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肝再生增强因子，细胞色素P450与人肝癌细胞 

在体外耐药的关系 

徐永红，孙 航 ，郭 晖，钱克莉，张臣丽，刘 杞 

(重庆医科大学附属第二医院病毒性肝炎研究所 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究肝癌顺铂耐药细胞 HepG2／cDDP中人肝再生增强因子 Human augmenter ofliver regeneration，hALR)对细胞 

色素 P450(CytoehromeP450，CYP450)表达的影响，观察 ALR是否通过作用 CYP450与肝癌细胞耐药的形成有关。方法：建立体 

外肝癌顺铂耐药细胞系，MTT检测耐药指数；将构建好的人肝再生增强因子 siRNA表达质粒 psiALR—A及其阴性对照质粒 

DsiALR—B采用脂质体转染的方法分别转染至 HepG2／cDDP细胞，荧光显微镜观察绿色荧光蛋白的表达，计算转染效率。根据转 

染不同的质粒，将 HepG2／cDDP细胞分为 3组：转染组(转染 psiALR—A)，对照组(转染 psiALR—B)，空白组(未转染重组质粒)。 

免疫细胞化学法 、免疫印迹法、实时荧光定量 PCR法检测转染细胞中 hALR和 CYP450的表达，化学发光法检测各组细胞中 

CYP3A4的活性，MTT比色法检测各组细胞对顺铂敏感性的变化。结果 ：耐药模型成功建立，耐药指数为 6．26；成功转染质粒 

DsiALR—A和 psiALR—B；转染组细胞中 hALR表达明显减少，CYP450的表达明显增加，活性升高，而对照组和空白组细胞中 

hAI R和 CYP450表达没有明显的变化。M frr结果显示转染组细胞对顺铂的敏感性降低，对照组和空白组细胞对顺铂的敏感 

性没有明显变化。结论：阻断人肝再生增强因子的表达后，HepG2／cDDP细胞CYP450表达明显增加，活性增强，对顺铂的敏感性 

下降，ALR可能通过作用 CYP450在肝癌细胞耐药的发生发展中起着重要作用。 
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The relationship between augmenter of liver regeneration，cytochrome P450 

and the drug resistance of lnduced hUman hepatOCellular carcinoma 

drufl—resistant cells in vitro 
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【Abstract]Objective：To investigate the effects of augmenter of liver regeneration (hALR)in cisplatin (eDDP)induced human 

hepatocellular carcinoma drug-resistant cells (HepG2／cDDP)on the expression of cytoehrome P450，and detect whether ALR has 

relationship with the drug resistance of human hepatocellular carcinoma cells by affecting CYP540．Methods：A drug resistant human 

hepatoma cell line (HepG2／cDDP)induced by cisplatin was established in vitro，and its resistance index was evaluated by MTI"assay． 

The expressing siRNA plasnfid psiALR—A targeting hALR and the unrelated control plasmid psiALR-B were constructed successfully an d 

transfected into HepG2／cDDP cells with lipofectamine 2000 methods，respectively；the expression of green fluorescent protein was 

observed under a fluorescence microscope to calculate transfection efficiency．According to different plasmid transfection，HepG2／cDDP 

cells were divided into three groups：transfeetion group (transfected psiALR'A)，control group (transfected psiALR-B)，and blank 

control group (non-transfected with the recombinant plasmid)．The protein and mRNA level of hALR and CYP450 in each group of cells 

were measured by immunocytochemistry，Western Blot and Real-time FQ-PCR．The activities of CYP450 in each group of cells were 

detected by chemiluminescence：drug sensitivity to cDDP in each group cells was detected by assay．Results：HepG2／cDDP cell line 

was established successfully with stable resistance to cDDP．and the resistance index(RI)was 6．26．Plasmid psiALR—A targeting hALR 

and the unrelated control plasmid psiALR-B were transfeeted successfully．In transfection group，the level of hALR protein an d mRNA 

expression decreased significantly，but the level of CYP450 protein and mRNA expression increased significantly．In the control group and 

blank control group，there was no obvious change．The activities of CYP450 were increased significantly and the sensitivity to cDDP was 

decreased in transfection group；however，there was no obvious change in the control group and blank control group．Conclusion：Th e level 

ofCYP450 expression and the activities ofCYP450 are increased sign ificantly，but the sensitivity to cDDP is decreased in transfection group． 
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ALR may play an important role in the occurrence and development 
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人肝再生增强因子 Human augmenterofliverregeneration， 

hALR)是一种具有热稳定性、非特异促进肝细胞再生的细胞 

因子l1】，在肝癌发生、发展过程中发挥重要的作用[2-8]。细胞色 

素 P450(Cytochrome P450，CYP450)酶系是药物代谢中最重 

要 的一个系统 ，CYP3A4是其 中最重要 的一种 同工酶【圳， 

CYP3A4在人类肝脏和小肠中表达最丰富，与大量药物的代谢 

和药物之间的不良反应用有 。CYP3A4参与 50％以上目前 

常用药物在体内的代谢转化过程【llJ'因此 CYP450与化疗药 

物耐药之间关系愈发受到人们的关注。研究表明 ALR可以 

抑制原代培养的肝细胞中CYP540在蛋白和 mRNA水平的 

表达，降低其活性旧。但 ALR是否通过影响 CYP450表达，进 

而影响肝癌细胞耐药的发生，目前还不清楚。为阐明ALR是 

否与肝癌耐药细胞中CYP3A4的表达相关，可以通过 RNA 

干扰(RNA interference，RNAi)技术干扰 ALR的表达后 ，观察 

CYP3A4表达的变化。因此，将已构建好的 ALR小干扰 RNA 

阳性质粒 psiALR—A和其阴性对照质粒 psiALR—B转染肝癌 

耐药细胞(HepG2／cDDP)，观察 hALR及 CYP450的表达变 

化，为观察 ALR是否通过抑制 CYP450的表达水平间接参与 

肝癌细胞耐药的发生、发展奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 质粒和细胞 

质粒 psiALR—A[131(人肝再生增强因子的siRNA)、psiALR 

— B【】 1(阴性对照质粒)、人肝癌细胞株 HepG2由重庆医科大 

学附属第二医院病毒性肝炎研究所提供。 

1．2 主要试 剂 

DNA marker购于宝生物(大连)有限公司；脂质体转染试 

剂 Lipofectamine2000购于美国 Invitrogen公司；免疫细胞化 

学试剂盒及 DAB显色试剂盒购于康为世纪生物科技有限公 

司；大量质粒提取试剂盒购于美国OMEGA公司；总 RNA提 

取试剂盒及总蛋 白提取试剂盒购于北京百泰克生物技术有 

限公司；胎牛血清购于美国HyClone公司。CYP3A4化学发光 

试剂盒购于美国 Promega公司。CYP3A4抗体购于上海艾碧 

康生物制品有限公司；抗 hALR单克隆抗体由重庆医科大学 

病毒性肝炎研究所提供。其余试剂由重庆医科大学病毒性肝 

炎研究所供应室提供。 

1_3 细胞培养 

将 HepG2细胞 自液氮中复苏，用含 10％胎牛血清的RP— 

MI1640培养液作为培养基 ，细胞进行常规培养和传代。 

1．4 耐药细胞株 HepG2／cDDP的诱导 

采用逐步递增 cDDP浓度，持续作用的方法诱导。取对 

数生长期 HepG2细胞接种至含 cDDP的 RPMI1640培养液 

中，从低浓度(0．1 咖 1)开始 ，48 h换液 1次 ，当变圆或脱落 

的 HepG2细胞与贴壁生长的 HepG2比例小于 20％时，增加 

调整 cDDP量。如此反复换液、传代，逐步提高 cDDP(0．1 g 

／ml一0．2 Ixg／ml一0．4 g／ml一0．8 Ixg／ml一1．0 txg／m1)持续诱导 ，最 

终获得 1株能耐受 1．0 t~g／m lcDDP的细胞系，命名为 HepG2 

，cDDP。 

1．4 MTF法检测顺铂的细胞毒作用㈣ 

96孔培养板内加入 5 X 104个／ml单细胞悬液，每孔 200 

1，并加人倍比稀释成 5种浓度的顺铂 20 l，每一浓度重复 

6孔 ，设空白对照及细胞对照，置于 37℃，5％CO 孵箱内培 

养 48 h，加 5 mg／ml MqT 20 l，继续培养 4 h，吸去上清液 ，再 

加入 DMSO 200 ILl，振荡 5 min，用 自动酶标读数仪(Spec~a— 

Max M2酶标仪 ，USA)测定 490 am波长的光密度值(D)值 ， 

按下面公式计算药物对细胞的抑制率：抑制率(％)=(1-D实验 

／D )X 100，用 SPSS13．0软件计算出顺铂的半数抑制浓度 

(Ic，。)，并计算耐药指数(Resistance index，RI)，RI=IC 耐药 

细胞 ／IC 亲代细胞。 

1．5 重组质粒抽提 

将冻存的质粒 psiALR—A『含绿色荧光蛋 白(Green fluo— 

rescence protein，GFP)表达基因]、psiALR—B[含绿色荧光蛋白 

(Green fluorescence protein，GFP)表达基因1，分别进行转化 、 

卡那霉素抗性筛选。根据 OMEGA大量抽提质粒试剂盒说明 

书抽提质粒，供转染细胞用。 

1．6 重组质粒转染 

重组质粒的转染及转染后 GFP的表达 ：以合适的密度 

(3-4)X 10 个／ml将 HepG2／cDDP细胞接种于 6孔板 ，在无 

抗生素、含 10％胎牛血清的 RPMI1640培养基中培养待细胞 

达到 80％～90％的融合度时进行转染。Lipofectamine 2000说 

明书分别进行 psiALR—A、psiALR—B转染 ，并于转染后 4-6 h 

更换含 10％胎牛血清的RPMI1640培养液培养旧。细胞转染 

24～48 h后在荧光显微镜下观察 GFP的表达情况，以判断转 

染是否成功，并照相。随机选择 5个高倍视野(20X 10倍)，计 

数绿色荧光细胞数及总细胞数 ，绿色荧光细胞发生率 ：(绿 

色荧光细胞数／总细胞数)X 100％，以确定转染成功率。 

1．7 蛋白质印迹法检测 hALR和 CYP3A4在蛋白水平的表 

达变化 

各处理组细胞经裂解液提取蛋白后，常用 BCA法定量蛋 

白浓度。蛋白变性后在 SDS一聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离，完 

毕后将蛋白电转移到 PVDF膜上，用含 5％BSA的TBST缓冲 

液封闭 1 h。加入特异性一抗和相对应的二抗。最后 DAB显 

色检测 目的条带，拍照后采用 BandScan5．0图像分析软件进行 

扫描分析。采用特异性基因光密度，管家基因光密度(~-actin) 

相对定量。 

1．8 免疫细胞化学法检测 hALR和 CYP3A4在蛋白水平的 

表达 变化 

按照 1．2．5所示方法转染重组质粒，转染 24 h后 PBS洗 

3次 ，4％多聚甲醛固定，PBS洗 3次 ，0．5％Txiton—XIO0处理 

(室温)60 min，PBS洗 3次。按照康为世纪免疫组化二步法试 

剂盒说明书进行染色，DAB显色，图像采集。 

1．9 RNA抽提及荧光定量 PCR分析 

使用 RNA抽提试剂盒提取 RNA，测量其浓度及 OD值。 

按照TAKARA RNA PCR Krr(AMv)VER，3．0 DRR019A说明 

书将 RNA逆转录合成 cDNA．使用 SYBR Premix Ex TaqTM II 
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注：转染组和对照组比较 P<0．001；转染组和空白组比较 似<O．001；对照组和空白组比较， P>O．05 

表 5 CYP3A4mRNA的表达 ±s) 

注：转染组和对照组比较 P<O．001；转染组和空白组比较 尸<0．001；对照组和空白组比较， 19>0．05 

表 6 各组肝癌耐药细胞中CYP3A4的活性 ±s) 表 7 顺铂对各组肝癌耐药细胞增值的抑制作用 ±s) 

注： 与对照组比较，P<O．01； 与空白组比较，P<0．0l；对照组和空白 

组比较，P>005 

长春花碱选择的结肠腺癌细胞耐药株高表达 CYP3A4，首次 

证实了肿瘤细胞株 CYPs表达有可能参与化疗过程中耐药的 

形成。目前，CYP3A的表达与抗肿瘤药物耐药性的关系还有 

待进一步研究。 

ALR是近年发现的一种新型的促肝再生的生长因子，其 

参与肝脏再生 、在肝脏损伤及疾病中保护肝脏 、参与组织器 

官的形成与发育 ，在免疫调控调节方面起到重要的作用l18,19]．． 

存肝脏疾病及肝脏再生中，肝脏药物的生物转化和解毒作用 

主要由P450介导的，国外文献报道，ALR可以降低原代培养 

的肝细胞内基础和诱导的 CYP450的表达使其活性降低，由 

于在各种急性肝脏疾病 、肝硬化 。肝细胞肝癌及和胆管细胞 

癌【}1 ALR的表达水平上升[2o， --，因此可能导致 CYP450表达 

降低，从而使肝脏的药物代谢和解毒作用受到损伤。 

本研究结果显示，在人耐药肝癌细胞模型中 ，转染组 

CYP3A4在蛋白质和 mRNA水平的表达明显增加，活性升高 ， 

宅门组和对照组 CY3A4表达水平及活性没有明显变化，这 

提示在肝癌细胞中人肝再生增强因子可能抑制 CYP3A4的表 

达，AI R被干扰后，对 CYP3A4的抑制作用降低，致使CYP3A4 

的表达增加 ，活性增高 同外文献报道顺铂可以被 CYP3A4 

和 CYP2E 1 2种酶所代谢 ，各组细胞转染后 M rrr结果显示， 

转染组细胞的光密度值明显高于对照组及空自组 ，说明其对 

顺铂的敏感性明显降低，而对照组和空白组则无明显变化，其 

原凶可能是 ALR被干扰后，CYP3A4的活．1生升高，导致顺铂代 

谢灭活增加，降低了细胞对它的敏感性。药物被 P450代谢后 

可表现为灭活反应，即促进底物羟化，脱烃基等在分子内形成 

极性基团，利于通过生物转化反应 ；但有些药物因CYP450 

的作用而活化，如环磷酰胺 、f_f_1苄肼 、氮烯咪胺、氯胍等 ，另外 

有些药物因CYP450的作用而活性增强 ，如噻替派 、阿霉素 

和依托泊苷等；ALR在肝癌细胞中的表达水平明显增加，使 

注： 与对照组比较 ，P<O．001； 与空白组比较，P<0．001；对照组和空 

自组比较，P>0．05 

CYP450的表达减少，活性降低，经 CYP450代谢活化或者活 

性增强的化疗药物，其活性 可能会明显下降，因此引起肝癌 

细胞对化疗药物的耐受，导致耐药的发生。综上所述，ALR对 

CYP450的抑制作用，问接参与了肝癌细胞耐药的形成，是肝 

癌细胞耐药形成的机制之一 
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； 喜嘲嘟蠢 文章编号：0253—3626(201 1)03—0262—04 

丙型肝炎病毒 P7蛋白体外原核表达状况的研究 

陈 可，胡接力，胡 源，张文露，王增产，汤 华，黄爱龙，蔡雪飞 

(重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：扩增丙型肝炎病毒(Hepatitis C virus，HcV)P7蛋白基因，克隆到多个原核表达系统，观察P7蛋白在体外表达的情 

况，获取具有生物学活性的HCV P7重组蛋白。方法：设计扩增全长 HCV P7基因片段的特异引物，以H／FL质粒 DNA(含 HCV la 

cDNA全长序列)为模板，通过PCR扩增全长 HCV P7基因，定向克隆到 pQE30、pGEX 4T一2、pET32a(+)3种不同类型的原核表达 

载体中。将重组后包含 HCV P7基因的原核表达载体转化表达型大肠杆菌 BL21(DE3)pLysS或 sG13009(PREP4)，并做异丙基 

硫化 一13一D一半乳糖苷(Isopropyl—beta—D—thiogalactoside，IfyI℃)诱导表达 ，通过 SDS—PAGE和 Western blot鉴定 HCV P7蛋白原 

核表达的情况。结论：获得可溶性的重组蛋白GST—HCV P7和 Trx—HCV P7，为进一步研究 P7蛋白的生物学功能奠定基础。 
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