
书书书

·研究原著· 文章编号：!"""#$%&"（$""’）!$#!!"’#"(

!"#蛋白参与 $%&’ 引起 ()*%’ 肝癌细胞中 +&%! ,-./的表达上调

李永奇!，任) 宁!，张学庸$，樊代明$ ) （第四军医大学西京医院：! 综合诊疗中心，$ 消化内科，陕西 西安 %!""((

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$""’#"(#(!；) 修回日期：$""’#"*#"’

作者简介：李永奇（!&+*#），男（汉族），河北省赞皇县人, 博士，主治医

师, -./,（"$&）0((%’!’() 1234/, 567894/((: 53;66, <62, <7

!"# *0"1)23 2# 234"54)6 23 *0"#178573623
&’9236:;)6 :*0)8:5712"3 "< 47#;:570 )39
6"1=)5275 80">1= <7;1"0 ,-./ 23 1=)
=:,73 =)*71";)55:570 ;70;23",7 ()*%’
;)55#
!" #$%&’()!，*+, ,)%&!，-./,0 123’#$%&$，4/, 56)’7)%&$

!=.7>.? 6@ A.;3B4/4>3>467 C.D4<47.，$E.F3?>2.7> 6@ G3H>?6.7>.?6/#
685，I4J478 K6HF4>3/，L6M?>; C4/4>3?5 C.D4<3/ N74O.?H4>5，I4P37
%!""((，=;473

【/?#107;1】/@A：!" #$%&’(# ’) *+)", ’, ’(-".-#/ ’( 01#
#))#*0, ") 23",0%4.%(/’( 5$（ 675$）"( 01# #$23#,,’"( ")
-%,*8.%3 #(/"01#.’%. 43"901 )%*0"3（:57;）&<=> ’( 01#
18&%( 1#2%0"*#..8.%3 *%3*’("&% ?#27$ *#..,@ A&B(CDE：
>(0’,#(,# ".’4"/#"$A(8*.#"0’/# %(/ 3#-#3,# 03%(,*3’20%,#+
2".A&#3%,# *1%’( 3#%*0’"(（ <!+6B<） 0#*1(’C8#, 9#3#
8,#/@ -&EFGBE：>/&’(’,03%0’"( ") 675$ 3#,8.0#/ ’( 01# ’(+
*3#%,#/ #$23#,,’"( ") *+!"# %(/ :57; &<=> ’( ?#27$
*#..,@ !1# #$23#,,’"( ") *+!"# &<=> 3#%*1#/ 01# 2#%D .#-#.
%0 ( 1 %)0#3 675$ 03#%0&#(0，91’*1 9%, ,’4(’)’*%(0.A 1’41#3
01%( 01%0 %0 " 1（ 8 E "Q "!）@ F1#3#%,，01# 1’41#,0 #$23#,+
,’"( .#-#. ") :57; &<=> 9%, "G,#3-#/ %0 + 1 %)0#3 675$

03#%0&#(0，91’*1 9%, ,’4(’)’*%(0.A 1’41#3 01%( 01%0 %0 " 1
（ 8 E "Q "!）@ *+!"# >HI ,’4(’)’*%(0.A 3#/8*#/ 675$ +’(+
/8*#/ 823#48.%0’"( ") :57; &<=> #$23#,,’"(（ 8 E
"Q "!）@ HC.HGFE@C.：675$ *"8./ ’(*3#%,# 01# #$23#,+
,’"( %(/ ,#*3#0’"( ") :57; ’( 1#2%0"*#..8.%3 *%3*’("&%
*#.., GA %*0’-%0’(4 01# 03%(,*3’20’"( )%*0"3 *+ 9$:，01#( 23"+
&"0# 01# %(4’"4#(#,’, ") 1#2%0"*#..8.%3 *%3*’("&% %(/ 018,
2.%A %( ’&2"30%(0 3".# ’( 01# 2%01"4#(#,’, ") .’-#3 *%(*#3@
【I)J>"06#】 *%3*’("&%， 1#2%0"*#..8.%3； /’("23",0"(#；

4#(#,，)",；-%,*8.%3 #(/"01#.’%. 43"901 )%*+
0"3,；%(0’,#(,# ".’4#"/#"$A(8*.#"0’/#

【摘) 要】目的：研究前列腺素 1$（RG1$）对人肝癌细胞中血

管内皮生长因子（S1GL）2ATU表达的影响,方法：反义脱氧
寡核苷酸（UVW）及反转录聚合酶链式反应（A-#R=A）技术,

结果：RG1$ 增强了 <# 9$: 及 S1GL 2ATU 在肝癌细胞系
K.FG$ 中的表达, <# 9$: 2ATU的表达在 RG1$ 作用 ( ;时达到
高峰，显著高于 RG1$ 作用 " ;时（ 8 X "Q "!）,在 RG1$ 作用 +
;时，S1GL 2ATU的表达水平达到最高，显著高于 RG1$ 作用

" ;时（ 8 X "Q "!）, <# 9$: UVW能明显降低 RG1$ 诱导的 S1GL
2ATU的表达上调（ 8 X "Q "!）,结论：RG1$ 可能通过增强转

录因子 <#9$:的表达，进而促进 S1GL 2ATU 在肝癌细胞中的
表达和分泌，促进肝癌新生血管的生成，参与肿瘤的生长,
【关键词】癌，肝细胞；地诺前列酮；基因，9$:，血管内皮生长

因子类；反义脱氧寡核苷酸
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KL 引言
前列腺素 1$（RG1$）通过自分泌方式产生后子，

对肿瘤细胞的生长和转移有促进作用［!］, 但是促进
的机制尚有许多未解之处, 血管内皮细胞生长因子
（O3H<M/3? .7D6>;./43/ 8?6Y>; @3<>6?，S1GL）能通过促进
肿瘤新生血管生成而促进肿瘤的生长,肝癌细胞能产
生 S1GL，通过旁分泌促进肝癌血管的生成［$］, 多种
肿瘤生长促进因子均能增强 S1GL 的分泌, 但 RG1$

对 S1GL在肝癌细胞中的表达有何作用尚未清楚,我
们利用反义脱氧寡核苷酸（37>4H.7H. 6/486D.6Z57M</.6#
H4D.，UVW）结合反转录聚合酶链式反应（A-#R=A）技
术观察 RG1$ 对人 K.FG$ 肝癌细胞中 S1GL 2ATU
表达的影响以及 <# 9$:癌基因的参与机制,

ML 材料和方法
MN ML 材料L 人肝癌细胞系 K.FG$ 为我室保存；AR#
C[ !+*" 培养基、胎牛血清购自美国 G4B<6 公司；-?#
4\6/试剂、E--，AT6:)%，6/486（E-）!$#!’和 VMFH<?4F> !
反转录酶为 [7O4>?68.7 公司产品；;6< ETU 聚合酶为
日本 -656B6 公司产品；RG1$ 购自美国 V4823 公司,
UVW及 R=A引物由上海生工生物技术公司合成；根
据报道的人 <# 9$:的 2ATU序列设计 UVW，长度为 !’
BF，序列为：’]#GUU=U-=U-=G-GG=#(],同时设计并
合成正义寡核苷酸（ H.7H. 6/486D.Z57M</.6H4D.，VW）作
为对照，序列为：’]#G==U=GU-GU-G--=#(]上述寡
核苷酸均进行全碱基硫代磷酸修饰,
MN ’L 方法L 将 K.FG$ 细胞系复苏后分别加入含 !""
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!" # "胎牛血清、$%% &’ # "青霉素、%( $ ) # " 链霉素和
$( * !) # "谷氨酰胺的 +,-. $/0% 培养基，在 1% !" # "
23*，456恒温箱内培养，0 7 / 8 传代 $ 次9 在细胞
达到对数生长期后，分别接种于 41 !! 培养皿中，
4 : $%1细胞 #培养皿，继续培养 *0 ;9向每个培养皿中
加入终浓度为 $!!<= # "的 ,>?*，分别培养 %，$，4，/，
$* 和 *0 ; 后收集细胞，提取总 +@A9 细胞系在达到
对数生长期后，分成 0 组，每组有 0 个样品9分别接种
于 41 !! 培养皿中，4 : $%1 细胞 #培养皿，继续培养
*0 ;9各组处理如下：" 对照组加生理盐水 $% !"；
# 单纯 ,>?* 处理组加入终浓度为 $ !<= # " 的
,>?*；$ B3处理组加入 B3 $% !"（1% !)）孵育 4%
!CD后加入终浓度为 $ !!<= # "的 ,>?*；% AB3处理
组加入 AB3 $% !"（1% !)）孵育 4% !CD 后加入终浓
度为 $ !<= # "的 ,>?* 9各组细胞在培养 / ;后进行收
集，提取总 +@A9 利用 EFCG<= 试剂裂解细胞后，加入
%( * !"氯仿，震荡混匀，以 /%%% ! 离心 $% !CD9取上
层水相，加等体积异丙酮混合，室温孵育 $% !CD9 于
06以 $4 %%% ! 离心 $1 !CD，弃上清9 沉淀块用 0%%
!" # "乙醇冲洗后，以 *% !"去离子水溶解，并用分光
光度计测量 +@A浓度，于 H I%6保存备用9在 1% !"
的反应体积中加入 * !) 总 +@A，1 :反应缓冲液 $%
!"，$% !!<" # " 8@E,J 1 !"，+@"#$%（0 : $%1 K # "）
%( 1 !"，<=C)<（LE）$*M$1 %( *1 !)，B’NJOFCNP &反转录酶
（* : $%0 K # "）* !"，%( $ !<" # " LEE %( 1 !"，置 456
孵育 $ ;，然后在 /16加热 1 !CD9反转录合成的 OLM
@A储存于 H *%6 9 按照已报道的人 OM &’# 及 Q?>R
!+@A序列设计相应的特异性引物（OM &’#：上游：1SM
E>2 E>A A>> A>A A>> AAA AA M4S；下游：1SM
E>2 AEA >AA >>A 222 A>A EA M4S；Q?>R：上游：
1SMA22 2AE >>2 A>A A>> A>> A> M4S；下游：1SM
A2> 2>A >E2 E>E >EE EEE >2M4S）9同时合成 TMUOM
PCD 引物（上游：1SME>> E>> >EA E>> >E2 A>A
A>> A2E 2 M4S；下游：1SM2AE >>2 E>> >>E >EE
>AA >>E 2E2 A M4S），作为 ,2+ 反应时的内参照9
OM &’#，Q?>R 和 TMUOPCD 扩增产物的大小分别为 400
TN，044 TN和 */1 TN9在 *1 !"的反应体积中加入合
成的 OL@A %( $ !)，$% : ,2+缓冲液 *( 1 !"，8 @E,J
（* !!<" # "）*( 1 !"，-)2=*（*1 !!<" # "）*( 1 !"，各
引物（*% !!<" # "）$ !"，(") L@A 聚合酶（1 : $%/

K # "）%( 1 !"9 热循环条件：V46 $ !CD，1/6 4% J，
5*6 $ !CD，进行 $ 个循环；V46 4% J，1/6 4% J，
5*6 $ !CD，进行 41 个循环；5*6 延伸 I !CD9取各扩
增产物 $% !"，经 4% ) # " 琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭
染色后，用 KQ, 凝胶成像系统进行检测，并用 "UTM

W<F&J 软件对各阳性条带进行光量子强度测定9 将
OM &’#或 Q?>R 阳性条带的密度与 ’MUOPCD 条带密度
的比值作为 Q?>R !+@A的相对表达量9
统计学处理：采用 B,BB$%( $ 分析软件对获得的

数据进行方差分析及多重比较9

!" 结果
!# $" %&’! 对 ()!"#和 *’&+ ,-./在012&! 细胞
系中表达的影响" 向 XYN>* 细胞系中加入 ,>?* 后，
*+&’#和 Q?>R !+@A均呈现时程依赖性的表达上调
（RC) $）9其中，*+&’# !+@A在 ,>?* 作用 $ ;和 4 ;表
达水平较高，与 ,>?* 作用 % ;相比有显著差异（, Z
%( %$）9 / ;仍然具有较高的表达水平（, Z%( %1，RC) *）9

-：L"*%%% L@A !UF&YF；%，$，4，/，$*，*0，;：?[NFYJJC<D <\ P;Y 8C\\YFYDP
OY== O’=P’FY8 PC!YJ9
RC) $ ] ?\\YOP <\ ,>?* <D P;Y Y[NFYJJC<D <\ OM &’# UD8 Q?>R
!+@A CD XYN>* OY==J O’=P’FY8 CD 8C\\YFYDP PC!YJ
图 $] ,>?* 对 OM &’# 和 Q?>R !+@A 在经不同时间培养的
XYN>* 细胞中表达的影响

U, Z %( %1，T, Z %( %$ -# % ;，FYJNYOPC^Y=_，（ % . 0，/ 0 #）9
RC) * ] +Y=UPC^Y Y[NFYJJC<D =Y^Y= <\ OM &’# UD8 Q?>R !+@A CD
XYN>* OY==J U\PYF ,>?* PFYUP!YDP
图 *] ,>?* 作用后 OM &’#和 Q?>R !+@A在 XYN>* 细胞中的
相对表达量
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在 !"#$ 作用 % & ’#"( )*+, 表达水平开始增高，
至 - & 达到最高，与 . & 相比有显著差异（ ! /
.0 .1）2 !"#$ 作用 $3 &，’#"( )*+, 的表达水平基
本上回落到 . & 水平（(45 $）2 作为内对照的 !67894:
表达水平在各时间点基本一致，表明在 !;* 反应中
所加的模板量是相等的2

<：=>$... =+, )7?@A?；1：;B:9?BC；$：!"#$ 69?A79AD；%：86 "#$ EF G
!"#$；3：86 "#$ ,EF G !"#$；（ % & 3，’ ( $）
(45 % H #IIA89J BI )*"#$ ,EF B: !"#$ 64:DK8AD KL?A5KC794B: BI
’#"( )*+, 4: MAL"$ 8ACCJ
图 %H )*"#$ ,EF对 !"#$ 诱导的 MAL"$ 细胞中 ’#"( )*+,
表达上调的影响

N! / .0 .1 +$ 8B:9?BC；（ % & 3，’ ( $）2
(45 3 H #IIA89J BI 86 "#$ ,EF B: !"#$ 64:DK8AD KL?A5KC794B: BI
’#"( )*+, 4: MAL"$ 8ACCJ
图 3H 86 "#$ ,EF对 !"#$ 诱导的 MAL"$ 细胞中 ’#"( )*+,
表达上调的影响

!" !# $%!"# &’( 对 )*+! 诱导的 ,+*- ./0& 在
123*! 细胞系中表达上调的影响# 由于 !"#$ 增强

’#"( )*+,在 MAL"$ 细胞中的表达高峰在 - &，所

以我们选择该时间点来观察 86 "#$ ,EF 的作用2结果
显示，在 86 "#$ ,EF处理组，’#"( )*+,的表达明显
降低（ (45 %），与单纯 !"#$ 处理组相比差异显著

（! / .0 .1，(45 3）2在 86 "#$ EF处理组，’#"( )*+,
的表达与单纯 !"#$ 处理组相比无明显差异2

4# 讨论
目前，前列腺素在肿瘤中确切的病理生理作用及

其机制还不很清楚2癌肿组织内 !"#$ 的含量显著高

于正常组织［%］2 动物实验证明，肿瘤产生的 !"#$ 能

抑制荷瘤机体的体液免疫和细胞免疫，有利于肿瘤的

生长，发展和转移［3］2 我们观察到，!"#$ 能促进

’#"( )*+,在肝癌细胞系 MAL"$ 中的表达，而且呈
时程依赖性的特点，表明 !"#$ 能增强 ’#"( 在肝癌
细胞中的表达，促进其分泌，提示 !"#$ 能促进肝癌

新生血管的生成，这可能是 !"#$ 参与肝癌生长的机

制之一2我们还观察到：!"#$ 能够增强 86 "#$基因在
MAL"$ 肝癌细胞中的表达，在 !"#$ 作用 1 & 和 % &
时达到高峰，早于 ’#"( )*+, 的表达高峰出现时
间2而且，86 "#$ ,EF 能够明显反转 !"#$ 所诱导的

’#"( )*+,的上调表达2 上述结果提示 86 "#$ 可能
参与了 !"#$ 诱导的 ’#"( )*+,在肝癌细胞中的表
达2
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