
书书书

·１２９２　 · 第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００７Ｄｅｃ；２８（１２）

·专题报道·

三种抗纤维化细胞因子对ＨｅｐＧ２细胞转化生长因子β１基因启动子转录
活性的影响

侯丽娜，高春芳，赵云鹏，孙小娟，陈建栋，江筱炯
（第二军医大学东方肝胆外科医院实验诊断科，上海２００４３８）

［摘要］　目的：观察抗肝纤维化细胞因子白介素１０（ＩＬ１０）、肝细胞生长因子（ＨＧＦ）和干扰素γ（ＩＦＮγ）对含不同－５０９Ｃ＞Ｔ

基因型的转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）基因上游启动子转录活性的影响，探讨细胞因子可能的抗肝纤维化机制。方法：以

ＴＧＦβ１基因上游５′侧翼区启动子（－１３２８～ ＋８１２）含有－５０９Ｃ＞Ｔ 位点的片段作为靶序列，将其与氯霉素乙酰基转移酶

（ＣＡＴ）报告基因组成重组体ｐｈＴＧＦ２．１４Ｃ、ｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ，脂质体法转染至人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２，应用ＩＬ１０（４ｎｇ／ｍｌ）、ＨＧＦ

（１０ｎｇ／ｍｌ）和ＩＦＮγ（２０ｎｇ／ｍｌ）作用于转染后 ＨｅｐＧ２细胞，ＥＬＩＳＡ法测定报告基因的表达。结果：转染ｐｈＴＧＦ２．１４Ｃ的

ＨｅｐＧ２细胞报告基因活性明显高于转染ｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ者（Ｐ＜０．０１）。ＩＦＮγ对转染ｐｈＴＧＦ２．１４Ｃ、ｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ的ＨｅｐＧ２细

胞ＴＧＦβ１启动子转录活性均具有明显的抑制作用（Ｐ＜０．０５），ＨＧＦ对转染ｐｈＴＧＦ２．１４ＣＨｅｐＧ２细胞的ＴＧＦβ１启动子转录

活性具有促进作用（Ｐ＜０．０５），ＩＬ１０对两种情况下 ＨｅｐＧ２细胞ＴＧＦβ１启动子转录活性调控作用均不显著。结论：Ｃ等位基

因可明显增强ＴＧＦβ１基因启动子转录活性；ＩＦＮγ可能通过抑制ＴＧＦβ１基因启动子转录活性抑制肝纤维化，而 ＨＧＦ、ＩＬ１０
的抗纤维化作用可能与此途径无关。
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　　肝纤维化是多种病因共同激活肝星状细胞
（ＨＳＣ）、产生大量细胞外基质（ＥＣＭ），ＥＣＭ 过度沉
积而形成的。在众多的致纤维化因素中，转化生长
因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）是
明确的强效致纤维化因子，具有广泛生物学效应，对

ＥＣＭ相关基因表达、基质降解、细胞分化、细胞凋亡
及免疫调节等都具有重要作用［１］。目前在 ＴＧＦβ１

基因已发现至少存在８个单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位
点［２］。这些多态性位点与肝脏纤维化疾病发生、发
展的相关性成为目前研究的热点。我们在前期的临



第１２期．侯丽娜，等．三种抗纤维化细胞因子对 ＨｅｐＧ２细胞转化生长因子β１基因启动子转录活性的影响 ·１２９３　 ·

床研究发现［３４］，慢性肝病肝硬化患者 ＴＧＦβ１基因

ＳＮＰ与疾病进程有关，并对 ＴＧＦβ１基因启动序列
进行了系列研究。

　　本研究在上述研究的基础上，观察３种具有抗
纤维化作用的细胞因子，即白介素１０（ＩＬ１０）、肝细
胞生长因子（ＨＧＦ）和干扰素γ（ＩＦＮγ）对包含－
５０９Ｃ＞Ｔ位点基因多态性的ＴＧＦβ１基因上游启动
子转录调控活性的影响，为进一步在转录水平探讨
这些细胞因子的抗纤维化作用机制奠定实验

基础。　　　　

１　材料和方法

１．１　细胞培养　ＨｅｐＧ２细胞购自中国科学院细胞
库，由本实验室传代培养。培养基为含体积分数

１０％小牛血清（杭州四季青）的ＤＭＥＭ 高糖培养基
（吉诺生物医药），０．２５％胰蛋白酶消化传代（博光
科技）。

１．２　ＭＴＴ法筛选细胞因子作用浓度　选取细胞因
子ＩＬ１０（０、０．０４、０．４、４、４０ｎｇ／ｍｌ）、ＨＧＦ（０、０．１、

１、１０、１００ｎｇ／ｍｌ）、ＩＦＮγ（０、０．２、２、２０、２００ｎｇ／ｍｌ）
作用于ＨｅｐＧ２细胞，２４ｈ后观察各浓度细胞因子对

ＨｅｐＧ２细胞的作用效应，从而为后期转染实验选取
合适的作用浓度。ＨｅｐＧ２细胞消化制成细胞悬液，
以５×１０４／孔的细胞密度接种于９６孔板。细胞密度
达到９０％时，更换含０．２５％小牛血清的ＤＭＥＭ 培
养基，静息８ｈ；分别加上述浓度细胞因子（ＩＬ１０、

ＨＧＦ、ＩＦＮγ）作用，每组３个复孔；２４ｈ后每孔加５
ｍｇ／ｍｌＭＴＴ１０μｌ，继续培养４ｈ，终止反应，吸弃培
养基，每孔加入１００μｌ二甲亚砜（ＤＭＳＯ），振荡１０
ｍｉｎ，波长为４９０ｎｍ条件下，读取Ｄ 值。上述实验
重复３次，根据结果选择后续实验中细胞因子
浓度。　　　　　　
１．３　构建重组质粒　载体质粒ｐＣＡＴＥｎｈａｎｃｅｒ
Ｖｅｃｔｏｒ（Ｐｒｏｍｅｇａ）不含启动子，但含有ＳＶ４０增强子
和氯霉素乙酰基转移酶（ＣＡＴ）报告基因。以特定

－５０９Ｃ＞Ｔ基因型患者ＤＮＡ为模板，用ＰＣＲ方法
扩增得到一对长度为２．１４ｋｂ含有－５０９Ｃ＞Ｔ的

ＴＧＦβ１上游基因片段，相应于 ＴＧＦβ１基因上游

－１３２８～＋８１２序列。其上游引物为：５′ＧＡＴＴＣＧ
ＡＣＧＣＧＴＡＧＡＴＣＡＣＴＴＴＧＧＣＴＧＣＴＧＴ３′；
下游引物为：５′ＴＡＧＡＣＣＡＡＧＣＴＴＧＡＧＣＧＣ
ＧＡＡＣＡＧＧＧＣ３′。两端引物分别含６个保护碱
基和限制性内切酶ＭｌｕⅠ、ＨｉｎｄⅢ 识别位点（下划
线部分），引物由上海基康生物技术公司合成。扩增
产物经割胶小量柱纯化（华舜生物公司试剂盒）回收

后，用限制性内切酶ＭｌｕⅠ、ＨｉｎｄⅢ 酶切，与具有相
同粘末端的线性 ｐＣＡＴ３ＥｎｈａｎｃｅｒＶｅｃｔｏｒ经 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）连接。构建两种重组体，分
别为ｐｈＴＧＦ２．１４Ｃ、ｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ，连接混合物转化
至感受态大肠杆菌ＪＭ１０９，筛选并经小量酶切鉴定，
测序（上海基康生物技术公司）鉴定正确后，大量扩
增阳性克隆，抽提、纯化重组质粒（ｐｌａｓｍｉｄｍｉｄｉｋｉｔ，

Ｑｉａｇｅｎ），紫外分光光度计测得率、纯度。

１．４　ＤＮＡ转染及细胞因子作用　转染采用脂质体
转染试剂 （Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ｒｅａｇｅｎｔ，Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）。操作按照试剂说明进行，具体操作如下：

ＨｅｐＧ２细胞以１０５／孔接种于１２孔培养板，待细胞

６０％～８０％融合时，换无血清培养基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），

ＤＮＡ与Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ｒｅａｇｅｎｔ以１２．５的比
例混合，将混合物按每孔含重组质粒１μｇ加入上述
细胞培养孔中，继续培养；同时转染β半乳糖苷酶表
达质粒（ｐＳＶβｇａｌ）１μｇ作为内对照及含ＣＡＴ的表
达质粒ｐＣＡＴ６．２（Ｐｒｏｍｅｇａ）作阳性对照。６ｈ后换
含体积分数为０．２５％小牛血清的培养基静息８ｈ
后，加质量浓度分别为４、１０、２０ｎｇ／ｍｌ的３种细胞
因子ＩＬ１０、ＨＧＦ、ＩＦＮγ干预（浓度选择参考１．２项
下 ＭＴＴ增殖试验结果），培养过夜。细胞因子作用

２４ｈ后终止培养，留取细胞裂解液测定报告基因活
性。上述实验采用３个复孔并重复３次。

１．５　ＣＡＴ、βｇａｌ活性测定及蛋白定量　终止培养
的细胞用预冷的 ＰＢＳ 洗 ３ 次，以裂解缓冲液
（Ｒｏｃｈｅ）裂解细胞后，取细胞裂解液进行蛋白定量、

βｇａｌ活性测定（酶活性测定试剂盒，Ｐｒｏｍｅｇａ）及

ＣＡＴ表达量测定（ＣＡＴＥＬＩＳＡ，Ｒｏｃｈｅ）。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件对研究数
据进行统计分析，所有测得的Ｄ４９０值及ＣＡＴ值均采
用ｔ检验进行统计分析。

２　结　果

２．１　鉴定重组质粒　构建的ｐｈＴＧＦ２．１４Ｃ和ｐｈＴ
ＧＦ２．１４Ｔ经酶切后电泳鉴定（图１）。载体为４．３ｋｂ
的ｐＣＡＴ３ｅｎｈａｎｃｅｒ，插入的启动子长度为２．１４ｋｂ，
经测序证实插入序列正确。

２．２　细胞因子对 ＨｅｐＧ２细胞增殖活性的影响　与
空白组相比，ＩＬ１０（４ｎｇ／ｍｌ）组 ＨｅｐＧ２细胞增殖活
性显著降低，ＨＧＦ（１０ｎｇ／ｍｌ）组显著升高，ＩＦＮγ
（２０ｎｇ／ｍｌ、２００ｎｇ／ｍｌ）组显著降低（Ｐ＜０．０１）（图

２）。所以选取细胞因子ＩＬ１０浓度为４ｎｇ／ｍｌ、ＨＧＦ
浓度为１０ｎｇ／ｍｌ、ＩＦＮγ浓度为２０ｎｇ／ｍｌ进行下一
步的转染实验。
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图１　重组质粒酶切后电泳结果

Ｆｉｇ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｕｔａｔｉｖｅｐｒｏｍｏｔｅｒｓａｎｄ－５０９Ｃ＞Ｔｖａｒｉａｎｔｓ

ｆｒｏｍＴＧＦβ１ｇｅｎｅａｆｔｅｒｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ；２：ｐｈＴＧＦ２．１４Ｃ

图２　ＩＬ１０（Ａ）、ＨＧＦ（Ｂ）、ＩＦＮγ（Ｃ）

作用后ＨｅｐＧ２细胞增殖活性 ＭＴＴ法测定结果

Ｆｉｇ２　ＭＴＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ａｆｔｅｒＩＬ１０（Ａ），ＨＧＦ（Ｂ），ａｎｄＩＮＦγ（Ｃ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｎｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

２．３　转染重组体的细胞报告基因表达水平测定结
果　ＥＬＩＳＡ测定细胞ＣＡＴ表达量，同时测定细胞

裂解液蛋白浓度。ＣＡＴ测定结果用相应蛋白含量
及βｇａｌ活性校正以保证在相同的细胞量及转染效
率前提下比较报告基因活性。结果（图３）表明：未
加细胞因子干预，转染重组体 ｐｈＴＧＦ２．１４Ｃ 的

ＨｅｐＧ２细 胞 ＣＡＴ 活 性 明 显 高 于 转 染 重 组 体

ｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ的 ＨｅｐＧ２细胞（Ｐ＜０．０１）。

图３　转染ｐｈＴＧＦ２．１４Ｃ、ｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ后

ＨｅｐＧ２细胞ＣＡＴ活性结果

Ｆｉｇ３　ＣＡＴａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｐｈＴＧＦ２．１４ＣａｎｄｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ

Ｐ＜０．０１ｖｓｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ；ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

２．４　细胞因子对 ＴＧＦβ１启动子转录活性的影
响　ＣＡＴ测定结果用相应蛋白含量及βｇａｌ活性进
行 校 正。 结 果 （图 ４）显 示：ＩＦＮγ 对 转 染

ｐｈＴＧＦ２．１４Ｃ、ｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ 的 ＨｅｐＧ２ 细 胞

ＴＧＦβ１启动子转录活性均具有明显的抑制作用
（Ｐ＜０．０５）；ＨＧＦ对转染ｐｈＴＧＦ２．１４ＣＨｅｐＧ２细
胞的ＴＧＦβ１启动子转录活性具有促进作用（Ｐ＜
０．０５）；ＩＬ１０对两种情况下 ＨｅｐＧ２细胞ＴＧＦβ１启
动子转录活性调控作用均不显著。

图４　细胞因子对转染ｐｈＴＧＦ２．１４Ｃ（Ａ）、

ｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ（Ｂ）后

ＨｅｐＧ２细胞ＣＡＴ表达量的影响

Ｆｉｇ４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｏｎＣＡＴｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨｅｐＧ２
ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｈＴＧＦ２．１４Ｃ（Ａ）ａｎｄｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ（Ｂ）

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；珚ｘ±ｓ，ｎ＝９
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３　讨　论

　　国内外已有部分血清学组织学的对照研究证
实，外周血ＴＧＦβ１水平检测可反映慢性肝纤维化中
组织炎症坏死及纤维化程度，因而具有诊断意
义［５７］。而ＴＧＦβ１在肝纤维化形成过程中，其本身
表达调控的相关分子的作用机制引起研究者的特别

关注。ＴＧＦβ１的生物合成受多种因素的影响，这些
影响因子分别在转录水平和翻译后水平发挥作

用［８］。本研究选取３种明确具有抗纤维化作用的细
胞因子ＩＬ１０、ＨＧＦ、ＩＦＮγ，作用于 ＴＧＦβ１的上游
调控序列，深入探讨细胞因子对ＴＧＦβ１表达调控影
响的分子机制，这对于ＴＧＦβ１相关性疾病的预防和
治疗具有重要指导意义。

　　ＳＮＰ是最近发现的第３代遗传标志，个体基因
组ＤＮＡ中的少数甚至个别碱基多态性，可导致特
定基因疾病状态下的特征性改变。ＳＮＰ对于研究
基因多态性以及识别、定位疾病位点、分析多基因疾
病的主基因及个体对药物的不同反应性差异、个体
化用药等均具有重要价值［３］。目前已明确人ＴＧＦ

β１基因在染色体的定位是１９ｑ１３，存在至少８个

ＳＮＰｓ位点，它们分别是－９８８Ｃ＞Ａ、－８００Ｇ＞Ａ、

－５０９Ｃ＞Ｔ、＋７２插入Ｃ、第４个内含子缺失Ｃ、ｃｏｎ
ｄｏｎ１０Ｔ＞Ｃ、ｃｏｎｄｏｎ２５Ｇ＞Ｃ、ｃｏｎｄｏｎ２６３Ｃ＞Ｔ［２］。
若ＴＧＦβ１基因序列ＳＮＰ存在一定规律，特定ＳＮＰ
基因型则可通过影响该基因启动转录活性或对多种

调节因子的反应性差异，改变ＴＧＦβ１基因的转录活
性，成为一种影响疾病转归和疗效的遗传因素。通
过 前 期 研 究［３４］发 现：在 中 国 人 群 中 不 存 在

－９８８（Ｃ＞Ａ）、－８００（Ｇ＞Ａ）、ｃｏｎｄｏｎ２５（Ａｒｇ＞
Ｐｒｏ）、ｃｏｎｄｏｎ２６３（Ｔｈｒ＞Ｉｌｅ）的变异，仅存在－５０９Ｃ
＞Ｔ、ｃｏｎｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）的变异。连锁不平衡分
析进一步提示，－５０９Ｃ＞Ｔ和ｃｏｎｄｏｎ１０Ｔ＞Ｃ之间
存在连锁不平衡；而－５０９Ｃ＞Ｔ多态性与血浆中的

ＴＧＦβ１浓度有明显的相关性，且与肝纤维化的进度
呈正相关。

　　 本 研 究 以 人 ＴＧＦβ１ 基 因 上 游 ５′侧 翼 区
（－１３２８～ ＋８１２）片段作为启动子并与报告基因载
体组成重组体后，在经过细胞增殖实验选取合适作用
浓度后，将重组体转染 ＨｅｐＧ２细胞，用ＩＬ１０、ＨＧＦ、

ＩＦＮγ对其进行干预，通过检测报告基因活性探讨细
胞因子对ＴＧＦβ１启动序列的启动活性的影响，同时
比较重组体ｐｈＴＧＦ２．１４Ｃ与ｐｈＴＧＦ２．１４Ｔ对报告基
因活性的影响。结果表明：细胞因子ＩＦＮγ对ＴＧＦ

β１启动活性具有显著的抑制作用，表明在ＴＧＦβ１的５′

侧翼区（－１３２８～＋８１２）片段中可能存在ＩＦＮγ作用
反应元件，且－５０９Ｃ＞Ｔ不影响ＩＦＮγ作用反应元件
的作用，为进一步明确ＩＦＮγ抗纤维化机制提供了有
益的依据。细胞因子ＩＬ１０在２．１４ｋｂ（－１３２８～
＋８１２）区域内对ＴＧＦβ１基因上游启动调控序列的作
用不显著。本实验还发现 ＨＧＦ具有促进ＴＧＦβ１基
因－１３２８～＋８１２上游启动调控的作用。这提示ＩＬ
１０及ＨＧＦ的抗纤维化作用反应元件可能不在我们
选取的这一段调控序列中或通过其他途径发挥作用。

－５０９位点基因型Ｃ表达ＴＧＦβ１的活性明显高于基
因型Ｔ，表明Ｃ等位基因可明显增强ＴＧＦβ１基因上
游调控序列的转录活性，与我们前期的临床研究发现

－５０９Ｃ等位基因频率与肝纤维化的进展有关相一致
（另文发表）。这提示－５０９Ｃ＞Ｔ可影响ＴＧＦβ１基因
上游的基础调控转录活性。

　　本研究有助于我们进一步深入认识抗纤维化细
胞因子的作用机制以及ＴＧＦβ１基因中特定位点基
因多态性对ＴＧＦβ１转录调控影响，从而有利于理解

ＴＧＦβ１基因多态性与疾病的相关性，为阐明纤维化
的形成机制及逆转治疗提供新思路。
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Ｈ２ｈ４ｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００１，１６７：７１１１７１１８．

［７］　ＲａｙＳ，ＢｒｏｏｒＳＬ，ＶａｉｓｈｎａｖＹ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｂｅｔａｉｎｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ：ｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏ
ｆｉｎｄｉｎｇｓ［Ｊ］．ＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＨｅｐａｔｏｌ，２００３，１８：３９３４０３．

［８］　ＳｈａｈＲ，ＲａｈａｍａｎＢ，ＨｕｒｌｅｙＣＫ，ｅｔａｌ．Ａｌｌｅｌｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎ
ｔｈｅＴＧＦｂｅｔａ１ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｅｇｉｏｎ：ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｎｏｖｅｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ［Ｊ］．Ｈｕｍ Ｇｅｎｅｔ，

２００６，１１９（１２）：６１７４．
［收稿日期］　２００７０９１８　　 ［修回日期］　２００７１１１２
［本文编辑］　贾泽军


