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人剪切修复基因ＸＰＤ对肝癌细胞中ｐ８／ＴＴＤＡ基因的调控作用


杜芳腾，付　晓，张吉翔△

（南昌大学第二附属医院消化科，江西３３０００６）

　　摘　要：目的　探讨人剪切修复基因ＸＰＤ对ｐ８／ＴＴＤＡ基因的调控作用。方法　用ｐＥＧＦＰＮ２／ＸＰＤ重组质粒、ｐＥＧＦＰＮ２

空载质粒分别稳定转染人肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１，并用具有相同遗传背景和代数的ＳＭＭＣ７７２１细胞作为空白对照。用 ＲＴ

ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测转染前后ｐ８、ＸＰＤ、ｐ５３、ｃｍｙｃ表达量的变化，四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法观察细胞增殖活力。结果　

（１）ＲＴＰＣＲ检测示：ｐ８ｍＲＮＡ在人肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１是低表达的，稳定转染野生型ＸＰＤ后，ｐ８ｍＲＮＡ和ＸＰＤｍＲＮＡ表达

量明显增高（犘＜０．００１）。稳定转染重组质粒细胞组ｐ５３ｍＲＮＡ表达量亦明显增高（犘＜０．０５），ｃｍｙｃｍＲＮＡ表达量则明显下降

（犘＜０．００１）。（２）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测示：ｐ８蛋白在人肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１是低表达的。稳定转染野生型 ＸＰＤ后，ｐ８蛋白、

ＸＰＤ蛋白、ｐ５３蛋白表达量明显增高（犘＜０．０５），ｃｍｙｃ蛋白表达量则明显下降，差异有统计学意义（犘＜０．００１）。（３）ＭＴＴ检测

示：稳定转染重组质粒细胞组细胞增殖率明显减弱（犘＜０．００１）。结论　人剪切修复基因ＸＰＤ可调控ｐ８／ＴＴＤＡ基因的表达。野

生型ＸＰＤ转染后亦可上调ｐ５３表达，下调ｃｍｙｃ表达，从而在分子途径上抑制ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖，促进其凋亡。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ＸＰＤ；ｐ８／ＴＴＤＡ；ｈｅｐａｔｏｍａ

　　核苷酸切除修复（ＮＥＲ）的机制聚集和调控了大概２５种

蛋白对损伤结构进行识别和切除，其中包括针对紫外线诱发的

损伤。这一修复机制的中心成员是一种由１０个亚基的转录／

修复因子ⅡＨ （ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ／ｒｅｐａｉｒｆａｃｔｏｒⅡＨ，ＴＦⅡＨ）组成

的复合体———正如名字暗示的那样，除了具有修复ＤＮＡ作用

外，这一复合物还具有调节转录的作用。

目前发现，ＴＦⅡＨ复合物是由１０个亚基（ＸＰＢ、ＸＰＤ、ｐ８／

ＴＴＤＡ、ｐ６２、ｐ５２、ｐ４４、ｐ３４、ｃｄｋ７、ｃｙｃｌｉｎＨ和 ＭＡＴ１）组成的多

酶复合物［１］。ｐ８／ＴＴＤＡ是３种ＴＦⅡＨ修复基因（ＸＰＢ、ＸＰＤ

和ｐ８／ＴＴＤＡ）之一，被证实与一种稀少的光敏型遗传早熟老

化综合征———毛发硫营养不良（ＴＴＤ）相关，该综合征的特点

是毛发和指甲易碎，鳞状皮肤和神经恶化［２］。

ｐ８／ＴＴＤＡ是ＴＦⅡＨ的第１０亚基，在ＤＮＡ修复中起着

关键性的作用，它通过刺激ＸＰＢＡＴＰ依赖的单链ＤＮＡ（ｓｓＤ

ＮＡ）解旋酶活性和激活损伤识别因子ＸＰＣｈＨＲ２３Ｂ，从而触

发 ＤＮＡ 解旋。且荧光抗体标记还发现 ｐ８／ＴＴＤＡ 可促进

ＤＮＡ解旋所需的 ＸＰＡ聚集至损伤位点处。在 ＴＴＤＸＰＤ细

胞中ｐ８／ＴＴＤＡ过表达可阻碍ＸＰＤ突变所产生的有害作用，

前者其主要是通过恢复ＴＦⅡＨ表达水平起作用的。在ＴＦⅡ

Ｈ复合物中，ｐ８／ＴＴＤＡ与ＸＰＤ、ＸＰＢ共同在核苷酸切除修复

功能中起着必不可少的作用［３４］。

ＸＰＤ是ＴＦⅡＨ的第二大亚基。在核苷酸切除修复过程

中，它负责从５′→３′方向打开受损位置的ＤＮＡ双链，从而允许

损伤特异性核酸酶从两侧切下受损ＤＮＡ，在转录过程中，ＸＰＤ
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的作用是维持ＴＦⅡＨ复合物的结构稳定，并促进转录活性的

放大。它的功能受阻可导致突变的基因不能得到有效的修复，

同时也会干扰一些调节细胞周期和细胞凋亡因子的功能，从而

导致细胞正常生长和凋亡改变［５６］。

因此，本研究用ｐＥＧＦＰＮ２／ＸＰＤ重组质粒稳定转染人肝

癌细胞ＳＭＭＣ７７２１，检测转染前后对ｐ８／ＴＴＤＡ表达情况的

影响，探讨它们之间的相互作用，并检测其下游基因ｐ５３及ｃ

ｍｙｃ等的表达；观察转染前后人肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１所发生

的生物学变化。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞株和质粒来源　人肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１购自中

国典型培养物保藏中心（ＣｈｉｎａＣｅｎｔｅｒｆｏｒＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃ

ｔｉｏｎ，ＣＣＴＣＣ）。ｐＥＧＦＰＮ２／ＸＰＤ重组质粒由南昌大学第二附

属医院分子医学重点实验室构建，通过用聚合酶链反应、酶切

及基因测序三重鉴定所构建的克隆［７］。

１．１．２　主要试剂和产地　ＲＰＭＩ１６４０购自美国 ＧｉｂｃｏＢＲＬ

公司，ＦＢＳ 购 自 澳 大 利 亚 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公 司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００ＴＭ、ＴｒｉｚｏｌＴＭ 试剂购自美国Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ公司。ＭＭＬＶ

ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ、Ｒｎａｓｉｎ、ｄＮＴＰ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５购自美国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＰＣＲ引物、Ｇ４１８Ｓｕｌｆａｔｅ（进口分装）购自上海

生工生物工程有限公司，ＥｎｄｏＦｒｅｅＰｌａｄｍｉｄＫｉｔ、２ＸＴａｇＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＭａｒｋｒＩ购自北京天根生化科技有限公司。单克

隆抗体ＸＰＤ、ｐ５３、ｃｍｙｃ购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，单克隆抗

体ｐ８购自美国Ｓｉｇｍａ公司，山羊抗鼠ＩｇＧ辣根过氧化物酶、山

羊抗兔ＩｇＧ辣根过氧化物酶购自北京中杉金桥生物技术有限

公司。ＭＴＴ购自上海普飞生物技术有限公司。

１．２　实验方法

１．２．１　稳定转染　传代２４ｈ后，用重组质粒ｐＥＧＦＰＮ２／

ＸＰＤ、空载质粒ｐＥＧＦＰＮ２分别通过Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染

ＳＭＭＣ７７２１细胞。以２×１０５ 细胞／孔的密度将ＳＭＭＣ７７２１

细胞平铺于６孔板内，２４ｈ细胞铺９０％，ｐＥＧＦＰＮ２／ＸＰＤ、

ｐＥＧＦＰＮ２每孔４．０μｇ，脂质体每孔１０μＬ介导转染。转染４８

ｈ后用选择培养基（含Ｇ４１８８００μｇ／ｍＬ），经有限稀释法筛选

４周，获得稳定转染重组质粒ｐＥＧＦＰＮ２／ＸＰＤ的ＳＭＭＣ７７２１

细胞（ＳＭＭＣ７７２１ｐＥＧＦＰＮ２／ＸＰＤ）及稳定转染空载质粒

ｐＥＧＦＰＮ２的ＳＭＭＣ７７２１细胞（ＳＭＭＣ７７２１ｐＥＧＦＰＮ２）。

１．２．２　实验分组　实验设４组，分别为稳定转染重组质粒细

胞组（ＳＭＭＣ７７２１ｐＥＧＦＰＮ２／ＸＰＤ）、稳定转染空载质粒细胞

组（ＳＭＭＣ７７２１ｐＥＧＦＰＮ２）、脂质体转染对照组、无转染空白

对照组。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞基因表达量　使用Ｔｒｉｚｏｌ试剂

提取各组细胞总ＲＮＡ，合成ｃＤＮＡ。应用ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｉｅｒ５软

件设计引物，ｐ８正义：５′ＣＡＡＴＧＣＣＣＴＧＧＧＧＡＡＧＡＡＧ

３′，反义：５′ＴＡＡＴＴＣＡＣＣＣＡＣＴＣＧＣＴＣＣ３′，扩增片段

长度１０３ｂｐ；ＸＰＤ正义：５′ＴＣＴＧＣＣＴＣＴＧＣＣＣＴＡＴＧＡＴ

３′，反义：５′ＣＧＡＴＴＣＣＣＴＣＧＧＡＣＡＣＴＴＴ３′，扩增片段长

度３６３ｂｐ；ｐ５３正义：５′ＴＴＧＡＧＧＴＧＣＧＴＧＴＴＴＧＴＧ３′，

反义：５′ＴＴＴＡＴＧＧＣＧＧＧＡＧＧＴＡＧＡ３′，扩增片段长度

３３５ｂｐ，ｃｍｙｃ正义：５′ＡＡＣＣＣＴＴＧＣＧＣＡＴＣＣＡＣ３′，反

义：５′ＣＣＴＣＣＴＣＧＴＣＧＣＡＧＴＡＧＡＡＡ３′，扩增片段长度

３１７ｂｐ；βａｃｔｉｎ正义：５′ＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴＣ３′，反

义：５′ＧＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡ３′，扩增片段长度２３２

ｂｐ。ＰＣＲ扩增产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳（含５μｇ／Ｌ溴化

乙锭）后，在紫外灯下观察结果。并通过ＦＲ２００图像分析软件

（上海复日公司）观察目的电泳条带的斑点密度扫描值，以各组

βａｃｔｉｎ条带的扫描值标化其相应组的ｐ８、ＸＰＤ、ｐ５３、ｃｍｙｃ条

带的密度扫描值，获得其相对表达量，并进行统计学分析。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞蛋白表达量　使用总蛋

白提取试剂盒分别提取４组细胞的总蛋白，使用全自动生化分

析仪（Ｂｅｃｋｍａｎ，ＵＳＡ）测定蛋白浓度。取同量蛋白经聚丙烯酰

胺凝胶电泳，继而转移蛋白于硝酸纤维素膜上，用５％脱脂奶

粉封闭后，分别先后加入一抗和二抗孵育，ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ荧光

检测试剂显色。经曝光、显影、定影后照相，通过ＦＲ２００图像

分析软件读取目的电泳蛋白的斑点密度扫描值，以各组βａｃｔｉｎ

条带的扫描值标化其相应组的ｐ８、ＸＰＤ、ｐ５３、ｃｍｙｃ条带的密

度扫描值，测得其相对表达量，并进行统计学分析。

１．２．５　四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法观察细胞增殖活力　使用

０．２５％胰淀粉酶消化收集细胞，每组细胞以１０４ 细胞／孔浓度

平铺于９６孔培养板中，每组６孔，常规培养４８ｈ后吸出培养

基，每孔加入５ｍｇ／ＬＭＴＴ２０μＬ，继续培养４ｈ，弃上清液，每

孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，振荡１０ｍｉｎ。使用酶标仪（Ｌａｂｓｔｓｔｅｍｓ，

芬兰）测定４９２ｎｍ各孔吸光度（Ａ）值，取每孔平均值，计算细

胞抑制率，以间接反映各组活细胞数量。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行统计分析，

数据以狓±狊表示，组间比较采用方差分析。

２　结　　果

２．１　各组细胞ｐ８、ＸＰＤ、ｐ５３、ｃｍｙｃｍＲＮＡｓ的表达情况　

ＲＴＰＣＲ检测结果显示：稳定转染重组质粒细胞组、稳定转染

空载质粒细胞组、脂质体转染对照组和无转染空白对照组中

ｐ８／ＴＴＤＡｍＲＮＡ相对表达量分别为：０．６２４±０．０５５、０．１７９±

０．０８４、０．１５９±０．０９３、０．１５６±０．０６０。４组细胞中ＸＰＤｍＲＮＡ

相对表达量为：０．９７２±０．０７８、０．２９５±０．０４０、０．２１９±０．０７２、

０．２８０±０．０８１。４组细胞中ｐ５３ｍＲＮＡ相对表达量为：０．８２９

±０．０２３、０．５６７±０．０１８、０．５６６±０．０５２、０．５１６±０．０６４；４组细

胞中ｃｍｙｃｍＲＮＡ 相对表达量为：０．２１２±０．０２７、０．８６２±

０．０１３、０．８８７±０．０６７、０．８１６±０．０６９。ｐ８ｍＲＮＡ在人肝癌细

胞ＳＭＭＣ７７２１是低表达的，稳定转染野生型ＸＰＤ后，ｐ８ｍＲ

ＮＡ和ＸＰＤｍＲＮＡ表达量明显增高（犘＜０．００１）。稳定转染

重组质粒细胞组ｐ５３ｍＲＮＡ表达量亦明显增高（犘＜０．０５），ｃ

ｍｙｃｍＲＮＡ表达量则明显下降（犘＜０．００１）。而ｐ８、ＸＰＤ、ｐ５３、

ｃｍｙｃｍＲＮＡｓ表达量在稳定转染空载质粒细胞组、脂质体转

染对照组及无转染空白对照组之间差异均无统计学意义（犘＞

０．１），见图１。

　　１：稳定转染重组质粒细胞组；２：稳定转染空载质粒细胞组；３：脂质

体转染对照组；４：无转染空白对照组。Ｍａｒｋｅｒ：１００、２００、３００、４００、

５００、６００ｂｐ。

图１　　４组细胞中ｐ８、ＸＰＤ、ｐ５３、ｃｍｙｃｍＲＮＡｓ的表达情况
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２．２　各组细胞ｐ８、ＸＰＤ、ｐ５３、ｃｍｙｃ蛋白的表达情况　Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示：ｐ８蛋白在４组细胞中的相对表达量

分别为：０．５１６±０．０９３、０．２５７±０．０８６、０．２８７±０．０４４、０．２５２±

０．０８４；ＸＰＤ蛋白相对表达量分别为：０．６０６±０．０７６、０．２６４±

０．０８３、０．２２３±０．０８６、０．２７６±０．０５３；ｐ５３蛋白相对表达量分

别为：０．８９４±０．０４６、０．４５５±０．０３８、０．４４３±０．０５１、０．４０５±

０．０７２；ｃｍｙｃ蛋白相对表达量分别为：０．２３３±０．０４０、０．５２９±

０．０６７、０．５００±０．０５２、０．５２１±０．０６２。ｐ８蛋白在人肝癌细胞

ＳＭＭＣ７７２１是低表达的。稳定转染野生型ＸＰＤ后，ｐ８蛋白、

ＸＰＤ蛋白、ｐ５３蛋白表达量明显增高（犘＜０．０５），ｃｍｙｃ蛋白表

达量则明显下降，差异有统计学意义（犘＜０．００１）。而在稳定

转染空载质粒细胞组、脂质体转染对照组及无转染空白对照组

之间差异均无统计学意义（犘＞０．１）。各分子蛋白表达水平的

变化趋势与其ｍＲＮＡ变化趋势相一致，见图２。

　　１：稳定转染重组质粒细胞组；２：稳定转染空载质粒细胞组；３：脂质

体转染对照组；４：无转染空白对照组。

图２　　４组细胞中ｐ８、ＸＰＤ、ｐ５３、ｃｍｙｃ蛋白的表达情况

２．３　各组细胞增殖活力的变化情况　ＭＴＴ检测显示：以无转

染空白对照组生长率为１，脂质体转染对照组为１．０１４±

０．０２５，稳定转染空载质粒组为０、９８１±０、０４２，稳定转染重组

质粒细胞组为０、６１６±０、０５５，稳定转染重组质粒细胞细胞组

的吸光度与其他两组比较明显下降，差异有统计学意义（犘＜

０．００１）；稳定转染空载质粒细胞组、脂质体转染对照组与无转

染空白对照组之间相互比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

ＤＮＡ修复是保持人类基因组完整性的核心，ＤＮＡ修复能

力的减低常易发生癌变，而机体常暴露于各种有害内外物质

中，致使ＤＮＡ的结构受损，导致生命体重要的遗传信息的丢

失。为维持基因组稳定性和完整性，可促使充足的ＤＮＡ修复

基因表达，通过多种途径（如核酸切除修复、同源重组修复、非

同源重组修复、碱基切除修复和错配修复等）促使各种损伤得

到有效修复。其中核酸切除修复是最多样和最普遍的 ＤＮＡ

修复机制，而ＴＦⅡＨ则在核苷酸切除修复功能中发挥着重要

作用。ＸＰＢ、ｐ８／ＴＴＤＡ、ｐ６２、ｐ５２、ｐ４４和ｐ３４组成一个核心亚

复合物，ｃｄｋ７、ｃｙｃｌｉｎＨ和ＭＡＴ１组成一个具有ＣＤＫ活化的激

酶（ＣＡＫ）亚复合物，而ＸＰＤ则作为一个支架，介导着ＣＡＫ亚

复合物与核心亚复合物的结合。ＸＰＤ以 Ｎ末端与 ＭＡＴ１的

卷曲结构域连接，同时以Ｃ末端与ｐ４４亚基的Ｎ末端相连，从

而把ｃｄｋ７以及整个ＣＡＫ亚复合物锚定在核心复合物上，这就

形成了 ＴＦⅡＨ 多酶复合物。ＸＰＤ、ＸＰＢ、ｐ８／ＴＴＤＡ则是 ＴＦ

ⅡＨ中的３种起修复作用的基因
［３］。

有研究证实，ＸＰＤ除了在ＴＦⅡＨ介导的核酸切除修复和

转录过程中发挥主要作用外，还参与了细胞的增殖、凋亡，肿瘤

的发生甚至化疗药物抗药性的产生等多种生理及病理机制［６］。

因此，有理由认为，ＸＰＤ基因表达下降则有利于肿瘤的发生、

发展。本研究亦发现，在人肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１中ｐ８和

ＸＰＤｍＲＮＡｓ和蛋白均为低表达。现今，有研究者发现在

ＴＴＤＸＰＤ细胞中ｐ８／ＴＴＤＡ过表达可阻碍ＸＰＤ突变所产生

的有害作用［２］。故本研究使用重组质粒ｐＥＧＦＰＮ２／ＸＰＤ转

染ＳＭＭＣ７７２１细胞，从而研究人剪切修复基因 ＸＰＤ对ｐ８／

ＴＴＤＡ基因的影响。结果证实，转染野生型ＸＰＤ后，ｐ８ｍＲ

ＮＡ和蛋白表达量均明显增高。

ＧｉｇｌｉａＭａｒｉ等
［７］通过绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记ＴＴＤＡ 和

ＸＰＤ亚基，并利用高分辨率的共聚焦显微镜进行观察。结果

发现ＴＴＤＡＧＦＰ与ＸＰＤＧＦＰ稳定地组成ＴＦⅡＨ 并且参与

ＤＮＡ修复，而且与仅定位于细胞核内的ＸＰＢ亚基相比，在细

胞质和细胞核中都可以观察到ＴＴＤＡＧＦＰ和 ＸＰＤＧＦＰ。还

通过光脱色荧光恢复技术（ＦＲＡＰ）得出结论，在核心的ＴＦⅡＨ

复合体吸附到ＤＮＡ损伤处后，一旦 ＴＴＤＡ进入到正确的位

置，将会引起构象上的改变来召集其他一些用于修复的亚基。

ＴＴＤＡ也可帮助ＴＦⅡＨ正确折叠，防止它的降解和积累ＴＦ

ⅡＨ到达一种进行核苷酸切除修复功能所需的水平。本研究

发现转染野生型ＸＰＤ基因增加了ＳＭＭＣ７７２１细胞生长的抑

制率，并导致稳定转染重组质粒细胞进入Ｓ期出现障碍，停滞

在Ｇ１ 期的细胞增多，抑制了癌细胞的增殖，促进了癌细胞的

凋亡。ｐ８基因和蛋白表达水平增高，可促进恢复ＴＦⅡＨ表达

水平，从而有助于抑制癌细胞生长。

抑癌基因ｐ５３可通过抑制细胞周期、促进细胞凋亡、稳定

染色体基因组及抑制血管生成等途径来防止细胞恶变，抑制肿

瘤生长。有研究认为，ｐ５３参与调节核酸切除修复途径，ｐ５３Ｃ

末端释放的多肽可与 ＸＰＢ相互作用从而增加ｐ５３促凋亡活

性；同时ｐ５３Ｃ末端也可抑制 ＴＦⅡＨ 复合物的解旋酶活性。

当ＤＮＡ受到损伤时，ＸＰＢ和 ＸＰＤ可识别损伤部位并与ｐ５３

结合，促使损伤部位得到修复或诱导细胞凋亡［８］。本实验亦发

现，在ＳＭＭＣ７７２１ｐＥＧＦＰＮ２／ＸＰＤ组中ｐ５３ｍＲＮＡ和蛋白

表达量明显增高。野生型 ＸＰＤ转染后可上调ｐ５３，而ｐ５３又

可与ＸＰＢ相互作用，促进癌细胞凋亡。所以，作者认为 ＸＰＤ

可能在ＴＦⅡＨ复合物中发挥着核心调节作用，但尚需进一步

研究证实。

癌基因ｃｍｙｃ可以促进细胞的生长与增殖，阻断细胞分

化，促使肿瘤形成。有研究认为，ＸＰＤ可以通过Ｆｕｓｅ结合蛋

白（ＦＢＰ）影响ｃｍｙｃ的表达；ＦＢＰ有潜在的转录活化和抑制功

能，是ｃｍｙｃ表达所必需的；且当 ＸＰＤ发生缺陷或突变时ｃ

ｍｙｃ表达量常增加；将ＦＢＰ或（和）ＸＰＤ转入进ＸＰＤ缺陷的细

胞后ｃｍｙｃ表达量可下降
［９］。本实验亦证实转染野生型ＸＰＤ

后，ｃｍｙｃｍＲＮＡ和蛋白表达量均明显降低。ｃｍｙｃ表达的下

降，可引起癌细胞的生长力降低和细胞凋亡增加［１０］。

本实验表明，人剪切修复基因 ＸＰＤ可调控ｐ８／ＴＴＤＡ基

因的表达。野生型 ＸＰＤ 稳定转染 ＳＭＭＣ７７２１细胞后，ｐ８

ｍＲＮＡ和蛋白表达量明显增高。ｐ８基因和蛋白表达量水平增

高，可促进恢复 ＴＦⅡＨ 表达水平，抑制癌细胞的无限增殖。

野生型ＸＰＤ转染后亦可上调ｐ５３基因及蛋白表达，而ｐ５３又

可与ＸＰＢ相互作用，促进癌细胞凋亡。转染后，ｃｍｙｃ表达下

降，可引起癌细胞的增殖降低和细胞凋亡增加。本实验对

ＸＰＤ基因抑制肝癌细胞生长的分子途径进行了初步探讨，为

肝癌的基因治疗提供了分子水平的实验依（下转第３００６页）
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中最常见、最严重的并发症之一，当肾组织已具有明显的病理

变化，而患者往往还未出现明显临床或实验室检查方面的异常

时［３］，其病理改变主要表现为肾内微血管和中等大小动脉的硬

化及钙化。传统观点认为血管钙化是不可调控的、不可逆的，

是矿物质在血液中过度饱和造成的被动沉淀，是动脉粥样硬化

自然形成部分。近年在动脉硬化研究中发现血管钙化发生在

动脉粥样硬化形成早期阶段，是类似骨发育的、主动的、可调控

的生物学过程。许多骨相关蛋白和血管活性物质可能参与了

钙化的调控，这些蛋白在血管局部的表达以及表达变化的失

调，对血管钙化的发生、发展起着非常重要的调节作用［７］。

ＢＭＰ２是与血管钙化关系密切的骨基质蛋白，ＢＭＰ２可诱导

非骨组织来源的细胞分化为成骨细胞，导致异位成骨［８］，是一

种致血管钙化最强有力的蛋白，因此研究ＤＮ时肾实质内小动

脉有无ＢＭＰ２表达，如有表达其变化规律如何对于探讨ＤＮ

的发病机制以及寻求ＤＮ治疗的有效措施具有重要意义。

本实验生化检测结果显示，ＤＮ组各时间点血糖及尿蛋白

量（２４ｈ）明显高于Ｎ组，说明造模成功，肌酐及血磷１２周以后

明显升高，提示肾脏损害进行性加重。两组 ＨＥ染色也提示

ＤＮ组４周时已出现系膜区增宽，肾小球增大，肾小管扩张。

在２４周时出现肾小球硬化征象，小管萎缩，间质大量炎性细胞

浸润。茜素红染色ＤＮ组第４～１２周时偶见肾内小动脉少许

点状红色钙盐沉积，第２４周时可见肾内小动脉及周围组织有

较多红色点片状沉积，Ｎ 组茜素红染色为阴性。根据钙化程

度分级分析，ＤＮ组第２４周肾内小动脉存在轻至中度钙化，Ｎ

组各时间点肾组织及肾内小动脉无钙化。免疫组化、原位杂交

结果证实ＤＮ肾实质小动脉存在骨基质蛋白ＢＭＰ２表达，并

随病程进展存在异常改变，早期即有ＢＭＰ２基因和蛋白表达，

随病程进展表达逐渐增加。Ｎ 组肾小球、肾小管间质、肾血管

未见ＢＭＰ２表达。

由上可知，肾内小动脉在ＤＮ早期即在发生血管钙化前就

已有骨基质蛋白ＢＭＰ２的表达，提示ＢＭＰ２可能参与了早期

ＤＮ的发生、发展，ＢＭＰ２的表达还与肌酐及尿蛋白增高呈正

相关，说明ＢＭＰ２促进肾功能的恶化，ＤＮ后期随钙化加重会

导致血管顺应性下降，进一步影响肾小球的血流动力学，使病

变继续恶化，最终不可避免进展到肾病终末期。而能否在发病

早期阻断这一过程，可能为ＤＮ的防治提出新的思路。
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据，并大胆猜测ＸＰＤ基因在ＴＦⅡＨ复合物中可能发挥着核心

调节作用，其具体调节作用机制还有待于进一步研究探索。
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