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　　摘　要：目的　研究腺相关病毒肝细胞生长因子Ｋ１（ＡＡＶＨＧＦＫ１）对ＫＲＡＳ、ＢＲＡＦ野生型和突变型大肠癌细胞株的生长

影响。方法　选择人源的细胞株 ＫＲＡＳ和ＢＲＡＦ野生的ＳＷ４８，ＫＲＡＳ突变的Ｌｏｖｏ，ＫＲＡＳ突变且不表达表皮生长因子受体

（ＥＧＦＲ）的ＳＷ６２０，ＢＲＡＦ突变的 ＨＴ２９，实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）测定ＥＧＦＲ基因转录水平，分别用５×１０４ｖｇ／细胞的腺相

关病毒（ＡＡＶ）感染以上细胞株，荧光显微镜和流式细胞仪测定ＡＡＶＥＧＦＰ感染率。加入或不加表皮生长因子（ＥＧＦ）的情况下，

蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＥＧＦＲ、磷酸化ＥＧＦＲ（ｐＥＧＦＲ）和βａｃｔｉｎ，四甲基偶氮唑盐比色（ＭＴＴ）法测细胞增殖。结果

　Ｌｏｖｏ和 ＨＴ２９高表达ＥＧＦＲ，而ＳＷ４８表达ＥＧＦＲ较低，加入ＥＧＦ促进了以上３种细胞的 ＥＧＦＲ磷酸化，ＡＡＶＨＧＦＫ１抑制

ＥＧＦＲ磷酸化，从而显著降低其增殖。ＥＧＦ对ＳＷ６２０增殖无显著影响，但ＡＡＶＨＧＦＫ１感染抑制了胎牛血清培养的ＳＷ６２０细

胞。结论　ＡＡＶＨＧＦＫ１可能直接作用于ＥＧＦＲ，抑制其磷酸化从而阻断ＥＧＦ促进细胞增殖，并可能通过其他通路对ＫＲＡＳ或

ＢＲＡＦ基因野生或突变的大肠癌细胞都有抑制作用。
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　　大肠癌发病率是肿瘤中的第２位，而且逐年升高，占新发

病数的９．４％
［１］。表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）单克隆抗体包括西妥昔单抗和帕尼单抗。其

中，西妥昔单抗是一种人鼠嵌合型ＩｇＧ单克隆抗体，而帕尼单

抗是一种完全人源化的ＩｇＧ单抗。最初认为 ＥＧＦＲ单抗与

ＥＧＦＲ的细胞外区结合，从而阻断表皮细胞生长因子（ＥＧＦ）等

配体的结合，抑制其下游信号的传导。所以，仅被用于ＥＧＦＲ

表达阳性的患者；但随后研究发现，ＥＧＦＲ表达阳性与ＥＧＦＲ

单抗的疗效没有显著相关性，ＥＧＦＲ表达水平并不能作为ＥＧ

ＦＲ单抗疗效的预测指标
［２３］。目前，美国国立综合癌症网络

（ＮＣＣＮ）推荐在使用抗ＥＧＦＲ单克隆抗体进行治疗之前，先对

患者进行ＫＲＡＳ和ＢＲＡＦ基因突变检测；对于存在 ＫＲＡＳ和

ＢＲＡＦ突变的患者，不推荐使用抗ＥＧＦＲ单克隆抗体进行治

疗。笔者前期发现，相关病毒肝细胞生长因子Ｋ１（ＡＡＶＨＧ

ＦＫ１）主要通过抑制磷酸化ＥＧＦＲ（ｐＥＧＦＲ）降低大肠癌细胞

增殖，选择人源的 ＫＲＡＳ和 ＢＲＡＦ 野生的细胞株 ＳＷ４８，

ＫＲＡＳ突变的细胞株Ｌｏｖｏ，ＢＲＡＦ突变的细胞株 ＨＴ２９，用腺

相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）携带 ＨＧＦＫ１构建的

基因治疗药物实验对大肠癌细胞的作用［４５］。在大肠癌细胞中

肝细胞生长因子受体（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＨＧ

ＦＲ）高表达，ＨＧＦＲ是原癌基因犮犿犲狋编码的蛋白。ＨＧＦ是由

链和链连接形成的，链有一个 Ｎ末端发卡结构和４个螺旋结

构功能区［６］。体内天然存在的突变体 ＮＫ１４与 ＨＧＦＲ结合

但不使 ＨＧＦＲ磷酸化，成为天然的 ＨＧＦ拮抗剂，具有抑制肿

瘤血管生成的潜在治疗作用，因为 ＨＧＦ参与肿瘤新生血管生

成［７９］。笔者前期发现，ＡＡＶＨＧＦＫ１主要通过抑制ＥＧＦＲ磷

酸化降低大肠癌细胞增殖［５］，本研究选择人源的 ＫＲＡＳ和

ＢＲＡＦ野生的细胞株ＳＷ４８、ＫＲＡＳ突变的细胞株Ｌｏｖｏ，ＢＲＡＦ

突变的细胞株 ＨＴ２９，用 ＡＡＶ携带 ＨＧＦＫ１构建的基因治疗

药物实验研究其对大肠癌细胞的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　噻唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、Ｇ４１８、台盼

蓝购自Ｓｉｇｍａ公司，羊抗人 ＨＧＦＫ１多克隆抗体由香港大学制

备，人结肠癌细胞 Ｌｏｖｏ、ＳＷ４８、ＨＴ２９和ＳＷ６２０购自 ＡＴＣＣ
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公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　细胞用含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的 ＲＰ

ＭＩ１６４０培养基（含４．５ｇ／Ｌ葡萄糖），置于３７℃、５％ ＣＯ２ 恒

温箱中培养。取对数生长期细胞进行实验。

１．２．２　ＲＮＡ提取和实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）　六孔板

中接种５×１０５ 个／孔，培养１２ｈ。总ＲＮＡｓ用商品化试剂盒根

据说明书提取 （Ｔｒｉｚｏｌ，ＧｉｂｃｏＢＲＬ，ＵＳＡ）。１０ｍｇ总ＲＮＡ 用

ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ
Ⅲ（ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）逆转录为ｃＤ

ＮＡ，ｃＤＮＡ模板用人的ＥＧＦＲ特异性引物ＰＣＲ扩增。ＥＧＦＲ

引物：正向，５′ＡＡＴＧＴＧＡＧＣＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡ３′；反向，

５′ＧＧＣＴＴＧＧＴＴＴＧＧＡＧＣＴＴＣＴＣ３′）。

１．２．３　病毒制备　质粒ｐＡＡＶＣＡＧｓｅｃＥＧＦＰ和ｐＡＡＶ

ＣＡＧｓｅｃＨＧＦＫ１是通过插入ＥＧＦＰ和人类ＨＧＦＫ１ｃＤＮＡ到

多克隆位点ＡＡＶ血清型２载体获得，重组 ＡＡＶ颗粒通过无

辅助病毒的系统生产。

１．２．４　ＡＡＶＥＧＦＰ对体外培养细胞的转染　常规培养细胞，

２４孔板１×１０５／孔种植细胞，培养１２ｈ，设阴性对照组，弃去培

养基，ＰＢＳ洗２次后，病毒和无血清培养液混匀液加入２４孔板

的细胞中，３７℃孵育２ｈ，弃去培养基，更换新鲜的培养基，５％

ＣＯ２、３７℃培养４ｄ和７ｄ，在荧光显微镜下观察 ＡＡＶ和 Ａｄｖ

感染的细胞是否表达荧光蛋白。

１．２．５　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）杂交　六孔板中种植

２×１０５ 个／孔，培养过夜，细胞黏附后用 ＡＡＶＥＧＦＰ或 ＡＡＶ

ＨＧＦＫ１（ＭＯＩ＝５×１０４ｖｇ／细胞）０．２％ＦＢＳ的培养基孵育４８

ｈ用不同浓度的ＥＧＦ同时加入培养液中继续培养２４ｈ。然

后，刮取细胞，提取总蛋白为 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测备用。对于

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，标本先用ｐＨ７．９含有１０．０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ、

１０．０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ、１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、０．５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、０．５

ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ、１０．０μｇ／ｍＬ抑酞酶和１０．０μｇ／ｍＬ亮肽酶素

缓冲液处理。总蛋白用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳，转移到硝酸纤维素膜上，经过封闭后，膜分

别用一抗和二抗室温孵育１ｈ，一抗为抗ＥＧＦＲ、ｐＥＧＦＲ和β

ａｃｔｉｎ（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣＡ）。用ＥＣＬ试剂盒检测发

光信号（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈＩｎｃ．，Ｂｕｃｋｉｎｇｈａｍｓｈｉｒｅ，

ＵＫ）。

１．２．６　细胞增殖抑制实验　四甲基偶氮唑盐比色（ＭＴＴ）法

测定细胞增殖，９６孔板中每孔加入 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）２０

μＬ反应后用 ＭｅｔｅｒＴｅｃｈ９６０型酶标仪５７０ｎｍ波长下测吸光

度值）。同时，用不同数量的以上种类细胞接种到９６孔板中，

用于建立标准曲线，用于计算细胞增殖率。同一个组设６个复

孔，设对照孔（ＲＰＭＩ１６４０培养基）和空白孔（无细胞），每个实

验至少重复３次。

１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。

ＡＡＶＥＧＦＰ或ＡＡＶＨＧＦＫ１各组间比较采用狋检验，不同浓

度ＥＧＦ加入细胞增殖实验采用双因素方差分析，多组间比较

采用ＳＮＫ法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡＡＶＥＧＦＰ感染后ＥＧＦＰ阳性率　５×１０
４ｖｇ／细胞的

ＡＡＶＥＧＦＰ感染 Ｌｏｖｏ、ＨＴ２９、ＳＷ４８、ＳＷ６２０后培养４ｄ和７

ｄ后，分别消化细胞制成细胞悬液，用流式细胞检测ＥＧＦＰ绿

色荧光阳性细胞数，感染７ｄ后阳性率均大于９０％，见图１。

２．２　Ｌｏｖｏ、ＨＴ２９、ＳＷ４８细胞中 ＥＧＦＲ的表达情况　采用

ＲＴＰＣＲ检测ＥＧＦＲｍＲＮＡ在Ｌｏｖｏ和 ＨＴ２９细胞中转录水

平较高，而 ＳＷ４８中的转录较低，ＳＷ６２０未检测到（图２）。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 ＨＴ２９为４５．３倍Ｌｏｖｏ为２１．５倍ＳＷ４８为

１．０倍，ＳＷ６２０未检测到，见图３。

图１　　ＡＡＶＥＧＦＰ感染Ｌｏｖｏ、ＨＴ２９、ＳＷ４８、ＳＷ６２０

后时间ＥＧＦＰ阳性率曲线

图２　　ＲＴＰＣＲ检测Ｌｏｖｏ、ＨＴ２９、ＳＷ４８、ＳＷ６２０

中ＥＧＦＲｍＲＮＡ的表达

图３　　ＡＡＶＥＧＦＰ和ＡＡＶＨＧＦＫ１感染Ｌｏｖｏ、ＨＴ２９、

ＳＷ４８、ＳＷ６２０后 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＧＦＲ、ｐ

ＥＧＦＲ蛋白的表达

　　Ａ：Ｌｏｖｏ；Ｂ：ＨＴ２９；Ｃ：ＳＷ４８０；Ｄ：ＳＷ６２０。：犘＜０．０５，：犘＜

０．０１。

图４　　感染后 ＭＴＴ检测４种细胞在含有ＥＧＦ的无血清

培养基中的生长情况

２．３　ＡＡＶＨＧＦＫ抑制ＥＧＦＲ磷酸化 　常规培养的细胞至
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对数生长期进行病毒感染，７ｄ后提取总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测 ＥＧＦＲ 和 ｐＥＧＦＲ，发 现 ＡＡＶＨＧＦＫ１ 感 染 的 Ｌｏｖｏ、

ＨＴ２９、ＳＷ４８细胞ｐＥＧＦＲ显著低于 ＡＡＶＥＧＦＰ感染的对

照，提示 ＡＡＶＨＧＦＫ１显著抑制了ＥＧＦＲ磷酸化，表明 ＨＧ

ＦＫ１是ＥＧＦＲ磷酸化的抑制剂，见图３。

２．４　ＡＡＶＨＧＦＫ１显著抑制了大肠癌细胞增殖　常规培养

的细胞至对数生长期进行病毒感染７ｄ后，胰酶消化细胞，将

细胞悬液１×１０３ 个／孔分别接种９６孔板，培养过夜贴壁作为０

小时的时间点，大肠癌细胞株分别用每孔１００μＬ无ＦＢＳ的

ＰＲＩＭ１６４０加入或不加ＥＧＦ培养７２ｈ。２、２０ｎｇ／ｍＬ的ＥＧＦ

显著刺激了无血清培养液中Ｌｏｖｏ、ＨＴ２９、ＳＷ４８细胞的增殖，

ＳＷ６２０的增殖无显著作用，ＡＡＶＨＧＦＫ１感染显著抑制了

ＥＧＦ刺激细胞生长的作用，抑制率都超过６０％。为检测 ＨＧ

ＦＫ１是否可能通过抑制其他生长因子的作用抑制ＳＷ６２０的增

殖，ＳＷ６２０在０．３％和０．６％ＦＢＳ中培养，ＡＡＶＨＧＦＫ１感染对

的增殖速度有显著抑制作用，抑制率为２２％和２６％，见图４、５。

图５　　感染ＳＷ６２０后 ＭＴＴ检测基在含有ＦＢＳ增养

基中的生长情况

３　讨　　论

ＨＧＦＫ１是 ＨＧＦ第一个 Ｋｒｉｎｇｌｅ环状结构域的基因表达

产物，是由 ７９个氨基酸构成的球形结构，位于 ＨＧＦ的第

１２８～２０６位氨基酸，相对分子质量１１×１０５
［１０］。自Ｘｉｎ等

［１１］

发现 ＨＧＦＫ１具有抑制成纤维细胞生长因子对牛动脉内皮细

胞的增殖作用后，ＨＧＦＫ１作为一个新的抗肿瘤因子开始成为

研究的焦点。

本实验通过对４种结肠癌细胞系（Ｌｏｖｏ、ＨＴ２９、ＳＷ４８、

ＳＷ６２０）分别应用ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法进行检测，发现

在Ｌｏｖｏ、ＨＴ２９、ＳＷ４８３种细胞中可以检测到ＥＧＦＲ表达，在

ＳＷ６２０细胞中未检测到。ＡＡＶＨＧＦＫ１感染 Ｌｏｖｏ、ＨＴ２９、

ＳＷ４８细胞ｐＥＧＦＲ 显著低于其对照组。ＭＴＴ 实验证明，

ＨＧＦＫ１可以抑制ＥＧＦ介导的促进Ｌｏｖｏ、ＨＴ２９、ＳＷ４８肿瘤

细胞生长作用，说明 ＨＧＦＫ１可以通过ＥＧＦＲ信号通路抑制肿

瘤细胞生长。ＳＷ６２０中虽然未检测到ＥＧＦＲ的表达，但是在

含０．３％和０．６％ＦＢＳ中培养，ＡＡＶＨＧＦＫ１感染对其增殖速

度有显著抑制作用，说明 ＨＧＦＫ１可以通过其他通路抑制肿瘤

细胞生长。

已有研究表明，ＥＧＦＲ信号通路在肿瘤发生、发展中起重

要作用，ＥＧＦＲ主要有 Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ 和 Ｐ１３Ｋ／ＰＤＫｌ／

Ａｋｔ两条信号通路
［１２］。以往研究发现，犓犚犃犛基因突变的患

者对ＥＧＦＲ单抗治疗无效。而近年来也有研究发现，约４０％

ＫＲＡＳ基因野生型患者有耐药现象。究其原因可能是与ＥＧ

ＦＲ表达异常及ＥＧＦＲ通路中的其他基因如ＢＲＡＦ突变等因

素相关，结果导致ＥＧＦＲ下游的分子信号通路异常活化
［１３］。

本研究通过体外实验表明，ＨＧＦＫ１对表达ＥＧＦＲ同时伴或不

伴ＫＲＡＳ和ＢＲＡＦ突变的大肠癌细胞及不表达ＥＧＦＲ的大肠

癌细胞有生长抑制作用，是一种肿瘤抑制因子，可能作为大肠

癌治疗的新药物。这种关系的发现，为今后深入研究 ＨＧＦＫ１

治疗大肠癌提供实验依据。Ｓｈｅｎ等
［１４］研究发现，在肝癌细胞

及微血管内皮细胞中，ＨＧＦＫ１抗肿瘤细胞及抗血管形成效应

主要是通过 ＥＧＦ／ＥＧＦＲ 信号传导通路，部分通过 ＶＥＧＦ／

ＶＥＧＦＲ和ｂＦＧＦ／Ｆｌｇ信号传导通路，而不是通过 ＨＧＦ诱导

的细胞增殖效应。在大鼠肝癌模型中，ＡＡＶＨＧＦＫ１治疗组

显著抑制肿瘤生长，降低肿瘤微血管密度，并完全阻止肝、肺、

腹膜转移。笔者前期研究已证明ｒＡＡＶＨＧＦＫ１联合 Ａｄｐ５３

延长肝转移大肠癌小鼠生存［４］。Ｌｕ等
［１５］研究发现，ＨＧＦＫ１

有效抑制人脐血管内皮细胞生长、迁移，并且在小鼠体内抑制

脉络膜及视网膜新生血管形成。Ｚｈｏｕ等
［１６］研究发现，表达

ＨＧＦＫ１的非小细胞肺癌患者总生存期及无进展生存期显著

长于不表达 ＨＧＦＫ１的非小细胞肺癌患者。

综上所述，目前对ＨＧＦＫ１作用机制的研究正逐渐明朗，使

ＨＧＦＫ１作为一种新型靶向治疗肿瘤药物进入临床成为可能。
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研究也发现，ｍｉＲＮＡ１８１ｄ、ｍｉＲＮＡ２７ａ和ｌｅｔ７ｆ在 ＨＬ６０／Ａ

耐药细胞中的表达下调，而 ＨＬ６０敏感细胞则在持续用药的

第７天起表达下调，提示ｍｉＲＮＡ１８１ｄ、ｌｅｔ７ｆ和 ｍｉＲＮＡ２７ａ的

表达下调也可能与 ＨＬ６０细胞对ＤＮＲ的耐药性也具有一定

的相关性。

综上所述，本研究对５种ｍｉＲＮＡ在 ＨＬ６０细胞中的表达

进行了探索，对这５种ｍｉＲＮＡ与 ＨＬ６０细胞耐药性的相关性

有了初步的认识。今后还需要通过转染 ｍｉＲＮＡ特异的寡核

苷酸模拟物及抑制物等手段，进一步了解这些 ｍｉＲＮＡ的靶基

因及其作用机制，为降低ＡＰＬ的耐药性，提高药物化疗效果打

下理论基础。
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