
结构是两个细胞间的复杂生物学行为，其调控

机制还需要在未来的研究中进一步得到明确。

综上所述，本研究证明了 EMP3 是 heCIC 结构

形成的负调控因子，可以通过靶向 EMP3 提高

heCIC 结构形成促进肝癌肿瘤免疫。 
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