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同型半胱氨酸对肝细胞增殖及ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＡＬＴ和ＡＳＴ表达的影响
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　　摘　要：目的　探讨同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）对肝细胞增殖及细胞周期素Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）和天门冬氨酸

氨基转移酶（ＡＳＴ）表达的影响。方法　将 ＨＬ７７０２细胞体外常规培养，分别用０、５０、１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ刺激细胞，分别

于刺激后６、１２、２４ｈ采用 ＭＴＴ法检测肝细胞的增殖情况；采用荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的表达；采用微

板法检测各组细胞培养液中ＡＬＴ和 ＡＳＴ的变化。结果　不同浓度 Ｈｃｙ刺激肝细胞不同时间后，细胞的增殖受到抑制，其中

１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），２４ｈ作用最明显；不同浓度 Ｈｃｙ刺激肝细胞２４ｈ后，

ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的表达显著下降（犘＜０．０１），细胞培养液中ＡＬＴ和ＡＳＴ水平显著升高（犘＜０．０１）。结论　Ｈｃｙ可以抑制肝细

胞增殖，并引起ＣｙｃｌｉｎＤ１的ｍＲＮＡ表达下降，ＡＬＴ和ＡＳＴ释放增多。
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　　同型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，Ｈｃｙ）作为动脉粥样硬化

（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）的独立危险因子
［１２］，其致 ＡＳ的机制有

脂代谢紊乱、平滑肌细胞增殖、炎性反应等，其中脂代谢紊乱是

重要环节［３］。Ｈｃｙ属于氨基酸类物质，不直接参与脂代谢，因

此 Ｈｃｙ如何能引起脂代谢紊乱，值得进一步研究。肝脏是机

体脂质代谢的主要场所，肝细胞是肝脏的基本组成单位，当肝

细胞数量减少或功能损伤时，就会引起肝脏脂质代谢紊乱及脂

质在体内堆积［４］，进而导致高脂血症，促进 ＡＳ的发生、发

展［５］。体内 Ｈｃｙ的代谢主要在肝脏进行
［６］，但 Ｈｃｙ对肝细胞

数量和功能的影响目前研究尚不明确。本研究拟用不同浓度

Ｈｃｙ刺激肝细胞，分析 Ｈｃｙ对肝细胞增殖及细胞周期素 Ｄ１

（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、ＡＬＴ和ＡＳＴ的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　主要仪器：ＣＯ２ 培养箱（ＨＦ９０，ＨｅａｌＦｏｒｃｅ）；倒置

显微镜（Ｎｉｋｏｎ公司）；高速低温离心机（Ｈｅｒａｅｕｓ公司）；酶标仪

（Ｍｏｄｅｌ６８０，ＢｉｏＲａｄ）。试剂：１６４０培养基、胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，美

国）；青霉素链霉素溶液（碧云天，江苏）；ＰＢＳ缓冲液、胰蛋白

酶（吉诺，杭州）；同型半胱氨酸、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）（Ｓｉｇｍａ，

德国）；ＭＴＴ（凯基，南京）；ＲＮＡ 提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，

美国）；逆转录试剂盒、ＳＹＢＲ实时定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）Ｍａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ（全式金，北京）；丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）和天门冬氨酸

氨基转移酶（ＡＳＴ）试剂盒（建成生物，南京）。

１．２　方法

１．２．１　肝细胞的培养及分组　人肝细胞株 ＨＬ７７０２购于中

南大学湘雅细胞库，肝细胞用含１０％ 胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０

培养基培养，置于３７℃、含５％ＣＯ２ 的培养箱中。当细胞密度

达到８０％ 时，将细胞随机分为５组，分别用含０、５０、１００、２００、

５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ的培养液刺激细胞，其中０μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组为

对照组，将各组细胞置ＣＯ２ 培养箱中培养２４ｈ后收集细胞，用

于后续指标的检测。
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１．２．２　ＭＴＴ检测　常规培养人肝细胞至细胞密度达到８０％

时，用０．２５％ 胰蛋白酶消化细胞１ｍｉｎ，然后加入含１０％ 胎牛

血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬，以５０μＬ／孔的细胞重悬液接

种于９６孔板中，在３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养２４ｈ，吸出各

孔内的培养液，换成含０、５０、１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ的培养

液继续培养，分别于６、１２、２４ｈ后，加入５０μＬＭＴＴ工作液，

置于培养箱中４ｈ，然后小心吸出上清液，每孔加入１５０μＬ

ＤＭＳＯ，震荡１０ｍｉｎ使结晶充分溶解，用酶标仪在４９０ｎｍ处

检测各孔的光密度（犗犇）。细胞增殖率（％）＝（加药细胞犗犇／

对照细胞犗犇）×１００％。

１．２．３　ＲＴｑＰＣＲ检测　用Ｔｒｉｚｏｌ提取各组细胞的总ＲＮＡ，

核酸分析仪分析纯度后，选取２６０ｎｍ 和２８０ｎｍ犗犇 值之比

（犗犇２６０／犗犇２８０）为１．７～１．９的ＲＮＡ用于实验。根据公布的

ＣｙｃｌｉｎＤ１（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．４９４５７１５０）序列用Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计引

物，上游：５′ＧＴＣＧＣＴ ＧＧＡ ＧＣＣＣＧＴ ＧＡＡ３′，下游：５′

ＣＧＧＡＴＧＧＡＧＴＴＧＴＣＧＧＴＧＴＡＧ３′，扩增产物长度为

１３２ｂｐ。ＧＡＰＤＨ 上游：５′ＡＧＡ ＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴ

ＴＧ３′，下游：５′ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３′，扩增

产物长度为１４６ｂｐ。按逆转录试剂盒说明书合成ｃＤＮＡ 并取

产物３μＬ，在 ＰＣＲ 管内加入 ＳＹＢＲＲＴｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ

１２．５μＬ，上、下游引物各０．５μＬ，加去离子水使整个反应体系

为２５μＬ，设定ＰＣＲ的条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性

３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，扩增４０个循环。根据公

式计算结果：目的基因的相对量＝２△△Ｃｔ，Ｃｔ为热循环仪检测

到反应体系中荧光信号的强度值，△△Ｃｔ＝［Ｃｔ（待测样品）－

ＣｔＧＡＰＤＨ（待测样品）］－［Ｃｔ（校正样品）－ＣｔＧＡＰＤＨ（校正

样品）］。校正样品是任何被选做代表１倍目的基因表达量的

样品。

１．２．４　细胞培养液ＡＬＴ和ＡＳＴ水平的检测　将细胞分为对

照组及５０、１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组，置３７℃、５％ＣＯ２ 培

养箱中培养２４ｈ后收集各组细胞培养液，按试剂盒说明书要

求，先将基质液置３７℃预温，加入待测样本后反复吹打混匀，

３７℃水浴３０ｍｉｎ，然后分别加入２，４二硝基苯肼液和０．４

ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液，轻轻水平摇动９６孔板混匀，室温放置

１５ｍｉｎ，使用酶标仪在５１０ｎｍ处检测每孔的犗犇 值（绝对犗犇

值＝测定孔犗犇 值－对照孔犗犇 值），根据标准曲线，计算

ＡＬＴ／ＡＳＴ活力单位。

１．３　统计学处理　采用Ｐｒｉｓｍ５．０统计软件进行分析，计量资

料以狓±狊表示，两样本均数间比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ狋检验，多样

本均数间比较采用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ检验，组间两两比较采

用ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　Ｈｃｙ各浓度在不同时间对肝细胞增殖的影响　不同浓度

的 Ｈｃｙ刺激肝细胞后，肝细胞的增殖均受到抑制，且随着 Ｈｃｙ

浓度的增加，肝细胞增殖率降低，其中１００、２００、５００μｍｏｌ／Ｌ

Ｈｃｙ组肝细胞的增殖率与对照组比较显著下降（犘＜０．０１），见

表１。Ｈｃｙ作用肝细胞６、１２、２４ｈ后，细胞的增殖受到抑制，其

中２４ｈ组肝细胞的增殖率显著下降，与６、１２ｈ相应组比较差

异有统计学意义（犘＜０．０１）。

２．２　细胞增殖相关基因ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的变化　ＣｙｃｌｉｎＤ１

ｍＲＮＡ检测的结果和 ＭＴＴ结果基本一致。与对照组比较，各

Ｈｃｙ组ＣｙｃｌｉｎＤ１表达随 Ｈｃｙ浓度的增加而降低，５０μｍｏｌ／Ｌ

Ｈｃｙ组ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ水平为对照组的７１．５１％（犘＜０．０５）；

１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ水平分别为对

照组的５０．３３％、４１．３３％、２９．９７％，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），见图１、２。

表１　　各组肝细胞增殖率比较（狓±狊，狀＝５，％）

组别 ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

对照组 １．１８±０．０８ １．７５±０．０４ １．７７±０．０３

５０μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组 １．７８±０．０５ １．７３±０．０４ １．７１±０．０３

１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组 １．４３±０．０２ａ １．３６±０．０４ａｂ １．０９±０．０４ａｃｄ

５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组 １．０９±０．０１ａ １．０３±０．０８ａｂ ０．６４±０．０２ａｃｄ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，ｃ：犘＜０．０１，与同组６ｈ比

较；ｄ：犘＜０．０５，与同组１２ｈ比较。

图１　　各组肝细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达的扩增曲线

　　Ａ：对照组；Ｂ：５０μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组；Ｃ：１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组；Ｄ：２００

μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组；Ｅ：５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组；
ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对

照组比较。

图２　　各组肝细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达比较

　　Ａ：对照组；Ｂ：５０μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组；Ｃ：１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组；Ｄ：２００

μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组；Ｅ：５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组；
ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对

照组比较。

图３　　各组肝细胞培养液中的ＡＬＴ水平比较

２．３　细胞培养液ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平的检测　与对照组比较，

各 Ｈｃｙ组 ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平随 Ｈｃｙ浓度的增加而增加，５０
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μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组的肝细胞上清液中ＡＬＴ水平为对照组的１．９０

倍（犘＜０．０５）；１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ刺激后，ＡＬＴ水平分

别是对照组的２．６１、３．８０、５．１０倍，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。ＡＳＴ水平在１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组也分别是对

照组的３．２８、４．３６、５．９７倍，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见

图３、４。

　　Ａ：对照组；Ｂ：５０μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组；Ｃ：１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组；Ｄ：２００

μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组；Ｅ：５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组；
ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对

照组比较。

图４　　各组肝细胞培养液中的ＡＳＴ水平比较

３　讨　　论

肝脏是全身脂代谢最重要的器官，也是合成和降解 Ｈｃｙ

的主要部位，当肝细胞受损时，会引起脂质代谢紊乱和 Ｈｃｙ在

体内聚积，进而导致高脂血症和高 Ｈｃｙ血症，促进ＡＳ的发生、

发展。研究发现，Ｈｃｙ与多种肝脏疾病密切相关，Ｈｃｙ可诱导

肝脏氧化应激，促进炎症细胞浸润并降低大鼠肝脏糖原／糖蛋

白水平［７］，在非酒精性脂肪肝疾病（ＮＡＦＬＤ）患者血浆中 Ｈｃｙ

水平较正常人显著升高，推测 Ｈｃｙ可能通过影响肝脏功能引

起ＡＳ。肝细胞是肝脏最基本的结构和功能单位，当肝细胞受

到各种因素刺激或损伤后致其细胞数量减少时，可进一步引起

肝细胞功能降低。Ｘａｇｏｒａｒｉ等
［８］证实急性肝损伤后细胞数量

明显下降，肝脏可出现凋亡；有研究报道肝癌病程进展中肝细

胞的存活率显著下降［９１０］。

本实验结果显示，５０μｍｏｌ／ＬＨｃｙ对肝细胞增殖没有明显

抑制作用，而１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ在体外能显著抑制肝

细胞的增殖，使肝细胞数量减少。由于高浓度的 Ｈｃｙ具有细

胞毒性，可以导致细胞凋亡［１１］，因此在本研究中，当 Ｈｃｙ浓度

超过５０μｍｏｌ／Ｌ后，所测得细胞增殖率下降的原因除了与细胞

增殖受到抑制有关，也有可能是高浓度 Ｈｃｙ诱导了细胞凋亡

所致，为了尽量降低 Ｈｃｙ的细胞毒性对实验结果的影响，本研

究在能引起肝细胞增殖率明显下降的 Ｈｃｙ浓度中挑选最小剂

量，即１００μｍｏｌ／Ｌ用于后续实验研究。Ｈｃｙ作用肝细胞２４ｈ

后，肝细胞的增殖率明显降低，与６、１２ｈ比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０１）。因此，可以将１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ作用 ＨＬ

７７０２细胞２４ｈ用于 Ｈｃｙ对肝细胞影响的研究，这为后续进一

步分析 Ｈｃｙ对肝细胞结构和功能的作用奠定了基础。

ＣｙｃｌｉｎＤ１基因由染色体１１ｑ１３上 ＣＣＮＤ１基因编码，是

Ｃｙｃｌｉｎｓ家族成员之一，属细胞周期正调控因子。ＣｙｃｌｉｎＤ１促

使细胞从Ｇ期顺利进入Ｓ期，使细胞发生分裂和增殖
［１２］，其表

达受到抑制时会造成细胞增殖率的下降。ＣｙｃｌｉｎＤ１与肝脏疾

病的发生、发展密切相关，李启炯等［１３］研究证实，ＣｙｃｌｉｎＤ１在

肝细胞癌中表达升高，是肝细胞肝癌预后的独立危险因素。本

实验结果显示，随着 Ｈｃｙ浓度增加，１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ

组ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ水平逐渐下降，与肝细胞的增殖率变化趋

势一致。本研究结果进一步提示，不同浓度 Ｈｃｙ引起细胞增

殖率的下降可能与抑制细胞增殖有关，但不能排除细胞凋亡在

其中也起一定作用。

目前，临床常用于判断肝脏疾病诊断与预后的血清学指标

主要包括ＡＬＴ和 ＡＳＴ
［１４］。ＡＬＴ和 ＡＳＴ作为肝细胞功能损

害最敏感最常用的检测指标，主要存在于肝细胞的细胞质内，

当肝细胞受损时就会释放入血，导致血清中的ＡＬＴ和ＡＳＴ水

平大幅度上升。本实验结果显示，１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ

组细胞培养液中 ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平明显升高，表明 Ｈｃｙ能够

损伤肝细胞使其功能降低，提示 Ｈｃｙ对肝细胞增殖率的影响

可能会进一步导致肝细胞功能的下降。

综上所述，Ｈｃｙ可抑制肝细胞增殖，同时引起ＣｙｃｌｉｎＤ１的

ｍＲＮＡ表达下降以及肝细胞功能的降低。肝细胞凋亡是否在

其中起一定作用有待进一步研究。本研究结果为进一步揭示

Ｈｃｙ促进ＡＳ的机制提供了新思路。
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Ｓｕｒｖｉｖｉｎ是一种凋亡抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｓ，

ＩＡＰ），Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因是由国外学者 Ａｍｂｒｏｓｉｎｉ等
［７］在１９９７年

的效应细胞蛋白酶受体１ｃＤＮＡ实验中从人类基因中筛选分

离出来的。有研究表明，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在正常细胞中并不表达，而

在肿瘤患者的肿瘤细胞内却呈现高表达［８］。此外，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ还

与肿瘤治疗后的复发和转移有关［９］。因此，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ作为癌细

胞特异性表达的一种凋亡抑制蛋白，其基因极有可能是肿瘤基

因治疗中的一个最为理想的靶点。

本研究选取人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞株和食管癌ＥＣ１０９细

胞株，采用ＲＮＡｉ技术，将ｓｉＲＮＡ分子导入肿瘤细胞中，构建

ｓｉＲＮＡＳｕｒｖｉｖｉｎ表达载体，通过转染、筛选和鉴定得到稳定的

细胞克隆体。同时采用 ＭＴＴ法进行细胞生长特性的检测，发

现了ｓｉＲＮＡＳｕｒｖｉｖｉｎ转染的胃癌ＳＧＣ７９０１细胞株和食管癌

ＥＣ１０９细胞株体外培养增殖细胞数量明显下降，同时发现细胞

株对化疗药物ＤＤＰ的敏感度明显升高。其原因可能与Ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ对细胞的凋亡和分裂具有双重的调控作用有关
［１０］。Ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ在正常情况下只在细胞周期Ｇ２Ｍ期表达
［１１］。在有丝分

裂过程中，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ与纺锤体的微管蛋白进行特异性的结合，

维持有丝分裂的正常运作［１２］。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在细胞周期 Ｇ２Ｍ 期

可对抗异常因素引起的细胞凋亡，而在肿瘤细胞中，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ

的高表达则可使细胞克服这个凋亡调控点而完成异常的有丝

分裂［１３］。干扰Ｓｕｒｖｉｖｉｎ与纺锤体的微管蛋白特异性结合后可

使其抗凋亡的功能丧失，同时增加半胱氨酸蛋白酶的活性，从

而导致细胞的Ｇ２Ｍ期凋亡，细胞分裂异常同时伴有多倍体细

胞形成［１４１５］。因此，诱导细胞凋亡是ＲＮＡｉ消化系统肿瘤细胞

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因后抑制肿瘤细胞生长的重要机制。

综上所述，采用ＲＮＡｉ基因沉默技术可以干扰Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基

因表达，抑制肿瘤细胞的增殖，同时显著提高肿瘤对化疗的敏

感性。
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