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Abstract
AIM: To observe the effect of hammerhead 
ribozyme targeting connective tissue growth 
factor (CTGF) on TGF-b1-induced collagen I 
synthesis and cell cycle progression in human 
hepatic stellate cells (HSCs). 

METHODS: CTGF hammerhead ribozyme 

cDNA plus two self-cleaving sequences were 
inserted into pTriEx2 to construct recombinant 
vector pTriCTGF-Rz. Both vectors were trans-
fected into human hepatic stellate cell line (LX-2) 
individually, which was then stimulated by 
addition of TGF-b1 to the culture media. Semi-
quantitative reverse-transcription polymerase 
chain reaction was used to determine the tran-
scription of CTGF mRNA and collagen I mRNA 
in LX-2 cells. Collagen I secretion and cell cycle 
progression were measured by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) and flow cytom-
etry, respectively.  

RESULTS: TGF-b1 obviously increased the tran-
scription of CTGF mRNA and collagen I mRNA 
and secretion of collagen I protein in pTriEx2-
transfected LX-2 cells (t = 11.14, 14.36, 7.17; all 
P < 0.01). pTriCTGF-Rz-transfected LX-2 cells 
showed a decrease in the basic transcription of 
CTGF mRNA and collagen I mRNA as well as in 
the secretion of collagen I protein (t = 2.86, 3.06, 
2.97; all P < 0.05). Furthermore, TGF-b1-induced 
increase of CTGF mRNA and collagen I mRNA 
transcription as well as collagen I secretion were 
partially inhibited in pTriCTGF-Rz-transfected 
LX-2 cells (t = 2.99, 3.09, 3.02; all P < 0.05). 
TGF-b1 had no effect on LX-2 cell cycle progres-
sion. 

CONCLUSION: CTGF is an essential down-
stream mediator for TGF-b1-induced collagen I 
production in human HSCs, but TGF-b1 has no 
effect on CTGF-mediated cycle progression of 
HSCs. CTGF may become a new target of gene 
therapy for liver fibrosis.

Key Words: Connective tissue growth factor; Trans-
forming growth factor-b1; Human hepatic stel-
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■背景资料
肝纤维化是继发
于多种慢性致病
原因引起以肝内
HSC激活和ECM
过多产生为病理
特征. 近年来研究
表 明 :  细 胞 因 子
TGF-b1与CTGF
共同承担诱导多
种脏器纤维化的
发生. CTGF作为
T G F - b 1 的 下 游
介导者作用于大
鼠HSC表面受体, 
通过信号传导在
转录、转录后水
平诱导HSC合成
Ⅰ型胶原 .  因此 , 
CTGF有可能成为
肝纤维化基因治
疗的一个新靶点.

■同行评议者
张绪清 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第三军医大学附
属西南医院全军
感染病研究所; 阴
赪宏, 研究员, 首
都医科大学附属
北京友谊医院感
染暨急救医学科



摘要
目的: 探讨靶向结缔组织生长因子(CTGF)的
锤头核酶抑制TGF-b1作用下人肝星状细胞
(HSC)Ⅰ型胶原(Col I)合成及其细胞周期进程
的作用.  

方法: 构建含有人CTGF锤头核酶cDNA序列
的重组质粒pTriCTGF-Rz. 将空质粒pTriEx2
和重组质粒pTriCTGF-Rz分别转染人肝星状
细胞系(LX-2)细胞. 细胞分为4组: pTriEx2转
染组, pTriEx2转染加TGF-b1组, pTriCTGF-Rz
转染加TGF-b1组和pTriCTGF-Rz转染组. 采用
半定量RT-PCR测定LX-2细胞CTGF mRNA和
Col I mRNA转录水平, 采用ELISA和流式细胞
仪分别用于LX-2细胞Col I分泌功能和LX-2细
胞周期进程的检测.  

结果: TGF-b1可明显提高LX-2细胞CTGF 
mRNA和Col I mRNA的转录水平及分泌Col 
I蛋白功能(t  = 11.14, 14.36, 7.17, 均P <0.01); 
pTr iCTGF-Rz转染LX-2细胞既能降低基础
CTGF mRNA 和Col I mRNA水平及Col I蛋白
水平(t  = 2.86, 3.06, 2.97, 均P <0.05), 又能部分
拮抗TGF-b1诱导LX-2细胞CTGF mRNA和
Col I mRNA转录和Col I蛋白分泌的增加(t  = 
2.99, 3.09, 3.02, 均P <0.05). TGF-b1对LX-2细
胞周期进程无影响.  

结论: CTGF是TGF-b1作用下人肝星状细胞
合成Col I的下游介导者, TGF-b1对HSC周期
进程无影响, 靶向CTGF有可能成为肝纤维化
基因治疗的新靶点.  

关键词: 结缔组织生长因子; TGF-b1; 人肝星状细

胞; 锤头核酶; 基因治疗; 逆转录-聚合酶链反应
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0  引言

肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)被认为是

多种原因引起肝纤维化发生、发展过程中起

着关键作用的细胞. 一些细胞因子作用于HSC
的表面受体、通过信号传导分子及转录因子

在转录、转录后水平诱导HSC的基因表达、参

与HSC介导肝纤维化的发生[1-4]. TGF-b1可刺激

HSC合成包括Ⅰ型胶原(Collagen I, Col I)在内

的细胞外基质(extracellular matrixc, ECM), 是
非常重要的纤维源性细胞因子[2,4]. 结缔组织生
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长因子(connective tissue growth factor, CTGF)
和TGF-b1共同承担诱导肝纤维化发生的功能. 
TGF-b1通过调控CTGF启动子活性诱导CTGF的
产生. CTGF是TGF-b1诱导大鼠HSC、成骨细胞

合成ECM的下游介导者[5-6]. 因此, CTGF可作为

肝纤维化基因治疗的一个新靶点. 本研究将靶

向人CTGF的锤头核酶cDNA序列插入pTriEx2
质粒, 转染人肝星状细胞系(LX-2)细胞, 观察锤

头核酶对TGF-b1作用下LX-2细胞Col I合成及细

胞周期进程的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM培养基(Gibco BRL公司), 胎
牛血清(Hyclone公司), 人TGF-b1(Peprotech公
司). 肝星状细胞系LX-2细胞由Friedman教授

(美国)与徐列明教授(上海中医药大学肝病研究

所)惠赠. pTriEx2质粒(Novagen公司), XhoⅠ、

NcoⅠ(Toyobo公司), LipofectamineTM2000、
TRIzol(Invitrogen公司), AMV、TagDNA聚合

酶(Promega公司), 人Col I ELISA检测试剂盒

(美国Unionhonest公司). CO2孵箱(德国 BB16/
BB5060), PCR仪(德国Biometra, UNOⅡ), 酶
标仪(美国B L O-R A D), 流式细胞仪(美国B D 
Bioscience公司). 
1.2 方法 
1.2.1 锤头核酶的设计与重组质粒的构建: 采用

中科院上海生化所陈农安研究员核酶设计软件

设计出针对人CTGF mRNA(NCBI, gi: 98986335)
第896碱基切割位点CUA的锤头核酶cDNA序

列, 正义链: 5'-CTTCTCCTGATGAGTCCGTGA
GGACGAAAGCCTG-3', 反义链: 5'-CAGGCTT
TCGTCCTCACGGACTCATCAGGAGAAG-3'; 
在5'和3'端分别连接一自剪酶cDNA序列. 全部

序列由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成, 并插入pBluescriptⅡSK9(-)克隆载体上. 采用

XhoⅠ和NcoⅠ分别对上述克隆载体及pTriEx2
质粒进行双酶切, 通过胶回收、T4连接酶作用

及测序, 成功构建含有针对CTGF mRNA的锤头

核酶和两个自剪酶cDNA序列的pTriCTGF-Rz重
组质粒. 
1.2.2 LX-2细胞培养及质粒转染: LX-2细胞采用

含100 mL/L胎牛血清(FBS)的DMEM(含青霉素

和链霉素各100 kU/L), 于37℃, 50 mL/L CO2孵箱

培养. 生长良好的LX-2细胞用2.5 g/L胰酶消化, 
无钙镁离子hank氏液洗涤, 25 mL/L FBS DMEM
培养基悬浮, 调节细胞浓度为1×108/L, 分别置

www.wjgnet.com

■研发前沿
大鼠体内、外的
研 究 显 示 :  静 止
HSC激活是肝纤
维化发生的关键
环节, CTGF参与
HSC激活, 并且在
HSC介导肝纤维
化的过程中发挥
重要的作用. 近年
来已有在啮齿类
动物以HSC为靶
细 胞、C T G F 为
治疗靶点进行基
因治疗的报道, 然
而, 靶向CTGF的
基因治疗抑制人
类HSC介导肝纤
维化的作用尚不
完全清楚.

■相关报道
2 0 0 4 年 ,  K o z u e 
Uchio采用CTGF
反义寡核苷酸使
小 鼠 肝 内 部 分
CTGF mRNA受
到 抑 制 ,  初 步 显
示其具有治疗实
验性小鼠肝纤维
化的作用 .  2007
年 ,  George采用 
s iRNA诱导大鼠
肝 纤 维 化 肝 组
织 C T G F 基 因 沉
默 ,  使 C T G F 和
TGF-b1基因表达
部分下调, HSC激
活也受到抑制, 减
轻了纤维化的程
度.
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于100 mm培养皿经造模型后用于CTGF mRNA
和Col I mRNA检测及细胞周期进程检测或置于

12孔培养板用于LX-2细胞Col I分泌测定. LX-2
细胞首先于25 mL/L FBS DMEM培养基培养

24 h, 改用1 mL/L FBS DMEM培养24 h, 然后用

LipofectamineTM2000进行质粒转染, 细胞分为4
组: (1)pTriEx2转染组, (2)pTriEx2转染加TGF-b1
组, (3)p Tr i C T G F-R z转染加T G F-b1组, (4) 
pTriCTGF-Rz转染组; 各组质粒转染4 h后, 换用

1 mL/L FBS DMEM培养液, 于(2)、(4)组分别加

入TGF-b1 20 μg/L, 各组继续培养24 h, 用于各种 
检测. 
1.2.3 CTGF mRNA与Col I mRNA转录水平测定: 
收集上述LX-2模型细胞提取总RNA, 通过半定

量PCR筛选出最佳模板RNA含量为0.8 μg, 各组

均取0.8 mg RNA进行逆转录, 然后取5 μL cDNA
分别针对CTGF、Ⅰ型胶原和b-actin进行PCR扩
增; 人CTGF上游引物: 5'-CCTGGTCCAGACCA
CAGAGT-3'; 下游引物: 5'-ATGTCTTCATGCTG
GTGCAG-3', 扩增产物239 bp. 人Ⅰ型胶原上游

引物: 5'-CCTCAAGGGCTCCAACGAG-3'; 下游

引物: 5'-TCAATCACTGTCTTGCCCCA-3', 扩增

产物117 bp. 人b-actin上游引物: 5'-GTCCTCTCC

CAAGTCCACAC-3'; 下游引物: 5'-GGGAGACC
AAAAGCCTTCAT-3', 扩增产物187 bp.  PCR循
环参数: 94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 1 min, 32个循

环. PCR产物经10 g/L琼脂糖电泳, 使用Gelpro3.2
软件与同组b-actin进行灰度分析. 
1.2.4 LX-2细胞分泌Col I功能测定: 按上述方

法制造LX-2细胞模型后, 收取培养上清, 通过

ELISA测定LX-2分泌Col I的功能, 具体操作按

ELISA试剂盒说明书进行. 
1.2.5 LX-2细胞周期进程检测: 收集上述方法制

造的LX-2模型细胞, 每组含1×106个细胞, 经洗

涤、750 mL/L乙醇固定、PI染色, 采用流式细胞

仪于激发波长488 nm条件下, 测定细胞内DNA
含量, 通过流式细胞仪配套软件分析各组处于

不同细胞增殖周期的百分比. 
统计学处理 用SPSS11.0统计软件中的t检验

进行统计分析, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 pTriCTGF-Rz对TGF-b1作用下LX-2细胞 
CTGF mRNA的作用 TGF-b1作用下pTriEx2空
质粒转染LX-2细胞CTGF mRNA转录水平明

显高于pTriEx2空质粒转染LX-2细胞(t  = 11.14, 
P <0.01); pTriCTGF-Rz可抑制LX-2细胞CTGF 
mRNA基础转录水平和部分抑制TGF-b1诱导

CTGF mRNA的转录水平(t值分别为2.86和2.99,  
P值均<0.05, 图1A-B). 
2.2 pTriCTGF-Rz对TGF-b1作用下LX-2细胞Col 
I转录和分泌的作用 pTriEx2空质粒转染LX-2细
胞具有基础水平Col I mRNA转录和Col I蛋白分

泌功能, TGF-b1可明显提高pTriEx2转染LX-2细
胞Col I mRNA转录水平和Col I蛋白分泌功能(t
值分别为14.36和7.17, P值均<0.01); pTriCTGF-
Rz可降低LX-2细胞Col I mRNA和Col I蛋白的基

础水平(t值分别为3.06和2.97, P值均<0.05)和部

■创新盘点
核酶既能发挥反
义 R N A 阻 断 靶
RNA的作用 ,  又
能以酶的高效催
化活性裂解破坏
靶RNA,  而且核
酶可重复利用. 因
此, 核酶治疗较反
义寡核苷酸更为
有效. 本文旨在阐
明靶向CTGF锤头
核酶对人HSC系
LX-2细胞合成Ⅰ
型胶原及细胞周
期进程的影响, 为
人类肝纤维化基
因治疗提供理论
依据. 
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图  1  pTriCTGF-Rz对TGF-b1作用下LX-2细胞CTGF mRNA
和Ⅰ型胶原mRNA的作用. A: 半定量RT-PCR电泳图; B:  

CTGF mRNA与b-actin mRNA灰度比; C: Ⅰ型胶原mRNA

与b-actin mRNA灰度比. 1: 空质粒转染组; 2: 空质粒转染

+TGF-b1组; 3: 重组质粒转染+TGF-b1组; 4: 重组质粒转

染组. 
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图  2  pTriCTGF-Rz对TGF-b1作用下LX-2细胞Ⅰ型胶原分泌
的作用. 1: 空质粒转染组; 2: 空质粒加TGF-b1组; 3: 重组质

粒加TGF-b1组; 4: 重组质粒组.  
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■应用要点
肝纤维化基因治
疗可明显抑制或
逆转动物肝纤维
化甚至肝硬化进
程, 有良好的应用
前景. 但基因治疗
从动物模型到临
床实验, 需经过相
当长的时间以证
实其临床效果及
可能出现的不良
反应. 本研究在人
HSC系LX-2细胞
水平上进行了靶
向CTGF锤头核酶
抑制肝纤维化的
基因治疗, 对人类
肝纤维化的治疗
具有实际推动作
用.

分抑制TGF-b1刺激下LX-2细胞Col I mRNA转

录和Col I蛋白分泌(t值分别为3.09和3.02, P值均

<0.05, 图1A, C, 图2). 
2.3 pTriCTGF-Rz与TGF-b1作用下LX-2细胞

周期进程的关系  流式细胞仪检测结果显示 : 
pTriEx2空质粒转染LX-2细胞加TGF-b1作用其

G0-G1期, S期及G2M期细胞百分比与空质粒转染

组是一致的, 提示TGF-b1无促进LX-2细胞周期

进程作用. pTriCTGF-Rz转染组LX-2细胞是否加

TGF-b1均显示G0-G1期细胞数增多, 反映DNA合

成的S期细胞减少(表1).

3  讨论

肝纤维化是各种慢性肝脏疾病导致严重后果的

必然途径. 近年来, 随着对肝纤维化发病机制的

深入研究, 明确提出肝纤维化是可逆转的观点, 
肝纤维化的有效治疗可使硬化肝脏重构、肝功

能改善及门脉高压得以控制[1-2,4]. 在肝纤维化的

发生、发展过程中, HSC从含有维生素A脂滴的

静止状态转化为另一种“激活”的肌成纤维样

细胞. 激活的HSC可表达a-平滑肌动蛋白、具有

高增殖活性及合成肝脏绝大部分ECM的特征[7]. 
因此, 激活的HSC是肝纤维化发生的关键细胞. 
本研究使用的人肝星状细胞系LX-2细胞具有在

无血清条件下存活和高转染特性[8]. 因此, LX-2
细胞比较适合于研究靶向细胞因子的肝纤维化

基因治疗. 
人类C T G F基因定位于6号染色体长臂

上(6q23.1), 含5个外显子和4个内含子. 在人

CTGF基因5'-端的启动子含有TGF-b反应元件

是TGF-b在转录水平调节CTGF表达的重要部

位. CTGF是一种促纤维化的细胞因子, 其过度

表达参与多种器官组织的纤维化[9]. 免疫组织化

学研究显示, CTGF主要分布在慢性丙型肝病肝

组织纤维间隔、窦周间隙及肝硬化结节周围纤

维条带的激活HSC[10], 丙型肝炎肝硬化患者肝

脏CTGF mRNA较健康人升高6.5倍, 与TGF-b1 
mRNA升高呈一致性[11]. 慢性丙型肝炎和酒精性

肝病患者血清CTGF的升高可直接反应其肝纤

维化的进展性[12]. 这些研究结果说明CTGF与人

类肝纤维化有关. 
T G F-b家族含有3个密切相关的异构体

(TGF-b1, TGF-b1, TGF-b3). TGF-b1是肝纤维化

发生学重要的细胞因子[2,13]. CTGF和TGF-b1共
同承担诱导肝纤维化发生的功能: 首先, TGF-b1
通过调控CTGF启动子内TGF-b1反应元件和

Smad结合元件诱导CTGF的产生[5,14]; CTGF是
TGF-b1诱导大鼠HSC、胰星状细胞、成骨细胞

合成ECM的下游介导者[5-6,15-16]; TGF-b1在组织

纤维化呈现早期表达, 而CTGF持续表达则是纤

维化病变缓慢进展的重要因素; CTGF通过增加

TGF-b1纤维原性和抑制BMP-7抗纤维化作用进

一步加强CTGF致纤维化作用[2]. 由于CTGF主要

限于结缔组织内间质细胞表达, 靶向CTGF的抗

肝纤维化治疗不影响TGF-b抗炎和调节免疫功

能[17]. 因此, CTGF是一个较阻断TGF-b更有效和

特异的靶点. 
Kozue Uchio采用CTGF反义寡核苷酸使小

鼠肝内部分CTGF mRNA受到抑制, 初步显示其

具有治疗实验性小鼠肝纤维化的作用[18], 最近, 
有人采用siRNA诱导大鼠肝纤维化肝组织CTGF
的基因沉默, 部分地减少CTGF引起的HSC激

活, 下调CTGF和TGF-b1基因表达, 由此发挥抗

纤维化作用[19]. 核酶既能发挥反义RNA阻断靶

RNA的作用, 又能以酶的高效催化作用, 在RNA
链GUX或CUX的3'端将其裂解破坏. 核酶裂解靶

RNA后自动解离, 参与新的靶RNA切割, 这样循

环往复. 因此, 核酶治疗较反义寡核苷酸更为有

效. 本研究采用核酶设计软件成功的设计并构

建了含有针对人类CTGF mRNA 986位点锤头核

酶cDNA和两个自剪酶序列的pTriCTGF-Rz重组

质粒, 将其转染LX-2细胞, 结果显示: 靶向CTGF
的锤头核酶能有效切割LX-2细胞CTGF mRNA, 
进而抑制TGF-b1诱导LX-2细胞Col I mRNA
转录和蛋白的分泌. 本研究结果表明: CTGF是
TGF-b1诱导人肝星状细胞合成Col I的下游介导

者, 靶向CTGF的锤头核酶有可能成为肝纤维化

基因治疗的新途径.
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■同行评价
本研究设计合理, 
方法科学, 结论较
为准确, 为肝纤维
化的防治提供新
的靶点提供实验
依据, 学术价值较
好.
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