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下调肝癌衍生生长因子表达水平对胶质瘤
Ｕ３７３细胞增殖及凋亡的影响

陆　红，王　霞
（新疆医科大学第五附属医院门诊部，乌鲁木齐　８３００１１）

【摘　要】目的：研究下调肝癌衍生生长因子（Ｈｅｐａｔｏｍａｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＤＧＦ）的表达水平对胶质瘤细胞 Ｕ３７３增殖及凋
亡能力的影响。方法：设计并合成ＨＤＧＦ靶向ｓｉＲＮＡ，以脂质体为介质瞬时转染入Ｕ３７３细胞，采用ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＨＤＧＦ基因及蛋白表达水平的变化，判断ＲＮＡ干扰的效果、流式及ＭＴＴ法检测细胞凋亡及增殖变化。结果：用脂质体瞬时
转染ｓｉＲＮＡ至Ｕ３７３细胞中，ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果证实转染４８ｈ后，Ｕ３７３细胞中ＨＤＧＦ基因及蛋白表达水平明显
下调。ＭＴＴ结果显示，ＲＮＡｉ下调ＨＤＧＦ后的Ｕ３７３细胞相对于空白和阴性对照组，细胞在体外增殖能力明显减弱（Ｐ＜００１），
Ｕ３７３细胞凋亡率明显上升（Ｐ＜０．０５）。结论：ＨＤＧＦ蛋白在胶质瘤的发生发展过程中起着促进作用，可能成为一个新的肿瘤
分子治疗靶点。

【关键词】肝癌衍生生长因子；胶质瘤；ＲＮＡ干扰
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　　神经胶质瘤是中枢神经系统最常见的肿瘤，具
有高致残率、高死亡率的特点。肝癌衍生生长因子

（Ｈｅｐａｔｏｍａｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＤＧＦ）是自人肝癌
细胞株ＨｕＨ７的条件培养基中分离出的一种酸性肝
素结合蛋白，大量研究表明ＨＤＧＦ不仅在肿瘤发生、
发展中发挥着极为重要的作用，而且与肿瘤恶性程

度及预后高度相关。但目前尚无ＨＤＧＦ与胶质瘤之
间关系的报道。本研究采用 ＲＮＡ干扰技术下调胶
质瘤Ｕ３７３细胞中ＨＤＧＦ的表达，继而观察其对细胞
增殖及凋亡的影响，为深入研究 ＨＤＧＦ在胶质瘤发
生发展中的作用及其作用机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
胶质瘤细胞株Ｕ３７３来自中科院上海细胞所，本室保存，

ＨＤＧＦ鼠源性单抗本室自制并保存。ｓｉＲＮＡ由本室设计，上
海吉玛生物有限公司合成。ＤＭＥＭ培养基粉来自美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，青链霉素购自美国Ｇｉｂｃｏ公司。βａｃｔｉｎ单克隆
抗体、转染试剂盒 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司。ＣＣＫ８试剂盒购自碧云天公司。
１．２　细胞培养

胶质瘤细胞株 Ｕ３７３培养液为含１０％胎牛血清、１００Ｕ?
ｍｌ青链霉素的ＤＭＥＭ。于３７℃，５％ＣＯ２的饱和湿度条件下
的孵育箱内培养，２～３ｄ更换培养液，常规消化传代。实验
均选用对数生长期细胞。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
收集状态良好的Ｕ３７３细胞加入ＲＩＰＡ裂解液［５０ｍｍｏｌ?Ｌ

ＴｒｉｓＣｌ（ｐＨ８．０），１５０ｍｍｏｌ?ＬＮａＣｌ，０．０２％ＮａＮ３，０．１％ＳＤＳ，
１００μｇ?ｍｌＰＭＳＦ，１μｇ?ｍｌＡｐｒｏｔｉｎｉｎ，１％ＮＰ４０，０．５％Ｎａｄｅｏｘｙ
ｃｈｏｌａｔｅ］，裂解后提取蛋白。２，２’联喹啉４，４’二甲酸二钠
盐（Ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）法定量后每种细胞裂解液各２０
μｇ行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、转膜，５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ，再分
别结合不同浓度比例的一抗∶ＨＤＧＦ单抗（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ
单抗（１∶２０００），４℃过夜，再以１∶２０００的比例结合相应的
ＨＲＰ标记的二抗，化学发光试剂盒检测蛋白印迹，Ｘ光片曝
光、显影、定影。

１．４　ｓｉＲＮＡ设计
　　根据ＧｅｎｅＢａｎｋ基因已知序列（基因编号：ＮＷ＿９２５６８３．１），
按ｓｉＲＮＡ序列设计原则进行设计。在ＨＤＧＦ的基因中选取了２
个靶点ｓｉＲＮＡ１：５’ＡＡＣＣＧＧＣＡＧＡＡＧＧＡＧＵＡＣＡＡＡ３’；ｓｉＲＮＡ
２：５’ＡＡＡＵＣＡＡＣＡＧＣＣＡＡＣＡＡＡＵＡＣ３’。并设计合成阴性参照
ｓｉＲＮＡＮＣ：５’ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３’。
１．５　ｓｉＲＮＡ转染

转染前２４ｈ，用胰酶消化处于对数生长期的细胞并计
数，调整细胞浓度，接种于６孔板，最终达到每孔含１×１０５个
细胞，分为４组：未作任何处理的空白（Ｂｌａｎｋ）组、仅用单纯
脂质体转染的阴性参照（Ｎｅｇａｔｉｖｅ）组、转染 ｓｉＲＮＡ１组、转染
ｓｉＲＮＡ２组，按ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００Ｒｅａｇｅｎｔ试剂说明书进行
转染。具体操作如下：培养２４ｈ后，用不含抗生素的 ＯＰＴＩ
ＭＥＭ培养基将 ｓｉＲＮＡ１５０ｐｍｏｌ，ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质体
５μｌ分别稀释至２５０μｌ。将稀释后的 ｓｉＲＮＡ和脂质体等体
积混匀并室温放置 ２０ｍｉｎ备用。将脂质体ｓｉＲＮＡ复合物
５００μｌ加入含有细胞和培养基的６孔细胞培养板中，来回轻
轻摇晃细胞培养板，使脂质体分布均匀。６ｈ后更换为含
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基。
１．６　ＲＴＰＣＲ检测转染后细胞中ＨＤＧＦ表达

按照说明书用Ｔｒｉｚｏｌ液提取总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ。
扩增 ＨＤＧＦ引物上游引物５’ＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＧＣＧＡ
ＴＣＣＡＡＣＣＧＧＣＡＧＡＡＧ３’，下游引物 ５’ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＧ
ＣＡＧＧＣＴＣＴＣＡＴＧＡＴＣＴＣＴＧＡＴＧＣＣ３’，５０℃２ｍｉｎ，９５℃
１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，最后２步重复４０个循环。以
每例标本的目的片段与带内参片段的循环值（Ｃｔ值）的比值
作为该标本基因表达的相对数值。

１．７　改良ＭＴＴ法（ＷＳＴ８法）检测细胞增殖
取对数生长期的 Ｕ３７３细胞，分为对照组（不做任何处

理）、阴性参照组（转染 ｓｉＲＮＡ１）、实验组（转染 ｓｉＲＮＡ２）。
调整细胞浓度接种到９６孔板，每孔 ２０００个细胞，行转染，
转染后置培养箱培养７２ｈ，每孔加入１０μｌＣＣＫ８试剂，微板
震荡混匀，放入培养箱中继续培养，１ｈ后酶标仪检测各孔吸
光度Ａ４５０ｎｍ，每组实验重复３次。
１．８　流式细胞术测定细胞凋亡

采用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ?ＰＩ双染法，取对数生长期的 Ｕ３７３
细胞，同增殖检测分组，完成转染７２ｈ后胰酶消化，离心收集
细胞，ＰＢＳ洗涤细胞２次，以染色缓冲液重悬，分别加入１０μｌ
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ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μｌ碘化丙锭（ＰＩ），轻轻混匀，室温避光
反应１５ｍｉｎ。加入２００μｌ染色缓冲液，流式细胞仪检测，分
析凋亡细胞的百分率，每个样本分析 １００００个细胞，每组实
验重复３次。
１．９　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１１．５统计软件，计量资料以均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，对数据进行组间单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ｓｉＲＮＡ１显著抑制ＨＤＧＦ表达
２．１．１　ＲＴＰＣＲ鉴定　取生长状态良好的Ｕ３７３细胞分别转
染ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２及 ｓｉＲＮＡＮＣ，以未作任何处理的 Ｕ３７３
细胞为对照。继而采用 ＲＴＰＣＲ法检测转染后７２ｈＨＤＧＦ
表达水平的变化。可见 ｓｉＲＮＡ１的干扰效率最高。正常组
为１．０００±０．０１０，转染 ｓｉＲＮＡ１组为 ０．４３４±０．１０７，转染
ｓｉＲＮＡ２组为０．７４３±０．０６７，转染 ｓｉＲＮＡＮＣ组为 ０．９９３±
０１１１，转染ｓｉＲＮＡ１组与 ｓｉＲＮＡＮＣ组相比 Ｆ＝３９０４３，Ｐ＝
０００３（见图１、表１）。

１．正常细胞组；２．转染ｓｉＲＮＡＮＣ组；
３．转染ｓｉＲＮＡ１组；４．转染ｓｉＲＮＡ２组

可见ｓｉＲＮＡ１可明显下调ＨＤＧＦ的表达

：表示ＲＮＡ干扰组与空白组和阴性对照组比较，Ｐ＝０．００３

图１　ＲＮＡ干扰ＲＴＰＣＲ鉴定结果
Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄＲＴＰＣＲ

２．１．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　为了进一步验证所合成的２条
ｓｉＲＮＡ对ＨＤＧＦ干扰效果，又对 Ｕ３７３细胞进行了蛋白水平
的检测。由图 ２可见，与正常组（灰度分析值为 １．０００±
００１０）、ｓｉＲＮＡＮＣ组（灰度分析值为０．９５４±０．０６１）比较，
ｓｉＲＮＡ１转染的Ｕ３７３细胞在干扰７２ｈ的ＨＤＧＦ蛋白质表达
水平和图１中ｍＲＮＡ表达水平一样出现明显的下调（灰度分
析值为０．１７８±０．０４１，与 ｓｉＲＮＡＮＣ组相比 Ｆ＝３２５．８７８，
Ｐ＜０．０００１），ｓｉＲＮＡ２虽然也可以下调 ＨＤＧＦ的表达，但作
用明显弱于ｓｉＲＮＡ１（灰度分析值为０．８３４±０．０３６）（表１）。
上述结果表明所设计的 ｓｉＲＮＡ１在转染后７２ｈ时表现出了
高效抑制胶质瘤Ｕ３７３细胞ＨＤＧＦ表达的能力。根据这一结
果我们选取ｓｉＲＮＡ１进行后续细胞实验。
２．２　下调ＨＤＧＦ表达水平抑制Ｕ３７３细胞的体外增殖

瞬时转染ＨＤＧＦｓｉＲＮＡ４８ｈ，后于无血清培养条件培养

２４ｈ，采用改良ＭＴＴ法研究Ｕ３７３细胞体外增殖能力的变化。
正常组Ａ值为０．８４７±０．０１８，ｓｉＲＮＡＮＣ组为０．６６９±００７２，
ｓｉＲＮＡ１转染组为０．３６１±０．０４４（图３、表１）。ｓｉＲＮＡ１转染
组与ｓｉＲＮＡＮＣ组相比 Ｆ＝４６．８９２，Ｐ＝０．００２，表明 ＲＮＡ干
扰后细胞增殖速度明显受到抑制。

１．正常Ｕ３７３细胞；２．转染ｓｉＲＮＡＮＣ组；
３．转染ｓｉＲＮＡ１组；４．转染ｓｉＲＮＡ２组

可见ｓｉＲＮＡ１可在蛋白水平明显下调ＨＤＧＦ的表达

图２　ＲＮＡ干扰Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定结果
Ｆｉｇ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

１．未作任何处理的Ｕ３７３细胞；２．转染了ｓｉＲＮＡ１的
Ｕ３７３细胞；３．转染ｓｉＲＮＡＮＣ的Ｕ３７３细胞

：表示ＲＮＡ干扰组与空白组和阴性对照组比较，Ｐ＝０．００２

图３　转染ＨＤＧＦｓｉＲＮＡ对Ｕ３７３细胞增殖的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｒａｎｆｅｃｔｉｎｇｓｉＲＮＡＨＤＧＦ

ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＵ３７３

２．３　ＲＮＡ干扰后Ｕ３７３细胞的凋亡检测

转染７２ｈ后收集细胞行凋亡检测，可见实验组的凋亡细
胞数明显增加（图４），凋亡细胞百分率为（１４．６９±１．０３）％。
对照组凋亡率为（０．４０±０．０３）％，阴性参照组凋亡细胞百分
率为（１．２１±０．０５）％。

１．未作任何处理
的为对照组

２．转染ｓｉＲＮＡＮＣ
的为阴性参照组

３．转染ｓｉＲＮＡ１
的为实验组

图４　干扰后Ｕ３７３细胞的凋亡检测结果
Ｆｉｇ．４　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＵ３７３ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓ
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表１　数据列表
Ｔａｂ．１　Ｄａｔａｌｉｓｔ

检测方法 正常组 ｓｉＲＮＡ１ ｓｉＲＮＡ２ ｓｉＲＮＡＮＣ Ｆ及Ｐ（ｓｉＲＮＡ１组?
ｓｉＲＮＡＮＣ组）

ＲＴＰＣＲ １．０００±０．０１０ ０．４３４±０．１０７ ０．７４３±０．０６７ ０．９９３±０．１１１ Ｆ＝３９．０４３，Ｐ＝０．００３
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ １．０００±０．０１０ ０．９５４±０．０６１ ０．１７８±０．０４１ ０．８３４±０．０３６ Ｆ＝３２５．８７８，Ｐ＜０．０００１
ＭＴＴ ０．８４７±０．０１８ ０．３６１±０．０４４ … ０．６６９±０．０７２ Ｆ＝４６．８９２，Ｐ＝０．００２

注：“…”表示没有数据

３　讨　论

胶质瘤是神经系统最常见的肿瘤，具有高致残

率、高死亡率的特点。胶质瘤具有浸润性生长的特

性，难以完全切除，对放疗化疗不甚敏感，易复发，手

术难以完全根除或难以手术［１］。化疗药物和一般抗

肿瘤的中药，因血脑屏障等因素的影响，疗效也不理

想，因此脑胶质瘤至今仍是全身肿瘤中预后最差的

肿瘤之一。

ＨＤＧＦ最初是从无血清培养人类肝癌细胞株
ＨｕＨ７中纯化得到的高肝素亲和性生长因子，而后
在１９９８年由 ＪｕａｎＡ．Ｏｌｉｖｅｒ等从鼠肾间质细胞系
７．１．１无血清培养基中分离出。具有促成纤维细胞、
内皮细胞、血管平滑肌细胞和一些肝癌细胞等多种

细胞生长的功能［２］。研究表明ＨＤＧＦ在多种正常组
织和肿瘤存在高表达，能够促进细胞增殖、组织分化

及血管生成，与多种恶性肿瘤的侵袭、转移、预后相

关［３～７］。但胶质瘤与ＨＤＧＦ之间关系的报道国内外
尚少见。

ＲＮＡ干扰技术作为一种简单有效的代替基因
敲除的遗传工程技术，抑制作用高效而稳定，已被应

用于生物基因组中特定基因功能的研究、封闭和阻

断病原体基因或致癌基因的表达［８］。我们针对编码

ＨＤＧＦ蛋白的基因不同区域设计合成了２对ｓｉＲＮＡ：
ｓｉＲＮＡ１和 ｓｉＲＮＡ２，以 Ｌｉｐｏ作为转染介质，将其转
染至ＨＤＧＦ高表达细胞株 Ｕ３７３中。通过 ＲＴＰＣＲ
及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实２条ｓｉＲＮＡ都能下调Ｕ３７３细胞
的ＨＤＧＦ表达水平，但 ｓｉＲＮＡ１的效果更为明显。
通过在转染后不同时间点ＨＤＧＦ的表达水平对比发
现，转染ｓｉＲＮＡ１对 ＨＤＧＦ蛋白表达水平抑制作用
可持续１周，其中以４８～７２ｈ作用最强，随后逐渐减
弱。这一结果不仅确定了后期细胞实验最佳干扰时

间，而且也印证了 ＲＮＡｉ基因表达沉默效果存在一
定的时间依赖性。

干扰后的 Ｕ３７３细胞与对照组及阴参组相比表
现出了高凋亡率以及增殖抑制，这与已报道的

ＨＤＧＦ的生物学特性一致，说明ＨＤＧＦ在Ｕ３７３细胞
中可能也扮演着促进肿瘤细胞增殖、防止细胞凋亡

的角色，提示ＨＤＧＦ可能在胶质瘤的发生发展过程
中起着重要的促进作用，有潜力成为一个新的胶质

瘤分子治疗靶点，对肿瘤的预后和临床治疗都具有

重要意义。
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