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$摘 要 % 背 景 与 目 的 !前 期 研 究 中 已 发 现 人 肝 再 生 增 强 因 子 !HDC?0 ?DOC-03-,
+K :8S-, ,-O-0-,?38+0#HT4U"在 肝 癌 细 胞 中 呈 高 表 达 #在 正 常 肝 细 胞 中 几 乎 不 表

达#并 在 体 外 能 刺 激 肝 癌 细 胞 株 增 殖#而 对 正 常 肝 细 胞 无 影 响% 本 研 究 通 过 运 用

HT4U 的 .8UIT 和HT4U 单 克 隆 抗 体 阻 断 人 肝 癌 细 胞 株 V-/W% 表 达 # 探 讨 HT4U
对 细 胞 增 殖 的 影 响% 方法!设计&构建 .8UIT 表达质粒 /J5T4U<T 及其阴性对照质

粒 /J5T4U<X% 将构建的 /J5T4U<T 和 /J5T4U<X 分别转染 V-/W% 细胞% 荧光显微

镜观察绿色荧光蛋白的表达#以计算转染效率%转染 #; H 后#免疫细胞化学及 U9<
N*U 法 检 测 V-/W% 细 胞 中 HT4U 的 表 达% 用 )V<91U 掺 入 法 检 测 HT4U 的 .8UIT
和特异性单克隆抗体对 V-/W% 细 胞 增 殖 的 影 响% 结 果!V-/W% 细 胞 中 有HT4U 的

!"#
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唐 琳!等! 阻断肝再生增强因子的表达对人肝癌细胞株 "#$%& 增殖的抑制作用

人肝再生增强因子 !’()*+ *(,)#+-#. /0 123#.
.#,#+#.*-2/+"’456#是 "*,27* 等 $8% 于 899: 年 发 现

并克隆的一种非特异性&具有热稳定性&不同于 "%;
的促肝细胞再生因子’ 在对 ’456 的前期研究中发

现"’456 在体外能刺激肝癌细胞增殖" 并呈浓度

依赖性"但对原代肝细胞却没有刺激增殖作用 $&<:%(
将 ’456 表达质粒转入 肝 癌 细 胞 可 明 显 促 进 肝 癌

细胞增殖和增强其抗损伤能力 $=%( 研究也证实"在

肝癌细胞膜上存在 ’456 特异性受体"肝癌细胞膜

受体较原代肝细 胞 多 &亲 和 力 高 "而 且 肝 癌 细 胞

自 身 能分泌 ’456 $>"?%( 这 些 研 究 均 提 示 ’456 在

肝癌发生&发展过程中可能发挥重要的作用"但是"
以上研究多是用外源性加入 ’456"观察其对肝癌细

胞增殖的影响( 我们采用免疫细胞化学方法检测发

现"在正常成年肝组织中除个别散在的肝细胞表达

’456 外"绝大多数肝细胞不表达 ’456)而在肝癌

组织中癌细胞却高表达 ’456$@%( 对肝癌细胞为什

么 会 高 表 达 ’456"’456 是 否 参 与 维 系 肝 癌 细 胞

的恶性增殖"目前仍不清楚( 因此"我们拟采用 6A4
干 扰!6A4 2+-#.0#.#+B#" 6A42*技 术 和 ’456 单 克

隆抗体"在核酸水平阻断 ’456 的表达"在 蛋 白 质

水平中和它的作用" 观察体外培养的 "#$%& 细胞

生长是否受影响"从而阐明内源性表达的 ’456 是

否在促进肝癌细胞的生长中发挥重要作用"这也为

肝癌的诊治寻找新的作用靶点提供实验依据(

! 材料与方法

!"! 材料

8!8!8 质粒和细胞 质粒 C,#+#D21E8$含绿色荧光

蛋 白+,.##+ 01(/.#B#+B# $./-#2+"%;C*表 达 基 因 %购

于武汉晶赛公司( 人肝癌细胞株 "#$%& 由本所保

存(
8!8!& 主要试剂 FA4 )*.G#. 购于宝生物!大连*
有限公司)脂质体转染试剂 52$/0#B-*)2+# &HHH 购于

美国 I+32-./,#+ 公司) 免疫细胞化学试剂盒及 F4J
显色试剂盒购于北京中山试剂公司)小量质粒提取

试剂盒购于上海华舜生物工程有限公司)大量质粒

提取试剂盒, 总 6A4 提取试剂盒购于德国 K2*,#+
公司)6LECM6 试剂盒购于美国 C./)#,* 公司)新生

牛血清购于杭州四季青生物工程公司)胎牛血清购

于 美 国 "7M1/+# 公 司 )N"E胸 腺 嘧 啶 核 苷 !N"ELO6*
购于中国原子能研究所!N!?N? JP Q)1*)小鼠抗 ’456
单克隆抗体&RC& Q H 骨髓瘤细胞制备腹水为本所制

备 $9%( 引物合成和测序由华大基因E上海鼎安生物

科 技 有 限 公 司 完 成 ( ’456 上 游 引 物 序 列 -=S E
4L%M%%4MMM4%M4%44%MENS"下游-=SEMLL4%LM
4M4%%4%MM%LMMLLENS"扩增产物大小为 N?9 T$)
!E*B-2+ 上游-=SEM444%4MML%L4M%MM44M4ENS"下

游 =SE%44%M4LLL%M%%L%%4MENS" 扩增产物大小

为 &== T$( 以 !E*B-2+ 作为内参照"排除操作误差(
!"# 方法

8!&!8 免 疫 细 胞 化 学 方 法 检 测 "#$%& 细 胞 ’456
表 达 将 常 规 培 养 的 "#$%& 细 胞 以 每 孔 &!=U8H>

个接种于 > 孔板"培养 &: ’ 后 CJR 洗 & 次":V多聚

甲醛固定"CJR 洗 N 次" 按过氧化物酶标记的链霉

卵白素染色试剂盒说明书进行染色" 一抗为 8W=HH
小鼠抗 ’456 单克隆抗体" 阴性对照一抗为 8W=HH
RC& Q H 骨髓瘤细胞制备腹水"F4J 显色"图像采集(
8!&!& ’456 D26A4 表达载体的构建 !8*针对 ’456
基因编码区的双链核苷酸的设计- 根据 D26A4 的

设计原则"从 ’456 基因起始密码子下游寻找符合

设计特征的靶序列"设计针对其编码区 8@?X&H? 核

苷酸碱基序列的一对正&反义核苷酸链!序列 4*"
同时根据 D26A4 的阴性对照设计原则设计这对核

苷酸的阴性对照核苷酸链!序列 J*"并同时进行同

源序列分析 !J54RL*" 以确保与其它基因无同源

性(寡核苷酸形成双链后"=S端带有 !"#""的酶切

位 点"NS端 带 有 $%&O#的 酶 切 位 点" 便 于 与 质 粒

C,#+#D21E8 连 接( =S端 开 始 为 &8 个 核 苷 酸 的 正 义

链"中间以 9 个核苷酸 LLM44%4M% 间隔形成发夹

结构"其后为 &8 个核苷酸的反义链"NS端加有转录

终止信号 LLLLLL( 具体设计见图 8( !&*载体质粒

$RI456E4 及 $RI456EJ 的构建与鉴定-D26A4 真核

表达载体的构建及鉴定由武汉晶赛公司完成后"根

表达( 成功构建了针对 ’456 基因编码区的 D26A4 表达 质 粒

$RI456E4( 转染入细胞后发现"$RI456E4 能明显抑制 ’456
的表达 !)6A4 的表达量减少 @NV*" 而随机序列的 D26A4
却无此作用( ’456 的 D26A4 在体外能显著抑制人肝癌细胞

株 "#$%& 增 殖 " 分 别 转 染 质 粒 $RI456E4 和 $RI456EJ后

"#$%& 细 胞 的 B$) 值 为 >? >@?Y> =:@ 和 8H: @H?Y= ?8N
!’ZH!H=*( 抗 ’456 单克隆抗体特异性地阻断 ’456 的作用

后"可部分抑制肿瘤细胞自主性生长!’ZH!H=*( 结论!"#$%&
细 胞 高 表 达 ’456)针 对 ’456 的 D26A4 能 显 著 &特 异 性 地

抑制 ’456 表达"进而抑制 "#$%& 细胞的生长( 抗 ’456 单

克隆抗体也能部分抑制 "#$%& 细胞自主性生长(

关键词!人肝再生增强因子) D26A4) 肝肿瘤) 单克隆抗体)

"#$%& 细胞株) 细胞增殖

中图分类号!6N9&)6=?= 文献标识码!4
文章编号!8HHH<:>?[!&HH>*H><H>?8<H>
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据 !"#$%& 大量抽提质粒试剂盒说明书抽提大量质

粒!供转染细胞用"
’()(* 重组质粒的转染及功能鉴定 #’$重组质粒

的转染及转染后 +,- 的表达%以每孔 ’(./’01 个密

度将 2%3+) 细胞接种于 ’) 孔板! 在无抗生素&含

’04胎 牛 血 清 的 5-678’190 培 养 基 中 培 养 )9 :
后!按 ;"3<=%>?@A"&% )000 说明书分别进行 3B7C;D8
C 及 3E7C;58F 转染!并于转染 1&)9 : 换液’ 细胞

转染 )9G9H : 后在荧光显微镜下观察 +,- 的表达

情况!以判断转染是否成功!并照相"随机选择 . 个

高倍视野()0I’0 倍$!计数绿色荧光细胞数及总细

胞数!绿色荧光细胞发生率J(绿色荧光细胞数 K总细

胞数$L’00M!以确定转染成功率)()$免疫细胞化学

检测转染质粒后 2%3+) 细胞 :C;5 表达%2%3+) 细

胞分别转染 3B7C;58C&3B7C;58F 9H : 后!按过氧化

物酶标记的链霉卵白素染色试剂盒说明书进行染

色 ! 图 像 采 集 " (*$5N8-O5 检 测 转 染 质 粒 前 后

2%3+) 细胞 :C;5 A5PC 的表达%分别将 2%3+) 细

胞于转染前 和 转 染 9H : 后 按 照 总 5PC 提 取 试 剂

盒说明书提取总 5PC" ) !Q 5PC 用 ’M琼脂糖凝胶

电泳! 然后取 . !Q 5PC 按 5N8-O5 试剂盒说明进

行扩增"反应总体积 .0 !Q!反应条件为%9HR逆转录

9. A"&!S9T C6U 5N 灭 活 和 5PC K >VPC K 引 物 变

性 ) A"&*S9T变性 *0 W!10T退火 ’ A"&!1HT延伸 )
A"&!90 次循环后 1HT延伸 X A"&)取 ) !Q -O5 反应

产物进行 )M琼脂糖凝胶电泳鉴定!图像采集)
’()(9 *28NY5 掺入法检测转染质粒后细胞增殖 将

2%3+) 细胞按每孔 .L’0* 个密度接种于 S1 孔培养

板!分 两 组!每 组 设 ’) 个 平 行 孔!*XT+.M OZ) 孵

箱培养" )9 : 后!按 ;"3<=%>?@A"&% )000 说明书分别

对 两 组 细 胞 进 行 3B7C;58C 及 3B7C;58F 转 染 !再

分别于转染后 1&)9 : 换液" 转染 9H : 后!每孔加
*28NY5 *(X*XL’0[* F\!继续培养 ’) :" 用细胞收集

器收集细胞于玻璃纤维滤纸上!干燥后置液体闪烁

计数仪测定 *2 放射强度(>3A 值$"
’()(. *28NY5 掺入法检测单克隆抗体作用后细胞

增殖 将 2%3+) 细胞按每孔 9L’0* 个接种于 S1 孔

培养板!种板同时分别加入终浓度为 ’]’).&’^).0&
’^.00&’^’ 000 小鼠抗 :C;5 单克隆抗体!每一抗体

浓度设 * 个复孔* 分别用终浓度为 ’^’).&’^).0&’^
.00&’^’ 000 B-) K 0 骨髓瘤细胞制备腹水做阴性对

照*同时设不加处理因素的空白对照" *XT&.MOZ)

培养!分别于种板后 )9&9H : 换液!换 液 同 时 均 按

上述浓度加入抗 :C;5 单克隆抗体及其阴性对照!
10 : 每 孔 加 *28NY5 *(X*XL’0[* F\! 继 续 培 养 ’)
:!收集细胞至玻璃纤维滤膜!烘干!用液体闪烁计

数仪测定 >3A 值!VPC 合成抑制率J(’[实验组 K 空
白对照组$L’00M"
’()(1 统计学处理 计量资料数据以 !"W 表示!应

用 B-BB’)(0 软件包进行处理! 两组间差异比较采

用 # 检验"

! 结 果

!"# 免疫细胞化学检测 $%&’! 细胞 ()*+ 表达

2%3+) 细胞有 :C;5 表达!而以 B-) K 0 骨髓瘤

细胞制备腹水作为一抗的阴性对照 VCF 显色为阴

性(图 )$"
!,! ’-. 在转染细胞中的表达

转 染 )9 : 后 2%3+) 细 胞 有 大 量 明 亮 的 +,-
表达(图 *$" 经两种质粒转染的细胞均有 H.M以上

的细胞有绿色荧光的表达(转染率$!说明转染是成

功的"
!,/ 转 染 后 ()*+ 在 蛋 白 水 平 及 0+1) 水 平 表

达

免 疫 细 胞 化 学 方 法 证 实 ! 转 染 3B7C;58C 的

2%3+) 细胞 :C;5 表达明显减少!而转染阴性对照

质 粒 3B7C;58F 的 2%3+) 细 胞 仍 然 有 :C;5 表 达

图 ’ :C;5 W"5PC 设计示意图

,"$_‘% ’ BA#QQ "&?%‘=%‘"&$ 5PC (W"5PC$ ?#‘$%?"&$ :_A#&
#_$A%&?%‘ <= Q"a%‘ ‘%$%&%‘#?"<& (:C;5$
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图 ! 免疫细胞化学法检测 "#$%! 细胞中 &’() 的表达!*’+ ,!--"
./012# 3 45$2#66/78 79 &’() /8 "#$%3 :#;;6 <#=#:=#< >? /@@187:?=7:&#@/6=2?!*’+ ,3--"

’#A76/=/B# #5$2#66/78 79 &’() !/8 >27C8/6& ?#;;7C" /8 =&# $;D6@D 79 "#$%3 :#;;6E +#F#0D=/B# #5$2#66/78 79 &’() /8
"#$%3 :#;;6 /8:1>D=#< /8 D6:/=#6 $27<1:#< >? GA3 H - :#;;6I

图 J 质粒转染 "#$%3 细胞后绿色荧光蛋白的表达!,3--"
./012# J %2##8 9;172#6:#8= $27=#/8 /8 =&# :?=7$;D6@ 79 "#$%3 :#;;6 D= 3K & D9=#2 =2D869#:=/78 C/=& $;D6@/< $GL’()M’ =D20#=/80

&’() !’" 72 8#0D=/B# :78=27; $;D6@/< $GL’()M+ !+" 7>6#2B#< 18<#2 D8 /8B#2=#< 9;172#6:#8= @/:276:7$# !,3--"

’ +

’ +

图 K 免疫细胞化学结果显示 &’() 6/)F’ 对 &’() 表达的影响!*’+ ,3--"
./012# K 45$2#66/78 79 &’() /8 "#$%3 :#;;6 D9=#2 =2D869#:=/78 C/=& $GL’()M’ !’" 72 $GL’()M+ !+" <#=#:=#< >?

/@@187:?=7:&#@/6=2? !*’+ ,3--"

’ +
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!图 !"# 在蛋白水平证明 "#$% 的 &’%() 具有显著

的 抑 制 ")$% 表 达 的 作 用# 经 %*+,-% 证 实 转 染

./0)$%+) 的 12.34 细胞 "#$% 5%(# 的表达量比

阴性对照组减少 678!计算机灰度分析"!图 9"# 说

明在 5%() 水平 ")$% 的 &’%() 具有显著和特异

性地抑制 ")$% 表达的作用# 证实 ")$% 的 &’%()
表达质粒的设计$构建是成功的#
!"# $%&’() 掺入法检测转染质粒后细胞增殖

转 染 质 粒 ./0)$%+) 组 12.3: 细 胞 的 ;.5 值

为 <= <>=?< 9!>% 阴性对照组 12.3: 细胞的 ;.5
值 为 @A! >A=?9 =@B# 与 阴 性 对 照 质 粒 ./0)$%+C
比 较 % 质 粒 ./0)$%+) 转 染 !> " 能 够 明 显 抑 制

12.3: 细胞增殖%两组有显著性差异!!DAEA@"#
!"* $%&’() 掺 入 法 检 测 单 克 隆 抗 体 作 用 后 细 胞

增殖

分别与相同浓度的 /,4 F A 骨髓瘤细胞制备 腹

水比较%浓度为 @G@:H$@I:HA$@IHAA 的单克隆抗体%
作 用 于 12.3: 细 胞 J: " 均 能 够 部 分 抑 制 12.3:
细胞增殖% 尤以抗 ")$% 单克隆抗体浓度为 @I:HA
时抑制作用最强!表 @"#

图 H 转染 ./0)$%+)!./0)$%+C 及未转染质粒 12.3: 细胞

")$% 5%() 的表达

K’LMN2 H OP.N2&&’QR QS ")$% 5%() ’R 12.3: ;2TT& U2V2;V2U
WX N2Y2N&2 VNZR&;N’.V’QR+.QTX52NZ&2 ;"Z’R N2Z;V’QR !%*+,-%"
$ZR2 [& \() 5ZN]2N’ TZR2 @& 12.3: ;2TT& VNZR&S2;V2U ^’V"
./0#$%+C’ TZR2 :& MRVNZR&S2;V2U 12.3: ;2TT&’ TZR2 7& 12.3: ;2TT&
VNZR&S2;V2U ^’V" ./0#$%+#E

K’RZT U’TMV’QR
@I@:H
@I:HA
@IHAA
@I@AAA
CTZR] ;QRVNQT

#RV’+"#$% [;#W LNQM.!;.5"

@J_ <AA? > @:=Z

‘@ ‘AA?@> >:@W

@9A !AB?:@ =9=Z

B>! >B>? < ‘!>

0R"’W’VQNX NZV2!8"

9<E@
==E:
<:E<
!EB

)&;’V2& ’RUM;2U WX /,: F A ;2TT& LNQM.!;.5"

:A> 9==?@@ 9A@
@‘= :‘A?:: A<:
B:< >!<?>@ !A‘
B‘9 ‘‘@?!9 <=@

0R"’W’VQNX NZV2!8"

!>E@
9@

@>E=
@E<

表 ! 不同浓度抗 "#$% 单克隆抗体对 &’()* 细胞增殖的影响

+,-.’ ! +"’ ’//’01 2/ ,3145"6$% 706- 23 1"’ (82.4/’8,1423 2/ &’()* 0’..9 :’1’01’: -; <&5+:% 43028(28,1423 ,((82,0"

!A: :9<?@= @=A
Z!DAEA9% W!DAEA@% Y&E Z&;’V2& ’RUM;2U WX /,: F A ;2TT& LNQM.E

$ 讨 论

原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一%我

国每年新发病例约占全球 !98%已成为世界上肝癌

发病最集中的国家# 经过近半个世纪的努力%在肝

癌的治疗上已取得了巨大成就#但目前肝癌患者的

生存率尚不令人满意%原因在于对肝癌的基础研究

工作未取得重大突破% 对肝癌的发病机理认识不

足# 现已发现一些细胞因子可能参与了肝癌的发

生$发展%但针对这些细胞因子开展的生物学治疗

尝试%其疗效并不理想#随着研究的深入%一些与肝

癌发生$ 发展有关的新的细胞因子被不断发现%研

究这些细胞因子在肝癌发生$发展中的作用%将会

充实和完善人们对肝癌发生$ 发展机制的认识%为

肝癌的防治开启新的思路#

")$% 是近年来发现的促肝细胞再生的因子#
目前对 ")$% 主要进行了促进肝脏再生 (@A)$抗肝纤

维化 (@@%@:)$免疫调控 (@Ba@<)等方面的研究# 我们在对

")$% 的前期研究中发现%")$% 在肝癌发生$发展

过程中可能发挥重要的作用%而且 ")$% 可能通过

自分泌作用参与人肝癌的发生$发展过程# 但是目

前尚不清楚 ")$% 在肝癌的发生$发展中发挥的作

用 及 其 地 位 # 因 此 我 们 拟 通 过 在 核 酸 水 平 抑 制

")$% 的表达% 以及在蛋白质水平中和 ")$% 的作

用后% 观察体外培养肝癌细胞生物学行为的变化%
从而确定内源性的 ")$% 在肝癌发生$发展过程中

发挥的作用及其地位#
%() 干扰!%()’"现象是近年来研究发现的生

物进化上的防御机制 (@=)%是一种序列特异性的转录

后 基 因 沉 默 !.Q&V+VNZR&;N’.V’QRZT L2R2 &’T2R;’RL%
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!"#$!现象" 目前人们利用 %&’( 作为一种简单有

效的代替基因敲除的有力工具来研究基因功能#信

号转导以及进行初步基因治疗的研究 $)*%+,&" 它具有

抑 制 作 用 强 #稳 定 性 高 #细 胞 摄 取 相 对 容 易 等 优

点 $-.%-)&" 在肿瘤研究方面%可以运用 %&’( 技术使

一些基因的表达降低从而抑制肿瘤细胞增殖"因此

在本实验中% 我们运用 %&’( 技术% 通过 /’0% 的

1(%&’ 下调 /’0% 的表达以抑制肿瘤细胞增殖"
2345- 为人源性肝癌细胞株%在确定了 2345-

细 胞 表 达 /’0% 后% 针 对 /’0% 的 编 码 区 构 建 了

1(%&’ 表 达 质 粒 4$6’0%7’ 及 其 阴 性 对 照 质 粒

4$6’0%78% 并将 4$6’0%7’ 和 4$6’0%78 分别转染

23459 细 胞 % 转 染 细 胞 后 发 夹 结 构 被 加 工 为

1(%&’% 其特异性地与 /’0% :%&’ 结合% 降解了

/’0% :%&’ 从 而 引 发 基 因 沉 默" 研 究 结 果 证 实

/’0% 的 1(%&’ 具有显著和特异性地抑制 /’0% 表

达的作用’抑制组比阴性对照组减少 ;<=!(并且抑

制了 /’0% 表达后%2345- 细胞的生长受到明显抑

制’!>.?.+!(同时也发现抗 /’0% 单克隆抗体在一

定浓度范围内%能特异性地抑制 2345- 的增殖’!>
.@.)!" 这也证实了 /’0% 是通过自分泌方式参与

维 持 肝 癌 细 胞 的 自 主 性 生 长 " 但 是 % 无 论 是 用

/’0% 的 1(%&’ 和 /’0% 单克隆抗体均未起到完全

抑制的作用%究其原因可能与以下因素有关)!脂

质体转染试剂对 4$6’0%7’ 的转染率未达到 )..=(
而且 %&’( 技术有可能使基因功能不完全被沉默%
因 此 有 部 分 未 被 /’0% 的 1(%&’ 沉 默 的 /’0% 仍

然在发挥作用" "/’0% 在肿瘤细胞内产生后不仅

释放到胞外刺激自身增殖%而且可能还存在不释放

到胞外%在胞内刺激自身细胞增殖作用 $--&%因此仅

在 胞 外 加 入 ABC(7/’0% DE’F 不 能 完 全 抑 制 增 殖"
#/’0% 仅是刺激肿瘤细胞增殖的细胞因子中的一

种%还有很多其它的细胞因子在肿瘤细胞的生长过

程中发挥着刺激增殖的作用"
本实验在核酸及蛋白质水平证实了阻断 /’0%

能够明显抑制肿瘤细胞增殖%说明 /’0% 是促进肝

癌发生#发展的因素之一%为肝癌的生物治疗提供

了理论基础"
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