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过表达外源性 !"#$% 对人肝癌细胞株 &’()* 生长和迁移的影响

丁* 伟，司维柯，孙世俊，潘* 静，李招权* * （第三军医大学医学检验系临床血液学教研室，重庆 %"""(’）

* * 摘* 要：目的* 采用 +,-./0系统构建的带有标记基因 123的重组腺病毒 +,#4056! 感染人肝癌细胞株 789:&，并观
察外源性 4056! 对肿瘤细胞生长和迁移的影响。方法* +,#4056! 与 +,#123 分别感染人肝癌细胞株 789:&，荧光倒置显
微镜观察荧光表达，通过 1;#341、免疫组化实验分别检测 +,#4056! 的 <1=+和蛋白的表达；通过 >;;实验、细胞计数实
验、克隆形成实验和划痕愈合实验，观察 4056! 对人肝癌细胞株 789:& 细胞增殖和迁移的影响。结果* +,#4056! 感染人
肝癌细胞株 789:&，与对照组比较细胞数量增多，集落形成增加，细胞划痕逐渐愈合。结论* +,#4056! 感染人肝癌细胞
株 789:& 后可促进细胞增殖和迁移，提示 4056! 在肿瘤发生和转移中可能起到重要作用。
* * 关键词：富半胱氨酸蛋白 6!；重组腺病毒；人肝癌 789:& 细胞；增殖；迁移
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* * 富半胱氨酸蛋白 6!（40/R8DK8 5DUH 6!，4056!）是
44=（4056!、4;:2、=Z[）蛋白家族成员之一。4056!
具有明显的促有丝分裂活性和趋化性，参与调节细胞

的增殖、转移、黏附，并和血管形成有关［! \ (］。4056!
在肿瘤中表现的生物学功能是多样的，在不同的组织

细胞以及肿瘤类型中，4056! 的表达水平和功能不同。
4056! 在多种肿瘤的发生、发展过程中发挥不同作用。
目前，4056! 与肿瘤的确切关系及其机制尚不清楚，值
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得深入研究。本研究拟采用 +,-./0 系统构建带有标
记基因 123的重组腺病毒 +,#4056! 感染人肝癌细胞
株 789:&，并观察外源性 4056! 对肿瘤细胞生长和迁
移的影响。

%A 材料与方法

!@ !* 试剂与材料
* * 人肝癌细胞株 789:&、7-^&?( 细胞由重庆市儿童医院外
科研究所惠赠。13>B!6%"、A>-> 培养基购自 :DVUP 公司，小
牛血清购自杭州四季青生物材料研究所，>;; 购自 EDM<. 产
品，A>EZ购自上海生工，;5D9J58 试剂购自 1PUH8 公司，逆转录
系统试剂 18W85R5. 购自 ;P0PVP 产品，4056!、:+3A7 引物均由
BKWDR5PM8K公司合成，焦碳酸二乙脂（A-34）为 EDM<. 公司产
品，& _ !"# 341 >./R85>DX !&@ $ !T 购自天根生物。4056! 抗体
购自美国 E.KR. 45J‘公司，免疫组化试剂盒 E3#?""! a ?""& 购自
北京中杉生物技术公司。
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(# -" 方法
(# -# (" 细胞培养" " 人肝癌细胞株 )*+,-、)./-01 细胞培养
于含 (23小牛血清、(2!4 5 6青霉素钠及 (2! !7 5 6硫酸链霉素的
89.9培养基中，1: ;，!3 $<-及饱和湿度培养箱常规培养传

代。

(# -# -" 重组腺病毒载体 =>?$%&’(、=>?@AB的扩增、滴度测定及
细胞转染" " 按文献［C］方法制备带有标记基因 @AB的重组腺
病毒 =>?$%&’(和 =>?@AB，腺病毒质粒启动子 $9D及E8F=未经
过修饰。将该腺病毒裂解液反复感染)./-01细胞，以扩增腺病
毒载体。接种 )*+,- 细胞于 0’ 孔板，每孔加入不同稀释度的
=>?$%&’(和 =>?@AB细胞裂解液，-C G 后观察标记基因 @AB 荧
光，比较 =>?$%&’(和 =>?@AB感染 )*+,-细胞的荧光强度，以二
者荧光强度相当的最小病毒用量之比为相对滴度。

(# -# 1" @H?B$@ 检测转基因细胞 $%&’( 基因转录表达" " 分
别提取感染 =>?$%&’( 实验组，感染病毒空载体 =>?@AB 对照
组，未感染病毒空白组细胞的总 @F=，取定量好的 @F= ( !7，
然后按照 @*I*&J&K逆转录系统，根据说明书加入组织总 @F=建
立 -2 !L反应体系，合成 E8F=，以 ,=B8) 为内参照，应用 =>?
$%&’( 的上下游引物进行 B$@。$%&’( 的上游引物：!M?=$H
H$=H,,H$$$=,H,$,$?1M，下游引物：!M?===H$$,,,HHH$H?
HH$=$=?1M，产物大小为 (2’ N+，,=B8) 上游引物为：!M?$=H?
$=$$=H$HH$$=,,=,$,?1M，下游引物：!M?H,=$$HH,$$$=?
$=,$$HH,?1M，产物大小为 CC1 N+。B$@ 产物在含有 2# O !7
.P的 (# ’3琼脂糖凝胶中电泳，以 QRKSJTJ% <S* 定量分析系统
对 B$@条带进行分析，以 $%&’( 与 ,=B8) 相对光密度的比值
为 $%&’( 的相对表达量。
(# -# C" 免疫组化检测转基因细胞 $%&’( 蛋白表达的变化" "
将经过处理的盖坡片放入 ’ 孔板内，每孔分别接种 ( U (2C个

)*+,- 细胞，1: ;孵育；待盖玻片上细胞生长至密度适当时，
弃去培养液，加入 C3多聚甲醛，C ;固定 (! VTS。按产品说明
书操作，山羊链霉素抗生物素?过氧化酶连接法（WB）试剂盒检
测，二氨基联苯胺（8=P）显色。复染，脱水，封片。
" " 定量测定用 FXW?.L*V*SJY 图像分析系统分别检测 =>?
$%&’( 和 =>?@AB感染组，每片各选取 ! 个视野（ U C22），测定
其阳性细胞的平均光密度值以反映 $%&’( 的阳性强度。阳性
细胞平均光密度（98）代表 $%&’( 的含量。
(# -# !" 检测细胞增殖" " "9HH法：取对数生长期肝癌细胞
)*+,- 制成细胞数为 ’ U (2C VL Z(的单细胞悬液后接种于 0’ 孔
板，每孔 -22 !L。实验分 1 组：感染 =>?$%&’( 实验组、感染 =>?
@AB对照组和空白组，每组重复 ’ 孔，分别培养 -C、CO、:- G后，
吸去培养液，每孔加入新鲜配制的9HH液 -2 !L，继续培养 C G，
各孔加 89W< (-2 !L，振荡 (2 VTS 使结晶充分溶解，酶标仪于
!:2 SV 处读取吸光度值［!（!:2）］。实验重复 1 次，每次取 ’
孔平均值，绘制细胞的生长曲线。#台盼蓝活细胞染色计数：
对数生长期肝癌细胞 )*+,-，! U (2C个 5孔接种 -C 孔板，=>?
$%&’(，=>?@AB分别感染 )*+,- 细胞，实验分组同"，每组均设
1个复孔，连续培养 ( [ C >，台盼蓝染色后，用细胞计数板进行
细胞计数，计算平均值，以生长时间为横坐标，细胞数量（ U (2!

VL Z(）为纵坐标绘图。
(# -# ’ " 平板克隆形成实验 " " =>?$%&’(、=>?@AB 分别感染
)*+,- 细胞 -C G，观察荧光，2# -!3胰蛋白酶消化后计数，调整

细胞数为 ( U (2!VL Z(，以 ( 222 个 5孔接种于 ’ 孔板，并使细胞
分散均匀。实验分为感染 =>?$%&’( 实验组、感染 =>?@AB对照
组和空白组。每组设 1 个复孔，置 1: ;、!3 $<- 的培养箱中，

静止培养 (C >至 ’ 孔板出现肉眼可见的克隆。磷酸盐缓冲液
（BPW）小心洗涤细胞 - 次，甲醇固定 ! VTS，). 染色 (! VTS，去
离子水冲洗，1: ;干燥。倒置显微镜下观察其克隆数大于 !2
个细胞计为 ( 个克隆，并根据克隆形成率 \（克隆数 5接种细胞
数）U (223，计算克隆形成率。
(# -# :" 划痕愈合实验测定 )*+,- 迁移能力" " )*+,- 细胞 -
U (2!个 5孔接种于 ’ 孔板，分组实验处理：感染 =>?$%&’( 实验
组、感染 =>?@AB对照组和空白组。每组分 1 个复孔，-2 G后观
察荧光表达，用无菌牙签划痕，且用 ! VL 注射器枪头划破 ’ 孔
板作为标记。于显微镜下观察划痕宽度的变化，并于划痕后 2、
-C、1’、CO G 分别以荧光和倒置相差显微镜观察并拍照。且用
FXW?.L*V*SJY图像分析系统，沿标记处每间隔固定距离测量每
(个点垂直于划痕方向的宽度，计算 1 点的均值作为实验的划
痕宽度值。按下述公式计算该划痕不同时间点的愈合速率。

" " 愈合速率 \（初始划痕宽度值 Z相应点划痕宽度值）5初始
划痕宽度值 U (223
(# 1" 统计学处理
" " 数据以 !" ] # 表示，采用 WBWW (1# 2 统计软件进行方差分
析。

!" 结果

-# (" 细胞感染及病毒滴度测定
" " =>?$%&’(、=>?@AB 感染 )*+,- 细胞 -C G 后倒置荧光显微
镜观察均有较强荧光。表明获得了滴度较高的重组腺病毒，并

且，两者的相对滴度为：=>?$%&’( 5 =>?@AB \ ( 5 (。
-# -" @H?B$@ 检测转基因细胞中 =>?$%&’( 基因转录
表达

" " 转染 $%&’( 后，实验组 )*+,- 细胞基因转录水平表达明显
高于对照组，见图 (。QRKSJTJ% <S* 定量分析 B$@ 条带，计算
$%&’( 与 ,=B8) 相对光密度的比值，感染 =>?$%&’( 实验组
（2^ 1!）高于感染 =>?@AB对照组（2# -1）。

!"#$%（&&’ ()）!

*+,-.（./- ()）!

"0// ()

"10/ ()

".// ()

. 1 ’ &

(：空白组；-：对照组；1：实验组；C：8F=标准（86 -222）
图 #" 逆转录$ 聚合酶链反应检测细胞转染情况

-# 1" 免疫组化检测转基因细胞 $%&’( 蛋白表达的变
化

" " 在对照组转染 =>?@AB )*+,- 细胞质中可见 $%&’( 蛋白表
达为弱阳性（图 -=）；而实验组感染 =>?$%&’( )*+,- 细胞浆中
$%&’( 蛋白的表达明显增强（图 -P），FXW?.L*V*SJY 图像分析系
统定量检测 $%&’( 的含量：98=>?$$F \（2# 11 ] 2# 2(）；98=>?@AB

0:1



!（"# $% & "# "$）（! ’ "# "%）。实验组分裂期细胞明显增多，且
()*+, 蛋白强阳性表达。

!!!"

"

-：-./012对照组；3：-./()*+, 实验组4 "：分裂相细胞
图 !" #$%&’ 在 ()*+,-和 ()*#$%&’ 感染 ./01! 细胞中
的表达"（5/2 6 7""）

$# 74 ()*+, 对人肝癌细胞株 89:;$ 增殖的影响
4 4 <==实验显示：-./()*+, 感染的细胞增殖快于 -./012 感
染的细胞（图 >-），第 ,、$、> 天实验组和对照组吸光度值相比，
差异有统计学意义（! ’ "# "%）。台盼蓝活细胞染色计数结果显
示：转染病毒第 $、>、7、% 天，实验组的活细胞数量均高于对照
组（! ’ "? "%，图 >3）。
$# %4 平板克隆形成实验
4 4 > 组细胞在 + 孔板上生长 ,7 . 后，用倒置显微镜观察细
胞克隆并计数，-./012处理的对照组所形成的细胞克隆多数
较小（图 7），数量明显少于 -./()*+, 处理的实验组（ ! ’
"? ",，表 ,）。

表 ’" #$%&’ 对人肝癌细胞株 ./01! 细胞集落形成的影响（#! 2 "）

组别 克隆形成数（个） 克隆形成率（@）

-./012对照组 >,, & >> >,# , & ># >

-./()*+, 实验组 %+> & $+A %+# > & $# +A

空白组 %,, & $7 %,# , & $# 7

A：! ’ "# ",，与 -./012对照组比较

$# +4 划痕愈合实验检测细胞迁移能力
4 4 划痕 7B C后，与 -./012 处理的细胞相比，-./()*+, 处理
的细胞的细胞趋于愈合（图 %）。且在 $7、>+、7B C，实验组和对
照组划痕愈合程度的差异均有统计学意义，见表 $（! ’ "? ",）。

!"#

#"$

#"%

#"&

#"’

# ’& &$ (’
时间（" ) *）

+,!-./ 对照组
+,!012%! 实验组
空白组

#（
3(
#）

!#

$

%

&

’

#
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）

! ’ 5 & 3
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7

7

7

7

7

7

时间（" ) ,）

A：! ’ "? "%，与 -./012对照组比较
-：<==法检测 ()*+, 对 89:;$ 细胞生长的影响；3：台盼蓝染色
计数转染 -./()*+, 后各时间点 89:;$ 活细胞数量
图 3" #$%&’ 对人肝癌细胞株 ./01! 增殖的影响

!! !" !#

!$ !% !&

-、D：-./()*+, 实验组；3、E：-./012对照组；(、1：空白组
-、3、(：倒置显微镜观察（8E 6,""）；D、E、1：+ 孔板观察
图 4" 转染 ()*#$%&’、()*+,- ./01! 细胞形成的克隆比较

!!!"

!!!#

!!!$

!!!%

!&!"

!&!#

!&!$

!&!%
-：-./()*+, 实验组；3：-./012对照组

-/,，-/$，3/,，3/$ 为 " 点的划痕情况；-/>，-/7，3/>，3/7 为 7B C后的划痕愈合情况；-/,，-/>，3/,，3/> 为明场图片；-/$，-/7，3/$，
3/7 为相对应荧光图片

图 5" #$%&’ 对人肝癌细胞株 ./01! 迁移的影响"（ 6 ,""）
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表 !" 不同时间点 #$%&’ 对 ()*+! 细胞划痕愈合程度的影响［愈

合速率（,），#! - "］

组别 -. / 0’ / .1 /

234$%&’( 实验组 !.# 1’ 5 6# 078 76# 10 5 (-# 618 6-# 7! 5 !# (.8

2349:;对照组 (7# 1! 5 0# 6. 0(# 16 5 6# 01 01# <! 5 ’# <7

空白组 (6# 6’ 5 (# .< 0!# 6’ 5 (# <. .0# -1 5 -# <6

8：! = <# <!，与 2349:;对照组比较

." 讨论

" " $%&’( 在多种肿瘤的发生、发展过程中发挥不同
作用。如 $%&’( 在乳腺癌、胃腺癌和神经胶质瘤等肿
瘤中表达升高，而在子宫内膜癌、非小细胞肺癌等肿瘤

中表达却降低［! > 7］。体外实验也表明：在裸鼠的

?$:47或 ?$:4(-2细胞中过表达 $%&’( 可诱导细胞增
殖和迁移，促进肿瘤发生和血管生成。在无内源性

$%&’( 表达的 @A$B$ 细胞系 @$C-)!-< 和 ).’< 中转
染 $%&’( DE@2表达的载体后克隆数比空载体转染的
对照组低 ’<F G 6<F ，显示 $%&’( 显著抑制 @A$B$
细胞的生长［7］。可见，$%&’( 在肿瘤发生、发展中发挥
重要的作用，但其是肿瘤发生的促进因子还是抑制因

子至今仍不清楚［1，6］。

" " 肝细胞性细胞癌（)$$）是肝脏最常见的恶性肿
瘤，其发生过程及侵袭转移是一个多步骤、多因素参与

的复杂过程，多种因子在其过程中发挥重要作用。

$%&’( 在肿瘤细胞的靶分子作用，使之成为早期诊断、
分型和肿瘤治疗有前景的工具。$%&’( 如何在)$$中
发挥生物学效应，发挥作用的具体机制尚没有明确的

报道。

" " 本实验采用 23H8I%系统构建的标记基因 9:; 的
重组腺病毒 234$%&’( 感染人肝癌细胞株 )*+,-。导
入 $%&’( 基因，观察外源性 $%&’( 对 )*+,- 细胞生长
的影响。?JJ 结果显示：感染 234$%&’( -.、.1、7- /
后，与感染 2349:;对照组相比，)*+,- 细胞数量明显
增多（! = <# <!），而细胞计数的结果与 ?JJ 实验结果
一致。克隆形成实验显示：实验组 )*+,- 细胞形成的
克隆数明显高于对照组（! = <# <(）。因此，本实验提
示 $%&’( 在 )$$ 的形成过程中发挥重要的作用并可
以促进肝癌细胞的生长。

" " 另外，我们通过划痕愈合实验证实外源性的
$%&’( 可以促进 )*+,- 细胞划痕的愈合，提示 $%&’(
促进了 )$$的侵袭转移，为肿瘤的进一步生长恶化提
供了必要的条件。并且，有动物实验已证实：$%&’( 可
以促进大鼠角膜血管内皮细胞的迁移和诱导新生血管

生成，而且细胞迁移是 $%&’( 直接诱导的血管生成的
唯一过程，$%&’( 的直接作用可能作用于新生血管化

的全过程［(<］。因此，我们的实验结果也提示：$%&’( 对
)$$的侵袭转移的促进可能是由于 $%&’( 对肿瘤血管
生成的诱导。也可能由于肿瘤血管生成的增多增加了

肿瘤侵袭转移的机会。总之，$%&’( 作为细胞信号传
导通路下游的一个重要角色，与多种细胞因子作用，参

与了 )$$发生发展的不同环节，并在 )$$ 的生长、侵
袭转移、血管生成等过程中均发挥重要的作用。$%&’(
作为细胞信号转导通路下游的一个重要角色，可能成

为未来肿瘤药物治疗中的重要靶点。$%&’( 可能是一
种早期诊断、分型和肿瘤治疗的潜在靶基因，因此在肿

瘤组织或体液中 $%&’( 的蛋白浓度测定可能有助于诊
断与治疗。该实验为进一步研究 $%&’( 在 )$$ 的发
生、发展中的作用及其机制奠定了基础。但 $%&’( 在
)$$中的具体作用机制尚不清楚，$%&’( 的信号传导
通路和表达调控有待进一步研究。
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